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БГУ – столетняя история успеха

УДК 54.057:577.2

ВЛИЯНИЕ ЭМОКСИПИНА НА ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ  
МОНОНУКЛЕАРОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ В УСЛОВИЯХ 

КУЛЬТИВИРОВАНИЯ С ЦИТАРАБИНОМ И ЦИКЛОЦИТИДИНОМ

Д. Б. НИЖЕГОРОДОВА1), 2), М. М. ЗАФРАНСКАЯ 1),  
Е. И. КВАСЮК 1), А. Г. СЫСА1)

1)Международный государственный экологический институт им. А. Д. Сахарова БГУ, 
ул. Долгобродская, 23/1, 220070, г. Минск, Беларусь 

2)Белорусская медицинская академия последипломного образования,  
ул. П. Бровки, 3, корп. 3, 220013, г. Минск, Беларусь 

С учетом особой роли окислительного стресса, возрастающего во время химиотерапии опухолей, исследовано влия
ние антиоксиданта эмоксипина на мононуклеары периферической крови в условиях, моделирующих процессы цито
токсического воздействия антиметаболитов ряда модифицированных цитидиновых нуклеозидов по отношению 
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к опухолевой клеточной линии K562. Лимфоидные клетки наряду с этим являлись источником для последующего 
моделирования реакции иммунного ответа на опухоль. Установлено, что ни сами модифицированные нуклеозиды, 
ни их комбинации с эмоксипином не вызывали изменения IL-2-стимулированной цитотоксичности лимфоидных 
клеток по отношению к опухолевой клеточной линии K562. Исследование экспрессии маркера CD107a показало 
значительный стимулирующий эффект 1 мкмоль/л цитарабина на активацию Т-лимфоцитов (CD3+ ) и субпопуля-
цию цитотоксических Т-лимфоцитов (CD3+CD8+ ). 

Ключевые слова: цитарабин; циклоцитидин; окислительный стресс; эмоксипин; цитотоксичность.
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Taking into account the special role of oxidative stress that increases during cancer chemotherapy, the effect of the 
antioxidant emoxipine on peripheral blood mononuclears was studied under conditions that simulate the cytotoxic effects 
of antimetabolites of a number of modified cytidine nucleosides in relation to the tumor cell line K562. Lymphoid cells 
were also a source for subsequent modelling of the immune response to the cancer. It was found that neither the mo
dified nucleosides themselves nor their combination with emoxipine caused changes in IL-2-stimulated cytotoxicity of 
lymphoid cells in relation to K562 tumor cell line. A study of the expression of the CD107a marker showed a significant 
stimulating effect of 1 µmol/L of citarabine on the activation of subpopulations of T-lymphocytes (CD3+ ) and cytotoxic 
T-lymphocytes (CD3+CD8+ ). 

Keywords: cytarabine; cyclocytidine; oxidative stress; emoxipine; cytotoxicity.
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Введение
В настоящее время модифицированные нуклеозиды и их аналоги широко применяются в качестве 

противовирусных или цитостатических препаратов. Попадая в клетку, такие соединения подвергаются 
ступенчатому фосфорилированию с образованием 5′-трифосфатов нуклеозидов, которые выступают 
субстратами либо ингибиторами ДНК-полимераз в инфицированной или трансформированной клетке. 

Важным аспектом, ограничивающим применение цитостатических препаратов класса модифици-
рованных нуклеозидов, является то, что данные препараты обладают нежелательными побочными 
эффектами из-за возможного воздействия на генетический аппарат клетки-хозяина. В связи с этим 
представляется перспективным поиск веществ или их комбинаций (в частности, с антиоксидантами), 
способствующих снижению интоксикации [1]. 

Проблеме протективного эффекта вводимых во время химиотерапии антиоксидантов в отношении 
нетрансформированных здоровых клеток посвящено большое количество исследований. Однако ввиду 
различий в дизайне исследования, протоколе вмешательства, типе рака, сроках наблюдения, инклю-
зивных критериях, статистическом анализе и схеме химиотерапии возникает неопределенность, по-
зволяющая сделать окончательный вывод о риске снижения контроля опухоли из-за введения дополни-
тельного антиоксиданта во время химиотерапии. Так, в исследованиях in vitro показано, что цитарабин 



5БГУ – столетняя история успеха

Клеточная биология и физиология
Cell Biology and Physiology

и другие аналоги нуклеозидов на основе цитозина токсичны для опухолевых клеток за счет повышения 
уровня клеточного окислительного стресса  [2]. Напротив, ряд авторов приходят к однозначному за-
ключению, что при одновременном применении антиоксиданты не мешают химиотерапии; усиливают 
цитотоксический эффект химиотерапии; защищают нормальные ткани; повышают выживаемость па-
циентов и терапевтический ответ [3–5].

Однако очень мало известно о том, как комбинации антиметаболитов с антиоксидантами действуют 
на цитотоксические врожденные и адаптивные иммунные клетки, влияет ли токсичность по отноше-
нию к лимфоцитам на их противоопухолевую эффективность. В настоящей работе в условиях in vitro 
исследовано влияние модифицированных нуклеозидов О2,2′-ангидро-1-(β-D-арабинофуранозил)ци-
тозина (циклоцитидин, цикло-Ц) и 1-(β-D-арабинофуранозил)цитозина (цитарабин, ара-Ц) в комбина-
ции с 6-метил-2-этилпиридинолом-3 (эмоксипин) – синтетическим производным 3-гидроксипиридина 
с сильным антиоксидантным действием – на цитотоксичность лимфоидных клеток в кокультуре с опу-
холевой клеточной линией человека K562.

Материалы и методы исследования
Получение циклоцитидина (цикло-Ц) и цитарабина (ара-Ц). Синтез цикло-Ц осуществляли реак

цией взаимодействия природного нуклеозида – цитидина – с хлорангидридом ацетилсалициловой кис-
лоты в  ацетонитриле с  последующим действием соляной кислотой для снятия блокирующих групп 
в промежуточном продукте (рис. 1). Выделенный кристаллический продукт цикло-Ц в виде его гидро
хлорида очищали перекристаллизацией из воды. 

Обработка цикло-Ц раствором гидроксида натрия при комнатной температуре с последующей нейтра
лизацией раствором соляной кислоты приводила к образованию ара-Ц, который выделялся в кристалли-
ческом виде при охлаждении нейтрального раствора. 

Продукт дополнительно очищали перекристаллизацией из воды. Соединения цикло-Ц и ара-Ц по 
всем параметрам совпадали с заведомыми образцами.

Выделение мононуклеаров периферической крови (МПК). Материалом исследования явилась 
периферическая венозная кровь здоровых доноров (n = 15, из них 8 мужчин и 7 женщин), средний воз-
раст которых составил 42,5 (39,0 – 47,5) года.

Периферическую кровь отбирали в стерильные пробирки с гепарином, разводили физиологическим 
раствором в соотношении 1 : 1, наслаивали на градиент плотности Histopaque-1077 (Sigma, Германия) 
и центрифугировали в течение 30 мин при 1500 об/мин и 4 °C. Образовавшееся интерфазное кольцо 
МПК отбирали в стерильные пробирки и дважды отмывали в физиологическом растворе в течение 
10 мин при 1500 об/мин и 4 °C.

Культивирование МПК. Полученные МПК в концентрации 2 ⋅ 105 клеток на лунку культивировали 
в полной питательной среде на основе RPMI-1640 (Bio-Whittaker, США), 10 % эмбриональной телячьей 
сыворотки (Gibco, Германия), 2 ммоль/л L-глютамина (Bio-Whittaker), 1 % антибиотика-антимикотика 
(Gibco) в присутствии цикло-Ц и ара-Ц в концентрациях 1 мкмоль/л или без них (контрольные культу-
ры) в течение 72 ч. Для стимуляции цитотоксичности МПК в кокультуры вводили интерлейкин-2 (IL-2, 
Fluka, Германия) в конечной концентрации 100 МЕ/мл.

Рис. 1. Схема синтеза цикло-Ц (2) и ара-Ц (3) из цитидина (1)
Fig. 1. Scheme for the synthesis of cyclocytidine (2) and cytarabine (3) from cytidine (1)
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Для оценки цитотоксичности к 3-дневной культуре МПК добавляли клетки-мишени – опухоле-
вую клеточную линию человека K562, окрашенную флуоресцентным красителем 6-карбоксифлуо
ресцеина сукцинимидиловым эфиром (CFSE, Fluka), – в соотношении 5 : 1 и культивировали 4 ч. 
В кокультуры, в которых впоследствии оценивалась экспрессия мембранного протеина 1, ассоцииро
ванного с  лизосомами (lysosomal-associated membrane protein  1, LAMP1), также добавляли инги-
битор трансмембранного транспорта брефельдин  А (Fluka) и  моноклональные антитела CD107a 
(R & D Systems, США).

Метод проточной цитофлуориметрии. Процент гибели клеток-мишеней K562 в результате цито
токсичности МПК в  кокультурах определяли путем добавления катионного красителя пропидий 
йодида (PI, Invitrogen, Германия) и идентификации нежизнеспособных клеток опухолевой линии как 
CFSE+ PI+ K562 с использованием проточного цитофлуориметра Cytoflex (Beckman Coulter, США) на 
50 000 событий. Коэффициент стимуляции цитотоксичности рассчитывали как отношение процента 
клеточной гибели K562 в кокультуре с МПК, стимулированными IL-2, к аналогичному показателю 
в кокультуре с нестимулированными МПК.

Фенотипирование МПК осуществляли с  использованием моноклональных антител CD8-FITC, 
CD107а-PE, CD3-APC, CD56-PC7 (R & D Systems, Beckman Coulter), которыми окрашивали пробы в те-
чение 15 мин в темноте. Результаты регистрировали на проточном цитофлуориметре Cytoflex как коли-
чество CD107а-позитивных клеток на 50 000 событий.

Статистический анализ. Cтатистическую обработку данных проводили с применением стандарт-
ного пакета Statistica 8.0 (StаtSoft Inc., США). Для описательной статистики исследуемых групп исполь-
зовали показатели медианы, нижнего и верхнего процентилей (25-й и 75-й процентили). Определение 
достоверных различий между сравниваемыми группами осуществляли непараметрическим критерием 
Вилкоксона. Различия считались статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Для оценки эффектов цикло-Ц, ара-Ц и  их комбинаций с  эмоксипином на спонтанную и  IL-2-

стимулированную цитотоксичность лимфоидных клеток по отношению к опухолевой клеточной линии 
K562 использовали процент погибших клеток K562, детектируемых как CFSE+ PI+ K562. В условиях 
стимуляции IL-2 наблюдалось статистически значимое увеличение эффектов цитотоксичности МПК 
во всех исследуемых культурах.

Показано, что ара-Ц в 2,1 раза ингибирует нестимулированную цитотоксичность МПК ( р < 0,05), 
а его комбинация с эмоксипином на 57,6 % ослабляет данный ингибиторный эффект. В то же время 
цикло-Ц, как и его комбинация с эмоксипином, не влияет на цитотоксичность в условиях эксперимента. 
Оценка эффектов ара-Ц и цикло-Ц и их комбинаций с эмоксипином на IL-2-стимулированную цито-
токсичность МПК не выявила статистически значимых различий, однако прослеживалась тенденция 
ингибиторного эффекта соединений (табл. 1).

Т а б л и ц а  1

Количество нежизнеспособных клеток CFSE+ PI+ K562 в кокультурах  
с нестимулированными и IL-2-стимулированными МПК  

в присутствии модифицированных нуклеозидов и эмоксипина, %

Ta b l e  1

Number of non-viable cells CFSE+ PI+ K562 in cocultures  
with unstimulated and IL-2-stimulated peripheral blood mononuclear cells  

after exposure to cytarabine or cyclocytidine and emoxipine, %

Условия 
культивирования

Спонтанная  
цитотоксичность

IL-2-стимулированная 
цитотоксичность

Контроль 19,7
(15,6 –22,0)

41,1
(40,0 – 43,2)

Ара-Ц 9,2*
(7,0 –10,7)

38,8
(36,2– 42,4)

Цикло-Ц 18,8
(15,2–21,7)

39,9
(38,7– 41,1)

Эмоксипин 19,7
(16,8 –19,9)

38,3
(37,1–39,8)
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Условия 
культивирования

Спонтанная  
цитотоксичность

IL-2-стимулированная 
цитотоксичность

Ара-Ц + эмоксипин 14,5
(5,8–32,9)

39,3
(34,3– 44,1)

Цикло-Ц + эмоксипин 21,5
(15,0 –26,3)

38,4
(35,6 – 42,6)

П р и м е ч а н и е. Клетки в кокультуре инкубировали 4 ч в присутствии флуоресцентного 
красителя CFSE и 1 мкмоль/л цикло-Ц и (или) ара-Ц отдельно либо совместно с 1 мкмоль/л 
эмоксипином. Каждое значение – медиана, 25-й и 75-й процентили погибших клеток K562, 
рассчитанные в процентах от общей популяции клеток; * – достоверное отличие от контроля 
( р < 0,05).

Экспрессия CD107a на лимфоидных клетках в кокультуре с K562 при культивировании с мо-
дифицированными нуклеозидами и  их комбинациями с  эмоксипином в  условиях стимуляции 
IL-2. Метод оценки экспрессии CD107a позволяет измерять цитотоксическую активность на уровне 
клетки в конкретной популяции эффекторных клеток. 

Показано, что экспрессия CD107а статистически значимо увеличивалась на всех лимфоидных по-
пуляциях с потенциальной цитотоксичностью в присутствии K562 (наиболее выражено на НК-клетках: 
39,48 и 1,35 %, р < 0,05) (табл. 2).

Т а б л и ц а  2

Экспрессия CD107a на IL-2-cтимулированных цитотоксических  
лимфоидных клетках, культивируемых в присутствии и отсутствии K562, %

Ta b l e  2

CD107a expression on IL-2-stimulated cytotoxic  
lymphoid cells cultured in the presence and absence of K562, %

Условия  
культивирования

НК-клетки
(CD56+CD107a+ )

Т-клетки
(CD3+CD107a+ )

Цитотоксические Т-клетки
(CD3+CD8+CD107a+ )

МПК (контроль) 1,35
(1,25– 4,93)

0,86
(0,69 –1,62)

0,79
(0,41–1,22)

МПК + K562 39,48*
(38,33– 40,60)

2,11*
(1,29–2,52)

1,78*
(0,92–1,97)

*Достоверное отличие от контроля ( р < 0,05).

На рис. 2 представлены результаты измерения уровня экспрессии CD107a на Т-лимфоцитах (CD3+ ), 
цитотоксических Т-лимфоцитах (CD3+CD8+ ), естественных киллерных клетках (CD56+ ) при культивиро-
вании в кокультуре с клетками K562 отдельно или в присутствии цикло-Ц, ара-Ц и их комбинаций с эмок
сипином. 

Как видно из данных, представленных на рис. 2, добавление ара-Ц статистически значимо усилива-
ло IL-2-cтимулированную экспрессию CD107a на Т-лимфоцитах (CD3+ ) (в 2,1 раза) и цитотоксических 
Т-лимфоцитах (CD3+CD8+ ) (на 47,5 %), но не на естественных киллерных клетках (CD56+ ). При этом 
цитотоксический эффект модифицированных нуклеозидов увеличивался при добавлении в культураль-
ную смесь эмоксипина. Так, при кокультивировании клеток с 1 мкмоль/л ара-Ц и 1 мкмоль/л эмоксипи-
ном удельный вес CD3+CD107a+-клеток увеличился в 3,5 раза по сравнению с контролем (МПК + K562), 
а в случае CD3+CD8+CD107a+-клеток – в 2,0 раза. Полученные результаты свидетельствуют о возмож-
ности прямой защиты цитотоксических лимфоцитов от гибели в условиях вызываемого противоопу-
холевой химиотерапией окислительного стресса антиоксидантом эмоксипином. Отметим, что цикло-Ц 
не оказывал выраженного влияния, в то время как в случае комбинации с эмоксипином наблюдалась 
тенденция к повышению экспрессии CD107а на Т-лимфоцитах (CD3+ ) (на 69,6 %) и цитотоксических 
Т-лимфоцитах (CD3+CD8+ ) (на 43,4 %).

Известно, что противоопухолевая терапия сопровождается значительными побочными эффекта-
ми, что существенно влияет на течение, прогноз и эффективность лечения заболеваний [6; 7]. Мно-
гие из них напрямую связаны с процессами свободнорадикального окисления, значительно возрас-
тающими во время химиотерапии опухолей. Так, нарушение баланса между свободными радикалами 
и антиоксидантной системой способно усиливать интоксикацию и даже приводить к токсическому 

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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повреждению здоровых органов и тканей, что оказывается лимитирующим фактором при решении 
вопроса о продолжении терапии [8; 9]. Необходимо учитывать, что у онкологических пациентов со 
злокачественной опухолью уже активированы процессы перекисного окисления липидов [10]. 

Однако широкому использованию антиоксидантных препаратов в клинической практике препятст
вует их недостаточно изученное взаимодействие с элементами современной общепринятой схемы ком-
плексного химиотерапевтического лечения онкологических пациентов  [11–13]. И хотя ряд работ от-
ражают возможность повышения противоопухолевой эффективности отдельных цитостатиков при их 
комбинированном применении с антиоксидантами, полученные результаты не могут быть перенесены 
на все компоненты комплексного химиотерапевтического лечения и нуждаются в дальнейших подроб-
ных исследованиях, касающихся конкретных схем комбинированного применения [14; 15]. В настоя-
щей работе для защиты здоровых немалигнизированных клеток при воздействии антиметаболитов на 
опухолевую культуру использовали сильный антиоксидант эмоксипин. В  качестве модели здоровых 
клеток выступали лимфоциты периферической крови, которые наряду с этим являлись источником для 
последующего моделирования реакции иммунного ответа на опухоль. При этом были получены ре-
зультаты, указывающие на возможность применения антиоксидантов как для защиты здоровых клеток 
от гибели в условиях вызываемого противоопухолевой химиотерапией окислительного стресса, так 
и в роли модулятора противоопухолевой активности цитотоксических Т-лимфоцитов.

В настоящем исследовании ни модицифированные нуклеозиды, ни их комбинации с эмоксипином 
не вызывали изменения IL-2-стимулированной цитотоксичности лимфоидных клеток по отношению 
к  опухолевой клеточной линии K562, что не противоречит известным данным. Однако по экспрес-
сии маркера CD107a нам удалось доказать выраженное влияние ара-Ц на активацию субпопуляции 
Т-лимфоцитов (CD3+ ) и цитотоксических Т-лимфоцитов (CD3+CD8+ ), которое потенцировалось эмокси
пином.

Заключение
В результате выполненных исследований проведена оценка влияния модифицированных нуклеози-

дов ара-Ц и цикло-Ц на цитотоксичность лимфоидных киллерных клеток человека. 
Установлено, что ара-Ц в 2,1 раза ингибирует нестимулированную цитотоксичность МПК, а его 

комбинация с эмоксипином на 57,6 % ослабляет данный ингибиторный эффект. В то же время цикло-Ц, 
как и его комбинация с эмоксипином, не влияет на цитотоксичность в условиях эксперимента. 

Рис. 2. Процент (по сравнению с контролем (МПК + K562)) CD107a+-лимфоидных клеток  
в кокультуре с клеточной линией K562 при культивировании  

с ара-Ц, цикло-Ц и их комбинациями с эмоксипином 
(* – достоверное отличие от контроля ( р < 0,05))

Fig. 2. Percentage (compared to control (PBMC + K562)) of CD107a+-lymphoid cells in coculture  
with K562 cell line when cultured after exposure to cytarabine or cyclocytidine and emoxipine 

(* – significant level compared to the control ( p < 0.05))
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Оценка эффектов ара-Ц и цикло-Ц и их комбинаций с эмоксипином на IL-2-стимулированную цито
токсичность МПК не выявила статистически значимых различий, однако прослеживалась тенденция 
ингибиторного эффекта соединений.

Показано, что добавление ара-Ц статистически значимо усиливало IL-2-cтимулированную экспрессию 
CD107a на Т-лимфоцитах (CD3+ ) (в 2,1 раза) и цитотоксических Т-лимфоцитах (CD3+CD8+ ) (на 47,5 %), 
но не на естественных киллерных клетках (CD56+ ). При этом цитотоксический эффект модифицирован-
ных нуклеозидов увеличивался при добавлении в культуральную смесь эмоксипина.

Таким образом, продемонстрировано, что вещества, регулирующие протекание окислительно-вос-
становительных реакций, способны снижать токсические эффекты антиметаболитов по отношению 
к нормальным клеткам.
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ИЗУЧЕНИЕ СОСТОЯНИЯ КОМПОНЕНТОВ  
АСКОРБАТ-ГЛУТАТИОНОВОГО ЦИКЛА  

В ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЯХ NICOTIANA TABACUM,  
ВЫРАЩЕННЫХ В УСЛОВИЯХ АБИОТИЧЕСКОГО СТРЕССА

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

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

Проведен сравнительный анализ биохимических характеристик компонентов аскорбат-глутатионового цикла 
нетрансгенных и трансгенных растений Nicotiana tabacum, выращенных в почве с повышенной концентрацией 
солей тяжелых металлов. Трансгенные растения несли в  своем геноме бактериальный acdS-ген, кодирующий 
фермент 1-аминоциклопропан-1-карбоксилатдезаминазу (АЦК-дезаминазу). Обработка почвы ионами меди, 
хрома и  свинца в  повышенных концентрациях способствовала индукции экспрессии acdS-гена и  увеличению 
активности АЦК-дезаминазы в трансгенных растениях. Также показано, что в условиях абиотического стресса 
у исследуемых растений возрастало содержание аскорбиновой кислоты, глутатиона, аскорбатпероксидазы, глута-
тионпероксидазы и глутатионредуктазы.

Ключевые слова: антиоксидантная система; аскорбат-глутатионовый цикл; acdS-ген; Nicotiana tabacum.

STUDY OF THE ASCORBATE-GLUTATHIONE CYCLE  
IN TRANSGENIC PLANTS NICOTIANA TABACUM  

UNDER ABIOTIC STRESS CONDITIONS

K. V. PRISTUPAa, T. A. KUKULIANSKAYAa, E. A. KHRAMTSOVAa

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus
Corresponding author: K. V. Pristupa (kristina.pristupa@mail.ru)

We conducted a comparative analysis of biochemical parameters for the ascorbate-glutathione cycle in non-trans-
genic and transgenic plants Nicotiana tabacum, cultivated in heavy metal polluted soils. Transgenic plants had in 
their genome a bacterial acdS-gene encoding the 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACC-deaminase) 
enzyme. The introduction of elevated concentrations of copper, chromium, and lead ions into the soil promotes induction 
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of the acdS-gene expression and an increase in ACC-deaminase activity in transgenic plants. It was shown the content of 
ascorbic acid, glutathione, ascorbate peroxidase, glutathione peroxidase and glutathione reductase increased in plants under 
abiotic stress.

Keywords: antioxidant system; ascorbate-glutathione cycle; acdS-gene; Nicotiana tabacum.

Введение
Одной из важнейших задач, которые стоят перед учеными в настоящее время, является повыше-

ние устойчивости сельскохозяйственных растений к неблагоприятным факторам окружающей среды. 
Данное направление считается актуальным в связи с постоянно усиливающимся техногенным воздей-
ствием на природные сообщества и ухудшением экологической обстановки на территориях, занятых 
сельскохозяйственным производством. Растения, которые произрастают в неблагоприятных условиях, 
подвергаются абиотическому стрессу, что может быть обусловлено загрязнением почв тяжелыми ме-
таллами, засолением, засухой и т. д. [1; 2].

При стрессовых воздействиях содержание активных форм кислорода (АФК) в растительных клетках 
начинает увеличиваться и, как следствие, значительно повышается интенсивность свободнорадикаль-
ных окислительных процессов. АФК подавляют активность некоторых ферментов, вызывают дегра-
дацию клеточных биополимеров, нарушают проницаемость биологических мембран, останавливают 
клеточный цикл и приводят к развитию апоптоза. В ответ на усиление генерации АФК, как правило, 
наблюдается активация ряда ферментативных и неферментативных элементов антиоксидантной за-
щитной системы растений [3; 4].

Механизм функционирования аскорбат-глутатионового цикла заключается в восстановлении перок-
сида водорода до воды с участием аскорбиновой кислоты и аскорбатпероксидазы. Аскорбат в данной 
реакции окисляется до дегидроаскорбата, который способен вновь стать восстановленной формой за 
счет глутатиона. В свою очередь, восстановленный глутатион превращается в окисленную форму, кото-
рая восстанавливается в НАДФН-зависимой реакции при участии глутатионредуктазы [5]. 

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

Одним из современных способов снижения избыточного количества этилена в растениях является 
создание трансгенных форм, которые несут в своем геноме бактериальный acdS-ген, кодирующий 
1-аминоциклопропан-1-карбоксилатдезаминазу. Данный фермент катализирует разложение предшест
венника этилена – 1-аминоциклопропан-1-карбоксилата (АЦК) – до аммиака и α-кетобутирата [6 – 8].

Устойчивость растений к неблагоприятным условиям, вызывающим стресс, в значительной степени 
обеспечивается функционированием антиоксидантной системы. Во многих странах мира проводится изу
чение антиоксидантной активности растений под влиянием стрессовых воздействий, создаются транс-
генные растения, которые характеризуются сверхэкспрессией генов, кодирующих компоненты аскорбат-
глутатионового цикла [9]. Имеются данные об изменении состояния и эффективности антистрессового 
действия аскорбат-глутатионовой системы для ряда растений, инокулированных бактериями, которые 
несут acdS-ген в своем геноме [10]. Однако изучение активности аскорбат-глутатионового цикла транс-
генных растений, несущих этот ген, в условиях абиотического стресса не проводилось.

Цель настоящей работы – анализ влияния тяжелых металлов, внесенных в почву, на активность ряда 
ферментов, а также содержание неферментативных антиоксидантов аскорбат-глутатионового цикла 
в нетрансгенных и трансгенных растениях Nicotiana tabacum, несущих acdS-ген бактерий Pseudomonas 
putida B-37.

Материалы и методы исследования
В качестве объектов исследования выступали нетрансгенные и трансгенные растения N. tabacum, 

несущие acdS-ген бактерий P. putida B-37. Предметом исследования являлась активность ферментов 
аскорбат-глутатионового цикла (глутатионпероксидаза, глутатионредуктаза и аскорбатпероксидаза) дан-
ных растений, а  также содержание в  них низкомолекулярных антиоксидантов (аскорбиновая кислота 
и глутатион). 

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

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

Каждая серия включала в себя по 5 трансгенных растений линий 4-12 и 10-38, а также 5 нетранс-
генных растений N. tabacum. 

Создание трансгенных растений осуществлялось согласно методике, описанной А. А. Мельниковой 
и соавторами [11]. Линии трансгенных растений N. tabacum 4-12 и 10-38 получены с использованием 
векторной конструкции pBI121-acdS, несущей acdS-ген бактерий P. putida B-37, который находится 
под контролем конститутивного промотора CaMV 35S. Генетическая конструкция введена в клетки 
Agrobacterium tumefaciens AGL0. Созданный агробактериальный штамм использован для трансформа-
ции каллусов N. tabacum. 

Линии трансгенных растений 4-12 и 10-38 были получены с разных трансформированных клонов, 
следовательно, отличаются между собой на уровне ДНК по локусу внедрения и, соответственно, прояв
лению функций целевого гена, его взаимодействию с другими генами, а также влиянию на растения. 

Растения линии 10-38 имели более высокие ( р ≤ 0,05) ростовые характеристики стебля ((44,50 ± 0,13) см) 
по сравнению с линией 4-12 ((40,00 ± 0,09) см) и бóльшую ( р ≤ 0,05) длину корня ((1,90 ± 0,12) см), 
чем растения линии 4-12 ((1,5 ± 0,1) см). Кроме того, данные линии растений отличались ( р ≤ 0,05) 
своей биомассой: линия 4-12 имела меньшую биомассу ((20,40 ± 0,03) г) по сравнению с линией 10-38 
((23,20 ± 0,06) г).

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

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

Содержание аскорбиновой кислоты в растительных экстрактах устанавливали спектрофотометри-
чески с применением метода Даса, который основан на способности фосфомолибдата восстанавливаться 
данной кислотой до молибдата синего цвета. Измерение проводили при длине волны 660 нм [12].

Содержание восстановленного глутатиона в растительных экстрактах измеряли спектрофотомет
рическим методом с использованием реактива Эллмана при длине волны 412 нм [13].

Активность аскорбатпероксидазы в растительных экстрактах определяли спектрофотометрически 
по методу, который предложили С. Верма и Р. С. Дубей, при длине волны 290 нм [14].

Активность глутатионпероксидазы в  растительных экстрактах устанавливали спектрофотомет
рически по количеству накопленного окисленного глутатиона в  среде инкубации при длине волны 
260 нм [15].

Активность глутатионредуктазы в растительных экстрактах измеряли спектрофотометрически по 
количеству НАДФН, образующегося при восстановлении окисленного глутатиона в среде инкубации, 
при длине волны 340 нм [16].

Содержание белка в растительных экстрактах определяли биуретовым методом при длине волны 
540 нм [17].

Статистическую обработку результатов осуществляли с помощью лицензионного пакета программ 
Statistica 6.0. Данные представлены в виде средних арифметических величин со среднестатистической 
ошибкой средних арифметических величин. Оценку достоверности различий средних арифметических 
величин проводили на основании коэффициента Стьюдента. Различия между группами считали досто-
верными при двустороннем уровне значимости р < 0,05. 

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

цессов в клетке, в том числе компонентов аскорбат-глутатионового цикла [3]. В первую очередь нами 
было определено содержание аскорбиновой кислоты (в миллиграммах) во всех сериях в расчете на 1 г 
растительного материала (табл. 1).
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Т а б л и ц а  1
Содержание аскорбиновой кислоты в нетрансгенных  

и трансгенных растениях N. tabacum, мг/г
Ta b l e  1

The content of ascorbic acid in non-transgenic  
and transgenic plants N. tabacum, mg/g

Серия Нетрансгенные  
растения

Трансгенные растения
Линия 4-12 Линия 10-38

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

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

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

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

П р и м е ч а н и е. * – различия между серией без обработки почвы тяжелыми металлами и опыт-
ными сериями достоверны при уровне значимости р ≤  0,05; а  – различия между нетрансгенными 
и трансгенными растениями, выращенными в аналогичных условиях, достоверны при уровне зна-
чимости р ≤ 0,05.

Согласно представленным данным при обработке почвы солями тяжелых металлов содержание 
аскорбиновой кислоты в трансгенных растениях повышается в  той же степени, что и в нетрансген-
ных. Так, в нетрансгенных растениях содержание витамина С после внесения в почву ионов меди(II) 
и хрома(VI) увеличилось в 1,3 и 1,9 раза соответственно по сравнению с таковым в растениях, выра-
щенных без внесения тяжелых металлов. В трансгенных растениях линии 10-38 содержание витами-
на С при обработке почвы ионами меди(II), хрома(VI) и свинца(II) возросло в 1,4; 2,2 и 1,1 раза соот-
ветственно по сравнению с его содержанием в растениях контрольной серии.

Помимо этого, нами было определено содержание глутатиона (в миллимолях) во всех сериях в расчете 
на 1 г растительного материала (табл. 2).

Т а б л и ц а  2
Содержание глутатиона в нетрансгенных  

и трансгенных растениях N. tabacum, ммоль/г
Ta b l e  2

The content of glutathione of non-transgenic  
and transgenic plants N. tabacum, mmol/g

Серия Нетрансгенные  
растения

Трансгенные растения
Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы 
тяжелыми металлами 3,46 ± 0,15 3,43 ± 0,16 3,39 ± 0,15

Обработка почвы Cu2+  
в концентрации 5 × ПДК 4,79 ± 0,19* 5,15 ± 0,23* 5,17 ± 0,22*

Обработка почвы Cr6 +  
в концентрации 5 × ПДК 5,45 ± 0,25* 5,88 ± 0,28* 5,91 ± 0,29*

Обработка почвы Pb2+  
в концентрации 5 × ПДК 4,18 ± 0,16* 4,69 ± 0,18* 4,73 ± 0,17*

П р и м е ч а н и е. * – различия между серией без обработки почвы тяжелыми металлами и опыт-
ными сериями достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05.

Как видно из табл. 2, содержание глутатиона в растениях при абиотическом стрессе в виде солей 
тяжелых металлов также возрастало. Показано, что в нетрансгенных растениях при обработке почвы 
медью(II), хромом(VI) и свинцом(II) оно увеличилось в 1,4; 1,6 и 1,2 раза соответственно по сравне-
нию с контролем. В трансгенных растениях линии 4-12 содержание глутатиона после внесения в почву 
ионов меди(II), хрома(VI) и свинца(II) возросло в 1,5; 1,7 и 1,4 раза соответственно по сравнению с его 
содержанием в растениях, выращенных без обработки почвы тяжелыми металлами.
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На следующем этапе работы были определены активности основных ферментов аскорбат-глутатионо-
вого цикла. Нами изучено влияние солей тяжелых металлов в почве на активность аскорбатпероксидазы 
(выражается в относительных единицах в минуту на 1 мг белка) в исследуемых растениях (табл. 3). 

Т а б л и ц а  3
Активность аскорбатпероксидазы в нетрансгенных  

и трансгенных растениях N. tabacum, отн. ед. ⋅⋅ мин–1 ⋅⋅ мг–1

Ta b l e  3
Ascorbate peroxidase activity of non-transgenic  

and transgenic plants N. tabacum, rel. un. ⋅⋅ min–1 ⋅⋅ mg–1

Серия Нетрансгенные  
растения

Трансгенные растения
Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы 
тяжелыми металлами 0,031 ± 0,002 0,029 ± 0,003 0,030 ± 0,002

Обработка почвы Cu2+  
в концентрации 5 × ПДК 0,101 ± 0,004* 0,068 ± 0,004*а 0,066 ± 0,003*а

Обработка почвы Cr6 +  
в концентрации 5 × ПДК 0,149 ± 0,007* 0,110 ± 0,005*а 0,108 ± 0,006*а

Обработка почвы Pb2+  
в концентрации 5 × ПДК 0,093 ± 0,004* 0,061 ± 0,003*а 0,058 ± 0,004*а

П р и м е ч а н и е. * – различия между серией без обработки почвы тяжелыми металлами и опыт-
ными сериями достоверны при уровне значимости р ≤  0,05; а  – различия между нетрансгенными 
и трансгенными растениями, выращенными в аналогичных условиях, достоверны при уровне зна-
чимости р ≤ 0,05.

Как видно из представленных данных, в условиях абиотического стресса активность аскорбатперок
сидазы значительно увеличилась и в трансгенных, и в нетрансгенных растениях. Показано, что при 
обработке почвы солями тяжелых металлов активность данного фермента в трансгенных растениях по-
вышается в меньшей степени, чем в нетрансгенных. Так, в нетрансгенных растениях активность аскорбат
пероксидазы после внесения в почву меди(II), хрома(VI) и свинца(II) возросла в 3,3; 4,8 и 3,0 раза со-
ответственно по сравнению с контрольной серией, а в трансгенных растениях линии 10-38 – в 2,2; 3,6 
и 1,9 раза соответственно.

Также нами было изучено влияние ионов тяжелых металлов на активность глутатионпероксидазы 
(выражается в микромолях на литр окисленного глутатиона в минуту на 1 мг белка) в исследуемых 
растениях (табл. 4). 

Т а б л и ц а  4
Активность глутатионпероксидазы в нетрансгенных  

и трансгенных растениях N. tabacum, мкмоль ⋅⋅ л–1 ⋅⋅ мин–1 ⋅⋅ мг–1

Ta b l e  4
Glutathione peroxidase activity of non-transgenic  

and transgenic plants N. tabacum, µµmol ⋅⋅ L–1 ⋅⋅ min–1 ⋅⋅ mg–1

Серия Нетрансгенные  
растения

Трансгенные растения
Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы  
тяжелыми металлами 0,027 ± 0,002 0,028 ± 0,002 0,027 ± 0,002

Обработка почвы Cu2+  
в концентрации 5 × ПДК 0,051 ± 0,003* 0,037 ± 0,002*а 0,036 ± 0,002*а

Обработка почвы Cr6 +  
в концентрации 5 × ПДК 0,078 ± 0,004* 0,052 ± 0,003*а 0,053 ± 0,003*а

Обработка почвы Pb2+  
в концентрации 5 × ПДК 0,044 ± 0,002* 0,031 ± 0,002а 0,030 ± 0,002а

П р и м е ч а н и е. * – различия между серией без обработки почвы тяжелыми металлами и опыт-
ными сериями достоверны при уровне значимости р ≤  0,05; а  – различия между нетрансгенными 
и трансгенными растениями, выращенными в аналогичных условиях, достоверны при уровне зна-
чимости р ≤ 0,05.
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Согласно данным табл. 4 активность глутатионпероксидазы после внесения в  почву меди(II), 
хрома(VI) и свинца(II) в нетрансгенных растениях увеличилась в 1,9; 2,9 и 1,6 раза соответственно 
по сравнению с ее активностью в растениях, выращенных на не загрязненной тяжелыми металлами 
почве. В трансгенных растениях линии 4-12 при обработке почвы солями ионов меди(II), хрома(VI), 
свинца(II) активность глутатионпероксидазы выросла в 1,3; 1,9 и 1,1 раза соответственно по сравнению 
с серией растений, выращенных в отсутствие абиотического стресса.

На последнем этапе нами была определена активность глутатионредуктазы (выражается в микро-
молях на литр НАДФН в минуту на 1 мг белка) в исследуемых экстрактах растений (табл. 5). 

Т а б л и ц а  5
Активность глутатионредуктазы в нетрансгенных  

и трансгенных растениях N. tabacum, мкмоль ⋅⋅ л–1 ⋅⋅ мин–1 ⋅⋅ мг–1

Ta b l e  5
Glutathione reductase activity of non-transgenic  

and transgenic plants N. tabacum, µµmol ⋅⋅ L–1 ⋅ ⋅ min–1 ⋅⋅ mg–1

Серия Нетрансгенные  
растения

Трансгенные растения
Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы  
тяжелыми металлами 0,045 ± 0,003 0,044 ± 0,002 0,045 ± 0,003

Обработка почвы Cu2+  
в концентрации 5 × ПДК 0,098 ± 0,005* 0,067 ± 0,003*а 0,066 ± 0,004*а

Обработка почвы Cr6 +  
в концентрации 5 × ПДК 0,132 ± 0,006* 0,082 ± 0,004*а 0,083 ± 0,003*а

Обработка почвы Pb2+  
в концентрации 5 × ПДК 0,077 ± 0,004* 0,061 ± 0,003*а 0,061 ± 0,002*а

П р и м е ч а н и е. * – различия между серией без обработки почвы тяжелыми металлами и опыт-
ными сериями достоверны при уровне значимости р ≤  0,05; а  – различия между нетрансгенными 
и трансгенными растениями, выращенными в аналогичных условиях, достоверны при уровне зна-
чимости р ≤ 0,05.

Как видно из представленных данных, при обработке почвы солями тяжелых металлов активность 
глутатионредуктазы в трансгенных растениях повышается в меньшей степени, чем в нетрансгенных. Так, 
в нетрансгенных растениях при внесении в почву 5-кратной ПДК ионов меди(II), хрома(VI) и свинца(II) 
активность фермента выросла в 2,2; 2,9 и 1,7 раза соответственно по сравнению с контролем, а в транс-
генных растениях линии 4-12 – в 1,5; 1,9 и 1,4 раза соответственно. 

Показано, что трансгенные и нетрансгенные формы растений отвечают на абиотическое стрессовое 
воздействие увеличением содержания общего пула низкомолекулярных антиоксидантов, в частности 
аскорбата и глутатиона. Вероятно, в трансгенных растениях, несущих бактериальный acdS-ген, в мень-
шем количестве образуется пероксид водорода, который является одним из субстратов для аскорбат-
пероксидазы и глутатионпероксидазы. Следовательно, данные формы растений имеют более низкую 
интенсивность свободнорадикальных окислительных процессов по сравнению с нетрансгенными. 

Полученные результаты относительно активности ферментов аскорбат-глутатионового цикла со-
гласуются с итогами предыдущих исследований, согласно которым трансгенные растения N. tabacum 
имели более низкую активность ферментативных антиоксидантов (пероксидазы, каталазы, супероксид
дисмутазы), а также более низкую интенсивность процессов перекисного окисления липидов по срав-
нению с  нетрансгенными формами в  условиях абиотического стресса  [18]. Кроме того, ранее нами 
было показано, что трансгенные растения N. tabacum отличались более высоким содержанием низко-
молекулярных антиоксидантов (фенольных соединений и флавоноидов), чем нетрансгенные формы, 
при загрязнении почвы солями тяжелых металлов [19].

Также согласно данным литературы были получены трансгенные растения табака, которые сверх
экспрессировали супероксиддисмутазу и при этом демонстрировали увеличение активности ферментов 
аскорбат-глутатионового цикла. Эти растения отличались повышенной устойчивостью к окислитель-
ному стрессу, только если другие антиоксиданты (в частности, глутатион и аскорбат) тоже присутство-
вали в клетке в высоких концентрациях [9].

Полученные данные согласуются с выводами, что для ряда растений, инокулированных бактериями, 
которые несли в  своем геноме acdS-ген, в условиях абиотического стресса наблюдалась более низкая 
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активность ферментов аскорбат-глутатионового цикла. Так, например, растения кукурузы, инокулиро
ванные бактериями Р. рutida, при засухе имели более низкую активность аскорбатпероксидазы и глу-
татионпероксидазы по сравнению с неинокулированными растениями  [10]. В свою очередь, стоит 
отметить, что растения картофеля, выращенные в условиях воздействия на почву тяжелых металлов 
и инокулированные бактериями Bacillus sp., имеющими фермент АЦК-дезаминазу, отличались более 
низкой активностью аскорбатпероксидазы и глутатионредуктазы, чем неинокулированные растения 
картофеля, выращенные на загрязненной тяжелыми металлами почве [20]. 

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

ные синтезировать АЦК-дезаминазу, в меньшей степени подвержены воздействию повышенных кон-
центраций ионов тяжелых металлов, присутствующих в почве. Следует отметить, что трансгенные 
растения N. tabacum, которые выращивались на загрязненной почве, имели лучшие ростовые характе-
ристики (бóльшая длина стебля, корня) и более высокую биомассу, чем нетрансгенные образцы [11].

Полученные результаты свидетельствуют об увеличении содержания глутатиона, аскорбиновой кис
лоты, повышении активности ферментов аскорбат-глутатионового цикла в  условиях абиотического 
стресса, вызванного обработкой почвы ионами Cu2+, Cr6+, Pb2+. Продемонстрировано, что наименьшая 
чувствительность растений к загрязнению почвы солями тяжелых металлов отмечалась при внесении 
в почву солей свинца(II).

Практическая значимость данного исследования связана с использованием трансгенных растений, 
экспрессирующих бактериальный ген АЦК-дезаминазы (acdS ) и обладающих повышенной устойчи
востью к неблагоприятным воздействиям окружающей среды.
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ВЛИЯНИЕ ДИОДНОГО УЛЬТРАФИОЛЕТОВОГО ИЗЛУЧЕНИЯ  
НА СКОРОСТЬ РОСТА КОЛОНИЙ МИЦЕЛИАЛЬНЫХ  

ГРИБОВ РОДА ALTERNARIA

А. А. РУСАКОВИЧ 1), А. Ю. ШАШКО1), А. А. ВЕТОШКИН 1),  
А. А. СОЛДАТЕНКО 2), В. В. БОЛВОНОВИЧ 3), И. И. СМОЛИЧ 1),  
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4)Научно-практический центр НАН Беларуси по земледелию,  

ул. Тимирязева, 1, 222160, г. Жодино, Беларусь

Фитопатогенные микромицеты вызывают опасные заболевания сельскохозяйственных растений. Традиционно 
для их предотвращения применяются фунгициды. В последние годы активно развиваются экологически безопас-
ные нехимические методы борьбы с грибными инфекциями, в частности продемонстрировавшая свою эффектив-
ность обработка ультрафиолетом (УФ) различной длины волны, интенсивности и происхождения. В настоящей ра-
боте проанализированы особенности воздействия светодиодного коротковолнового УФ-излучения  (УФ-С) малой 
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мощности на рост и жизнеспособность мицелия Alternaria radicina и A. alternata – патогенов важных сельско
хозяйственных культур, содержащих меланин (пигмент, обладающий протекторными свойствами по отношению 
к УФ). Показано, что облучение микромицетов рода Alternaria УФ-С-диодом ингибирует их рост только на ран-
них этапах развития. Особенно сильно данный эффект проявляется в первые 3 сут после УФ-воздействия, одна-
ко к 5-м суткам после облучения рост патогенных организмов восстанавливается. Установлено, что A. alternata 
менее чувствительна к диодному УФ-облучению. Полученные результаты свидетельствуют об устойчивости со-
держащих меланин микромицетов к светодиодному УФ-С-излучению малой мощности.

Ключевые слова: ультрафиолет; диод; Alternaria; размер колоний.

THE EFFECT OF ULTRAVIOLET DIODE RADIATION  
ON THE GROWTH RATE OF ALTERNARIA COLONIES

A. A. RUSAKOVICH a, A. Yu. SHASHKOa, A. A. VIATOSHKIN a,  
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aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus 
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dResearch and Practical Center of National Academy of Sciences of Belarus for Arable Farming,  
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Phytopathogenic micromycetes induce dangerous crop diseases. Traditionally, fungicides have been used to prevent 
these diseases. In  recent years, environmentally friendly non-chemical methods for combating fungal infections have 
been developed. In particular, ultraviolet (UV) treatment of various wavelengths, intensities and origins has been shown 
to be effective. In this work, we have analysed the effect of diode low-intensity shortwave UV radiation (UV-C) on the 
growth and potential viability of the mycelium of Alternaria radicina and A. alternata, the pathogens of important crops. 
It was shown that irradiation by UV-C diode inhibited growth of Alternaria species at the early stages of development. 
This effect was high in the first 3 d after UV exposure; however, after 5 d after irradiation, the growth of pathogenic fungi 
fully restored, suggesting that UV can be only used for partial removal of Alternaria. It was found that A. alternata is less 
sensitive to diode UV irradiation. The obtained results indicate that the Alternaria micromycetes, particularly, A. alternata, 
containing high melanin levels, are resistant to low-intensity UV-C diode irradiation.

Keywords: ultraviolet; diode; Alternaria; colony size.

Введение
Фитопатогенные микромицеты, такие как Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Alternaria radicina, 

A. alternata, Botrytis cinerea, вызывают опасные заболевания растений и поражают собранные овощи 
и фрукты [1– 6]. Данные грибы отличаются быстрым ростом мицелия и большим набором фермента-
тивных систем, что позволяет им использовать в качестве источника питания широкий круг материа
лов природного и искусственного происхождения [7]. Традиционно для предотвращения заболеваний 
грибной этиологии применяются фунгициды  [8]. Однако повышение устойчивости микромицетов 
к фунгицидам [9] привело к увеличению доз и частоты их применения, что создает угрозу для здоровья 
населения и высокий риск загрязнения окружающей среды [10]. 

В последние годы в хранилищах овощей и фруктов, имеющих органический сертификат, стало не-
возможно использовать основные фунгициды органической природы [11]. В связи с этим высокую 
актуальность имеет разработка новых типов дезинфекции, в частности, на основе воздействия паром, 
природными дезинфектантами, ультрафиолетом (УФ) и др. [7; 12]. 

Среди нехимических подходов эффективность в борьбе с патогенами грибного происхождения про
демонстрировала обработка УФ различной длины волны, интенсивности и происхождения [1; 13]. 
Используемый на практике УФ подразделяется на длинноволновый (УФ-A), средневолновый (УФ-B) 
и коротковолновый (УФ-С). Наиболее сильным влиянием на рост грибных патогенов обладает УФ-C 
(200 –280 нм) [14]. Показано, что УФ-С может подавлять распространение инфекции в хранилищах 
овощей и фруктов, повышая их устойчивость к заражению и замедляя процессы созревания, что, в свою 
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очередь, продлевает срок хранения [11; 15–16]. Обработка УФ-С оказывает влияние на патогены, на-
прямую вызывая окислительное повреждение органических молекул клетки [17; 18]. УФ-С инициирует 
генерацию активных форм кислорода (АФК), таких как гидроксильные радикалы и озон, что приводит 
к повреждению ДНК, дисфункции белков и углеводов, разрушению биомембран [19; 20]. 

Высшие растения, по сравнению с большинством грибных патогенов, менее чувствительны к УФ-С, 
однако высокие дозы также вызывают их повреждение [21]. Известно, что маломощное УФ-С-излучение 
может усиливать иммунитет растений вследствие индукции защитных механизмов на уровне экс-
прессии генов и активности белков [22]. Умеренное УФ-излучение способно стимулировать АФК-
зависимые защитные реакции растений, запуская генетические программы устойчивости и индуцируя 
выработку вторичных метаболитов [20; 23; 24]. При оптимальном уровне использования обработка УФ 
приводит к накоплению целого комплекса сигнально-регуляторных молекул, которые играют важную 
роль в устойчивости растений к болезням [13].

Ряд исследований указывают на высокую эффективность обработки УФ-С по отношению к патоген-
ным микромицетам, которые поражают овощи и фрукты (картофель, яблоки, томаты, цитрусовые, мор-
ковь, перец, виноград и др.) в хранилищах [1– 6]. Использование УФ-С считается высокоперспективным 
для дезинфекции хранилищ зерна, овощей и фруктов, имеющих органический сертификат, поскольку, 
в отличие от биоцидов, химически не загрязняет продукты и помещения [25]. Это делает возможным 
более широкое применение УФ-дезинфекции в органической пищевой промышленности [11; 26]. В по-
следние годы высокую актуальность представляют развитие и апробация технологий использования 
УФ-диодов низкой мощности, излучение которых менее опасно для человека (например, оператора, 
производящего дезинфекцию) [27]. 

Одними из наиболее важных представителей фитопатогенов, повреждающих растительную про-
дукцию, являются грибы рода Alternaria. Они относятся к  классу Dothideomycetes. Род Alternaria 
включает около 300 видов растительных сапротрофов или факультативных высокоспецифичных па-
разитов, встречающихся на всех органах растений и вызывающих пятнистости, называемые альтер-
нариозами [28; 29]. Особенностью представителей рода Alternaria является то, что они накапливают 
меланин, это дает им возможность приспосабливаться к воздействию прямого солнечного света с вы-
соким УФ-фоном [30]. Позволяет ли меланин видам рода Alternaria противостоять процедурам УФ-
дезинфекции, в  особенности с  использованием светодиодного УФ-С-излучения малой мощности, 
пока неизвестно. 

Целью настоящего исследования было установление особенностей воздействия УФ-излучения экс-
периментального УФ-диода малой мощности на рост и жизнеспособность мицелия двух видов рода 
Alternaria (A.  radicina и A. alternata), вызывающих заболевания растений в полевых условиях и по-
ражающих зерно, овощи и фрукты в хранилищах. В качестве источников УФ в работе использованы 
светодиоды с полосой излучения в области 250–315 нм, которые считаются наиболее перспективными 
для производства дезинфицирующих систем нового поколения. 

Материалы и методы исследования
Тест-объектами выступали чистые культуры мицелиальных грибов A. radicina и A. alternata, пре-

доставленные кафедрой ботаники биологического факультета БГУ и лабораторией иммунитета НПЦ 
НАН Беларуси по земледелию соответственно. Культивирование A. radicina и A. alternata осуществля-
лось на картофельно-глюкозном агаре согласно ранее разработанным методам [31; 32]. Среда имела 
следующий состав: картофель – 200 г/л, глюкоза – 20 г/л, агар – 15 г/л [33; 34]. После высевания на 
чашки Петри культура грибов подращивалась в течение 3 сут в термостате без освещения при постоян-
ной температуре воздуха 25 ℃.

В качестве УФ-излучателя использовался диодный источник света с пиковой длиной волны 280 нм 
(рис. 1, а), излучаемой мощностью 38,6 мВт, энергетической освещенностью 64,5 мВт/м2 в диапазоне 
280 –315 нм и 45,7 мВт/м2 в диапазоне 250 –280 нм (оценка для расстояния 31,6 см от источника до 
объекта). УФ-диод и его технические характеристики были предоставлены ООО «ВерумАгро». УФ-
диод фиксировался на штативе на высоте 10 см от поверхности среды в чашке с колониями грибов 
(см. рис. 1, б ).

УФ-облучение чашек с колониями грибов A. radicina и A. alternata проводилось в открытом со-
стоянии (снимались крышки) однократно на 3-и сутки культивирования в течение 30; 60 или 180 мин 
в ламинарном боксе, что в пересчете на дозу составило 1,2; 2,3 и 6,9 кДж/м2 соответственно. Необрабо-
танные чашки (контроль) также открывались на 30; 60 и 180 мин в ламинарном боксе (таким же обра-
зом, как и обрабатываемые УФ чашки). Модификация роста под действием УФ-облучения в процентах 
и относительных единицах к исходному размеру колонии оценивалась по изменению площади колоний 
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через 3 и 5  сут после облучения. Для анализа ростовых процессов выполнялось фотографирование 
экспериментальных чашек с колониями грибов в стандартизированных условиях освещения на синем 
фоне. Расчет площади колоний проводился с  помощью программного обеспечения с  открытым ис-
ходным кодом ImageJ (NIH, США). Полученные данные обрабатывались с применением стандартных 
подходов биологической статистики [35]. Использовались следующие статистические характеристики: 
средняя арифметическая величина (Х  ) и ошибка средней величины (Sx). Оценка достоверности различий 
измеряемых значений осуществлялась на основе парного t-критерия Стьюдента при уровне статисти-
ческой значимости p < 0,01. Для дисперсионного анализа (analysis of variance (ANOVA)) применялся 
программный пакет SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., США).

Результаты и их обсуждение
Первичная культура грибов выращивалась на агаризованной среде и  использовалась для даль-

нейшего посева на опытные чашки. После 3-дневного культивирования колонии, обычно имею-
щие близкие размеры (площадь), облучались согласно методике, описанной в предыдущем разделе. 
На рис. 2, а, и рис. 3, а, представлены фотографии, демонстрирующие внешний вид типичных ко-
лоний A.  radicina и  A.  alternata на 5-е  сутки выращивания в  контрольных условиях (без облуче-
ния) и  после УФ-облучения. Средние значения размеров колоний приведены в  виде диаграмм на 
рис. 2, б  –  г, и рис. 3, б  –  г. В контрольных опытах (без облучения) скорость увеличения площади 
колоний A. radicina и A. alternatа была относительно высокой и в среднем составляла (1,79 ± 0,03) 
и  (1,35  ±  0,11)  см2/сут соответственно (оценка за 5  сут культивирования для 24  колоний каждого 
гриба (Х ± Sx )). Зарегистрированные ростовые показатели соответствуют литературным данным для 
различных микромицетов [36 –38]. 

Данные, представленные на рис. 2, а, демонстрируют, что рост мицелия A. radicina замедлялся с уве-
личением времени воздействия УФ-С от 30 до 180 мин. В течение 3 сут после облучения обработанные 
УФ-С колонии практически не росли (их площадь не изменялась). Это наблюдалось во всех вариантах 
обработок (30; 60 и 180 мин облучения УФ-С). При открывании чашек без облучения в контрольной 
группе колонии продолжали расти. Соответственно, обработка УФ-С полностью подавляла развитие 
мицелия в первые 3 сут (см. рис. 2, а). Количественно это выражалось в том, что на 3-и сутки культи-
вирования площадь облученных колоний была меньше площади контрольных колоний на 36 % при 
30-минутном облучении, на 30 % при 60-минутном облучении и на 66 % при 180-минутном облучении 
(см. рис. 2, б  –  г). 

На 5-е сутки размеры облученных колоний A. radicina снова начинали увеличиваться, т. е. рост мице-
лия восстанавливался. Следовательно, УФ-С подавлял, но не полностью останавливал рост колоний. 
Суммарно на 5-е сутки площадь облученных колоний была меньше, чем контрольных, на 35 % при 
30-минутном облучении, на 34 % при 60-минутном облучении и на 62 % при 180-минутном облучении 
(см. рис. 2, б  –  г). 

Рис. 1. Спектр излучения диодного источника УФ-С (а)  
и схема установки для облучения колоний грибов (б ):  

1 – УФ-диод; 2 – штатив; 3 – чашка Петри с колониями микромицетов
Fig. 1. The emission spectrum of the UV-C diode (a)  

and the installation scheme for irradiation of fungae colonies (b):  
1 – UV diode; 2 – stand; 3 – Petri plate with micromycete colonies
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Рис. 2. Внешний вид колоний A. radicina на 5-е сутки культивирования  
в контрольных условиях (без облучения) и после УФ-облучения (а).  
Значения площади колоний A. radicina в относительных единицах  

после 30 мин (б ), 60 мин (в) и 180 мин (г) облучения (X ± Sx, n = 24).  
В случае контрольного опыта чашки открывались на 30; 60 или 180 мин  

(в соответствии со временем облучения опытной группы) в стерильных условиях.  
Статистический анализ проведен для колоний, обработанных УФ-С,  

достоверность отличий рассчитывалась по отношению к площади колоний до облучения (I)  
и площади колоний в контрольных чашках на 3-и сутки (II) и 5-е сутки (III) после облучения;  

*** – p < 0,000 1; н. д. – отсутствие достоверных отличий («недостоверно» (ANOVA-тест))
Fig. 2. Appearance of A. radicina colonies after the 5 d of cultivation  

under control conditions (without irradiation) and after UV irradiation (a).  
Colony areas of A. radicina, in relative units, after 30 min (b), 60 min (c) and 180 min (d )  

UV irradiation (X ± Sx, n = 24). In the control experiment, the plates were opened for 30; 60  
or 180 min (in accordance with the irradiation time of the experimental group), under sterile conditions.  

Statistical analysis was carried out for the colonies treated with UV-C, the significance of differences  
was calculated in relation to the area of colonies before irradiation (I), and to the area of colonies  

in control plates after 3 d (II) and 5 d (III) after irradiation; *** – p < 0.000 1;  
н. д. – statistical difference not determined («undetermined» (ANOVA test))
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Рис. 3. Внешний вид колоний A. alternata на 5-е сутки культивирования  
в контрольных условиях (без облучения) и после УФ-облучения (а).  
Значения площади колоний A. alternata в относительных единицах  

после 30 мин (б ), 60 мин (в) и 180 мин (г) облучения (X ± Sx, n = 24).  
В случае контрольного опыта чашки открывались на 30; 60 или 180 мин  

(в соответствии со временем облучения опытной группы) в стерильных условиях.  
Статистический анализ проведен для колоний, обработанных УФ-С,  

достоверность отличий рассчитывалась по отношению к площади колоний до облучения (I)  
и площади колоний в контрольных чашках на 3-и сутки (II) и 5-е сутки (III) после облучения;  

* – p < 0,01; *** – p < 0,000 1; н. д. – отсутствие достоверных отличий («недостоверно» (ANOVA-тест))
Fig. 3. Appearance of A. alternata colonies after the 5 d of cultivation under control  

conditions (without irradiation) and after UV irradiation (a). Colony areas of A. alternata,  
in relative units, after 30 min (b), 60 min (c) and 180 min (d ) UV irradiation (X ± Sx, n = 24).  

In the control experiment, the plates were opened for 30; 60 or 180 min (in accordance with the irradiation time  
of the experimental group), under sterile conditions. Statistical analysis was carried out for the colonies treated  

with UV-C, the significance of differences was calculated in relation to the area of colonies before irradiation (I),  
and to the area of colonies in control plates after 3 d (II) and 5 d (III) after irradiation;  

* – p < 0.01; *** – p < 0.000 1; н. д. – statistical difference not determined («undetermined» (ANOVA test))
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На рис. 3 представлены данные о влиянии УФ-обработки на колонии A. alternata. Эффект УФ-С для 
данного гриба был слабее, чем для A. radicina. Тем не менее в случае 30-минутной обработки УФ-С 
на 3-и сутки наблюдалась статистически достоверная разница в размерах между облученными и необ-
лученными колониями (см. рис. 3, б ). Площадь облученных колоний на 3-и сутки после экспозиции была 
меньше площади необлученных на 19; 43 и 28 % для 30-, 60- и 180-минутного воздействия соответст
венно. На 5-е сутки рост облученных колоний A. alternata ускорялся, что качественно схоже с эффектом 
УФ-С на 5-е сутки для A. radicina. В этом случае для 30-минутной обработки УФ не наблюдалось статис
тически достоверной разницы между обработанной и контрольной группами, но для 60- и 180-минутной 
обработки она сохранялась и составляла около 15–20 %. Таким образом, на временном отрезке 3–5 сут 
был обнаружен эффект усиления ростовых процессов у A. alternata под действием УФ-С. 

Заключение
В результате проведенных исследований было показано, что облучение патогенных микромицетов 

A. radicina и A. alternata УФ-диодом малой мощности ингибирует их рост на ранних этапах культиви-
рования в экспериментальной системе (картофельно-глюкозный агар). Эффект особенно сильно прояв
ляется в первые 3 сут, когда для A. radicina и A. alternata отмечено 100 % и 30 –50 % снижение скорости 
роста соответственно. На 5-е сутки после облучения рост данных патогенных организмов восстанав-
ливался, а в случае 30- и 60-минутного облучения A. alternata даже немного ускорялся. Подобные ре-
зультаты свидетельствуют о том, что содержащие меланин микромицеты в целом устойчивы к свето-
диодному УФ-С-излучению малой мощности, однако даже эти патогенные организмы существенно 
замедляют свой рост в первые 3 сут после обработки УФ. 

Согласно литературным данным в настоящее время эффективность использования УФ продемонст
рирована в отношении родов Aspergillus, Cladosporium и Penicillium [39]. Результаты, представленные 
в настоящей работе, показывают, что рост A. radicina практически полностью подавляется на протяже-
нии 3 сут после облучения светодиодным УФ-С. Таким образом, облучение с интервалами 3 сут может 
быть использовано для ослабления поражений, вызываемых данным микромицетом. 

Для A. alternata отмечена высокая устойчивость к светодиодному УФ-С. Рост колоний этого гриба 
тормозился значительно слабее, чем рост колоний A. radicina. Соответственно, применение УФ-С для 
уничтожения инфекции, вызываемой A. alternata, может быть неэффективным. Литературные данные 
предполагают несколько возможных причин сохранения жизнеспособности колоний представителей 
рода Alternaria после воздействия УФ-излучения. Вероятно, УФ-облучение может приводить к повы-
шению гетерокариотичности мицелия, обеспечивая тем самым приспособляемость гриба к стрессовым 
воздействиям [7]. Другой возможный механизм устойчивости связан с протекторной функцией мелани-
на по отношению к УФ- и гамма-излучению, отмеченной у ряда пигментированных грибов [40]. Приме-
чательно, что нарушение гена BRM2, кодирующего один из ключевых ферментов биосинтеза меланина 
у A. alternata, приводит к уменьшению размера конидий и количества перегородок в них, т. е. меланин 
и УФ как фактор, стимулирующий его образование, вероятно, требуются A. alternata для эффективного 
спороношения [21]. Для некоторых меланинсодержащих грибов в литературе также описана активация 
метаболических процессов и роста гиф в условиях действия УФ-излучения [41]. Предполагается, что 
меланиновые пигменты, участвуя в окислительно-восстановительных реакциях, способны восприни-
мать энергию излучения и делать ее доступной для метаболических процессов [41].
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УДК 631.872:631.46 

ЛИГНИНОВЫЕ ФЕНОЛЫ КАК ОСНОВА БИОПРЕПАРАТОВ

И. В. КОВАЛЕВ1), Н. О. КОВАЛЕВА1)

1)Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова,  
Ленинские горы, 1, 119991, г. Москва, Россия

Изучены содержание и состав лигниновых фенолов в растениях и почвах широтных поясов и вертикальных 
природных зон Северного Кавказа и Северо-Западного Тянь-Шаня. Выявлена особая роль лигниновых фенолов 
подземных органов растений в процессе гумификации. Показано, что при трансформации органического веще-
ства от живых растительных тканей до гуминовых кислот почв возрастает степень окисленности биополимера. 
Рассчитана доля лигниновых фрагментов, остающихся неизменными при биотрансформации полимера в ряду 
растительные ткани  – опад  – подстилки  – почвы  – гуминовые кислоты  – погребенные гуминовые кислоты. 
Продемонстрировано также, что биохимический состав растений оказывает решающее влияние на структуру 
гуминовых кислот почв. С помощью количественного анализа лигниновых фенолов и 13С-ЯМР-спектроскопии 
доказывается, что лигнин высших растений принимает участие в формировании как алифатических, так и арома-
тических частей молекул гуминовых кислот. Предложены области применения лигниновых фенолов в практике 
сельского хозяйства.

Ключевые слова: лигниновые фенолы; трансформация лигнина; гуминовые кислоты; биопрепараты; плодо-
родие почв.

Благодарность. Работа выполнена при поддержке гранта Российского научного фонда №  17-14-01120п 
в рамках госзаданий Московского государственного университета имени М. В. Ломоносова № 117031410017-4 
и № 121040800146-3.

mailto:kovalevmsu@mail.ru
mailto:natalia_kovaleva@mail.ru


30

Журнал Белорусского государственного университета. Биология. 2021;2:29–42
Journal of the Belarusian State University. Biology. 2021;2:29–42

БГУ – столетняя история успеха

LIGNIN PHENOLS  
AS A BASIS FOR BIOPREPARATIONS
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Corresponding author: I. V. Kovalev (kovalevmsu@mail.ru)

The content and composition of lignin phenols in plants and soils of latitudinal zones and vertical natural zones of 
the North Caucasus and Northwest Tien Shan have been studied. The special role of lignin phenols of underground plant 
organs in the process of humification was revealed. It was shown that the oxidation degree of the biopolymer increases 
during the transformation of organic matter from living plant tissues to humic acids in soils. The fraction of lignin frag-
ments that remain unchanged during the biotransformation of the polymer in the row plant tissues – fall – litter – soils – 
humic acids – buried humic acids is calculated. It has also been demonstrated that the biochemical composition of plants 
has a decisive effect on the structure of humic acids in soils. With the help of quantitative analysis of lignin phenols and 
13C NMR spectroscopy, it is proved that lignin of higher plants is involved in the formation of humic acids, both aliphatic 
and aromatic parts of molecules. The areas of application of lignin phenols in the practice of agriculture and medicine are 
proposed.

Keywords: lignin phenols; transformation of lignin; humic acids; biomarkers; soil fertility.
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Введение
Важнейшие экологические функции гуминовых веществ – физиологическая и биопротекторная – 

в настоящее время активно используются в прикладной области производителями и потребителями 
широчайшего круга гуминовых препаратов, получаемых из самых разных источников [1]. Например, 
гидролизный лигнин из отхода производства превратился в ценное сырье для сельского хозяйства (био-
препараты и удобрения). Для этого потребовались анализ всего имеющегося материала и пересмотр 
отношения к лигнину  [2]. Сейчас гуминовые препараты имеют исключительно широкий спектр ис-
пользования – от традиционных областей применения в промышленности, растениеводстве и животно
водстве до медицины и биотехнологий очистки и ремедиации загрязненных почв и ландшафтов. Так, 
экспериментально подтверждены возможность ассимиляции растениями готовых органических соеди-
нений, в частности гуминовых веществ и, как следствие, изменение биохимического состава растений 
и увеличение его энергоемкости, например рост содержания лигнина в проростках амаранта [3], хотя 
данная реалистичная мембранотропная гипотеза этого процесса пока не получила убедительного под-
тверждения.

Высокомолекулярные соединения лигнина, обладая ценными свойствами, находят широкое при-
менение в производстве гуминовых препаратов для внесения в почву и растения. Однако понимание 
структуры макромолекул лигнина древесных и травянистых растений и дальнейшая их трансформация 
в почве все еще остаются малоизученными. Недостаточная изученность лигнина как одного из самых 
распространенных в биосфере биополимеров, поступающего в почву с надземной и подземной био-
массой растений, была обусловлена трудностью его биохимической диагностики в почвах. 

Неуклонное развитие методов тонкой биохимии почв и использование нанотехнологий в почвен-
ных исследованиях дают возможность по-новому взглянуть на устоявшиеся научные парадигмы, в том 
числе теорию гумусообразования, в целях получения биопрепаратов с уникальными свойствами и раз-
работки способов управления почвенным плодородием.

Материалы и методы исследования
Объектами исследования являлись: 
	• экосистемы горизонтального ряда – евразийские леса из сосны, лиственницы, кедра, ели, пихты, 

южнотаежные березово-осиновые леса и агроэкосистемы, в том числе осушенные, Коломенского ополья 
Московской области, дубово-липовые широколиственные леса (Тульские засеки) на серых лесных поч
вах, березовые колки лесостепи и агроэкосистемы Брянской области на агросерых почвах и заповедник 
«Брянский лес», типичный чернозем (Курский биосферный заповедник), тропический лес Амазонии 
на красноземах (Бразилия); 
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	• экосистемы вертикальных природных зон Тянь-Шаня – разнотравье степи на горных черноземах, 
можжевеловое редколесье на горных коричневых почвах, орехово-плодовый лес на горных черно-
коричневых почвах, сосновый лес и субальпийский луг на горных черноземовидных и горно-луговых 
субальпийских почвах и альпийский луг на горно-луговых альпийских почвах. 

Поскольку результаты, получаемые общепринятыми методами выделения лигнина (лигнин Классона, 
остаточный лигнин), слишком грубы даже для растительных материалов и чрезвычайно завышены для 
образцов подстилки и почвы, была использована методика Ертеля и Хеджеса [4] в приведенной ниже 
модификации Амелунга [5; 6]. Определение лигнина в почвах включало щелочное окисление образца 
оксидом меди при 170 °C под давлением в азотной среде, осаждение гуминовых кислот, концентра-
цию фенольных продуктов под давлением на компактных одноразовых колонках С18. Колонки, после 
того как через них пропустили образец, высушивались, а лигнин растворялся в этилацетате. Процеду
ра эвапорирования этилацетата на роторном испарителе позволила выделить собственно препараты 
лигнина. Составляющие лигнин фенолы, после предварительной дериватизации и превращения их 
в триметилсилиловые эфиры на газовом хроматографе с масс-спектрометром Hewlett-Packard Palo 
Alto (США), разделялись на пламенно-ионизационном детекторе, оборудованном капиллярной колон-
кой. Индивидуальные продукты реакции – ванилин, сирингиловый альдегид, ванилиновая, сиринги-
ловая, п-кумаровая и феруловая кислоты – идентифицированы путем сравнения времени удерживания 
(в минутах) и пиков с известными компонентами и количествами, используемыми в качестве внешних 
стандартов. Площади пиков интегрируются, и окончательные результаты представляются в миллиграм-
мах на 1 г углерода (далее – мг ⋅ г–1 Сорг ). Щелочное окисление исследуемых образцов оксидом меди 
дало 11 фенолов, которые сгруппированы по их химической природе в три структурных семейства: 
ванилиновые, или гваяциловые (V), сирингиловые, или сиреневые (S), циннамиловые (C), включая 
п-кумаровые (K) и феруловые (F), фенолы. Суммарное количество продуктов окисления лигнина (VSC) 
отражает его общее содержание в образце. 

В препаратах гуминовых кислот были сняты 13С-ЯМР-спектры. Препараты гуминовых кислот вы-
делялись из исследуемых почв трехкратной экстракцией 0,1 н. NaOH и 0,4 моль/л NaF из декальциро-
ванных 0,05  н. H2SO4 образцов. После отделения коллоидов центрифугированием (2500  г, 15  мин; 
центрифуга Beckman J6 (США)) осуществляли очистку препаратов гуминовых кислот от минераль-
ных солей электродиализом (MWCO 12 000 –14 000). Отдиализованные и высушенные выморажива-
нием препараты гуминовых кислот (50 мг) растворяли в 0,6 мл 0,3 моль/л NaOD/ D2O. Съемка спект
ров осуществлялась на ЯМР-спектрометре Bruker Avance DRX 500 (Германия) при 290 К с частотой 
25,18 МГц. В 10 препаратах гуминовых кислот выполнено определение содержания лигниновых фе-
нолов [7]. Статистическую обработку полученных данных проводили c применением программ Excel 
2010 и Statistica 20.0 (StatSoft Inc., США).

Результаты и их обсуждение
Разработана и  апробирована системная методология изучения биохимического круговорота про-

дуктов окисления лигнина в различных биомах и основных типах почв (серых лесных, черноземах, 
красноземах и др.), в  том числе почв сельскохозяйственного использования. Трансформация биопо-
лимера впервые изучена практически во всех звеньях цепи, начиная от растительных тканей и опада 
и заканчивая гумусовыми веществами. Предложена научная гипотеза, объясняющая генезис продук-
тов окисления лигнина в составе гумуса отдельных типов почв в различных природных зонах и по-
зициях ландшафта с учетом биохимического состава растений. Изучены факторы и установлены при-
чинно-следственные связи состава органического вещества почв (гумуса) и биохимического состава 
различных частей растений, выявлена особая роль лигниновых фенолов подземных органов растений 
в процессе гумификации. Показаны закономерности трансформации лигнина в почвах в зависимости 
от термодинамических условий среды и агроантропогенного использования. Раскрыты пути и меха-
низмы стабилизации продуктов окисления лигнина на всех уровнях структурной организации почв: 
в геохимически сопряженных катенах, по профилю почв, в почвенных агрегатах и конкреционных 
новообразованиях, гранулометрических фракциях, на уровне молекулярных взаимодействий [5; 7–10].

В частности, подтверждены существующие закономерности и обнаружены три известных типа лигнина. 
Во-первых, лигнин хвойных растений (мягкий древесный лигнин), содержащий ванилиновые (гвая

циловые) фенолы в качестве основной структурной единицы (до 60 мг  ⋅  г–1 Сорг   – можжевельник, 
до 80 мг ⋅ г–1 Сорг – опад пихты). Сиреневые и циннамиловые кислоты и альдегиды в хвое практически 
отсутствуют, и отношение сирингиловых фенолов к ванилиновым (S/ V) близко к нулю. Впервые уста-
новлен химический состав лигнина из тканей можжевельника. Соотношение V : S : C в нем составило 
41 : 1 : 2 [8; 9]. 
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Во-вторых, лигнин лиственных деревьев (тяжелый древесный лигнин), преимущественно состоя-
щий из примерно равного количества ванилиновых (гваяциловых) и сирингиловых (сиреневых) струк-
тур [8; 9]. При этом лигнин тканей лиственных пород горных лесов Кавказа (бук, каштан) почти не отли-
чается от лигнина листвы пород умеренного пояса и орехово-плодового горного леса Тянь-Шаня и имеет 
действительно близкие количества ванилиновых и сирингиловых фенолов. Содержание циннамиловых 
(п-кумаровых и феруловых) фенолов близко к нулю. В мелколиственных породах умеренного пояса ком-
позиционные соотношения составили 4 : 4 : 1; 2 : 1 : 1, а в тканях широколиственных растений – 8 : 2 : 1. 
Отсутствие кумаровых и  феруловых фенолов и  нехарактерные для широколиственных пород следо-
вые количества сиреневого альдегида обнаруживают опад тропических древесных растений Амазонии, 
п-кумаровые кислоты отсутствуют и в древесине хвойных растений – сосны и можжевельника. 

В-третьих, лигнин травянистых растений, которым присуще наибольшее количество циннами-
ловых структурных единиц: их содержание в  степных и луговых злаках и разнотравье возрастает 
до 20 –30 мг  ⋅ г–1 Сорг , что в 4 – 6 раз больше, чем у древесных растений. Феруловые кислоты ассоции
рованы главным образом с гемицеллюлозами в клеточных стенках волокон злаков [8; 9].

Таким образом, полученные данные не противоречат известным закономерностям формирования об-
суждаемого биополимера в природе [11] и подтверждают существование трех групп источников лигнина 
в почве. Первая группа – хвоя и древесина хвойных пород с ванилиновыми (гваяциловыми) фенолами в ка-
честве основной структурной единицы, вторая группа – недревесные ткани лиственных деревьев, состоя-
щие из ванилиновых и сирингиловых фенолов, третья группа – травы, содержащие не только ванилиновые 
(гваяциловые) и сирингиловые, но и кумаровые и феруловые фенолы, последние преимущественно сосре-
доточены в тканях злаков. Окисление и хроматографическое разделение биополимеров лигнина на простые 
фенолы позволяют получить информацию о типах растительных тканей. Кроме того, параметр S/ V может 
использоваться для разделения тканей голосеменных и покрытосеменных растений, а параметр C/ V (от-
ношение циннамиловых фенолов к ванилиновым) – для разделения органического вещества древесного 
и недревесного происхождения. Тип растительных тканей изначально создает неравные условия для пре-
вращения ароматических компонентов растительного происхождения в ароматические соединения почв.

Лигнин (VSC) в подстилках, ветоши. Выделение продуктов окисления лигнина из подстилок раз-
ных типов растительных ассоциаций показало, что различия лигниновых параметров в них менее конт
растны, а содержание лигнина значительно ниже, чем в живых растительных тканях.

Минимальное содержание лигнина отмечено для горизонтов F и H подстилок елового (3,06 мг ⋅ г–1 Сорг ), 
кедрового (3,08 мг ⋅ г–1 Сорг ) [8], осинового (4 мг на 100 г почвы) и букового (6,5 мг на 100 г почвы) ле-
сов. Максимальные запасы лигнина обнаружены в высокогорных экосистемах можжевелового редко-
лесья (491 мг на 100 г почвы) и пихтового леса (186 мг на 100 г почвы). Березовые криволесья (26 мг на 
100 г), орехово-плодовый (53 мг на 100 г) и сосновый (42 мг на 100 г почвы) леса отличаются средним 
содержанием лигнина в подстилках. Хотя композиционно подстилки повторяют присущие живым тка-
ням закономерности: подстилки хвойных пород характеризуются накоплением ванилиновых (гваяци-
ловых) фенолов – до 33 мг ⋅ г–1 Сорг под кроной можжевельника – и сохраняют тенденцию к меньшему 
содержанию сирингиловых и циннамиловых (п-кумаровых и феруловых) структур (табл. 1).

Т а б л и ц а   1
Содержание лигнина, лигниновые параметры 

в горизонтах F и H лесных подстилок хвойных пород
Ta b l e   1

Lignin content, lignin parameters 
in the F and H horizons of coniferous forest litters

Экосистема Лигнин (VSC)*, мг ⋅ г–1 Сорг V S C S/ V C/ V K / F V : S : C

Еловый лес 3,06 ± 0,08 1,24 1,14 0,68 0,92 0,55 0 2 : 1 : 1
Сосновый лес 13,70 ± 2,34 6,77 3,73 3,19 0,55 1,47 1,13 2 : 1 : 1
Кедровый лес 3,08 ± 0,67 1,47 0 1,11 0 0,83 0,70 1 : 0 : 1
Лиственный лес 9,71 ± 2,11 3,75 2,15 3,22 0,73 0,86 0,66 2 : 1 : 1
Пихтовый лес 5,77 ± 0,23 3,45 1,57 0,75 0,46 0,22 0 5 : 2 : 1
Тропический лес 7,79 ± 3,12 3,94 3,78 0,22 0,96 0,06 0,44 1 : 1 : 0
Можжевеловый лес:

под кроной
на поляне

62,56 ± 5,67
12,86 ± 1,99

32,70
5,70

18,83
5,72

11,06
1,64

0,58
1,00

0,32
0,29

0,68
0,70

3 : 2 : 1
4 : 4 : 1

П р и м е ч а н и е. * – среднее значение плюс-минус стандартное отклонение ( р < 0,05; n = 4 –5); K / F – отношение кумаро-
вых кислот к феруловым.
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Подстилки лиственных пород имеют примерно равные соотношения ванилиновых и сирингиловых 
фенолов и меньшее, по сравнению с кумаровыми, количество феруловых кислот (V : S : C – 4 : 4 : 1; 
2 : 1 : 1) (табл. 2). Значительное уменьшение продуктов окисления лигнина (VSC) характерно для буково-
грабово-каштанового опада (с 10,4 до 2,2 мг ⋅ г–1 Сорг ), опада в березовой (с 24,5 до 10,9 мг ⋅ г–1 Сорг ) 
и осиновой (с 9,3 до 1,6 мг ⋅ г–1 Сорг ) рощах.

Т а б л и ц а   2
Содержание лигнина, лигниновые параметры 

в горизонтах F и H лесных подстилок лиственных пород
Ta b l e  2

Lignin content, lignin parameters 
in the F and H horizons of forest litters of deciduous species

Экосистема
Лигнин (VSC)*,

мг ⋅ г–1 Сорг
V S C S/ V C/ V K / F V : S : C

Орехово-плодовый лес 9,10 ± 1,02 4,33 3,74 1,03 0,86 0,24 0,72 4 : 4 : 1
Буково-грабово-каштановый лес 2,16 ± 0,06 0,71 0,73 0,17 0,58 0,17 0 4 : 4 : 1
Осиновая роща 1,58 ± 0,32 0,74 0,47 0,46 0,50 0,62 2,08 2 : 1 : 1
Березовая роща 10,87 ± 0,21 7,54 1,95 1,78 0,53 0,23 0,83 4 : 1 : 1

*Среднее значение плюс-минус стандартное отклонение ( р < 0,05; n = 4).

В то же время слои войлока и ветоши травянистых растений демонстрируют отчетливое накопление 
циннамиловых фенолов и особенно феруловых кислот (параметр K / F < 1), причем в слоях ветоши это 
ярко выражено (до 21,2 мг ⋅ г–1 Сорг ) (табл. 3). 

Т а б л и ц а   3
Содержание лигнина, лигниновые параметры  

в войлоке, ветоши травянистых экосистем
Ta b l e  3

Lignin content, lignin parameters in fall of herbaceous ecosystems

Экосистема Войлок  
или ветошь

Лигнин (VSC)*,
мг ⋅ г–1 Сорг

V S C S/ V C/ V K / F V : S : C

Ткани злаков
Степь Войлок 10,12 ± 2,67 4,17 4,31 4,63 1,03 1,11 0,39 1 : 1 : 1
Субальпийский луг Ветошь 26,47 ± 4,11 5,70 5,72 15,05 1,00 2,64 0,70 1 : 1 : 3
Культурные злаки Ветошь 10,85 ± 0,98 4,59 4,36 4,90 0,95 1,07 0,96 1 : 1 : 1

Ткани разнотравья
Степь Войлок 13,06 ± 1,12 5,71 5,72 5,64 1,00 0,29 0,69 1 : 1 : 1
Альпийский луг Ветошь 81,68 ± 5,34 21,24 38,39 22,05 2,73 0,77 1,08 1 : 2 : 1

*Среднее значение плюс-минус стандартное отклонение ( р < 0,05; n = 5– 6).

Таким образом, природа растительных тканей в горизонтах подстилок отчетливо диагностируется.
Лигнин (VSC) в корнях растений. В ходе исследования обнаружено, что наибольшее содержание 

лигниновых фенолов свойственно не надземным, а подземным тканям растений. Во всех случаях, будь 
то древесный или травянистый растительный покров, преобладает лигнин корней (до  66  мг  ⋅  г–1 Сорг 
в древесине корней можжевельника и до 46 и 49 мг ⋅ г–1 Сорг в корнях злаков на глубине 0 –30 и 30 – 60 см 
соответственно) [8]. Коэффициент корреляции между содержанием лигнина в почве и биомассой корней 
составил 0,92– 0,99 ( р < 0,05).

Наибольший вклад корневого лигнина отмечен в луговых экосистемах, особенно в степных сообще-
ствах со значительным преобладанием подземной биомассы над надземной, где отношение подземных 
органов к надземным достигает 20 (рис. 1, а, б ). В лесных экосистемах это отношение значительно ниже – 
3–7 (см. рис. 1, в).

Наименьшая роль корней в круговороте лигнина обнаружена в агроантропогенных экосистемах (рис. 2) 
с равными долями надземной и подземной биомассы (П/Н ≈ 1). Соотношения лигниновых фенолов в кор-
невой биомассе повторяют закономерности, свойственные надземным органам.
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Условия разложения лигнина в почве. Дальнейшие превращения полимера в почвах определяются 
гидротермическими условиями среды и физико-химическими свойствами почв, активностью микро-
биоты, способной продуцировать различные лигнинпероксидазы, Mn-пероксидазы, фенолоксидазы, 
лакказы и разрушать лигнин [12]. В результате совместных действий смешанных микробных популя-
ций достигается синергетический эффект трансформации лигниновых структур, прежде всего имеют 
место реакции расщепления и деструкции боковых цепочек биополимера.

Для характеристики интенсивности разложения и трансформации лигнина в почвах используется 
отношение кислот к альдегидам в единицах ванилина или сирингила как мера степени окисленности 
молекулы [5; 6; 13]. Этот параметр применяется в расчете степени измененности боковых цепочек по 
сравнению с исходной растительной тканью. Дж. Эртель и Дж. Хеджес [4] убедительно показали, что 
с увеличением степени разложенности лигнина возрастает количество ароматических кислот по отно-
шению к количеству ароматических альдегидов, и разработали формулу для расчета степени изменен-
ности боковых цепочек биополимера (параметр Т, %): 

Т = 74 – (100 – K )(1 + (Ас /Аl)v)
–1,

где (Ас /Аl)v – отношение ванилиновых кислот к ванилиновым альдегидам; K – содержание кетонов 
в исходных растительных тканях, %.

Высокая цифра выхода продуктов окисления лигнина (VSC) и низкие величины отношения кислот 
к альдегидам в подстилках и гумусовых горизонтах почв гумидных ландшафтов являются закономер-
ным следствием пока слабого изменения растительных остатков, а значит, слабой трансформации бо-
ковых цепочек ароматических структур лигнина в органическом веществе почв. 

На основании многочисленных данных о содержании лигнина и его трансформации в почвах ши-
ротной зональности показана линейная зависимость увеличения степени измененности боковых це-
почек лигниновых структур в ряду от светло-серых почв к черноземам и красноземам (рис. 3). Так, 
в почвах южной тайги она составляет 5–8 %, в лесостепи – 9 –10 %, в черноземах – 10 –12 %, достигая 
максимальных значений в красноземах – до 30 –50 %, т. е. фактически следует за величиной периода 
биологической активности (ПБА). Невысокие значения степени измененности боковых цепочек лиг-
ниновых структур по сравнению с исходной растительной тканью, типичные для светло-серых почв 
Московской области, по-видимому, являются прямым отражением механизма (действия) встраивания 
неизменных фенольных структур в молекулу гуминовых кислот.

Рис. 1. Структура биомассы растительных сообществ (r = 0,92– 0,99; р < 0,05):  
а – степная экосистема; б – луговая экосистема; в – лесная экосистема

Fig. 1. The structure of the biomass of plant communities (r = 0.92– 0.99; р < 0.05):  
a – steppe ecosystem; b – meadow ecosystem; c – forest ecosystem
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Рис. 2. Структура биомассы растительных  
сообществ (r = 0,96 – 0,97; р < 0,05) агроантропогенной экосистемы, т/га
Fig. 2. The biomass structure of plant communities (r = 0.96 – 0.97; р < 0.05)  

of the agro-anthropogenic ecosystem, t / ha

Рис. 3. Диаграмма степени измененности боковых цепочек лигнина  
по отношению к исходным растительным тканям (Т) в почвах широтной зональности.  

«Усы» обозначают стандартное отклонение ( р < 0,05; n = 4 – 8)
Fig. 3. The diagram of the change degree in the side chains of lignin  

in relation to the original plant tissues (T) in the soils of latitudinal zones. 
«Mustache» denotes standart deviation ( р < 0.05; n = 4 – 8)
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Линейная зависимость степени трансформации лигнина от гидротермических условий хорошо про-
является и в горных экосистемах. Например, в гумидных условиях Северного Кавказа степень изменен
ности боковых цепочек лигнина составляет 5 % для чернозема и 1,5 % для субальпийских почв, в арид-
ных условиях Средней Азии – 20 –25 % для горного чернозема и 3 % для альпийских луговых почв [9].

Лигниновые фенолы как структурные фрагменты гуминовых кислот. В целом гуминовые кисло-
ты по содержанию продуктов окисления лигнина и лигниновым параметрам (табл. 4) похожи на образцы 
почв, наследуют характерные свойства растительных тканей, но демонстрируют бóльшую упорядочен-
ность структурных фрагментов лигнина. Пропорции ванилиновых, сирингиловых и циннамиловых фе-
нолов в них оказались одинаковыми для разных типов травянистых экосистем (1 : 1 : 1 – от степи до суб
альпийского луга) и характеризуют, как показано выше, ткани травянистых растений. Композиционные 
отношения 3 : 4 : 1 свойственны гуминовым кислотам из горизонтов коричневой почвы можжевелового 
леса и отражают свойства растительных тканей можжевельника. 

Т а б л и ц а   4
Продукты окисления лигнина в препаратах  

гуминовых кислот, выделенных из различных типов почв
Ta b l e  4

Lignin oxidation products in preparations  
of humic acids isolated from different types of soils

Почва Горизонт, 
глубина, см

Лигнин (VSC),
мг ⋅ г–1 Сорг

V S C V : S : C

Светло-серая Ар, 0 –20 2,37 1,08 1,21 0,89 1 : 1 : 1
Чернозем А, 12–38 3,32 0,73 0,95 1,65 1 : 1 : 2
Горно-луговая черноземовидная А, 0 –23 5,10 1,48 1,93 1,70 1 : 1 : 1
Горно-луговая субальпийская А, 5–35 3,66 1,59 0,56 0,75 2 : 1 : 1
Коричневая (можжевеловый лес) А, 4 –34 1,83 0,85 0,90 0,24 3 : 4 : 1
Горно-луговая альпийская А, 3–20 2,06 0,55 0,77 0,74 1 : 1 : 1

Из представленных в табл. 5 и на рис. 4 данных также следует, что с увеличением степени трансфор-
мации лигнина в ряду растительные ткани – опад – подстилки – почвы – гуминовые кислоты – погре-
бенные гуминовые кислоты возрастает количество ароматических кислот по отношению к количеству 
альдегидов во всех типах объектов, независимо от общего содержания лигнина в них, и достигает мак-
симума в препаратах гуминовых кислот из погребенных почв. Гуминовые кислоты, по сравнению с поч
вами, дают более кислую фенольную смесь: отношения кислот к альдегидам в препаратах гуминовых 
кислот превышают аналогичные отношения в экстрактах из почв. Тем самым полученные результаты 
подтверждают положение о нарастающем карбоксилировании лигниновых остатков как о главном про-
цессе их трансформации в гумус. Реакции деструкции, по-видимому, возникают прежде всего в боко-
вых цепочках лигнина, образуя фенилкарбоновые кислоты как первые специфические соединения.

Т а б л и ц а  5 
Величины отношения кислот к альдегидам*  

в экосистемах на разных стадиях трансформации лигнина
Ta b l e  5

Values of the ratio of acids  
to aldehydes at different stages of lignin transformation

Экосистема Ткани растений Подстилка Почва Гуминовые кислоты
Сосновый лес 0,11 0,20 0,48 0,96
Можжевеловое редколесье: 

под кроной
на поляне

0,08
0,14

0,29
–

0,44
0,21

0,52
1,50

Пашня 0,09 – 0,60 1,05
Березовая роща 0,57 0,60 0,65 –
Тропический лес 0,13 – 2,26 –
Болото 0,18 0,34 0,40 0,73

*Среднее арифметическое значение (n = 2–5).
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Таким образом, метод окисления и хроматографического разделения биополимеров лигнина позво-
ляет получить информацию о типах растительных тканей в подстилках и почвах, исследовать механиз-
мы трансформации лигнина в гуминовые кислоты. Гетерогенность генезиса лигнина обусловливает 
возможность возникновения большого числа разнообразных низко- и высокомолекулярных продуктов 
разложения (ванилиновых, сирингиловых, феруловых и кумаровых семейств), сохраняющих компози-
ционный состав биополимера в ряду растительные ткани – опад – подстилки – почвы – гуминовые 
кислоты – погребенные гуминовые кислоты. Данный факт подтверждает образование в почвах унифи-
цированных гуминовых веществ специфической природы, в формировании которых, наряду с прочими 
ароматическими соединениями, участвует лигнин высших растений. 

С помощью количественного анализа лигниновых фенолов и 13С-ЯМР-спектроскопии также дока-
зывается, что лигнин высших растений принимает участие в  формировании специфических соеди-
нений гумуса почв, входя структурными фрагментами как в алифатическую (пики при 56 ррm), так 
и в ароматическую (пики при 147 ppm) часть молекул гуминовых кислот. Площади пиков лигниновых 
структур одинаковы в ароматической и алифатической частях молекул горно-луговых альпийских почв 
(табл. 6, рис. 5). В почвах зональных рядов ароматические фрагменты лигнинового происхождения 
преобладают в алифатической части спектра светло-серых почв Коломенского ополья и оглеенных 
почв аккумулятивных позиций ландшафта. 

Коэффициент корреляции между содержанием лигнина  (VSC) в  гумусовых горизонтах почв гу-
мидных ландшафтов и площадью пика лигнинового происхождения в алифатической части 13C-ЯМР-
спектра при 56 ppm составил 0,94 ( р < 0,05) (рис. 6).

В гуминовых кислотах почв лесостепи, сформированных на лёссе, а также в черноземах вклад аро-
матических лигниновых фрагментов в ядерной части молекул в 2 раза больше, чем в периферийной 
части (рис. 7). 

Коэффициент корреляции между содержанием лигнина (VSC) в гумусовых горизонтах почв и пло-
щадью пика лигнинового происхождения в ароматической части 13C-ЯМР-спектра при 147 ppm со-
ставил 0,93 ( р < 0,05) (рис. 8).

Сравнение 13C-ЯМР-спектров нативных препаратов лигнина (рис. 9), выделенных из разных пород 
древесных и травянистых растений, со спектром молекулы гуминовой кислоты [7] (рис. 10) позволило 
впервые обнаружить, что, во-первых, спектр пиков, наследуемых гуминовой кислотой от растительной 
ткани, весьма широк. Они отчетливо диагностируются при 102; 115; 119; 131; 152; 160 ррm (см. табл. 6). 

Во-вторых, набор пиков разнороден в  спектрах различных растений, следовательно, в молекулах 
гуминовых кислот разных почв он тоже должен отличаться. Это означает, что различия в химическом 
строении лигнина хвойных и лиственных пород, злаковых и травянистых растений заключаются не 
только в количественном содержании основных типов межмономерных связей β — О — 4, β — 5, β — β, 
Саром — С (см. табл. 6), но и в композиционном составе макромолекул, т. е. в соотношении трех типов 
мономерных звеньев – ванилиновых (гваяциловых), сирингиловых и п-кумаровых (V : S : C).

Рис. 4. Величины отношения ванилиновых  
кислот к ванилину ((Ас /Аl)v ) на разных стадиях трансформации  

лигнина в ряду растительные ткани – опад – подстилки – почвы –  
гуминовые кислоты (ГК) – погребенные гуминовые кислоты 
Fig. 4. Values of the ratio of vanillic acids to vanillin ((Ас /Аl)v )  

parameter at different stages of lignin transformation in the series  
plant tissues – fall – litter – soils – humic acids – buried humic acids
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Рис. 5. 13С-ЯМР-спектры препаратов гуминовых кислот  
светло-серых оглеенных почв (Коломенское ополье):  

а – глубокооглеенная почва (на микроповышении); б – глееватая почва (в микропонижении);  
в – ортштейны глееватой почвы; г – ортштейны глееватой осушенной почвы

Fig. 5. 13C NMR spectra of humic acids of light gray gleyed soils (Kolomenskoe opolye):  
a – deeply gley (on microelevation); b – gleyic (in microdepressions);  

c – nodules of gleyic soil; d – nodules of gleyic drained soil

Рис. 6. Коэффициент корреляции между содержанием лигнина (VSC)  
и площадью пика 13C-ЯМР-спектра при 56 ppm

Fig. 6. Correlation coefficient between lignin content (VSC)  
and peak area of 13C NMR spectrum at 56 ppm
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Рис. 7. 13С-ЯМР-спектры препаратов гуминовых кислот почв Северного Кавказа:  
а – чернозем (А, 8–27 см); б – субальпийская луговая почва (А, 10 –25 cм)

Fig. 7. 13C NMR spectra of humic acids of soils of the North Caucasus:  
а – chernozem (A, 8–27 cm); b – subalpine meadow soil (A, 10 –25 cm)

Рис. 8. Коэффициент корреляции между содержанием лигнина (VSC)  
и площадью пика 13C-ЯМР-спектра при 147 ppm

Fig. 8. Correlation coefficient between lignin content (VSC)  
and peak area of the 13C NMR spectrum at 147 ppm

Рис. 9. 13С-ЯМР-спектры нативных препаратов лигнина древесных культур: a – акация; б – лиственница. 
И с т о ч н и к: [14]

Fig. 9. 13C NMR spectra of lignin preparations from tree tissue: a – acacia; b – larch. 
S o u r c e: [14]
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И наконец, лигнин древесных растений южной тайги становится источником более развитых про-
странственно вытянутых с развитой алифатической частью молекул гуминовой кислоты (мощные хо-
рошо вытянутые пики) (см. рис. 10, а), а феруловые и кумаровые фенолы травянистых растений фор-
мируют пространственно компактные структуры гуминовых кислот (см. рис. 10, б ). 

Заключение
Результаты исследований оригинальны и могут быть использованы в следующих областях.
1. Производство гуминовых препаратов, их идентификация и  сертификация. Впервые стало воз-

можным идентифицировать генезис гуминовых препаратов. Допускается, что именно благодаря лигнину 
в почве образуются гуминовые вещества, придающие почвенному органическому веществу и его ста-
бильной части – гумусу – особые свойства и функции. Разработка новых продуктов, от сорбентов до пре-
паратов гуминовых веществ на основе биополимера лигнина, отвечает современным тенденциям науки. 

2. Разработка технологий применения органических удобрений. В зависимости от содержания и ком-
позиционного состава лигнина растений в органическом удобрении корректируется его норма внесения 
в почву.

3. Биоконверсия и консервация отходов гидролизной, деревообрабатывающей и иной промышленнос
ти, имеющей сырьевым источником лигнинсодержащие соединения. Показаны возможные механизмы 
и  скорость трансформации лигниновых фенолов в  зависимости от композиционного состава лигнина 
древесных и травянистых растений в разных почвенно-географических условиях, и на этой основе проде-
монстрирован выбор оптимальной технологии утилизации лигноцеллюлозы. Гидролизный лигнин пре-
вратился из отхода производства в ценное сырье для сельского хозяйства (биопрепараты и удобрения).

4. Оценка современных приемов обработки почвы и приемов биологизации земледелия. Проявление 
аллелопатических свойств лигниновых фенолов при длительном использовании приемов биологиче-
ского земледелия требует систематических исследований биохимии лигнина в почвах. Так, в практике 
применения технологии no-till в первые годы можно рассчитывать на получение высоких урожаев, 
а уже на 3– 4-й годы наблюдается резкое снижение урожайности сельскохозяйственных культур. 

Рис. 10. 13С-ЯМР-спектры препаратов гуминовых кислот:  
а – светло-серая лесная почва (Ар, 0 –20 см);  

б – черноземовидная почва (сосновый лес) (А, 8 –27 см)
Fig. 10. 13C NMR spectra of humic acids: a – light gray forest soil (Ap, 0 –20 cm);  

b – chernozem-like soil (pine forest) (A, 8–27 cm)
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ИССЛЕДОВАНИЕ АДАПТОГЕННЫХ И ГЕПАТОПРОТЕКТОРНЫХ  
СВОЙСТВ ПАДУБА ПАРАГВАЙСКОГО (ILEX PARAGUARIENSIS)  

НА ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ МОДЕЛЯХ in vivo

О. И. ГУБИЧ 1), C. C. ОКОРОКОВА1), Д. В. КОПЫЛЕВА1),  
Н. С. ДЖААФАР 1), Д. В. ДУЦ 1), М. И. КОВАЛЬ1)

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

Изучено влияние препарата падуба парагвайского (Ilex paraguariensis) на показатели энергетического и угле-
водного обмена в условиях повышенной физической нагрузки, а также проанализирована возможность стабили-
зации им величин биохимических маркеров поражения печени и перекисного окисления липидов у крыс в экс-
периментальной модели хронической алкогольной интоксикации. Установлено, что отвар падуба парагвайского 
оказывает антиоксидантное и гепатопротекторное влияние на крыс с экспериментальным алкогольным пораже-
нием печени, сопоставимое с действием классического растительного гепатопротектора – расторопши пятнис
той (Silybum marianum), обладает стимулирующим и адаптогенным эффектами в условиях физической нагрузки, 
лишь немного уступающими таковым энергетического напитка «Wild Jaguar». Указанные свойства падуба параг-
вайского могут быть обусловлены наличием в составе данного растения флавоноидов, аскорбиновой и хлоро
геновой кислот, проявляющих антиоксидантный эффект, а также кофеина, способного стимулировать работу цен-
тральной нервной и сердечно-сосудистой систем.

Ключевые слова: углеводный обмен; энергетический обмен; физическая нагрузка; хроническая алкогольная 
интоксикация; гепатопротекция; перекисное окисление липидов; падуб парагвайский; мате.
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THE INVESTIGATION OF ADAPTOGENIC  
AND HEPATOPROTECTIVE PROPERTIES OF ILEX  

PARAGUARIENSIS ON EXPERIMENTAL MODELS in vivo

A. I. HUBICH a, S. S. OKARAKAVAa, D. V. KOPYLEVAa,  
N. S. JAAFARa, D. V. DUTS a, М. I. KOVALa
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This work is devoted to the study of the effect of Ilex paraguariensis decoction for energy and carbohydrate meta
bolism in conditions of increased physical activity, the analysis of the stabilisation possibilities of liver injury and lipid 
peroxidation markers in rats in an experimental model of chronic alcohol intoxication. It’s established that I. paragua
riensis exhibits antioxidant and hepatoprotective effects in rats with experimental alcoholic liver, comparable to the action 
of classical plant hepatoprotector – Silybum marianum, has a stimulating and adaptogenic effects in experimental model of 
physical activity, comparable to the energy drink «Wild Jaguar». The results obtained may be due to the presence of fla-
vonoids, ascorbic and chlorogenic acids, exhibiting an antioxidant effect, as well as caffeine, which is known to stimulate 
the work of the central nervous and cardiovascular systems.

Keywords: carbohydrate metabolism; energy metabolism; physical activity; chronic alcohol intoxication; hepatopro-
tection; lipid peroxidation; Ilex paraguariensis; mate.

Введение
В современном фармацевтическом арсенале, предназначенном для терапевтических целей, не менее 

25 % средств приходится на природные препараты растительного происхождения [1]. Несмотря на успе-
хи химии в синтезе новых лекарственных формул, в последние десятилетия тенденция к использованию 
натуральных препаратов остается четко выраженной.

В то же время появление большого количества не подкрепленных данными экспериментальной и кли-
нической проверки публикаций и заявлений, предлагающих растительные препараты с «уникальными 
целебными свойствами», предопределило формирование у части населения стойкого отрицательного 
мнения о травяных биодобавках и растительных средствах. 

В связи с растущей сегодня популярностью отвара падуба парагвайского (мате, парагвайский чай, 
чай мате) и появлением в печати и на телевидении многочисленных рекомендаций о его использо-
вании перед авторами была поставлена задача расширить существующие данные об этом препарате, 
экспериментально определив, в частности, способность отвара падуба парагвайского проявлять гепато
протекторные свойства при хронической алкогольной интоксикации, а также сравнив эффективность 
его адаптогенного действия в условиях интенсивной физической нагрузки с аналогичными показателя-
ми, присущими иным популярным стимулирующим напиткам.

Падуб парагвайский (Ilex paraguariensis) – дикорастущее и культивируемое растение семейства па-
дубовых (Aquifoliaceae), произрастающее в тропических и субтропических лесах Южной Америки [2] 
и широко используемое для приготовления мате – традиционного тонизирующего напитка из высушен-
ных и измельченных листьев, а также в качестве популярного фитотерапевтического средства коренных 
народов указанного региона. Основную долю растительного сырья в настоящее время собирают с куль-
турных плантаций Южной Бразилии, Парагвая, Уругвая и  юго-восточной части Аргентины, которые 
одновременно являются и основными потребителями мате. В США и Европе падуб парагвайский в ком-
бинации с иными компонентами применяется при приготовлении энергетических напитков, а также в ка-
честве фитопрепаратов, используемых для снижения веса. 

Фитохимический анализ показал наличие в листьях и стеблях данного растения алкалоидов (кофеин 
(в листьях – 0,97–1,79 %, в стеблях – в среднем 0,73 %), теофиллин, теобромин), тритерпеновых са-
понинов (матесапонины), флавоноидов (рутин, кверцетин), хлорогеновой кислоты и ее производных, 
фенольных гликозидов, дубильных веществ (4 –10 %), витаминов (группа В; С, РР), микроэлементов 
(магний, цинк, железо, калий, марганец) [3–5]. В водном экстракте листьев падуба парагвайского об-
щее содержание фенольных компонентов составляет 5 г/л, сапонинов – 0,35 г/л [6].

Исследование свойств водных экстрактов данного растения позволило установить наличие у  них 
способности регулировать липидный обмен. В частности, экспериментально показано снижение уровня 
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общего холестерола и размера атеросклеротических бляшек на аорте кроликов, находившихся на диете, 
обогащенной холестеролом, при ежедневном приеме экстракта падуба парагвайского [6]. Клинические 
исследования продемонстрировали дополнительное снижение уровня липопротеинов низкой плотнос
ти у пациентов, принимавших статины и экстракт падуба парагвайского, что указывает на возможность 
уменьшения дозы статинов и, соответственно, минимизации их побочных эффектов [7]. Интересно 
также, что компоненты падуба парагвайского снижают риск развития ожирения у животных, находя-
щихся на диете, обогащенной жирами, как ингибируя активность панкреатической липазы, так и ра-
зобщая окислительное фосфорилирование в митохондриях и повышая активность цАМФ-зависимой 
киназы в висцеральной жировой ткани [6; 8].

Помимо этого, в настоящее время экспериментально подтверждена противовоспалительная, ДНК-
протекторная, антиоксидантная, антидепрессантная, нейропротекторная, болеутоляющая, диуретическая 
активность водных и водно-спиртовых экстрактов падуба парагвайского, его способность подавлять рост 
и  жизнедеятельность ряда бактерий (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ) 
и грибковой микрофлоры (Malassezia furfur) [4; 6; 9 –21]. Установлена важность ежедневного приема 
отвара падуба парагвайского пациентами, страдающими сахарным диабетом 2-го типа, для улучшения 
ключевых параметров углеводного и липидного обмена [16]. В странах Южной Америки и США упот
ребление отвара данного растения рекомендуется для увеличения выносливости, при переутомлении, 
снижении памяти, мышечной слабости, астении, невралгии, ожирении, отравлениях, а также в качест
ве кардиотонического и антидепрессантного средства [6]. Фармакологическое и токсикологическое ис-
следование падуба парагвайского продолжается. 

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

ных свойств падуба парагвайского в условиях физической нагрузки) и на самцах беспородных белых 
крыс массой 180 –200 г (модель хронического алкогольного поражения печени). Все эксперименты вы-
полнялись в соответствии с этическими нормами обращения с животными, а также правилами прове-
дения работ с использованием лабораторных животных в научных исследованиях, составленными на 
основании рекомендаций и требований Всемирного общества защиты животных и Европейской кон-
венции по защите экспериментальных животных (Страсбург, 1986).

В работе применяли коммерческий препарат Ilex paraguariences (Meta Mate Ind., Бразилия), отвар 
которого готовили согласно прилагающейся инструкции (50 мг листьев на 200 мл воды) и предостав-
ляли для питья соответствующим группам экспериментальных животных вместо питьевой воды (мо-
дель хронического алкогольного поражения печени) или вводили в дозе 2 мл/кг однократно перорально 
с помощью пипетки перед проведением эксперимента (исследование адаптогенных свойств в условиях 
физической нагрузки).

Исследование адаптогенных свойств падуба парагвайского в условиях физической нагрузки пред-
полагало 10-минутное плавание животных в  воде комнатной температуры (24,5  °С). Наступление 
утомления фиксировали по убыли концентрации глюкозы и приросту концентрации пирувата (пред-
шественника молочной кислоты) в крови, снижению содержания суммарной фракции макроэргов и от-
дельно креатинфосфата в скелетной мускулатуре подопытных мышей. В качестве препаратов сравне-
ния в данной модели эксперимента использовали коммерческий энергетический напиток «Wild Jaguar» 
(ЗАО «ОСТ-Аква», Россия) и отвар кофе (Coffea arabica) («Lavazza», Италия). Препараты сравнения 
вводили лабораторным мышам однократно перорально с помощью пипетки в экспериментально подо-
бранных максимально эффективных дозах (2 мл/кг – для энергетика, 4 мл/кг – для кофе) за 15 мин до 
начала опыта.

Для создания экспериментальной модели хронической алкогольной интоксикации 96 % этанол раз-
водили водой до 15 % и предоставляли для питья (как альтернативу воде) в течение 6 нед. лаборатор-
ным крысам, имеющим предрасположенность к алкоголизму, т. е. добровольно употреблявшим этило-
вый спирт в объеме (Vср ) 10 –12 мл/сут. Указанная модель была разработана Институтом фармакологии 
имени А. В. Вальдмана (на базе Первого Санкт-Петербургского государственного медицинского уни-
верситета имени академика И. П. Павлова) и использована нами без модификаций.

В качестве эталонного растительного препарата гепатопротекторного действия использовали шрот 
расторопши пятнистой (Silybum marianum) (ООО «Клуб “Фарм-Эко”», Беларусь), содержащий комплекс 
флаволигнанов (2,7– 4,0 г по силимарину) и рекомендуемый для профилактики нарушений функции пече-
ни и в качестве дополнительного источника антиоксидантов [22]. Водную суспензию (2 г на 200 мл воды) 
данного препарата предоставляли интактным животным и крысам с алкогольным поражением печени 
на протяжении 7 сут вместо питьевой воды (среднее потребление составило 10 мл/сут на крысу). 
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По истечении указанного времени животных выводили из эксперимента путем декапитации и про-
водили измерение величин основных биохимических маркеров изучаемых патологий. Активность ще-
лочной фосфатазы определяли спектрофотометрическим методом с помощью коммерческого набора 
реагентов, содержание билирубина – методом Йендрашика [23], суммарное количество основных макро-
эргов – по цветной реакции с молибдатом аммония в присутствии аскорбиновой кислоты [19], содер-
жание креатинфосфата – как описано в работе [24], уровень пирувата – модифицированным методом 
Умбрайта [23], концентрацию глюкозы – глюкозооксидазным методом с помощью коммерческого набо-
ра реагентов, активность каталазы – как описано в статье [25], содержание ТБК-активных продуктов – 
спектрофотометрическим методом [26]. 

Статистическую обработку экспериментальных данных с подсчетом среднего арифметического (Х ), 
стандартной ошибки среднего арифметического (± Sx ) и достоверности при уровне значимости p ≤ 0,05 
проводили с использованием лицензионного пакета программ Stadia 6.0.

Результаты и их обсуждение
Первый этап работы был посвящен изучению количественной характеристики адаптогенного и сти-

мулирующего действия отвара падуба парагвайского в условиях повышенной физической нагрузки, 
которая, как отмечалось выше, представляла собой 10-минутное плавание лабораторных мышей в воде 
при температуре 24,5 °С. В качестве анализируемых показателей выбраны общее содержание макро
эргов и содержание креатинфосфата в скелетной мускулатуре, отражающие энергообеспечение началь-
ных (пусковых) этапов мышечного сокращения, а  также концентрация глюкозы и уровень пирувата 
крови, косвенно отображающие интенсивность гликолитического пути энергообеспечения сокращаю
щейся скелетной мускулатуры. Информация о влиянии отвара падуба парагвайского на указанные био-
химические параметры в доступной литературе не представлена. 

Физическая нагрузка в нашем эксперименте логично приводила к наступлению состояния утом-
ления, выражающегося в неспособности животных совершать дальнейшие активные плавательные 
движения, что было проявлением закономерного снижения содержания макроэргов в скелетной муску-
латуре животных (суммарное количество макроэргов оказалось ниже начальных значений на 60,8 %, 
содержание креатинфосфата – на 43,6 %), почти полного исчерпания концентрации глюкозы в крови 
(+ 17,7 % к контролю) и, соответственно, накопления пирувата (+ 262,1 % к контролю) (табл. 1). 

Иная картина наблюдалась при аналогичной нагрузке, но после однократного приема животными 
препарата падуба парагвайского в экспериментально подобранной максимально эффективной дозе 
(4 мл/кг) за 15 мин до начала эксперимента. Так, снижение уровня макроэргов в скелетной мускулатуре 
было менее выраженным (суммарное содержание составило 60,3 % от исходного), равно как и умень-
шение концентрации глюкозы в крови (– 10,5 % к контролю) (см. табл. 1). При этом мыши по-прежнему 
находились в состоянии активного плавания, попыток использовать энергосберегающие приемы (ле-
жание на воде, зависание у стенок, висение в воде) или выпрыгнуть из воды не наблюдалось. 

Подобный эффект может быть обусловлен достаточно высоким содержанием в листьях падуба ко-
феина (1,06 г на 100 г) [3–5], стимулирующего нервную систему посредством ингибирования фосфоди
эстеразы и обеспечения накопления цАМФ, который, в свою очередь, стимулирует процессы липолиза, 
гликогенолиза и иные метаболические пути, в том числе протекающие в нервной, мышечной и сердечно-
сосудистой системах. Определенную роль играет и наличие в листьях падуба простых углеводов (1,89 г 
на 100 г) [3; 19], облегчающих физическую активность. 

Особый интерес представляет сравнение эффектов падуба парагвайского с эффектами иных кофеин
содержащих напитков, в частности весьма популярного сегодня у молодежи энергетического напитка 
«Wild Jaguar» и самого популярного напитка в мире – кофе (C. arabica) – известной торговой мар-
ки «Lavazza». Сравнение выполнялось в  описанной экспериментальной модели с  использованием 
указанных выше энергетических маркеров. Результаты проведенной работы, представленные в табл. 1, 
свидетельствуют, что наблюдаемый при приеме отвара падуба парагвайского стимулирующий эффект 
несколько уступал действию на энергетические показатели кофеин- и сахарозосодержащего энергетика 
«Wild Jaguar», однако значительно превосходил влияние, оказываемое отваром кофе. Так, при употреб
лении энергетического напитка общее содержание макроэргов в скелетной мускулатуре лабораторных 
мышей, подвергнутых физической нагрузке, оказалось выше аналогичного параметра, фиксируемого 
при использовании отвара падуба парагвайского, на 21,2 %, содержание креатинфосфата – на 20 %, 
достоверных различий между концентрацией глюкозы в крови не установлено. С другой стороны, при-
менение отвара кофе в указанных условиях не позволяло стабилизировать энергетические параметры, 
значения которых, за исключением общего содержания макроэргов, достоверно не отличались от соот-
ветствующего контроля.
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Необходимо заметить, что представленное в табл. 1 снижение уровня макроэргов и глюкозы у ин-
тактных мышей после приема отвара кофе и энергетического напитка неслучайно и может быть связа-
но с повышением у них двигательной активности в форме интенсивного груминга, продолжавшегося 
на всем протяжении наблюдения. Пероральное же введение отвара падуба парагвайского интактным 
мышам в отсутствие физической нагрузки не сопровождалось изменениями поведенческих реакций, 
равно как и достоверными изменениями анализируемых показателей углеводного и энергетического 
обмена (см. табл. 1), что отвечает первому требованию, предъявляемому к препаратам адаптогенного 
действия, указывающему на возможность действия адаптогена только на соответствующем фоне, с ми-
нимальными сдвигами в нормальных условиях или без них [27].

Таким образом, в условиях повышенной физической нагрузки отвар падуба парагвайского обеспе-
чивает адаптацию путем более экономного расходования энергетических субстратов, при этом лишь 
немного уступая в эффективности исследованному энергетическому напитку. Примечательно, что на-
блюдаемый эффект реализовался уже после первого приема отвара, подобное характерно для немно-
гих растительных адаптогенов (например, для железницы крымской, рододендрона Адамса, клитории 
тройчатой) [28; 29].

Т а б л и ц а  1
Значение параметров углеводного и энергетического обмена  

у лабораторных мышей, подвергнутых физической нагрузке, при использовании  
энергетического напитка «Wild Jaguar», отвара падуба парагвайского и кофе «Lavazza»

Ta b l e  1
The value of the carbohydrate and energy metabolism parameters  
of laboratory mice subjected to physical activity when using energy  

drink «Wild Jaguar», I. paraguariensis and C. arabica («Lavazza») decoctions

Серия  
эксперимента

Содержание  
макроэргов  

в мышцах, мкмоль/г

Содержание  
креатинфосфата  

в мышцах, мкмоль/г

Содержание  
пирувата, мкг/мл

Концентрация  
глюкозы, моль/л

Интактные мыши 0,34 ± 0,05
(100,0 %)

1,13 ± 0,17
(100,0 %)

1,64 ± 0,19
(100,0 %)

8,30 ± 1,53
(100,0 %)

Мыши, подвергнутые  
физической нагрузке

0,13 ± 0,02
(39,2 %)*

0,64 ± 0,07
(56,4 %)*

5,90 ± 0,25
(362,1 %)*

1,50 ± 0,19
(17,7 %)*

Отвар падуба парагвайского 0,31 ± 0,02
(91,2 %)

0,94 ± 0,05
(83,7 %)

1,82 ± 0,07
(111,2 %)

8,73 ± 0,51
(105,2 %)

Отвар падуба на фоне  
физической нагрузки

0,21 ± 0,04
(60,3 %)*а

0,68 ± 0,09
(59,9 %)

2,41 ± 0,19
(147,2 %)*а

7,43 ± 0,17
(89,5 %)*а

Энергетик «Wild Jaguar» 0,26 ± 0,02
(75,4 %)*

0,92 ± 0,11
(81,9 %)*

1,85 ± 0,12
(113,0 %)

12,70 ± 0,96
(147,1 %)*

Энергетик «Wild Jaguar»  
на фоне физической нагрузки

0,28 ± 0,03
(81,5 %)*а

0,91 ± 0,07
(80,3 %)*а

2,75 ± 0,19
(167,5 %)*а

6,97 ± 0,18
(79,4 %)*а

Отвар кофе 0,27 ± 0,02
(79,0 %)*

1,03 ± 0,03
(90,9 %)

2,39 ± 0,09
(146,0 %)*

2,52 ± 0,20
(30,4 %)*

Отвар кофе на фоне  
физической нагрузки

0,07 ± 0,02
(20,0 %)*а

0,69 ± 0,08
(60,9 %)

6,17 ± 0,14
(376,0 %)

1,63 ± 0,20
(19,6 %)

П р и м е ч а н и е. Данные представлены в виде Х ± Sx. *, *а – результаты достоверны при p ≤ 0,05 (n = 5 для каждой серии). 
Достоверность влияния физической нагрузки, энергетика «Wild Jaguar» и отваров падуба парагвайского и кофе рассчитана по 
отношению к значениям анализируемых маркеров интактных мышей (*), а эффектов исследуемых препаратов при физической 
нагрузке – к показателям интактных животных, подвергнутых 10-минутному плаванию (*а ). 

Следующий этап работы был посвящен определению гепатопротекторной активности падуба параг-
вайского в экспериментальной модели алкогольного поражения печени. Основанием для постановки этой 
серии эксперимента послужил тот факт, что водные экстракты листьев изучаемого растения чрезвычайно 
богаты биофлавоноидами и  органическими кислотами, обладающими антиоксидантными свойствами. 
В то же время, согласно данным литературы, под действием алкогольдегидрогеназы и цитохрома Р450 2E1 
алкоголь метаболизируется в ацетальдегид, способный опосредованно активировать перекисное окис-
ление липидов (ПОЛ), что связано с его способностью снижать в гепатоцитах содержание восстанов-
ленного глутатиона, который абсолютно необходим для функционирования глутатионпероксидазы, 
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участвующей в катаболизме Н2О2 [30]. Накопление активных форм кислорода, в свою очередь, приводит 
к  нарушению структуры липидного бислоя мембран клеток печени, что предопределяет возможность 
развития острого алкогольного гепатита и цирроза печени у алкоголиков [31]. Ввиду того что алкоголь-
ная болезнь печени в настоящее время остается важнейшей медико-социальной проблемой, подобного 
рода исследования имеют не только фундаментальное, но и прикладное значение. 

Как свидетельствуют данные, представленные в табл. 2, хроническое 6-недельное спаивание крыс 
этанолом приводит к нарушению целостности и функционирования гепатоцитов, что сопровождалось 
повышением активности щелочной фосфатазы (ЩФ) в сыворотке крови подопытных крыс на 181,8 %, 
ростом содержания общего билирубина на 150,0 %, снижением уровня альбумина на 60 %. Фиксирова-
лось увеличение содержания ТБК-активных продуктов в печени крыс на 197 % и активности каталазы 
на 75,1 %, что хорошо согласуется как с первоначальной гипотезой, так и с данными литературы [31; 32].

Т а б л и ц а  2
Влияние отвара падуба парагвайского  

и расторопши пятнистой на сывороточные маркеры  
поражения печени и интенсивность ПОЛ в печени интактных крыс  

и животных с экспериментальной алкогольной интоксикацией
Ta b l e  2

The effect of I. paraguariensis and S. marianum decoction  
on the liver serum damage markers and on the indicators of lipid peroxidation  

in liver of intact rats and animals with experimental alcohol intoxication

Серия  
эксперимента

Содержание  
альбумина, г/л

Активность ЩФ, 
мкмоль/л

Содержание  
общего билирубина, 

мкмоль/л

Содержание  
ТБК-активных 

продуктов, 
мкмоль/л

Активность  
каталазы,  

ммоль Н2О2 на 1 мг 
белка в минуту

Интактные крысы 29,2 ± 1,9
(100,0 %)

8,8 ± 0,4
(100,0 %)

1,6 ± 0,5
(100,0 %)

0,15 ± 0,10
(100,0 %)

0,96 ± 0,20
(100,0 %)

Алкогольное  
поражение печени

10,8 ± 0,4
(40,0 %)*

24,8 ± 1,2
(281,8 %)*

4,0 ± 1,0
(250,0 %)*

0,42 ± 0,05
(297,0 %)*

1,68 ± 0,11
(175,1 %)*

Расторопша  
пятнистая (7 сут)

32,7 ± 0,9
(111,9 %)

7,2 ± 1,5
(81,8 %)

1,3 ± 0,2
(81,3 %)

0,17 ± 0,10
(113,3 %)

1,18 ± 0,30
(123,3 %)*

Отвар падуба  
парагвайского (7 сут)

31,2 ± 1,1
(106,9 %)

4,6 ± 0,9
(52,3 %)*

1,8 ± 0,2
(115,0 %)

0,15 ± 0,20
(100,0 %)

1,15 ± 0,20
(120,7 %)*

Расторопша на фоне 
алкогольного  
поражения печени

32,2 ± 2,2
(110,3 %)*а

10,0 ± 0,9
(113,6 %)*а

2,6 ± 0,3
(162,5 %)*а

0,19 ± 0,10
(132,1 %)*а

1,36 ± 0,17
(142,2 %)*а

Отвар падуба на фоне 
алкогольного  
поражения печени

30,8 ± 0,6
(105,5 %)*а

10,1 ± 0,9
(114,7 %)*а

1,3 ± 0,1
(78,8 %)*а

0,15 ± 0,30
(100,0 %)*а

1,01 ± 0,30
(105,1 %)*а

П р и м е ч а н и е. Данные представлены в виде Х ± Sx. *, *a – результаты достоверны при p ≤ 0,05 (n = 5 для каждой серии). 
Достоверность эффектов этанола, расторопши пятнистой и отвара падуба парагвайского оценивалась по отношению к по-
казателям интактной серии (*), а эффектов растительных препаратов, вводимых крысам с экспериментальным поражением 
печени, – по отношению к показателям животных с данной патологией, не получавших изучаемый препарат (*a ).

На следующем этапе работы крысам с хроническим алкогольным поражением печени в рацион вводи-
ли широко используемый в медицинской практике гепатопротектор растительного происхождения – шрот 
расторопши пятнистой (S. marianum). Находящиеся в составе данного препарата биофлавоноиды обеспе-
чили проявление выраженного антиоксидантного эффекта и способствовали частичному восстановле-
нию функций гепатоцитов крыс, подвергшихся хроническому алкогольному воздействию (см. табл. 2). 
Так, установлено, что после ежедневного его применения на протяжении 7 сут в экспериментальной 
модели хронического алкогольного воздействия активность ЩФ снизилась на 168,2 %, содержание 
общего билирубина – на 87,5 %, а уровень альбумина достиг уровня интактных животных. Описанные 
изменения сопровождались уменьшением содержания ТБК-активных продуктов в  гомогенате печени 
крыс на 164,9 % и активности каталазы на 32,9 % по сравнению с показателями животных с хрониче-
ским поражением печени этанолом, не получавших препарат. Полного восстановления биохимических 
параметров состояния печени тем не менее не наблюдалось. Это может быть связано с тем, что образую
щийся при биотрансформации этанола ацетальдегид способен к неферментативному ацетилированию 
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SH-, NH2-групп белков и других соединений в клетке, которое приводит к нарушению их функции, воз-
никновению «сшивок» в структуре молекул и иных негативных эффектов [31].

На заключительном этапе работы животным с хроническим поражением печени и интактным кры-
сам предоставлялся для питья анализируемый отвар падуба парагвайского вместо воды в течение 7 сут. 
Установлено, что ежедневное потребление анализируемого отвара интактными крысами на протяже-
нии 7 сут не сопровождалось изменением величин биохимических показателей поражения печени, 
фиксировалось лишь некоторое повышение активности каталазы (см. табл. 2). Как было сказано выше, 
подобное явление характерно для адаптогенов, кроме того, это подтверждает отсутствие у исследуемого 
отвара гепатотропных свойств. 

В то же время анализ показателей крыс с алкогольным поражением печени, ежедневно употребляв-
ших отвар падуба парагвайского, демонстрирует проявление им защитного действия. Так, ежедневный 
его прием подопытными крысами сопровождался снижением активности ЩФ на 167,1 % и уровня обще-
го билирубина до значений, близких к норме, а также стабилизацией протеинсинтезирующей функции 
печени, что нашло отражение в повышении уровня альбумина в сыворотке крови на 65 % (см. табл. 2). 
С гепатопротекторной активностью коррелировали и антиоксидантные свойства данного отвара: содер-
жание ТБК-активных продуктов и активность каталазы в печени крыс, получавших отвар, снизились до 
значений, характерных для интактных животных. Указанный эффект может быть реализован благодаря 
высокому содержанию в водных экстрактах падуба флавоноидов, аскорбиновой и хлорогеновой кислот 
[4; 9; 10; 19].

Таким образом, способность падуба парагвайского подавлять интенсивность ПОЛ, описанная в ли-
тературе [9; 10; 19], была продемонстрирована нами и на модели хронического поражения печени 
алкоголем. Необходимо отметить, что действие отвара падуба парагвайского оказалось сопоставимо 
с аналогичными эффектами расторопши пятнистой.

Заключение
Полученные результаты свидетельствуют о том, что отвар падуба парагвайского оказывает антиок-

сидантное и гепатопротекторное действие на крыс с алкогольным поражением печени, сопоставимое 
с действием классического растительного гепатопротектора – расторопши пятнистой. Кроме того, он 
проявляет стимулирующий и адаптогенный эффекты в условиях физической нагрузки, незначительно 
уступающие таковым энергетического напитка «Wild Jaguar», но превосходящие действие кофе торго-
вой марки «Lavazza». Указанные свойства отвара падуба парагвайского могут быть обусловлены на-
личием в составе данного растения флавоноидов, аскорбиновой и хлорогеновой кислот, проявляющих 
антиоксидантный эффект, а также кофеина, способного, как известно, стимулировать работу централь-
ной нервной и сердечно-сосудистой систем.
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УДК 579.253.43

УВЕЛИЧЕНИЕ АНТИМИКРОБНОЙ АКТИВНОСТИ  
БАКТЕРИЙ PSEUDOMONAS BRASSICACEARUM S-1  

В РЕЗУЛЬТАТЕ ИНАКТИВАЦИИ ГЕНОВ lysR3 И mtfA

А. А. МУРАТОВА1), М. Н. МАНДРИК-ЛИТВИНКОВИЧ 1), Л. Н. ВАЛЕНТОВИЧ 1), 2)

1)Институт микробиологии НАН Беларуси,  
ул. Академика В. Ф. Купревича, 2, 220141, г. Минск, Беларусь 

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

Проведена направленная безмаркерная инактивация генов lysR3 и mtfA у бактерий Pseudomonas brassicacea
rum S-1. Показано, что у штаммов P. brassicacearum S-1-lysR3, P. brassicacearum S-1-mtfA и P. brassicacearum S-1-
lysR3-mtfA антагонистическая активность в отношении ряда фитопатогенов в 1,2–1,6 раза выше, чем у исходного 
штамма. Полученные мутантные варианты в модельном эксперименте не оказывали фитотоксического действия 
на рост и развитие растений томата, огурца и петрушки. При обработке семян томата и огурца раствором культу-
ральной жидкости штамма P. brassicacearum S-1-lysR3-mtfA длина корней проростков увеличивалась в 1,4 раза 
в сравнении с длиной корней при воздействии исходного штамма. Также было показано, что исследованные 
штаммы способны выживать в почвенном микробном консорциуме.

Ключевые слова: мутагенез; рекомбинерия; антимикробная активность; Pseudomonas brassicacearum; росто-
стимуляция.
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Site-specific markerless inactivation of genes lysR3 and mtfA of bacteria Pseudomonas brassicacearum S-1 was car-
ried out. It was shown that strains P. brassicacearum S-1-lysR3, P. brassicacearum S-1-mtfA and P. brassicacearum 
S-1-lysR3-mtfA demonstrate increased antagonistic activity against a number of phytopathogens 1.2–1.6 times higher 
compared with the original strain. In the laboratory experiment, mutant variants did not affect growth and development 
of tomato, cucumber and parsley plants. Treating tomato and cucumber seeds with a solution of the culture of the strain 
P. brassicacearum S-1-lysR3-mtfA led to the increase of seedlings roots length by 1.4 times compared with the original 
strain. We also determined that the examined strains were able to survive in the soil microbial consortium.

Keywords: mutagenesis; recombineering; antimicrobial activity; Pseudomonas brassicacearum; growth stimulation.

Введение
Важным фактором для получения высокой урожайности в современных системах земледелия яв

ляется защита сельскохозяйственных культур от фитопатогенов. Для этого используются высокоэффек-
тивные химические средства защиты растений [1]. Однако существует ряд значительных недостатков 
применения пестицидов: подавление роста полезных почвенных микроорганизмов, умеренная фито-
токсичность, загрязнение окружающей среды и  т.  д.  [2]. Альтернативой пестицидам являются био-
препараты на основе живых штаммов ризобактерий [3]. Для создания таких средств защиты растений, 
в частности, используются бактерии рода Pseudomonas, продуцирующие во внешнюю среду широкий 
спектр биологически активных соединений с антимикробным и ростостимулирующим действием [4].

В настоящее время ведутся работы по созданию улучшенных препаратов нового поколения с комби-
нированными свойствами или более высокими показателями антагонистической и ростостимулирую
щей активности [5; 6]. Однако без информации о регуляторных и структурных элементах геномов, 
связанных с хозяйственно значимыми признаками, это довольно затруднительно. Ранее нами была 
определена нуклеотидная последовательность генома штамма P. brassicacearum S-1 (код доступа в базе 
данных GenBank – CP045701) [7], который является основой биопрепарата «Экогрин», разработанного 
на базе Института микробиологии НАН Беларуси. Данный препарат используется для защиты огурцов, 
томатов и зеленных культур от корневых и прикорневых гнилей [8]. Таким образом, стало возможным 
проведение детального молекулярно-генетического анализа в целях изучения механизмов синтеза пер-
вичных и вторичных метаболитов и последующего создания штаммов с улучшенными свойствами для 
практического использования. В частности, без внесения дополнительных генетических детерминант 
можно повысить антимикробную и ростостимулирующую активность штаммов за счет направленного 
изменения отдельных генов [9]. Также нами проведен транспозонный мутагенез для выявления генов, 
которые способны определять антагонистическую активность штамма P. brassicacearum S-1, но не входят 
в состав описанных в литературе кластеров. В результате анализа 100 мутантов были отобраны два штам-
ма, у которых увеличивалась антагонистическая активность в отношении ряда фитопатогенов в сравне-
нии с контролем. У отобранных мутантов определено место инсерции транспозона mini-Tn5xylE. Уста-
новлено, что вставка произошла в кодирующие белок последовательности GFU70_00385 и GFU70_25165, 
которые мы назвали lysR3 и mtfA соответственно, так как они, предположительно, ответственны за син-
тез транскрипционного фактора семейства LysR и металлопептидазы семейства M90  [10; 11]. Однако 
полученные данные не позволили нам однозначно интерпретировать фенотипический эффект мута-
ций: с одной стороны, в результате редкого события множественной транспозиции mini-Tn5xylE мог 
встроиться в несколько точек в геноме, с другой стороны, так как в составе транспозона mini-Tn5xylE 
присутствует конститутивный промотор, наблюдаемые эффекты могут быть вызваны не инактивацией 
тех генов, в которые непосредственно встроился транспозон, а изменением экспрессии нижележащих 
генов. Таким образом, только при направленной безмаркерной инактивации генов lysR3 и mtfA можно 
сделать точное заключение о роли данных кодирующих белок последовательностей в изменении анти-
микробных свойств штамма P. brassicacearum S-1.
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Целью настоящего исследования являлись молекулярно-генетический анализ генов lysR3 и mtfA, вероят
но кодирующих синтез транскрипционного фактора семейства LysR и металлопептидазы семейства M90 
соответственно, и определение их роли в проявлении антагонистической и ростостимулирующей актив-
ности у бактерий P. brassicacearum S-1.

Материалы и методы исследования
Использованные в работе штаммы бактерий и плазмиды перечислены в табл. 1. Объектом исследо-

вания являлись бактерии P. brassicacearum S-1 – антагонисты фитопатогенов сельскохозяйственных 
культур. Глубинное культивирование псевдомонад и пектобактерий осуществляли на питательной сре-
де LB (лизогенный бульон) [12] или Мейнелла [13] с перемешиванием при 200 об/мин и температуре 
28–30 °С. Продолжительность культивирования составляла 24 – 48 ч. Бактерии Escherichia coli выращи-
вали при 37 °С в жидкой LB-среде в течение 12–14 ч с перемешиванием при 120 –160 об/мин. Грибные 
патогены культивировали в картофельном бульоне с перемешиванием при 120 –160 об/мин и темпера-
туре 22 °С.

Т а б л и ц а  1
Характеристика штаммов микроорганизмов и плазмид, использованных в работе

Ta b l e  1
Characteristics of strains and plasmids used in this work

Штаммы, плазмиды Характеристика Источник

Микроорганизмы
Alternaria alternata БИМ B-462 Возбудитель альтернариоза огурца

Белорусская коллекция  
непатогенных  
микроорганизмов

Pseudomonas syringae БИМ B-280 Возбудитель бактериального ожога сои
Pectobacterium carotovorum БИМ 
В-662

Возбудитель мокрых гнилей овощных 
культур

Colletotrichum lupini БИМ F-397 Возбудитель антракноза люпина
Fusarium oxysporum БИМ F-798 Возбудитель корневой гнили томата

E. coli

S17-1
thi rspL (StrR ) endA sbcB15 sbcC hsdR 
(rk

–m k
– ) Δ (lac-proAB) [F′ traD36 lacI q Δ(lacZ )

M15 proA+B+ ] λ pir+
[14]

XL1-Blue
F′proAB lacI q lacZΔM15 Tn10(Tetr )/recA1 
endA1 gyrA96(Nalr ) thi-1 hsdR17(rk

–m k+
 ) 

supE44 relA1 lac
[15]

P. brassicacearum

S-1 (БИМ В-446)
EryR, содержит спонтанную хромосомную 
мутацию, определяющую устойчивость 
к эритромицину, получен из штамма 
P. brassicacearum S

Белорусская коллекция 
непатогенных 
микроорганизмов

S-1-lysR3 EryR, в хромосоме P. brassicacearum S-1 
делеция в гене lysR3 с 286 по 522 п. н.

Получены в данной работеS-1-mtfA EryR, в хромосоме P. brassicacearum S-1 
делеция в гене mtfA с 60 по 547 п. н.

S-1-lysR3-mtfA
EryR, в хромосоме P. brassicacearum S-1 
делеция в генах lysR3 с 286 по 522 п. н. 
и mtfA с 60 по 547 п. н.

Плазмиды

pJET1.2 ApR, PlacUV5, eco47IR, oriVColE1
Официальный сайт  
фирмы-изготовителя1

pJQ200KS GmR, lacZα, sacB, mob, oriVp15A [16]

1CloneJET PCR Cloning Kit [Electronic resource]. URL: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1231 (date of access: 
18.02.2021).
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Штаммы, плазмиды Характеристика Источник

pLS1648 ApR, KmR, кассета loxP-neo-loxP, oriVR6K
[17]

pLS3063 TcR, xylS, Pm – λ Red (Gam, Beta, Exo), 
sacB, mekR, PMekA – cre, oriVRK2

pJET::lysR3 pJET со вставкой гена lysR3  
с фланкирующими генами

Получены в данной работе

pJET::mtfA pJET со вставкой гена mtfA  
с фланкирующими генами

pJET::lysR3-loxP-neo-loxP pJET со вставкой локуса генов  
lysR3-loxP-neo-loxP по сайту Eco32I

pJET::mtfA-loxP-neo-loxP pJET со вставкой локуса генов  
mtfA-loxP-neo-loxP по сайту Eco32I

pJQ200KS::lysR3-loxP-neo-loxP pJQ200KS со вставкой локуса генов  
lysR3-loxP-neo-loxP по сайту SmaI

pJQ200KS::mtfA-loxP-neo-loxP pJQ200KS со вставкой локуса генов  
mtfA-loxP-neo-loxP по сайту SmaI

Для ферментативного разрезания молекул ДНК использовали следующие эндонуклеазы рестрик-
ции: SmaI, Eco32I, EcoO109I, KpnI. Для лигирования ДНК применяли ДНК-лигазу Т4 (все ферменты 
производства компании Thermo Fisher Scientific (США)), придерживаясь рекомендаций фирмы-изгото-
вителя.

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили с использованием реактивов ООО «АртБиоТех» 
(Беларусь). Реакционная смесь (50 мкл) содержала 100 нг ДНК-матрицы, дНТФ (нуклеозидтрифосфаты, 
по 0,2 ммоль/л каждого нуклеотида), 1,5 ммоль/л MgCl2, 0,2 мкмоль/л каждого праймера, Flash ДНК-
полимеразу (1,25 ед.) и АМ-буфер (кратность ×1). Проверка на наличие шпилечных структур в пределах 
праймеров и определение температуры отжига выполнялись с помощью ресурса Primer-BLAST и он-
лайн-олигокалькулятора2. Перечень и характеристика праймеров, режимы ПЦР приведены в табл. 2.

Т а б л и ц а  2
Характеристика использованных в работе праймеров и режимов ПЦР

Ta b l e  2
Characteristics of primers used in this work and PCR programs

Праймер Последовательность (5′ → 3′) Режим ПЦР Мишень

pJET-F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 96 °С – 3 мин (1 цикл); 
96 °С – 15 с, 53 °С – 15 с, 
72 °С – 1 мин 30 с (30 циклов); 
72 °С – 3 мин (1 цикл)

Вставка в плазмиде 
pJET1.2

pJET-R AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

lysR3-F AGTACGTGGAGCGCACATTG
98 °С – 3 мин (1 цикл); 
98 °С – 15 с, 53 °С – 15 с, 
72 °С – 1 мин (30 циклов); 
72 °С – 3 мин (1 цикл)

Ген lysR3 
с фланкирующими 
генами

lysR3-R TTCGTAGCCGTGCAACTGGT

mtfA-F AGGTCGGTGTATTCCTTCAC
98 °С – 3 мин (1 цикл); 
98 °С – 15 c, 60 °С – 15 с, 
72 °С – 1 мин (30 циклов); 
72 °С – 3 мин (1 цикл)

Ген mtfA 
с фланкирующими 
генами

mtfA-R ATCTACGCCATCCTGTTCCT

loxP-F CCGAAGTTCCTATTCTCTAG
96 °С – 3 мин (1 цикл); 
96 °С – 15 с, 53 °С – 15 с, 
72 °С – 40 с (30 циклов); 
72 °С – 3 мин (1 цикл)

Конструкция loxP-
neo-loxP на плазмиде 
pLS1648

loxP-R CGAAAAGTGCCACCTGCATCG

2Олиго Кальк: программа для расчета свойств олигонуклеотидов (праймеров) [Электронный ресурс]. URL: http://www.bio.
bsu.by/molbiol/oligocalc.html (дата обращения: 19.02.2021).

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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Праймер Последовательность (5′ → 3′) Режим ПЦР Мишень

cre-F ACGAGTGATGAGGTTCGC
96 °С – 3 мин (1 цикл); 
96 °С – 15 с, 54 °С – 15 с, 
72 °С – 1 мин 30 с (30 циклов); 
72 °С – 3 мин (1 цикл)

Ген, кодирующий 
Cre-рекомбиназу, на 
плазмиде pLS3063

trfA-R CGAAGAGTTGCGAGGCAGC

Электротрансформацию бактерий E. coli проводили согласно методическим рекомендациям, изло-
женным в руководстве [18].

Плазмидную ДНК из бактерий выделяли с использованием набора GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit 
(каталожный номер – K0502) производства Thermo Fisher Scientific.

Для направленного мутагенеза применяли сочетание λ-Red-зависимой рекомбинации и сайт-специ
фической рекомбинации Cre-loxP. Совокупность данных методов позволяет без внесения дополнительных 
генетических детерминант инактивировать целевые гены, а также проводить множественные нокауты 
генов в составе хромосомы исследуемого штамма. Мутагенез выполняли согласно модифицированной 
методике, изложенной в статье С. В. Буйницкой с соавторами [19].

Конъюгацию осуществляли следующим образом: клетки донора E. coli S17-1, содержащие плаз-
мидные конструкции pJQ200KS::lysR3-loxP-neo-loxP, pJQ200KS::mtfA-loxP-neo-loxP, а также клетки 
реципиента P. brassicacearum S-1 [pLS3063], находящиеся в стационарной фазе роста, сгущали в 5 раз, 
смешивали в соотношении 1 : 1 и наносили полученную смесь на стерильные мембранные фильтры 
Synpor 6 (размер пор – 0,45 мкм), помещенные на поверхность полноценной агаризованной среды 
в чашках Петри. Скрещиваемые бактерии инкубировали в течение 48 ч при 30 °С, после чего клетки 
смывали физиологическим раствором и высевали на селективные среды.

Определение антимикробной активности проводили в трехкратной повторности с помощью метода 
отсроченного антагонизма [20], расчеты выполняли с учетом стандартного отклонения3. Достоверность 
различий средних величин устанавливали с помощью t-критерия Стьюдента4. В качестве тест-культур 
использовали штаммы фитопатогенных микроорганизмов, приведенные в табл. 1.

Способность штаммов P. brassicacearum S-1, P. brassicacearum S-1-lysR3, P. brassicacearum S-1-mtfA 
и P. brassicacearum S-1-lysR3-mtfA стимулировать рост и развитие растений томата сорта Загадка, огур-
ца сорта Крак F1 и петрушки сорта Листовая обычная определяли следующим образом: семена в тече-
ние 30 мин замачивали в растворе культуральных жидкостей (КЖ) бактерий ((1,4 –2,2) ⋅ 108 КОЕ/мл) или 
воде (отрицательный контроль), после чего раскладывали на увлажненные бумажные фильтры в чашки 
Петри. Через 3– 6 сут определяли всхожесть, а через 11–14 сут измеряли длину корней и гипокотиля 
у проростков в опытном и контрольном вариантах.

Для проверки жизне- и конкурентоспособности штаммов P. brassicacearum S-1, P. brassicacearum 
S-1-lysR3, P. brassicacearum S-1-mtfA и P. brassicacearum S-1-lysR3-mtfA осуществляли моделирование 
почвенного микробного консорциума, для которого использовали почвогрунт Terra Vita (ООО «Норд 
Палп», Россия). В подготовленную почву высаживали растения томата, огурца и петрушки, которые 
предварительно были пророщены на смоченных в воде фильтрах в чашках Петри. Через 2 сут после 
высадки проростков в качестве полива растений вносили по 20 мл растворов КЖ исследуемых штам-
мов ((3,2– 4,4) ⋅ 109 КОЕ /мл) на 150 г почвы. Через 15 и 31 сут после внесения в почву исследуемых 
штаммов осуществляли отбор 1 г почвы, готовили серии разведений, из которых проводили высев 
на селективные среды, содержащие антибиотики – эритромицин и ампициллин – в концентрациях 
50 и 100 мкг/мл соответственно. Подсчет числа КОЕ выполняли согласно методическим рекомендациям, 
изложенным в руководстве [21].

Визуализацию карт плазмидных векторов и генетических локусов осуществляли с помощью про-
граммы SnapGene Viewer 5.2. Сравнение аминокислотных и нуклеотидных последовательностей прово-
дили с использованием пакета программ Blast [22] и баз данных, расположенных на ресурсе NCBI [23].

Результаты и их обсуждение
Согласно литературным данным не было описано влияние генов lysR3 (GFU70_00385), mtfA 

(GFU70_25165) или их ортологов на хозяйственно ценные свойства бактерий рода Pseudomonas, которые 
3Calculating standard deviation step by step [Electronic resource]. URL: https://www.khanacademy.org/math/statistics-probability/

summarizing-quantitative-data/variance-standard-deviation-population/a/calculating-standard-deviation-step-by-step (date of access: 
24.02.2021).

4Расчет t-критерия Стьюдента при сравнении средних величин (онлайн-калькулятор) [Электронный ресурс]. URL: https://
medstatistic.ru/calculators/averagestudent.html (дата обращения: 06.04.2021).

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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являются основой биопрепаратов для защиты сельскохозяйственных растений от болезней. Таким об-
разом, чтобы определить изменение фенотипических свойств штамма P. brassicacearum S-1, связанных 
с инактивацией генов lysR3, mtfA, проведен молекулярно-генетический анализ исследуемых генетиче-
ских детерминант.

Ген lysR3 кодирует белок размером 315  аминокислотных остатков  (а.  о.) (pI  5,78). Было уста-
новлено, что белок LysR имеет наибольшее сходство с белками LysR из Pseudomonas sp. SWRI179 
(WP_186728495.1, идентичность 96,52 %) и Pseudomonas sp. Root401 (WP_057449273.1, идентичность 
96,20 %). Он содержит домен chol_sulf_TF (8–297 а. о., TIGR03418), который характерен для транс-
крипционных факторов, обеспечивающих регуляцию экспрессии генов, ответственных за транспорт 
холина и синтез холинсульфата. Считается, что холин и его производные в бактериях являются пред-
шественниками глицинбетаина, который действует как эффективный осмопротектор [24].

Ген mtfA определяет синтез белка размером 270 а. о. (pI 4,75). Как показал анализ, наибольшее сход-
ство исследуемый белок имеет с белками из P. fluorescens (WP_064107071.1, идентичность 98,89 %) 
и P. kilonensis (WP_024619870.1, идентичность 98,15 %). Белок MtfA содержит домен Peptidase_M90 
(4 –249 а. о., pfam06167), который хорошо охарактеризован для бактерий E. coli  [25]. Считается, что 
белок MtfA может инактивировать репрессор Mlc, который играет одну из ключевых ролей в регуляции 
работы глюкозофосфотрансферазной системы бактерий.

Было установлено, что гены lysR3 и mtfA присутствуют в геномах не только всех изученных штам-
мов P. brassicacearum, но и других представителей рода Pseudomonas. Это говорит о важности выпол-
няемых данными генами функций для клетки.

Далее для изучения влияния генов lysR3 и mtfA на антимикробные свойства исследуемого штамма 
проводили направленный безмаркерный нокаут генов в несколько этапов. Для этого были амплифици-
рованы генетические локусы, состоящие из генов lysR3 и mtfA с фланкирующими генами. Для сохран-
ности полученных ампликонов выполняли лигирование ПЦР-продуктов с вектором pJET1.2 по сайту 
Eco32I. Отбор рекомбинантных генетических конструкций осуществляли в клетках E. coli XL1-Blue. 
Затем выделяли плазмиды pJET::lysR3, pJET::mtfA и обрабатывали их парами рестриктаз Eco32I/SmaI 
и EcoO109I/KpnI соответственно для удаления большей части нуклеотидной последовательности целе-
вых генов. В результате рамка считывания генов lysR3 и mtfA была нарушена, оставались лишь области 
для гомологичной рекомбинации ниже и выше от генов lysR3 и mtfA размером 669 и 859 п. н., а также 
531 и 831 п. н. соответственно.

На следующем этапе проводили амплификацию фрагмента loxP-neo-loxP из плазмиды pLS1648, ко-
торый лигировали с фрагментами плазмид pJET::lysR3 и pJET::mtfA. Гибридные конструкции отбирали 
в клетках E. coli XL1-Blue. Затем выделяли полученные плазмиды pJET::lysR3-loxP-neo-loxP, pJET::mtfA-
loxP-neo-loxP, выполняли амплификацию кассет lysR3′-loxP-neo-loxP-′lysR3 и mtfA′-loxP-neo-loxP-′mtfA 
с использованием пар праймеров lysR3-F/lysR3-R и mtfA-F/mtfA-R. Полученные ПЦР-фрагменты лиги-
ровали с конъюгативным вектором pJQ200KS, предварительно обработанным рестриктазой SmaI. Схе-
ма получения конъюгативных векторов pJQ200KS::lysR3-loxP-neo-loxP и pJQ200KS::mtfA-loxP-neo-loxP 
представлена на рис. 1.

Векторные конструкции pJQ200KS::lysR3-loxP-neo-loxP, pJQ200KS::mtfA-loxP-neo-loxP вводили  
в  клетки конъюгативного штамма E.  coli S17-1 методом электропорации. Также была проведена 
электропорация клеток-реципиентов Р. brassicaсearum S-1 плазмидой pLS3063. Далее осуществляли 
конъюгацию на фильтрах штаммов-доноров E. coli S17-1 [pJQ200KS::lysR3-loxP-neo-loxP], E. coli S17-1 
[pJQ200KS::mtfA-loxP-neo-loxP] и штамма-реципиента Р. brassicacearum S-1 [pLS3063].

В результате гомологичной рекомбинации удалось отобрать варианты, несущие дефектные гены 
lysR3 и mtfA. В составе данных генов после рекомбинации находились кассеты loxP-neo-loxP, для уда-
ления которых осуществляли индукцию экспрессии гена (в составе плазмиды pLS3063), кодирующего 
Cre-рекомбиназу. Cre-рекомбиназа удаляла кассеты loxP-neo-loxP из состава хромосомы отобранных 
штаммов, что было подтверждено с помощью ПЦР: получены ампликоны дефектных генов размером 
1646 п. н. для lysR3 и 1480 п. н. для mtfA (рис. 2).

Далее проводили элиминацию плазмиды pLS3063 из мутантных вариантов путем рассева штаммов 
на среду с сахарозой, в результате чего происходили экспрессия гена sacB (находился в составе плазмиды 
pLS3063) и образование фермента левансахаразы, который обеспечивает превращение сахарозы в ток
сичное для грамотрицательных бактерий соединение – леван. Выживали только те клетки, которые ут
ратили плазмиду pLS3063. Отсутствие данной плазмиды в клетках проверено с помощью ПЦР со специ
фическими праймерами cre-F/trfA-R. В результате отобраны варианты бактерий Р. brassicacearum S-1 
с дефектными генами lysR3 и mtfA. Аналогичным способом был получен штамм, несущий мутации по 
двум генам одновременно, при этом инактивированные гены не имеют в своем составе дополнительных 
генетических детерминант.
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Для определения антимикробной активности штаммы P. brassicacearum S-1-lysR3, P. brassicacearum 
S-1-mtfA и P. brassicacearum S-1-lysR3-mtfA проверяли на способность ингибировать рост ряда патоге-
нов сельскохозяйственных культур (табл. 3).

Как видно из данных, представленных в табл. 3, антагонистическая активность штаммов P. brassi-
cacearum S-1-lysR3 и P. brassicacearum S-1-mtfA в отношении бактерий P. syringae и P. carotovorum воз-
растала примерно в 1,2 раза в сравнении с антагонистической активностью исходного штамма. У ва-
рианта P. brassicacearum S-1-mtfA также наблюдалось увеличение способности подавлять рост грибов 
F. oxysporum и C. lupini в 1,3–1,4 раза. Штамм P. brassicacearum S-1-lysR3-mtfA проявлял повышенную 
в 1,4 –1,6 раза активность при подавлении роста всех исследованных патогенов в сравнении с исход-
ным штаммом.

Рис. 1. Схема получения генетических конструкций  
pJQ200KS::lysR3-loxP-neo-loxP и pJQ200KS::mtfA-loxP-neo-loxP

Fig. 1. Design of genetic constructs  
pJQ200KS::lysR3-loxP-neo-loxP and pJQ200KS::mtfA-loxP-neo-loxP

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР: 
1 – исходный локус lysR3; 2 – lysR3 со вставкой loxP-neo-loxP; 3 – lysR3 после делеции;  

4 – маркер молекулярной массы ДНК (GeneRuler 1 kb DNA Ladder); 5 – исходный локус mtfA;  
6 – mtfA со вставкой loxP-neo-loxP; 7 – mtfA после делеции

Fig. 2. Electrophoregram of PCR products: 
1 – original lysR3 locus; 2 – lysR3 with insertion loxP-neo-loxP; 3 – lysR3 after deletion; 

4 – molecular weight marker of DNA (GeneRuler 1 kb DNA Ladder); 5 – original mtfA locus;  
6 – mtfA with insertion loxP-neo-loxP; 7 – mtfA after deletion
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Т а б л и ц а  3
Результат сравнения  

антагонистической активности исследуемых штаммов

Ta b l e  3
The result of comparing  

of antagonistic activity of the studied strains

Патоген
Зона задержки роста, мм

P. brassicacearum
S-1-lysR3

P. brassicacearum
S-1-mtfA

P. brassicacearum
S-1-lysR3-mtfA

P. brassicacearum
S-1

P. syringae 27,0 ± 2,6 26,0 ± 1,8 31,0 ± 2,0* 22,3 ± 1,6

P. carotovorum 27,0 ± 2,8 28,3 ± 3,2 32,3 ± 2,5* 23,0 ± 2,0

A. alternata 20,0 ± 2,0 22,0 ± 2,8 26,0 ± 1,4* 19,0 ± 1,4

F. oxysporum 20,0 ± 1,4 24,3 ± 2,8 25,0 ± 1,8* 17,0 ± 1,4

C. lupini 21,0 ± 2,8 25,0 ± 1,0* 30,0 ± 2,0* 19,0 ± 1,0
*Статистически значимые по t-критерию Стьюдента различия с контролем при р < 0,05.

В ходе первого этапа работы было подтверждено, что наблюдаемые ранее эффекты, связанные с уве-
личением антимикробной активности у транспозонных мутантов штамма P. brassicacearum S-1, являются 
результатом направленной инактивации генов lysR3 и mtfA. Таким образом, на основании полученных 
данных можно предположить, что мутация в гене транскрипционного фактора семейства LysR приво-
дит к нарушению осморегуляции или нетипичному ответу на осмотический стресс, что, в свою оче-
редь, положительно влияет на синтез одного или нескольких вторичных метаболитов, определяющих 
антагонистические свойства штамма P. brassicacearum S-1 [26]. Металлопептидаза семейства M90, 
предположительно, способна влиять на работу фосфотрансферазной системы, что может глобально 
изменять регуляторные каскады в клетке. Не исключено, что белок MtfA может иметь еще несколько 
мишеней, помимо репрессора Mlc, и либо непосредственно, либо через каскад реакций регулировать 
работу белков-синтаз, которые определяют синтез вторичных метаболитов. В литературе есть доста-
точно примеров специфической деградации регуляторных белков рядом протеаз, в результате чего 
меняются фенотипические характеристики штаммов [27; 28]. В частности, протеаза Lon у бактерий 
P. syringae pv. tomato является негативным регулятором синтеза белков жгутикового аппарата и экзо-
полисахаридов [29]. Поскольку высказаны лишь предположения относительно роли продуктов генов 
lysR3 и mtfA в механизмах регуляции синтеза антимикробных метаболитов, данный вопрос требует 
дальнейшего изучения.

Так как нами были внесены направленные мутации в гены lysR3 и mtfA, то, помимо наблюдаемых 
эффектов увеличенной антагонистической активности, могли измениться и другие свойства, значи-
мые для биотехнологического штамма. Также в результате делеций в генах lysR3 и mtfA нельзя ис-
ключать возможности того, что полученные штаммы будут демонстрировать пониженную конкуренто-
способность и выживаемость в природном почвенном консорциуме микроорганизмов. Для проверки 
данных предположений были проведены лабораторные эксперименты по изучению влияния штаммов 
P. brassicacearum S-1-lysR3, P. brassicacearum S-1-mtfA и P. brassicacearum S-1-lysR3-mtfA на рост 
и развитие ряда сельскохозяйственных растений. 

Было показано, что при обработке семян томата, огурца и петрушки растворами КЖ в течение 
30 мин исследуемые штаммы не оказывают фитотоксического действия на семена. Также отмечено, 
что штамм P. brassicacearum S-1-mtfA проявляет ростостимулирующий эффект в отношении семян 
томата, а штамм P. brassicacearum S-1-lysR3-mtfA – в отношении семян томата и огурца. В частности, 
наблюдалось увеличение в 1,4 раза длины корней в сравнении с их длиной после воздействия исходного 
штамма (табл. 4).

Кроме того, оценивали жизне- и конкурентоспособность изучаемых штаммов в модельном почвен-
ном консорциуме микроорганизмов путем высева образцов земли на селективные среды (табл. 5). В ка-
честве контролей на селективные среды с антибиотиками и без них высевали пробы земли, в которые 
не были внесены штаммы исследуемых бактерий. На контрольных чашках с антибиотиками формиро-
вание бактериальных колоний не наблюдалось, тогда как на чашках, содержащих среду без добавления 
антибиотиков, отмечался рост в виде сплошного газона.
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В ходе отбора образцов почвы и высевов на селективные среды по истечении 31 сут после внесе-
ния исследуемых штаммов в почву к растениям были выявлены штаммы P. brassicacearum S-1-lysR3, 
P. brassicacearum S-1-mtfA, P. brassicacearum S-1-lysR3-mtfA с титром не ниже (5,2 ± 0,2) ⋅ 103 КОЕ/г, 
что свидетельствует о выживаемости исследуемых штаммов в почвенном микробном консорциуме. 
Также не было зафиксировано фитотоксических эффектов на рост и развитие растений томата, огурца 
и петрушки в результате полива растений растворами КЖ исследованных штаммов.

Заключение
В результате проведения безмаркерного мутагенеза получены штаммы P. brassicacearum S-1-lysR3, 

P. brassicacearum S-1-mtfA, P. brassicacearum S-1-lysR3-mtfA, которые несут как одиночные мутации 
генов lysR3 и mtfA, так и мутации двух генов одновременно. У исследуемых вариантов наблюдалось 
повышение антагонистической активности по отношению к ряду бактериальных и грибных патогенов 
сельскохозяйственных культур в 1,3–1,6 раза в сравнении с активностью исходного штамма. Впервые 
была установлена роль генов lysR3 и mtfA в антимикробной активности штамма S-1.

Показано, что полученные штаммы не оказывают фитотоксического действия на прорастание и раз-
витие семян растений томата сорта Загадка, огурца сорта Крак F1 и петрушки сорта Листовая обычная 
в лабораторных условиях. Также при обработке семян огурца и томата КЖ штамма P. brassicacearum 
S-1-lysR3-mtfA отмечалось увеличение длины корней проростков в 1,4 раза в сравнении с их длиной 
после воздействия исходного штамма. 

Установлено, что при внесении штаммов P. brassicacearum S-1-lysR3, P. brassicacearum S-1-mtfA, 
P. brassicacearum S-1-lysR3-mtfA в почву через 31 сут титр был не ниже (5,2 ± 0,2) ⋅ 103 КОЕ/г, что сви-
детельствует об успешной интеграции исследованных штаммов в почвенный консорциум. Полученные 
данные могут быть использованы при разработке бактериальных препаратов нового поколения для за-
щиты сельскохозяйственных растений от болезней.
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АНАЛИЗ ЭФФЕКТИВНОСТИ ФАКТОРОВ  
ЭЛЕКТРОТРАНСФОРМАЦИИ КЛЕТОК BACILLUS SUBTILIS  

ДЛЯ ИНАКТИВАЦИИ ГЕНА aroK ПУТЕМ  
ГОМОЛОГИЧНОЙ РЕКОМБИНАЦИИ

Ю. ЧАО1), А. В. ЛАГОДИЧ 1)

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

Оптимизирован метод гиперосмотической электротрансформации для штамма Bacillus subtilis. В состав гипер
осмотической среды для электропорации и среды для восстановления были введены сорбит и маннит. Эффектив-
ность трансформации штамма B. subtilis 5434 (не трансформируемого химическими методами) возросла в 430 раз, 
ее максимальное значение составило 8,6 ⋅ 105 КОЕ/мкг интегративной плазмидной ДНК. При сохранении парамет
ров 25 мкФ, 23 кВ/см, 200 Ом метод был оптимизирован следующим образом: а) бактериальную культуру при 
культивировании выращивали до достижения значений оптической плотности OD600 около 1,2, что существен-
но повысило выживаемость бактерий и количество жизнеспособных клеток B. subtilis 5434 после электропора-
ции; б) число элюирований промывочным раствором (гиперосмотической средой для электропорации) электро
компетентных клеток увеличено с 3 до 5 раз, что привело к значительному снижению электропроводимости 
гиперосмотической электропорационной среды, содержащей компетентные клетки (электрокомпетентной куль-
туры), и эффективному увеличению времени истекания импульса при той же напряженности электрического 
поля; в) повышено количество интегративной плазмидной ДНК, вносимой в гиперосмотическую электроком-
петентную культуру. Полученные результаты свидетельствуют, что увеличение числа жизнеспособных клеток 
B. subtilis 5434 и уменьшение количества ионов металлов в смеси растворов для электропорации (интегративная 
плазмидная ДНК, компетентные клетки B. subtilis 5434, среда для электропорации) были успешным решением 
для повышения эффективности трансформации штамма B. subtilis 5434.

Ключевые слова: Bacillus subtilis; гомологичная рекомбинация; гиперосмотическая электротрансформация; 
шикимат.
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A hyper-osmotic electrotransformation method was developed for strain Bacillus subtilis. Sorbitol and mannitol are 
included in the hyper-osmotic electroporation medium and recovery medium. In this study, the hyper-osmotic electro
poration method was optimised to increase the transformation efficiency of B. subtilis strain 5434 (non-transformable by 
chemical methods) by 430 fold, with a maximum value of 8.6 ⋅ 105 CFU/µg of integrative plasmid DNA. With the electro
poration setted 25 µF, 23 kV/cm, 200 Ω, the method was optimised as follows: a) the OD600 value of the bacterial culture 
solution was increased to about 1.2, which significantly enhanced survival of bacteria and quantity of viable B. subtilis strain 
5434 cells after electroporation; b) the elution frequency of washing solution (hyper-osmotic electroporation medium) for 
complement cells was increased from 3 to 5 times, resulted in significantly reducing the conductivity of the hyper-osmotic 
electoporation medium with competent cells (electrocompetent cultue), and effectively extending the pulse time under the 
same electric field strength; c) quantity of integrative plasmid DNA added to hyper-osmotic electrocompetent culture was 
optimised. These results indicate that increasing the number of viable B. subtilis strain 5434 cells and reducing the number 
of metal ions in the electroporation solution mix (integrative plasmid DNA, competent cells of B. subtilis strain 5434, 
electroporation medium) are useful approach to improve transfomation efficiency of B. subtilis strain 5434. Concentration 
of shikimic acid in the fermentation medium was quantified by high performance liquid chromatography. Quantification of 
shikimic acid revealed that B. subtilis strain 5434p4SA produced 403.98 ± 9.1 µg/mL of shikimic acid.

Keywords: Bacillus subtilis; homologous recombination; hyper-osmotic electrotransformation; shikimate.
Acknowledgements. We thank PhD E. O. Korik for helping us with HPLC analysis.

Introduction
Bacillus subtilis has been widely used as a model organism for converting exogenous DNA in the past deca

des. Genetic transformation with exogenous genes allows the improvement of important industrial microorga
nisms. Exogenous genes could be integrated into microorganisms by this technology [1; 2]. Generally, E. coli 
as a gram-negative bacterium has a higher transformation efficiency than B. subtilis. This is due to the influence 
of the cell wall of B. subtilis as a gram-positive bacterium B. subtilis has a strong ability to secrete proteins 
without endotoxin, thus, carbohydrase and protease enzyme preparations from B. subtilis are GRAS (GRAS is 
an acronym for the phrase «generally recognised as safe») for use as direct food ingredient [3]. Therefore, it is 
more suitable to choose B. subtilis as genetically engineered bacteria. And it is necessary to select the most ef-
fective transformation method for B. subtilis and optimise it. The low competence exhibited by several strains 
of B. subtilis [2; 4] has led to the development of several strategies, including biochemical transformation [5], 
phage transduction [6], protoplast fusion [7] and electrotransformation [8]. Compared with other transforma-
tion methods, electrotransformation can significantly improve the transformation efficiency of gram-positive 
bacteria. This is due to the temporary weakening of the cell wall and cytoplasmic membrane that requires 
electro-transformation, so that DNA can effectively penetrate bacterial cells  [1]. Therefore, electroporation 
a more commonly used method is widely accepted and conducted for the transformation of gram-positive bac-
teria. However, electroporation can permanently damage the cells, resulting in a low transformation efficien-
cy [9]. The B. subtilis strain 5434 is characterised by low physiological competence, thus, the most acceptable 
method is the introduction of exogenous DNA into the cell by electroporation.

For the chemical and pharmaceutical industries, shikimic acid (SA) is an essential raw material. In specific, 
SA is an intermediate for the anti-viral influenza synthesis of Oseltamivir (Tamiflu®). In 2009, Tamiflu® sales 
is estimated at 3.5 bln US dollars, with a manufacturing potential of up to 33 mln treatments per month and 
400 mln packages per year [10]. Although current commercial production is mostly accomplished extracted 
from the Illicium plant, the isolation method is tedious and expensive [11]. Microbial fermentation from in-
expensive carbon sources such as glucose [12] or glycerol [13] for the shikimate production as an alternative 
method has gained more and more interest. Moreover, shikimic acid is one of the products in the metabolic 
pathway of B. subtilis. Therefore, the gene of shikimate kinase aroK (SA was metabolised by shikimate kinase) 
can be inactivated, allowing SA to be accumulated in the fermentation medium from B. subtilis. 
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In  this work, by increasing the number of living competent cells and decreasing the concentration of 
metal ions in the electroporation solution mix, electroporation efficiency was significantly increased. So 
optimal method makes it possible to screen viable transformants obtained by homologous recombination. 
The shikimate kinase gene was inactivated by homologous recombination, which SA was allowed to ac-
cumulate and secreted into the medium. The integrational vector pMUTIN4∆aroK containing homologous 
sequence (trmB-aroK) was integrated into the strain B. subtilis chromosomal DNA by the method electro-
transformation and homologous recombination, in order to inactivate the shikimate kinase gene (aroK) to 
accumulate SA in the fermentation medium. Pspac promotor regulated by IPTG was on the integrational 
vector pMUTIN4∆aroK. The aroK was found to be located downstream of the Pspac promoter, which could 
be blocked in the fermentation medium without IPTG (fig. 1). Thus, those B. subtilis cells had a capacity to 
accumulate SA via modification on this specific metabolic pathway [14].

Materials and methods
Bacterial strains and plasmids. E. coli XL1-Blue was used to amplify all the vectors in this study. B. sub-

tilis strain 5434 obtained from the collection of VKMB (Moscow), high-yield tryptophan, CmR; B. subtilis 
strain 168wt (wild type). 

Plasmid vector pMTL21C was used for cloning the homologous sequences (trmB-aroK) in E. coli XL1-
Blue. 

Plasmid vector pMUTIN4 is unable to be replicated in B. subtilis, containing the Pspac inducible promoter 
induced by IPTG, which was used as an integrational vector to inactivate the aroK gene by the method of 
homologous recombination [14]. To construct the integrational plasmid pMUTIN4∆aroK, the homologous se-
quences trmB-aroK was amplifified by polymerase chain reaction (PCR) and cloned into the pMUTIN4 vector. 
The resulting plasmid was subsequently linearised using NotI and SacI and then the amplification products 
with the NotI and SacI cohesive end were ligated into the pMUTIN4 vector. 

B. subtilis strain 5434p4SA (EmR, CmR) is a B. subtilis strain 5434 derivative containing the aroK gene 
under the control of the Pspac promoter by insertion of integrational vector pMUTIN4∆aroK (with Pspac 
promoter) in front of aroK. B. subtilis strain 5434p4SA was constructed by introduction integrational vector 
pMUTIN4∆aroK into B. subtilis strain 5434 cells and resulted in the inactivation of the aroK via homologous 
recombination.

Vector pMTL7-1 [15] is able to be replicated in B. subtilis, so when confirming the effectiveness of trans-
formation, pMTL7-1 was used as a positive control of transformation in this study. The vector pMTL7-1 with 
chloramphenicol resistance could be able to use for screening transformants.

Construction of the vector pMTL21C∆∆aroK containing homologous sequence (trmB-aroK) – TA clone. 
The homologous sequences (target gene sequence trmB-aroK) was obtained as described in the paper [16] 

Fig. 1. Design of the integrational vector pMUTIN4  
with the homologous sequence (trmB-aroK) inserted into the bacterial chromosome
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with modifications. For PCR using primers F1-EcoR1 (G GAA TTC CGG TAT GTA TCT GTC AGA GAA 
G (5′–3′)) and R1-SacI (C CCG CGG AAC GGT TAT GCA GTA CAG GGC (5′–3′)) with Taq polymerase 
(Thermo Scientific, Lithuania). PCR were carried out with the conditions described by the manufacturer using 
the following program: 

1) denaturation: 5 min at 94 ℃;
2) annealing: 10 cycles of 30 s at 94 ℃, 10 s at 55 ℃, 25 s at 54 ℃ and then 1.5 min at 68 ℃; 
3) extension: 25 cycles of 30 s at 94 ℃, 30 s at 55 ℃, 1.5 min at 68 ℃, 5 min at 72 ℃.
The PCR product was amplified by Taq polymerase. Therefore, the 3′ end of the PCR product carrying 

the base adenine A. The vector pMTL21C was digested by restriction enzymes SmaI (Thermo Scientific), 
then a smooth end was formed. Then digestion products with smooth ends was treated with Taq polymerase 
and dTTP, 3′ ends of the digested product formed a sticky end with a base thymine T. The fragment of vector 
pMTL21C after digestion by restriction enzymes SmaI with the end base thymine T and the fragment PCR 
product with the end base adenine A were ligated by the T4 DNA ligase (Thermo Scientific). The PCR product 
(homologous sequence trmB-aroK) was cloned in the SmaI site of the vector pMTL21C.

Construction of the vector pMUTIN4∆∆aroK contaning homologous sequence (trmB-aroK). The 
vector pMTL21C∆aroK containing homologous sequence (trmB-aroK) were digested by restriction en-
zymes NotI and SacI (Thermo Scientific), and then cloned into the same digested vector pMUTIN4 by T4 
DNA ligase (Thermo Scientific) and PEG4000 solution (vector: insert ratio 1 : 5, 10 ℃, 18 h). Restriction en-
zymes, T4 DNA ligase and other DNA manipulating enzymes were used according to their manufacturer’s 
instructions. 5 µL ligation products were used for transformation competent cells E. coli XL1-Blue in order 
to replicate the integrational plasmid pMUTIN4∆aroK. Then the transformed E. coli XL1-Blue strains were 
selected on LB plates containing 100 µg/mL ampicillin. The recombinant plasmids DNA were extracted 
using the TIANprep MiNi Plasmid Kit for introduction into the B. subtilis strain 5434 cells by electrotrans-
formation method. All plasmids constructed in this study (pMTL21C∆aroK and pMUTIN4∆aroK) were 
verified by DNA sequencing.

Transformation of B. subtilis strain 5434. An overnight B. subtilis strain 5434 in medium LB (tryptone 
10g/L, yeast extract 5g/L, NaCl 10g/L) [17] was diluted in growth medium LBS (LB containing 0.5 mol/L sorbi-
tol) to a final OD600 of 0.01 and shaken at 37 °C, 200 r/min with an OD600 of 0.5. The cells were cooled for 10 min 
on ice and then centrifuged for 10 min at 5000g. After four washes in the ice-cold hyper-osmotic electroporation 
medium SMG (1 mol/L sorbitol, 0.5 mol/L mannitol and 1.5 % v/v glycerol), the cells were suspended in the 
electroporation medium 1/80 (v/v). If it is necessary, the competent cells were stored at – 80 ℃ for future use. 
60 µL of the competent cells were combined with 1 µL vector DNA (60 ng/µL) for electroporation and then 
moved to an ice-cold electroporation cuvette (1 mm electrode gap). After incubation for 5 min, the cells were 
exposed to a single electrical pulse using a GenePulser Xcell™ (Bio-Rad, the USA) set at 23 kV/cm, 25 µF 
and 200 Ω, 1 mL of recovery medium (LB containing 0.5 mol/L sorbitol and 0.38 mol/L mannitol) was then 
directly applied to the cells, resulting in a pulse duration of 4.0 –5.5 ms. After incubation for 6 h at 37 ℃, the 
cells were placed on an LB plate with 5 µg/mL of the antibiotic erythromycin and preserved overnight at 37 ℃. 
Then positive transformants were chosen [1; 8; 18 –20].

Preparation of SA solution for HPLC analysis. Overnight cultures of B.  subtilis strains 5434 and 
5434p4SA were separately inoculated (5 % v/v) into fermentation medium: 4 mL Spizizen minimal medium 
(0.5 % glucose, 1.4 % K2HPO4, 0.6 % KH2PO4, 0.072 % anhydrous MgSO4, 0.2 % (NH4 )2SO4, 0.19 % Na cit-
rate, 0.02 % acid-hydrolysed casein) [5; 21] with 10 µL glutamic acid (5 mg/mL), 10 µL tryptophan (5 mg/mL), 
10 µL phenylalanine (5 mg/mL), 100 µL 20 % glucose, and then shaken at 37 ℃ and 200 r/min for 72 h. At the 
end of cultivation, the culture was centrifuged at 13 000g for 10 min on Thermo Scientific® Heraeus Fresco 21 
centrifuge to remove bacterial precipitation. Supernatants contained SA were passed the CHROMAFIL® Xtra 
PES-45/25 0.45 µm filter (Macherey-Nagel, Germany). The injection volume was 5 µL, triplicate injections 
were performed. 

Preparation of SA standards solution for HPLC analysis. Sample of SA standards, dissolved in metha
nol to achieve 2 mg/mL concentrations. Syringe filters with a pore size of 0.45 µm were used to filter the solu-
tions. There have been triplicate injections of 5 µL [22; 23]. 

Quantitative analysis by HPLC. LCMS-2020 liquid chromatography (Shimadzu, Japan) was used to de-
tect SA. Absorption spectra were recorded in a flow using a detector based on the SPD-M20A photodiode array 
detector (Shimadzu). 

The supernatants were analysed by HPLC (C18 Allure column, 4.6 × 150 mm, 5 µm), the column temperature 
was 40 ℃. The HPLC was run with mixture of methanol and formic acid at a flow rate of 0.5 mL/min, the run-
ning time was 20 min. SA was detected at 210 nm by the SPD-M20A photodiode array detector. The following 
gradient was described in the table 1 [22–24].
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Ta b l e  1
The condition of following gradient

Time, min H2O, % Methanol, % 1 % formic acid, %

0 –12 88 – 80 2–10 10
12–13 80 – 0 10 – 90 10
13–15 0 90 10
15–20 88 2 10

Results and discussion
Optimisation of growth conditions. The optimal growth conditions for preparation of electrocompetent 

cells of B. subtilis were determined by the growth phase (OD600 is equal 0.2 (lag-phase), 0.6 (exponential-phase) 
and 1.6 (stationary-phase)), before washing steps. The cells were grown in LBS medium until OD600 = 0.2–1.6. 
Some reports confirmed that an effective electrotransformation protocol also depends on the quantity of viable 
cells to be transformed [25]. Different phases of culture (lag-, exponential- and stationary-phase) were mea
sured and noticed that cells grown in SLB until OD600 = 1.0 –1.6 produced around 9 ⋅ 109– 9.4 ⋅ 1010 cells/mL 
strain with the highest number of viable cells.

The highest transformation efficiency was observed at OD600 = 1.2 (fig. 2). A moderate improvement one 
was attributable to OD600 = 0.8–1.4. The hyper-osmotic electroporation medium with glycine supplementa-
tion was proved to be the best combination for electrotransformation [1]. The most living cells of B. subtilis 
strain 5434 could achieve 4 ⋅ 105 CFU/µg of plasmid DNA. The transformation efficiency at the OD600 = 1.2 
was 50 fold higher than that at OD600 = 0.2.

Improvements in transformation efficiency of B. subtilis by increasing the elution frequency. In study [1], 
mainly by adding trehalose to the electroporation media for improving the survival rate of competent cells, 
to achieve the purpose of increasing the electrotransformation efficiency. But by the method described in 
the study [1], couldnʼt obtain the transformant of B. subtilis strain 5434 via homologous recombination (be-
cause usually the probability of successfully obtained homologous recombination is generally only one ten 
thousandth of the transformation efficiency). Therefore, the electrotransformation efficiency by the method 
described in the study [1] is still lower for obtaining transformants via homologous recombination, and this 
method is not sufficient to successfully obtain transformants via homologous recombination. So it is neces-
sary to optimise the method described in the study [1]. «An important factor in achieving high transformation 

Fig. 2. Effect of growth phase on the electroporation efficiency of B. subtilis strain 5434  
using the high osmolarity method. The values shown the means of several transformations.  

The transformation efficiency at different growth phases of B. subtilis strain 5434.  
Cells were grown in LBS medium to various OD600 densities for the electrocompetent  

cell preparation, using SMG solution as the electroporation buffer. 60 ng plasmid pMTL7-1  
as a positive control of transformation were used for electroporation  

with the settings 25 µF, 23 kV/cm, 200 Ω
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efficiency is to wash competent cells thoroughly to reduce conductivity» was noted in the study [8]. Inspired 
by this, in our study, the purpose of reducing the conductivity of the electroporation media was achieved by 
increasing the elution frequency. 

Figure 3 indicated that under the same electric field strength, the longer pulse time is due to increase the elu-
tion times of competent cells with the electroporation medium for washing. The reason was deduced, because 
the conductivity was reduced by reducing the number of metal ions in the electrocompetent culture. According 
to research, have validated that for the electrocompetent culture, the optimum field strength is 23 kV/cm for 
transformation of B. subtilis [1; 8]. Therefore, it is not proper to increase the electric field strength for in-
creasing the pulse time, because higher electric field strength will markedly reduce the cell survivability [26]. 
To a great extent, exogenous DNA could penetrate through the cell wall when using a longer pulse time, resul
ting in better transformation and homologous recombination efficiency. 

Although, efficiency transformation could be significantly improved by increasing the elution frequency 
within a certain range. It is worth noting that the more elution frequency, the fewer living competent cells, 
resulting in a low transformation efficiency. Under the condition of OD600 = 1.2, the highest transformation 
efficiency was observed at the 5th time elution (see fig. 3). At this moment, a distinct equilibrium between 
the elution frequency and the number of living competent cells was attained with 6.0 ⋅ 105 CFU/µg of plas
mid DNA. 

This factor was founded that increasing the elution frequency from 1 to 5 times resulted in a 300 fold in-
crease in the transformation efficiency of B. subtilis strain 5434. Therefore, this is a useful approach to improve 
the transformation efficiency of B. subtilis by increasing the elution frequency to reduce the conductivity of 
electrocompetent culture under the condition of ensuring a higher cell survivability and by effectively exten
ding the pulse time under the same electric field strength. 

The conclusion could be derived from fig. 3: the pulse time is inversely proportional to the conductivity 
of electrocompetent culture. Under the same electric field strength, the pulse time is directly proportional 
to the transformation efficiency. Therefore, the conductivity of electrocompetent culture can be reduced by 
increasing the elution frequency, thereby achieving the purpose of increasing the transformation efficiency. 
Increase of elution frequency as a novel applied methodology could significantly improve the efficiency trans
formation.

Quantity of integrative plasmid DNA. Significant amounts of plasmid DNA are usually used in protocols 
to acquire transformants of B. subtilis and other gram-positive bacteria [25; 27]. To evaluate the optimum con-
centration of plasmid DNA for B. subtilis transformation in the electroporation solution mix, a does-dependency 
for plasmid DNA ranging from 1 to 140 ng was conducted (fig. 4). Among of them, 65 ng of plasmid DNA was 
necessary to obtain the most living transformation strain (fig. 5). However, the highest transformation efficiency 
could be achieved when 20 ng of plasmid DNA applied under OD600 = 1.2. Competent cells were washed 5 times 

Fig. 3. Effects of elution frequency on the transformation efficiency of B. subtilis strain 5434  
using the high osmolarity method. The data demonstrated the means of three transformations.  

The optimised protocol of high osmolarity defined in section «Materials and methods»  
was followed. Also 60 ng of plasmid pMTL7-1 as a positive control of transformation  

were used in the transformation with the settings 25 µF, 23 kV/cm, 200 Ω
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by the electroporation medium, reaching 8.6 ⋅ 105 CFU/µg of plasmid DNA. A 2.2 fold reduction in the trans-
formation efficiency of B. subtilis strain 5434 was observed in this study by increasing the quantity of plasmid 
pMTL7-1 from 20 to 140 ng (3.9 ⋅ 105 CFU/µg of DNA at 140 ng integrational plasmid vs 8.6 ⋅ 105 CFU/µg 
of DNA at 20 ng of plasmid pMTL7-1). Transformation efficiency was inversely proportional to the quantity of 
plasmid DNA [26; 28].

The reason can be explained that plasmid pMTL7-1 as a positive control of transformation was extracted 
from E. coli XL1-Blue with metal ions, this situation is unavoidable. Therefore, if the plasmid pMTL7-1 was 
excessively added to the hyper-osmotic electrocompetent culture, the metal ions in electroporation solution 
mix and the conductivity of electroporation solution mix were increased, resulting in shorter pulse time and 
reduced electroporation efficiency. Obviously, the concentration of metal ions introduced to the electroporation 
solution mix is directly proportional to the concentration of plasmid DNA. 

When comparing the efficiency of transformation of B. subtilis strain 5434 on the amount of introduced 
DNA and the total number of obtained transformants (see fig. 5), the following regularities were revealed.

Fig. 4. Effects of plasmid pMTL7-1 quantity on the pulse time and transformation efficiency  
of B. subtilis strain 5434 using the high osmolarity method. The data demonstrated the means  

of three transformations. The optimised protocol of high osmolarity defined  
in section «Materials and methods» was followed. Also 20 –140 ng of plasmid pMTL7-1  

as a positive control of transformation were used in the transformation  
with the settings 25 µF, 23 kV/cm, 200 Ω

Fig. 5. Effects of plasmid pMTL7-1 quantity on the number of transformants and transformation efficiency  
of B. subtilis strain 5434 using the high osmolarity method. The data demonstrated the means  

of three transformations. The optimised protocol of high osmolarity defined  
in section «Materials and methods» was followed. Also 20 –140 ng of plasmid pMTL7-1  

as a positive control of transformation were used in the transformation  
with the settings 25 µF, 23 kV/cm, 200 Ω
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Low concentrations of DNA (1.083 ng/µL of electrocompetent culture or 65 ng of vector DNA per 60 µL 
of electrocompetent cells) are optimal for efficient transformation of B.  subtilis strain 5434. Decreasing 
concentration of plasmid DNA in the electrocompetent culture leads to a significant increase of the trans-
formation efficiency and a sharp decrease in the total number of transformants (presumably due to the deficiency 
of introduced DNA). The increase in the amount of introduced DNA (concentration more than 1.083 ng/µL of 
electrocompetent culture) leads to an increase in the total number of transformed cells and a strong decrease 
of transformation efficiency. For further work, as the most optimal quantity of plasmid DNA, the concen
tration of 1.083 ng/µL electrocompetent cells or 65 ng vector DNA per 60 µL electrocompetent cells was cho-
sen as suggested [1]. It should be noted that the key point was not the total amount of plasmid DNA in the 
electroporation solution mix, but the equivalent ratios between the number of vectors DNA and the number 
of electrocompetent cells. For different sizes of vectors, this value may be differential. This assumption 
required a further investigation.

Application of the method for construction of B. subtilis strain 5434 to increase the yield of SA 
from B. subtilis strain 5434 and determination of SA concentration by method HPLC. In this study, 
the B.  subtilis strain 5434 was successfully transformed with the higher transformation efficiency of 
8.6 ⋅ 105 CFU/µg of DNA by integrative vector pMUTIN4∆aroK (65 ng) with the method described above. 
In result, via the inactivation of aroK by homologous recombination strain designated as B. subtilis strain 
5434p4SA was obtained. The fig. 6 shows the elution of SA was detected at 210 nm, resulting in a retention 
time of 2.9 min.

Quantification of SA revealed (table 2) that B. subtilis strain 5434p4SA produced 403.98 ± 9.1 µg/mL of SA. 
This indicates that the method is also appropriate for other B. subtilis strains genetic transformation.

The supernatants were assayed and quantified by HPLC, and the values shown for the production of SA are 
means ±  SD of three experiments.

Ta b l e  2

Concentration of SA in the fermentation medium  
was quantified by HPLC

B. subtilis strain Concentration of SA ± SD, µg/mL

5434 Not detected

5434p4SA 403.98 ± 9.10

Fig. 6. HPLC chromatograms of the SA production in fermentation liquor.  
The peak of SA was indicated by the arrow and the inset is HPLC chromatograms  

of the SA standards solution (the concentrations of SA standards solution was 2 mg/mL)
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Conclusions
We have established a reliable and highly efficient electrotransformation method for B. subtilis. On the ba-

sis of the approach mentioned in our work, B. subtilis strain 5434 was successfully designed to achieve higher 
levels yield SA. We expect that this approach would be wide used in the transformations of some gram-positive 
bacterial species which are able to grow in a high osmolarity medium.
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МИКРОСАТЕЛЛИТНЫЕ МАРКЕРЫ В ИССЛЕДОВАНИИ  
ПОЛИМОРФИЗМА ПОРОД СВИНЬИ ДОМАШНЕЙ  

(SUS SCROFA DOMESTICUS)
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С использованием 13  тетрануклеотидных и  7  динуклеотидных микросателлитов исследован полиморфизм 
6 пород свиней, разводимых в Беларуси, – белорусской мясной (БМ), белорусской крупной белой (БКБ), бело-
русской черно-пестрой (БЧП), ландрас (ЛР), йоркшир (ИР) и дюрок (ДР). Для названных пород, за исключением 
ДР, отмечен высокий уровень генетического разнообразия. Все исследованные породы характеризуются низким 
уровнем инбридинга. В их генофондах выявлены аллели, свойственные только данным породам, что подтверж-
дает важность сохранения локальных пород для поддержания полиморфизма свиньи домашней в целом. Оценка 
генетических расстояний показала значительный вклад общемировых пород ЛР и ИР, тем не менее эволюцион-
ные пути 3 отечественных пород различаются.

Ключевые слова: генетический полиморфизм; микросателлиты; свинья домашняя; породы.
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Using 13 tetranucleotide and 7 dinucleotide microsatellites, we studied the polymorphism of 6 breeds of pigs – Bela-
rusian large white (BLW), Belarusian meat (BM), Belarusian black motley (BBM), Landrace (LR), Yorkshire (YR) and 
Duroc (DR), which are bred in Belarus. A high level of genetic polymorphism is shown for all breeds, with the exception 
of the DR breed. For 6 breeds, a low level of inbreeding is shown. Alleles peculiar only to these breeds were found in the 
gene pools of all the studied breeds. This fact confirms the importance of preserving local breeds for maintaining poly-
morphism in domestic pigs as a whole. Estimation of genetic distances reveals a significant contribution of the commer-
cial European breeds of LR and YR, however, the evolutionary paths of all 3 native breeds differ.

Keywords: genetic polymorphism; microsatellites; domestic pig; breeds.

Введение
Свинья домашняя (Sus scrofa domesticus) относится к числу наиболее распространенных сельско

хозяйственных животных в мире. В Республике Беларусь свиноводство – это традиционная и вторая 
по значимости отрасль животноводства. По состоянию на 2012 г. Беларусь занимала 10-е место в мире по 
производству мяса свиней на душу населения [1, с. 164]. Согласно статистическим данным в стране на-
считывается 2,9 млн голов свиней, осуществляется разведение домашних свиней высококачественных 
пород. На долю племенных хозяйств приходится 290 тыс. голов. Общее поголовье свиньи домашней 
в Республике Беларусь представлено следующим образом: породы отечественной селекции – белорус-
ская крупная белая (около 92 %), белорусская черно-пестрая (2 %), белорусская мясная (5 %); импорт-
ные породы – ландрас, дюрок, эстонская беконная, йоркшир, пьетрен и гемпшир (суммарно составляют 
не более 1 % и используются главным образом в селекционном процессе) [2, с. 127].

В последнее десятилетие генофонды общемировых и локальных пород домашних свиней активно ис-
следуются на основе полиморфизма микросателлитных локусов [3–8], поскольку знание генетической 
структуры популяций как источника межпородной и внутрипородной изменчивости позволяет оценить 
генетический потенциал конкретной породы, что имеет важное значение для определения стратегий 
и приоритетов сохранения генетического разнообразия [9; 10]. Генетическая структура современных 
пород свиней из России, Беларуси, Казахстана и Украины, которые представляют разнообразные гео-
графические и климатические зоны в Евразии, остается в значительной степени неизвестной [11].

Активная интеграция в селекционный процесс лучших общемировых пород вызывает серьезную 
озабоченность генетиков и селекционеров, поскольку приводит к постепенной элиминации локальных 
пород, что провоцирует снижение генетического разнообразия свиньи домашней в мировом масштабе. 
Следствием этого стали научные исследования, посвященные изучению генетического разнообразия 
локальных пород свиньи домашней в различных регионах земного шара [4; 11–16].

Целью настоящей работы было исследование генетического полиморфизма свиньи домашней на 
основе 20 видоспецифичных микросателлитных маркеров для дальнейшего использования в судебно-
экспертной идентификации по делам о правонарушениях в отношении объектов животного мира.

Материалы и методы исследования
Проведено исследование STR-полиморфизма 304 образцов ДНК наиболее распространенных по-

род домашних свиней, разводимых в Беларуси, – белорусской мясной (БМ, n = 53), белорусской круп-
ной белой (БКБ, n = 50), белорусской черно-пестрой (БЧП, n = 20), йоркшир (ИР, n = 55), ландрас 
(ЛР, n = 54) и дюрок (ДР, n = 72). Коллекция ДНК предоставлена Научно-практическим центром НАН Бе
ларуси по животноводству.
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Для генотипирования образцов использовали 20 микросателлитных (STR) локусов, из которых ло-
кусы SW240, SW857, S0101, S0005, S0355, SW951 (из перечня ISAG) и S0710 были с динуклеотидными 
повторами, а локусы FH2148, FH1727, FH1701, FH2709, FH2478, FH1733, FH3637, FH1900, FH1696, 
FH1589, FH4219, NLRIP0001, S0766 – с тетрануклеотидной структурой тандема [17–21]. Условия ам-
плификации всех локусов аналогичны приведенным в работе [22].

Идентификацию аллелей проводили путем электрофоретического разделения продуктов ПЦР в ге-
нетическом анализаторе 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США). Размеры выявленных алле-
лей (в парах нуклеотидов (п. н.)) в исследуемых локусах определяли с использованием внутреннего 
стандарта размера GeneScan™ – 600 LIZ™ Size Standard v2.0 (Applied Biosystems) на основе специализи-
рованной программы GeneMapper ID-X (Applied Biosystems).

Статистическую обработку результатов генотипирования проводили с помощью программных средств 
Arlequin v. 3.5.1.3, Cervus v. 3.0.7, Gen Glass 2, Genetix, BioNJ и GenAlex 6.5 [23–27].

Результаты и их обсуждение
Ранее нами описан генетический полиморфизм дикого кабана, в том числе в контексте дифференциа

ции от свиньи домашней, на основе 16 видоспецифичных микросателлитных маркеров [22; 28]. В на-
стоящей работе приведены результаты исследования межпородного полиморфизма свиньи домашней 
в Беларуси.

В ходе молекулярно-генетического исследования полиморфизма 20 микросателлитных маркеров 
у 6 пород домашних свиней (суммарно 304 образца) в совокупности идентифицировано 238 алле-
лей (табл. 1). При этом максимальное число аллелей (162; 159 и 160 соответственно) выявлено у пород 
БМ, БКБ и ЛР, минимальное – у пород БЧП (125) и ДР (127). У породы ИР обнаружено 149 аллелей.

Т а б л и ц а  1 

Аллельный полиморфизм микросателлитных локусов у свиньи домашней

Ta b l e  1

Allelic polymorphism of microsatellite loci in domestic pig

Локус Хромосомная 
локализация

Тип  
повтора N Диапазон  

аллелей (п. н.)
Породы, уникальные  

аллели (п. н.) и их частоты

FH1589 3 GAAA 19 136 –204 БЧП (136 – 0,014 8; 140 – 0,001 6; 204 – 0,003 3); 
ЛР (148 – 0,001 6; 190 – 0,003 3)

FH1696 1 GAAA 12 345–393 ДР (357 – 0,008 2)
FH1701 5 GATA 15 175–231 ДР (175 – 0,003 3); БКБ (179 – 0,001 6)
FH1733 11 GATA 9 274 –310 –
FH1900 1 GATA 7 239 –279 –

FH2148 1 GAAA 18 244 –376 ДР (244 – 0,018 1); ИР (288 – 0,008 22);  
БКБ (360 – 0,001 6); ЛР (364 – 0,006 6)

FH2478 12 GATA 8 276 –304 БМ (292 – 0,001 6)
FH2709 2 GAAA 13 114 –186 ДР (160 – 0,009 9)

FH3637 11 GAAA 14 137–323
ДР (165 – 0,001 6; 181 – 0,001 6);  

ИР (213 – 0,003 3); БМ (267 – 0,001 6);  
БКБ (303 – 0,009 9)

NLRIP0001 17 GAAA 10 337–381 БМ (361 – 0,009 4);  
ЛР (369 – 0,003 3; 381 – 0,003 3)

S0005 5 AC 26 203–269

ИР (219 – 0,001 6; 253 – 0,003 3);  
БЧП (223 – 0,001 6);  

ДР (255 – 0,001 6; 261 – 0,001 6; 263 – 0,008 2; 
267 – 0,019 7; 269 – 0,001 6);  

БКБ (257 – 0,001 6)
S0101 7 GT 8 193–217 ИР (195 – 0,003 3); БМ (217 – 0,001 6)

S0766 6 GAAA /CA 9 434 – 464 ИР (440 – 0,008 22)
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Локус Хромосомная 
локализация

Тип  
повтора N Диапазон  

аллелей (п. н.)
Породы, уникальные  

аллели (п. н.) и их частоты

SW240 2 TG 14 93–127 ЛР (93 – 0,001 6); ИР (103 – 0,001 6);  
ДР (105 – 0,001 6)

SW857 14 AC 11 136 –160 БЧП (160 – 0,003 3)
FH4219 1 GAAA 5 71– 95 ИР (75 – 0,006 6)

S0355 15 AC 14 235–271
ЛР (241 – 0,001 6); ДР (247 – 0,033);  

ИР (253 – 0,001 6); БКБ (255 – 0,006 6; 
267 – 0,001 6); БМ (261 – 0,006 6)

SW951 10 TG 7 118–134 ИР (122 – 0,019 7); ДР (132 – 0,003 3)

S0710 16 GT 11 334 –390 ИР (360 – 0,004 9); ЛР (374 – 0,003 3);  
БМ (384 – 0,003 3); ДР (390 – 0,011 5)

FH1727 15 GATA 8 210 –246 ДР (246 – 0,001 6)
П р и м е ч а н и е. N – общее количество аллелей.

Следует отметить, что 12 из 20 микросателлитных локусов характеризовались наличием 10 и более 
аллелей. Количество аллелей значительно варьировало между локусами: от 5 в локусе FH4219 до 26 в ло-
кусе S0005 (см. табл. 1). Среднее число аллелей на локус в обобщенной выборке составило 12. Установ-
лено, что у отдельных пород домашних свиней могут различаться как мажорные аллели в локусах, так 
и характер распределения аллельных признаков в целом.

Во всех локусах, за исключением FH1733 и FH1900, были выявлены аллели, которые встречались 
только у одной исследуемой породы (см. табл. 1). Коммерческие породы ДР, ИР и ЛР имели макси-
мальное количество приватных аллелей – 16 (12,6 % от общего числа аллелей, выявленных у данной 
породы), 11 (7,4 %) и 8 (5 %) соответственно, что указывает на специфичность генофонда локальных 
пород свиней. В большинстве случаев приватные аллели встречались с низкими частотами (< 0,001 6). 
В исследовании локальных украинских пород [15] значительное число приватных аллелей, как и в на-
стоящем исследовании, показано у местной выборки породы ДР. 

В группе автохтонных белорусских пород приватные аллели были обнаружены в 11 локусах (наи-
большее количество (6 аллелей) – у породы БМ). Вместе с тем максимальные значения частот приват-
ных аллелей местных пород находятся на уровне 2–3 %, в связи с чем данные аллели не могут быть 
маркерами отдельных пород. Небольшое количество приватных аллелей у местных пород показано 
также в исследовании автохтонных украинских пород (за исключением украинской мясной) [15].

При исследовании домашних свиней все 20 изученных локусов были полиморфны у каждой из 6 по-
род. В совокупной выборке свиньи домашней для 19 из 20 локусов значения показателя информа
ционного полиморфизма (PIC ) находились в пределах от 0,504 5 (S0710) до 0,919 4 (S0005). Согласно 
работе [29] это соответствует высокому уровню информативности локусов, задействованных в иссле-
довании, что позволяет использовать предложенную панель локусов в качестве инструмента при реше-
нии идентификационных задач в судебно-экспертных исследованиях.

Выборка домашних свиней в  целом продемонстрировала статистически высокие значения ожи
даемой и наблюдаемой гетерозиготности в исследованных локусах (для локусов FH1900 и S0710 эти 
показатели были ниже) (табл. 2). При анализе средних значений параметров полиморфизма следует 
учитывать, что локусы S0710, FH4219 и  SW951 в  проведенных нами исследованиях генетического 
полиморфизма дикого кабана (неопубликованные данные) проявляют себя как мономорфные (часто-
ты доминирующего аллеля составляют 1,0; 0,997 и 0,984 соответственно). Последнее обстоятельство 
указывает на перспективность использования данных локусов в первую очередь для дифференциации, 
а не для идентификации исследуемых образцов.

Анализ locus by locus, выполненный в программе Arlequin v. 3.5.1.3, показал, что все тестируемые 
STR-локусы эффективны для выявления генетической дифференциации особей различных пород со 
значениями FST , варьирующими от 0,050 7 для локуса S0005 до 0,233 0 для локуса FH4219 (см. табл. 2), 
среднее значение FST  составило 0,112 95. Примечательно, что 5 локусов с наибольшим дифференцирую-
щим вкладом представлены тетрануклеотидными, а не динуклеотидными микросателлитами. Значение 
мультилокусного критерия FST демонстрирует, что около 11,3 % общего генетического разнообразия 
объясняются межпопуляционными (межпородными) различиями, а оставшиеся 88,7 % соответствуют 
различиям между особями внутри отдельных пород. Практически такое же значение (FST = 0,122) полу-
чено и при исследовании 12 STR-локусов 5 локальных украинских пород [15].

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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Т а б л и ц а  2

Параметры генетического разнообразия микросателлитных локусов

Ta b l e  2

Parameters of genetic diversity of microsatellite loci

Локус FST He Ho PIC

S0005 0,050 7* 0,924 25 0,901 32 0,919 42
SW240 0,059 29* 0,815 35 0,805 92 0,795 43
SW857 0,073 11* 0,843 13 0,805 92 0,824 89
FH1727 0,076 02* 0,734 07 0,694 08 0,695 17
S0355 0,076 93* 0,650 36 0,585 53 0,625 25
FH2709 0,080 52* 0,855 05 0,812 50 0,839 73
NLRIP0001 0,080 69* 0,715 82 0,661 18 0,680 05
FH2478 0,087 98* 0,766 75 0,700 66 0,727 84
FH1733 0,094 15* 0,856 35 0,782 89 0,840 89
S0710 0,101 40* 0,542 86 0,486 84 0,504 53
FH2148 0,102 96* 0,811 03 0,710 53 0,798 29
S0101 0,106 95* 0,652 51 0,595 39 0,611 16
SW951 0,112 72* 0,652 66 0,555 92 0,589 01
S0766 0,126 33* 0,784 64 0,667 76 0,755 50
FH1589 0,129 15* 0,871 96 0,805 92 0,859 20
FH1696 0,156 04* 0,866 97 0,736 84 0,852 40
FH1701 0,159 11* 0,856 13 0,717 11 0,839 85
FH1900 0,161 44* 0,559 24 0,467 11 0,461 71
FH3637 0,190 32* 0,724 56 0,605 26 0,684 34
FH4219 0,233 23* 0,642 99 0,411 18 0,575 50
Среднее значение 0,112 95 0,756 33 0,679 19 0,724 01

П р и м е ч а н и е. He – ожидаемая гетерозиготность; Ho – наблюдаемая гетерозиготность; 
* – p-value < 0,000 001.

Параметры межпородной изменчивости исследованных пород домашних свиней приведены в табл. 3. 
Для каждой из 6 пород установлены высокие показатели наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготности. 
Среднее количество аллелей на локус между породами варьировало незначительно: от 6 у БЧП и ДР 
до 8 у БКБ, ЛР, ИР (см. табл. 3). Среднее число выявляемых аллелей на локус у отдельных пород было 
несколько ниже, чем в обобщенной выборке животных.

Т а б л и ц а  3

Породные параметры генетического разнообразия свиней
Ta b l e  3

Breed parameters of genetic diversity of pigs

Параметры БМ БКБ БЧП ЛР ИР ДР

Среднее количество  
наблюдаемых  
генотипов на локус

17,75 17,05 10,0 17,15 15,5 10,7

Число полиморфных  
локусов* 20 20 20 20 20 20

Среднее количество  
аллелей на локус  
во всех локусах

7 8 6 8 8 6
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Параметры БМ БКБ БЧП ЛР ИР ДР

Эффективное  
число аллелей 3,83 3,92 3,29 3,72 3,41 2,26

PIC 0,696 0,703 0,638 0,686 0,664 0,513
Средняя ожидаемая  
гетерозиготность 0,739 0,745 0,696 0,731 0,707 0,558

Средняя наблюдаемая  
гетерозиготность 0,723 0,729 0,658 0,730 0,692 0,553

Количество локусов,  
отклоняющихся  
от равновесия  
Харди – Вайнберга

2 4 2 3 2 8

Количество локусов,  
отклоняющихся  
от равновесия  
Харди – Вайнберга  
после поправки  
Бонферрони

0 1 0 0 2 6

FIS /p (rand FIS ≥ obs FIS ) 0,024/0,113 0,022/0,156 0,057/0,033 0,002/0,466 0,022/0,14 0,009/0,336
*Частота мажорных аллелей составляла менее 0,95.

Автохтонные белорусские породы БЧП, БМ и БКБ демонстрируют такой же уровень полимор-
физма, как и  разводимые в  стране европейские породы ИР и  ЛР (0,696 – 0,745 и  0,707– 0,731 со-
ответственно). Показатели генетического полиморфизма белорусского поголовья пород ЛР и  ИР 
сопоставимы со значениями, полученными в  исследованиях вьетнамских стад ЛР и  ИР, а  также 
поголовья породы ЛР из Германии [30]. Для всех исследованных пород белорусской и зарубежной 
селекции получены низкие значения коэффициента инбридинга FIS (0,009 – 0,024) (см. табл. 3), что 
может объясняться как комплектованием выборок животными из различных хозяйств, так и  гра-
мотным выстраиванием стратегий поддержания пород в хозяйствах. Для сравнения: 3 украинские 
породы – украинская пятнистая степная, украинская мясная и украинская белая степная – также де-
монстрируют умеренные коэффициенты инбридинга (0,027– 0,089), в то время как 2 породы – пол-
тавская мясная и миргородская – имеют более высокие значения (0,184 и 0,178) [15]. Автохтонные 
хорватские породы черная славонская и турополье характеризуются коэффициентами инбридинга 
0,116 и 0,105 соответственно [14]. 

Специфика судебно-экспертной работы заключается в необходимости исследования биологических 
образцов неизвестного происхождения. Первоочередным является установление источника происхож
дения биологического образца (от дикого кабана или свиньи домашней), после чего следует иденти-
фикация образца (от  данной особи или другой). Достоверность идентификационных исследований 
рассчитывается на основе частот аллелей в обобщенной выборке домашних свиней, поскольку инфор-
мация о породной принадлежности образца отсутствует.

В обобщенной выборке домашних свиней 18 из 20 исследованных локусов не соответствовали равно-
весию Харди – Вайнберга, при этом для 16 из них неравновесное состояние сохранялось после введения 
поправки Бонферрони. Однако внутрипородный анализ домашних свиней на равновесие Харди – Вайн-
берга фактически не выявил отклонений: с поправкой Бонферрони у 3 автохтонных пород не соответ-
ствовал равновесию только 1 локус у породы БКБ. При наименьшей выборке (20 образцов) порода БЧП 
удовлетворяла всем критериям генетического полиморфизма. В выборке пород зарубежной селекции 
отклонялись от равновесия 2 локуса у породы ИР и 6 локусов у породы ДР. Неравновесное состояние 
8 из 12 локусов показано также для украинской популяции породы ДР [15]. 

Генетическое разнообразие породы ДР (n = 72) является самым низким среди изученных (гетерози-
готность – 0,553; эффективное число аллелей – 2,26), однако соответствует результатам, полученным 
для домашних свиней другими исследователями [31; 32]. У этой породы 6 из 20 локусов отклоняются 
от равновесия Харди – Вайнберга. Сниженное генетическое разнообразие породы ДР может быть осо-
бенностью ограниченного в размерах белорусского стада, но такие же тенденции установлены и для 

О ко н ч а н и е  т а б л .  3
E n d i n g  t a b l e  3
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украинского поголовья данной породы (при коэффициенте инбридинга FIS, равном 0,111) [15], что мо-
жет указывать на принадлежность белорусского и украинского поголовья к одной линии породы ДР 
либо на схожие направления селекционной работы с породой.

Филогенетические отношения между породами оценивали на основе генетических расстояний (DA ) 
по методу Нея (1972) [33]. Значения DA между каждой парой пород свиней приведены в табл. 4.

Т а б л и ц а  4
Генетические расстояния (DA),  

установленные между породами свиней
Ta b l e  4

Genetic distances (DA) established between pig breeds

Порода
Порода

БМ БКБ БЧП ЛР ИР ДР

БМ 0 0,165 0,262 0,076 0,286 0,355
БКБ 0 0,213 0,226 0,101 0,561
БЧП 0 0,275 0,314 0,445
ЛР 0 0,337 0,341
ИР 0 0,673
ДР 0

Наибольшее значение DA по Нею было установлено между породами ИР и ДР (0,673). В целом по-
рода ДР показала самые большие расстояния по сравнению со всеми белорусскими локальными и ком-
мерческими европейскими породами свиней. Минимальные значения DA установлены для пород БМ 
и ЛР (0,076), а также БКБ и ИР (0,101). В то же время порода БЧП дистанцируется от обеих коммерче-
ских европейских пород значительно сильнее, что может быть обусловлено периодом народной селек-
ции на первоначальном этапе ее формирования. 

На рисунке представлена дендрограмма, построенная методом попарного внутригруппового невзве-
шенного среднего (unweighted pair-group method using arithmetic averages, UPGMA) из матрицы DA 
(см. табл. 4). Эволюционный анализ проводился в программе BioNJ [34].

На дендрограмме европейские породы – коммерческие и локальные – образуют единый кластер. 
Порода ДР имеет североамериканское происхождение, в связи с чем заметно дистанцируется от всех 
европейских пород. Среди автохтонных пород БЧП генетически ближе к БКБ, чем к БМ, а БКБ прояв-
ляет высокий уровень сходства с европейской породой ИР.

Многоуровневая структура дендрограммы, на наш взгляд, определяется тем, что современные оте-
чественные породы свиней имеют сходные предковые популяции – выборки из послевоенных помесей. 
При этом в данных выборках в разной степени уже присутствовал генетический вклад европейской 
крупной белой и (или) других европейских пород. Известно, что местные состоятельные земледельцы 
завозили в свои поместья иностранные породы из Англии и Германии уже со второй половины XIX в. 
и даже скрещивали их с аборигенными свиньями в крестьянских хозяйствах [35, с. 46]. Интенсивная 
племенная работа по улучшению аборигенного свиноводства с использованием европейской крупной 
белой породы проводилась также до Второй мировой войны [2, с. 126]. 

Филогенетический анализ пород домашних свиней, разводимых на территории Беларуси
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Таким образом, оценка генетических расстояний показала, что в формировании отечественных по-
род свиньи домашней выявляется генетический вклад европейских пород ЛР и крупной белой (ИР), 
тем не менее эволюционные пути 3 отечественных пород различаются. В настоящее время белорусские 
породы БМ, БКБ и БЧП имеют собственные генетические характеристики.

Заключение
Анализ массивов генотипов, полученных генотипированием 20 микросателлитов, показал, что гено

фонды всех исследованных пород свиней различаются между собой практически во всех локусах. 
В генофондах автохтонных белорусских пород выявлены аллели, свойственные только данным поро-
дам, как это показано для других локальных пород [13–15; 29], что подтверждает важность сохранения 
разнообразия пород для поддержания полиморфизма свиньи домашней в целом. В отличие от дикого 
кабана у всех пород домашних свиней локусы S0710, FH4219 и SW951 являются полиморфными.

Автохтонные и  европейские импортные породы свиней, разводимые в Беларуси, обладают сопо-
ставимым уровнем генетического полиморфизма. У американской породы ДР отмечено самое низкое 
генетическое разнообразие. Высокое генетическое разнообразие местных пород в сочетании с низкими 
уровнями инбридинга может быть следствием сложной истории скрещивания, в котором участвовало 
множество пород-основателей [11] в связи с тем, что в послевоенные годы свиноводство Беларуси ха-
рактеризовалось многопородностью, обусловленной вынужденным завозом племенных животных из 
всевозможных источников, включая репарационные поставки из Германии [35, с. 47].

Экспериментально установлено, что на основе полиморфизма STR-локусов возможно формирова-
ние панелей локусов для дифференциации пород свиньи домашней. 
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СОДЕРЖАНИЕ РАСТИТЕЛЬНЫХ ПИГМЕНТОВ  
В ДОННЫХ ОТЛОЖЕНИЯХ ОЗЕРА БАТОРИНО  

И ИХ СПЕКТРАЛЬНЫЕ ПИГМЕНТНЫЕ ИНДЕКСЫ

А. А. ЖУКОВА1), О. С. СМОЛЬСКАЯ 1), Е. А. ВИШНЕВЕЦКАЯ 1), Ю. КАРОСИЕНЕ 2)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь 
2)Центр исследований природы, ул. Академии, 2, LT-08412, г. Вильнюс, Литва

Исследования на оз. Баторино были направлены на изучение количественных и качественных характеристик 
автотрофного компонента донных отложений, а также поиск их связи с данными спектрального анализа пиг-
ментного состава. Содержание суммарного хлорофилла а (без поправки на присутствие феопигментов) было от-
носительно невысоким – 12,7 ± 10,2 мкг/г сырой массы донных отложений. Содержание каротиноидов в среднем 
составило 10,24 ± 4,89 мкг/г сырой массы донных грунтов. Показано, что для характеристики структурных по-
казателей донных отложений могут применяться пигментные индексы Е450 /Е480, Е480 /Е664, Е430 /Е664, Е430 /Е412, 
отражающие долговременные тренды в развитии продуцентов в экосистеме, в первую очередь фитопланктона. 
В ходе предварительного анализа проб были рассчитаны вспомогательные пигментные индексы контроля чисто-
ты экстракта и четкости прописанного спектра: Е664 /Е720, Е430 /Е720, Е530 /Е720, Е412 /Е720, Е430 /Е530, Е664 /Е530, Е412 /Е664. 
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Выявлена тесная обратная связь индекса Е430 /Е664 и количества хлорофилла а на разных горизонтах колонок дон-
ных отложений (r = – 0,7), а также обратная связь средней силы между индексом Е430 /Е412 и долей феопигментов 
(r = – 0,56).

Ключевые слова: оз. Баторино; донные отложения; пигментные индексы; хлорофилл; феопигменты; каротиноиды. 

THE CONTENT OF PLANT PIGMENTS  
IN BOTTOM SEDIMENTS OF BATORINO LAKE  

AND THEIR SPECTRAL PIGMENT INDICES

H. A. ZHUKAVAa, V. S. SMOLSKAYAa, E. A. VISHNEVETSKAYAa, J. KAROSIENĖ b

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus 
bNature Research Centre, 2 Akademijos Street, Vilnius LT-08412, Lithuania

Corresponding author: V. S. Smolskaya (sylimova_1991@mail.ru)

Studies on the Batorino Lake were aimed at assessing the quantitative and qualitative characteristics of the autotrophic 
component of bottom sediments, as well as searching for their relationships with the data of spectral analysis of the pig-
ment composition. The content of total chlorophyll a (without correction for the presence of phaeopigments) was rela-
tively low – 12.7 ± 10.2 µg/g wet weight of bottom sediments. The content of carotenoids averaged 10.24 ± 4.89 µg/g wet 
weight of bottom sediments. It has been shown that pigment indices: Е450 /Е480, Е480 /Е664, Е430 /Е664, Е430 /Е412, characterise 
the structural indicators of bottom sediments and reflect the long-term trends in the development of primary producers 
in water ecosystems, primarily phytoplankton. During the preliminary analysis, auxiliary pigment indices for controlling 
the purity of the extract and the clarity of the prescribed spectrum were calculated: Е664 /Е720, Е430 /Е720, Е530 /Е720, Е412 /Е720, 
Е430 /Е530, Е664 /Е530, Е412 /Е664. A close inverse relationship was revealed between Е430 /Е664 index and the amount of chlo-
rophyll a at different depths of bottom sediments (r = – 0.7), as well as an average correlation between the Е430 / Е412 index 
and the proportion of phaeopigments (r = – 0.56).

Keywords: Batorino Lake; bottom sediments; pigment indices; chlorophyll; phaeopigments; carotenoids.

Введение
Временные и пространственные изменения в содержании хлорофилла дают представление о про-

дукционно-деструкционных процессах в водной экосистеме, а также ее устойчивости и способности 
к самоочищению. Хлорофилл – неотъемлемый элемент процессов синтеза органического вещества, от-
ражающий интенсивность функционирования автотрофного блока в водоемах, поэтому пигментные ха-
рактеристики донных отложений могут служить индикаторами интегральных изменений, происходящих 
в водных экосистемах [1; 2]. 

Концентрация хлорофилла и продуктов его распада в донных отложениях в эвфотной зоне опре-
деляется функционированием комплекса микробентических водорослей и процессами седиментации 
хлорофиллсодержащей взвеси из водной толщи. При отмирании клеток водорослей наиболее быстрая 
деградация пигментов происходит, когда они подвергаются одновременному действию высокой интен-
сивности излучения, температуры и кислорода, т. е. находятся в состоянии, характерном для эпилим
ниона водоемов. Кроме того, важной характеристикой является скорость осаждения органического 
биогенного материала, на которую оказывают влияние многие факторы, например питание планктон-
ных беспозвоночных и скорость осаждения клеток. Все эти особенности необходимо учитывать при 
оценке пигментного состава донных осадков и изучении спектров их поглощения [3].

Развивающийся в толще водоема фитопланктон образует на дне осадок, содержание пигментов в ко-
тором прямо пропорционально размеру формирующей его водорослевой культуры и остается относи-
тельно постоянным в течение длительного периода. Содержание пигментов в отдельных слоях донных 
отложений также может быть показателем продуктивности водоема на протяжении долгого времени.

Фотосинтетические пигменты претерпевают химические изменения и в конечном итоге окисляются 
до бесцветных соединений. Эти изменения контролируются в водоеме различными физическими, хи-
мическими и биотическими факторами. Содержание пигментов в осадочном слое будет зависеть от 
условий, преобладавших в водоеме, когда образовался осадок1. 

1Reuss N. Sediment pigments as biomarkers of environmental change : PhD thesis. Roskilde : Natl. Environ. Res. Inst., 2005. 33 p.



86

Журнал Белорусского государственного университета. Биология. 2021;2:84–96
Journal of the Belarusian State University. Biology. 2021;2:84–96

БГУ – столетняя история успеха

В литературе встречается информация, что захоронение осадка последующими слоями донного 
грунта приводит к замедлению разрушения пигментов [4; 5]. Отсутствие света, низкие температуры 
и недостаток кислорода являются основными факторами, способствующими сохранению пигментов 
в отложениях. Также на содержание пигментов в живых популяциях водорослей оказывают влияние 
факторы окружающей среды.

Пигментный состав взвешенного в воде вещества и донных отложений в водоемах – интегральный 
показатель, отражающий как современное состояние водоема, так и широкий спектр различных воз-
действий на водные экосистемы (эвтрофирование, ацидификация, климатические изменения, практика 
землепользования и т. д.) [2]. 

Растительные пигменты – природные индикаторы, которые мигрируют в составе органического ве-
щества в экосистеме. По изменению содержания отдельных пигментов судят не только о сукцессиях 
альгоценозов и факторах их формирования, но и об эволюции экосистем разного типа [3; 6]. По содер-
жанию седиментационных пигментов в толще грунтов можно восстановить картину долговременных 
изменений продуктивности фитопланктона в зависимости от антропогенных и климатических факто-
ров [2].

Пигментные индексы для индикации состояния водных экосистем на сегодняшний день применяются 
достаточно редко, и в литературе содержится очень мало подобных сведений и методических рекомен-
даций, что усложняет возможность получить достоверные значения и провести их детальный анализ. 
Однако некоторые наработки позволяют использовать особенности спектра поглощения пигментов для 
оценки важных показателей развития сообществ продуцентов в водоемах. В частности, в коротковол-
новой области спектра поглощения установлено отличие синезеленых водорослей (цианобактерий) 
от других групп и на основе этого разработан способ оценки качества воды по пигментному индексу 
Е450 / Е480 [2]. Показано, что индекс дает неплохие результаты и показывает тесную и значимую связь 
со структурными характеристиками фитопланктона, в том числе при применении на водоемах и водо-
токах Беларуси [7; 8]. 

В рамках настоящего исследования было прослежено изменение физико-химических параметров, 
содержания хлорофилла а и продуктов его распада, а также других пигментных показателей в донных 
отложениях оз. Баторино. 

Баторино – полимиктический водоем с очень высокой степенью водообмена, являющийся началь-
ным звеном в цепи трех связанных между собой протоками Нарочанских озер. Площадь зеркала со-
ставляет 6,25 км2, длина – 3,5 км, средняя ширина – 1,7 км, средняя глубина – 2,4 м, длина береговой 
линии – 15 км, объем воды – 18,7 млн м3, площадь водосбора – 92,5 км2, время полного водообмена – 
1 год, мелководье песчано-илистое. Озеро является водоприемником мелиоративных систем. Трофиче-
ский статус водоема – эвтрофный [9].

Материалы и методы исследования
Сбор материала проводили в середине мая 2020 г. Для отбора колонок донных отложений использо-

вали дночерпатель Uwitec Corer (Австрия). Всего в оз. Баторино было отобрано 38 проб на 4 станциях, 
расположенных по трансекте на глубинах от 1,0 до 4,5 м. Колонки донных отложений (около 30 см) 
разделяли с шагом 5 см на 5–6 горизонтов, что позволило исследовать характер изменения показателей 
донных отложений не только по глубинам отбора проб, но и в вертикальном распределении. 

Для экстракции пигментов из навесок донных отложений применяли 90 % ацетон2 [10; 11]. Собран-
ные образцы грунта перемешивали до однородной массы, из которой отбирали навеску для анализа 
содержания хлорофилла а (суммарного, без поправки на присутствие в смеси других пигментов) и про-
дуктов его разложения [12], а также каротиноидов [13]. Оставшуюся часть пробы использовали для 
определения плотности и влажности донных отложений. В зависимости от типа грунта исходная влаж-
ная масса исследованной навески колебалась от 3,0 до 4,5 г. Навеску грунта отмеряли на электронных 
весах SPU 202 (США), помещали в пробирки и заливали раствором ацетона, тщательно перемешивали 
и оставляли на несколько часов для экстракции в темном прохладном месте. Далее пробирки центри-
фугировали дважды по 15 мин при 5000 об/мин с использованием центрифуги Sigma 1-6 (Германия), 
полученный экстракт осторожно переносили в стеклянные пробирки, измерения на спектрофотометре 
Cary 50 (США) проводили в 2-сантиметровых кварцевых кюветах. 

Для определения содержания хлорофилла a и феопигментов в общем экстракте применяли спектро-
фотометрический метод3 (приложение ADL Shell ) [12]. Одновременно с определением концентрации 

2 Вода. Методика спектрофотометрического определения хлорофилла а : ГОСТ 17.1.04.02.90. Введ. 01.01.1990. М., 2009.
3 Там же.
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хлорофилла и его дериватов было рассчитано содержание каротиноидов по стандартной формуле [14]. 
Также в донных отложениях общепринятыми методами определяли плотность осадка естественной 
влажности (в граммах на кубический сантиметр) и относительную влажность – отношение удаляемой 
при сушке воды к единице массы осадка естественной влажности (в процентах) [15].

При обработке количественных данных использовали статистические методы с применением пер-
сонального компьютера и программных пакетов Microsoft Excel и Statistica Trial 13. В таблицах и по 
тексту приведены рассчитанные средние значения со стандартным отклонением (± SD). Для изучения 
взаимозависимости исследованных параметров проводили корреляционный анализ  (r) по Пирсону, 
связь считали статистически значимой при р ≤ 0,05 [16].

Результаты и их обсуждение
Изучение базовых физико-химических свойств донных отложений оз. Баторино показало, что на 

мелководных участках на исследованных станциях донные грунты представлены заиленным песком 
и илами.

Основные данные по содержанию растительных пигментов в донных отложениях и их распреде-
ление по глубинам отбора проб в оз. Баторино, а также анализ данных по относительной влажности 
и плотности седиментов приведены в табл. 1. 

В образцах донных отложений оз. Баторино суммарное содержание хлорофилла а и продуктов его 
распада в среднем составило 12,7 ± 10,2 мкг/г сырой массы донных грунтов при колебаниях от 2,5 
до 33,5 мкг/г, содержание каротиноидов – 10,24 ± 4,89 мкг/г сырой массы донных отложений при 
колебаниях от 0,56 до 23,07 мкг/г. Доля феопигментов в суммарном пуле была высокой во всех пробах, 
хотя на мелководных станциях не достигала 50 %. В целом данный показатель для донных отложений 
озера изменялся от 39 до практически 100 %, составив в среднем 72,4 ± 19,6 %.

Т а б л и ц а  1

Физико-химические свойства донных отложений  
оз. Баторино и содержание в них растительных пигментов

Ta b l e  1

The physicochemical properties of the bottom sediments  
of Batorino Lake and the content of plant pigments in them

Глубина 
станции, м

Слой  
колонки, см

Плотность,  
г/см3

Относительная 
влажность, %

Содержание 
суммарного 
хлорофилла,  
мкг/г (Схл )

Доля 
феопигментов 
в суммарном 

хлорофилле, %

Содержание 
каротиноидов, 

мкг/г (Ск )
Ск /Схл

1,0

0 –5
1,31 64,13

6,45 – 4,76 0,74

0 –5 6,98 42,6 4,93 0,71

5–10
1,59 36,40

18,11 40,3 12,42 0,69

5–10 18,34 38,5 12,06 0,66

2,0

0 –5
1,15 95,45

26,57 49,4 17,09 0,64

0 –5 24,83 53,2 13,91 0,56

5–10
1,16 94,59

30,39 47,0 23,07 0,76

5–10 27,40 54,9 16,74 0,61

10 –15
1,12 95,07

28,80 48,8 15,81 0,55

10 –15 26,25 64,5 11,35 0,43

15–20
1,19 94,03

33,53 47,8 16,63 0,50

15–20 26,82 64,3 15,71 0,59

20 –25
1,13 93,85

21,72 68,9 11,65 0,54

20 –25 28,78 90,8 17,15 0,60

25–30
1,23 93,07

21,53 77,7 17,79 0,83

25–30 15,79 70,8 11,92 0,75
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Глубина 
станции, м

Слой  
колонки, см

Плотность,  
г/см3

Относительная 
влажность, %

Содержание 
суммарного 
хлорофилла,  
мкг/г (Схл )

Доля 
феопигментов 
в суммарном 

хлорофилле, %

Содержание 
каротиноидов, 

мкг/г (Ск )
Ск /Схл

3,0

0 –5
1,09 95,83

7,23 69,8 6,84 0,95
0 –5 4,72 ≈100,0 5,13 1,09
5–10

1,17 95,02
2,68 86,0 3,04 1,13

5–10 4,45 66,9 6,21 1,39
10 –15

1,18 92,66
4,67 84,6 8,10 1,74

10 –15 4,49 93,2 7,39 1,64
15–20

1,04 93,10
4,31 ≈100,0 10,32 2,39

15–20 3,28 96,4 7,56 2,31
20 –25

1,02 94,75
3,93 ≈100,0 8,43 2,14

20 –25 3,45 95,9 7,27 2,11

4,5

0 –5
1,01 94,61

9,23 69,9 8,41 0,91
0 –5 9,03 58,5 8,89 0,98
5–10

1,20 93,43
10,09 55,0 14,03 1,39

5–10 9,33 68,6 10,08 1,08
10 –15

1,09 91,93
3,75 67,7 5,56 1,48

10 –15 5,13 57,7 0,56 0,11
15–20

1,01 89,83
11,93 77,9 12,28 1,03

15–20 6,42 70,6 10,36 1,61
20 –30

1,03 82,50
3,30 87,2 7,65 2,32

20 –30 2,57 94,2 5,42 2,11
30 – 40

1,18 76,07
2,93 97,8 6,93 2,36

30 – 40 2,47 94,1 5,85 2,37

Относительная влажность донных отложений колебалась в широких пределах – от 36,4 до 95,8 %, 
значения плотности донных грунтов показали небольшой размах колебаний – от 1,01 до 1,59  г/см3. 
В среднем для исследованных станций озера эти параметры составили 87,7 ± 14,8 % и 1,15 ± 0,14 г/см3 
соответственно.

Пигментный состав донных отложений дает интегральную характеристику состояния водных эко-
систем в период, предшествующий исследованию. Для оз. Баторино были рассчитаны пигментные ин-
дексы состояния первичных продуцентов (табл. 2 и 3) [7; 17; 18]. В табл. 2 приведены общие показатели 
для оз. Баторино, в табл. 3 – значения пигментных индексов для каждой станции отбора проб. 

Т а б л и ц а  2

Вариабельность пигментных индексов состояния  
первичных продуцентов в донных отложениях оз. Баторино

Ta b l e  2

The variability of pigment indices of the state  
of primary producers in bottom sediments of Batorino Lake

Показатели Е450 /Е480 Е430 /Е664 Е480 /Е664 Е480 /Е665 Е430 /Е412

Среднее значение 1,33 3,75 2,65 2,59 0,97
Медиана 1,32 3,35 2,17 2,13 0,96
Стандартное отклонение 0,12 1,14 1,31 1,28 0,06

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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Показатели Е450 /Е480 Е430 /Е664 Е480 /Е664 Е480 /Е665 Е430 /Е412

25–75-й процентили 1,22–1,42 2,81– 4,62 1,63–3,73 1,60 –3,64 0,94 –1,01
Минимум – максимум 1,17–1,55 2,32– 6,32 1,09–5,56 1,06 –5,40 0,86 –1,10
Коэффициент вариации, % 9 30 49 49 6

Т а б л и ц а  3

Пигментные индексы состояния первичных продуцентов  
в донных отложениях по станциям отбора проб

Ta b l e  3

The pigment indices of the state of primary producers  
in bottom sediments by sampling stations

Глубина  
станции, м Слой колонки, см Е450 /Е480 Е430 /Е664 Е480 /Е664 Е480 /Е665 Е430 /Е412

1,0

0 –5 1,43 3,26 1,90 1,88 1,02

0 –5 1,45 3,18 1,83 1,80 1,03

5–10 1,41 2,80 1,62 1,60 1,04

5–10 1,42 2,81 1,64 1,62 1,05

2,0

0 –5 1,51 3,11 1,63 1,60 1,10

0 –5 1,46 2,65 1,42 1,40 1,04

5–10 1,50 3,54 1,85 1,81 1,06

5–10 1,55 3,14 1,55 1,52 1,05

10 –15 1,51 2,80 1,38 1,34 1,01

10 –15 1,50 2,32 1,09 1,06 0,92

15–20 1,53 2,67 1,27 1,23 1,03

15–20 1,40 2,58 1,42 1,38 0,90

20 –25 1,41 2,47 1,32 1,28 0,87

20 –25 1,37 2,62 1,48 1,44 0,87

25–30 1,29 2,96 1,93 1,89 0,87

25–30 1,30 2,80 1,78 1,73 0,86

3,0

0 –5 1,36 3,53 2,25 2,19 0,94

0 –5 1,25 2,98 2,17 2,13 0,96

5–10 1,41 4,15 2,55 2,47 0,96

5–10 1,32 3,25 2,17 2,12 0,95

10 –15 1,22 4,90 3,94 3,85 0,95

10 –15 1,24 4,56 3,48 3,40 0,93

15–20 1,17 5,59 4,81 4,72 0,95

15–20 1,17 6,32 5,56 5,40 0,97

20 –25 1,22 5,36 4,34 4,25 0,90

20 –25 1,19 6,16 5,29 5,19 0,95

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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Глубина  
станции, м Слой колонки, см Е450 /Е480 Е430 /Е664 Е480 /Е664 Е480 /Е665 Е430 /Е412

4,5

0 –5 1,33 3,02 1,96 1,92 0,95

0 –5 1,34 3,13 2,01 1,97 0,94

5–10 1,24 3,51 2,65 2,59 1,01

5–10 1,28 3,60 2,56 2,50 0,98

10 –15 1,26 4,73 3,67 3,57 1,00

10 –15 1,32 3,52 2,43 2,37 1,01

15–20 1,33 3,45 2,28 2,22 0,92

15–20 1,21 3,91 3,14 3,06 1,01

20 –30 1,18 4,58 3,97 3,92 0,96

20 –30 1,18 5,21 4,48 4,39 0,94

30 – 40 1,18 5,66 4,91 4,80 0,96

30 – 40 1,18 5,69 4,95 4,87 0,97

Для исследованных образцов донных отложений значение индекса Е450 /Е480 практически везде было 
больше 1,2 (1,17–1,55), что свидетельствует о доминировании пигментов зеленых и диатомовых водо-
рослей. Средние и медианные значения индекса Е450 /Е480 оказались очень близкими (1,33 и 1,32 соот-
ветственно) в общей выборке. Коэффициент вариации данного индекса для оз. Баторино был неболь-
шим (9 %).

В исследованных образцах донных отложений озера индекс Е430 /Е664 изменялся от 2,3 до 6,3, что 
характерно для нормально функционирующего фитопланктона. Коэффициент вариации был больше по 
сравнению с предыдущим индексом и составил около 30 %. 

Индекс Е480 /Е664 отражает баланс хлорофилла и каротиноидов в сообществе планктонных проду-
центов водной экосистемы. В неблагоприятных условиях соотношение меняется в пользу каротинои-
дов. В наших образцах отмечены невысокие значения индекса, а коэффициент вариации достигал 50 %. 
Значения индекса Е430 /Е664 на всех исследованных станциях были в 1,5–2,0 раза выше, чем значения 
индекса Е480 /Е664. Полученные величины и соотношения пигментных индексов хорошо сопоставимы 
с данными, полученными нами в 2018 г. для литоральных станций оз. Баторино [19].

В табл. 3 величины индексов Е480 /Е664 и Е480 /Е665 практически идентичны, поэтому для дальнейших 
исследований целесообразно оставить только один из них.

Для контроля чистоты экстракта пигментов и правильности прописывания спектра светопоглоще-
ния были рассчитаны дополнительные индексы, представленные в табл. 4 и 5 [17; 18].

Т а б л и ц а  4
Вариабельность индексов чистоты экстракта  
пигментов в донных отложениях оз. Баторино

Ta b l e  4
The variability of the indices of the purity  

of pigment extract in the bottom sediments of Batorino Lake

Показатели Е664 /Е720 Е430 /Е720 Е412 /Е720 Е530 /Е720 Е430 /Е530 Е664 /Е530 Е412 /Е664

Среднее значение 22,29 73,23 75,54 8,76 7,82 2,36 3,89
Медиана 18,41 70,55 70,40 8,96 7,68 2,17 3,41
Стандартное отклонение 16,81 44,75 46,58 4,37 2,18 1,12 1,23
25–75-й процентили 6,81–35,80 35,54 –104,87 37,15–106,70 5,48 –10,78 5,85–9,77 1,23–3,41 2,95– 4,81
Минимум – максимум 3,19 –76,90 10,19 –189,70 10,60 –217,50 2,33–19,60 4,38–12,17 0,96 – 4,47 2,53– 6,53
Коэффициент  
вариации, % 75 61 62 50 28 47 32

О ко н ч а н и е  т а б л .  3
E n d i n g  t a b l e  3
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Т а б л и ц а  5
Пигментные индексы контроля чистоты  

экстракта донных отложений оз. Баторино
Ta b l e  5

The pigment indices for monitoring the purity  
of the bottom sediment extract from Batorino Lake

Глубина 
станции, м Слой колонки, см Е664 /Е720 Е430 /Е720 Е412 /Е720 Е530 /Е720 Е430 /Е530 Е664 /Е530 Е412 /Е664

1,0

0 –5 47,00 153,00 150,17 14,83 10,31 3,17 3,20
0 –5 38,56 122,56 119,11 12,22 10,03 3,15 3,09
5–10 40,20 112,53 107,80 12,00 9,38 3,35 2,68
5–10 44,54 125,31 119,77 12,46 10,06 3,57 2,69

2,0

0 –5 37,61 117,00 106,11 9,61 12,17 3,91 2,82
0 –5 35,10 93,00 89,00 8,75 10,63 4,01 2,54
5–10 21,53 76,30 71,81 6,77 11,28 3,18 3,33
5–10 30,81 96,77 91,73 8,58 11,28 3,59 2,98

10 –15 15,85 44,32 43,77 5,08 8,72 3,12 2,76
10 –15 46,11 107,16 116,47 10,32 10,39 4,47 2,53
15–20 37,92 101,08 98,27 9,19 11,00 4,13 2,59
15–20 35,20 90,88 100,72 9,72 9,35 3,62 2,86
20 –25 76,90 189,70 217,50 19,60 9,68 3,92 2,83
20 –25 37,85 99,12 113,69 10,35 9,58 3,66 3,00
25–30 28,16 83,40 95,64 9,92 8,41 2,84 3,40
25–30 26,16 73,16 85,12 9,16 7,99 2,86 3,25

3,0

0 –5 15,29 53,94 57,18 6,94 7,77 2,20 3,74
0 –5 3,42 10,19 10,60 2,33 4,38 1,47 3,10
5–10 10,40 43,20 45,20 6,33 6,82 1,64 4,35
5–10 4,32 14,05 14,77 2,80 5,02 1,54 3,42

10 –15 12,76 62,59 66,00 9,88 6,33 1,29 5,17
10 –15 8,15 37,19 40,19 6,62 5,62 1,23 4,93
15–20* 6,93 38,71 40,79 7,11 5,45 0,97 5,89
15–20* 10,38 65,62 67,85 10,77 6,09 0,96 6,53
20 –25 13,36 71,64 79,27 10,82 6,62 1,24 5,93
20 –25 21,60 133,00 140,40 19,00 7,00 1,14 6,50

4,5

0 –5 6,15 18,58 19,63 3,17 5,87 1,94 3,19
0 –5 9,43 29,52 31,43 4,43 6,67 2,13 3,33
5–10 4,54 15,91 15,78 3,12 5,10 1,46 3,48
5–10 28,89 104,11 106,33 12,78 8,15 2,26 3,68

10 –15 30,00 142,00 141,40 18,20 7,80 1,65 4,71
10 –15 19,73 69,45 69,00 9,27 7,49 2,13 3,50
15–20 17,08 58,88 64,25 7,75 7,60 2,20 3,76
15–20 3,73 14,57 14,38 3,19 4,57 1,17 3,86
20 –30 3,19 14,62 15,23 2,77 5,28 1,15 4,77
20 –30 6,27 32,67 34,60 5,53 5,90 1,13 5,52
30 – 40 6,45 36,50 38,00 6,30 5,79 1,02 5,89
30 – 40 5,36 30,50 31,55 5,32 5,74 1,01 5,88

*Малопригодные для дальнейшего анализа и расчета пигментных индексов образцы.
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Для индексов контроля чистоты экстракта отмечается более высокий коэффициент вариации, дос
тигающий 75 % (Е664 /Е720). Согласно полученным данным индекс Е530 /Е720 в среднем составил 8,8 при 
колебаниях в диапазоне 2–20. 

Значения индексов Е430 /Е530 и Е664 /Е530 должны быть больше единицы и меньше величин индек-
сов Е664 /Е720, Е430 /Е720 соответственно. Проанализировав спектры донных отложений, можно сделать 
следующее заключение: максимальное светопоглощение отмечено на длине волны 412 нм, на что ука-
зывает и индекс Е412 /Е720, значения которого несколько больше в сравнении с индексом Е430 /Е720. Это 
подтверждает данные о высоком содержании в донных отложениях феопигментов, имеющих в сравнении 
с хлорофиллом максимум поглощения, сдвинутый в более коротковолновую область синей части спектра.

Анализ приведенных в табл. 4 и 5 индексов доказывает достоверность нижних пороговых значений, 
позволяющих отбраковывать плохо прописанные спектры по критериям контроля чистоты экстракта. 
Так, для донных отложений предложены следующие нижние пороговые пределы пригодности пробы 
для анализа: индекс Е664 /Е720 – 2; Е430 /Е720 и Е412 /Е720 – 5; Е530 /Е720 – 1; Е430 /Е530 – 3; Е664 /Е530 – 1,2; 
Е412 /Е664 – 2 [7; 8; 17; 18]. Верхний порог не должен превышать 100 (что бывает характерно для экс-
трактов проб, полученных из планктона). В донных отложениях верхняя граница возрастает, что про-
слеживается по данным, приведенным в табл. 5. 

После детального анализа спектров поглощения экстрактов пигментов донных отложений оз. Бато-
рино некоторые образцы (отмечены звездочкой в табл. 5) оказались малопригодными для дальнейшего 
анализа и расчета пигментных индексов (например, там, где значение индекса Е664 /Е530 оказалось меньше 
единицы).

Таким образом, в результате проведенной работы были проанализированы спектры поглощения в диа-
пазоне длин волн 350 – 800 нм для колонок донных отложений оз. Баторино, отобранных на глубинах 
1,0 – 4,5 м. 

В целях выявления связи между рассчитанными индексами и глубиной залегания слоя в колонках 
донных отложений был проведен корреляционный анализ. Связь между индексами состояния первич-
ных продуцентов Е450 /Е480 и Е430 /Е412 и глубиной залегания слоя донных отложений не прослеживалась. 
Связь отмечена между индексами Е480 /Е664, Е430 /Е664 и глубиной сбора проб, что указывает на синхрон-
ность изменения пигментного состава производных хлорофилла по глубинам. Согласно полученным 
данным (см. табл. 3) до глубины 2 м (и горизонта 10 –15 см в колонках) в донных осадках прослежи
вается четкая тенденция к более низким значениям вышеуказанных индексов, далее с увеличением глу-
бины слоя наблюдается рост их значений. 

Отношение общих каротиноидов к хлорофиллу а (Ск /Схл ) может служить показателем физиологи-
ческого состояния клеток фитопланктона  [20]. Каротиноиды – более стабильный компонент пигмент-
ной системы, чем хлорофилл, поэтому при старении популяции фитопланктона и неблагоприятных воз-
действиях факторов среды, которые способствуют деструкции хлорофилла, величина отношения Ск /Схл 
возрастает. Содержание каротиноидов и их отношение к хлорофиллу также могут быть следствием 
изменения фитопланктона или его адаптации к качественному составу света. При разных условиях 
отношение Ск /Схл колеблется в широких пределах. Однако среднее его значение для отдельных видов 
водорослей пресноводного фитопланктона варьирует слабо (0,28 – 0,40) [20]. Согласно нашим данным, 
полученным при обработке донных отложений оз. Баторино, отношение Ск /Схл изменялось в пределах 
0,11–2,39 при среднем значении 1,18 ± 0,67 (см. табл. 1). Высокие величины Ск /Схл (больше единицы) 
объясняются тем, что в бескислородных условиях с увеличением глубины залегания слоя донных от-
ложений каротиноиды разрушаются медленнее, чем хлорофилл и его производные [21].

В качестве показателя пигментного разнообразия планктонного сообщества был рассчитан индекс 
Е430 /Е664 (см. табл. 2 и 3), который, в отличие от Ск /Схл, отражает количественное соотношение между 
суммой общих каротиноидов и хлорофилла а и собственно хлорофиллом а. Для нормально функциони-
рующего фитопланктона этот индекс равен 1,25– 4,00 [20]. По нашим наблюдениям, характер изменения 
данного пигментного индекса в донных отложениях оз. Баторино хорошо коррелировал с динамикой 
отношения Ск /Схл (рис. 1). Значения Е430 /Е664 варьировали в границах 2– 6 (см. табл. 2 и 3). Наибольшие 
величины пигментного индекса объясняются присутствием значительного количества растительного 
детрита, так как пик оптической плотности экстрактов из детритных пигментов слабее выражен на 
длине волны 664 нм. Обратную связь между индексом Е430 /Е664 и количеством хлорофилла а на разных 
глубинах донных отложений также удалось установить (рис. 2). Коэффициент корреляции r, равный 
– 0,7 (n = 38), подтверждает сильную отрицательную связь.

Таким образом, изучение пигментных индексов и отношения Ск /Схл вносит полезный вклад в раз-
работку оптимальных показателей экспресс-оценки эффективности функционирования фитопланктона 
и оценки его видового состава в экосистеме водоема.
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Рис. 1. Соотношение между концентрациями общих каротиноидов  
и хлорофилла а (Ск /Схл) и пигментный индекс Е430 /Е664  

для донных отложений оз. Баторино на разных глубинах
Fig. 1. The ratio between the concentrations of total carotenoids  

and chlorophyll a (Ck /Chl ) and the pigment index E430 /E664  
for bottom sediments of Batorino Lake at different depths

Рис. 2. Соотношение между пигментным индексом Е430 /Е664  
и содержанием хлорофилла а для донных отложений оз. Баторино

Fig. 2. The ratio between the pigment index E430 /E664  
and the chlorophyll a content for bottom sediments of Batorino Lake
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Значения индекса Е430 /Е412, полученные для донных отложений оз. Баторино, колебались от 0,82 
до 1,10, свидетельствуя, что в большей части проб хлорофилл находился в основном в деградирован-
ном состоянии (см. табл. 2 и 3). На рис. 3 показана связь между значением индекса Е430 /Е412 и долей 
феопигментов. Коэффициент корреляции r равен – 0,56 (n = 38). 

Примечательно, что, как и ранее показано в наших работах [7; 17; 18], медианная доля феопигментов 
в пробе соответствует значению индекса, равному 1, что можно использовать для экспресс-анализа сте-
пени деградации хлорофилла в пробе (если Е430 /Е412 < 1, то доля феопигментов составляет менее 50 %). 

Заключение
В исследованных пробах донных отложений оз. Баторино суммарное содержание хлорофилла а и про-

дуктов его распада за период исследования в среднем составило 12,7 ± 10,2 мкг/г сырой массы донных 
грунтов, содержание каротиноидов – 10,24 ± 4,89 мкг/г сырой массы донных отложений. Доля феопиг-
ментов в суммарном пуле была высокой во всех пробах, хотя на мелководных станциях не достигала 
50 %, составив в среднем для донных отложений озера 72,4 ± 19,6 %. Относительная влажность и зна-
чения плотности донных грунтов в среднем составили 87,7 ± 14,8 % и 1,15 ± 0,14 г/см3 соответственно. 
Отношение Ск /Схл изменялось в пределах 0,11–2,39 при среднем значении 1,18 ± 0,67.

Таким образом, была проведена работа по расчету пигментных индексов для донных отложений 
оз. Баторино и оценке их значимости. Анализ пигментных индексов, отражающих физиологическое 
состояние фитопланктона, показал, что более информативными для работы с донными отложениями 
являются следующие индексы: Е450 /Е480, Е480 /Е664, Е430 /Е664, Е430 /Е412. Предложены дополнительные 
индексы контроля чистоты экстракта, которые могут быть использованы в качестве критериев качества 
исследуемых проб и их пригодности для детального анализа спектров поглощения. 
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НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ БИОЛОГИЧЕСКОГО  
ДЕЙСТВИЯ ЭМОДИНА НА РАСТЕНИЯ

А. И. КОХАНОВСКИЙ 1), В. М. ЮРИН 2), Е. Ю. КОХАНОВСКАЯ 3)

1)Центральный ботанический сад НАН Беларуси, ул. Сурганова, 2В, 220012, г. Минск, Беларусь 
2)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь 

3)Белорусский государственный медицинский университет,  
пр. Дзержинского, 83, 220116, г. Минск, Беларусь

Эмодин, являющийся вторичным метаболитом многих растений, обладает широким спектром биологического 
действия на различные группы организмов, однако механизмы его воздействия на растения практически не изу
чены. Существует предположение, что эмодин может играть определенную роль в аллелопатии, попадая в почву 
с опавшими листьями. Цель исследования – установить влияние эмодина на ростовые процессы и гемсодержа-
щие ферменты. Проведенные эксперименты показали, что он оказывает ингибирующий эффект на корневую сис
тему Allium cepa, а также способствует инициации каталазной активности в корнях, при этом in vitro активность 
фермента каталазы под действием эмодина снижается. Выявлен возможный механизм инактивации фермента – 
взаимодействие эмодина с гемом. Дальнейшая детализация биологического действия эмодина позволит расши-
рить сферы его применения в защите растений, растениеводстве, а также определить роль данного соединения 
в экологии и физиологии растений.

Ключевые слова: эмодин; аллелопатия; вторичные метаболиты растений; Frangula; Rhamnaceae.
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Emodin, a secondary metabolite of many plants, has a wide spectrum of biological action on various groups of or-
ganisms, but the mechanisms of its action on plants are practically not studied. There is an assumption that emodin plays 
a certain role in allelopathy, getting into the soil with fallen leaves in the form of glycosides, which break down into 
emodin aglycones and are stored in the ecosystem. The aim of the study was to establish the effects of emodin on growth 
processes and its effect on heme-containing enzymes. It was found that emodin has an inhibitory effect on the root system 
of Allium cepa, and also promotes the activation of catalase activity in the roots. When studying the direct action of emo-
din on the activity of the catalase enzyme in vitro, it was found that the activity of the catalase enzyme decreases under 
the action of emodin. When studying the possible mechanisms of inactivation, it was found that emodin can interact with 
heme. Further detailing of the patterns of biological action of emodin will expand the scope of its application in plant 
protection, crop production, and also determine its role in plant ecology and physiology.

Keywords: emodin; allelopathy; plant secondary metabolites; Frangula; Rhamnaceae.

Введение
Эмодин (6-метил-1,3,8-тригидроксиантрахинон) является вторичным метаболитом многих растений. 

В частности, это соединение в виде гликозидов обнаружено во всех органах представителей рода кру-
шины (Frangula, Rhamnaceae), но у разных видов в разных соотношениях. Кора крушины содержит 
около 8 % антрахинонов, среди которых преобладают гликозиды эмодина [1, с. 85–87].

На лабораторных животных и культурах клеток млекопитающих достаточно хорошо исследовано 
биологическое действие эмодина, а именно его фармакологические и токсические эффекты. Так, по 
токсикологической номенклатуре эмодин – это среднетоксичное соединение, однако функции этого ве
щества для самого растения и его действие на другие растения мало изучены.

Поскольку эмодин обладает токсичностью, возникло предположение, что данный метаболит играет 
определенную роль в аллелопатии, так как попадает в почву с опавшими листьями в виде гликозидов. 
В результате физических и биологических процессов гликозиды распадаются на агликоны эмодина, 
которые стабильно сохраняются в экосистеме. Являясь активной формой, агликоны ингибируют рост 
проростков близлежащих растений. В ходе экспериментов было установлено, что эмодин подавлял 
рост проростков салата (Lactuca sativa), зеленого амаранта (Amaranthus viridis) и травы тимофеевки 
(Phleum pratense)  [2]. Так, при концентрации 0,005 % эмодин сильно замедлял рост рассады салата, 
а при концентрации более 0,01 % ингибировал рост корней и гипокотилей. Эмодин в дозах 10 –100 мг/л 
подавлял рост корней и побегов подсолнечника (Helianthus annuus) (LD50 – 45 мг/л) и кукурузы (Zea 
mays var. everte ) (LD50 – 65 мг/л). Следует отметить, что эмодин оказывал влияние и на всхожесть 
семян. К примеру, после применения эмодина в дозах 50 и 100 мг/л всхожесть семян подсолнечника 
с 98 % снизилась до 76 и 55 % соответственно [3]. 

Согласно исследованию in silico [4] эмодин способен образовывать соединения не только с белками, 
но и с гемом. Таким образом, одним из возможных механизмов биологического действия эмодина мо-
жет быть его взаимодействие с гемопротеинами, такими как цитохромы, пероксидазы, каталазы. 

Несмотря на то что эмодин обладает широким спектром биологического действия на различные груп-
пы организмов, сами механизмы его воздействия на растения практически не изучены.

Цель исследования  – установить биологическое действие эмодина на модельном организме луке 
репчатом (Allium cepa).

Материалы и методы исследования
В экспериментах использовали эмодин (code: 117755000, lot: А0348291, CAS: 518-82-1) компании 

Acros Organics (Бельгия). Спектры поглощения снимали на спектрофотометре Solar PV  1211 (Бела-
русь). Коэффициент молярного поглощения эмодина определяли в  0,2  моль/л фосфатном буферном 
растворе (ФБР) с рН 7,4. 
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Агликон эмодина практически нерастворим в воде, по этой причине приготовили коллоидный рас-
твор эмодина методом химической конденсации. Для этого эмодин растворили в 0,1 моль/л гидроксиде 
натрия с образованием фенолята эмодина. Затем полученный раствор добавили в ФБР (pH 7,4) в соотно-
шении 12 : 100, такое соотношение не приводит к сдвигу рН. В итоге гидроксид натрия нейтрализовался 
буферным раствором, а фенолят эмодина преобразовался в эмодин, который конденсировался с образо-
ванием коллоидного раствора с концентрацией эмодина 1,586 ⋅ 10– 4 моль/л. В данный раствор поместили 
часть пророщенных луковиц, контрольные луковицы погрузили в ФБР, интактные – в воду. Через 5 дней 
измерили массу корней по методике аллиум-теста [5]. 

Активность каталазы определяли методом Баха и Опарина [6, с. 44 – 47].
В качестве модельного гемопротеина использовали гемоглобин. В эксперименте к раствору гемогло-

бина с концентрацией 1,796 ⋅ 10– 4 моль/л последовательно добавляли раствор эмодина с концентрацией 
1,586 ⋅ 10– 4 моль/л и снимали спектр поглощения.

Статистическую обработку результатов проводили в программе Statistica 10. Для прямой при опре-
делении коэффициента молярного поглощения был получен 99,83  % порог значимости. Различия 
между двумя независимыми выборками оценивали по непараметрическому критерию Манна – Уитни 
(n = 3– 6 при α = 0,05).

Результаты и их обсуждение
При изучении токсического действия веществ на модельном организме Allium cepa хорошим макро-

показателем является прирост корневой системы, так как любое нарушение биологических функций 
клеток приводит к снижению прироста растений (рис. 1).

Из рис. 1 видно, что масса корней лука в растворе эмодина почти в 3 раза меньше, чем в воде. Исходя 
из этого, можно сделать вывод, что эмодин оказывает ингибирующее действие на корневую систему лука. 

Как известно, эмодин, обладая липофильными свойствами, способен преодолевать плазматиче-
ские мембраны, а также, согласно базе данных токсических веществ The Toxin and Toxin Target Data
base  (T3DB), может ингибировать цепи переноса электронов с образованием активных форм кисло-
рода, это, в  свою очередь, приводит к  активации антиоксидантной системы. Кроме того, в  ответ на 
чужеродные вещества в растительных клетках активируются биохимические системы трансформации 
веществ, при этом образуются активные формы кислорода и пероксид водорода. Пероксид водорода ин-
дуцирует экспрессию генов, участвующих в регулировании окислительного стресса  [7], что приводит 

Рис. 1. Действие эмодина на массу корней в аллиум-тесте: 
1 – луковицы в растворе эмодина; 2 – луковицы в ФБР; 3 – луковицы в воде;  

* – различия между выборками (n = 5) статистически значимы  
( p = 0,003 1, дисперсионный анализ Краскела – Уоллиса)

Fig. 1. The effect of emodin on the mass of roots in the allium test: 
1 – bulbs in emodin solution; 2 – bulbs in phosphate buffered saline; 3 – bulbs in water; 

* – differences between samples (n = 5) are statistically significant  
( p = 0.003 1, Kruskal – Wallis analysis of variance)



100

Журнал Белорусского государственного университета. Биология. 2021;2:97–103
Journal of the Belarusian State University. Biology. 2021;2:97–103

БГУ – столетняя история успеха

к увеличению каталазной активности в клетках. Следовательно, каталазная активность в тканях как 
биохимический показатель хорошо отражает физиологическое состояние растительного организма. 

С этой целью определено изменение каталазной активности в тканях корней лука, находившихся 
в растворе эмодина (рис. 2). 

Как видно из рис. 2, наибольшая каталазная активность наблюдается в тканях корней, имевших 
контакт с эмодином. Она почти на 70 % превышает каталазную активность корневой системы луковиц, 
помещенных в ФБР, и на 20 % – луковиц, помещенных в воду (отличия статистически значимы, n = 5, 
p = 0,010 6). Можно предположить, что высокая концентрация ионов натрия в ФБР способствовала 
снижению каталазной активности в корнях контрольной группы. В то же время эмодин инициировал 
каталазную активность в корнях. Это явление можно объяснить тем, что эмодин обладает свойством 
ингибирования цепи переноса электронов и способствует образованию активных форм кислорода, 
а это активирует антиоксидантную систему клеток.

Поскольку имеются сведения, что эмодин может взаимодействовать с белками и гемом, было про-
ведено исследование, позволяющее судить о способности эмодина инактивировать гемсодержащие 
ферменты in vitro (рис. 3).

Активность фермента каталазы под действием эмодина снижается, что указывает на способность 
эмодина инактивировать фермент in vitro (см. рис. 3). 

Как показали эксперименты с корешками лука, эмодин активирует антиоксидантную систему, о чем 
можно судить по увеличению каталазной активности в тканях. Однако in vitro эмодин снижает актив-
ность каталазы. Эта, на первый взгляд, парадоксальность может иметь вполне логичное объяснение. 
В эксперименте с корешками лука молекулы эмодина, проникая в клетки, опосредованно запускают 
антиоксидантную систему, кроме того, часть молекул эмодина могут прореагировать с большим чис-
лом молекул плазматической мембраны или цитоплазмы, что уменьшает вероятность взаимодействия 
с молекулами каталазы, чтобы инактивировать этот фермент. 

Для определения возможности взаимодействия эмодина с гемом in vitro в качестве доступной модели 
использовали гемсодержащий белок гемоглобин.

Сначала определили максимум поглощения для коллоидного раствора эмодина в ФБР (рис. 4).
Как видно из рис. 4, максимум поглощения у эмодина в ФБР при разных концентрациях наблюдается 

при 480 нм.
Затем к растворенному в ФБР гемоглобину с концентрацией 1,796 ⋅ 10– 4 моль/л последовательно до-

бавляли раствор эмодина с концентрацией 1,586 ⋅ 10– 4 моль/л и снимали спектры (рис. 5).

Рис. 2. Действие эмодина на каталазную активность в тканях корней лука: 
1 – луковицы в растворе эмодина; 2 – луковицы в ФБР; 3 – луковицы в воде; 

* – различия между выборками (n = 5) статистически значимы  
( p = 0,010 6, дисперсионный анализ Краскела – Уоллиса)

Fig. 2. Effect of emodin on catalase activity in onion root tissues: 
1 – bulbs in emodin solution; 2 – bulbs in the phosphate buffered saline; 3 – bulbs in water; 

* – differences between samples (n = 5) are statistically significant  
( p = 0.010 6, Kruskal – Wallis analysis of variance)
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Как видно из рис. 5, с каждым добавлением эмодина увеличивается оптическая плотность в области 
480 нм, что указывает на рост концентрации эмодина. При этом концентрация гемоглобина снижалась, 
следовательно, должна была уменьшиться и оптическая плотность при 414 нм, так как это максимум 
поглощения гема, но оптическая плотность раствора при этой длине волны увеличивалась с каждым 
добавлением раствора эмодина. 

Максимум поглощения в области 414 нм относится к так называемой полосе Соре, которая харак-
терна для всех тетрапиррольных макроциклов, в том числе гема, независимо от того, является он про-
стетической группой или находится в свободном виде. При этом любые физико-химические преобразо-
вания тетрапиррольных макроциклов (например, депротонизация) приводят к изменениям оптической 
плотности в области Соре [8]. Таким образом, в нашем эксперименте наблюдается взаимодействие 
эмодина с гемом, однако мы не располагаем данными, чтобы с уверенностью указать на физико-хими-
ческую природу этого взаимодействия. 

Рис. 3. Действие эмодина на активность каталазы in vitro: 
1 – каталаза с эмодином; 2 – каталаза без эмодина; 

* – различия между выборками (n1 = 4, n2 = 4) статистически значимы 
( р = 0,028 571, тест Манна – Уитни)

Fig. 3. Effect of emodin on catalase activity in vitro: 
1 – catalase with emodin; 2 – catalase without emodin; 

* – differences between samples (n1 = 4, n2 = 4) are statistically significant  
( p = 0.028 571, Mann – Whitney test)

Рис. 4. Спектры поглощения эмодина при его разных концентрациях в ФБР 
(× 10– 4 моль/л): 1 – 0,007 93; 2 – 0,015 85; 3 – 0,023 79; 4 – 0,031 72;  

5 – 0,039 65; 6 – 0,047 58; 7 – 0,055 51; 8 – 0,063 44; 9 – 0,071 37; 10 – 0,079 3; 11 – 0,087 23
Fig. 4. Light absorption spectra of emodin at different concentrations in phosphate buffered saline 

(× 10– 4 mol/L): 1 – 0.007 93; 2 – 0.015 85; 3 – 0.023 79; 4 – 0.031 72; 5 – 0.039 65;  
6 – 0.047 58; 7 – 0.055 51; 8 – 0.063 44; 9 – 0.071 37; 10 – 0.079 3; 11 – 0.087 23
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Для установления характера зависимости изменений оптической плотности от концентрации эмо-
дина проведен регрессионный анализ и определены коэффициенты линейной регрессии и их статисти-
ческая значимость (рис. 6). 

В данном случае регрессионный анализ указывает на статистическую значимость и линейный харак-
тер зависимости оптической плотности раствора гемоглобина при длине волны 414 нм от концентра-
ции эмодина с коэффициентом регрессии 0,002 510 ( р = 0,000 000 017), свободный член равен 0,300 831 
( р = 0,000 000 066). Так как происходит увеличение оптической плотности раствора гемоглобина, не-
смотря на снижение его концентрации, коэффициент регрессии имеет положительное значение. Это 
свидетельствует о взаимодействии эмодина с гемом, в противном случае коэффициент имел бы от-
рицательное значение. Из уравнения также видно, что оптическая плотность в полосе Соре увеличи
вается пропорционально количеству добавленного эмодина, что позволяет в дальнейшем при проведе-
нии фотометрического титрования определить точку эквивалентности, а также использовать гем как 
внутренний индикатор для количественного анализа эмодина. 

Рис. 5. Спектры поглощения раствора гемоглобина в присутствии эмодина: 
1 – гемоглобин (1,796 ⋅ 10– 4 моль/л); 2–12 – эмодин ((0,007 93– 0,087 23) ⋅ 10– 4 моль/л)

Fig. 5. Light absorption spectra of a hemoglobin solution with the addition of emodin: 
1 – hemoglobin (1.796 ⋅ 10– 4 mol/L); 2–12 – emodin ((0.007 93– 0.087 23) ⋅ 10– 4 mol/L)

Рис. 6. Зависимость оптической плотности  
раствора гемоглобина при 414 нм от концентрации эмодина

Fig. 6. Dependence of the optical density  
of a hemoglobin solution at 414 nm on the concentration of emodin
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Заключение
В результате проведенного исследования показано, что эмодин обладает ингибирующим действием 

на Allium cepa, при котором в тканях корней повышается каталазная активность. Это может быть связано 
с активацией антиоксидантной системы клеток, поскольку известно, что эмодин способен ингибировать 
цепь переноса электронов и способствовать образованию активных форм кислорода. На гемоглобине как 
модельном гемсодержащем белке было показано взаимодействие гема с эмодином, что может являться 
возможным механизмом нарушения функции гемсодержащих белков. Дальнейшая детализация биологи-
ческого действия эмодина позволит расширить сферы его применения в защите растений, растениевод-
стве, а также определить роль данного соединения в экологии и физиологии растений.
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