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ВВЕДЕНИЕ

Биотехнология наряду с информационными и нанотехноло-
гиями является одним из основных условий инновационного 
развития страны и обеспечивает решение важнейших проблем 
медицины, сельского хозяйства, экологии. Важность развития 
биотехнологической индустрии определяется двумя факторами: 
социальным и экономическим. К социальному фактору можно 
отнести улучшение качества жизни людей в результате повыше-
ния возможностей медицины, прогресса в решении пищевой, 
энергетической и других глобальных проблем человечества;  
к экономическому – создание индустрией большого количества 
высокооплачиваемых рабочих мест и повышение доходов адми
нистративно-территориальных единиц, на которых расположе-
ны биотехнологические предприятия. Принимая во внимание 
важность данных факторов, многие эксперты считают, что имен
но биотехнологическая индустрия будет одной из наиболее важ-
ных отраслей мировой экономики в XXI веке, определяющей 
положение наций на мировой арене. При этом следует отметить, 
что если социальный фактор рассматривается скорее в долго-
срочной перспективе, то второй – экономический – приносит не-
медленный результат. Как следствие, капиталоемкая, наукоем-
кая, в большинстве случаев экологически чистая, требующая 
большого количества высококвалифицированных сотрудников 
и стимулирующая развитие многих смежных индустрий био-
технологическая отрасль рассматривается центральными и ре-
гиональными органами управления во многих странах как иде-
альный выбор для модели экономического развития своих тер-
риторий. Более того, в мире ведется ожесточенная борьба между 
странами и регионами за привлечение биотехнологических 
предприятий на свои территории.
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В комплексе с фармацевтикой биоиндустрия занимает 
третье место по капитализации среди ведущих секторов миро-
вой экономики, уступая только банковскому и нефтегазовому.  
В Евросоюзе оборот сектора биоэкономики, основой которого 
являются биотехнологии, составил 1,5 трлн евро, в нем занято 
около 10% трудоспособного населения.

США, Евросоюз, Китай, Индия, Япония, Бразилия и многие 
другие государства рассматривают биотехнологии в качестве 
ключевого направления своего развития и интенсивно развива-
ют биотехнологическую промышленность, приняв соответству-
ющие национальные программы, разработав законодательную 
базу, обеспечив необходимые экономические преференции сво-
ей биоиндустрии.

На долю России приходится менее 1% мирового биотехноло-
гического рынка (для сравнения: доля США – более 40%). Тем 
не менее рынок биотехнологий России является наиболее дина-
мично развивающимся (с темпами роста 15–20% в год), сохра-
нился потенциал в сфере подготовки кадров, научных школ  
и технологических разработок, имеется колоссальная биоре-
сурсная база. В соответствии с решением Правительственной 
комиссии по высоким технологиям и инновациям от 1.04.2011 г. 
в России подготовлена Государственная координационная про-
грамма развития биотехнологии на 2011–2015 гг. и на период до 
2020  г., направленная на преодоление отставания в сфере био-
технологии и формирование биотехнологического потенциала, 
отвечающего современным тенденциям мирового развития. На 
сегодняшний день в России наиболее развиты направления, свя-
занные с медициной и фармацевтикой, так называемая «красная 
биотехнология». На ее долю приходится более 60% биотехноло-
гического рынка и основная доля инвестиций. Развивается так-
же агробиотехнология, включая пищевую. Другие направления 
биотехнологии в России пока не получают должного внимания, 
хотя в мире они сегодня выходят на первый план (промышлен-
ная биотехнология, биоэнергетика и др.).

Беларусь значительно отстает от развитых стран мира в об-
ласти биотехнологии. В 1990-е гг. производство продукции ми-
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кробного синтеза и затраты на развитие биотехнологии резко 
сократились. Это привело к тому, что республика сегодня зави-
сит от экспорта: ежегодно в страну поставляется биотехнологи-
ческой продукции на сумму 300 млн долл. США. В связи с этим 
государством предпринят ряд мер по выходу из создавшейся си-
туации: биотехнология определена одним из приоритетов науч
но-технической деятельности Республики Беларусь и поддержи-
вается государственными программами различного уровня. 
Институт микробиологии НАН Беларуси, как ведущее научно-
исследовательское учреждение страны в области микробиоло-
гии и биотехнологии, координирует программы научных при-
кладных исследований, которые характеризуются преемствен-
ностью и обеспечивают полный инновационный цикл разработок 
от идеи до внедрения.

Методами адаптивной селекции, генетической и физиологи-
ческой инженерии получены уникальные штаммы микроорга-
низмов – объекты биотехнологий, изучены их физиолого-биохи
мические особенности, разработаны принципиальные подходы 
получения целевых продуктов на их основе в интересах про-
мышленности, медицины, сельского хозяйства и охраны окру-
жающей среды. На основе промышленно-ценных штаммов ми-
кроорганизмов разработаны конкурентоспособные технологии 
получения биопрепаратов различного назначения, освоено их 
опытно-промышленное производство. В Биотехнологическом 
центре Института и на предприятиях микробиологического про
филя по разработкам Института в 2006–2010  гг. произведено 
биоконсервантов, микробных удобрений, ферментных и пробио
тических препаратов, биологических средств защиты растений, 
кормовых и пищевых добавок, субстанций для лекарственных  
и диагностических препаратов на сумму около 18 млрд руб.

В настоящее время проводятся исследования по совершен-
ствованию ресурсной базы биотехнологии, созданию лекар-
ственных препаратов нового поколения – фармакологически 
важных наноструктурированных белков, нуклеиновых кислот  
и их компонентов, расширению сферы использования фермен-
тов и биокаталитических технологий, разработке биологических 



6

средств профилактики и защиты растений и животных, приро-
доохранных технологий. Разработка новых биотехнологий ори-
ентирована на широкое использование современных молеку- 
лярно-биологических методов исследований, получение генно-
инженерных штаммов – суперпродуцентов биологически 
активных веществ, усовершенствование ферментационных про-
цессов с использованием методов иммобилизации микробных 
клеток и специального программного обеспечения, разработку 
оптимальных товарных форм биопрепаратов.

Для реализации государственной политики в области био-
технологий и развития в Республике Беларусь конкурентоспо-
собного биотехнологического сектора экономики требуется при-
нятие ряда конструктивных решений по консолидации научного 
и производственного ресурсов. В этой связи рассматривается 
вопрос о создании в стране Государственного научно-производ
ственного объединения, деятельность которого будет направле-
на на разработку и реализацию механизмов, обеспечивающих 
экономические, информационные и другие связи между иссле-
дованиями и разработками в области биотехнологии; освоение 
производства новых видов конкурентоспособной продукции; 
формирование внутреннего и внешнего рынка биотехнологи-
ческой продукции, решение задач импортозамещения, валютос-
бережения, а также экспортных поставок, что в совокупности 
обеспечит развитие биотехнологической отрасли страны и су-
щественно повысит ее вклад в народное хозяйство.

В сборнике проанализированы основные тенденции разви-
тия биотехнологии в современный период, обобщены результа-
ты исследований сотрудников Института в области микробного 
синтеза биологически активных соединений и разработки тех-
нологий получения биопрепаратов для сельского хозяйства, ме-
дицины, промышленности, защиты окружающей среды.
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УДК 579.6+604.2+604.4+606

Э. И. КОЛОМИЕЦ

ИННОВАЦИОННЫЕ БИОТЕХНОЛОГИИ  
В ЭКОНОМИКЕ РЕСПУБЛИКИ БЕЛАРУСЬ

Представлены материалы по созданию и освоению в производстве отече-
ственных биотехнологий для сельского хозяйства, пищевой промышленно-
сти, здравоохранения и охраны окружающей среды.

Для большинства развитых стран экономика XXI века ассо-
циируется с нано- и биотехнологиями. Продукция, получаемая 
сегодня в мире с помощью промышленных биотехнологий, име-
ет выход практически во все отрасли народного хозяйства.  
В энергетике это различные виды биотоплива (бутанол, этанол, 
биодизель, биогаз и др.), в медицине – сырье для фармацевтиче-
ской промышленности и биофармацевтические технологии,  
в сельском хозяйстве – кормовой белок, аминокислоты, средства 
защиты растений и животных, микробные удобрения, в пище-
вой промышленности – ферменты, сахарозаменители и др. 
Фактически биотехнологии решают глобальную проблему пере-
хода от использования невозобновляемых ресурсов к возобнов-
ляемому сырью, что является важной геополитической задачей.

Основными целями социально-экономического развития 
Республики Беларусь до 2020  г. являются повышение уровня 
конкурентоспособности белорусской экономики и ее экспортно-
го потенциала за счет переоснащения и создания новых произ-
водств в промышленности, АПК, энергетике, медицине и дру-
гих отраслях народного хозяйства [1]. В связи с этим большие 
надежды возлагаются на развитие биотехнологии как наиболее 
высокотехнологичной отрасли, базирующейся на передовых до-
стижениях науки и техники.

Научные исследования и разработки в области биотехноло-
гии отнесены к разряду приоритетных направлений научно-
технической деятельности Республики Беларусь [2] и поддер- 
живаются рядом государственных программ. Так, Беларусь  
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выступила инициатором создания межгосударственной целевой 
программы ЕврАзЭС «Инновационные биотехнологии», направ
ленной на скорейшее продвижение стран Евразийского эконо-
мического сообщества на мировые позиции в области биотехно-
логии.

Головной организацией – разработчиком и исполнителем про
граммы – определен Институт микробиологии НАН Беларуси –  
ведущий исследовательский центр республики в области микро-
биологии и биотехнологии. В настоящее время Институт рас- 
полагает целым рядом апробированных научно-технических 
разработок для медицины, сельского хозяйства и защиты окру-
жающей среды, характеризующихся высокой степенью новизны, 
эффективностью, готовых к промышленному внедрению.

При поддержке Государственной программы инновационно-
го развития Республики Беларусь на базе института создано со-
временное опытно-промышленное биотехнологическое произ-
водство, обеспечивающее возможность реализации оригинальных 
технологий глубинного культивирования микроорганизмов-про
дуцентов, разработки конкурентоспособных товарных форм 
биопрепаратов и выпуск биопрепаратов различного назначения. 
В ближайшие годы при научном сопровождении института пла-
нируется обеспечить выпуск биотехнологической продукции  
в республике в объемах, превышающих 1000 т жидких препара-
тов в год.

Отечественные биотехнологии для сельского хозяйства. 
Для Республики Беларусь актуальность промышленного произ-
водства и широкого применения в растениеводстве и животно-
водстве биотехнологической продукции обусловлена, с одной 
стороны, необходимостью обеспечения экологической безопасно-
сти и конкурентоспособности производимой сельскохозяйствен-
ной продукции, а с другой стороны – высокой стоимостью энер-
гетических и сырьевых ресурсов для производства минеральных 
удобрений и пестицидов, что инициирует поиск альтернативных 
источников питания растений и животных и систем их защиты.

В ходе реализации заданий государственных программ в сфе
ре биотехнологии Институтом разработано свыше 20 препара-
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тов для АПК, характеризующихся высокой степенью новизны, 
эффективностью, готовых к промышленному внедрению. Из них 
14 созданы и внедрены за последние 3 года. В их числе:

Биоконсервант растительного сырья ЛАКСИЛ-М (ТУ 
РБ  100289066.066-2010), предназначенный для силосования рас-
тительного сырья, в том числе и трудносилосуемого, отличи-
тельной особенностью которого является его многокомпонентный 
состав – наличие четырех штаммов молочнокислых бактерий со 
взаимодополняющими свойствами и выраженной антагонисти-
ческой активностью по отношению к возбудителям аэробной 
порчи силоса, что обеспечивает повышение аэробной стабиль-
ности корма на 12–15%. Норма расхода жидкого препарата – 1 л 
на 15 т силосуемого сырья. Стоимость препарата в расчете на 1 т 
силосуемого сырья в 1,3–10 раз ниже, чем известных зарубеж-
ных аналогов (Биотроф, Лактофлор, Биосил, Биомакс) [3].

Производственные мощности предприятия-изготовителя РУП 
«Энзим» концерна «Белбиофарм» позволяют в сезон произвести 
свыше 1500 т биоконсерванта и обеспечить 100%-ное импорто-
замещение. Научное сопровождение производства Институтом 
микробиологии НАН Беларуси – разработчиком биопрепарата 
Лаксил-М, гарантирует высокое качество производимой про- 
дукции.

Биоудобрения: ВОГАЛ (ТУ  РБ  100289066.048-2009) на  
основе местных штаммов клубеньковых бактерий Rhizobium 
galegae, увеличивает обеспеченность растений азотом, повыша-
ет продуктивность галеги восточной в 1,5 раза; БИОЛИНУМ 
(ТУ ВУ 100289066.037-2007), предназначенный для предпосевной 
обработки семян льна-долгунца, содержит азотфиксирующие  
и фосфатмобилизующие бактерии, повышает урожайность и устой-
чивость культуры к болезням; ГОРДЕБАК (ТУ ВУ 100289066.046-
2009) для предпосевной обработки семян и вегетирующих рас-
тений пивоваренного ячменя; применение препарата эквивалент-
но дополнительному внесению 15–20% минерального азота и 20% 
фосфора на гектар, обеспечивает снижение содержания белка  
в зерне на 0,2–0,4%; РИЗОФОС (ТУ  ВY  100289066.041-2008) для 
предпосевной обработки семян многолетних бобовых культур: 
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галеги восточной, люцерны, клевера; обеспечивает прибавку 
урожая зеленой массы и семян на 20–30%; чистый доход от при-
менения составляет 177–482  тыс.  руб/га; СОЯРИЗ (ТУ ВY 
100289066.065-2010), препарат на основе клубеньковых бактерий 
для предпосевной обработки семян сои; интенсифицирует про-
цесс биологической фиксации азота и повышает урожайность 
сои на 10–15% без внесения азотных удобрений [4–6]. Объемы 
производства биоудобрений, разработанных Институтом ми-
кробиологии НАН Беларуси, представлены на рис. 1.

По ростостимулирующей активности разработанные отече-
ственные биоудобрения не уступают зарубежным аналогам – 
препаратам Ризоторфин, Агрофил, Мизорин, Ризоаргин, Азори
зин, Флавобактерин, Экстрасол (Россия), Ризобофит, Диазофит, 
Алкалигин, Ризоэнтерин, Фосфоэнтерин (Украина), предпочти-
тельны для использования в нашей стране, поскольку базируются 
на местных штаммах ризобактерий, адаптированных к почвам и 
климатическим условиям Беларуси и имеют более низкую стои-
мость (1,7–3,0 долл. США/га, в то время как вышеперечисленных 
зарубежных аналогов – 2,4–16 долл. США/га).

Средства защиты растений: биопрепарат БЕТАПРО
ТЕКТИН (ТУ РБ 100289066.045-2008), предназначен для защи-
ты сахарной и столовой свеклы от кагатной гнили при хране-
нии, обеспечивает снижение вредоносности и степени развития 
заболевания на 50 и 64% соответственно; ЭКОГРИН (ТУ РБ 

Рис. 1. Объемы производства микробных удобрений, разработанных 
Институтом микробиологии НАН Беларуси
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100289066.070-2010), предназначен для защиты овощных культур 
от болезней в условиях малообъемной гидропоники. Приме
нение препарата сдерживает распространение и развитие серой 
гнили в среднем на 15,3% и снижает пораженность огурца на 
51,8% [7]. Объемы производства биопестицидов, разработанных 
Институтом микробиологии НАН Беларуси, представлены на 
рис. 2.

Пробиотические препараты для животноводства: БИ
ЛАВЕТ (ТУ  РБ  100289066.042-2009) и Лактимет (ТУ  РБ  
100289066.052-2009) на основе молочнокислых и бифидобакте-
рий. Препараты подавляют жизнедеятельность патогенных ми-
кроорганизмов, способствуют снижению заболеваемости мо-
лодняка животных на 40–45%. Лечебно-профилактическая эф-
фективность обеспечивается уникальными свойствами бактерий 
и составляет 80–90%. Возможно применение в сочетании со 
средствами заместительной терапии, антибактериальными пре-
паратами. Экономическая эффективность от применения препа-
ратов составляет 5,8 руб. на 1 рубль затрат; БАЦИНИЛ (ТУ РБ  
100289066.053-2009) на основе спорообразующих бактерий рода 
Bacillus предназначен для коррекции микробоценоза желудоч
но-кишечного тракта и стимуляции иммунной системы сельско-
хозяйственных животных. Лечебно-профилактическая эффектив
ность препарата составляет 93–96%, среднесуточный прирост 
живой массы – 15–20%; ВЕТОСПОРИН (ТУ BY 100289066.064-

Рис. 2. Объемы производства биопестицидов, разработанных Институтом 
микробиологии НАН Беларуси
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2010) в форме геля, предназначен для профилактики и лечения 
гнойно-некротических поражений кожных покровов животных, 
обладает широким спектром действия против условно-патоген
ных и патогенных микроорганизмов, способствует ускоренному 
заживлению ран (на 8 дней раньше, чем в контроле); лечеб- 
но-профилактическая кормовая добавка ЛИПОКАР (ТУ  РБ 
600049853.044-2009) на основе гриба трутовика серно-желтого. 
Использование кормовой добавки Липокар в промышленном 
птицеводстве обеспечивает увеличение среднесуточных приве-
сов птицы на 1,7 г и сохранность поголовья на 0,9%. Благодаря 
высокому содержанию каротиноидов (не менее 10 мг/г) и низкой 
стоимости (150,0–180,0  тыс. руб. за 1 кг) превосходит бельгий-
ский препарат «Оро Гло сухой» (содержание каротиноидов – 
7 мг/г, стоимость 230,0–250,0 тыс. руб.); биопрепарат ЭНАТИН 
(ТУ РБ 100289066.039-2007), предназначенный для санации по-
мещений животноводческих комплексов и профилактики ин-
фекционных заболеваний сельскохозяйственных животных. 
Снижает численность условно-патогенной и патогенной ми-
крофлоры на 78–100%; кормовая добавка ДКМ на основе мо-
лочнокислых бактерий – предназначена для обогащения корма 
биологически активными веществами, повышения коэффи- 
циента перевариваемости основных питательных веществ. 
Объемы производства ДКМ представлены на рис. 3. Ее приме-
нение в качестве компонента корма телят приводит к сниже-
нию заболеваемости желудочно-кишечного тракта, нормализа-

Рис. 3. Объемы производства кормовой добавки ДКМ
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ции процессов пищеварения, увеличению привесов (на 15–25%) 
[8–11].

Все разработанные биопрепараты прошли государственную 
регистрацию и рекомендованы для использования в сельском 
хозяйстве республики. За период 2006–2010  гг. произведено  
и реализовано указанных биопрепаратов на сумму свыше 
17 млрд руб. По технико-экономическим показателям разрабо-
танные препараты не уступают зарубежным аналогам и вносят 
реальный вклад в решение проблемы импортозамещения.

Отечественные биотехнологии для пищевой промышлен-
ности. Стратегической задачей современной пищевой техноло-
гии является создание функциональных продуктов питания, 
обеспечивающих поддержание и активизацию жизненно важ-
ных функций человека. Особая роль при этом отводится фер-
ментированным молочным продуктам, производство которых  
в Беларуси преимущественно базируется на использовании им-
портных бактериальных заквасок. Так, в 2010 г. объем импорта 
бакконцентратов для молочной промышленности превысил 
29 млн долл. США. В связи с этим чрезвычайную актуальность 
представляет создание современных отечественных наукоемких 
технологий получения бактериальных концентратов и организа-
ция их промышленного производства. В настоящее время в ре-
спублике строится завод по производству криозамороженных 
бакконцентратов мощностью 115,5  т в год, из которых 80,5  т 
предназначается на внутренний рынок, а 35  т – на экспорт. 
Производство будет основано на разработках белорусских уче-
ных [12].

Значительную ценность представляют пищевые добавки на 
основе лекарственных грибов с высокой иммуностимулирую-
щей, противоопухолевой, гепатопротекторной, антиоксидант-
ной, антимикробной, противовирусной и сорбционной актив-
ностями. Лекарственные грибы широко используются в стра-
нах Юго-Восточной Азии, Западной Европы, Канаде, США, из 
стран СНГ – в Украине, России. На их основе готовят БАДы, 
лекарственные препараты, кормовые добавки, экстракты, энер-
готоники.
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В Беларуси лечебно-профилактические грибные препараты 
иммуностимулирующего и антиоксидантного действия (Лентин, 
Диалентин, Рейшидин и Летипорин на основе фармкультур гри-
бов шиитаке, рейши и серно-желтого трутовика) производятся 
на УП «Диалек» концерна «Белбиофарм» по разработкам 
Института микробиологии НАН Беларуси. Перспективным яв-
ляется расширение работ с грибами рода Cordyceps, которые по 
скорости роста в 1,5–2 раза превосходят другие виды лекар-
ственных грибов и отличаются высоким содержанием иммуно-
стимулирующих полисахаридов.

Отечественные биотехнологии для здравоохранения. По 
итогам 2009 г. емкость фармацевтического рынка Беларуси оце-
нивалась в 615 млн долл. США. Доля белорусских лекарств со-
ставляла 23% рынка в стоимостном выражении и 55% – в нату-
ральном. Однако в основе отечественных препаратов большой 
удельный вес занимают импортные субстанции, в том числе по-
лученные на основе традиционных процессов микробиологиче-
ского синтеза. Создание конкурентоспособных отечественных 
аналогов требует наличия генно-модифицированных штаммов 
микроорганизмов – продуцентов биологически активных ве-
ществ. Работы, проведенные в этом направлении в Институте 
микробиологии НАН Беларуси, позволили создать генно-инже
нерные штаммы – суперпродуценты фармакологически важных 
ферментов нуклеинового обмена, необходимых для получения 
противоопухолевых лекарственных препаратов. С использовани-
ем этих ферментов совместно с ИБОХ НАН Беларуси раз- 
работаны и внедрены в производство технологии получения  
субстанций противоопухолевых препаратов Лейкладин и Флу
дарабел. Замена традиционных биокатализаторов на рекомби
нантные позволила отказаться от использования крупногаба-
ритного ферментационного оборудования, снизить расходы пита-
тельных сред, энерго- и трудозатраты, удешевить себестоимость 
синтезируемых фармсубстанций [13,  14]. Валютосбережение за 
счет поставки на рынок произведенных партий препаратов 
Лейкладин и Флударабел в период 2006–2009 гг., по данным РУП 
«Белмедпрепараты», составило практически 2 млн долл. США.
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К важным биотехнологическим разработкам медицинского 
назначения относится также технология получения ферментно-
го препарата глюкозооксидазы, который используется для про-
изводства датчиков «Глюкосен», предназначенных для опреде-
ления содержания глюкозы в крови. В Биотехнологическом цен-
тре Института в период с 2005 по 2010  гг. наработано свыше 
1,5  млн  ед. активности глюкозооксидазы, на основе которой  
в УП «Минский НИИ радиоматериалов» изготовлено и реализо-
вано больным сахарным диабетом более 1 млн амперометриче-
ских биосенсоров «Глюкосен» (рис. 4). Экономия за счет импор-
тозамещения составила при этом свыше 550 млн руб. [15–18].

Природоохранные биотехнологии. Необходимость реше-
ния проблем загрязнения окружающей среды, возникающего  
в результате антропогенного воздействия, инициирует развитие 
экологической биотехнологии. Мировой рынок технологий для 
охраны окружающей среды в настоящее время оценивается  
в 235 млрд долл., причем от 25 до 40% приходится на долю био-
технологий.

Разработки белорусских ученых направлены на комплекс-
ную очистку вентвыбросов и промышленных стоков от токсич-
ных загрязнений (технологии внедрены на 23 предприятиях 
Беларуси, России, Украины), биоремедиацию почв и воды, за-
грязненных нефтью.

Рис. 4. Производство биосенсоров «Глюкосен» на основе отечественной  
глюкозооксидазы
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Разработанные микробные препараты Экобел и Родобел для 
очистки почвы и воды от нефти и продуктов ее переработки по 
деструктивной активности не уступают лучшему российскому 
аналогу Деворойлу (степень деградации алифатических и аро-
матических компонентов нефти – 95%), а по стоимости – в 5 раз 
дешевле. Препараты прошли успешную апробацию на предпри-
ятиях и хозяйствах республики и за рубежом. Их применение 
обеспечивает ликвидацию нефтяных загрязнений с уровнем за-
грязнения 10 кг/м2 в срок до 5 месяцев. 

Методы биоремедиации почв, основанные на использовании 
метаболического потенциала биологических объектов, являют-
ся наиболее предпочтительными благодаря их экологической 
безопасности, экономичности, высокой степени очистки. В связи 
с этим созданные препараты востребованы в республике. Так,  
в I кв. 2011 г. по заказу ОАО «Гомельтранснефть Дружба» произ-
ведено и реализовано для проведения работ по очистке почвы от 
нефтяных загрязнений 15 т биопрепарата Экобел.

Имеющийся в республике научный задел (наличие коллек-
ций бактерий – деструкторов нефти, нефтепродуктов и других 
стойких токсикантов, опыт создания технологий очистки почвы 
и сточных вод от промышленных загрязнений) создает основу 
для внедрения высокоэффективной системы природоохранных 
мероприятий как в республике, так и за рубежом [19–21].

Биотехнологии в решении энергетических проблем. Со
гласно общемировой статистике, биотопливо является одним из 
наиболее развитых сегментов рынка возобновляемых источни-
ков энергии. К наиболее перспективным продуктам биотоплив-
ной индустрии относят биоэтанол, биобутанол и биогаз, полу-
чаемые в процессе сбраживания различных видов органическо-
го сырья, включая сельскохозяйственные и промышленные 
отходы, микроорганизмами.

В целях решения проблем биоэнергетики в республике про-
водится комплекс исследований по разработке технологии про-
изводства биобутанола [22], перепрофилированию действующих 
спиртовых заводов на выпуск топливного этанола, созданию 
разветвленной сети биогазовых установок. Приоритетность раз-
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вития биотехнологических производств аргументируется их от-
носительно низкой энергоемкостью и материалоемкостью, а так
же возможностью использования возобновляемых источников 
сырья и отходов производства. Экологичность биотехнологиче-
ских проектов также служит существенным аргументом в поль-
зу их внедрения и широкого практического использования [23].

Разработанные биотехнологии и созданные микробиологи-
ческие производства способствуют формированию внутреннего 
рынка биотехнологической продукции; решению задач импор-
тозамещения и валютосбережения; повышению качества про-
дуктов питания вследствие использования в растениеводстве  
и животноводстве экологически безопасных средств защиты, 
удобрений, пробиотиков; увеличению продуктивности сельско-
хозяйственных культур и животных, их устойчивости к болез-
ням и техногенным стрессам; повышению доли возобновляемых 
источников энергии в энергобалансе; повышению эффективно-
сти использования биоресурсов, экологической биобезопасности 
страны; обеспечению трудозанятости населения Республики 
Беларусь.
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E. I. KOLOMIETS

INNOVATION BIOTECHNOLOGIES IN BELARUS ECONOMY

Data are presented on elaboration and large-scale application of national bio
technologies for agriculture, food industry, medicine and environmental protection.

УДК 579.082

И. С. ВАЖИНСКАЯ, Г. И. НОВИК, А. В. КАНТЕРОВА, 
А. В. СИДОРЕНКО, Д. В. РАХУБА

БЕЛОРУССКАЯ КОЛЛЕКЦИЯ  
НЕПАТОГЕННЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ –  
ОБЪЕКТ НАЦИОНАЛЬНОГО ДОСТОЯНИЯ

Лаборатория «Коллекция микроорганизмов»

Статья содержит краткую историю организации и развития Белорусской 
коллекции непатогенных микроорганизмов – объекта национального достоя-
ния Республики Беларусь. Коллекция является основным республиканским 
хранилищем генофонда микроорганизмов, представляющих интерес как для 
проведения научно-исследовательских разработок, так и для создания новых 
биотехнологий. Представлен перечень культур микроорганизмов, поддержи-
ваемых в общедоступном фонде коллекции.
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Формирование и сохранение генетического фонда микроор-
ганизмов имеет огромное значение в развитии микробиологиче-
ской науки и промышленности. Микробиология и биотехноло-
гия в настоящее время – это единый комплекс, причем страны  
с наиболее крупными коллекциями микробных культур, как 
правило, были и первыми организаторами новых микробиоло-
гических производств. Развитие теоретической и прикладной 
микробиологии всегда было неразрывно связано с поиском и от-
бором микроорганизмов, обладающих определенными свойства
ми. Из опыта экономического развития передовых стран оче- 
видно, что своевременное и быстрое использование открытий  
в микробиологии, молекулярной биологии, биохимии и других 
отраслях науки и производства неотделимы от наличия в стране 
коллекций, которые являются надежным хранилищем микроор-
ганизмов и клеточных культур. Такие коллекции имеют посто-
янную поддержку государства, так как сохраняют биотехноло-
гические объекты, которые характеризуются высокой стоимо-
стью и во многом определяют будущее экономики страны [1–4].

Коллекция культур микроорганизмов в Институте микро-
биологии была организована в 1974 г. Основная ее задача заклю-
чалась в поддержании жизнеспособности и исключении диссо-
циации штаммов, выделенных из природных источников, селек-
ционированных сотрудниками института, а также полученных 
из других коллекций. Особое внимание уделялось сохранению 
свойств микроорганизмов, имеющих биотехнологический по-
тенциал. С 1987 г. коллекция Института микробиологии явля-
лась соисполнителем программы «Создание информационных 
банков данных о штаммах микроорганизмов стран – членов 
СЭВ». Был составлен указатель микроорганизмов, поддержи- 
ваемых в коллекциях стран СЭВ, куда вошли сведения о кол- 
лекционном фонде Института микробиологии НАН Беларуси,  
и хотя СЭВ уже давно не существует, безотказная помощь кол-
лекций культур бывшего СССР и прежде всего ВКМ имела 
огромное значение при организации коллекционной работы в Бе
ларуси [5]. В 1988 г. коллекция Института микробиологии, в ко-
торой поддерживалось 360 штаммов микроорганизмов различ-



21

ных таксономических групп, была зарегистрирована в Ассоциа
ции коллекций микроорганизмов СССР и являлась единственной 
в республике коллекцией с официально зарегистрированным акро
нимом «БИМ» и номером «14» [6].

С 1993  г. Белорусская коллекция непатогенных микроорга-
низмов (БКМ) является депозитарием непатогенных микроорга-
низмов и проводит депонирование промышленно ценных штам-
мов с целью дальнейшей патентной процедуры в рамках законо-
дательства Республики Беларусь. В настоящее время по форме 
«Национальное патентное депонирование» в коллекции хранит-
ся более 100 штаммов.

Сотрудники коллекции поддерживают культуры в жизне-
способном состоянии без потери их ценных свойств, фиксируют 
информацию о валидности родовых и видовых названий, уточ-
няют списки официально принятых синонимов. При составле-
нии паспортов на штаммы сотрудники руководствуются стан-
дартными правилами, разработанными в крупнейших мировых 
коллекциях микроорганизмов, кроме того, заполняются паспор-
та по форме WFCC (Всемирной федерации коллекций культур), 
ведется работа по оптимизации методов длительной консерва-
ции культур различных таксономических групп [7–9].

Научное и практическое значение БКМ в последнее вре- 
мя значительно возросло, поскольку в республике уделяется 
большое внимание созданию биотехнологий, основой кото-
рых являются промышленно ценные микроорганизмы-про
дуценты. Коллекционный фонд не только увеличился в видо-
вом отношении, но обновился качественно, так как постоян-
ная ревизия и верификация культур гарантирует отсутствие 
их контаминации и ошибочной идентификации. В 2002  г. 
БКМ зарегистрирована как объект № 5 в Государственном 
реестре объектов, составляющих национальное достояние 
(постановление Совета Министров Республики Беларусь № 758 
от 11.06.2002 г.). В настоящее время это крупнейший депози-
тарий в республике генофонда типовых, промышленно цен-
ных и референтных штаммов микроорганизмов. Коллекция 
способна обеспечивать учебные, научно-исследовательские 
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организации и промышленность культурами, имеющими на-
учный и практический интерес.

Рост числа коллекций, а также специфика их работы, требу-
ющая постоянных контактов, привели к объединению усилий 
для решения общих задач, поэтому стали создаваться объедине-
ния на региональном, национальном и международном уровнях. 
Среди таких объединений особое место занимает WFCC, кото-
рая оказывает содействие созданию и поддержанию коллекций 
микроорганизмов и клеточных линий, налаживанию контактов 
между коллекциями разных стран и коллекций с пользователя-
ми. В 2007 г. БКМ была зарегистрирована во Всемирной феде
рации коллекций культур (WFCC-MIRCEN World Data Centre  
for Microorganisms, WDCM) с акронимом BIM под номером 909.

В настоящее время в коллекции хранится свыше 1200 штам-
мов бактерий, бактериофагов, мицелиальных и дрожжевых гри-
бов, представляющих научный или практический интерес для 
биотехнологических производств. Культуры поддерживаются 
высококвалифицированными микробиологами, используется 
современное оборудование, необходимое для осуществления 
длительного хранения культур без потери жизнеспособности  
и характерных свойств. Периодически издается Каталог культур 
микроорганизмов, поддерживаемых в Институте микробиоло-
гии НАН Беларуси [10].

Особую ценность представляют микроорганизмы с промыш-
ленно полезными свойствами, к которым проявляется большой 
коммерческий интерес. Это продуценты различных биологиче-
ски активных соединений, деструкторы токсичных органических 
соединений и др. Коллекционный фонд микроорганизмов сохра-
няется методами лиофилизации, криоконсервации, а также пери-
одическими пересевами культур на плотные питательные среды.

В БКМ имеется общедоступный фонд микроорганизмов, отку-
да пользователи могут получить необходимые штаммы. Фонды, 
где культуры хранятся по формам «Национальное патентное депо-
нирование» и «Гарантийное хранение», не являются общедоступ-
ными, культуры из них можно получить только по специальному 
разрешению авторов штаммов. Осуществляется обмен культурами 



23

с ведущими коллекциями СНГ и стран дальнего зарубежья. Со
трудники БКМ проводят работу по выделению микроорганизмов 
из природных источников на территории Беларуси. Роль коллекций 
культур как механизма, гарантирующего не только сохранение ми-
кроорганизмов, но и делающего их доступными для изучения и ис-
пользования в народном хозяйстве, чрезвычайно велика. В послед-
нее время формируется подход к микробным культурам, выделяе-
мым на территории государства, как к национальному достоянию, 
и их изучение имеет особую актуальность.

На протяжении многих лет БКМ сохраняет за собой статус 
ведущего центра коллекционной работы в Республике Беларусь, 
где специалисты сохраняют генофонд микроорганизмов ex situ, 
что является одной из основных задач микробиологии. Наряду  
с проблемами, связанными с гарантией сохранения жизнеспо-
собности и характерных особенностей культур, в коллекции по-
стоянно ведутся исследования, связанные с идентификацией 
микроорганизмов различных таксономических групп. Сотруд
ники коллекции постоянно оказывают консультативную по-
мощь по вопросам культивирования и поддержания микроорга-
низмов, по валидности родовых и видовых названий культур, 
уточняют списки синонимов. Для подтверждения сохранения 
диагностических свойств культур различных таксономических 
групп, периодически осуществляется контроль морфологиче-
ских и физиолого-биохимических особенностей. Для хранения 
культур в коллекции применяются не менее двух методов.

Общедоступный коллекционный фонд бактерий в настоящее 
время насчитывает 352 штамма, относящихся к 54 родам (табл. 1).

Наиболее широко представлены в коллекции бактерии родов 
Streptomyces, Pseudomonas, Bacillus, Lactobacillus, Clavibacter, 
Arthrobacter. Сохранность фонда бактерий обеспечивается кон-
сервацией микроорганизмов методами лиофилизации, замора-
живания при –70  ºС и периодическими пересевами на свежую 
питательную среду, состав которой зависит от вида бактерий, – 
мясопептонный агар, картофельный агар (факультативные анаэ-
робы группы энтеробактерий), среда MRS (молочнокислые бак-
терии), гороховый агар (свободноживущие азотфиксаторы).
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Т а б л и ц а 1. Родовой и видовой состав коллекционного фонда бактерий

№  
п/п Род Вид

1. Acinetobacter calcoaceticus, sp.
2. Alcaligenes faecalis
3. Ammoniphilus oxalivorans
4. Amycolatopsis orientalis subsp. orientalis

5. Arthrobacter citreus, crystallopoietes, globiformis, nicotianae, 
oxydans, ureafaciens, sp.

6. Azomonas macrocytogenes, vinelandii
7. Azospirillum brasilense, lipoferum, sp.
8. Azotobacter vinelandii, sp.

9. Bacillus

alcalophilus, amyloliquefaciens, cereus, circulans, 
coagulans, fastidiosus, firmus, globisporus, 
laterosporus, lentus, licheniformis, megaterium, 
mycoides, pasteurii, pumilus, sphaericus, subtilis, 
thuringiensis, sp.

10. Bifidobacterium adolescentis
11. Bradyrhizobium japonicum
12. Brevibacillus brevis
13. Brevibacterium helvolum, linens, stationis, sp.
14. Burkholderia cepacia
15. Cellulomonas cellasea, turbata
16. Citrinospora plicata
17. Citrobacter diversus

18. Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus, michiganensis subsp. 
michiganensis, michiganensis subsp sepedonicus, sp.

19. Cryobacterium sp.
20. Corynebacterium ammoniagenes, glutamicum
21. Curtobacterium albidum, citreum, luteum
22. Enterobacter amnigenus, sp.
23. Enterococcus faecalis
24. Erwinia carotovora
25. Escherichia coli
26. Geobacillus stearothermophilus
27. Gordona amarae
28. Kocuria rosea, varians
29. Kurthia gibsonii, sibirica, zopfii

30. Lactobacillus
acidophilus, amylophilus, brevis, buchnery, casei subsp. 
casei, delbrueckii subsp. delbrueckii, fermentum, 
gasseri, helveticus, plantarum, rhamnosus
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№  
п/п Род Вид

31. Lactococcus lactis subsp. lactis
32. Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
33. Leifsonia sp.
34. Microbacterium esteraromaticum, testaceum
35. Nocardia brasiliensis, carnea
36. Nocardioides albus, luteus subsp. acoloratus, myceligenerius
37. Paenibacillus alvei, macerans, polymyxa
38. Pantoea agglomerans, dispersa
39. Plantibacter cousiniae, agrosticola, elymi
40. Promicromonospora citrea
41. Propionibacterium sp.

42. Pseudomonas

aeruginosa, alcaligenes, aurantiaca, cichorii, diminuta, 
fluorescens, fluorescens biovar I, fluorescens biovar III, 
fluorescens biovar IV, fluorescens biovar V, oxalaticus, 
putida, putida biovar A, stutzeri, syringae pv. 
atrofaciens, syringae pv. glycinea, syringae pv. pisi, 
syringae pv. syringae, sp. (сапрофиты), sp. (фитопа­
тогены), sp.

43. Pseudonocardia autotrophica
44. Ralstonia solanocearum
45. Raoultella planticola
46. Rathayibacter caricis, festucae, iranicus, rathayi, tritici, sp.
47. Rhizobium leguminosarum, lupini, phaseoli, radiobacter, trifolii
48. Rhodococcus erythropolis, opacus, rhodochrous, sp.
49. Saccharopolyspora hirsuta
50. Serratia plymutica
51. Sinorhizobium meliloti

52. Streptomyces

albus subsp. albus, anulatus, argenteolus, avermitilis, 
avidinii, bottropensis, cinnamoneus, endus, 
flavogriseus, globisporus, griseus subsp. cretosus, 
griseus subsp. griseus, hydroscopicus, macrosporus, 
melanosporofaciens, netropsis, rutgersensis subsp. 
castelarensis, scabies, thermonitrificans, 
violaceusniner, sp.

53. Weissella confuse, viridescens
54. Xanthomonas campestris, phaseoli

Окончание табл. 1
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Жизнеспособность бактерий, хранящихся в лиофильно высу-
шенном и замороженном виде, проверяется через 1 год после за-
кладки на хранение и далее через каждые 5 лет хранения, про- 
водится также проверка чистоты и аутентичности культур. 
Использованные для исследований образцы фонда заменяются 
новыми. В результате таких проверок можно сделать вывод, что 
хранение бактерий различной таксономической принадлежности 
в лиофильно высушенном и замороженном при –70 ºС состоянии 
является надежным, гарантирует сохранение жизнеспособности  
и присущих им физиолого-морфологических свойств [11–13].

В БКМ в настоящее время поддерживается 41 бактериофаг 
(табл. 2).

Для хранения фонда бактериофагов применяются смеси ли-
затов хозяина и хлороформа, штаммы хранятся при температуре 
+ 4–+ 5 оС с частотой пересева 1 раз в 1–1,5 года. Лиофильное 
высушивание бактериофагов проводится в 5%-ном обезжирен-
ном молоке в качестве защитной среды. Для криоконсервации 
используются медленное замораживание со скоростью 4 °С/мин 
с дальнейшим хранением при –20 °С, и быстрое замораживание 
со скоростью 100–400 °С/мин с дальнейшим хранением при –70 °С. 
В качестве криопротекторов используются диметилсульфоксид 
и глицерол в концентрации 5 и 10 об.% соответственно.

Постоянно нарабатываются свежие лизаты, проводится кри-
оконсервация и повторная лиофилизация бактериофагов. Все 
хранящиеся в коллекции штаммы имеют высокий уровень вы-
живаемости и вирулентности по отношению к хозяину [14–16].

Общедоступный фонд мицелиальных грибов БКМ включает 
штаммы 44 родов, относящихся к 98 видам (табл. 3).

Методами субкультивирования и криоконсервации поддер-
живается весь фонд мицелиальных грибов, кроме того, методом 
лиофилизации – несовершенные грибы. В качестве криопротек-
торов используются диметилсульфоксид, глицерол и обезжирен-
ное молоко. Через сутки после лиофилизации и криоконсервации 
проверяется выживаемость культур, далее проверка повторяется 
через каждые 5 лет хранения. Все штаммы мицелиальных грибов 
проходят микроскопический контроль [17–19].
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Т а б л и ц а 2. Бактериофаги, поддерживаемые в БКМ

№ п/п № БИМ Название фага Культура-хозяин

1. ВV-1 Р-1 БИМ В-86
2. ВV-2 Р-2 БИМ В-86
3. ВV-3 Р-3 БИМ В-86
4. ВV-4 Р-4 БИМ В-86
5. ВV-5 Р-5 БИМ В-86
6. ВV-6 Р-6 БИМ В-86
7. ВV-7 Р-7 БИМ В-86
8. ВV-8 Р-8 БИМ В-86
9. ВV-9 Р-9 БИМ В-86
10. ВV-10 Р-10 БИМ В-86
11. ВV-11 Р-11 БИМ В-86
12. ВV-12 Р-12 БИМ В-86
13. ВV-13 Р-13 БИМ В-86
14. ВV-14 Р-14 БИМ В-86
15. ВV-15 Р-15 БИМ В-86
16. ВV-16 Р-16 БИМ В-86
17. ВV-17 Р-17 БИМ В-86
18. ВV-18 Р-18 БИМ В-86
19. ВV-19 Р-19 БИМ В-86
20. ВV-20 Р-20 БИМ В-86
21. ВV-21 Р-21 БИМ В-86
22. ВV-22 Р-22 БИМ В-86
23. ВV-23 Р-23 БИМ В-86
24. ВV-24 Р-24 БИМ В-86
25. ВV-27 Е-1 БИМ В-424
26. ВV-28 Е-2 БИМ В-424
27. ВV-29 Е-3 БИМ В-426
28. ВV-30 Е-5 БИМ В-424
29. ВV-31 Е-6 БИМ В-424
30. ВV-32 Е-7 БИМ В-426
31. ВV-33 Е-8 БИМ В-424
32. ВV-34 Е-9 БИМ В-425
33. ВV-35 Е-10 БИМ В-425
34. ВV-36 Е-13 БИМ В-424
35. ВV-37 Е-16 БИМ В-424
36. ВV-38 Е-17 БИМ В-425
37. ВV-39 Е-19 БИМ В-425
38. ВV-40 Е-20 БИМ В-424
39. ВV-41 Е-21 БИМ В-424
40. ВV-42 Е-22 БИМ В-424
41. ВV-43 Е-23 БИМ В-424
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Т а б л и ц а 3. Родовой и видовой состав коллекционного фонда 
мицелиальных грибов

№ п/п Род Вид

1. Abortiporus biennis (2)
2. Agrocybe aegerita (1)
3. Alternaria alternata (8)

4. Aspergillus
alliaceus (2), awamori (6), candidus (1), carbonarius (2), 
citrisporus (1), clavatus (1), niger (9), nutans (1), 
ochràceus (1), oryzae (2), terreus (3), varians (1)

5. Bjerkandera adusta (1)
6. Botrytis aclada (1), cinerea (4)
7. Chaetomium globosum (1), megalocarpum (4)
8. Crinipellis schevczenkoi (1)
9. Cunninghamella echinulata (2), japonica (2)
10. Curvularia inaequalis (1)
11. Daedaleopsis confragosa (7)
12. Flammulina velutipes (5)
13. Fomes fomentarius (1)
14. Fomitopsis annosa (2), pinicola (1)
15. Ganoderma applanatum (1), lucidum (1)
16. Gloeophyllum sepiarium (2)
17. Hirschioporus pergamenus (1)
18. Inonotus obliquus (2), radiatus (3)
19. Lentinus edodes (1), lepideus (3)
20. Mortierella alpina (2), ramanniana (1), vinacea (1)
21. Mucor racemosus (1), sinensis (1), zonatus (1 тип.)
22. Myrothecium verrucaria (1)
23. Paecilomyces marquandii (1)
24. Panellus farinaceus (1), stipticus (1)
25. Panus tigrinus (2)

26. Penicillium

adametzii (1), chrysogenum (6), citreonigrum (1), 
crustosum (3), decumbens (3), digitatum (2), expansum 
(3), funiculosum (3), glabrum (3), griseo-fulvum (1), 
implicatum (1), italicum (1), janczewskii (1), jensenii  
(4, 1 – тип.), lanosum (2), piscarium (3, 1 – тип.), 
purpurogenum (1), roqueforti (1), solitum (2), spinulosum 
(3), variabile (2), verruculosum (7), vulpinum (1)

27. Phanerochaete chrysosporum (1)
28. Phellinus igniarius (4), pini (1), robustus (2), tremulae (1)
29. Phlebia gigantea (2), radiata (2)
30. Pholiota aurivella (1)
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№ п/п Род Вид

31. Piptoporus betulinus (1)
32. Pleurotus calyptratus (1), ostreatus (17)
33. Polyporus sp. (1)
34. Pycnoporus cinnabarinus (7)
35. Rhizoctonia solani (2), cerealis (3)
36. Schizophyllum commune (1)
37. Serpula sclerotiorum (2)
38. Sporotrichum pruinosum (2)
39. Stereum hirsutum (2)
40. Trametes flavescens (1), hirsutа (2), versicolor (7), zonatella (1)
41. Trichoderma koningii (1), viride (5), sp. (1)
42. Tricholomopsis rutilans (1)
43. Trichothecium roseum (2)
44. Tyromyces lacteus (1)

П р и м е ч а н и е. В скобках указано количество штаммов.

Дрожжевые грибы в БКМ представлены 63 видами, относя-
щимися к 32 родам (табл. 4).

В настоящее время весь фонд дрожжевых грибов коллекции 
заложен на хранение в лиофильно высушенном состоянии, при 
–70 оС, поддерживается на агаризованной среде (сусло-агар) при 
температуре + 4 оС и под слоем вазелинового масла при комнат-
ной температуре. Периодически проводится проверка жизнеспо-
собности всех культур фонда [20, 21].

В соответствии с современной номенклатурой в БКМ посто-
янно корректируются родовые и видовые названия культур бак-
терий, мицелиальных и дрожжевых грибов.

В коллекционном фонде поддерживаются 326 видов микро-
организмов различных таксономических групп – бактерий, бак-
териофагов, мицелиальных и дрожжевых грибов.

Для успешного выполнения фундаментальных и прикладных 
проектов, реализуемых в Институте микробиологии НАН Беларуси 
и других учреждениях республики, в коллекции проводится боль-
шая работа по сохранению жизнеспособности и генетической ста-
бильности штаммов микроорганизмов, как общедоступного фонда, 
так и депонированных с целью правовой защиты. 

Окончание табл. 3
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Т а б л и ц а 4. Родовой и видовой состав коллекции дрожжей

№ п/п Род Вид

1. Arthroascus javanensis
2. Bulleromyces albus (2)

3. Candida boidinii, kefyr (2), maltosa, mesenterica, tropicalis 
(3), utilis, wickerhamii 

4. Cryptococcus curvatus, laurentii v. laurentii 
5. Debaryomyces castellii, hansenii v. hansenii (7)
6. Dekkera anomala
7. Geotrichum fermentans
8. Hanseniaspora osmophila, valbyensis, vineae
9. Issatchenkia orientalis
10. Kluyveromyces lactis v. lactis (5), marxianus (5)
11. Leucosporidium scottii
12. Lipomyces lipofer (2), starkeyi (2)
13. Lodderomyces elongisporus
14. Metschnikowia krissii
15. Nadsonia fulvescens v. elongata
16. Pachysolen tannophilus

17. Pichia angusta, anomala (2), fermentans, fluxuum, holstii, 
kudriavzevii (5), pastoris, philogaea, silvicola

18. Rhodosporidium diobovatum (2), kratochvilovae, sphaerocarpum 
(2), toruloides (4)

19. Rhodotorula creatinivora, glutinis (6), lactosa (3), minuta (2), 
mucilaginosa (4)

20. Saccharomyces cerevisiae (20), paradoxus 
21. Saccharomycodes ludwigii
22. Saccharomycopsis fibuligera (2)
23. Schizosaccharomyces octosporus, japonicus
24. Sporobolomyces roseus (3)
25. Torulaspora delbrueckii
26. Trichosporon aquatile, cutaneum (2), variabilis (2)
27. Wickerhamia fluorescens
28. Williopsis saturnus
29. Wingea robertsiae
30. Xanthophyllomyces dendrorhous
31. Yarrowia lipolytica (7)
32. Zygosaccharomyces bisporus (2)

П р и м е ч а н и е. В скобках указано количество штаммов.
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В БКМ сохраняется жизнеспособность и промышленно по-
лезные свойства практически всех ценных штаммов микроорга-
низмов, которые используются на предприятиях микробиологи-
ческой промышленности Республики Беларусь.
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BELARUSIAN COLLECTION OF NON-PATHOGENIC MICROBIAL 
CULTURES – NATIONAL ASSET OF BELARUS REPUBLIC

Microbial collection laboratory
The article contains a brief historical record of Belarusian collection of non-

pathogenic microorganisms – national asset of the republic. The microbial collection 
is a principal depository of microbial gene stock potentially attractive for research 
and elaboration of new biotechnologies. The list of microbial cultures maintained in 
free-access fund is provided.
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МИКРОБНЫЙ СИНТЕЗ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ 
СОЕДИНЕНИЙ. ГЕННО-ИНЖЕНЕРНОЕ 

КОНСТРУИРОВАНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ

УДК 579.2 + 579.6;573.6

И. И. АЛЕШКЕВИЧ1, А. В. КАНТЕРОВА1,  
Г. И. НОВИК1, Л. Т. МИШИН2

ИССЛЕДОВАНИЕ СОХРАНЕНИЯ  
ФИЗИОЛОГО-МОРФОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ  

И ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ ДРОЖЖЕВЫХ ГРИБОВ 
KLUYVEROMYCES LACTIS  

ПРИ РАЗЛИЧНЫХ МЕТОДАХ ХРАНЕНИЯ
1Лаборатория «Коллекция микроорганизмов», 

2Центр аналитических и генно-инженерных исследований

Установлено, что дрожжи вида Kluyveromyces lactis сохраня-
ют жизнеспособность при хранении методами криоконсервации, 
субкультивирования и лиофилизации. Дрожжевые грибы вида 
K. lactis сохраняют высокий уровень сбраживающей активности 
и продукции этанола на молочной сыворотке при хранении раз-
личными методами. Подтверждено, что метод хранения не вли-
яет на морфологические характеристики культуры. Высокие  
результаты выживаемости получены при культивировании 
дрожжей, хранившихся методами субкультивирования и крио-
консервации.

Основной задачей коллекций является сохранение культур  
в жизнеспособном состоянии с присущими им диагностически-
ми и хозяйственно-ценными свойствами. Для этой цели необхо-
дима разработка и применение эффективных методов длитель-
ной консервации микроорганизмов. В Белорусской коллекции 
непатогенных микроорганизмов дрожжевые культуры поддер-
живаются различными методами (субкультивирование, лиофи-
лизация и низкотемпературное консервирование). Лишь немно-
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гочисленные представители дрожжевой флоры способны утили-
зировать лактозу молочной сыворотки брожением. Одной из 
наиболее ценных групп культур, представляющих интерес для 
биотехнологической промышленности, являются дрожжи вида 
Kluyveromyces lactis, сбраживающие лактозу молочной сыворот-
ки до этанола.

До настоящего времени одним из лимитирующих факторов 
в развитии микробиологической промышленности является сы-
рье, которое должно быть легко доступным, постоянно воспол-
нимым и относительно дешевым. Всем этим требованиям отве-
чает молочная сыворотка – побочный продукт производства сы-
ров, творога, казеина и других молочно-белковых продуктов. 
Мировые ресурсы этого вида сырья исчисляются десятками 
миллионов тонн в год, тогда как степень утилизации сыворотки 
в перерабатывающей промышленности и сельском хозяйстве 
ничтожно мала.

Наличие в сыворотке легко усвояемых многими группами 
микроорганизмов источников углеродного питания и различ-
ных ростовых факторов делает ее одной из наиболее пригодных 
питательных сред для получения ценных продуктов микробно-
го синтеза, в том числе этилового спирта и напитков на его осно-
ве [1, 2].

В молочной сыворотке углеводом, пригодным для спиртово-
го брожения, является лактоза. Лактоза – дисахарид, при гидро-
лизе распадающийся на глюкозу и галактозу. Характерной осо-
бенностью лактозы является ее медленное расщепление в орга-
низме. В то же время взрослый организм человека и животных 
зачастую неспособен усваивать лактозу, что связано с потерей 
способности продуцировать β-галактозидазу – фермент, расще-
пляющий молочный сахар на моносахариды. В связи с этим ак-
туальным является изучение физиологических свойств коллек-
ционных культур, в частности лактозосбраживающих дрожжей 
рода Kluyveromyces.

Объекты и методы исследования. Объектами исследова-
ния служили 3 штамма дрожжей вида K. lactis, поддерживаемых 
методами лиофилизации, криоконсервации и субкультивирова-
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ния. В эксперименте были использованы следующие криопро-
текторные среды: сахароза–желатиновый агар – для лиофилиза-
ции; раствор глицерола (10%) – для криоконсервации культур.

Лиофилизация. Культуру выращивали на сусло-агаре в тече-
ние 72 ч до стационарной фазы, далее клетки смывали криопро-
текторной средой. В стеклянные ампулы объемом 2 мл вносили 
0,2 мл суспензии дрожжевых клеток. Лиофилизацию культуры 
проводили в два этапа на установке «Modulyo 4K» фирмы 
«Edwards». Первая стадия высушивания длилась 4 ч при темпе-
ратуре рефрижератора –55  °С и глубине вакуума 8·10–2 мбар. 
Удаление остаточной влаги происходило при комнатной темпе-
ратуре и глубине вакуума 8·10–2 мбар в течение 18 ч. Лиофили
зированные культуры хранили при +4 °С [3, 4].

Для определения жизнеспособности культур хранившихся 
2  года в лиофилизированном состоянии проводили регидрата-
цию дрожжей, выдерживая их в стерильной дистиллированной 
воде в течение 60 мин при комнатной температуре.

Криоконсервация. Дрожжи выращивали 72 ч на сусло-агаре, 
далее клетки смывали протекторной средой. Дрожжевую су-
спензию вносили по 1,5 мл в стерильные криопробирки и замо-
раживали при –70 °С. Оценку жизнеспособности проводили че-
рез 24 ч и 2 года после замораживания. Оттаивание культур осу-
ществляли на водяной бане при + 37 °С в течение 5 мин.

Субкультивирование. Дрожжи выращивали на сусло-агаре 
[5, 6], в термостате при +25 °С в течение 3 сут. Хранили культу-
ры при + 4 °С [7].

Физиологические свойства дрожжевых грибов определяли  
в динамике при глубинном культивировании. Условия культи-
вирования: дрожжи выращивали на пивном сусле и молочной 
сыворотке в колбах Эрленмейера на качалке со скоростью вра-
щения ротора 200  об/мин при + 25  °С. Каждые 24  ч отбирали 
пробы и измеряли оптическую плотность культуральной жид-
кости.

О выживаемости дрожжевых клеток после хранения в замо-
роженном и высушенном виде, судили по уровню накопления 
биомассы, который определяли нефелометрически путем изме-



36

рения оптической плотности проб культуральной жидкости от-
носительно стерильной среды культивирования при длине вол-
ны 590 нм (D590).

Результаты и их обсуждение. Проведена сравнительная ха-
рактеристика морфологических и физиолого-биохимических 
свойств дрожжей вида K. lactis (3 штамма), поддерживаемых ме-
тодом субкультивирования и восстановленных из лиофильно-
высушенного и криоконсервированнного состояния. Колонии на 
сусло-агаре через трое суток культивирования при + 25 ºС – со-
ломенного цвета, диаметром 5–6 мм, матовые, круглые с зазубри-
нами по краю, внутренняя структура гомогенная, консистенция 
мажущая (рис.  1). Микроскопию клеток исследуемых культур 

Рис. 1. Колонии через трое суток культивирования: а – K. lactis БИМ Y-201;  
б – K. lactis БИМ Y-200; в – K. lactis БИМ Y-205 (×14 раз)
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проводили при увеличении в 600  раз. Клетки K.  lactis разно- 
образны по форме: шаровидные, элипсовидные, иногда цилиндри-
ческие, размером 3,5–4,5 × 5–6 мкм (рис. 2). Изменений морфо-
логии клеток в динамике развития популяции не происходит. 
Размножение вегетативное, многосторонним почкованием (рис. 3). 
Для этих культур характерно также и спороношение. Споры 
дрожжей округлые или овальные. Процесс образования спор 
происходит на среде Городковой и занимает до 2 мес. Таким об-
разом, способ хранения дрожжей не влияет на их морфологиче-
ские характеристики культур.

Для определения уровня накопления биомассы дрожжи вы-
ращивали на пивном сусле в колбах Эрленмейера на качалке со 
скоростью вращения ротора 200 об/мин при 25 °С. Результаты 

Рис. 2. Клетки дрожжей: а – K. lactis БИМ Y-201; б, в – K. lactis БИМ Y- 200;  
г – K. lactis БИМ Y-205 (×600 раз)
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измерения оптической плотности культуральной жидкости дрож
жей в динамике показали, что развитие культур, поддерживае-
мых методами периодических пересевов и криоконсервации, 
происходило с одной и той же интенсивностью (рис.  4, а, в).  
У культур хранившихся методом лиофилизации наблюдается 
некоторое отставание в росте, что объясняется более длитель-
ной адаптацией к новым условиям (рис.  4, б). Однако уже  
к 48 часам культивирования образцы культур, хранившиеся раз-
личными способами, характеризовались близкими по значе- 
нию показателями оптической плотности, что свидетельствова-
ло о сходном уровне накопления биомассы.

Методом потенциометрии измеряли рН среды. Установлено, 
что на протяжении 24 ч происходило резкое подкисление среды 
от 5,0 до 3,8 продуктами метаболизма. Далее показатель рН на-
ходился, практически, на постоянном уровне, поскольку к 48 ча-
сам культивирования активный рост культур прекращался. 
Активным кислотообразователем является штамм K. lactis БИМ 
Y-201 независимо от способа хранения.

Измерение титра клеток дрожжей, выращенных на сусло-
агаре в динамике, после хранения методами субкультивирова-
лия, лиофилизации и криоконсервации показало, что при крио-
консервации и методе периодических пересевов жизнеспособ-
ность культур сохранялась лучше, чем при лиофилизации (см. 
таблицу).

Рис. 3. Почкование дрожжей вида K. lactis: а – K. lactis БИМ Y-201; б – K. lactis 
БИМ Y-205 (×600 раз)
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До закладки на длительное хранение изучаемых штаммов 
проверяли их способность сбраживать вторичное сырье молоч-
ной промышленности (молочную сыворотку).

Культуры после хранения проверяли на способность к фер-
ментации лактозы. Штаммы БИМ Y-201 и БИМ Y-205 сбражива-

Рис. 4. Динамика изменения оптической плотности культуральной жидкости 
дрожжей K. lactis БИМ Y-200; БИМ Y-201; БИМ Y-205, поддерживаемых раз-
личными методами, при выращивании на пивном сусле: а – метод субкульти-

вирования; б – метод криоконсервации; в – метод лиофилизации

Титр клеток (×108 КОЕ/мл) дрожжей K. lactis

Штамм дрожжей  
вида Kluyveromyces 

lactis

Метод поддержания культуры

субкультивироние криоконсервация лиофилизация

24 ч 48 ч 72 ч 96 ч 24 ч 48 ч 72 ч 96 ч 24 ч 48 ч 72 ч 96 ч

Y-200 0,3 1,2 1,9 3,2 0,1 1,1 1,8 2,6 0,09 0,7 0,7 1,5
Y-201 1,4 3,2 3,5 3,8 1,2 2,6 3,0 3,6 0,06 0,5 2,6 3,1
Y-205 0,35 0,7 1,5 2,1 0,28 0,6 1,4 1,8 0,02 0,11 0,6 1,3
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ют лактозу быстрее: в первые сутки – от 10 до 8,5 ºБ, во вторые  
и последующие сутки – от 8,5 до 7,0 ºБ для культур, поддержи-
ваемых методом субкультивирования (рис. 5, а). Эти показатели 
для культур, хранившихся методами лиофилизации (рис.  5, б)  
и криоконсервации (рис.  5, в), ниже, что можно объяснить их 
длительным периодом адаптации.

С целью определения оптимальной культуры для этаноль-
ной ферментации сахаров проверяли сбраживающую актив-
ность у изучаемых штаммов. Процент накопления этанола ва-
рьировался от 1,5 до 5,2 для культур, поддерживаемых методом 
субкультивирования.

Наиболее высокий процент содержания этанола зарегистри-
рован в пробах культур БИМ Y-201 и БИМ Y-205. Способность 
сбраживать субстрат, богатый сахарами, сохраняется у культур 
после длительного хранения в лиофилизированном и криокон-
сервированном состоянии. Установлено, что способность к на-

Рис.  5. Содержание лактозы в пробах культуральной жидкости дрожжей  
K. lactis, поддерживаемых различными методами: а – метод субкультивиро-

вания; б – метод лиофилизации; в – метод криоконсервации
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коплению высокого содержания этанола в культуральной жид-
кости не зависит от метода хранения культур.

Из всех культур наиболее продуктивным оказался штамм 
K.  lactis БИМ Y-205, показавший более высокие результаты по 
ферментации лактозы, накопления биомассы, кислотообразова-
нию, продуктивности этанола за более короткое время.

Заключение. Исследовано сохранение свойств штаммов 
дрожжей, относящихся к роду Kluyveromyces, представляющих 
интерес для биотехнологического производства. Изучена вы-
живаемость штаммов дрожжевых грибов вида K.  lactis при 
криоконсервации, лиофилизации и субкультивировании. Уста
новлено, что дрожжи сохраняют одинаково высокий уровень 
жизнеспособности и сбраживающей активности после дли-
тельного хранения в замороженном и лиофилизированном со-
стоянии. Изучена их способность продуцировать спирт на мо-
лочной сыворотке. Лучший показатель по сбраживанию лакто-
зы молочной сыворотки до этанола отмечен для штамма 
K. lactis БИМ Y-205.
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It was found that Kluyveromyces lactis yeast retained viability upon storage by 
cryoconservation, subculturing and freeze-drying techniques. Yeast-like fungi of 
K. lactis species preserved high level of fermentative activity and ethanol production 
on milk whey irrespective of maintenance method. It was proved that method of 
storage did not affect morphological characteristics of the culture. High survival 
rates were recorded during fermentation of yeast preserved by subculturing and 
cryoconservation methods.
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Разработан сравнительно простой способ получения наночастиц магне-
тита (Fe3O4), покрытых слоем диоксида кремния. ДНК-сорбционная емкость 
препарата составляет 32,4 мкг нуклеиновой кислоты на 1 мг силанизирован-
ных магнитных наночастиц. Показано, что экстрагированная с помощью маг-
нетита ДНК пригодна для постановки полимеразной цепной реакции.

Введение. Применение наноматериалов в медицине и фар-
макологии является одним из приоритетных направлений, по-
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зволяющим решать самые актуальные проблемы в данных об-
ластях знаний [1–4].

Наночастицы представляют собой субмикронные частицы 
из неорганического или органического (например, полимерного) 
материала, который может быть биологически разлагаемым или 
неразлагаемым. Такие частицы обладают высокоразвитой ак-
тивной поверхностью и, как следствие, высокой сорбционной 
емкостью. Важно отметить, что иммобилизация на поверхности 
наночастицы приводит к стабилизации биомолекул и служит  
защитой от их деградации под воздействием различных факто-
ров. В частности, показано, что ДНК, иммобилизованная на по-
верхности наночастицы, сохраняет свою структуру и устойчива 
к действию нуклеаз [5].

Магнитные наночастицы нашли широкое применение в диа-
гностике in vitro. Разработан высокочувствительный метод ци-
тометрического анализа образцов цельной крови, в основе кото-
рого лежит взаимодействие клеток крови с ферромагнитными 
наночастицами. Магнитные наночастицы, сопряженные с анти-
телами, используются для обнаружения опухолевых клеток  
в периферической крови, что позволяет оценивать эффектив-
ность химиотерапии, а также выделять клетки методом магнит-
ной сепарации [6].

Очевидны перспективы использования магнитных наноча-
стиц in vivo для диагностики и терапии. В настоящее время нано-
частицы, покрытые кремнием, для MRI-обнаружения опухолей 
различной локализации являются коммерческими продуктами. 
Свойство индуктивного нагревания наночастиц позволило их ис-
пользовать для гипертермического разрушения опухолевых кле-
ток. Широко разрабатываются подходы к генотерапии онкологи-
ческих заболеваний. В настоящее время проведены эксперименты 
по трансфекции генов с помощью суперпарамагнитных частиц  
в клетки эпителия легкого человека. Доставка специфических 
ДНК, РНК, олигонуклеотидов в клетки-мишени может подавлять 
экспрессию гена либо инициировать синтез важных белков [7, 8].

Таким образом, сегодня открываются перспективы для про-
ведения высокочувствительной диагностики и высокоспецифич-
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ной и эффективной терапии различных заболеваний с помощью 
магнитных наночастиц [4, 9, 10]. С этой целью постоянно синте-
зируется большое число новых наноматериалов и предлагаются 
новые подходы к их биомедицинскому применению.

В настоящее время существует большое количество спосо-
бов синтеза магнитных наночастиц. Одни из них – односта-
дийные, другие – многостадийные процессы. Все они имеют 
свои преимущества и недостатки, и ни один из них не является 
универсальным для синтеза всех типов магнитных наночастиц 
[11–15].

Цель исследования – получение силанизированных маг-
нитных наночастиц и проверка возможности их использования 
в качестве сорбента ДНК.

Объекты и методы исследования. Для получения магнит-
ных наночастиц к 20 мл 1 М раствора NH4OH добавляли 20 мл 
раствора, содержащего 0,1  моль FeSO4 и 0,1  моль FeCl3. Про
цедуру смешивания проводили в вытяжном шкафу, покапельно, 
с постоянным перемешиванием реакционной смеси. Полученную 
суспензию автоклавировали при 120 °С в течение 15 мин. После 
остывания суспензии полученный магнетит (Fe3O4) дважды 
промывали 96%-ным этанолом. 

Для силанизации (покрытия слоем SiO2) наночастиц к магне-
титу при постоянном перемешивании в строгой последователь- 
ности добавляли 16,7 мл 96%-ного этанола (до конечной концен-
трации 80%), 2,7  мл дистиллированной воды, 0,2  мл NH4ОН  
(в вытяжном шкафу) и 0,4 мл тетраэтоксисилана. Полученную су-
спензию силанизированных наночастиц трижды промывали эта-
нолом, помещали в водную среду и оставляли на «старение» на 
3 сут. Для проверки качества силанизации наночастиц к 100 мкл 
суспензии магнетита добавляли 100 мкл 2 М НСl и спустя 2 ч за-
меряли оптическую плотность супернатанта при λ = 295 нм.

Просвечивающую электронную микроскопию осуществля-
ли, используя микроскоп JEM-100CX при ускоряющем напряже-
нии 80 кВ. Образцы наносили на сетчатые никелевые мишени  
с нитроцеллюлозной подложкой и высушивали на воздухе в те-
чение ночи.
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Сорбцию ДНК на магнитные наночастицы проводили сле-
дующим образом. В пробирку на 1,5 мл вносили 50 мкл раствора 
геномной ДНК Escherichia сoli [16] с концентрацией 5 мкг/мкл, 
500 мкл 6 М NaClO4 в 0,1 М натрий-ацетатном буфере (pH 5,2), 
100 мкл изопропанола и 50 мкл 50%-ной суспензии магнетита. 
После тщательного перемешивания пробирку помещали на маг-
нитный штатив и с помощью пипетки отбирали супернатант.  
К осадку добавляли 1 мл 80%-ного этанола в 10 мМ Трис-НСl-
буфере (pH 8,0), перемешивали и снова отбирали супернатант.  
К осадку добавляли 1 мл 5%-ного этанола, отбирали супернатант 
и приливали 100  мкл 10  мМ Трис-НСl-буфера (pH  8,8). Полу
ченную смесь помещали на водяную баню (70 °С) на 5–10 мин. 
Для количественного определения ДНК к 10 мкл супернатанта 
прибавляли 190  мкл 6-кратного интеркалирующего красителя 
ZUBR (Праймтех, Минск) в 10  мМ Трис-НСl-буфере (pH  8,0), 
после чего измеряли количество ДНК по степени ее флуоресцен-
ции, используя калибровочную кривую.

Для определения способности ДНК, десорбированной с маг-
нитных наночастиц, служить матрицей при постановке полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) образец такой ДНК вносили в ре-
акционную смесь следующего состава: 67 мМ Трис-HCl-буфер 
(pH  8,3), 17  мМ (NH4)2SO4, 2  мМ MgCl2, 0,02% Твин-20, каж- 
дый из четырех природных 2’-дезоксинуклеозид-5’-трифосфатов 
в концентрации 0,02  ммоль, 10  пмоль праймеров к последова-
тельности гена уридинфосфорилазы E.  сoli и 1  ед активности 
Taq-ДНК-полимеразы. В качестве положительной пробы исполь-
зовали ДНК E.  сoli, в качестве отрицательной пробы – воду. 
Амплификация выполнялась по программе: 2  мин 94  ºС,  
(30 с 94 ºС; 15 с 55 ºС; 2 мин 30 с 72 ºС) – 25 циклов; 2 мин 72 ºС. 
Продукты амплификации разделяли путем электрофореза в 1%-
ном агарозном геле по методу, описанному в работе [16].

Результаты и их обсуждение. Синтез магнитных наноча-
стиц, осуществленный по приведенной выше методике, позво-
лил получить 20 мг наночастиц.

Одной из особенностей поведения наночастиц в растворе яв-
ляется их склонность к агрегации, поэтому для практического 
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использования растворов магнитных наночастиц необходима их 
стабилизация, например, путем покрытия инертной оболочкой 
из диоксида кремния (SiO2) [17]. После проведения такой проце-
дуры масса полученных нами наночастиц увеличилась до 25 мг. 
Проверка на устойчивость частиц к действию соляной кислоты 
показала устойчивость к кислотной обработке, что свидетель-
ствует об их полной силанизации.

В электронном микроскопе магнитные наночастицы выгля-
дели как крупные агрегаты, состоящие из частиц меньшего раз-
мера. Из рис. 1 видно, что маленькие частицы довольно гомогенны 
и имеют округлую форму. Размер их колеблется от 15 до 25 нм.

В результате проведенных экспериментов было показано, 
что полученные нами магнитные наночастицы с сорбированной 
ДНК способны высвобождать в раствор до 65% исходной ДНК. 
При этом с 1 мг препарата нагруженного сорбента элюируется 
32,4 мкг ДНК.

Рис. 1. Микрофотография магнитных наночастиц
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При ПЦР-амплификации 
гена уридинфосфорилазы 
ДНК E.  coli, элюированная  
с магнитных наночастиц,  
по матричной эффективности  
не уступает исходной ДНК 
(рис. 2). Следовательно, такая 
ДНК может служить объек-
том для дальнейших генно-
инженерных экспериментов.

За основу разработанного 
нами метода экстракции ДНК 
с помощью магнитных нано-
частиц был взят метод, пред-
ложенный в работе [18]. Однако воспроизведение этого метода  
в наших экспериментальных условиях не привело к получению 
наноразмерных частиц магнетита. Поставленная цель была  
достигнута после модификации метода-прототипа, состоящей  
в объединении двух стадий тепловой обработки промежуточ-
ных продуктов в одну и изменения молярного соотношения вво-
димых в реакцию синтеза наночастиц ионов Fe3+ и Fe2+ с 1:6  
на 1:1.

Матрицей служили: лунки 1 и 2 – ДНК, элюированная с маг-
нитных наночастиц; лунка 3 – исходная ДНК; лунка 4 – отрица-
тельный контроль; лунка 5 – фрагменты ДНК с известным коли-
чеством пар оснований.

Заключение. В результате проведенных экспериментов по-
лучены покрытые диоксидом кремния магнитные наночастицы, 
обладающие хорошей ДНК-сорбционной способностью. Выход 
сэлюированной ДНК достигал 32,4  мкг нуклеиновой кислоты  
на 1 мг магнитных наночастиц, что составляет 65% от исходно-
го количества ДНК, взятого в эксперимент. Показано, что выде-
ленная с помощью магнетита ДНК пригодна для постановки 
ПЦР.

Разработанный способ получения силанизированных маг-
нитных наночастиц не требует использования сложного обору-

Рис.  2.  Электрофореграмма продуктов 
ПЦР-амплификации гена уридинфос-

форилазы E. coli
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дования, экологически безопасен и относительно прост, что де-
лает его перспективным для практического использования.

Работа выполнена при поддержке Межгосударственной це-
левой программы Евразийского экономического сообщества 
«Инновационные биотехнологии».
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preparation averages 32,4 µg/mg of the preparation. The extracted DNA was shown 
to suite for conduct of polymerase chain reaction. 
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А. С. КОРОВАШКИНА

Фармакологические перспективы нативной 
и рекомбинантной ДНК БАКТЕРИЙ

Лаборатория биотехнологии соединений  
нуклеиновой природы

В данной статье представлен мини-обзор литературы, касающейся спо-
собов получения ДНК, обогащенной CpG-мотивами, существующих подхо-
дов ее выделения, очистки, стабилизации и применения для терапии и про-
филактики различных заболеваний.
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В связи с ростом заболеваемости инфекционными, онколо-
гическими, аллергическими и другими заболеваниями, связан-
ными с нарушениями функционирования иммунной системы, 
необходима разработка новых и оптимизация уже существую-
щих методов их лечения и профилактики. ДНК бактерий и син-
тетические олигодезоксинуклеотиды (ОДН), содержащие неме-
тилированные CpG-мотивы, являются сильными стимуляторами 
как врожденного, так и приобретенного иммунитета. Благодаря 
иммуностимулирующему и иммуномодулирующему действию 
CpG-ДНК можно использовать в качестве терапевтических аген-
тов для лечения и профилактики ряда заболеваний.

CpG-динуклеотид вместе с одним или двумя нуклеотидами 
на его 3’- и 5’-концах образует CpG-мотив. Неметилированные 
CpG-мотивы преобладают в ДНК бактерий. В геноме позвоноч-
ных CpG-динуклеотиды встречаются в 3–4 раза реже, чем у бак-
терий, более того, около 70–80% CpG-мотивов ДНК позвоноч-
ных метилировано по пятому атому углерода остатка цитозина 
[1]. Показано, что окружение CpG-динуклеотидов в значитель-
ной степени влияет на их способность активировать клетки им-
мунной системы. В ходе исследования возможных комбинаций 
нуклеотидов были определены первичные структуры CpG-
мотивов, оптимальные для проявления биологической активно-
сти у различных организмов. Например, для человека наиболее 
эффективной последовательностью является GTCGTT, а для 
мышей и кроликов – GACGTT [2]. На рис. 1 изображена химиче-
ская структура наиболее активного для человека CpG-мотива.

Распознавание CpG-мотивов иммунной системой позвоноч-
ных происходит путем их взаимодействия с толл-подобным ре-
цептором 9 (TLR9), который у человека экспрессируют В-лимфо
циты и дендритные клетки. CpG-мотивы действуют на клетки 
организма как «сигнал тревоги», активируя врожденный и при-
обретенный иммунитет и во много раз усиливая ответ организ-
ма даже на низкоиммуногенные антигены [3]. CpG-ДНК стиму-
лирует иммунокомпетентные клетки, способствуя их проли- 
ферации, дифференцировке, хемотаксису, секреции цитокинов, 
высвобождению лизосомальных компонентов и образованию 
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Рис. 1. Химическая структура CpG-мотива, наиболее эффективного для тера-
пии и профилактики заболеваний человека
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молекул реактивного кислорода или нитроксидсинтазы [4]. 
Многообразие эффектов CpG-ДНК на иммунную систему по-
звоночных схематически представлено на рис. 2.

Благодаря способности стимулировать иммунную систему 
позвоночных и усиливать иммунный ответ на антигены, ДНК, 
содержащая CpG-мотивы, может быть использована для лече-
ния и профилактики таких заболеваний, как астма, аллергия, 
некоторые виды опухолей, бактериальные и вирусные инфек- 
ции и др., а также в качестве адъюванта для ряда вакцин [6].  
В настоящее время различные формы CpG-ДНК разрабатывают 
и используют в доклинических и клинических испытаниях. 
Такие формы включают короткие одноцепочечные ДНК с раз-
личными модификациями; плазмиды, обогащенные CpG-моти
вами; богатую СpG-мотивами ДНК бактерий; а также их ком-
плексы с различными частицами-переносчиками [7].

Рис. 2. Эффекты CpG-ДНК на иммунную систему позвоночных [5]
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Использование CpG-ДНК может быть полезным также в сель
ском хозяйстве. Иммуностимулирующие эффекты CpG-ДНК по- 
казаны на многих видах рыб, включая радужную форель [8], 
семгу [9], белого амура [10], зубатку [11] и др. Эффективные 
СpG-мотивы определены для многих видов животных, исполь-
зуемых в сельском хозяйстве, – коров [12], овец [13], кроликов, 
лошадей [14], а также для некоторых видов птиц [15].

На первом этапе СpG-ДНК получали непосредственным вы-
делением геномной ДНК из бактерий. Еще в 1894 г. William 
Coley обнаружил, что некоторые опухоли поддаются лечению 
экстрактом смеси убитых нагреванием бактерий (позже назван-
ного «токсином Coley») [16]. Применяя данный экстракт для те-
рапии пациентов с диагнозом карцинома и саркома, он добился 
45%-ного сокращения летальных исходов у больных в течение 
первых 5 лет по сравнению с традиционными методами лече-
ния. Однако в то время механизм действия препарата не был из-
вестен. Примерно через 100 лет было определено, что активным 
ингредиентом «токсина» является бактериальная ДНК.

В 1995 г. Krieg и сотр. обнаружили, что CpG-мотивы, содер-
жащиеся в бактериальной ДНК, вызывают иммунный ответ,  
в том числе напрямую активируют В-лимфоциты [17]. Впослед
ствии Klinman и сотр. показали, что CpG-ОДН вызывают акти-
вацию В-клеток и стимулируют секрецию ряда интерлейкинов 
и интерферона-γ (IFN-γ) [18]. Кроме человека и грызунов, похо-
жие эффекты наблюдаются и у ряда других животных [19, 20].

Исследования, связанные с применением ДНК бактерий в ка
честве терапевтического средства для лечения и профилактики 
различных заболеваний, продолжаются. Экспериментально по-
казано, что ДНК Bacillus  subtilis, обогащенная неметилирован-
ными CpG-мотивами, обладает выраженными иммуностимули-
рующими свойствами и может быть перспективной для имму-
нотерапии злокачественных новообразований [21].

В настоящее время используются в основном химически 
синтезированные 8–30-членные ОДН, содержащие CpG-мотивы. 
В синтетических ОДН природные фосфодиэфирные связи заме-
нены на фосфоротиоатные, что делает их более устойчивыми  
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к действию нуклеаз. Такая модификация остова молекулы при-
водит также к повышению способности ОДН активировать В-клет
ки и уменьшает активацию натуральных киллеров по сравнению 
с немодифицированными аналогами [22].

Введение фосфоротиоатных связей может привести к изме-
нению специфичности ОДН. К тому же в значительной степени 
меняются физико-химические характеристики молекулы, что 
влечет за собой изменение ее фармакокинетики при введении in 
vivo. Например, ОДН с фосфоротиоатными модификациями силь
нее связываются с белками по сравнению с немодифицирован-
ными аналогами. Это изменение взаимодействия с биологиче-
скими компонентами может быть полезно для увеличения пери-
ода полужизни ОДН, но в то же время опасно из-за возможности 
повреждения ткани при чрезмерном связывании ОДН с поверх-
ностью клетки [23].

Еще одним способом получения СpG-ДНК является получе-
ние плазмидной ДНК, обогащенной CpG-мотивами. На первом 
этапе с помощью методов генетической инженерии конструиру-
ется плазмидный вектор, содержащий определенные СpG-мо
тивы. Далее полученный вектор клонируют в бактериальных 
клетках, где происходит его наработка [24]. Данный тип биотех-
нологического получения CpG-ДНК имеет некоторые преиму-
щества перед химическим синтезом: процесс получения более 
прост и экономически выгоден; такие СpG-содержащие плазми-
ды не являются токсичными для организма, так как не содержат 
чужеродных фосфоротиоатных связей. К тому же встраивание 
CpG-мотивов в плазмиду, кодирующую специфический анти-
ген, помогает усилить иммунный ответ на введение такой ДНК-
вакцины.

Перспективность использования CpG-ДНК в качестве адъю-
вантов для вакцин подтверждена результатами исследований их 
применения в сочетании с антигенами опухолей, бактерий, ви-
русов и паразитов. Так, известна ДНК-вакцина против вируса 
иммунодефицита человека, содержащая ген gp160 этого вируса 
и 20 копий CpG-мотива AGCGTG [25]. Описана ДНК-вакцина 
против вируса ящура, включающая ген капсидного белка этого 



57

вируса и 30 копий CpG-мотива GACGTT [26], а также ДНК-
вакцина, кодирующая белок флагеллин бактерии Burkholderia 
pseudomallei, адъювантом которой служат встроенные в нее две 
копии CpG-мотива AGCGTG [27].

Однако биотехнологический способ получения CpG-ДНК 
имеет и некоторые недостатки. Главными из них являются не-
высокий выход плазмидной ДНК, отсутствие унифицированных 
способов выделения и очистки, а также стабилизации плазмид 
при введении in vivo.

Промышленное производство плазмид включает несколько 
стадий. Основные этапы получения плазмидной ДНК схемати-
чески представлены на рис. 3.

Основными способами оптимизации процесса получения 
плазмид на этапе культивирования бактерий являются исполь-
зование многокопийных плазмид, таких как pUC19, и подбор 
подходящего бактериального штамма, позволяющего получать 
высокий выход плазмидной ДНК.

Для эффективного элиминирования клеток, не несущих 
плазмиду, необходимо подобрать подходящую систему селек-
ции, при этом желательно избегать использования часто приме-
няющихся в клинике антибиотиков, так как их остаточные ко-
личества в препарате плазмидной ДНК потенциально могут вы-
звать аллергические реакции. Одним из подходов в решении 
данной проблемы является комбинирование бактериального 
штамма с выключенным жизненно важным геном и плазмиды, 
несущей данный ген. Такой подход был успешно применен для 
получения ДНК-вакцин против вируса иммунодефицита чело-
века [28]. Для повышения структурной стабильности плазмид-
ной ДНК предпочтительно использовать штаммы с нарушением 
рекомбинации (rec–). Кроме того, применение штаммов с пони-
женным уровнем экспрессии эндонуклеаз (end–) позволяет улуч-
шить выход и качество плазмид [29].

Оптимизация процесса культивирования бактерий, в част-
ности использование способа полунепрерывного культивирова-
ния, позволяющего выращивать культуру до достижения высо-
кой плотности биомассы, в сочетании с оптимально подобран-
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ным бактериальным штаммом и вектором позволит еще больше 
повысить выход плазмидной ДНК и облегчить процесс ее полу-
чения [30].

Для использования в терапевтических целях плазмидная 
ДНК не должна содержать примесей компонентов бактериаль-
ной клетки, потенциально токсичных для организма или вызы-
вающих иммунный ответ. Препарат очищенной плазмидной 
ДНК не должен содержать примеси геномной ДНК (<50 мкг/мл), 
белков (<10 мкг/мл), РНК (не детектируемое количество) и эндо-
токсинов (<10 единиц эндотоксина/мг плазмидной ДНК); 95% 

Рис. 3. Схема основных этапов препаративного получения плазмид
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плазмидной ДНК должно находиться в суперспирализованной 
форме [31].

В настоящее время разработаны способы эффективной очист
ки плазмид, включающие хроматографические (гель-фильтра
ция, анионообменная и аффинная хроматография, хроматогра-
фия гидрофобных взаимодействий) и нехроматографические 
(проточная фильтрация вдоль потока, использование суперпара-
магнитных наночастиц, цвиттерионных детергентов и двухфаз-
ных систем экстракции) методы [32].

Еще одной серьезной проблемой клинического применения 
CpG-ДНК является ее разрушение нуклеазами и быстрое вы-
ведение из организма вследствие связывания с белками плаз-
мы крови, что ведет к снижению стабильности и активности  
in vivo [33].

Для повышения стабильности и эффективной доставки ДНК 
инкорпорируют в частицы-переносчики, такие как липосомы, 
микро- и наносферы. Встраивание в частицы-переносчики пре-
дотвращает взаимодействие ДНК с разрушающими ферментами, 
повышая ее стабильность. Образование комплекса ДНК с поло-
жительно заряженными соединениями, такими как катионные 
липиды, липосомы и полимеры, является еще одним подходом  
к повышению ее стабильности и доставки в место действия. 
Добавление таких соединений к ДНК приводит к образованию 
посредством электростатического взаимодействия положитель-
но заряженных комплексов, которые могут связываться с по-
верхностью клетки и, в конечном итоге, попадать внутрь нее 
[34]. Перспективными также являются методы неинвазивного 
введения CpG-ДНК (перорального, интраназального).

Бактериальная ДНК и синтетические олигодезоксинуклео-
тиды, содержащие неметилированные CpG-мотивы, являются 
эффективными активаторами иммунной системы позвоночных 
и могут быть использованы для лечения заболеваний, связанных 
с нарушениями функционирования иммунной системы не толь-
ко человека, но и птиц, рыб, крупного рогатого скота и других 
позвоночных животных. Биотехнологический способ получения 
CpG-ДНК позволяет получать CpG-мотивы в составе плазмид. 
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Преимуществами данного способа получения CpG-ДНК явля-
ются простота и экономичность. Однако необходима дальней-
шая разработка и оптимизация способов выделения, очистки  
и доставки CpG-ДНК в организм.
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И. В. МОРОЗ, Р. В. МИХАЙЛОВА, Ж. И. ПАВЛОВСКАЯ, 
А. Г. ЛОБАНОК 

ПОЛУЧЕНИЕ И МОРФОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКАЯ 
ХАРАКТЕРИСТИКА ПРОДУЦЕНТА КАТАЛАЗЫ – 

PENICILLIUM PICEUM F-648 А3

Лаборатория ферментов

Методом адаптационной селекции Penicillium piceum F-648 к пероксиду 
водорода получен штамм Р.  piceum F-648 А3, отличающийся от исходной 
культуры морфологическими особенностями колоний и повышенными на 
20–24% уровнями синтеза каталазы и продуцирующей способности мицелия. 
Изучены кинетические параметры процессов роста исходного и адаптирован-
ного штаммов и синтеза ими каталаз. Показано, что каталазы синтезируются 
пенициллами практически с одинаковой удельной скоростью. У P.  piceum 
F-648 А3 максимальные значения удельных скоростей роста и синтеза фер-
мента достигаются на 3 ч раньше по сравнению с аналогичными показателя-
ми, установленными для исходной культуры.

Введение. В настоящее время особый интерес микробиоло-
гов, биохимиков, биотехнологов и фармакологов вызывает ката-
лаза (Н2О2: оксидоредуктаза, КФ 1.11.1.6). Фермент катализирует 
реакцию разложения пероксида водорода до молекулярного кис-
лорода и воды. Каталаза применяется в процессах деградации 
остаточных количеств пероксида водорода, используемого в раз-
личных технологиях легкой, химической и пищевой промыш-
ленности [1–3]. Наиболее широко фермент применяется в техно-
логии отбеливания хлопкосодержащих текстильных материалов 
с использованием пероксида водорода. Применение фермента-
тивного способа разрушения отработанного отбеливателя по-
зволяет не только защитить ткани и красители от окислительной 
деструкции, но и сократить продолжительность производствен-
ного цикла, потребление электроэнергии и воды [4]. В пищевой 
промышленности каталаза совместно с глюкозооксидазой ис-
пользуется в качестве антиокислителя [5, 6]. Вместе с суперок-
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сиддисмутазой фермент входит в состав полиферментных анти-
оксидантных препаратов, предназначенных для клинического 
применения с целью очистки биологических жидкостей от супер
окисного радикала и Н2О2, образующихся при многих заболева-
ниях, а также при радиотерапии больных с различными патоло-
гиями [7]. Каталаза используется в биосенсорных технологиях 
для количественного определения содержания пероксида водо-
рода и этанола [8, 9].

Большая практическая значимость каталазы определяет не-
обходимость поиска продуцентов фермента и разработки техно-
логии его получения. Рентабельность производства ферментных 
препаратов основана на использовании высокоактивных проду-
центов, что, в свою очередь, актуализирует исследования по усо-
вершенствованию отобранных природных штаммов. В селекци-
онной работе со штаммами – продуцентами ферментов, в том 
числе и каталазы, используют как генно-инженерные методы, 
так и методы индуцированного мутагенеза и эксперименталь-
ной адаптации [10–12]. В случае адаптационной селекции ми-
кроорганизмы выращивают и длительное время поддерживают 
на средах, содержащих фактор адаптации, после чего отбирают 
возникающие варианты по планируемому признаку.

Субстрат каталазы – пероксид водорода относят к химиче-
ским соединениям, обладающим высокой мутагенной активно-
стью [13]. Пероксид водорода, как и органические перекиси, 
окисляет основания ДНК до N-окисей, реагирует с веществами-
восстановителями, инициируя процесс образования свободных  
радикалов, которые затем атакуют молекулы ДНК. Чувстви
тельность микроорганизмов различных таксономических групп 
к действию Н2О2 зависит от активности ферментов антиокси-
дантной защитной системы, в том числе и от активности катала-
зы [12, 15–17]. Одним из возможных способов повышения устой-
чивости микроорганизмов к Н2О2 является экспериментальная 
адаптация [12, 13]. Следовательно, можно предположить, что 
для улучшения микроорганизмов – продуцентов каталаз пер-
спективно использование пероксида водорода в качестве факто-
ра адаптации.
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Ранее нами отобран продуцент внеклеточной каталазы – ми-
целиальный гриб Penicillium piceum F-648, определен оптималь-
ный состав питательной среды и условия культивирования гри-
ба [18–20].

Цель исследования – получение методом адаптационной 
селекции Penicillium piceum F-648 к пероксиду водорода высоко-
активного продуцента внеклеточной каталазы и его морфолого-
биохимическая характеристика.

Объекты и методы исследования. В качестве объектов ис-
следования использовали грибы рода Penicillium: продуцент вне-
клеточной каталазы – P. Piceum F-648 (Penicillium piceum БИМ 
F-370 Д), хранящийся в Белорусской коллекции непатогенных 
микроорганизмов (научной коллекции типовых и промышленно 
ценных непатогенных микроорганизмов Института микробио-
логии НАН Беларуси), а также его варианты, полученные мето-
дом адаптационной селекции к пероксиду водорода – P. piceum 
F-648  А2, P.  piceum F-648  А3, P.  piceum F-648  А5 и P.  piceum 
F-648 А7. В качестве основных объектов исследования использо-
вали P. piceum F-648 и P. piceum F-648 А3.

Устойчивость спор грибов к пероксиду водорода определяли 
учитывая количество моноспоровых колоний, выросших на ага-
ризованной среде Чапека с 6% глюкозы и Н2О2 (0,15–1  ммоль) 
при 26 оС в течение 7 сут, и выражали в процентах к контролю. 
Моноспоровые колонии культур получали методом предельных 
разведений.

Адаптацию P. piceum F-648 проводили путем последователь-
ных пересевов гриба и длительного поддержания на агаре Ча
пека, содержащем 6% глюкозы и 0,95–5,85 ммоль Н2О2. Перио
дичность пересева – 1 раз в 2–3 мес.

Морфологические особенности колоний P.  piceum F-648  
и P.  piceum F-648 А3 описывали на 14-е сутки их роста при 
26 оС в чашках Петри на сусло-агаре, агаризованных средах Ча
пека, Райстрика [21] и модифицированной среде Чапека с глю-
козой (6%).

Радиальную скорость роста грибов (Kr) определяли по фор-
муле
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Kr = (r2–r1) / (t2–t1),

где Kr – радиальная скорость роста (мм/ч); t1 и t2 – время соот-
ветствующего замера (ч), r1 и r2 – радиус колонии в начальный и 
конечный момент времени замера (мм).

Грибы культивировали в колбах Эрленмейера объемом 250 мл 
с 50 мл питательной среды на круговой качалке (180–200 об/мин) 
или в ферментере АК-10 (скорость вращения мешалки 150 об/мин, 
подача воздуха 2,5 л/л·мин) при температуре 25–27 оС в течение 
4 сут. Питательная среда содержала (%): глюкозу – 6,0, KNO3 – 
0,8, MgSO4⋅7H2O – 0,05, KCl – 0,05, KH2PO4 – 0,1, FeSO4⋅7H2O – 
0,001, экстракт солодовых ростков – 2,0. Исходный рН питатель-
ной среды – 5,0.

Экстракт солодовых ростков получали по методу Фертман  
и Гирс [22].

В качестве посевного материала использовали водную су-
спензию спор грибов в количестве (9,0–9,7)·106 спор на 1 мл пи-
тательной среды.

По окончании культивирования биомассу отделяли филь-
трованием, промывали, высушивали при 105 оС до постоянной 
массы и ее количество определяли весовым методом. Фильтрат 
культуральной жидкости использовали для исследований.

Активность каталазы измеряли титрометрическим методом 
[21] и выражали в ед/мл культуральной жидкости и в процентах 
к контролю. За единицу активности принимали количество фер-
мента, катализирующее разложение 1 мкмоль Н2О2 за 1 мин. 

Удельную скорость роста грибов (µ) и удельную скорость 
синтеза каталаз (ε) рассчитывали по формулам [23]:

dx
dt x

µ =
⋅

,  dE
dt x

ε =
⋅

,

где µ – удельная скорость роста грибов (ч–1); dx – прирост био-
массы (мг/мл); dt – промежуток времени (ч); x – биомасса  
(мг/мл); ε – удельная скорость синтеза каталаз (ед·мг–1·ч–1); dE – 
прирост активности за промежуток времени dt (ед/мл).

Приведенные результаты представляют собой усредненные 
данные 3–5 опытов, выполненных в трех повторностях.
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Результаты и их обсуждение. В литературе представлены 
немногочисленные сведения по устойчивости мицелиальных 
грибов к действию пероксида водорода, свидетельствующие  
о зависимости данного свойства от физиологических особенно-
стей культуры. Так, для Fusarium oxysporum летальная концен-
трация оксиданта составила 20 ммоль Н2О2 [17], а для Fusarium 
decemcellulare – 1 ммоль [12].

На рис. 1 приведены результаты исследования чувствитель-
ности к действию пероксида водорода спор P.  piceum F-648. 
Установлено, что наличие в среде 0,15 ммоль Н2О2 не влияло на 
жизнеспособность спор гриба. Дальнейшее повышение концен-
трации пероксида водорода приводило к значительному сниже-
нию количества выросших колоний, а при содержании в среде 
1 ммоль Н2О2 споры P. piceum F-648 полностью погибали. 

Учитывая вышеизложенное, адаптацию P. piceum F-648 на-
чинали при поддержании его на среде с 0,95 ммоль пероксида 
водорода. При данной концентрации оксиданта в среде жизне-
способность спор составила 3,5% (рис. 1). Адаптацию проводи-
ли путем многократного пересева гриба на агаризованную среду 
Чапека, содержащую постепенно повышающуюся концентра-

Рис. 1. Влияние концентрации пероксида водорода на жизнеспособность спор 
Р. piceum F-648
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цию Н2О2 (рис. 2). Всего было проведено 7 пассажей в течение 
16 мес. 

В результате были отобраны 4 штамма: P. piceum F-648 А2, 
P. piceum F-648 А3, P. piceum F-648 А5, P. piceum F-648 А7, кото-
рые проявили повышенную устойчивость к Н2О2.

Рис. 2. Схема получения адаптированных к пероксиду водорода штаммов 
P. piceum
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Селектированные штаммы были испытаны на способность 
продуцировать каталазу при глубинном культивировании. Как 
следует из приведенных на рис. 3 данных, P. piceum F-648 А2 не 
отличался от исходной культуры по уровню синтеза фермента  
и продуцирующей способности мицелия. У P. piceum F-648 А5  
и P. piceum F-648 А7 отмечалось снижение данных показателей 
по сравнению с P.  piceum F-648 на 15 и 26% соответственно. 
Повышенным уровнем образования фермента (на 24%) и проду-
цирующей способности мицелия (на 20%) по сравнению с исхо-
дным штаммом обладал только P. piceum F-648 А3.

Известно, что стресс, обусловленный влиянием пероксида 
водорода, может индуцировать ответные реакции, характерные 
для других видов стресса, например теплового шока [24]. В свя-
зи с этим представляло интерес выяснить, повлияла ли адап- 
тация к Н2О2 на устойчивость полученных штаммов к воздей-
ствию повышенных температур. С этой целью определяли ско-
рость роста полученных штаммов на агаризованной среде 
Чапека с глюкозой в интервале температур 20–45 оС. Анализ по-
лученных данных показал, что при 30–35  оС средняя скорость 
роста колоний P. piceum F-648 А3 и P. piceum F-648 А5 увеличи-
вается в 1,2–1,3 раза (табл. 1). Наибольшей скоростью роста ко-
лоний отличался P. piceum F-648 А3. Средняя скорость радиаль-

Рис. 3. Образование каталазы штаммами Р. piceum
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ного роста колоний этого штамма при оптимальной температу-
ре (35 оС) была на 33% выше по сравнению с аналогичным по-
казателем, установленным для исходной культуры. При 40  оС 
рост всех исследуемых грибов значительно замедлялся, однако 
и в этих условиях P.  piceum F-648 А3 характеризовался более 
высокой по сравнению с другими штаммами скоростью роста. 
При 45 оС рост всех грибов отсутствовал.

Учитывая полученные результаты, в дальнейших исследо- 
ваниях использовали полученный методом адаптации к Н2О2 
штамм P. piceum F-648 А3.

Известно, что у грибов адаптация к неблагоприятным усло-
виям среды может привести к изменению их морфологии. Для 
сравнительного изучения культурально-морфологических при-
знаков колоний P. piceum F-648 А3 и исходного штамма исполь-
зовали агаризованные питательные среды: сусло, Чапека, 
Райстрика, модифицированную среду Чапека с глюкозой (6%). 
После культивирования в чашках Петри на агаризованных сре-
дах различного состава при температуре 26 °С в течение 14 сут 
исходный и адаптированный штаммы сравнивались между со-
бой по таким показателям, как тип и диаметр колоний, особен-
ности окраски мицелия и субстрата, формирование органов спо-
роношения, скорость роста колоний.

Результаты выполненных исследований свидетельствуют о том, 
что колонии Р. piceum F-648 и Р. piceum F-648 А3 на используе-
мых средах имеют округлую форму, они выпуклые, с пушистым 
мицелием (табл. 2). Выявлено, что адаптированный к пероксиду 

Т а б л и ц а 1. Влияние температуры на скорость роста  
колоний штаммов Р. piceum

Штамм  
P. piceum

Скорость роста (мм/ч)

20 °С 25 °С 30 °С 35 °С 40 °С

F-648 0,083 ± 0,004 0,129 ± 0,003 0,152 ± 0,005 0,165 ± 0,005 0,031 ± 0,001
F-648 А2 0,083 ± 0,004 0,130 ± 0,004 0,155 ± 0,005 0,168 ± 0,005 0,030 ± 0,001
F-648 А3 0,085 ± 0,003 0,136 ± 0,004 0,201 ± 0,006 0,221 ± 0,006 0,042 ± 0,001
F-648 А5 0,084 ± 0,004 0,135 ± 0,005 0,186 ± 0,006 0,205 ± 0,006 0,035 ± 0,002
F-648 А7 0,084 ± 0,004 0,128 ± 0,004 0,152 ± 0,005 0,166 ± 0,004 0,010 ± 0,001
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Т а б л и ц а 2. Морфолого-культуральные признаки Р. piceum F-648  
и Р. piceum F-648 А3 на агаризованных средах различного состава

Агаризо- 
ванная  
среда

Описание и диаметр (d) колоний

Р. piceum F-648 Р. piceum F-648 А3

Сусло

Колонии (d  =  82  мм) круглые, 
белые, выпуклые, пушистые, 
радиально-складчатые, середи-
на вогнутая, реверзум темно-
желтого цвета, край ровный

Колонии (d  =  86  мм) круглые, 
белые, выпуклые, пушистые, 
складчатость слабо выражена, 
середина вогнутая, реверзум тем
но-желтого цвета, край ровный

Рай- 
стрика

Колонии (d  =  82  мм) круглые, 
кремовые, пушистые, в центре 
вогнутые, реверзум не окрашен. 
Зона спорообразования серая, 
локализуется в центре колоний. 
Поверхностный мицелий места-
ми окрашен в бледно-розовый 
цвет

Колонии (d  =  82  мм) круглые, 
кремовые, пушистые, в центре 
вогнутые, реверзум не окрашен. 
Зона спороношения локализует-
ся в центре колоний, темно-се
рого цвета. Поверхностный ми-
целий местами окрашен в розо-
вый цвет

Чапека

Колонии (d  =  70  мм) круглые, 
белые выпуклые, пушистые, 
имеются центрические полосы, 
в центре вогнутые и шерсти-
стые, реверзум в центре темно-
коричневого цвета. Поверхно
стный мицелий местами окра-
шен в розовый цвет. Зона споро- 
ношения локализуется в центре 
колонии, 18 мм в диаметре, име-
ет темно-серую окраску с ко-
ричневатым оттенком

Колонии (d  =  75  мм) белые,  
круглые, выпуклые, пушистые, 
с большим количеством цен-
трических полос, в центре во-
гнутые и шерстистые, реверзум 
в центре темно-коричневого 
цвета. Поверхностный мицелий 
местами окрашен в розовый 
цвет. Зона спороношения лока-
лизуется в центре колоний, 23 мм 
в диаметре, имеет бледно-серую 
окраску

Чапека  
с глю- 
козой

Колонии (d  =  81  мм) круглые, 
белые с бледно-кремовым от-
тенком, зональные, середина 
выпуклая, край ровный, ревер-
зум не окрашен

Колонии (d  =  85  мм) круглые, 
белые с бледно-кремовым от-
тенком, выпуклые, зональность 
слабо выражена, центральная 
зона плоская с выпуклым цен-
тром, край ровный, реверзум 
не окрашен
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водорода штамм Р.  piceum F-648  А3 отличается от исходного 
морфологическими особенностями колоний – степенью их склад
чатости на сусло-агаре, насыщенностью окраски зоны спороно-
шения на средах Чапека и Райстрика, более четкой выраженно-
стью зональности на средах Чапека и Чапека с глюкозой, интен-
сивностью окраски колоний на среде Райстрика.

Следует отметить, что на всех испытанных агаризованных 
средах диаметр колоний адаптированного штамма на 45 мм боль
ше, чем у исходной культуры. Сравнительный анализ роста гри-
бов на используемых агаризованных средах показал, что ради-
альная скорость роста Р. piceum F-648 А3 превышает аналогич-
ный показатель, определенный для исходного штамма, в 1,1–1,3 
раза (рис. 4).

На рис. 5 представлены результаты изучения в сравнитель-
ном аспекте кинетических параметров процессов роста P. piceum 
F-648 и P.  piceum F-648 А3 и синтеза каталаз при глубинном 
культивировании. Как видно из графиков, фазы роста грибов  
и синтеза ими фермента разобщены во времени. Удельная ско-
рость роста исходной культуры достигает максимума (µmax= 
0,15 ч–1) к 27 часам культивирования, а адаптированного вариан- 
та (µmax= 0,17 ч–1) – к 24 часам культивирования. Максимальная 

Рис. 4. Скорость роста Р. piceum F-648 и Р. piceum F-648 А3 на агаризованных 
средах различного состава
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удельная скорость синтеза каталазы P.  piceum F-648 (εmax= 
1,70  ед·мг−1·ч−1) отмечена в 42  ч, а P.  piceum F-648 А3 (εmax= 
1,71 ед·мг−1·ч−1) – в 39 ч. Установлено, что P. piceum F-648 А3 ха-
рактеризуется повышенной на 12% максимальной удельной ско-
ростью роста, а каталазы синтезируются пенициллами прак- 
тически с одинаковой скоростью. Необходимо отметить, что  
у адаптированного штамма максимальные значения удельных 
скоростей роста и синтеза фермента достигаются на 3 ч раньше 
по сравнению с аналогичными показателями исходной культу-
ры. Полученные результаты исследования кинетических пара-
метров роста P. piceum F-648 и P. piceum F-648 А3 и синтеза ими 
каталаз свидетельствуют о двухфазности анализируемых про-
цессов, что является характерным для синтеза мицелиальными 
грибами вторичных метаболитов.

Таким образом, в результате адаптации P. piceum F-648 к пе-
роксиду водорода получен штамм Р. piceum F-648 А3, отличаю-
щийся от исходной культуры морфологическими особенностя-
ми колоний и характеризующийся повышением скорости роста 
колоний на плотных средах (на 10–30%) и уровней синтеза ка- 
талазы и продуцирующей способности мицелия (на 20–24%),  

Рис. 5. Кинетика роста P. piceum F-648 (а) и P. piceum F-648 А3 (б) и синтеза 
каталаз: 1 – µ, удельная скорость роста, ч–1; 2 – ε, удельная скорость синтеза, 

едּмг–1ּ ч–1
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а также сокращением на 3 ч времени достижения максимальных 
значений удельных скоростей роста и синтеза каталазы.
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I. V. MOROZ, R. V. MIKHAILOVA, ZH. I. PAVLOVSKAYA, A. G. LOBANOK 

SELECTION AND MORPHOLOGICAL – BIOCHEMICAL 
CHARACTERIZATION OF CATALASE-PRODUCING STRAIN 

PENICILLIUM PICEUM F-648 А3
Laboratory of enzymes

Strain Р. piceum F-648 А3 derived by adaptation selection of strain Р. piceum 
F-648 was distinguished from parent culture by morphological peculiarities of the 
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colonies and increased by 20–24% levels of catalase synthesis and mycelium 
productive potential. Kinetic parameters were established for processes of growth 
and catalase synthesis in parent and catalase synthesis in parent and adapted 
cultures. It was shown that catalases are produced by penicilli at the same specific 
synthesis rate. Maximum values of specific growth rates and enzyme generation 
were recorded in P. piceum F-648 А3 culture 3 hours earlier than similar parameters 
of parent culture.

УДК 579.222 + 577.151

Л. И. САПУНОВА, А. Н. ЧЕРНАЯ, А. Г. ЛОБАНОК 

ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ СИНТЕЗ 
ГАЛАКТООЛИГОСАХАРИДОВ

Лаборатория ферментов

Обобщены данные литературы, касающиеся ферментативного синтеза га-
лактоолигосахаридов, характеристики их свойств и перспектив применения.

Сегодня в мире известно более 20 различных олигосаха- 
ридов, из которых доказанным пребиотическим эффектом обла-
дают лактулоза, лактитол, соевые олигосахариды, лактитол- 
олигосахариды, фруктоолигосахариды, галактоолигосахариды, 
изомальтоолигосахариды, диксилоолигосахариды, гентиолиго-
сахариды и др. [1, 2]. Методы получения олигосахаридов осно-
ваны на прямой их экстракции из растительного сырья, фермен-
тативном либо кислотном гидролизе полисахаридов соответ-
ствующего состава, ферментативном либо химическом синтезе 
из простых углеводов.

Галактоолигосахариды (олигогалактозиллактоза, олигога-
лактоза, трансгалактоолигосахариды) являются производными 
лактозы и в натуральном виде содержатся в грудном молоке  
и тканях некоторых растений, например лука, чеснока, соевых 
бобов, цикория, топинамбура.

Галактоолигосахариды, как и другие олигосахариды, прак-
тически не разрушаются в верхних отделах желудочно-кишеч
ного тракта, в неизмененном виде поступают в толстую кишку, 
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где и ферментируются присутствующей там микрофлорой, пре-
имущественно бифидо- и лактобактериями, реализуя свое пре-
биотическое действие [3, 4].

Исследованиями in vitro и in vivo показано, что они подавля-
ют адгезию Escherichia coli к эпителиальным клеткам более эф-
фективно, чем другие олигосахариды, например, фруктаны, 
раффиноза или лактулоза [5–7]. Они также стимулируют пери-
стальтику кишечника и устраняют его дисфункции [8, 9], спо-
собствуют усвоению кальция и магния [10, 11], активируют 
специфические и неспецифические системы защиты макроорга-
низма [12], оказывая не связанное с жизнедеятельностью кишеч-
ной микробиоты иммуномодулирующее, гипохолестеринемиче-
ское и гипогликемическое действие, снижая риск развития ка-
риеса и опухолей [1, 8, 13, 14].

Лечебно-профилактические свойства галактоолигосахари-
дов являются особенно востребованными в связи со снижением 
объемов использования в животноводстве антибиотиков, вызы-
вающих различные побочные эффекты, вплоть до полного от-
каза от них в дальнейшем. Так, в Европе еще в 2006 г. законода-
тельно был введен полный запрет на использование антибио- 
тиков при выращивании скота и птицы. Согласно прогнозам,  
в 2011 г. мировой рынок препаратов пребиотического действия, 
а также производимых с их использованием продуктов питания 
и кормов, реализуемых самостоятельно или в комбинированном 
с пробиотиками виде, составит сотни тысяч тонн и достигнет 
1,1  млрд долл. США. Сегодня галактоолигосахаридами обога-
щают детское питание, фруктовые соки, безалкогольные напит-
ки, молочные продукты, сухие завтраки, корма для животных  
и т. д. [15].

Как правило, галактоолигосахариды, сладость которых со-
ставляет 30–60% сладости сахарозы, обладают хорошей раство-
римостью в водной среде, высокой термостабильностью (при 
160 оС и рН 7,0 или при 100 оС и рН 2,0 в течение 10 мин; при 
37 оС и рН 2,0 – в течение нескольких месяцев). Кроме того, они 
понижают точку замерзания пищевых продуктов, предотвраща-
ют их излишнее высыхание [16–18].
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Наиболее перспективным и экологически безопасным спосо-
бом получения галактоолигосахаридов является ферментатив-
ное трансгликозилирование лактозы in vivo и in vitro с участием 
β-галактозидазы.

β-Галактозидаза (лактаза, β-галактозид-галактогидролаза, 
КФ 3.2.1.23) – фермент класса гидролаз, катализирующих отще-
пление концевого нередуцированного остатка β-D-галактозы  
в β-D-галактозидах, в том числе в составе лактозы. Схема фер-
ментативного гидролиза β-D-галактозидов на примере лактозы 
(β-D-галактопиранозил-(1→4)-β-D-глюкопиранозы) приведена 
на рис. 1.

Фермент обнаруживается в некоторых растениях, физиоло-
гической нормой представляется также его наличие в тканях ор-
ганов человека и животных, однако наиболее распространенным 
источником β-галактозидазы являются микроорганизмы раз-
личных таксономических групп [19].

Природным субстратом β-галактозидазы выступает дисаха-
рид лактоза, помимо которой ферментативному гидролизу под-
вержены также такие синтетические соединения, как о-нитрофе
нил-β-D-галактопиранозид, о-нитрофенил-β-D-глюкозид, о-нит
рофенил-β-D-фикопиранозид, п-нитрофенил-β-D-арабинозид, 
п-нитрофенил-β-D-галактозид, п-нитрофенил-β-D-галактуронид, 
п-нитрофенил-β-D-ксилозид, п-нитрофенил-β-D-лактозид, п-нит
рофенил-β-D-маннозит, п-нитрофенил-β-D-целлобиозид. При
чем, согласно данным литературы, сродство ферментов к ним, 

Рис. 1. Схема ферментативного гидролиза лактозы
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как правило, на один-два порядка превышает их сродство к лак-
тозе [20, 21].

Известным свойством микробных β-галактозидаз является 
также их трансгликозилазная активность. В результате катали-
зируемой ферментом реакции трансгликозилирования из лакто-
зы образуются галактоолигосахариды различной степени поли-
меризации:

α-D-глю-(1→4)-[β-D-гал-(1→6)-]n,

где n – количество галактопиранозильных колец, связанных 
β-(1→6)-связью друг с другом и β-(1→4)-связью – с последним 
глюкопиранозильным остатком молекулы олигосахарида.

Химическое строение галактоолигосахаридов, наиболее ча-
сто синтезируемых ферментативным путем, приведено на рис. 2.

В общем виде реакция трансгликозилирования описана швей
царскими исследователями, которые установили, что получаемые 
из лактозы ферментативным способом олигосахариды представ-
лены, в основном, ди- (галактозил-глюкозой), три- (галактозил-
галактозил-глюкозой), тетра- (галактозил-галактозил-галактозил- 
глюкозой), реже – пента- (галактозил-галактозил-галактозил-
галактозил-глюкозой) и гекса- (галактозил-галактозил-галакто- 
зил-галактозил-галактозил-глюкозой) сахаридами [22].

Рис. 2. Химическая структура галактоолигосахаридов [15]
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На тот факт, что гидролиз лактозы с участием микробных 
β-галактозидаз приводит одновременно к синтезу олигосахари-
дов, в структуре которых представлена только галактоза или га-
лактоза + глюкоза, указывают также и другие авторы [23]. 
Однако отмечается, что акцепторами гликозильных групп при 
ферментативном синтезе галактоолигосахаридов могут быть не 
только углеводы, но также и глицерин, бензил-алкоголь, этанол, 
бутандиол, гексадиол, 2-фенилэтанол, нитрофенол [24–26].

Таким образом, помимо реакции гидролиза β-галактозидаза 
может катализировать реакцию трансгликозилирования между 
двумя галактозидными субстратами. Первый субстрат – донор – 
имеет в своем составе гликозильную заместительную группу, 
прикрепленную к ее аномерному атому углерода, и оксо-группу, 
присоединенную к атому углерода в положении 6. Второй суб-
страт – гликозильный акцептор, имеющий в своем составе ги-
дроксильные группы. Эффективность реакции усиливается при-
креплением О-группы к C6-атому углеводного донора. Сущность 
трансгликозилазной реакции заключается в синтезе олигосаха-
ридов различной степени полимеризации в результате переноса 
связанного гликозидной связью остатка сахара на другие моле-
кулы с OH-группой, исключая молекулу воды.

В последние 15–20 лет именно трансгликозилазной актив-
ности микробных β-галактозидаз уделяется все более при-
стальное внимание. Так, японскими учеными из 574 музейных 
штаммов бактерий и дрожжей в качестве активных проду- 
центов клеточносвязанной β-галактозидазы, осуществляющей  
in vitro синтез галактоолигосахаридов из лактозы, отобраны 
Rhodotorula minuta IFO879, Sirobasidium magnum CBS6803  
и Sterigmatomyces elviae CBS8119 [27]. Последняя из культур 
характеризовалась наиболее высоким уровнем продукции га-
лактоолигосахаридов, достигающим 135 мг/мл в реакционной 
смеси с исходной концентрацией лактозы 36%. В результате  
исследований было установлено, что ферментативный синтез 
целевого продукта, идентифицированного как 4′-галактозил-
лактоза (О-β-D-галактопиранозил-(1→4)-О-β-D-галактопира
нозил-(1→4)-D-глюкопираноза), репрессируется побочным 
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продуктом реакции – глюкозой. При снижении ее концентра-
ции в реакционной среде в результате потребления растущими 
клетками Sterigmatomyces elviae CBS8119 выход галактоолигоса-
харида в условиях проведения реакции (30 оС, 60 ч) увеличива-
ется и достигает 232 мг/мл.

Развивая начатые исследования, Н. Ониши и Т. Танака [27] 
разрабатывают схему выделения и очистки клеточносвязанной 
β-галактозидазы S.  elviae CSB  8119 до гомогенного состояния, 
включающую последовательную хроматографию белков на ко-
лонках со смолами DEAE-Toyopearl и Butil-Toyopearl, хромато-
фокусирование и гель-фильтрацию через p-аминобензил-1-тио-
β-D-галактопиранозид-агарозу. При исследовании свойств фер-
мента S.  elviae CSB  8119 было установлено, что величина его 
изоэлектрической точки составляет 4,1, молекулярная масса на-
тивного ферментного белка – 170 кДа, денатурированного – око-
ло 86  кДа. Максимум гидролитической активности β-галакто
зидазы отмечается при температуре 85 оС и рН 4,5–5,0. Фермент 
стабилен при 80 оС в диапазоне рН 2,5–7,0 в течение 1 ч, и его 
активность ингибируется ионами Pb2+ и Hg2+. Значения констан-
ты Михаэлиса β-галактозидазы по отношению к о-нитрофенил-
β-D-галактопиранозиду и лактозе составляют соответственно 
2,4 и 9,5 ммоль, а максимальные скорости их гидролиза достига-
ют 240 и 96 мкмолей/мин·мг белка. Очищенный фермент S. elviae 
CSB 8119 катализирует, кроме того, и реакцию трансгалактози-
лирования, в результате которой образуются три- и тетрасаха-
риды в количестве 200  мг/мл реакционной смеси, содержащей 
39% лактозы. 

Следует подчеркнуть, что β-галактозидаза S. elviae CBS8119 – 
один из наиболее термоустойчивых ферментов с высоким уров-
нем трансгалактозилазной активности. Лактаза S. elviae по сво-
им характеристикам сравнима с β-галактозидазой Bacillus stea
rothermophilus, B. acidocaldarius, Thermoaerobacter sp., Thermus 
aquaticus, Saccharopolyspora rectivirgula. Однако ферменты 
Sulfolobus solfataricus и Thermatoga maritima характеризуются 
более высокой, чем ферменты описанных выше микроорганиз-
мов, термостабильностью [27].
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Эффективность синтеза β-галактозидазы выделенным из по-
чвы штаммом Enterobacter agglomerans B1 составляет 9,7 ед/мл 
через 26 ч его роста в среде с лактозой при 26 оС [28]. Фермент 
указанных бактерий обеспечивал продукцию галактоолигоса-
харидов, представленных ди-, три- и тетрасахаридами, из 30%-
ного раствора лактозы при рН 7,5 и температуре 50 оС с выходом 
40,7% в течение 12 ч. 

На различную продуктивность процесса синтеза смеси га-
лактоолигосахаридов различающегося компонентного состава  
с участием β-галактозидаз Bacillus circulans, Aspergillus oryzae  
и Kluyveromyces  lactis указывают также результаты исследо-
ваний, выполненных M.  A.  Boon и соавт. [29]. Сообщается 
также о получении галактоолигосахаридов с использованием 
β-галактозидаз и других мезофильных микроорганизмов – 
Sirobasidium magnum [30], Penicillium simplicissimum [31], 
Bacillus circulans [32], Bullera singularis [33], Escherichia coli 
[34], Kluyveromyces lactis [21, 35], K. marxianus [36], Penicillium 
expansum F3 [37].

Психрофильный штамм Bacillus subtilis KL88 продуцирует 
фермент, катализирующий синтез из лактозы трех типов галак-
тоолигосахаридов с максимальным выходом 20% [38].

Ферменты указанных мезофильных микроорганизмов, одна-
ко, неэффективны в реакции синтеза галактоолигосахаридов 
при высоких температурах, способствующих повышению рас-
творимости лактозы и, следовательно, повышению выхода целе-
вого продукта, а также предотвращению его контаминации  
[39–41]. Поэтому очевидной представляется целесообразность 
использования для получения галактоолигосахаридов термоста-
бильных β-галактозидаз.

В настоящее время имеются лишь отдельные публикации, 
касающиеся синтеза галактоолигосахаридов с использованием 
ферментов таких термотолерантных или термофильных микро-
организмов, как уже упомянутые бактерии Sterigmatomyces elviae 
CBS8119 [27], а также Cryptococcus laurentii [42], Pyrococcus 
furiosus [41], Rhodotorula minuta [43], Saccharopolyspora recti
virgula [44] Sterigmatomyces elviae [27], Sulfolobus solfataricus 
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[45], Talaromyces thermophilus CBS 236.58 [46], Thermus sp. Z-1 
[40]. Из них только β-галактозидазы S. elviae CBS8119 и T. thermo
philus CBS 236.58 обладают трансгликозилирующей активно-
стью, обеспечивающей выход галактоолигосахаридов порядка 
200 и 100 г/л из соответственно 39% и 20%-ного растворов лак-
тозы [27, 47].

Незначительным количеством представлены также работы 
по ферментативному синтезу галактоолигосахаридов с исполь-
зованием гипертермостабильных рекомбинантных β-галак- 
тозидаз. Рекомбинантные ферментные белки имеют преимуще-
ства перед нативными ферментами: их легче очищать, что 
существенно упрощает и удешевляет их промышленное произ
водство.

Сообщается о клонировании в клетках Escherichia coli гена, 
кодирующего β-галактозидазу Thermotoga maritima [48]. По
следующими исследованиями было установлено, что этот фер-
мент катализирует синтез галактоолигосахаридов из лактозы  
с максимальным выходом 91  г/л, продуктивностью 18,2  г/л·ч  
и уровнем конверсии лактозы 18% в следующих условиях про-
ведения реакции: концентрация лактозы – 500  г/л, количество 
фермента – 1,5 ед/мл; рН 6,0, температура – 80 оС, длительность – 
300 мин [49].

Ген bgaB, кодирующий термостабильную β-галактозидазу 
Bacillus stearothermophilus, клонирован в B. subtilis [50]. Экспрес
сируемый в мезофильном гетерологичном организме фермент-
ный белок характеризовался оптимумом действия при темпера-
туре 65  оС и рН  7,0, обладал высоким уровнем гидролазной  
и трансгликозилазной активности в отношении лактозы молока.

Исследуя закономерности течения реакции трансгликози-
лирования, R. E. Huber и соавт. (1976) установили, что проду-
цируемая Escherichia coli β-галактозидаза при невысоких кон-
центрациях лактозы катализирует ее гидролиз с соотношением 
образующихся моносахаридов глюкозы и галактозы, равным 1 
[51]. При увеличении концентрации субстрата в реакционной 
смеси свыше 0,05 моль образование галактозы снижалось. При 
этом отмечался синтез трех различных видов трисахаридов,  
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а акцепторами гликозидных групп выступали лактоза и алло-
лактоза.

Основное предназначение образующейся аллолактозы, как 
полагают авторы, заключается в прямом ферментативном пере-
носе галактозы с позиции С4 в позицию С6 глюкозной составля-
ющей лактозы без предварительного высвобождения глюкозы 
ферментом. Однако известно, что аллолактоза в значительных 
количествах образуется в результате переноса остатка галакто-
зы на С6-атом свободной глюкозы или гидролиза преобразован-
ного трисахарида. С учетом вышесказанного был предложен ме-
ханизм реализации процесса трансгликозилирования. Он вклю
чает: 1)  образование комплекса фермент – галактоза-глюкоза, 
2) образование и разрушение аллолактозы на молекуле фермен-
та; 3)  освобождение глюкозы. Все происходит, по-видимому,  
с приблизительно одинаковой скоростью.

Селективность осуществляемых β-галактозидазой Bacillus 
subtilis KL88 реакций трансгликозилирования и гидролиза зави-
сит от условий их протекания. Так, при рН >  7,8 существенно 
преобладала первая реакция, при рН <  6,0 – вторая, а в диапазо-
не 6,0 < рН < 7,8 их скорости были сопоставимы по величине. 
Существенное влияние на указанные процессы оказывала также 
аномерная конфигурация лактозы. Например, α-лактоза снижа-
ла трансгликозилазную активность (и образование аллолактозы) 
и увеличивала – гидролазную (и образование глюкозы). Про
тивоположным эффектом обладала β-лактоза [51].

Указывается, кроме того, на существенное влияние глюкозы 
и галактозы на ферментативный синтез галактоолигосахаридов 
из лактозы. Так, при увеличении концентрации этих сахаров  
в реакционной среде до 30% продукция галактоолигосахаридов 
при участии фермента Kluyveromyces marxianus var. Lactis OE-20 
снижается с 26,9 до 9,7 и 12,0 г/л соответственно [52]. Сходные 
результаты получены при использовании в качестве фермен
тативно-активной субстанции для синтеза олигосахаридов β-га
лактозидаз Thermus aquaticus [23] и Bullera singularis [53]. 
Полагают, что побочные продукты реакции трансгалактозили-
рования (глюкоза и галактоза) ингибируют образование галак-
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тоолигосахаридов, выступая конкурентами лактозы за активный 
центр фермента [22].

Коммерческий препарат «Pectinex Ultra SP» фирмы «Novo 
Nordisk A/S» (Дания), включающий β-галактозидазу и целлю- 
лазу Aspergillus aculeatus, катализирует синтез 6′-галактозил-
лактозы (выход 18%) из лактозы с высокой селективностью 
(62%) [54], сравнимой с селективностью фермента Bacillus circu
lans [55].

Польскими исследователями проведены работы по оптими-
зации условий ферментативного получения галактоолигоса- 
харидов из ультраконцентратов молочной сыворотки [56].  
В качестве источников β-галактозидазы были использованы 
коммерческие препараты «Maxilact  2000» (DSM, Польша), 
«Lactozym 2000L» («Novozymes», Польша) и «Ha-Lactase» («Chr. 
Hausen», Хорватия), произведенные с использованием штаммов-
продуцентов Kluyveromyces lactis, K. fragilis и Aspergillus oryzae. 
Их ферментативная активность составляла 500, 780 и 600  ед/г 
соответственно. Было установлено, что продуктивность процес-
са синтеза галактоолигосахаридов и их состав зависят от кон-
центрации лактозы, времени реакции и свойств используемого 
фермента.

Исследования по получению галактоолигосахаридов с ис-
пользованием коммерческого препарата «Lactozym 3000 L HPG», 
содержащего β-галактозидазу Kluyveromyces lactis, были вы-
полнены также и другими исследователями [57]. Установлено, 
что продуктами ферментативной реакции трансгликозилиро-
вания лактозы являются глюкоза, галактоза, галактобиоза,  
аллолактоза, 6′-галактозил-лактоза. Уровень синтеза ди- и три-
сахаридов зависел от условий проведения реакции. Так, макси-
мальный выход галактобиозы и аллолактозы отмечался при 
50 °С и рН 6,5; 6′-галактозил-лактозы – при 40 °С и рН 7,5, что 
указывает на возможность регулирования состава получаемых 
продуктов.

Состав олигосахаридов, синтезированных с участием β-га
лактозидазы штамма Bifidobacterium bifidum, представлен ди- 
(25%), три- (35%), тетра- (25%) и пентаолигосахаридами (15%) 
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[5]. В то же время фермент, синтезируемый дрожжами рода 
Kluyveromyces, катализирует синтез преимущественно трисаха-
ридов [29], а фермент K. marxianus, составляющий основу ком-
мерческого препарата «Maxilact 2000», – ди- и тригалактозидов 
в соотношении 2:1 [36].

Смесь ди-, три-, тетра-, пентасахаридов, лактозы, глюкозы  
и галактозы обнаруживается при обработке концентрата молоч-
ной сыворотки препаратом иммобилизованной β-галактозидазы 
(«Shinnihon Chemical Co., Ltd.», Япония).

Ди-, три-, тетра-, пента- и гексагалактоолигосахариды обра-
зуются в результате трансгликозилирования лактозы, катализи-
руемого ферментом Aspergillus oryzae [58].

Олигосахариды, содержащие от одного до четырех остатков 
галактозы, а также глюкозу в качестве редуцирующего терми-
нального остатка, синтезируются при трансгликозилировании 
лактозы β-галактозидазой Saccharopolyspora rectivirgula [44].  
С участием фермента Bulleria singularis образуются три- и те-
трагалактоолигосахариды [33].

Препарат β-галактозидазы Kluyveromyces lactis из молочной 
сыворотки, содержащей 10% лактозы, обеспечивает синтез пре-
имущественно ди-, три- и тетраолигосахаридов [56].

Тригалактоолигосахариды являются доминирующим, а ди- 
сахариды – побочным продуктом трансгликозилирования высо-
коконцентрированных (более 40%) растворов лактозы ферментом 
Streptomyces thermophilus [59]. И наоборот, в составе комплекса 
галактоолигосахаридов, синтезированных ферментативным пу-
тем из низкоконцентрированных (менее 7,5%) растворов лакто-
зы, преобладают дигалактозиды.

Смесь ди- и тригалактоолигосахаридов образуется в ре-
зультате обработки растворов лактозы очищенным и иммо- 
билизованным ферментом Thermus aquaticus [23], Lactobacil
lus sp. [60].

Факторами, оказывающими влияние на состав галактооли-
госахаридов, образующихся в реакции трансгликозилирования 
с участием β-галактозидазы Kluyveromyces lactis, являются: кон-
центрация лактозы, фокусирующая микроволновая радиация, 
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активность воды и органические растворители [61]. Установлено, 
что количество галактоолигосахаридов, синтезируемых фер-
ментативным путем, увеличивается в 217 раз в случае, если ре-
акция протекает при высоких начальных концентрациях лакто-
зы, в присутствии растворителя гексана, в условиях микровол-
новой иррадиации.

Производимый на основе дрожжей Kluyveromyces lactis фер-
ментный препарат «Maxilact 200 L» предлагается для получения 
галактоолигосахаридов из пермеата молочной сыворотки, со-
держащей от 14 до 23% лактозы, в реакторах непрерывного дей-
ствия [62].

Синтез галактоолигосахаридов с использованием иммоби-
лизованной рекомбинантной β-галактозидазы Aspergillus candi
dus CGMCC 3.2919 проведен в непрерывном режиме в течение 
20 сут [63]. Выход продукта при подаче 40%-ного раствора лак-
тозы со скоростью 0,5 ч–1 составил 37%, что соответствует сред-
ней продуктивности процесса 64 г/л·ч.

На повышение эффективности синтеза галактоолигосахари-
дов за счет использования иммобилизованных на различных но-
сителях β-галактозидаз указывают также и другие исследователи. 
В настоящее время успешно иммобилизованы ферменты, про-
дуцируемые Bacillus stearothermophilus [64], Aspergillus oryzae 
[65], Kluyveromyces lactis [61], Talaromyces thermophilus [46] и не-
которыми другими про- и эукариотами.

Несмотря на ингибирующее влияние глюкозы и галактозы 
на катализируемый β-галактозидазой синтез галактоолигосаха-
ридов, полностью освободиться от указанных моносахаров в про
цессе трансгликозилирования не представляется возможным. 
Поэтому препараты галактоолигосахаридов, выпускаемые в на-
стоящее время в промышленных масштабах, содержат, помимо 
целевого продукта, значительные количества исходного суб-
страта (лактозы) и побочных продуктов ее трансформации (глю-
козы и галактозы) [66, 67].

Препараты галактоолигосахаридов производят и продают 
такие крупные компании, как «Yakult Honsha» и «Nissin Sugar 
Manufacturing» (Япония), «Corn Products Intl.» (США), «Borculo 
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Domo Ingredients» и «Clasado» (Европа). Сообщается, что от-
дельные фирмы производят олигосахариды не для продажи,  
а исключительного для внутреннего потребления [17]. Кроме 
того, в последние годы на рынок этого вида биотехнологической 
продукции выходят новые игроки, о которых пока имеется весь-
ма скудная информация. Например, новый продукт «Promovita 
GOS» предлагается европейскими производителями «Fayrefield 
Food» («Crewe», Великобритания) и «First Milk» («Paisley», 
Великобритания) [66].

Галактоолигосахариды пищевого назначения выпускаются 
обычно в виде порошка белого цвета или в сиропообразном 
виде. В обоих случаях они представляют собой смесь олигоса-
харидов различной степени полимеризации с различным содер-
жанием лактозы и продуктов ее гидролиза – глюкозы и галакто-
зы [17, 18]. Лишь отдельные производители, в том числе «Yakult 
Honsha» (Япония) и «Corn Products Intl., Inc.» (США), поставля-
ют препараты галактоолигосахаридов высокой степени очистки 
(табл. 1).

Данные литературы об эффективности синтеза галактооли-
госахаридов с использованием ферментов различных микроор-
ганизмов, а также об оптимальных условиях проведения про-
цесса суммированы в табл. 2.

Как видно из приведенных в табл. 2 данных, в зависимости 
от происхождения и свойств β-галактозидазы, используемой  
в реакции трансгликозилирования, общий выход галактоолиго-
сахаридов составляет от 2,7 до 258 г/л при эффективности транс-
формации лактозы в диапазоне от 18 до 80%. Продуктивность 
процесса ферментативного получения олигосахаридов варьиру-
ется в широком диапазоне значений; достигнутый к настоящему 
времени максимум соответствует 70 г/л·ч.

Преимуществами ферментативного синтеза галактоолигоса-
харидов, бесспорно, являются невысокая стоимость микробных 
ферментов, простота выполнения реакции. К его очевидным не-
достаткам следует отнести низкую продуктивность процесса  
и трудности, возникающие при выделении целевого продукта  
из реакционной смеси и его очистке.
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Обобщая приведенные в литературе данные, следует опреде-
лить следующие направления совершенствования процесса фер-
ментативного синтеза галактоолигосахаридов: поиск и селекция, 
в том числе с использованием методов генетической инженерии, 
новых продуцентов β-галактозидаз, проявляющих высокую 
трансгликозилазную активность; устранение ингибирующего 
фермент воздействия глюкозы и галактозы; разработка способов 
очистки продуктов реакции от остатков лактозы и моносахари-
дов; минимизация вторичного гидролиза олигосахаридов и лак-
тозы; использование иммобилизованных ферментов и клеток; 
увеличение селективности реакции трансгликозилирования пу-
тем уменьшения активности воды, например, использование вы-
соких концентраций лактозы.
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ENZYMATIC SYNTHESIS OF GALACTOOLIGOSACCHARIDES

Laboratory of enzymes

Literature data related to enzymatic synthesis of galactooligosaccharides, their 
characterization and application prospect were summarized.
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Ж. Ф. ЦИРКУНОВА, Р. В. МИХАЙЛОВА, М. Б. ХОМИЧ, 
А. Г. ЛОБАНОК

ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА  
хитинолитических ферментов 

Paecilomyces marquandii  
и Paecilomyces lilacinus F-2

Лаборатория ферментов

В результате проведенных исследований разработаны способы получе-
ния неочищенных и частично очищенных хитинолитических ферментов 
P. marquandii и P. lilacinus F-2. Установлено, что грибные хитиназы проявля-
ют максимум активности при рН 5,0–6,0 и температуре 50 °С (P. marquandii) 
и 50–60 °С (P. lilacinus F-2). Ферменты P. marquandii и P. lilacinus F-2 стабиль-
ны в диапазоне рН 4–8 и 3–8 и температуры 20–30 °С и 20 °С соответственно. 
Показано, что ионы K2 +, Al3+, Cu2+, Ni2+, Zn2+, Fe2+, Li+, Ba2+, Na+, Co2+, Mn2+ 
являются ингибиторами хитиназ грибов.

Введение. Полисахарид хитин относится к числу наиболее 
распространенных в природе органических соединений. Хитин, 
его деацетилированная форма хитозан и их низкомолекулярные 
производные обладают комплексом уникальных свойств, таких 
как антиоксидантные, радиопротекторные, иммуномодулирую-
щие, антимикробные, противоопухолевые и др. [1, 2]. Для полу-
чения низкомолекулярного хитозана и его олигомеров применяют 
различные методы. Все чаще предпочтение отдается использо-
ванию биологических (ферментативных) методов, что позволяет 
считать получаемые продукты более натуральными, с сохранен-
ной исходной природной структурой полимеров [3, 4].

Хитинолитические ферменты представлены хитиназами 
(КФ 3.2.1.14), N-ацетил-β-глюкозаминидазами (КФ 3.2.1.52) и хи-
тозаназами (КФ 3.2.1.132) [5].

В литературе представлены данные о деполимеризации хи-
тинов и хитозанов неспецифическими ферментами: глюканаза-
ми, целлюлазами, протеазами, липазами. Показана целесообраз
ность совместного использования хитиназы, лизоцима и целлю-
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лазы для эффективного получения низкомолекулярного раство- 
римого хитозана [6–8].

В лаборатории ферментов Института микробиологии НАН 
Беларуси в результате проведенного скрининга из 113 протести-
рованных культур мицелиальных грибов различных родов ото-
браны перспективные продуценты внеклеточных хитинолити-
ческих ферментов – Paecilomyces marquandii и Paecilomyces 
lilacinus F-2 [9].

Цель исследования – получение и характеристика хитино-
литических ферментов P. marquandii и P. lilacinus F-2, исследо-
вание их компонентного состава, изучение основных физико-
химических свойств хитиназ.

Материалы и методы исследования. Объектами исследо-
ваний служили продуценты внеклеточных хитиназ – P. lila
cinus F-2 и P. marquandii.

Для получения ферментных препаратов грибы культивиро-
вали глубинным способом в колбах Эрленмейера объемом 250 мл 
с 50 л питательной среды на круговой качалке (180–200 об/мин), 
при температуре 24–26  °С. Длительность культивирования – 
5 сут.

Питательная среда для культивирования продуцентов хи-
тиназ содержала (г/л): нативный крабовый хитин – 5,0; KNO3 – 
8,0; KH2PO4 – 1,0; MgSO4·7H2O – 0,5; KCl – 0,5; 20 мл экстракта 
солодовых ростков; 2  мл 0,05%-ного раствора FeSO4·7Н2О, 
2,6 мл 0,044% MnSO4·5Н2О, 2 мл 0,15%-ного раствора ZnSO4. 
Экстракт солодовых ростков получали по методу Фертман  
и Гирса [10].

В качестве посевного материала использовали водную спо-
ровую суспензию, полученную после роста грибов на агаре 
Чапека при 24–26 °С в течение 14 сут, в количестве 1,0–5,0 × 107 
спор на 50,0  мл питательной среды. Подсчет спор проводили  
в камере Горяева [11].

По окончании культивирования биомассу грибов отделяли 
фильтрованием, фильтрат культуральной жидкости (ФКЖ) ис-
пользовали в дальнейшей работе. Белок определяли по методу 
Бредфорд [12], рН – потенциометрически.
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Активность внеклеточной хитиназы определяли по количе-
ству образующихся при гидролизе коллоидного хитина восста-
навливающих сахаров [13]. Реакционная смесь содержала 1 мл 
0,5% коллоидного хитина в 0,1  М ацетатном буфере (рН 5,0), 
1 мл ферментного раствора (ФКЖ). За единицу активности хи-
тиназ принимали количество фермента, в результате действия 
которого на коллоидный хитин при температуре 40 °С, рН 5,0  
в течение 60  мин образуется количество редуцирующих ве-
ществ, эквивалентное 1 мг N-ацетил-D-глюкозамина. Концент
рацию N-ацетил-D-глюкозамина определяли по стандартной 
кривой, составленной по калибровочному раствору, содержа-
щему от 0,04 до 1,0 мг данного вещества. При определении хи-
тозаназной активности в качестве субстрата использовали 0,5%-
ный хитозан.

N-ацетил-D-глюкозаминидазу определяли спектрофотоме-
трическим методом с использованием 4-нитрофенил-N-ацетил-
D-глюкозамина (Sigma) [14]. За единицу активности принима-
ли количество фермента, при действии которого на субстрат 
при температуре 40 °С, рН 5,0 в течение 1 ч образуется 1 ммоль 
4-нитрофенола. Коэффициент молярной экстинкции для 4-ни- 
трофенола при 400 нм считали равным 18,0 ммоль–1см–1 (Sigma).

Активность внеклеточной протеазы определяли спектрофо-
тометрическим методом. Для этого к 0,5  мл 2%-ного раствора 
казеина (рН 8,0) добавляли 0,5  мл исследуемого ферментного 
раствора соответствующего разведения, перемешивали и прово-
дили гидролиз 20 мин при 37 °С. Реакцию останавливали добав-
лением 4 мл 10%-ной трихлоруксусной кислоты. Контрольный 
опыт готовили, прибавляя реактивы в обратной последователь-
ности. За единицу протеолитической активности принимали та-
кое количество фермента, которое в условиях реакции давало 
прирост оптической плотности на 0,01.

Целлюлазную и β-глюканазную активность определяли, ис-
пользуя в качестве субстратов натриевую соль карбоксиметил-
целлюлозы и ячменный β-глюкан соответственно. Методы осно-
ваны на фотометрическом определении редуцирующих сахаров, 
образующихся в результате действия ферментов на субстраты. 
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За единицу активности принимали такое количество фермента, 
при действии которого на субстрат в течение 1 мин при темпе-
ратуре 40 °С и рН 5,0 образуется 1 мкмоль редуцирующих саха-
ров в пересчете на глюкозу.

Коллоидный хитин готовили из крабового хитина (Sigma) по 
методу [15].

Раствор хитозана получали следующим образом: 1 г крабо-
вого хитозана (степень дезацетилирования 80,5%, молекулярная 
масса 495  кДа) растворяли в 100  мл 0,1  М уксусной кислоты  
в течение 1 ч. Далее раствор хитозана переносили из конической 
в мерную колбу вместимостью 200 мл и доводили объем до мет-
ки 0,1 М ацетатным буфером, рН 5,0. Значение рН доводили 1 М 
раствором гидроокиси натрия до 5,0.

В работе использовали крабовый хитин (Sigma) и хитозан 
(молекулярная масса 495 кДа, степень дезацетилирования – 81% 
(ЗАО «Биопрогресс», г. Щелково).

Тонкослойную хроматографию продуктов гидролиза хито-
зана проводили на силуфоле UV 254 («Kavalier», Чехословакия) 
в системе растворителей: бутанол – уксусная кислота – вода 
4:1:1. Для окрашивания использовали 0,2%-ный раствор нинги-
дрина в этаноле.

Ультрафильтрационное концентрирование ФКЖ грибов осу-
ществляли с использованием мембран ПАН-10, ПАН-20, ПАН-
50, ПАН-100 и ПС-300 («МИФИЛ», Беларусь), изготовленных на 
основе сополимеров акрилонитрила с дополнительно модифи-
цированной поверхностью и ароматического полисульфона,  
а также полимерной мембраны марки УПМ-10 на основе арома-
тического полисульфонамида («Владипор», Россия) на ультра-
фильтрационной мембранной ячейке с перемешиванием. Вакуум- 
концентрирование ФКЖ проводили на ротационном вакуум-
испарителе ИР-10 при температуре теплоносителя 20–35  оС. 
Кратность концентрирования – 10 раз.

Влияние концентрации водородных ионов на активность хи-
тиназ проверяли в диапазоне рН 2,0–12,0, создаваемого с помо-
щью 0,1 М универсального буфера. О рН-стабильности фермен-
тов судили по остаточной активности ферментов, выдерживае-
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мых в 0,1 М универсальном буфере, рН 2,0–12,0 в течение 1 ч 
при 20 °С.

Влияние температуры на каталитическую активность гриб-
ных хитиназ исследовали в интервале значений 20–90 °С. Тер
мостабильность ферментов оценивали по их остаточной актив-
ности после 1 ч инкубирования в указанном диапазоне температур.

Влияние ионов металлов на активность внеклеточных хити-
наз оценивали по остаточной активности ферментов после 30 мин 
инкубирования при 20 °С в 5 мМ растворах K2SO4, AlCl3 × 6H2O, 
CuSO4  ×  5H2O, NiCl2  ×  6H2O, ZnSO4, FeSO4, Li2SO4  ×  H2O, 
BaCl2 × 2H2O, NaNO3, CoCl2 × 6H2O, MnCl2 × 4H2O.

Приведенные в работе результаты экспериментов представ-
ляют собой усредненные величины 3–5 опытов. Для обработки 
полученных данных использовали компьютерную программу 
Microsoft Excel.

Результаты и их обсуждение. Для получения ферментных 
препаратов P.  marquandii и P.  lilacinus  F-2 культивировали на 
питательной среде, содержащей 0,5%-ный хитин в течение 120 ч. 
Полученные образцы ФКЖ P. marquandii и P. Lilacinus F-2 пред-
ставляли собой растворы с активностью хитиназ 0,8–1,0 ед/мл и 
концентрацией белка 0,013 и 0,135 мг/мл соответственно.

Ультрафильтрацию ФКЖ грибов проводили с использовани-
ем мембран, изготовленных на базе различных полимерных ма-
териалов, с номинальным молекулярно-массовым пределом за-
держания от 10 до 300 кДа. 

Проведение процесса ультрафильтрации ФКЖ P. marquandii 
с использованием мембран ПАН-10, ПАН-20, ПАН-100 и УПМ-
10 обеспечило выход препарата по белку 81–98%, а мембраны 
ПАН-50 – 55%. Максимальный выход хитиназы по активности 
отмечен при применении мембраны ПАН-50 (75%), а хитозаназы – 
мембраны ПАН-10 (73%). Удельная активность хитиназы и хи-
тозаназы P.  marquandii при использовании всех испытанных 
мембран снижается, возможно, из-за специфической сорбции 
активных белков на мембранах, или инактивации ферментов  
в процессе концентрирования (табл. 1).
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Т а б л и ц а 1. Ультрафильтрационное концентрирование ФКЖ 
P. marquandii на мембранах различной селективности

Мембрана
Образец

Белок Хитиназа Хитозаназа

мг % ед. % степень  
очистки ед. % степень 

очистки

КЖ 0,65 100 41,75 100 – 37,01 100 –

ПАН-10
концентрат 0,61 94 25,61 61 0,65 26,93 73 0,77
фильтрат 0 0 0 0 – 0 0 –

ПАН-20
концентрат 0,62 96 24,37 58 0,61 23,19 63 0,65
фильтрат 0 0 0 0 – 0 0 –

ПАН-50
концентрат 0,36 55 31,25 75 0,77 14,94 40 0,51
фильтрат 0 0 0 0 – 0 0 –

ПАН-100
концентрат 0,53 81 15,73 38 0,47 16,06 43 0,54
фильтрат 0 0 0 0 – 0 0 –

ПС-300
концентрат 0,40 62 15,43 37 0,60 15,56 42 0,68
фильтрат 0 0 0 0 – 0 0 –

УПМ-10
концентрат 0,64 98 21,36 51 0,52 19,90 54 0,55
фильтрат 0 0 0 0 – 0 0 –

Данные, представленные в табл. 2, свидетельствуют о том, 
что лучшей из испытанных мембран для обессоливания и кон-
центрирования ФКЖ P. lilacinus F-2 является мембрана ПАН-50. 
Выход препарата по белку в данном случае составляет 42%, по 
хитиназе – 79%, а по хитозаназе – 56%. Степень очистки хити-
назы и хитозаназы от балластных белков составляет 1,53 и 1,22 
раз соответственно.

В работе была также изучена возможность получения кон-
центратов ФКЖ грибов методом вакуум-выпаривания. Уста
новлено, что данный метод может быть использован для концен-
трирования ФКЖ P. marquandii, выход по хитиназе составляет 
88% (табл. 3).

Таким образом, показана возможность использования мето-
дов ультрафильтрационного и вакуум-концентрирования для 
выделения хитинолитических ферментов P. marquandii и метода 
ультрафильтрации – для P. lilacinus F-2.
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Как уже отмечалось выше, гидролиз хитина и хитозана мо-
жет осуществляться как специфическими, так и неспецифиче-
скими ферментами. Разнообразие ферментов гидролитического 
комплекса обеспечивает высокую эффективность биодеграда-
ции различных форм хитина.

При изучении компонентного состава ферментов, синтези-
руемых P. marquandii и P. lilacinus F-2 на среде с 0,5%-ным хи-
тином, показано, что грибы синтезировали хитиназу, хитозана-
зу, N-ацетил-β-глюкозаминидазу и протеазу (табл. 4).

Т а б л и ц а 2. Ультрафильтрационное концентрирование ФКЖ 
P. lilacinus F-2 на мембранах различной селективности

Мембрана
Образец

Белок Хитиназа Хитозаназа

мг % ед. % степень 
очистки ед. % степень 

очистки

КЖ 6,75 100 32,37 100 – 21,59 100 –

ПАН-10
концентрат 2,53 37 20,60 64 1,49 8,14 38 1,00
фильтрат 0 0 0,31 1 – 0,26 1 –

ПАН-20
концентрат 3,40 50 29,91 92 1,43 13,29 62 1,12
фильтрат 0 0 0 0 – 0 0 –

ПАН-50
концентрат 2,84 42 25,65 79 1,53 11,99 56 1,22
фильтрат 0 0 0 0 – 0 0 –

ПАН-100
концентрат 2,32 34 20,49 63 1,44 8,92 41 1,09
фильтрат 0 0 0,58 2 – 0 0 –

ПС-300
концентрат 5,56 82 20,65 64 0,77 7,77 36 0,44
фильтрат 0,48 7 8,12 25 – 3,62 17 2,37

УПМ-10
концентрат 3,03 45 15,74 49 1,08 4,84 22 0,49
фильтрат 0 0 0 0 – 0 0 –

Т а б л и ц а 3. Получение концентратов ФКЖ P. marquandii  
и P. lilacinus F-2 вакуум-выпариванием

Образец
Хитиназа Хитозаназа

ед. % ед. %

КЖ P. marquandii, концентрат 99,47
87,41

100
88

59,71
53,24

100
89

КЖ P. lilacinus F-2, концентрат 88,18
55,48

100
63

26,41
17,16

100
65
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Т а б л и ц а 4. Образование гидролитических ферментов P. marquandii  
и P. lilacinus F-2

Препарат Белок,  
мг/мл

Хитиназа,  
ед/мл

Хитозаназа, 
ед/мл

N-ацетил-β-
глюкозамини-

даза, ед/мл

Протеаза,  
ед/мл

P. marquandii 3,076 34,7 17,48 55,91 788
P. lilacinus F-2 3,209 15,81 8,14 4,7 4450

При одинаковой концентрации белка в ферментных препа-
ратах грибов активность хитинолитических ферментов у P. mar
quandii в 2–10 раз выше, чем у P. lilacinus F-2.

Следует отметить, что P.  lilacinus F-2 был ранее отобран 
нами как высокоактивный продуцент протеазы [16] и было по-
казано, что данный фермент синтезируется грибом конститу-
тивно. Высокий уровень образования 
протеаз P.  lilacinus F-2 был отмечен 
и на среде с хитином в качестве един-
ственного источника углерода. Про
теолитическая активность обнаруже
на также и в препарате P. marquandii.

Наличие β-глюкозаминидазной 
активности было подтверждено ме-
тодом тонкослойной хроматографии 
(ТСХ) (рис. 1). Показано, что в про-
цессе гидролиза хитозана фермент-
ными препаратами P. marquandii и P. li
lacinus F-2 происходило образование 
глюкозамина. Установлено отсутствие 
целлюлазной и β-глюканазной ак-
тивности в препаратах грибов.

Ранее нами были изучены и опи-
саны свойства протеолитических 
ферментов P.  lilacinus F-2 [17] и хи-
тозаназ P.  marquandii и P.  lilacinus 
F-2 [18], в данной работе мы деталь-
но проанализировали свойства хити-
наз P. marquandii и P. lilacinus F-2.

Рис. 1. ТСХ продуктов гидро-
лиза хитозана хитинолитиче-
скими ферментами P. marquan

dii (1) и P. lilacinus F-2 (2)
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Из данных, представленных на рис. 2, видно, что максимум 
активности хитиназ продуцентов проявлялся при рН 5,0–6,0  
и температуре 50 °С (P. marquandii) и 50–60 °С (P. lilacinus F-2).

Изучение термостабильности хитиназ P. marquandii и P. lila
cinus F-2 показало, что они были стабильны в течение 1 ч при 
температуре 20–30  °С и 20  °С соответственно. Выдерживание 
ферментных препаратов грибов при 40 °С приводило к сниже-
нию активности хитиназ на 20–25%, а при 50 °С – на 60–70%. 
Хитиназы P. marquandii и P.  lilacinus F-2 полностью инактиви-
ровались при 70 °С и 60 °С соответственно (рис. 2, а).

Показано, что 100% активности грибных хитиназ сохраня-
лось в течение 1  ч в диапазоне рН 4–8 (P.  marquandii) и 3–8 
(P. lilacinus F-2). Увеличение или уменьшение концентрации во-
дородных ионов в среде приводило к резкой инактивации фер-
ментов P. marquandii, но практически не влияло на стабильность 
хитиназ P.  lilacinus F-2. Так, остаточная активность хитиназ 
P. lilacinus F-2 при рН 2 и 11 составляла 71 и 85% (рис. 2, б).

При анализе влияния ионов металлов на активность гриб-
ных хитиназ показано, что все изученные ионы металлов явля-

Рис. 2. Влияние температуры (а) и рН (б) на активность и стабильность гриб-
ных хитиназ: □ – стабильность хитиназ P. lilacinus F-2, □ – стабильность хи-
тиназ P. marquandii, ▲ – активность хитиназ P. lilacinus F-2, Δ – активность 

хитиназ P. marquandii
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лись ингибиторами хитиназ (рис. 3). Максимальный ингибиру-
ющий эффект проявляли ионы меди и никеля.

Исследования выполнены в рамках проекта Б08В-001 Бе
лорусского республиканского фонда фундаментальных исследо-
ваний.
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF CHITINOLYTIC 
ENZYMES OF Paecilomyces marquandii  

and Paecilomyces lilacinus F-2

Laboratory of enzymes

Performed studies resulted in methods of producing crude and partially purified 
enzyme preparations of P. marquandii and P. lilacinus F-2. It was found that fungal 
chitinases display maximum activity at pH 5.0–6.0 and temperature 50 °C (P. mar
quandii) or 50–60  °C (P.  lilacinus  F-2). The enzymes from P.  marquandii and 
P. lilacinus F-2 retain stability in pH range 4–8 and 3–8 and in temperature range 
20–30 °C and 20  °C, respectively. It was shown that all tested metal ions are 
chitinase inhibitors.
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В. В. ЩЕРБА1, Т. А. ПУЧКОВА2, О. В. ОСАДЧАЯ2,  
Т. В. ЧЕРНООК2, Н. В. ИКОННИКОВА2

СОЕДИНЕНИЯ ИНДОЛЬНОЙ ПРИРОДЫ  
В КУЛЬТУРАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ И ГЛУБИННОМ 

МИЦЕЛИИ СЪЕДОБНЫХ И лекарственных ГРИБОВ
1 Центр аналитических и генно-инженерных исследований,

2 Лаборатория экспериментальной микологии  
и биоповреждений

Исследовано образование β-индолил-3-уксусной кислоты (ИУК) грибами-
представителями отделов Basidiomycota и Ascomycota. Установлено, что ото-
бранные грибы при культивировании на полусинтетической глюкозопептон-
ной среде продуцируют индол, триптофан, индолацетамид, 5-ОН-ИУК, ИУК, 
триптамин. Изучены культурально-морфологические и физиологические 
свойства грибов-продуцентов соединений индольной природы: скорость роста, 
ростовой коэффициент. Подобраны оптимальные условия культивирования 
Lentinus  edodes и Pleurotus  оstreatus для активного роста (выход биомассы 
свыше 10  г/л) и образования индольных соединений (4,2–7,5  мг/л и 0,49–
0,90 мг/г с. б.). Максимальное содержание триптофана и триптамина в культу-
ральной жидкости L. edodes отмечено в экспоненциальную фазу роста (5 сут), 
количество индол-3-карбоксиальдегида и ИУК у P. ostreatus достигало мак-
симума на 13-е сутки роста гриба.
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Введение. В настоящее время актуальным является увели-
чение производства биомассы съедобных и лекарственных куль-
тивируемых грибов в связи с повышенным спросом на этот про-
дукт на пищевом и фармацевтическом рынках. В искусствен- 
но культивируемых грибных культурах выявляется широкий 
спектр биологически активных соединений, иммуностимулиру-
ющего, противоопухолевого, антибактериального, противови-
русного, противогрибкового, сорбционного, антигипертензивно-
го действий. Полученные из грибов лечебно-профилактические 
препараты и биологически активные добавки широко применя-
ются в современной клинической практике в Японии, Китае, 
Корее [1–3].

Повысить эффективность искусственного культивирования 
можно, используя экологически чистые стимуляторы роста и био
синтетической активности грибов, например фитогормоны [4]. 
Различными авторами исследовалось применение экзогенных 
фитогормонов (ИУК, цитокининов, гиббереллинов) на рост гри-
бов. Установлено их стимулирующее действие как при поверх-
ностном культивировании (на скорость обрастания мицелием 
субстрата, сокращение срока образования плодовых тел и уве-
личения их количества), так и при погруженном культивирова-
нии (на выход биомассы, содержание белка и образование экзо-
полисахаридов) [5, 6].

Исследование содержания индольных соединений в плодо-
вых телах грибов-представителей отдела Basidiomycota позволи-
ло выявить присутствие таких веществ, как триптофан, 5-гидро
кситриптофан, триптамин, ИУК и продукты распада триптофа-
на, что предполагает активный синтез соединений индольной 
природы, в том числе фитогормонов [7]. В связи с наличием  
у них выраженного биологического действия наиболее изучен-
ными являются индольные алкалоиды грибов. Грибы, содержа-
щие индольные алкалоиды, имеют давнюю историю примене-
ния в народной медицине, а в настоящее время препараты на их 
основе применяются в фармакологии [8].

В последние годы появились публикации об образовании 
соединений индольной природы высшими базидиальными гри-
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бами, их влиянии на рост и морфогенез [9]. В частности, описа-
но участие ИУК в процессах морфогенетической дифференциа-
ции грибов рода Lentinus [10]. Известно, что многие грибы, как  
и бактерии, характеризуются способностью синтезировать ин-
дольные соединения различными путями. Однако в целом пути 
образования соединений индольной природы, механизмы регу-
ляции роста и морфогенеза у грибов до сих пор остаются мало-
изученными [11].

Цель исследования – изучение образования соединений ин-
дольной природы у грибов в условиях глубинного культивиро-
вания.

Объекты и методы исследования. В работе использовали 
грибы, относящиеся к отделам Basidiomycota (класс Basidiomy
cetes, роды Pleurotus, Lentinus, Ganoderma, Laetiporus, Schizohpi
llum, Trametes) и Ascomycota (класс Euascomycetes, род Morchella; 
класс Ascomycetes, род Cordiceps), которые хранятся в коллекции 
культур лаборатории.

Грибы выращивали на глюкозопептонной среде, температу-
ра культивирования – 24–26 °С. После выращивания грибов ми-
целий отделяли от культуральной жидкости фильтрованием. 
Культуральную жидкость замораживали в морозильной камере, 
чтобы отделить от полисахаридов. Затем после размораживания 
центрифугировали и в супернатанте определяли ИУК по [12]. 
Концентрацию ИУК рассчитывали по калибровочной кривой, 
построенной по β-индолилуксусной кислоте. Cодержание сво-
бодных форм ИУК в биомассе определяли по [13]. Для иденти-
фикации индольных соединений в пробах использовали высоко-
эффективную жидкостную хроматографию. В качестве стандар-
тов применяли коммерческие препараты ИУК, триптофана, 
триптамина, индолацетамида, индола и 5-гидрокси-индолил-3-
уксусной кислоты (5-ОН-ИУК).

Результаты и их обсуждение. Проведен отбор грибов –  
активных продуцентов соединений индольной природы. Уста
новлено, что β-индолил-3-уксусную кислоту синтезируют все 
исследуемые грибы. При культивировании штаммов на полу-
синтетической глюкозопептонной среде содержание ИУК в куль
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туральной жидкости составило, мг/л: G.  lucidum – 2,1–2,5, 
L. sulphureus – 1,4–1,8, L. edodes – 2,6–3,2, P. ostreatus – 1,5–2,9, 
T. versicolor – 2,3–2,6, S. commune –2,6–5,9, C. sinensis – 2,2–3,5, 
C. militaris – 1,8–2,3, M. conica – 1,7–2,6, M. esculenta 1,6–2,2.

Изучены культурально-морфологические свойства грибов-
продуцентов индольных соединений. Колонии гриба S. commune 
имели высокий, плотный, ватообразный воздушный мицелий 
без концентрических кругов. Среди исследованных грибов  
S. commune оказался самым быстрорастущим: при оптимальных 
температурах (25–30 °С) линейная скорость роста (Kr) достига-
ла 10,8–12,4 мм/сут, ростовой коэффициент – 90–135, полное за-
растание чашки Петри наблюдалось на 8–10-е сутки инкубации.

Вегетативный мицелий P.  ostreatus – плотный, ватообраз-
ный, колонии с концентрическими кругами. Линейная скорость 
роста для P. ostreatus составила 6,2–8,4 мм/сут, ростовой коэф-
фициент – 60–108, полное зарастание чашки Петри наблюдалось 
на 6–8-е сутки инкубации.

Колонии гриба L.  edodes – белые, опушенные, с паутини-
стым воздушным мицелием, по мере старения которого наблю-
далось образование коричневого пигмента. Мицелий отличался 
более медленным ростом: полное зарастание чашки Петри при 
25 °С наблюдалось к 14-м суткам. Линейная скорость роста со-
ставила 2,8–8,6 мм/сут, ростовой коэффициент – 15,5–45,0.

В таблице представлены данные о присутствующих в мице-
лии исследуемых грибов соединениях индольной природы.  
У большинства грибов преобладал индол, количество которого 
составляло от 39,71% (у P. оstreatus) до 100% (у M. сonica). В от-
личие от них у C. sinensis преобладал индолацетамид (56,04%). 
Больше всего различных индольных соединений (индол, трип-
тофан, индолацетамид, 5-ОН-ИУК, ИУК, триптамин) присут-
ствовало у гриба P.  ostreatus, у M.  conica – только индол. 
Свободная индолилуксусная кислота (4,02%) обнаружена только 
у P. ostreatus.

Хотя наиболее активным продуцентом ИУК оказался отли-
чающийся высокой скоростью роста гриб S. commune, большой 
интерес представляло изучение образования соединений индоль
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ной природы у культивируемых съедобных грибов – P. ostreatus 
и L. edodes.

Исследовано влияние состава питательной среды и условий 
культивирования на образование грибами индольных соедине-
ний. Экспериментально установлено, что лучшими источника-
ми углерода для L. edodes оказались глюкоза и крахмал, где вы-
ход биомассы составил 8,5–10,7 г/л, а содержание ИУК находи-
лось в пределах 4,2–5,9 мг/л и 0,49–0,55 мг/г с. б. Максимальный 
выход биомассы гриба P. оstreatus наблюдался при использова-
нии глюкозы, крахмала и дрожжевого экстракта в качестве ком-
понентов питательной среды. Уровень ИУК в культуральной 
жидкости варьировался в пределах от 1,9 до 5,6 мг/мл, что в пе-
ресчете на абсолютно сухую биомассу гриба соответствовало 
0,16–0,53 мг/г. Лучшим источником азотного питания оказался 
дрожжевой экстракт для L.  edodes и сульфат аммония – для 
P. оstreatus. Оптимальными параметрами культивирования дан-
ных грибов для накопления ИУК явились: исходное значение 
кислотности среды 5,5–6,0 и температура 22–25 °С.

Изучена динамика накопления индолил-производных в куль-
туральной жидкости шиитаке и вешенки, проведено сопостав-
ление с интенсивностью ростовых процессов. Как видно из 
рис. 1, наибольшее накопление биомассы гриба L. edodes (8,2 г/л) 
наблюдалось на 15-е сутки культивирования, в то время как вы-
сокий уровень продукции производных индола отмечался в экс-
поненциальную фазу (5-е сутки). Среди идентифицированных 
индолпроизводных оказались триптофан и триптамин, содержа-

Соединения фитогормональной природы  
отобранных грибов

Штамм гриба
Индольные соединения, %

индол триптофан индолацетамид 5-ОН-ИУК ИУК триптамин

L. edodes 97,79 1,65 0,34 0,22 – –
M. conica 100,0 – – – – –
P. ostreatus 39,71 0,21 0,54 27,10 4,02 28,42
C. sinensis 36,64 7,32 56,04 – – –
S. commune 92,80 4,78 2,42 – – –
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ние которых составило 12,9  и 1,97  мг/л соответственно. Затем 
происходит постепенное снижение их концентрации и к 17-м 
суткам остается практически на одном уровне: 2,5 и 0,18 мкг/мл 
(триптофан и триптамин соответственно). Отмечено наличие 
следовых количеств индол-3-карбоксиальдегида (0,012  мг/л) на 
11-е сутки культивирования.

Гриб P. ostreatus отличался более высокой скоростью роста. 
Наибольшее количество биомассы (13,8 г/л) достигалось на 9–11-е 

Рис. 1. Динамика роста гриба L. edodes и образования производных индола

Рис. 2. Динамика роста гриба P. ostreatus и образования производных индола
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сутки выращивания культуры (рис.  2). Некоторое количество 
индольных соединений, среди которых идентифицированы 
индол-3-карбоксиальдегид (0,57 мг/л) и ИУК (1,08 мг/л) наблю-
далось в ранней экспоненциальной фазе роста гриба (3-и сутки). 
Наиболее высокое накопление этих соединений в культуральной 
жидкости P. ostreatus (до 16,8 мг/л) отмечалось на 13-е сутки ро-
ста гриба. Дальнейшее культивирование гриба приводило к их 
исчезновению и появлению триптамина.

Таким образом, максимальное накопление индольных соеди-
нений приходится для L. edodes на 5-е сутки культивирования, 
для P. ostreatus – на 13-е сутки.

Заключение. Установлено, что съедобные грибы L.  edodes  
и P. ostreatus на подобранных питательных средах и в оптималь-
ных условиях культивирования продуцируют соединения ин-
дольной природы, такие как индол, триптофан, индолацетамид,  
5-ОН-ИУК, ИУК, триптамин. Содержание их в биомассе иссле-
дуемых грибов коррелирует с накоплением в культуральной 
жидкости. Изучены культурально-морфологические свойства 
грибов – продуцентов соединений индольной природы: скорость 
роста, ростовой коэффициент, характеристика мицелия и гриб-
ных колоний.
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Production of β-indolyl-3-acetic acid (IAA) by Basidiomycetes and Ascomycetes 
fungi was studied. It was found that selected fungi produced indole, tryptophan, 
indoleacetamide, 5-OH-IAA, IAA, tryptamine. Cultural, morphological and 
physiological properties of the fungi have been described. Optimal conditions were 



defined for active growth of L. edodes and P. ostreatus (biomass yield over 10 g/l) 
and formation of indole compounds (4.2–7.5 mg/l and 0.49–0.90 mg/g protein dry 
weight). The time course study on synthesis of indole compounds by the fungi has 
shown that maximum content of tryptophan and tryptamine in cultural liquid of  
L. edodes was observed during exponential growth phase (5 days). Amount of 
indole-3-carboxyaldehyde and IAA in P. ostreatus reached peak value by 13 days of 
fungal growth.
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РОЛЬ МИКРОБНО-РАСТИТЕЛЬНЫХ АССОЦИАЦИЙ  
В ВОССТАНОВЛЕНИИ ДЕГРАДИРОВАННЫХ  

И ЗАГРЯЗНЕННЫХ ПОЧВ

Лаборатория взаимоотношений микроорганизмов почвы  
и высших растений

В обзоре приведены данные о механизмах фиторемедиации деградиро-
ванных и загрязненных почв, роли микроорганизмов и растений в их восста-
новлении, экономической и экологической целесообразности использования 
фиторемедиации.

В Беларуси сохраняется проблема загрязнения окружающей 
среды и деградации природно-ресурсного потенциала. Дегра
дация почв происходит в результате их прямого разрушения, 
главным образом при ведении различных строительных работ  
и добыче полезных ископаемых, вследствие развития эрозион-
ных процессов преимущественно на пахотных угодьях, а также 
в результате химического загрязнения земель и трансформации 
дерново-подзолистых почв при их длительном сельскохозяй-
ственном использовании. Для торфяных почв специфическим 
видом деградации является ускоренная минерализация органи-
ческого вещества в случае их использования под пашню. В по-
следнее время в республике из активного хозяйственного обо-
рота выведено уже около 200  тыс. га низкоплодородных и не-
пригодных для интенсивного сельскохозяйственного производ-
ства земель. Кроме того, не используется примерно 100 тыс. га 
мелиорированных земель. Стоит задача очередного вывода из 
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интенсивного оборота еще значительной части малопродуктив-
ных и наименее ценных земель [1]. Рекультивация нарушенных 
земель осуществляется с помощью лесопосадок. Поэтому доля 
сельскохозяйственных земель уменьшается, а лесных – увели-
чивается. До 2000 г. сокращение сельскохозяйственных земель 
происходило при сохранении площади пашни, однако впослед-
ствии она также стала уменьшаться из-за целенаправленного 
вывода из оборота малоплодородных почв.

Химическое загрязнение сельскохозяйственных угодий име-
ет место преимущественно в зонах влияния транспортных ма-
гистралей, полигонов складирования отходов и агрохимикатов, 
в местах добычи нефти, калийных удобрений и др. Негативным 
явлением для почв сельскохозяйственных угодий является ухуд-
шение их агрохимических свойств из-за бесконтрольного при-
менения минеральных и органических удобрений, пестицидов, 
что может способствовать деградации почв [2]. Нарушение ре-
гламентов хранения, транспортировки и доз внесения органи- 
ческих удобрений может являться источником поступления  
в почву токсических соединений: тяжелых металлов, дезинфи-
цирующих, моющих, полициклических органических веществ. 
Почвы, подвергшиеся длительному систематическому воздей-
ствию жидких органических удобрений, чаще всего представ-
ляют собой так называемые антропогенные пустыни, безжиз-
ненные пустоши, не пригодные для роста большинства высших 
растений. Рекультивация подобных территорий с помощью 
обычных технологий, типа экскавации, требует значительных 
материальных затрат, поэтому большинство таких земель оста-
ются заброшенными, выведенными из сельскохозяйственного 
использования [3]. Тенденция сокращения общей площади земель 
сельскохозяйственного использования и снижения их продук-
тивности вследствие загрязнения агрохимикатами и развития 
процессов физической деградации становится опасной. Почва, 
обладающая огромной адсорбирующей способностью, аккуму-
лирует в себе большую часть загрязнений, что ведет к измене-
нию ее физических, агрохимических и микробиологических ха-
рактеристик. В результате утрачивается сельскохозяйственное 
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значение угодий. В связи с этим необходимы экологически безо-
пасные и экономически обоснованные методы, направленные на 
восстановление плодородия сельскохозяйственных земель [2].

Известно, что почвенные микроорганизмы активно взаимо-
действуют с растениями. В настоящее время накоплен большой 
материал о механизмах положительного воздействия ассоциа-
тивных ризосферных бактерий на растения. К таким механиз-
мам относятся фиксация атмосферного азота, продуцирование 
биологически активных веществ, активизация потребления кор-
нями питательных элементов, биоконтроль фитопатогенов и ин-
дуцирование системной устойчивости растений [4]. Растения, 
находясь в неблагоприятных условиях среды, нуждаются в до-
полнительных ресурсах питания и энергии, оптимизации гор-
монального статуса и снижении интенсивности воздействия 
стрессов. Положительное воздействие ассоциативных бактерий 
затрагивает именно те процессы метаболизма растений и их 
взаимодействия с окружающей средой, которые нарушаются 
при стрессе. Можно предположить, что бактериальное воздей-
ствие потенциально ориентировано против негативных воздей-
ствий окружающей среды и может быть особенно важным для 
растений именно в неблагоприятных условиях. Учитывая, что 
растительно-микробные ассоциации являются надорганизмен-
ными системами, обладающими новыми и уникальными каче-
ствами, они могут существенно влиять на адаптацию партнеров 
к стрессовым факторам и повышать уровень гомеостаза самой 
ассоциации [4, 5].

Разработка технологии ремедиации – очистки загрязненных 
земель от поллютантов – преследует две цели: повышение эффек-
тивности очистки и сокращение затрат на мероприятия [6]. Среди 
достаточно широкого спектра средств, разработанных для реше-
ния этой проблемы к настоящему времени, основные – сорбенты 
и реагенты, т. е. соединения, позволяющие либо собрать загряз-
нители и иммобилизовать – «связать» их и/или через химические 
реакции превратить в экологически безопасные вещества.

Бурное развитие биотехнологии в последние десятилетия ак-
тивизировало разработку микробных методов деградации за-
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грязняющих веществ. Эти методы объединены под общим на-
званием «биоремедиация» и представляют собой разложение 
загрязняющих окружающую среду веществ с помощью микро
организмов-деструкторов [7]. В процессе биоремедиации нефте-
загрязненных почв технологическая схема, как правило, сводит-
ся к простому рыхлению и использованию бактериальных пре-
паратов на фоне внесения высоких доз минеральных удобрений. 
Подобная практика часто приводит к еще большему ухудшению 
ситуации: засеянный многолетними травами участок в первый 
год дает дружные всходы, однако восстановления исходного фи-
тоценоза часто так и не происходит, в почве продолжаются де-
градационные процессы [8].

Наиболее перспективным методом очистки от загрязнений  
и восстановления деградированных почв в промышленно разви-
тых странах в настоящее время считается фиторемедиация [9–
13]. Основные достоинства фиторемедиации состоят в возмож-
ности рекультивации больших территорий, относительно низ-
кой стоимости по сравнению с другими технологиями, высокой 
эффективности и слабом негативном воздействии на окружаю-
щую среду. В сравнении с микробными методами очистки по-
чвы и воды можно сказать, что последние более эффективны для 
водоемов, тогда как растения лучше использовать для очистки 
почвы [9].

Первоначально фиторемедиация как метод очистки почв 
была разработана для устранения загрязнений тяжелыми метал-
лами [14–16]. Было обнаружено, что некоторые виды растений 
способны не только выдерживать наличие, но и поглощать и на-
капливать в десятки и сотни тысяч раз больше ионов свинца, 
ртути, цинка и других токсичных металлов, чем остальные. Это 
открытие позволило найти простое решение: растительную мас-
су не составляет особого труда собрать и сжечь, а образовав-
шийся пепел или захоронить, или использовать как вторичное 
сырье [17, 18]. Этот метод очистки окружающей среды был на-
зван фиторемедиацией – от греческого «фитон» (растение) и ла-
тинского «ремедиум» (восстанавливать). Фиторемедиация стала 
эффективным и экономически выгодным методом очистки окру-
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жающей среды только после того, как обнаружили растения – 
гипераккумуляторы тяжелых металлов, способные накапливать 
в своих листьях до 5% никеля, цинка или меди в пересчете на 
сухой вес, т. е. в десятки раз больше, чем обычные растения. 
Биологическое значение этого феномена еще до конца не рас-
крыто: можно, например, предположить, что высокое содержа-
ние токсичных элементов защищает растения от вредителей  
и делает их более устойчивыми к болезням [17].

Известно, что в большом количестве тяжелые металлы из 
почвы и воды извлекают растения семейства крестоцветных, 
злаковых, а также бобовых. Показана различная эффективность 
использования кресс-салата (Lipidium sativum), горчицы полевой 
(Urtica diolca), ржи посевной (Secale cereale), овса посевного 
(Avena cereale), гороха посевного (Pisum sativum) и мятлика лу-
гового (Poa pratensis L.) для фиторемедиации почвы, загрязнен-
ной свинцом и кадмием [19].

Изучена эффективность фиторемедиации дерново-подзолис
той почвы, загрязненной в результате длительного внесения 
жидких органических удобрений, с использованием амаранта 
багряного, редьки масличной и горчицы белой. Исследовано 
влияние растений-фиторемедиантов на содержание и перерас-
пределение тяжелых металлов и нитратов в почвенной толще 
при многократном применении органических удобрений [20]. 
Установлено, что амарант багряный, редька масличная и горчи-
ца белая не только способны произрастать на почвах с сильным 
загрязнением животноводческими и промышленными стоками, 
но и экстрагировать из почвы значительное количество посту-
пающих с удобрениями биофильных элементов и тяжелых ме-
таллов. Лидером по выносу биофильных элементов и тяжелых 
металлов из почвы является амарант багряный, поскольку обла-
дает высокой продуктивностью [20].

Установлена толерантность лисохвоста вздутого и овсяницы 
тростниковидной к аномально высоким концентрациям цинка, 
свинца и меди в почве. Надземная фитомасса козлятника вос-
точного (Galega orientalis Lam.) возрастала при высоких концен-
трациях этих тяжелых металлов, а также кадмия, повышенное 
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содержание которого в почве характерно для всей предкавказ-
ской равнины [21].

Поступление тяжелых металлов в растения стимулируют 
вещества (например, этилендиаминтетрауксусная кислота), об-
разующие с металлами в почвенном растворе устойчивые, но 
растворимые комплексные соединения. Так, стоило внести по-
добное вещество в почву, содержащую свинец в концентрации 
1200  мг/кг, как концентрация тяжелого металла в побегах ин-
дийской горчицы возрастала до 1600 мг/кг [17].

Неизвестными остаются механизмы накопления растениями 
тяжелых металлов, потому что до сих пор основное внимание 
уделялось усвоению соединений азота, фосфора и других эле-
ментов питания. Успешные эксперименты с этилендиаминте-
трауксусной кислотой позволяют предположить, что растения 
усваивают малорастворимые соединения тяжелых металлов  
в результате того, что их корни выделяют в почву какие-то при-
родные вещества-комплексообразователи. Например, известно, 
что при недостатке в растениях железа их корни выделяют в по-
чву так называемые фитосидерофоры, которые переводят в рас-
творимое состояние содержащиеся в почве железосодержащие 
минералы. Однако было замечено, что фитосидерофоры способ-
ствуют и накоплению в растениях меди, цинка, марганца [17]. 
Лучше всего изучены фитосидерофоры ячменя, кукурузы и овса; 
роль фитосидерофоров, возможно, играют и некоторые белки, 
обладающие способностью связывать тяжелые металлы и делать 
их более доступными для растений [17].

Доступность для растений тяжелых металлов, связанных  
с частицами почвы, повышают и находящиеся в мембранах кор-
невых клеток ферменты редуктазы. Так, установлено, что у рас-
тений гороха, испытывающего недостаток железа или меди, по-
вышается способность восстанавливать ионы этих элементов. 
Корни некоторых других растений (например, фасоли и других 
двудольных) могут при недостатке железа повышать кислотность 
почвы, в результате чего его соединения переходят в растворимое 
состояние. В повышении биологической доступности тяжелых 
металлов немалую роль играет и корневая микрофлора [17].
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Актуальным направлением широкого использования фито-
ремедиации стала очистка почвы от углеводородных (нефть  
и нефтепродукты) загрязнений [22–27]. Механизм самовосста-
новления экосистемы после нефтяного загрязнения достаточно 
сложен и длителен (более 10–25 лет). Для повышения эффектив-
ности ремедиации почв от загрязнений нефтью используют рас-
тения и ассоциированные с ними микроорганизмы [28, 29]. 
Положительная роль растений в очищении почвы связана с их 
способностью поглощать и трансформировать токсиканты, ак-
тивизировать деятельность микробного сообщества, и, как след-
ствие, интенсифицировать биохимические и химические про-
цессы трансформации чужеродных соединений в почве [30–33].

Выживанию растения в загрязненном грунте способствует 
ризосферное микробное сообщество благодаря его стимулирую-
щей рост растений активности, а также за счет снижения фито-
токсичности поллютанта вследствие его биодеградации. В этой 
связи интерес представляют микроорганизмы, относящиеся  
к группе PGPR (plant growth-promouting rhizobacteria – стимули-
рующие рост растений ризобактерии), обладающие к тому же 
высоким деструктивным потенциалом в отношении поллютан-
тов [34].

Стимуляция роста растений микроорганизмами группы PGPR 
достигается путем продукции фитогормонов, обеспечения их 
биодоступным фосфором, симбиотическим азотом, депонирова-
нием железа в сидерофорах и снижением уровня «стрессового» 
этилена в растении [24]. Все это приводит к улучшению разви-
тия растения, что в свою очередь определяет более эффектив-
ную и продолжительную жизнедеятельность ассоциированного 
микробного сообщества, а в совокупности является решающим 
фактором успешной фиторемедиации. Показано, что инокуля-
ция проростков растений штаммами Azospirillum brasilense SR80 
и Sinorhizobium meliloti Р221 стимулирует развитие ржи, райгра-
са и люцерны в условиях углеводородного загрязнения [24].  
В технологии фиторемедиации рекомендовано использовать рас
тительно-микробные ассоциации: Lolium perrene (райграс паст-
бищный) – Azospirillum rasilense SR80 – в случае загрязнения не-
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фтешламом, и Sorghum bicolor (сорго веничное) – Sinorhizobium 
meliloti Р221 – в случае загрязнения полициклическими арома-
тическими углеводородами (ПАУ) [35, 36].

Интродукция ассоциативного диазотрофа рода Pseudomonas 
оказывает стимулирующее действие на прорастание семян три-
тикале в почве, загрязненной нефтью в концентрации 1% [37]. 
Установлено, что в варианте с нефтезагрязненной почвой за счет 
ассоциативного диазотрофа рода Pseudomonas увеличивалась 
энергия прорастания и всхожесть семян тритикале на 9,3 и 8,9% 
соответственно. Инокуляция семян тритикале почвенно-бакте
риальной суспензией способствовала накоплению сырой массы 
проростков на 17,9% больше, чем в контроле (без инокуляции),  
а в варианте с нефтезагрязненной почвой – на 76,1% по сравне-
нию с вариантом почва +  нефть. Установлено стимулирующее 
влияние интродуцента на длину проростков тритикале в усло-
виях нефтезагрязнения. Длина корешка на 32,3% была выше, 
чем в варианте без интродуцента, что свидетельствует о поло-
жительном влиянии инокуляции на прорастание семян трити-
кале в нефтезагрязненной почве [37].

В качестве фиторемедианта, восстанавливающего биологи-
ческую активность почвы при загрязнении ее нефтью, можно 
использовать многолетнюю бобовую культуру галегу восточную 
[38]. Продуктивное ее развитие и устойчивость к неблагоприят-
ным условиям среды основано на симбиозе с клубеньковыми 
бактериями Rhizobium galegae. Активный штамм клубеньковых 
бактерий Rhizobium  galegae, способный к созданию эффектив-
ного симбиоза с галегой восточной, устойчив к нефти и дизель-
ному топливу в концентрации 0,5 и 1,0% [39]. Успешное функ-
ционирование в течение 5 мес. микробно-растительной системы 
Rhizobium galegae – Galega orientalis Lam в варианте с концен-
трацией нефти 0,5% обеспечило снижение ее содержания в по-
чве на 86%, а в варианте с использованием 1% нефти – 61% [40].

К. Lindstrom изучена роль растительного и микробного со-
обществ в процессе ремедиации почв, загрязненных нефтью [41]. 
В качестве фиторемедианта была использована галега восточная 
(Galega orientalis Lam.) – многолетняя бобовая культура, мощ-
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ная корневая система которой, проникая в более глубокие слои 
почвы, улучшает ее аэрацию, способствует восстановлению и акти
вации микробоценоза. Ускорение физиолого-биохимических про-
цессов и участие устойчивых групп микроорганизмов в процес-
сах деструкции загрязняющих веществ в почве обеспечивает 
растения дополнительными источниками питания [41]. Скрининг 
растений, принадлежащих к семействам злаковых, бобовых  
и крестоцветных, на предобработанном нефтешламме (с уров-
нем удлеводородного загрязнения 180  г/кг) выявил наиболее 
токсикотолерантное растение-фитомелиорант – плевел. Разра
ботана технологическая схема фиторемедиации нефтешламма, 
включающая первый этап с применением растительной морт-
массы и последующее использование объединенного метаболи-
ческого потенциала микроорганизмов и растений, позволяющая 
за 2 года снизить уровень суммарного углеводородного загряз-
нения на 90%, токсичность по отношению к организмам разного 
трофического уровня – на 100% [42].

Механизмы фиторемедиации (Frich C. M., Farell R. E., Yermida J. J., 1999)
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В англоязычной литературе приводятся описания следую-
щих механизмов фиторемедиации: фитоволятилизация (phyto
volatilization), фитодеградация (phytodegradation), фитостабили-
зация (phytostabilization), ризофильтрация (rizofiltration), ризоре-
медиация (rizoremediation) (см. рисунок) [9, 43–45].

Фитоволятилизация – испарение усвоенного растением из 
почвы или воды загрязнителя с выделением его в измененном 
или неизмененном виде в атмосферу, после чего он рассеивается 
до безопасных концентраций или подвергается фотоокислению. 
Данный процесс эффективен в отношении Se и Hg. Часть селе-
на, поступив в растение, метилируется, образовавшийся метил-
селенат испаряется растением вместе с транспирацией в воздух. 
Получены трансгенные растения, способные к фитоволятилиза-
ции ртути за счет фермента Hg-редуктазы; ионы Hg2+, попав  
в растение, восстанавливаются до металлической ртути, кото-
рая выделяется растением в виде паров. Процесс фитоволятили-
зации показан и для органических загрязнителей: бензола, то-
луола, м-ксилена, нитробензола, этилбензола.

Фитодеградация – процесс биотрансформации или деграда-
ции растительными ферментами органических загрязнителей. 
Это «внутреннее» разрушение углеводородов растением – после 
поглощения разложение их в ходе метаболических процессов 
либо «внешнее», когда загрязнители разлагаются под действием 
корневых выделений. Как синоним часто употребляется термин 
«фитотрансформация».

Фитостабилизация – использование толерантных к загряз-
нению растений для снижения распространения загрязнителя  
в окружающей среде, уменьшение его биодоступности. Приме
рами фитостабилизации являются защита от ветровой и водной 
эрозии загрязненной почвы с помощью растений, усвоение рас-
тениями воды из почвы, приводящее к ограничению миграции  
в ней растворимых веществ, связывание загрязнителей в нерас-
творимые соединения и сорбция.

Ризодеградация – ризосферная ремедиация означает деструк
цию органических загрязнителей ассоциированными с растени-
ем микроорганизмами; обычно в этом процессе участвует ми-
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крофлора ризосферы и микоризные грибы. Роль растения за-
ключается в значительном усилении эффективности работы 
микроорганизмов за счет биологически активных корневых вы-
делений, хотя результаты отдельных исследований показали, 
что растения, помимо стимуляции микробов, могут и сами мо-
гут принимать непосредственное участие в разложении углево-
дородов [46–51].

Фитофильтрация – адсорбция или осаждение растворен-
ных в воде солей металлов на поверхности водных или назем-
ных растений в условиях гидропоники, главным образом за счет 
ее ионообменных свойств и образования нерастворимых соеди-
нений, например карбонатов и фосфатов. При этом используе-
мые наземные растения подразделяют на способные к ризофиль­
трации (удаление металлов поверхностью корней растений)  
и бластофильтрации – очистке с помощью проростков, выра-
щенных на загрязненной воде [52]. Известна также способность 
к адсорбции органических ксенобиотиков кутикулой, располо-
женной на поверхности зеленых частей растений. Высушенные, 
сожженные или компостированные остатки растений, содержа-
щие повышенные концентрации загрязнителей, после их акку-
муляции, сорбции либо осаждения утилизируются или перера-
батываются.

Многими исследованиями установлено положительное вли-
яние микробно-растительных комплексов на очистку окружаю-
щей среды от полициклических ароматических углеводородов, 
синтетических поверхностно-активных веществ (ПАВ), нефти, 
хлорорганических, нитроароматических и фосфорорганических 
соединений, а также других ксенобиотиков.

На примере искусственной ассоциации сорго веничное 
(Sorghum bicolor) – ризосферная бактерия Sinorhizobium meliloti 
P221 показано, что присутствие фенантрена снижало экссуда-
цию карбоновых кислот, свободных углеводов, аминокислот  
и белковых соединений; увеличивало активность ферментов: 
оксидазы, пероксидазы и тирозиназы [53–54]. Инокуляция сорго 
штаммом S.  meliloti P221 компенсировала негативное воздей-
ствие поллютанта, стимулируя рост и корневую экссудацию 
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растения. Установлено, что в ризосферной деградации ПАУ ак-
тивное участие наряду с микробными принимают и раститель-
ные ферменты. Некоторые полученные авторами данные указы-
вают на сопряженную деградацию фенантрена микроорганиз-
мами и растением.

В лабораторных опытах показана эффективность предпосев-
ной обработки микробным препаратом Альбит семян растений, 
используемых для фиторемедиации при невысоком (3–5%) уров-
не загрязнения почвы нефтью. К концу вегетации в сосудах по-
сле обработки семян микроорганизмами содержание нефти 
было в 1,8–10,6 раза ниже, чем в контрольных, и примерно в два 
раза меньше, чем при использовании одних только растений (без 
обработки микроорганизмами) [55]. Микроорганизмы, состав-
ляющие основу микробного препарата Альбит, усиливая рост 
фиторемедиантов, обеспечивают их выживание в стрессовых 
условиях химического загрязнения, снабжение почвенных не-
фтеразлагающих микроорганизмов продуктами фотосинтеза  
и тем самым ускоряют процесс разложения нефти в почве. 
Альбит способен напрямую или опосредованно (через стимуля-
цию роста растений) активизировать деятельность естественно-
го сообщества почвенных микроорганизмов, что также ведет  
к ускорению деградации нефти [55].

Эффективность применения микробно-растительной систе-
мы для очистки загрязненной нефтью в дозе 24 л/м2 дерново-
подзолистой почвы изучена в условиях полевого опыта с ис-
пользованием семян и однолетней рассады 9 видов растений 
[27]. Установлено, что посадка изученных растений положи-
тельно влияет на способность почвы к самоочищению, что по-
зволяет отказаться от микробных препаратов и ПАВ при ре-
культивации нефтезагрязненной почвы. Основным препят-
ствием для применения микробно-растительных систем при 
рекультивации загрязненных нефтью почв является их сильная 
фитотоксичность. Посадка взрослых растений, более устойчи-
вых к действию нефти, чем проростки семян растений, являет-
ся одним из способов уменьшения ее негативного влияния на 
растения [31].
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Листья растений испаряют воду, тем самым выполняют функ
цию насоса, выкачивающего из почвы при помощи корней воду 
с растворенными в ней веществами. Углеводороды, из которых 
состоит нефть, абсорбируются на поверхности корней (снижает-
ся подвижность и токсичность нефти), поглощаются корнями, 
поступают в надземные части растений, где разрушаются (де-
градируют), накапливаются или испаряются в атмосферу [43].

Показана эффективность использования тростника южного 
и люцерны для очистки почвы от ПАУ. Растения предотвращали 
снижение общей численности гетеротрофных микроорганизмов 
в почве, происходящее под воздействием загрязнителя, причем 
микрофлора ризосферы люцерны в меньшей степени подверга-
лась ингибированию со стороны поллютанта по сравнению  
с тростником [56]. Использование люцерны посевной перспек-
тивно для фиторемедиации грунта, загрязненного ПАУ. Уста
новлено, что использование люцерны более целесообразно для 
фиторемедиации почв, содержание нефтепродуктов в которых 
не превышает 5%. Накопление биомассы надземной части лю-
церны тормозилось нефтью сильнее, чем накопление биомассы 
корней. Двухмесячное выращивание люцерны на почве, содер-
жащей 1% нефти, вызывало уменьшение биомассы корней отно-
сительно контроля на 25%, а при концентрации 2–5% – в 3 раза. 
Загрязнение почвы нефтяными углеводородами меняло морфо-
логию корней люцерны, уменьшалось число и длина боковых 
корней. Со временем негативное воздействие углеводородов 
нефти на корневую систему люцерны немного уменьшалось. 
Высокие концентрации поллютанта (10–20%) обладали ярко вы-
раженным токсическим действием по отношению к проросткам 
люцерны. Нефть в таких концентрациях вызывала угнетение 
роста и гибель всходов люцерны [57].

Выращивание эспарцета на загрязненной смесью углево-
дородов почве на фоне цеолитсодержащей породы привело  
к увеличению численности аэробных гетеротрофов и углево-
дородокисляющих микроорганизмов, доли специализирован-
ной группы деструкторов ксенобиотиков, дегидрогеназной  
и уреазной ферментативной активности почвы, что дает осно-
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вание рассматривать эспарцет как потенциальный фитореме-
диант [58].

Показано, что соя, пшеница озимая, канареечник канад-
ский, кострец прямой наиболее устойчивы к нефтяному загряз-
нению почв вне зависимости от типовых особенностей почв  
и нефти [21].

Установлено, что дягиль лекарственный и бархатцы прямо-
стоячие являются перспективными растениями для фитореме-
диации нефтезагрязненных почв. В ризосфере растений увели-
чивается численность углеводородокисляющих микроорганизмов, 
загрязнение нефти (3%) стимулирует микоризную инфекцию на 
корнях дягиля лекарственного. Посевы дягиля и бархатцев сни-
жают содержание нефти на 40–55% [59].

Предложена технология использования древесно-кустарни
ковых насаждений для очистки почвы от нефтяных загрязнений. 
В почву, содержащую после механической очистки 26,2  г/кг 
углеводородов, были высажены 1–2-летние саженцы различных 
пород ивы, тополя, осины и сеянцы маклюры, прошедшие пред-
варительную обработку лазером и консорциумом микроорга-
низмов. Приживаемость саженцев всех пород, предварительно 
обработанных, была выше, чем необработанных. Содержание 
углеводородов через 6 мес. снизилось до 9 г/кг почвы, а в почве 
без растительности концентрация нефти практически не изме-
нилась [60].

Участие микроорганизмов в процессе фиторемедиации услов
но можно разделить на прямое (участие в трансформации за-
грязнителей и их усвоении растениями) и косвенное (влияние на 
изменение чувствительности растений к загрязнению). Помимо 
микроорганизмов в процессе биоремедиации почв важную роль 
играют и фиторемедианты – растения, толерантные к неблаго-
приятным условиям окружающей среды. Растения снабжают 
микроорганизмы корневыми экссудатами, содержащими сахара, 
спирты, органические кислоты, а также выделяют в окружаю-
щую среду ферменты, способствующие трансформации загряз-
няющих веществ. Растительный организм в ходе фотосинтеза 
аккумулирует солнечную энергию, от 10 до 20% всей запасен-
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ной энергии тратится растением на синтез и выделение сахаров, 
спиртов, органических кислот в прикорневую зону, что способ-
ствует развитию микроорганизмов. Поэтому непосредственно 
рядом с поверхностью корней в одном кубическом сантиметре 
содержится более 100 млрд микроорганизмов, а на расстоянии 
10 см их присутствие падает до 20 млрд. Важнейшим механиз-
мом фиторемедиации почвы является ризодеградация загрязни-
телей микроорганизмами, чье развитие стимулируется корневы-
ми выделениями [9, 53].

За последние десять лет фиторемедиация приобрела боль-
шую популярность, что отчасти связано с ее низкой стоимостью. 
Для достижения максимальной эффективности восстановления 
фиторемедиация может использоваться в сочетании с другими 
методами биоремедиации и небиологическими технологиями 
очистки. Например, наиболее загрязненные части субстрата мо-
гут удаляться путем экскавации, после чего дальнейшая очистка 
может проводиться с помощью растений. Экономическая эффек-
тивность фиторемедиации является, пожалуй, самым весомым 
аргументом в пользу данной технологии. Сегодня инженерные 
методы очистки загрязненных нефтью участков земли обходят-
ся североамериканским нефтяным компаниям в сумму от 10 до 
1000 долларов за кубометр почвы [61].

Особенно дорогостоящи методы полной очистки от плохо 
растворимых в воде компонентов нефти, требующие экскавации 
почвы и ее транспортировки к очистным установкам. Конечная 
стоимость биоремедиации загрязненной нефтью почвы при по-
мощи микроорганизмов составляет от 50 до 400 долларов за ку-
бометр и также часто требует экскавации. И хотя, безусловно, во 
многих случаях использование микроорганизмов-деструкторов 
является самым эффективным решением, нельзя не упомянуть  
о некоторых особенностях этого метода. В частности, необходи-
мо тщательно отслеживать близость загрязнения к месторожде-
нию нефти, чтобы исключить вероятность попадания туда ми-
кроорганизмов, разлагающих нефть. Не следует также забывать 
о том, что фиторемедиация одного кубометра загрязненной  
нефтью почвы, по оценкам «BP Amoco», обходится в 3 доллара  
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в год. Более того, внедрение современных сельскохозяйствен-
ных технологий позволило удешевить технологию до 0,02 дол-
лара в год (в пересчете на гектар – от 200 долларов в год) [61].

Причина сравнительно низкой стоимости фиторемедиации 
кроется в том, что растения являются естественными установ-
ками по очистке почвы, работающими на солнечной энергии. 
Задача очистки почвы, которая решается сегодня инженерами  
и микробиологами, разрабатывалась природой на протяжении 
миллионов лет, поэтому ее решения оказываются эффективнее 
во всех отношениях. Таким образом, мы можем говорить о ряде 
преимуществ, которые дает фиторемедиация как технология 
очистки загрязненной почвы. С экономической точки зрения 
фиторемедиация выгоднее альтернативных технологий, она не 
предполагает крупных единовременных капиталовложений, свя
занные с ней издержки могут быть распределены на несколько 
лет. Фиторемедиация не требует экскавации почвы и может при-
меняться на больших площадях. Фиторемедиация способствует 
сохранению и улучшению окружающей среды, поскольку связа-
на с выращиванием растений, улучшением почв и защитой их 
от эрозии. Это наиболее эстетичная технология очистки почвы, 
что тоже немаловажно. Наконец, в глазах государства и обще-
ства это наиболее приемлемая технология очистки почвы от 
нефти, и ее применение улучшает имидж любой компании [44, 
52, 61].

Изучение роли растительного и микробного сообщества  
в процессе фиторемедиации деградированных почв представля-
ет огромный научный и практический интерес. Механизмы про-
цессов восстановления почв с помощью растений и роль партне-
ров в растительно-микробной ассоциации в большинстве случа-
ев не выяснены. Поглощение корнями и последующий метабо-
лизм загрязняющих веществ в растении, по мнению одних 
исследователей, не является решающим фактором при фиторе-
медиации. Предполагают, что основную роль в этом процессе 
играет микрофлора ризосферы, т. е. основным механизмом фи-
торемедиации почвы является ризодеградация [56], а растения, 
адаптированные к условиям загрязнения (вероятно, не без помо-
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щи тех же микроорганизмов), создают благоприятные условия 
для проявления ее деструктивной активности по отношению  
к загрязнителю. Наряду с разработкой эффективных технологий 
применения растений для очистки окружающей среды внима-
ние исследователей все больше привлекают такие аспекты, как 
механизмы элиминации загрязнителей, структурные и функцио
нальные изменения в ризосферных микробных сообществах  
в условиях загрязнения, а также взаимовлияние растений и ми-
кроорганизмов при фиторемедиации [53, 58]. Разработка эколо-
гически безопасных и низкозатратных биотехнологий фиторе-
медиации почвы является предметом исследований во многих 
странах мира [41, 52].

Использование природного адаптационного потенциала рас
тительно-микробных ассоциаций составляет основу современной 
биотехнологии рекультивации нарушенных экосистем. Ограни
ченность земельных ресурсов ставит неотложную задачу воз-
врата в сельскохозяйственное производство всех видов нарушен
ных и деградированных почв, в том числе и нефтезагрязненных.

Необходимо отметить, что, несмотря на эффективность фи-
торемедиации, во многих случаях лежащие в ее основе биологи-
ческие механизмы остаются малоизученными. Чтобы повысить 
эффективность технологий фиторемедиации, необходимо про-
водить интенсивные исследования вовлеченных биологических 
процессов: микробно-растительного взаимодействия и восста-
новления плодородия почвы.
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Специфичность симбиоза Rhizobium galegae 
с Galega orientalis Lam и его эффективность  

в почвенно-климатических условиях 
Беларуси

Лаборатория взаимоотношений микроорганизмов почвы  
и высших растений

Инокуляция семян галеги восточной конкурентноспособным несорто-
специфичным штаммом клубеньковых бактерий R.  galegae, выделенным  
в почвенно-климатических условиях Беларуси из клубеньков, сформировав-
шихся на корнях 15-летних растений галеги восточной, выращиваемой в се-
лекционном питомнике БГСХА, и составляющим основу биопрепарата Вогал, 
обеспечивает эффективный симбиоз с растением-хозяином и способствует 
повышению продуктивности сортов местной селекции и адаптированных  
к почвенно-климатическим условиям республики.
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Введение. Актуальными проблемами сельского хозяйства 
для Беларуси на сегодняшний день остаются несбалансирован-
ность кормов по белку, высокая себестоимость получаемой про-
дукции. Ограниченность видового состава кормовых культур 
вызывает необходимость интродукции нетрадиционных пер-
спективных сельскохозяйственных растений, богатых протеи-
ном, микроэлементами и витаминами, обладающих повышенной 
способностью эффективно использовать биоклиматические ре-
сурсы, сочетающих высокую урожайность, качество, техноло-
гичность выращивания, уборки и послеуборочной обработки  
с устойчивостью к неблагоприятным факторам среды, болезням 
и вредителям позволит приблизить решение существующих 
проблем в сельском хозяйстве республики. К нетрадиционным 
высокобелковым бобовым культурам относится галега восточ-
ная (Galega orientalis Lam.), которая выгодно выделяется рядом 
ценных хозяйственных и эколого-биологических особенностей 
[1–4] и является перспективной культурой при возделывании  
в почвенно-климатических условиях Беларуси. По кормовой 
ценности и выходу продукции с гектара она не уступает тради-
ционным культурам и превосходит их по длительности выра-
щивания на одном месте [5]. Возделывание галеги восточной 
способствует получению высоких урожаев качественного корма 
без внесения азотных удобрений, что обеспечивает снижение 
экологической напряженности в агроэкосистеме [1]. Однако про-
дуктивность ее полностью зависит от симбиоза со специфичными 
клубеньковыми бактериями Rhizobium galegae, которые отсут-
ствуют в почвах республики. Поэтому необходимым условием 
создания высокоэффективной микробно-растительной системы 
R. galegae − Galega orientalis Lam. является предпосевная ино-
куляция семян галеги восточной местными конкурентоспособ-
ными эффективными штаммами клубеньковых бактерий, обе-
спечивающая дополнительные преимущества в питании и раз-
витии растения – хозяина при его возделывании в разных 
почвенно-климатических условиях [6, 7]. Однако клубеньковые 
бактерии R.  galegae отличаются от других Rhizobium и Brady- 
rhizobium своей уникальностью, которая обнаружена с помощью 
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исследований ДНК. Штаммы Rhizobium galegae, являясь специ-
фичными в отношении вида растения – хозяина Galega officinalis 
Lam., формируют неэффективные клубеньки на Galega orientalis 
Lam. [8–13].

Применение молекулярно-генетических методов показало 
выраженную генетическую разнородность штаммов R. galegae, 
инокулирующих Galega officinalis и Galega orientalis, принадле-
жащих к разным группам перекрестной инокуляции [14]. Срав
нительный анализ нуклеотидных и аминокислотных последова-
тельностей лектинов растений показал, что при общей, довольно 
высокой гомологии секвенированных последовательностей, об-
ласть углеводсвязывающего участка (УСП) лектина у них силь-
но отличается. Обнаруженные единичные нуклеотидные встав-
ки около области УСП лектинов Galega officinalis, приводящие  
к некоторым аминокислотным заменам, но не нарушающие рам-
ку считывания, указывают на функционально необходимые 
пептидные области лектина. В частности, вставка непосред-
ственно после углеводсвязывающего участка обусловливает воз-
никновение через несколько нуклеотидов ряда терминирующих 
кодонов у образцов Galega officinalis. Это свидетельствует о зна-
чительном вкладе УСП лектина в формирование специфичности 
связывания с ризобиальными Nod-факторами [14]. Развитие 
симбиоза на стадии преинфекции определяется способностью 
бобовых адсорбировать бактериальные клетки специальными 
гликопротеинами (лектинами), которые связываются с поверх-
ностными полисахаридами клеток ризобий. Таким образом, 
растение-хозяин узнает своего симбиотического партнера еще 
до его инвазии. Изучение гена лектина растений из группы пе-
рекрестной инокуляции позволило выявить нуклеотидную по-
следовательность, необходимую для формирования активности 
этого белка [15].

Следовательно, Rhizobium galegae bv. orientalis и bv. officinalis 
представляют собой обособленную группу микроорганизмов 
внутри семейства Rhizobiaceae. По данным сравнительного ана-
лиза 16S p-PHK и других консервативных генов оказалось, что 
ближайшим родственником этого вида является Agrobacterium 
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vitis. Считается, что активно размножаясь в ризосфере бобово-
го растения, клубеньковые бактерии довольно интенсивно об-
мениваются генетическим материалом. В таких сообществах 
микроорганизмов можно найти бактерии с расширенным кругом 
хозяев. Ризобии другого вида оказались неспособными к ре-
пликации или корректной экспрессии генов, что обусловлено 
принципиальными отличиями в работе генетического аппара-
та R. galegae [13].

Известно, что генетические признаки симбиоза являются 
основным фактором расхождения между разновидностями 
(biovars) [16]. Среди штаммов R.  galegae, выделенных из клу-
беньков различных видов растений – хозяев, установлены раз-
личия в генах nod D1.

Максимальное разнообразие ризобий выявляется в центрах 
происхождения растений-хозяев. В районе Кавказа более разно-
образны R. galegae orientalis bv., чем R. galegae officinalis bv., что 
свидетельствует о эволюционном влиянии на симбиотические 
гены двух тесносвязанных разновидностей rhizobium [17].

В почвах ряда регинов России, Украины, Польши, Литвы об-
наружить местные штаммы R. galegae, способные инфицировать 
галегу восточную изначально и приспособившиеся к этому в ре-
зультате различных генетических перестроек, не удалось [18, 19].

Инокуляция семян галеги восточной в условиях почв Баш
кортостана коллекционными штаммами R. galegae (ВНИИСХМ 
РАСХН), где изначально данный вид ризобий отсутствовал, ока-
залась эффективной.

В условиях почв, свободных от гомологичных ризобий типа 
R. galegae, все сформировавшиеся клубеньки образуются за счет 
инфицирования растения интродуцированным штаммом [20], 
тогда как при инокуляции семян бобовых штаммами R meliloti, 
R. leguminosarum bv. trifolii или R. leguminosarum bv. viceae кон-
куренции не избежать, так как они – типичные обитатели почв 
наших широт. Выживаемость и эффективность применения R. ga
legae полностью зависит от их адаптации к почвенно-климати
ческим условиям района возделывания и совместимости с рас
тением-хозяином.
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Особенности формирования симбиоза между клубеньковы-
ми бактериями R.  galegae и галегой восточной в почвенно-
климатических условиях, не являющихся центром происхожде-
ния растений-хозяев, требуют широкого диапазона используемых 
методов и подходов к отбору макро- (сорта) и микросимбионтов 
(штаммы) при создании высокоэффективных симбиотических 
партнеров.

Цель исследования – изучение эффективности применения 
несортоспецифичного штамма R. galegae – основы биопрепарата 
Вогал, предназначенного для инокуляции семян разных сортах 
галеги восточной.

Объекты и методы исследования. Инокулянты семян гале-
ги восточной: местный штамм клубеньковых бактерий R. gale- 
gae – основа биопрепарата Вогал; дерново-подзолистая почва, 
содержащая спонтанные штаммы R.  galegae (старовозрастные 
посевы галеги восточной).

Сорта галеги восточной – Гале, Нестерка.
Обработку семян проводили из расчета 200  мл суспензии 

(бактериальной или почвенной) на 1 га/порцию семян.
Результаты и их обсуждение. Штаммы R. galegae, выделенные 

из клубеньков, образовавшихся на корнях 15-летних растений га-

Рис. 1. Выживаемость растений галеги восточной в полевых условиях в зави-
симости от инокулянта

Рис. 2. Масса корней растения-хозяина, сформировавшаяся за счет примене-
ния разных инокулянтов
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леги восточной, возделываемой в почвенно-климатических усло-
виях Беларуси, обладают высокой конкурентной способностью  
и азотфиксирующей активностью. Интродуцированный в почву 
путем инокуляции семян несортоспецифичный штамм R. galegae, 
инфицируя растения-хозяина и активно размножаясь в почве, обе-
спечил формирование эффективного симбиоза с разными сортами 
(Гале, Нестерка) галеги восточной по сравнению со спонтанной ри-
зобиальной микрофлорой (почвенная суспензия) и контролем (без 
инокуляции). На рис. 1 видно, что инокуляция семян конкурент-
ным высокоэффективным штаммом R. galegae способствует увели-
чению прорастания и выживаемости растения-хозяина на 30%.

Рис. 3. Нодулирующая способность (а) и азотфиксирующая активность (б) 
R. galegae
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Формирующаяся масса корней галеги восточной в варианте 
с инокуляцией производственным штаммом R.  galegae на 51% 
больше, чем в варианте со спонтанной ризобиальной микрофло-
рой (рис. 2).

Установлено, что в полевых условиях нодулирующая способ-
ность производственного штамма на 61% больше, азотфиксиру-
ющая активность в 9 раз выше, чем у спонтанной ризобиальной 
микрофлоры (рис. 3).

Мутуализм макро- и производственного микросимбионта 
способствует повышению продуктивности галеги восточной. 
Урожайность зеленой массы второго года жизни галеги восточ-
ной возрастает за счет инокуляции в 2 раза. Прибавка составила 
312 ц/га. За счет спонтанной ризобильной микрофлоры урожай 
зеленой массы на 149 ц/га меньше, а в контроле (без инокуляции) 
составил –515,5 ц/га, что на 206 ц/га меньше по сравнению с при-
менением инокуляции (рис. 4). 

Рис.  4. Урожайность зеленой массы галеги восточной в течение 1-го и 2-го 
года жизни, средняя по сортам Гале, Нестерка



148

Увеличение облиственности растений способствует форми-
рованию большей поверхности фотосинтетического аппарата, 
что в свою очередь способствует повышению урожая семян. 
Установлено, что наполненность семян и вес 1000 штук возрас-
тает за счет инокуляции на 10%, что составляет 0,65 г, прибавка 
семян с 1 га составила 3,66 ц (рис. 5).

Таким образом, установлено, что используемый для иноку-
ляции семян биопрепарат Вогал, основой которого является не-
сортоспецифичный штамм R. galegae, способствует активному 
прорастанию семян сортов Гале и Нестерка, обеспечивает вы-
живаемость растения-хозяина, формирует эффективный симбиоз 
с ним, повышает продуктивность сортов местной селекции и адап
тированных к почвенно-климатическим условиям Беларуси.
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SPECIFICITY OF RHIZOBIUM GALEGAE SIMBIOSIS WITH GALEGA 
ORIENTALIS LAM AND ITS EFFICIENCY IN SOIL-CLIMATIC 

CONDITIONS OF BELARUS

Laboratory of interactions of interactions between soil microorganisms  
and higher plants

Seed inoculation of Galega orientalis with competitive non-specific strain of 
nitrogen-fixing bacteria Rhizobium galegae isolated in Belarus from nodules formed 
on the roots of 15-year-old crops of Galega orientalis in Nursery of Belarusian 
Agricultural Academy and making up an active principle of Vogal biofertilizer, 
ensures efficiency of symbiosis with host plant and promotes productivity of locally 
selected cultivars adapted to local soil and climatic conditions.
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Д. В. ВОЙТКА2, Н. В. СВЕРЧКОВА1, Н. В. ЕВСЕГНЕЕВА1

РАЗРАБОТКА МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО ПРЕПАРАТА 
ДЛЯ ЗАЩИТЫ ОВОЩНЫХ И ЗЕЛЕННЫХ КУЛЬТУР  

ОТ БОЛЕЗНЕЙ В УСЛОВИЯХ МАЛООБЪЕМНОЙ 
ГИДРОПОНИКИ

1Лаборатория средств биологического контроля 
Института микробиологии НАН Беларуси,

2Лаборатория микробиологического метода защиты растений 
от вредителей и болезней

Института защиты растений НАН Беларуси

В опытах in vitro отобраны бактерии Pseudomonas aurantiaca БИМ В-446, 
основа биопестицида Экогрин, проявляющие высокую антагонистическую 
активность к возбудителям болезней овощных (A.  cucumerina, R.  solani, 
B. cinerea, Colletotrichum sp., Fusarium sp.) и зеленных (Pythium sp.) культур. 
Показано, что отобранный штамм не оказывает фитотоксического действия  
и проявляет ростстимулирующий эффект. Установлено, что исследуемая 
культура, внесенная в концентрации 2% в питательный раствор, способна со-
храняться в минеральном субстрате на протяжении 14 дней. Биологическая 
эффективность опытной партии биопрепарата Экогрин против корневой гни-
ли петрушки и укропа составляет 24,4–69,8%, против корневой и серой гнили 
огурца – 49–64%.

Введение. В настоящее время большинство тепличных ком-
бинатов Беларуси переходят на малообъемную технологию вы-
ращивания овощных и зеленных культур. Для тепличных хо-
зяйств эта технология является реальной альтернативой грунто-
вой, так как позволяет значительно повысить эффективность 
производства и качество получаемой продукции. Вместе с тем  
в парниково-тепличных хозяйствах существует ряд проблем, 
связанных с болезнями овощных и зеленных культур, которые 
являются серьезным препятствием получения высоких урожаев. 
В большинстве случаев для защиты растений и обеззаражива-
ния питательного раствора для полива используются химиче-
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ские пестициды либо дорогостоящие методы стерилизации, та-
кие как пастеризация, ультрафильтрация и др. На современном 
этапе развития овощеводства для контроля грибных и бакте- 
риальных патогенов все больше испытывается необходимость  
в экологически безопасных ресурсосберегающих технологиях, 
основанных на использовании бактерий-антагонистов. Из миро-
вой практики известно, что внесенные в питательный раствор 
бактерии-антагонисты родов Pseudomonas, Bacillus и грибы ро-
дов Trichoderma и Gliocladium virens активно размножаются, за-
селяют минеральный субстрат и препятствуют развитию фито-
патогенной микрофлоры [1–5]. Зарегистрированные в Республике 
Беларусь отечественные бактериальные биопрепараты Фито
протектин, Бактоген, Миколин предназначены для защиты овощ
ных культур в открытом и защищенном грунте, однако техноло-
гии их применения не учитывают особенности гидропонного 
способа выращивания растений, не изучены также процессы 
приживаемости штаммов-продуцентов на минеральной вате  
и в питательных растворах.

Цель исследования – разработка нового биопрепарата на 
основе эффективного штамма бактерий-антагонистов для защи-
ты овощных и зеленных культур от болезней в условиях мало-
объемной гидропоники.

Материалы и методы. В работе использованы фитопато-
генные грибы Alternaria cucumerina Ell. Et Ev. – возбудитель су-
хой пятнистости огурца, Rhizoctonia solani Kuhn – возбудитель 
корневой гнили огурца, Botrytis cinerea Pers. – возбудитель се-
рой гнили огурца, Colletotrichum sp. – возбудитель антракноза 
огурца, Fusarium sp. – возбудитель прикорневой гнили огурца, 
Pythium sp. – возбудитель корневой гнили петрушки и укропа  
и бактерии-антагонисты Pseudomonas aurantiaca БИМ В-446, 
Bacillus subtilis 10/19, B. subtilis 9/6, B. subtilis БИМ В-262, B. sub
tilis БИМ В-334, B. subtilis БИМ В-439, выделенные из поражен-
ных растений овощных и зеленных культур и различных при-
родных источников в лаборатории средств биологического кон-
троля Института микробиологии НАН Беларуси и лаборатории 
микробиологического метода защиты растений от вредителей  
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и болезней Института защиты растений НАН Беларуси. Cорта 
огурца, петрушки и укропа предоставлены Минским парниково-
тепличным комбинатом.

Глубинное культивирование микроорганизмов осуществля-
ли в колбах Эрленмейера на качалке (200  об/мин, при темпе- 
ратуре 26–30  °С) на питательной среде Мейнелла с мелассой 
(бактерии-антагонисты) и картофельно-глюкозном бульоне (гри-
бы). Антимикробную активность бактериальных культур оце-
нивали методом лунок [6]. При статистической обработке  
результатов экспериментов проводили определение средних 
арифметических и их доверительных интервалов для уровня  
вероятности 95% [7].

Результаты и их обсуждение. В опытах in vitro оценена ан-
тагонистическая активность бактерий рода Bacillus и Pseudomonas 
в отношении грибов A. cucumerina, R. solani, B. cinerea, Fusarium sp., 
Colletotrichum sp. и Pythium sp. (табл. 1). Исследуемые антагони-
сты активно подавляли развитие тест-объектов, установлен ин-
гибирующий эффект бактерий P. aurantiaca БИМ В-446, B. subtilis 
10/19, B. subtilis 9/6, B. subtilis БИМ В-262, B. subtilis БИМ В-334, 
B. subtilis БИМ В-439 на развитие мицелия фитопатогенных гри-
бов. Штамм P. aurantiaca БИМ В-446 отличается наиболее высо-
кой антагонистической активностью – зоны лизиса тест-культур 
достигают в максимуме 26–28  мм. Спорообразующие бактерии 
рода Bacillus образуют несколько меньшие по размерам зоны на-
растания на фитопатогены. Все исследованные бактериальные 
культуры устойчивы к компонентам питательного раствора, ис-
пользуемого при гидропонном выращивании огурца. На основа-
нии полученных данных в качестве основы препарата Экогрин 
для защиты овощных и зеленных культур, выращиваемых гидро-
понным способом, выбран штамм P. aurantiaca БИМ В-446.

Установлено, что биопрепарат Экогрин, жидкая форма  (ж.)  
в концентрации 1 и 2% не оказывает фитотоксического эффекта 
на растения салата, использованного в качестве модельного объ-
екта, а наоборот, обладает ростстимулирующей активностью: 
высота растений по сравнению с контролем увеличивается на 
30,9%, длина корня – на 8,7%.
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Дальнейшими исследованиями показано, что оптимальная 
концентрация биопрепарата Экогрин в питательном растворе, 
используемом для выращивания огурца гидропонным способом, 
составляет 2%. Полученный рабочий раствор вносили под каж-
дое растение в количестве 100 мл и в динамике контролировали 
приживаемость бактерий P. aurantiaca БИМ В-446 в минераль-
ной вате. Согласно результатам исследования, через 7 сут после 
интродукции численность бактерий в субстрате практически не 
изменяется и находится на уровне 3 × 107 КОЕ/мл, спустя 14 дней 
снижается до 1,3 × 106 КОЕ/мл, а к концу 40 дней наблюдений 
составляет 3,9 × 105 КОЕ/мл. Полученные данные согласуются  
с результатами американских исследователей, установивших 
способность антифунгальных штаммов Pseudomonas активно 
колонизировать овощные культуры в условиях гидропоники на 
протяжении первых двух суток после обработки [8].

Т а б л и ц а 2. Эффективность биопрепарата Экогрин, ж. в защите огурца 
F1 Церез от серой гнили (Botrytis cinerea Pers.) (светокультура,  

Минский парниково-тепличный комбинат, 2009–2010 гг.)

Вариант опыта Распространенность 
болезни, %

Развитие  
болезни, %

Биологическая 
эффективность,%

Через 7 дней после 1-й обработки (15.12.2009 г.)
Экогрин, ж. (2%-ная р. ж.) 29,0 9,4 49,0
Контроль 48,0 18,0 –

Через 7 дней после 2-й обработки (21.12.2009 г.)
Экогрин, ж. (2%-ная р. ж.) 38,0 11,0 61,0
Контроль 65,0 29,0 –

Через 7 дней после 3-й обработки (29.12.2009 г.)
Экогрин, ж. (2%-ная р. ж.) 35,0 14,0 64,0
Контроль 90,0 39,0 –

Через 13 дней после 3-й обработки (4.01.2010 г.)
Экогрин, ж. (2%-ная р. ж.) 52,0 18,2 63,9
Контроль 100 50,5 –

Через 34 дня после 3-й обработки (25.01.2010 г.)
Экогрин, ж. (2%-ная р. ж.) 37,5 18,8 62,1
Контроль 100 49,5 –
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На основании результатов эксперимента было рекомендова-
но внесение биопрепарата Экогрин под культуру огурца с перио-
дичностью один раз в 2 недели, что обеспечило биологическую 
эффективность в отношении серой гнили огурца сорта Церез F1 
на уровне 49–64% (табл. 2). При этом средний балл поражения 
растений, распространенность и развитие болезни были соот-
ветственно на 58–75, 27–62,5 и 18–30,7% ниже, чем в контроль-
ном варианте.

Т а б л и ц а 3. Влияние биопрепарата Экогрин, ж. на рост, развитие  
и пораженность корневой гнилью растений укропа и петрушки 

(Минский парниково-тепличный комбинат, 2009–2010 гг.)

Вариант опыта
Высота 

растения, 
мм

Длина 
корня,  

мм

Распростра- 
ненность  

болезни, %

Развитие 
болезни, 

%

Биологи- 
ческая  

эффектив-
ность,%

Укроп Gold Crown
Опыт 1 (учет на 20-е сутки после посева)

Экогрин, ж., (2%-ная р. ж.) 209 98 33,6 8,1 69,8
Контроль 186 83 82,5 26,9 –
НСР05 18,8 41,7 – – –

Опыт 2 (учет на 24-е сутки после посева)
Экогрин, ж. (2%-ная р. ж.) 142 159 72,5 22,5 24,4
Контроль 129 151 92,5 28,1 –
НСР05 7,6 23,9 – – –

Опыт 3 (учет на 17-е сутки после посева)
Экогрин, ж. (2%-ная р. ж.) 116,5 26,2 100 100 –
Контроль 118,2 32,9 100 95,0 –
НСР05 12,0 9,6 – – –

Петрушка Mooskrause
Опыт 1 (учет на 23-е сутки после посева)

Экогрин, ж. (2%-ная р. ж.) 92 77 77,5 23,8 26,9
Контроль 88 73 87,5 32,5 –
НСР05 5,6 17,4 – – –

Опыт 2 (учет на 34-е сутки после посева)
Экогрин, ж. (2%-ная р. ж.) 111 72 72,5 22,5 20,2
Контроль 119 99 92,5 28,1 –
НСР05 7,5 22,8 – – –
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В торфогрунте, используемом для выращивания укропа  
и петрушки, исследуемая культура антагониста приживается 
слабее, чем в минеральной вате – титр бактерий под зеленными 
культурами к концу 1-й недели наблюдения снижается в 6,2–8,8 
раза и составляет 1,0–6,1 × 106 КОЕ/мл, в связи с чем было реко-
мендовано вносить препарат с периодичностью один раз в неделю.

Биологическая эффективность опытной партии препарата 
Экогрин против корневой гнили, вызываемой грибом Pythium sp., 
составляет на петрушке сорта Москраузер 26,9–40,2%, на укро-
пе сорта Аллигатор – 24,4–69,8% (табл. 3).

В результате оценки биометрических показателей установ-
лено, что высота растений петрушки в варианте с применением 
биопрепарата увеличивается на 12%, длина корня – на 5,2–17,5%, 
укропа – на 9,7–10,2 и 5,1–18,1% соответственно.

По фитозащитному эффекту штамм P. aurantiaca БИМ В-446 
не уступает штамму Pseudomonas chlororaphis, предложенному 
канадскими учеными для защиты перца от корневых гнилей, 
вызываемых грибами Pythium aphanidermatum и Pythium disso
tocum, в условиях малообъемной гидропоники [9, 10].

Выводы. В результате проведенной работы выделены и иден
тифицированы возбудители основных болезней огурца, петруш-
ки и укропа, выращиваемых в условиях малообъемной гидропо-
ники. Отобран бактериальный штамм P. aurantiaca БИМ В-446 
с высокой антагонистической активностью к выделенным фито-
патогенным грибам и рекомендован в качестве основы биопре-
парата Экогрин для защиты овощных и зеленных культур от бо-
лезней. Биологическая эффективность препарата против корне-
вой и серой гнили огурца, корневой гнили петрушки и укропа 
составляет 49–64 и 24,4–69,8% соответственно.
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Bacterial strain Pseudomonas aurantiaca BIM B-446 – basis of biopesticide 
Ecogreen showing high antagonistic activity towards pathogens of vegetables 
(A. cucumerina, R. solani, B. cinerea, Colletottrichum sp., Fusarium sp.) and spice 
crops (Pythium sp.) was selected in vitro. It was shown that the selected strain did 
not cause phytotoxic action and displayed growth-promoting effect. It was found 
that the tested culture introduced into nutrient solution at 2% concentration was 
preserved in mineral wool and peat substrate during 14 days. Biological efficiency 
of Ecogreen test batch against root rot of parsley and dill ranged from 24.4 to 69.8%, 
against root and grey rot of cucumber – 49–64%.
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РУП «НПЦ НАН Беларуси по животноводству»

На примере двух хозяйств Минской и Гомельской областей показана эф-
фективность использования бактериального препарата Лаксил-М при заго-
товке силосованных кормов в производственных условиях. Кукурузный си-
лос, заготовленный с внесением биопрепарата Лаксил-М, по органолептиче-
ским свойствам, химическому составу соответствовал I классу качества  
и характеризовался высокой питательностью. Применение полученного силоса 
в рационах дойных коров обеспечило увеличение интенсивности обмена ве-
ществ животных, лучшую поедаемость кормов, снижение затрат на единицу 
продукции и повышение молочной продуктивности. Использование биопрепа-
рата Лаксил-М при заготовке силосованных кормов в СПК «Юбилейный» Буда-
Кошелевского района Гомельской области и РДУП «Заречье» Смолевичского 
района Минской области было экономически целесообразно.

Введение. Использование биологических препаратов на осно- 
ве молочнокислых бактерий при заготовке силосованных кор-
мов является экологически чистым и одним из наиболее эффек-
тивных способов повышения качества получаемого корма и сни
жения потерь в процессе ферментации растительной массы [1, 2]. 
Скармливание силоса, заготовленного с бактериальными заква-
сками, оказывает положительное влияние на организм сельско-
хозяйственных животных [3, 4].

В Институте микробиологии НАН Беларуси на протяжении 
многих лет проводились исследования по выделению из при-
родных источников, изучению и селекции штаммов молочно-
кислых бактерий, перспективных для использования в качестве 
силосных заквасок [5, 6]. Результатом проведенной работы яви-
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лось создание биологических препаратов Силлактим и Лаксил, 
рекомендованных для силосования злаковых и бобово-злаковых 
травосмесей соответственно [7, 8].

На основе молочнокислых бактерий, выделенных из каче-
ственных силосованных кормов на территории Беларуси, нами 
разработана технология получения и применения биологическо-
го препарата Лаксил-М. Отличительной особенностью этого 
биопрепарата является усовершенствованный компонентный 
состав за счет введения полифункциональных культур лактоба-
цилл – активных кислотообразователей, обеспечивающих бы-
строе снижение рН, характеризующихся широким спектром 
сбраживаемых углеводов, высокой ферментативной и антагони-
стической активностью по отношению к возбудителям аэробной 
порчи корма [9].

В серии сравнительных модельных, полупроизводственных, 
научно-хозяйственных опытов по силосованию разного расти-
тельного сырья и скармливанию полученного корма животным 
было показано, что использование биопрепарата Лаксил-М по-
зволяет подавить развитие плесневых грибов, дрожжей, гни-
лостных микроорганизмов, повысить аэробную стабильность 
силоса, рационально использовать запас углеводов растительной 
массы, интенсифицировать процесс молочнокислой фермента-
ции, оптимизировать соотношение органических кислот в кор-
ме, улучшить его органолептические свойства, обогатить корм 
биологически активными веществами, ограничить потери пита-
тельных веществ силоса, повысить перевариваемость основных 
питательных веществ, снизить расход корма при скармливании 
и повысить продуктивность животных [10–12].

Цель исследования – в условиях сельскохозяйственного 
производства изучить действие бактериального препарата Лак
сил-М на качество и питательность кукурузного силоса, а также 
влияние использования полученного корма в рационах дойных 
коров на молочную продуктивность животных и качество молока.

Объекты и методы исследования. Силосованные корма из 
кукурузы молочно-восковой спелости заготавливали по тради-
ционной технологии в хозяйствах СПК «Юбилейный» Буда-
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Кошелевского района Гомельской области и РДУП «Заречье» 
Смолевичского района Минской области. Измельченную и обо-
гащенную биопрепаратом Лаксил-М (из расчета 1 л на 15 т сило-
суемого сырья) растительную массу загружали послойно в бето-
нированные силосные траншеи емкостью 1200–1400 т и утрамбо
вывали колесными тракторами К-700 до плотности 710–720 кг/м3. 
Время закладки одной траншеи не превышало 4 сут. После за-
полнения траншей силосуемая масса укрывалась полиэтилено-
вой пленкой и засыпалась слоем грунта высотой около 5 см.

Полученный силос скармливали коровам черно-пестрой по-
роды на 3–4-м месяце лактации после отела с удоем за лактацию 
6,1–6,7  тыс.  кг и средней живой массой 500–550  кг. Предва
рительный период кормления продолжался 30 дней, учетный – 
90 дней. Все животные содержались на привязи в типовом ко-
ровнике.

Учитывали качество, количество, состав кормов и их остат-
ков, индивидуальную молочную продуктивность животных, ка-
чественный состав молока (содержание лактозы, белка, жира), 
гематологические показатели и биохимический состав сыворот-
ки крови животных (гемоглобин, Са, Р, каротин, витамин А, бе-
лок, сахар, лейкоциты, эритроциты, резервная щелочность). Оцен
ку качества кормов, анализы молока, крови животных проводили 
общепринятыми методами.

Отбор проб кормов для анализов проводили по ГОСТ 27262–87. 
Химический состав корма определяли по схеме полного зоотех-
нического анализа, содержание влаги – по ГОСТ 13496.3–92, 
общего азота, сырого протеина, сырой клетчатки, сырого жира, 
каротина, сахара – по ГОСТ 13496.4–93, 13496.2–91, 13496.15–97, 
13496.17–95, 26176–91. Определение аммиачного азота и актив-
ной кислотности проводили в соответствии с ГОСТ 26180–84, 
органических кислот – ГОСТ 23637–79. Питательную ценность 
корма рассчитывали с использованием общепринятых методик. 
Содержание кальция в кормах, молоке оценивали оксалатоме-
трически, гемоглобина в крови – колориметрически с помощью 
гемометра Сали, лейкоцитов и эритроцитов – с помощью счет-
ной камеры Горяева, резервной щелочности в плазме крови – га-
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зометрическим методом (по Ван Слайку), общего белка в сыво-
ротке крови – рефрактометрическим методом.

Результаты и их обсуждение. Анализ образцов кукурузно-
го силоса, заготовленного с внесением биопрепарата Лаксил-М, 
был проведен через 3 мес. после закладки. По своим органолеп-
тическим свойствам (приятный ароматный запах квашеных ово-
щей, светло-зеленый цвет, полная сохранность структуры, нема
жущаяся консистенция), уровню активной кислотности (рН 4,1–
4,2), соотношению кислот (молочная кислота – не менее 55% от 
общей суммы кислот, отсутствие масляной кислоты) исследуе-
мые корма соответствовали самому высокому качеству, что сви-
детельствует о желаемом ходе ферментации растительной массы.

На рис. 1 приведены данные о химическом составе отобран-
ных для анализа силосованных кормов. Содержание клетчатки 
(основной показатель содержания энергии в травяном силосе)  
в полученном корме составляло не менее 29%, что соответству-
ет характеристикам качественного силоса. Достаточно высоким 
для такого низкобелкового корма, каким является кукурузный 
силос, было также содержание протеина (рис. 1).

Важным показателем качества силоса является его кормовая 
ценность. В обоих хозяйствах кукурузный силос характеризо-
вался высоким кормовым достоинством, незначительно отлича-
ясь друг от друга: содержание кормовых единиц и обменной 
энергии в 1 кг сухого вещества было не ниже 0,91 ед. и 9,5 МДж 
соответственно (рис. 2).

Рис.  1. Содержание сырого протеина (1), переваримого протеина (2), сырой 
клетчатки (3), сырого жира (4), кальция (5) и фосфора (6) в силосе из кукуру-
зы, заготовленном с внесением бактериального препарата Лаксил-М в СПК  

«Юбилейный» (а) и РДУП «Заречье» (б)
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Рис. 2. Питательность силоса из кукурузы, заготовленного с внесением бакте-
риального препарата Лаксил-М в СПК »Юбилейный» (а), РДУП »Заречье» (б): 

1 – кормовые единицы (ед/кг), 2 – обменная энергия (МДж/кг)

Выявлено, что внесение в растительную массу препарата 
Лаксил-М способствовало хорошей сохранности сухого вещества, 
азотсодержащих соединений и легкоферментируемых углеводов 
в полученном кукурузном силосованном корме (рис. 3).

Применение бактериального препарата позволило сохранить 
88,9–89,6% сухого вещества, 85,9–87,0% сырого протеина, 77,2–
79,0% безазотистых экстрактивных веществ (БЭВ), 74,8–72,8% 
каротина, 6,2–8,1% сахара по сравнению с содержанием этих ве-
ществ в исходной силосуемой массе (рис. 3).

Проведенные анализы химического состава и расчеты пита-
тельной ценности силоса свидетельствовали об эффективности 
используемого биопрепарата для повышения качества получен-
ного корма.

Рис. 3. Сохранность (%) питательных веществ в кукурузном силосе, заготов-
ленном с внесением бактериального препарата Лаксил-М, в СПК  «Юби- 
лейный» (а), РДУП  «Заречье» (б): 1 – сухое вещество, 2 – сырой протеин,  

3 – БЭВ, 4 – сахар, 5 – каротин



164

Кормление дойных коров осуществлялось 3 раза в день из 
индивидуальных кормушек на фоне хозяйственных рационов, 
которые были составлены с учетом физиологического состояния 
животных, их потребности в питательных веществах и энергии. 
В качестве основного рациона животные получали кукуруз- 
ный силос, ячменную муку, кормовую патоку, кормовую свеклу 
и комбикорм. Рационы были сбалансированы по сахаро-протеи
новому (1:1), крахмало-сахарному (1,5:1), кальциево-фосфорному 
(от 1,4:1 до 1,5:1) соотношениям. Применяемые рационы соот-
ветствовали нормам кормления для лактирующих коров опреде-
ленной продуктивности и живой массы. Недостаток некоторых 
микроэлементов в кормах, составляющих рацион, был компен-
сирован введением соответствующих солей в состав премикса. 
Для восполнения потребности животных в витамине D исполь-
зовался Гранувит D3 в виде добавки к премиксу.

Суточное потребление питательных веществ животными 
приведено в табл. 1.

Ячменная мука, кормовая патока, кормовая свекла поедались 
животными без остатка. Полностью и охотно коровы поедали 
также кукурузный силос, что свидетельствует о его высоком ка-
честве, а также о сбалансированности рационов.

В предварительный период разница в продуктивности меж-
ду группами животных была минимальна – не более 1%, что 
дало возможность сравнить результаты влияния рационов на 
основе силосованных кормов, заготовленных в обоих хозяйствах 
с внесением биопрепарата Лаксил-М, на молочную продуктив-
ность животных.

Динамика молочной продуктивности (рис. 4) свидетельство-
вала о постепенном снижении среднесуточных удоев по ходу 
лактации, что соответствует физиологической норме. Среднесу
точные удои у животных обоих хозяйств находилась на доста-
точно высоком уровне.

Усредненные результаты контрольных доек приведены  
в табл. 2.

Затраты корма на 1 кг молока составили 0,86–0,87 к. ед. при 
обеспеченности кормовой единицы переваримым протеином на 
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уровне 97,9–98,1 г, что свидетельствует о рациональном исполь-
зовании питательных веществ кормов.

Т а б л и ц а 1. Фактическое потребление питательных веществ 
 дневных рационов коров

Корм СПК «Юбилейный» РДУП «Заречье»

Кукурузный силос, кг* 26,8 23,5
Питательные вещества

Сухое вещество, кг 14,7 14,9
Сырой протеин, г 1844 1881
Переваримый протеин, г 1222 1254
Сырая клетчатка, г 3512 3542
Сырой жир, г 374 398
Сахар, г 1140 1156
Крахмал, г 1697 1702
Кальций, г 91 91
Фосфор, г 63 63
Магний, г 29 29
Калий, г 210 216
Натрий, г 42 42
Сера, г 28 31
Железо, мг 2584 2566
Медь, мг 110 115
Цинк, мг 708 736
Марганец, мг 783 722
Кобальт, мг 7,3 7,9
Йод, мг 9,0 9,5
Каротин, мг 809 877
Витамин D, тыс. МЕ 12,4 12,9
Витамин Е, мг 1916 1663

* Состав премикса: наполнитель, соли макро-микроэлементов: S, Cu, Zn, 
Co, J, витамин D в составе Гранувита D3 (1млн МЕ/т рациона), антиоксидант.

Полноценность кормления влияла не только на величину 
удоев, но и на качество молока. При органолептической оценке 
вкуса, запаха, консистенции, определении качественных параме-
тров молока коров, получавших силосованные корма с биопре-
паратом Лаксил-М, не установлено достоверных межгрупповых 
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различий и особенностей. По качественным параметрам молоко, 
полученное от всех коров, соответствовало высшему сорту со-
гласно требованиям стандарта СТБ 1598–2006.

Т а б л и ц а 2. Молочная продуктивность коров, получавших кукурузный 
силос, заготовленный с внесением биопрепарата Лаксил-М

Период
Продуктивность, кг в сутки на одну корову

СПК «Юбилейный» РДУП «Заречье»

Предварительный 21,8 ± 0,28 21,9 ± 0,16
Учетный: 1-й месяц 21,7 ± 0,24 21,9 ± 0,16

2-й месяц 21,5 ± 0,28 21,7 ± 0,26
3-й месяц 21,3 ± 0,29 21,4 ± 0,38

В среднем за учетный период 21,6 ± 0,19* 21,8 ± 0,28*

* Р ≤ 0,02.

Показатели химического состава молока животных в учет-
ный период приведены в табл. 3.

По жирности, содержанию сухого вещества, белка и другим 
показателям не выявлено разницы между группами животных 
разных хозяйств. По сравнению с предварительным в учетный 
период у коров не наблюдалось снижения содержания белка  

Рис. 4. Лактационные кривые (суточный удой, кг) животных, получавших ку-
курузный силос, заготовленный с внесением биопрепарата Лаксил-М, в СПК 

«Юбилейный» и РДУП «Заречье»
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в среднесуточном удое. Стабильный уровень содержания белка 
в молоке животных подтверждал высокую протеиновую цен-
ность их рационов в обоих хозяйствах.

Для оценки состояния обменных процессов у животных про-
водили исследования крови (табл. 4).

Все контролируемые морфологические и биохимические по-
казатели крови (общий белок, гемоглобин, эритроциты, лейко-
циты, резервная щелочность, кальций, фосфор, каротин, вита-
мин А) животных, получавших корм, заготовленный с исполь-
зованием биопрепарата Лаксил-М, находились в пределах 
физиологической нормы.

Т а б л и ц а 3. Состав молока коров, получавших кукурузный силос, 
заготовленный с внесением биопрепарата Лаксил-М

Показатель,% СПК «Юбилейный» РДУП «Заречье»

Сухое вещество 12,6 ± 0,11 12,6 ± 0,10
Жир 3,7 ± 0,07 3,7 ± 0,08
Белок 3,3 ± 0,12 3,3 ± 0,08
Лактоза 4,7 ± 0,14 4,6 ± 0,07
Зола 0,7 ± 0,01 0,7 ± 0,03
Фосфор 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,01
Кальций 0,14 ± 0,01 0,15 ± 0,01

Т а б л и ц а 4. Показатели крови коров, получавших кукурузный силос, 
заготовленный с внесением биопрепарата Лаксил-М

Показатель Начало  
предварительного периода

Конец  
учетного периода

Общий белок, г/л 79,4 ± 0,14 84,2 ± 0,17
Гемоглобин, г/л 109,5 ± 0,59 113,5 ± 0,15
Эритроциты, 1012/л 7,73 ± 0,24 8,02 ± 0,15
Лейкоциты, 109/л 7,4 ± 0,90 7,7 ± 0,36
Резервная щелочность, об.% СО2 51,8 ± 4,08 51,8 ± 4,97
Кальций, ммоль/л 1,89 ± 0,22 1,94 ± 0,14
Фосфор, ммоль/л 1,78 ± 0,16 1,90 ± 0,17
Каротин, ммоль/л 1,40 ± 0,53 1,48 ± 0,14
Витамин А, мкмоль/л 2,07 ± 0,61 2,07 ± 0,82
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По ходу лактации наблюдалась некоторая тенденция к уве-
личению количества общего белка, эритроцитов, кальция, фос-
фора, каротина и витамина А, а также к повышению резервной 
щелочности. Высокое содержание гемоглобина и эритроцитов  
в крови коров, получавших кукурузный силос, заготовленный  
с внесением препарата Лаксил-М, свидетельствовало о повышен-
ной интенсивности окислительно-восстановительных процессов, 
что способствовало высокой молочной продуктивности коров.

Использование биопрепарата Лаксил-М в процессе силосова-
ния растительной массы приводило к увеличению затрат по 
приготовлению корма на 1%. Однако высокая питательность 
полученного силоса способствовала снижению расхода кормов 
при скармливании до 0,86–0,87 к. ед./литр молока, повышению 
молочной продуктивности на 3–4% и снижению себестоимости 
производства молока на 6–7%, что свидетельствует об экономи-
ческой целесообразности использования биопрепарата Лаксил-М.

Заключение. Проведенные исследования позволяют заклю-
чить, что использование бактериального препарата Лаксил-М 
при силосовании кукурузы в хозяйствах СПК «Юбилейный» 
Буда-Кошелевского района Гомельской области и РДУП «За
речье» Смолевичского района Минской области позволило по-
лучить высокопитательный корм I класса качества с оптималь-
ным соотношением органических кислот. Включение получен-
ного силоса в состав рационов дойных коров способствовало 
лучшей поедаемости кормов, увеличению интенсивности обме-
на веществ животных, снижению затрат на единицу продукции 
и повышению молочной продуктивности. Применение биопре-
парата Лаксил-М в условиях СПК экономически целесообразно.
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application OF lacsil-M BIOPREPARATION at farms  
of gomel and minsk regions

1Laboratory of lactic acid bacteria and bifidobacteria
Institute of Microbiology, National Academy of Sciences, Belarus,
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Application efficiency of bacterial conservating agent Lacsil-M was demonstra
ted in the course of large-scale fodder ensiling trials at 2 farms located in Minsk 
and Gomel regions. Maize silage prepared with Lacsil-M, in flavor and chemical 
composition matched prime (first, top) grade quality and was distinguished by high 
nutritive value. Introduction of the forage to feed rations of milch cows intensified 
metabolic processes, stimulated fodder digestibility, reduced unit production costs 
and raised milk yields. Economic expediency of using Lacsil-M in field tests at 
Yubileyny and Zarechye farms of Gomel and Minsk regions, respectively, was 
motivated.

УДК 579.64 + 579.2

Д. В. РАХУБА, Г. И. НОВИК, А. Д. ГРЕЧИХА

ФОРМИРОВАНИЕ БИОПЛЕНОК  
ФИТОПАТОГЕННЫМИ БАКТЕРИЯМИ

Лаборатория «Коллекция микроорганизмов»

В обзоре представлен анализ имеющихся литературных данных о меха-
низмах формирования биопленок фитопатогенными микроорганизмами раз-
ных видов, а также их связь с вирулентностью бактерий.

Введение. Биопленки представляют собой сообщества ми-
кроорганизмов, образуемые на поверхности различного проис-
хождения, которые имеют характерную структуру и организа-
цию. В составе подобных консорциумов между клетками бактерий 
создаются множественные связи, в результате чего популяцию 
бактерий можно рассматривать как функциональный аналог 
многоклеточного организма. Образование биопленок может про
исходить на поверхностях различного происхождения: на объек
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тах неживой природы, в организме человека и животных, на по-
верхности растений.

В результате многочисленных исследований, направленных 
на изучение механизмов, приводящих к формированию поверх-
ностных сообществ мокроорганизмов, ученые пришли к выводу, 
что биопленки являются естественной формой существования 
микроорганизмов в окружающей среде. В медицинской микро-
биологии с формированием биопленок связывают механизмы 
развития множества инфекционных заболеваний. Считается, 
что представители нормальной микрофлоры человека и живот-
ных также существуют в виде биопленок.

Способность бактерий существовать в составе биопленок 
создает большие трудности, так как при этом значительно повы-
шается устойчивость бактерий к антибактериальным и дезин-
фицирующим средствам, к воздействию неблагоприятных фак-
торов среды, таких как низкие или высокие значения pH, высо-
кая осмотическая сила и др., а также к действию иммунной 
системы организма-хозяина.

Цель данного обзора – анализ связи вирулентности фитопа-
тогенных бактерий и их способности формировать биопленки 
на поверхности органов растений. 

Общие механизмы формирования биопленок. Впервые ги-
потеза о существовании специализированных микробных сооб-
ществ, в данный момент известных как биопленки, была выска-
зана A. T. Henrici в 1933 г. [1]. Он предположил, что большинство 
бактерий, обитающих в водоемах формируют консорциумы на 
поверхности твердых тел, а не являются планктонными орга-
низмами, свободно обитающими в толще воды. Последующие 
исследования, направленные на изучение подобных сообществ, 
привели к пониманию того факта, что биопленки являются есте-
ственной формой организации бактерий в большинстве природ-
ных экосистем [2, 3], а также что подобные биопленки организо-
ванны в определенном порядке, характерном для конкретного 
вида бактерий [4].

Формирование биопленок микроорганизмами может проис-
ходить как на поверхности живых тканей, так и на поверхностях 
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абиотической природы (камни, строительные материалы и пр.). 
Сообщества могут состоять из бактерий разного вида, что ха-
рактерно в основном для естественных природных условий. 
Биопленки, образуемые одним видом бактерий, характерны для 
инфекционных процессов, модельных экспериментов в услови-
ях научных лабораторий, а также они могут образовываться на 
поверхности различных медицинских инструментов, таких как 
катетеры, имплантаты и др.

Многочисленные исследования формирования биопленок 
свидетельствуют о том, что механизмы данного процесса могут 
существенно различаются у представителей разных видов ми-
кроорганизмов. Однако существует несколько общих закономер-
ностей, в той или иной степени характерных для всех биопленок:

1. Бактерии, входящие в состав биопленок удерживаются 
вместе посредством внеклеточного матрикса, состоящего из эк-
зополисахаридов, белков и, в отдельных случаях, нуклеиновых 
кислот [4–7].

2. Формирование биопленок происходит в ответ на внекле-
точные сигналы со стороны среды обитания, а также продуци-
руемые самими бактериями [8, 9].

3. В составе биопленок бактерии являются более устойчивы-
ми к неблагоприятным действиям факторов внешней среды,  
а также к действию иммунной системы организма-хозяина и ан-
тибиотикам [10–12].

Стадии формирования биопленки. Формирование био-
пленки начинается с того момента, как бактериальная клетка 
получает сигнал от окружающей среды, в результате реализует-
ся переход от свободной формы существования в виде одиночной 
клетки к формированию сообщества на поверхности. Подобным 
сигналом может служить изменение качественного и количе-
ственного состава питательных веществ, pH, температуры, кон-
центрации кислорода [14–19]. Так, бактерии видов P. aeruginosa 
и P. fluorescens способны формировать биопленки в любых усло-
виях, в которых возможен рост популяции [20], в то время как 
для инициации формирования биопленок некоторыми штамма-
ми Escherichia coli K-12 и Vibrio cholerae требуется наличие ами-
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нокислот в среде культивирования [16, 21]. С другой стороны, 
штамм E. coli O517: H7 формирует биопленки только в условиях 
нехватки питательных веществ [22].

Дальнейшие события, приводящие к образованию биопле-
нок, можно разделить на несколько этапов:

1) первичная адсорбция клеток на поверхности;
2) формирование монослоя;
3) миграция клеток, приводящая к формированию много-

слойной структуры;
4) продукция внеклеточного матрикса;
5) созревание биопленки с формированием характерной трех

мерной структуры [23].
На этапе первичной адсорбции бактерий происходит боль-

шое количество контактов клетка–клетка и клетка–поверхность 
[24]. Основное значение в данных процессах отводится отдельной 
группе белков, которые обладают некоторыми схожими свой-
ствами, в частности: 1) экспрессируются на поверхности бакте-
риальной клетки; 2) имеют большую молекулярную массу;  
3) состоят из центрального домена и каскадных повторов;  
4) играют существенную роль в патогенности бактерий.

Первым охарактеризованным белком из этой группы являет-
ся белок Bap (biofilm associated protein), обнаруженный у S. aureus. 
Он состоит из 2276 аминокислотных остатков и содержит 13 
идентичных повторов, каждый из которых состоит из 86 моно-
меров [25, 26]. Особенностью белка Bap является то, что он по-
зволяет бактериям не только сорбироваться на поверхности объ-
ектов неживой природы, но также обеспечивает межклеточную 
агрегацию клеток, выступая и как рецептор и как лиганд одно-
временно. Эта особенность была выявлена в опытах, в которых 
клетки с повышенной экспрессией белка BapA смешивались 
вместе с мутантами, лишенными данного белка. Сформированная 
биопленка в таких условиях практически полностью состояла 
из BapA+ клеток [27].

Аналогами белка Bap являются Esp (enterococcal surface 
protein) обнаруженный у E. faecalis, а также белок, кодируемый 
геном stm2689, у S. enterica ser. typhimurium. Белок Esp состоит 
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из 1873 аминокислотных остатка и также содержит в себе повто-
ры. Сравнение нуклеотидных последовательностей показало 
33% гомологию между N-концевыми участками, а также повто-
ряющимися последовательностями для Bap и Esp [6]. Аналогично 
Bap белкам, бактерии E. faecalis, лишенные гена esp, не способ-
ны формировать биопленки [28].

Белок Stm2689 содержит 28 повторов, состоящих из 86–106 
остатков аминокислот. Каждый из этих повторов в среднем на 
29% гомологичен повторяющимся участкам Bap. Мутантные 
штаммы S. enterica, лишенные данного белка, были не способны 
формировать биопленки, в то время как повышенная экспрессия 
гена stm2689 приводила к увеличению плотности и толщины 
формируемой биопленки [6].

Также значительную роль при адсорбции клеток на поверх-
ности могут играть жгутики, пили IV типа и молекулы ЛПС [29, 
21]. Роль жгутиков, обеспечивающих подвижность бактерий,  
в формировании биопленок была показана для P.  aeruginosa, 
P. fluorescens, V. cholerae, E. coli [4, 15, 30]. 

Наблюдения за бактериями P. aeruginosa в световой микро-
скоп, показали, что непосредственно перед адсорбцией план-
ктонные бактерии передвигаются вдоль поверхности как бы  
в поисках подходящего места для прикрепления. Применение 
цейтраферной съемки при наблюдении в световой микроскоп 
позволило установить, что бактерии также остаются подвижны-
ми после адсорбции на поверхности. Передвижение по поверх-
ности обеспечивается пилями IV типа и примерно в 100 раз мед-
леннее, чем передвижения, обеспечиваемые жгутиками [31]. 
Также было показано, что бактерии способны к подобным пере-
движениям только при контакте с другими клетками [32]. В пер-
вые несколько часов формирования биопленок микроколонии 
бактерий передвигаются по направлению друг к другу [20].

После прикрепления бактерий к поверхности происходит их 
дальнейшая адаптация к существованию в иммобилизованном 
состоянии. Основными свойствами, которые приобретают клет-
ки в данных условиях, являются повышенная продукция вне-
клеточных полисахаридов, а также устойчивость к антибио- 
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тикам. Помимо этого бактерии могут приобретать и другие  
свойства, такие как устойчивость к ультрафиолетовому свету, 
повышенная продукция вторичных метаболитов, изменение про
цессов биодеградации, ускорение процессов генетического об-
мена между клетками [33–38].

После агрегации клеток начинается активная продукция 
внеклеточного матрикса. Данная стадия также часто обознача-
ется как «созревание» биопленки. В результате образуется трех-
мерная структура с характерным строением. Для P. aeruginosa, 
было показано, что биопленки, образуемые данными бактерия-
ми, представляют собой множество микроколоний с характер-
ной грибовидной формой. Между данными микроколониями 
пролегают каналы, посредством которых в клетки поступают 
питательные вещества, а также осуществляется отток метаболи-
тов из высвободившихся клеток [20].

Состав матрикса может существенно различаться среди бак-
терий разных видов, однако наиболее часто в качестве основно-
го компонента выступает полимер на основе остатков N-ацетил
глюкозамина, связанных β-1,6 гликозидной связью, а также цел-
люлоза [6].

Одним из первых полисахаридов, образующих внеклеточный 
матрикс, был охарактеризован PIA (polysaccharide intercellular 
adhesin), найденный у S.  epidermidis. Данное соединение пред-
ставляет собой полимер, единственным звеном которого являет-
ся N-ацетилглюкозамин, остатки которого связаны между собой 
β-1,6 гликозидной связью [39–42]. Аналог данного соединения 
был обнаружен у S.  aureus, названный PNAG (poly-N-acetyl 
glucosamine) [43]. В дальнейшем было показано, что данные по-
лисахариды имеют идентичную структуру, иммунологические 
свойства, а также синтезируются набором ферментов (IcaA, IcaD, 
IcaB, IcaC), гены которых объединены в один оперон icaADBC 
[44–46]. Аналогичный оперон pgaABCD с высокой степенью го-
мологии в отношении icaADBC был обнаружен у бактерий 
E. coli, а также было показано, что белки PgaABCD участвуют  
в синтезе полимера на основе N-ацетилглюкозамина, идентич-
ного PIA/PNAG [47]. Гомологи icaADBC и pgaABCD были обна-
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ружены также в геноме ряда других бактерий: Yersinia pestis, 
Yersinia enterocolitica, Bordetella pertussis, Bordetella bronchisep
tica, Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens, Ralstonia 
solanacearum, Photobacterium profundum и Chromobacterium vio
laceum [6].

Способность бактерий продуцировать целлюлозу известна 
достаточно давно [48]. Gluconacetobacter xylinus долгое время 
являлся модельным объектом для изучения основных механиз-
мов синтеза целлюлозы бактериями [49, 50]. Первоначально син-
тез целлюлозы бактериями не связывали с формированием био-
пленок, однако многочисленные исследования показали, что 
целлюлоза является основным компонентом матрикса при фор-
мировании биопленок многими видами бактерий, в частности 
Salmonella enteric ser. typhimurium и E. coli, а также для многих 
других видов семейства Enterobacteriaceae: Citrobacter spp., 
Enterobacter spp. и Klebsiella spp. [51–53].

Синтез целлюлозы матрикса у бактерий G. xylinus регулиру-
ется посредством циклического ди-ГМФ (ц-ди-ГМФ), который 
является аллостерическим регулятором целлюлозсинтазы. Син
тез и деградация данных молекул осуществляется ферментами 
дигуанилатсинтазой (Dgc) и фосфодиэстеразой (PdeA) соответ-
ственно [54]. Данные белки имеют в своей структуре повторяю-
щиеся последовательности, названные GGDEF и EAL доменами 
[55]. Эти домены включают обычно 180 и 240 аминокислотных 
остатков соответственно и содержат консервативные последова-
тельности Gly-Gly-Asp-Glu-Phe и Glu-Ala-Leu.

Гены, кодирующие белки, содержащие домены GGDEF и EAL, 
были обнаружены в геномах множества бактерий помимо G. xyli
nus. Большинство продуктов данных генов имеют прямое отно-
шение к формированию биопленок [56–62]. Однако многие бак-
териальные геномы, содержащие один или несколько GGDEF/
EAL белков, не имеют гомологов целлюлозсинтазы. Например, 
геном Vibrio cholerae не содержит генов целлюлозсинтазы, но 
содержит множество генов GGDEF/EAL белков. Мутации как 
минимум в трех из них приводят к значительному изменению 
матрикса биопленки [57, 61, 62]. По-видимому, ц-ди-ГМФ вместе 



177

с GGDEF/EAL белками является универсальной сигнальной си-
стемой для множества бактерий, контролирующей синтез не 
только целлюлозы, но и других экзополисахаридов матрикса 
при формировании биопленок. Также стоит отметить, что поми-
мо участия в продукции внеклеточных полисахаридов, GGDEF/
EAL белки участвуют в некоторых других процессах, происхо-
дящих в клетке [63].

В созревании биопленки, т. е. в формировании конечной 
трехмерной структуры с характерным строением, важную роль 
играет так называемый «эффект кворума» (quorum sensing). Под 
данным термином понимают явление, когда многие процессы  
в микробной популяции запускаются только при достижении 
определенной плотности клеток. В случае формирования био-
пленок в качестве агентов «эффекта кворума» выступают аци-
лированные лактоны гомосерина. Данные соединения представ-
ляют собой сигнальные молекулы, секретируемые клетками  
в окружающую среду, которые координируют групповое пове-
дение бактерий в созревающей биопленке посредством пере-
ключения экспрессии генов. Так, для клеток E. coli было показано, 
что переход клеток к существованию на поверхности сопрово-
ждается изменением экспрессии порядка 40% генов. В частно-
сти, повышается экспрессия генов ответственных за синтез по-
ринов OmpC и экзополисахаридов матрикса, а также происходит 
снижение активности генов, ответственных за формирование 
жгутиков [64]. Явление репрессии генов, ответственных за син-
тез жгутиков, при формировании биопленок также было описа-
но для бактерий P. aeruginosa [65].

Было показано, что неспособность бактерий P.  aeruginosa 
продуцировать лактон N-(3-оксододеканоил)-L-гомосерина при-
водит к значительным изменениям в структуре биопленки,  
в частности к большей плотности клеток и меньшей ее толщине 
[66]. Для Vibrio cholerae важную роль в регуляции формирова-
ния биопленок играет лактон ацилгомосерина CAI-1, посред-
ством регуляции активности белка LuxO, который, в свою оче-
редь, является регулятором гена hapR, ответственного за синтез 
экзополисахаридов матрикса.
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Из приведенных выше данных видно, что общая стратегия 
формирования биопленок одинакова для различных видов бак-
терий. Она включает в себя адсорбцию на поверхности живых 
тканей или же объектов неживой природы, продукцию экзопо-
лисахаридного матрикса и формирование устойчивых микроко-
лоний, которые далее объединяются в общую структуру с ха-
рактерной архитектурой. Однако конкретные механизмы, посред
ством которых реализуется каждый из этапов при формировании 
биопленок, могут существенно различаться для разных видов 
бактерий. Далее будут рассмотрены существующие в литерату-
ре данные о конкретных механизмах формирования биопленок 
некоторыми видами фитопатогенных бактерий.

Pseudomonas syringae. Бактерии P.  syringae являются воз-
будителями множества заболеваний лиственного покрова рас-
тений и включают порядка 50 патоваров, отличающихся спек-
тром хозяев [67]. Наиболее часто колонизируемыми участками 
растений являются устья, основания трихом и впадины вдоль 
жил [68]. 

Для P. syringae pv. thee было показано, что галлат эпигалло-
катехина является внешним индуктором формирования биопле-
нок. Данное соединение содержится в большом количестве в ли-
стьях чая и является вторичным метаболитом. Также данное со-
единение имеет высокую антивирусную и антибактериальную 
активность и при концентрациях 500–1000‰ приводит к инги-
бированию бактериальной популяции P. syringae pv. thee. Более 
низкие концентрации приводят к ингибированию бактериальной 
популяции наряду с индукцией формирования биопленки [69].

Бактерии P. syringae синтезируют два вида экзополисахари-
дов. Один из них – леван – представляет собой высокомолекуляр-
ное соединение β-(2,6)-полифруктан, с большим количеством бо-
ковых звеньев, связанных с основным полимером β-(2,1)-глико
зидной связью. Синтез данного соединения из остатков сахарозы 
обеспечивается ферментом левансахаразой [70]. Данный фермент 
кодируется тремя генами lsc, из которых постоянно экспрессиру-
ются только два [71]. Синтез данного соединения осуществляется 
в случае наличия в среде большого количества сахарозы.
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При инфицировании листьев растений основным синтезиру-
емым экзополисахаридом является альгинат [72]. Данное соеди-
нение является полимером, звено которого состоит из остатков 
L-гулуроновой и D-мануроновой кислот, соединенных β-1,4-
гликозидной связью, причем D-мануроновая кислота обычно 
О-ацетилирована по второму и/или третьему атому углерода 
[70]. Продукция альгината приводит к увеличению резистентно-
сти бактерий к высушиванию и различным токсическим аген-
там, а также вызывает разрывы инфицированных листьев по-
средством пропитывания их водой [72, 73].

Эксперименты с использованием лектина ConA, содержаще-
го флуоресцентную метку и способного связываться с леваном, 
показали, что при формировании биопленок накопление данно-
го экзополисахарида происходит на ранних этапах преимуще-
ственно в порах листьев [74]. Авторы данных исследований 
предполагают, что леван, по-видимому, служит запасным источ
ником питательных веществ, поскольку его полимерные цепи 
могут быть легко деградированы до фруктозы. В пользу данно-
го предположения свидетельствует то, что гены, отвечающие за 
синтез данного полисахарида, экспрессируются короткое время 
в ранний период формирования биопленки. Также было показа-
но, что мутантные штаммы, не способные синтезировать леван, 
все же способны формировать биопленки [74]. Это свидетель-
ствует о том, что леван не является критическим компонентом 
экзополисахаридного матрикса.

Альгинат долгое время считался основным экзополисаха-
ридом, участвующим в формировании матрикса биопленок, 
однако разными исследователями было установлено, что это 
не так [74–79]. На данный момент предполагается существо- 
вание еще одного, неидентифицированного компонента экзо-
полисахаридного матрикса, синтезируемого бактериями P. sy
ringae [74].

Erwinia amylovora. Вид E. amylovora является высоковирулент
ным фитопатогенным микроорганизмом, вызывающим опасное 
некротическое заболевание растений семейства Розоцветные, 
известное как бактериальный ожог. Данные бактерии способны 
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поражать более 180 видов культурных и дикорастущих расте-
ний, инфицируя цветки, побеги и корни.

Механизм повреждения растений данной группой микроор-
ганизмов связан со способностью продуцировать токсин амило-
воран, который является высокомолекулярным внеклеточным 
полимерным соединением полисахаридной природы. Данный 
экзополисахарид, накапливаясь на стенках сосудистой системы 
растений, приводит к их закупорке и блокирует движение воды, 
что приводит к появлению симптомов увядания [80, 81].

Амиловоран представляет собой ветвящийся гетерополимер, 
образованный повторяющимся звеном, в состав которого входят 
остатки галактозы, глюкозы и пировиноградной кислоты [82]. 
Данный полисахарид является основным фактором патогенно-
сти бактерий E. amylovora. Мутанты, не способные продуциро-
вать данное соединение, не вызывают симптомов бактериально-
го ожога [83, 84]. Кроме того, вирулентность E. amylovora напря-
мую зависит от количества продуцируемого амиловорана, что 
было показано в опытах со штаммами, синтезирующими дан-
ный полисахарид в небольших количествах [85]. В геноме дан-
ного микроорганизма идентифицированы 12 генов, отвечающих 
за синтез амиловорана, которые организованы в один оперон. 
Мутации в некоторых из них приводят к полной потере виру-
лентности данных бактерий [83].

Помимо амиловорана, бактерии вида E.  amylowora, проду-
цируют также леван, структура которого аналогична структуре 
левана, продуцируемого P. syringae. Синтез этого полисахарида 
осуществляется ферментом левансахаразой из освобождающих-
ся остатков фруктозы при расщеплении сахарозы. Активность 
фермента контролируется экспрессией гена lsc, который также 
влияет на вирулентность микробов [86].

В опытах с мутантами, не способными продуцировать один 
или оба описанных экзополисахарида, было показано, что аль-
гинат является важнейшим компонентом при формировании 
биопленок. Отсутствие данного соединения приводило к суще-
ственному снижению способности бактерий прикрепляться  
к поверхностям разной природы, а также взаимодействовать 
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между собой. В условиях сосудистой системы растений, где про-
исходит постоянный ток жидкости, данные мутанты были не 
способны образовывать устойчивые консорциумы [87]. Леван,  
в свою очередь, не является критическим компонентом экзопо-
лисахаридного матрикса, однако все же играет некоторую роль 
в процессе формирования биопленок. Так, мутанты, не способ-
ные синтезировать этот полисахарид, сохраняли способность  
к формированию биопленок, однако интенсивность данного про
цесса и, как следствие, вирулентность были значительно сниже-
ны [87].

Erwinia carotovora. Бактерии E. carotovora являются возбу-
дителями таких заболеваний, как «мягкая гниль» и «мягкая 
ножка», и способны поражать брюссельскую капусту, морковь, 
сельдерей, огурцы, стручковый перец, помидоры и др. Меха
низмы поражающего действия в отношении растений в первую 
очередь связывают с продуцированием ферментов, деградирую-
щих клеточную стенку, таких как протеаза, целлюлаза и поли-
галактуроназа [88]. Среди других факторов патогенности также 
называют способность E. carotovora синтезировать экзополиса-
хариды и липополисахариды [89, 90], однако роль данных соеди-
нений в формировании биопленок остается невыясненной.

С использованием мутантных штаммов, лишенных жгутиков 
и, как следствие, неподвижных, а также штаммов, у которых име-
лись жгутики, но отсутствовала способность передвигаться само-
стоятельно, было показано, что подвижность бактерий играет 
ключевую роль в инициации формирования биопленки [91]. При
чем основную роль играет не физическое наличие жгутика, а имен
но возможность микроорганизма к самостоятельному передви- 
жению. Это предположение подтверждается тем фактом, что зна-
чительно сниженная способность к формированию биопленки 
отмечалась не только у мутантов, лишенных жгутика, но и у па-
рализованных бактериальных штаммов, у которых при этом при-
сутствовал жгутик [91]. Интересен тот факт, что у других бактерий, 
например у P. fluorescens, жгутики непосредственно принимают 
участие в адсорбции клеток к поверхности [92], в то время как 
для E. carotovora важна непосредственно подвижность клетки. 
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Agrobacterium tumefaciens. Бактерии A.  tumefaciens пред-
ставляют собой грамотрицательные палочковидные почвенные 
микроорганизмы. Данный вид микроорганизмов способен вы-
зывать образование корончатых галлов – опухолевых разраста-
ний, образуемых на различных органах растений. Основным 
фактором патогенности у данных бактерий является наличие 
крупной Ti-плазмиды, которая содержит гены синтеза специфи-
ческих аминокислот – опинов, используемых A. tumefaciens в ка-
честве источника питания, а также гены синтеза фитогормонов 
и ауксинов [93, 94]. Специфический участок данной плазмиды, 
несущий гены фитогормонов и ауксинов и способный встраи-
ваться в ДНК растительной клетки, получил название T-ДНК 
[94]. Опухолеобразование связано с переносом Т-ДНК в геном 
растения. Трансформированные растительные клетки ввиду дис
баланса фитогормонов начинают неупорядоченный рост, кото-
рый характеризуется синтезом большого количества опинов, ко-
торые A. tumefaciens способна использовать в качестве питатель-
ного субстрата.

Как и для многих других фитопатогенов, вирулентность 
A.  tumefaciens непосредственно связана со способностью при-
крепляться к поверхности растения и формировать биопленки. 
В опытах с использованием мутантов, не способных к адсорб-
ции на растительных тканях, было показано, что данные штам-
мы были авирулентны [95]. Также мутантные растения, к кото-
рым были неспособны прикрепляться дикие штаммы A. tumefa
ciens, были устойчивы к раковым заболеваниям [96]. Механизм 
адгезии клеток до конца не выяснен. Ряд исследований показал, 
что синтез целлюлозы и циклических β-глюканов играет роль  
в способности бактерий прочно прикрепляться к поверхности 
растений [95, 97].

Для бактерий данного вида было установлено, что одним из 
внешних индукторов формирования биопленок является сниже-
ние концентрации неорганического фосфата в окружающей сре-
де [98]. Процесс усиленного формирования биопленки при  
дефиците фосфата регулируется системой белков PhoR-PhoB, 
функционирование которой наиболее детально изучено у бакте-
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рий E. coli. Белок PhoR является мембранным сенсором с киназ-
ной активностью. При высокой концентрации неорганического 
фосфата в среде, PhoR находится в неактивной форме за счет об-
разования репрессорного комплекса, в состав которого входят 
все белки Pst-системы транспорта неорганического фосфата 
(PstA, PstB, PstC, PstS) а также другой цитоплазматический ре-
гуляторный белок PhoU. При дефиците фосфора PhoR аутофос-
форилируется и далее участвует в специфическом фосфорили-
ровании цитоплазматического фактора транскрипции PhoB,  
который в таком состоянии способен взаимодействовать с регу
ляторными последовательностями Pho-регулона в бактериаль-
ной ДНК [99, 100]. Стоит отметить, что гены Pho-регулона, по-
мимо формирования биопленок, ответственны также и за другие 
эффекты при дефиците фосфора, в частности за высокоаффин-
ный транспорт фосфора и утилизацию альтернативных источ-
ников фосфора. 

Xanthomonas campestris. Бактерии X. campestris представля-
ют собой аэробные грамотрицательные палочки, способные по-
ражать большое количество видов растений. Данный вид бакте-
рий включает в себя более 20 патоваров и способен вызывать 
такие заболевания, как черный бактериоз пшеницы, сосудистый 
бактериоз капусты, обыкновенная пятнистость фасоли и др.

Среди факторов вирулентности данного вида бактерий основ
ную роль играет синтез внеклеточных ферментов и экзополиса-
харида, который получил название ксантан. Оба данных про-
цесса находятся под контролем кластера генов rpf (regulation of 
pathogenicity factors) [101–103]. Гены, объединенные в этом кла-
стере, кодируют элементы регуляторной системы, которая вклю-
чает в себя группу сигнальных молекул DSF (diffusible signal 
factor), которые у X. campestris являются медиаторами «эффекта 
кворума». Однако в отличие от других бактерий, где данную 
функцию выполняют лактоны гомосерина, данные молекулы, 
по-видимому, имеют липидную природу [102].

Экзополисахарид ксантан представляет собой полимер с по-
вторяющейся пентасахаридной структурой: манноза-(β-1,4)-глю
куроновая кислота-(β-1,2)-манноза-(β-1,3)-целлобиоза. Целлобио
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за представляет собой дисахарид, состоящий из двух остатков 
глюкозы, и является основной структурной единицей целлюло-
зы. Сам полисахарид ксантан, таким образом, представляет со-
бой целлюлозу, в которой каждый остаток целлобиозы имеет 
боковое ответвление в виде трисахарида [104]. В синтезе пента-
сахаридных участков, полимеризации конечной цепи, а также 
секреции готового экзополисахарида, помимо генов rpf, также 
принимают участие 12 генов, объединенных в кластер gum 
(gumB-gumM). Показано, что в мутантных по генам rpf штам-
мах количество синтезируемого ксантана составляет 30–50% по 
сравнению с дикими штаммами [105].

Роль ксантана в формировании биопленок была продемон-
стрирована в опытах со штаммами, содержащими мутации  
в обеих системах генов, ответственных за синтез экзополисаха-
рида. Данные rpfgum мутанты, неспособные синтезировать ксан
тан, были неспособны формировать биопленки, что свидетель-
ствует о ключевой роли экзополисахарида в формировании 
устойчивых консорциумов [104].

Интересные результаты были получены при исследовании 
возможной роли ксантана при инициации адсорбции бактерий. 
Так, мутантные штаммы по обеим системам регуляции синтеза 
экзополисахарида проявляли большую способность к адсорб-
ции, чем дикие штаммы. Данный факт приводит к выводу, что 
ксантан частично ингибирует процессы адсорбции микробов на 
поверхностях различной природы [104].

Заключение. За последнее десятилетие был достигнут зна-
чительный прогресс в понимании ключевых моментов форми-
рования биопленок бактериями. Были расшифрованы многие 
общие механизмы, посредством которых происходит формиро-
вание поверхностных бактериальных сообществ, а также пути 
регуляции данных процессов на уровне генома. Помимо этого 
были выявлены уникальные механизмы, характерные для от-
дельных видов бактерий, а также уникальные биомолекулы, 
участвующие в образовании биопленок.

Количество литературных данных о роли биопленок при за-
болеваниях сельскохозяйственных культур значительно меньше 
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по сравнению с данными о заболеваниях человека, однако они 
однозначно свидетельствуют о глубинной связи патогенности 
бактерий с их способностью формировать биопленки на поверх-
ности органов растений. Учитывая тенденции современных ми-
кробиологических исследований в мире, можно с уверенностью 
утверждать, что в ближайшем будущем знания о биопленках, 
образуемых фитопатогенами будут накапливаться. Понимание 
механизмов взаимодействия патогенных бактерий с организмом 
хозяина может привести к новым перспективам в области созда-
ния средств борьбы с возбудителями болезней растений в сель-
ском хозяйстве.
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The current review contains the analysis of available experimental data about 
biofilms formation mechanisms by phytopathogenic microorganisms of different 
species, and also its correlation with bacterial virulence.
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Г. В. САФРОНОВА, З. М. АЛЕЩЕНКОВА,  
Н. В. МЕЛЬНИКОВА, Е. В. ВАСИНА

ТРАНСФОРМАЦИЯ ВОДОНЕРАСТВОРИМЫХ 
ПОЧВЕННЫХ ФОСФАТОВ МИКРООРГАНИЗМАМИ

Лаборатория взаимоотношений микроорганизмов почвы  
и высших растений

В обзоре представлены данные о механизмах трансформации водонера-
створимых почвенных фосфатов фосфатмобилизующими бактериями и арбу-
скулярными микоризными грибами. Приведены доказательства положитель-
ного влияния использования фосфатмобилизующих микроорганизмов и био-
препаратов на их основе на увеличение содержания доступных для растений 
биогенных фосфора и азота, рост и развитие сельскохозяйственных культур.

Фосфор – один из основных биогенных элементов для роста 
и развития растений [1]. Он необходим для построения жизнен-
но важных соединений клеток: нуклеиновых кислот, фосфоли-
пидов, фосфорных эфиров углеводов, витаминов и ферментов. 
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Помимо этого фосфор играет исключительно важную роль  
в процессах обмена энергии в растительных организмах, так как 
энергия аккумулируется в фосфатных связях макроэргических 
соединений АТФ и далее используется для всех жизненных про-
цессов роста и развития растения, поглощения питательных ве-
ществ из почвы, синтеза органических соединений, их транс-
порта.

Валовые запасы фосфора в почвах довольно значительны. 
Окультуренные почвы могут содержать 10–30 т этого элемента 
на гектар пахотного слоя. В то же время, по оценке Е. Н. Ми
шустина [2], растения испытывают его острый дефицит пример-
но на 40% пахотных земель, так как фосфор находится в водо-
нерастворимой малодоступной для растений форме. Установлено, 
что длительное недовнесение элемента при выращивании сель-
скохозяйственных культур приводит не только к истощению его 
запасов в почвах, но и существенно снижает урожайность и ка-
чество получаемой продукции, особенно в экстремальные по 
погодным условиям годы [3]. Признаки фосфорного голодания 
обычно проявляются уже на начальных стадиях развития рас-
тений, когда они имеют слаборазвитую корневую систему и не 
способны усваивать труднорастворимые фосфаты почвы. Очень 
резко дефицит фосфора сказывается у всех растений на образо-
вании репродуктивных органов. Его недостаток тормозит разви-
тие и задерживает созревание, снижает урожай и ухудшает ка-
чество продукции, так как в растениях нарушается обмен ве-
ществ и энергии. Отрицательное действие недостатка фосфора  
в этот период не может быть исправлено даже последующим 
обильным фосфорным питанием [4].

Дефицит фосфора в почве можно восполнить двумя путями. 
Один из них – применение фосфорных удобрений. Однако вне-
сение удобрений в период роста большинства однолетних куль-
тур часто малоэффективно [5]. Растениями усваивается около 
25% внесенных фосфорных удобрений, а 75% связывается в по-
чвах в труднорастворимые фосфаты, что приводит к недостатку 
элемента и лимитирует рост и развитие сельскохозяйственных 
культур.
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Водонерастворимые почвенные фосфаты различны по составу 
и структуре. К ним относятся: минеральные соединения, в основе 
которых лежат фосфаты кальция (в нейтральных почвах), железа,  
и алюминия (в кислых почвах), и большая группа органических 
почвенных фосфатов. В черноземных почвах органические фосфа-
ты могут составлять до половины всех запасов фосфора. А. М. Бра
гин и соавт. [6] показали, что общее количество органических фос-
фатов дерново-подзолистых слабо-, средне- и сильнооподзоленных 
пылевато-легкосуглинистых почв составляет 37,7–43,4% от вало-
вого. Среди них большое количество фитатов (солей фитиновой 
кислоты), одна молекула которых может содержать до шести моле-
кул ортофосфорной кислоты. Фитаты попадают в почву с расти-
тельными остатками и обладают значительной устойчивостью [7].

Установлено, что поступившие в почву фосфаты не только ак-
кумулируются в ней, но и трансформируются. Модификация во-
донерастворимых соединений фосфора в почве начинается с раз-
рушения неорганических фосфатов и включения его в биологиче-
ский цикл путем усвоения микроорганизмами и растениями. 
Дальнейшие преобразования состоят в разрушении органофос-
фатов и превращении их в формы, доступные микроорганизмам 
и растениям [8].

В трансформации фосфатов ведущую роль играет почвенная 
микрофлора, повышающая растворимость и усвояемость расте-
ниями фосфора. Поэтому для обеспечения сельскохозяйствен-
ных культур этим биогенным элементом важно использование 
фосфатмобилизующего потенциала почвенных и ризосферных 
микробоценозов. Модификация водонерастворимых соединений 
фосфора микроорганизмами осуществляется в основном тремя 
путями: растворение минеральных и органических фосфатов 
(фосфаты, фитаты и др.); ферментативное разложение органиче-
ских фосфорных соединений; потребление доступного фосфора 
и закрепление его в микробной биомассе, где его содержится 
1,5–2,5% (у высших растений – только 0,05–0,5%) [9].

Природная фосфатмобилизующая микрофлора и интродукция 
в почву активных штаммов фосфатмобилизующих микроорганиз-
мов способствует более эффективному использованию фосфорных 
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удобрений и повышению урожая сельскохозяйственных культур 
[10]. Деятельность фосфатмобилизующих бактерий (ФМБ) при 
внесении суперфосфата и фосфатита сокращает дозу внесения 
фосфорных удобрений на 25 и 50% соответственно [11], интро-
дукция ФМБ способствует увеличению урожая культур на 70% 
[12]. Установлено, что сформированные в природных экосисте-
мах отношения между ФМБ и растениями носят симбиотиче- 
ский характер: бактерии снабжают растения растворимыми  
фосфатами, а растения бактерии – углеродными соединениями  
(в основном сахарами), необходимыми для роста микроорганиз-
мов [13].

Природные ризосферные микроорганизмы, трансформирую-
щие фосфаты, были обнаружены в 1903 г. [14]. Они представле-
ны ФМБ и микоризными грибами [15]. Значительная доля фос-
фатмобилизующих микроорганизмов сконцентрирована в ри-
зосфере, здесь они метаболически активнее, чем в почве без 
растений [16].

В ризосферном микробоценозе сообщество ФМБ многочис-
ленно и может достигать до 50% (в некоторых почвах – до 88%) 
его численности [17], микромицетов в нем меньше (до 0,5%) [18]. 
Метаболическая активность их также различна: бактерии рас-
творяют фосфор эффективнее мицелиальных грибов [19]. Попу
ляции микроорганизмов, трансформирующих фосфаты, вклю-
чают разные формы фосфатмобилизаторов и встречаются  
повсеместно в почвах. Состав и структура популяций фосфатмо
билизующих микроорганизмов зависит от физико-химических 
свойств почвы, наличия органических веществ, содержания 
фосфора и сельскохозяйственных мероприятий [20]. Более мно-
гочисленные популяции ФМБ обнаруживаются в сельскохозяй-
ственных почвах и пастбищных угодьях [17]. Среди представи-
телей бактериальных сообществ почвы эффективно трансфор-
мируют фосфаты штаммы родов Pseudomonas и Bacillus, а также 
ризобии [21]. К наиболее активным можно отнести бактерии 
Bacillus megaterium, B. сirculans, B. subtilis, B. polymyxa, B. sircal
mous, Pseudomonas  striata и Enterobacter [22, 23]. В 1940-е гг.  
в СССР была разработана технология производства микробного 
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препарата Фосфобактерин на основе штамма Bacillus megaterium 
var phasphaticum. В послевоенный период было налажено про-
мышленное производство препарата [24].

Новый этап в изучении микробной фосфатмобилизации на-
ступил с установлением роли эндомикоризных грибов в снаб-
жении растений почвенным фосфором. Установлено, что арбу-
скулярные микоризные грибы (АМГ) развиваются в корнях  
у 90% видов наземных растений. При этом АМГ являются по-
средниками между растениями и почвой, обеспечивая хозяев 
питательными веществами. Выявлено, что колонизация корней 
сельскохозяйственных культур микоризными грибами способ-
ствует улучшению усвояемости фосфорных и азотных удобре-
ний. Возрастание в растениях содержания фосфора, как усво-
енного, так и мобилизованного эндомикоризными грибами, 
активизирует процесс азотфиксации (азотфиксация – процесс 
энергоемкий и непосредственно зависит от АТФ), и, как след-
ствие, повышается урожай. Роль эндомикоризных грибов в снаб
жении растений фосфором по значимости близка к роли клу-
беньковых бактерий-азотфиксаторов в обеспечении бобовых 
культур азотом [25].

I Международный симпозиум по эндомикоризе, состояв-
шийся в 1974 г., констатировал необходимость развития иссле-
дований в данном направлении. Причиной этому послужила ра-
бота Barbara Mosse (1957), в которой впервые была показана роль 
микоризы в улучшении фосфорного питания яблони. Открытие 
этой уникальной способности эндомикоризы и ее повсеместное 
распространение в корнях сельскохозяйственных растений яви-
лось толчком для быстрого расширения работ по изучению рас-
пространения арбускулярных микоризных грибов в разных 
почвенно-климатических зонах, их выделению, оценке эффек-
тивности применения микоризообразующих грибов для улуч-
шения фосфорного питания растений [9].

Показано, что эндомикоризные грибы по сравнению с други-
ми почвенными грибами обладают большей способностью до-
бывать фосфат из почвенного раствора, так как растение-сим
бионт поставляет им соединения углерода, содержание которых 
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в почве может быть лимитировано. Такой симбиоз, очевидно, 
дает растениям возможность более эффективно конкурировать  
с почвенными микроорганизмами за ограниченные количества 
доступного почвенного фосфата. Кроме того, известно, что АМГ 
могут добывать фосфор из органических соединений, непосред-
ственно недоступных для растений [9]. Отдельные исследовате-
ли продемонстрировали наличие фосфатазной активности в кле
точной стенке внешнего мицелия АМГ, при этом меньшая  
активность была присуща и их внутренним структурам, а фос-
фатаза, экскретируемая грибом, найдена в незначительном ко-
личестве. Описанный выше механизм важен для поглощения 
фосфора, присутствующего в почвенном растворе в низких кон-
центрациях и наименее доступного для растений [9].

На почвах с пониженным содержанием фосфора растения, 
колонизованные АМГ, имеют более высокие показатели роста 
[26]. Поступление фосфора из почвы в корни и стебли у микори-
зованных растений происходит гораздо быстрее. Это объясняет-
ся увеличением площади поглощения (до 7 раз) за счет удлине-
ния грибных гиф [27]. Этот довод вполне уместен и для объясне-
ния участия арбускулярной микоризы в транспорте других 
микроэлементов, необходимых для роста и развития растений. 
Фосфор в виде полифосфатов может также накапливаться и хра-
ниться в вакуолях АМГ и при необходимости использоваться 
растениями [26].

Инокуляция Glomus macrocarpum повышает содержание 
фосфора в корнях, а также массу и содержание фосфора в над-
земной части ячменя, но не влияет на массу и содержание в рас-
тениях азота. При этом активность почвенных микроорганиз-
мов, разлагающих целлюлозу и хитин, повышается, а разлагаю-
щих белок – понижается [28].

Наиболее мощными растворителями почвенных фосфатов 
являются ассоциации микроорганизмов, например, штаммы 
бактерий родов Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium и Enterobacter 
совместно с АМГ, а также микромицетами родов Pennicillum  
и Aspergillus [29]. Cвойством растворять фосфатиты обладает  
и нематогриб Arthrobotrys oligospora [30].



198

Ризосферные ФМБ способны к растворению неорганических 
и органических фосфатов [31, 32]. Количество образуемого ими 
водорастворимого фосфора различно. Способность штаммов-фос
фатмобилизаторов растворять неорганические фосфаты в основ-
ном колеблется в пределах 25–42 мг⋅Р/л–1. Органические фосфа-
ты минерализуются слабее (8–18  мг⋅Р/л–1 [33]. Pseudomonas 
striata растворяет 156  мг⋅Р/л–1, Bacillus polymyxa – 116  мг⋅Р/л–1 

[34], Pseudomonas fluorescens – из Ca3(PO4)2 100 мг⋅Р/л–1, из AlPO4 
и FePO4 – 92 и 51 мг⋅Р/л–1 соответственно [35], Pseudomonas 
putida, P. fluorescens и P. fluorescens высвобождают из Fe2O3 51, 
29 и 62% фосфора соответственно [36] и т. д.

Микробные механизмы трансформации фосфатов в природе 
разнообразны. Многие сапрофитные бактерии для их разруше-
ния используют механизмы комплексообразования [29]. Так, не-
органические фосфаты растворяются под действием секретируе-
мых ими органических и неорганических кислот, гидроксиль-
ные и карбоксильные группы которых образуют комплексы  
с катионами Ca, Al и Fe, что изменяет кислотность почвы [37]. 
Установлено, что микроорганизмы чаще продуцируют низкомо-
лекулярные органические кислоты, в основном глюконовую  
и кетоглюконовую [38], а их способность растворять фосфаты 
имеет прямую корреляцию с рН среды. При выделении микро-
организмами кислот в окружающую среду рН ризосферы сни-
жается путем биотического образования протонов и высвобож-
дения бикарбонатов: баланс катион/анион и обмен газов О2/СО2. 
Показано, что органические кислоты, создающие такую же кис-
лотность почвы, как неорганические (в т. ч. соляная), более эф-
фективны [39]. Выявлено, что некоторые органические кислоты, 
продуцируемые микроорганизмами, растворяют нерастворимые 
фосфаты путем понижения рН, хелатирования катионов и кон-
курирования с фосфатами за сайты абсорбции в почве [40]. 
Механизм растворения фосфатов может включать и экструзию 
протонов [41]. В некоторых случаях растворение фосфатов ин-
дуцируется фосфатным голодом [42]. Концентрацию фосфора  
в почве также может изменить секреция растениями корневых 
экссудатов (органических лиганд) [43].
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Неорганические почвенные фосфаты, в основном метаболи-
ты фосфорных удобрений, в щелочных почвах нашей страны 
связаны в форме фосфатов кальция. Многие из них нераствори-
мы, и скорость высвобождения фосфора, необходимая для под-
держания агрономических уровней роста растений, в почве не-
достаточна [44]. Связи в фосфатах кальция разрушаются микро-
организмами с помощью выделенных органических кислот 
различных типов, например карбоксильных [45]. Установлено, 
что растворимость ортофосфатов кальция повышается с умень-
шением рН почвы, а их растворение является результатом ком-
бинированного эффекта снижения рН и продукции органиче-
ских кислот [15, 45]. Еще один важный механизм трансформа-
ции фосфатов кальция – комплексообразование катионов (если 
структура органической кислоты благоприятствует комплексо- 
образованию), которое контролируется питанием, физиологиче-
скими особенностями и условиями роста микробной культуры 
[46], однако основным звеном является снижение рН только ор-
ганическими кислотами или продуцируемыми микробными ме-
таболитами. При растворении осажденных форм почвенного 
фосфора (Ca-, Al- и Fe-P) эффективны органические анионы  
и ассоциированные протоны, а также хелатирующие ионы ме-
таллов, которые могут связываться с комплексными формами 
фосфора либо способствуют высвобождению абсорбированного 
элемента через реакции обмена лигандами [47].

Фосфаты алюминия и железа образуются в кислых почвах. 
Их растворение зависит от высвобождения микроорганизмами 
протонов, которые уменьшают отрицательный заряд абсорби-
рующей поверхности, что способствует абсорбции негативно за-
ряженных ионов фосфора. Карбоксильные кислоты в основном 
растворяют Al-P и Fe-P [14, 35] посредством строгой диссоциа-
ции минеральных фосфатов в результате анионного обмена 
между РО4

3– и анионами кислот или путем хелатирования ио- 
нов Al и Fe, ассоциированных с фосфатом [48]. Ризосферные 
псевдомонады имеют высокоафинную систему поглощения ио-
нов, действие которой заключается в высвобождении молекул, 
связывающих Fe3+ (сидерофоров) [49]. Более того, карбоксиль-
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ные кислоты замещают фосфат из сорбционных комплексов пу-
тем лигандного замещения [29] и образуют связи с ионами Al-P 
и Fe-P. Трансформированный таким образом фосфат легко по-
глощается растением. Свойство органических кислот связывать 
катионы металлов сильно зависит от их структуры, особенно от 
числа карбоксильных и гидроксильных групп. Тип и положение 
лиганда в сочетании с концентрацией кислоты обусловливают 
эффективность процесса растворения фосфатов [50]. Фосфорный 
десорбционный потенциал различных карбоксильных анионов 
уменьшается при снижении констант устойчивости комплексов 
Fe- или Al-органическая кислота (log KAl или log KFe) в следу-
ющем порядке: цитрат > оксалат > малонат/малат > тартартат > 
лактат > глюконат > ацетат > формиат [51].

Ключевую роль в круговороте фосфора играет минерализа-
ция почвенного органического фосфора. Органический фосфор 
может составлять 4–90% от общего количества элемента в по-
чве. Почти половина микроорганизмов почвы и корней растений 
обладают возможностью минерализовать фосфор под действием 
фосфатаз. Щелочные и кислые фосфатазы, секретируемые фос-
фатмобилизующими микроорганизмами, используют органиче-
ские фосфаты в качестве субстрата для перевода его в неоргани-
ческую форму [52]. Принципиальный механизм минерализации 
органического фосфора почвы состоит в продукции кислых фос-
фатаз [31]. Высвобождение органических анионов, продукция 
сидерофоров и кислых фосфатаз корнями растений и микроор-
ганизмами [53] или щелочных фосфатаз приводит к фермента-
тивному гидролизу биогенного элемента почвы или его вы- 
свобождению из органических остатков. Наибольшая доля вне-
клеточных почвенных фосфатаз производится микробными 
популяциями, состоящими из бактерий родов Bacillus, Strepto
myces, Pseudomonas и др. [54].

Применение в практике сельского хозяйства микроорганиз-
мов и биопрепаратов, в том числе созданных на основе фосфат-
мобилизующих микроорганизмов и азотфиксирующих бакте-
рий, перспективно и широко используется во многих странах 
[55]. Интродуцированные в агроэкосистемы фосфатмобилизую-
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щие микроорганизмы, как в монокультуре, так и ассоциациях, 
наряду с «аборигенными» ФМБ и другими полезными организ-
мами ризосферной микрофлоры, увеличивают обеспеченность 
растений «биологическим» азотом и фосфором и, как следствие, 
повышают урожайность сельскохозяйственных культур. Напри
мер, инокуляция ФМБ увеличивает урожай сахарного тростни-
ка на 12,6% [11]. Использование Pseudomonas spp. повышает  
количество и сырую массу клубеньков, урожайность зерна, ко-
личество питательных веществ, и их поглощение соевыми куль
турами [56]. Бактеризация пшеницы смешанной культурой азо-
тобактера и фосфатмобилизующих бактерий Bacillus polymyxa 
или Pseudomonas striata повышает урожай зерна в 2 раза [57], 
причем оба микроорганизма стимулируют развитие друг друга. 
Аналогичный эффект наблюдали при инокуляции сорго фос-
фатмобилизующими микроорганизмами в сочетании с Azospiril­
lum brasilense. Численность азоспирилл на 40-е сутки вегетации 
растений при бинарной инокуляции в 10 раз выше, чем при  
использовании чистой культуры диазотрофа. Выявлено также, 
что азотобактер стимулировал развитие не только входящих  
в ассоциации фосфатмобилизующих бактерий, но и резидент-
ных почвенных популяций. При этом синергический эффект 
проявлялся на хорошо удобренных органическими удобрения-
ми почвах, а на бедных – отсутствовал [58]. Авторы объясняют 
это возникновением между микроорганизмами конкуренции за 
источники энергии и даже антагонизмом. Установлено усиление 
роста растений при совместной инокуляции ФМБ и N2-фик
саторами (Azospirillum, Azotobacter) или арбускулярными гриба-
ми [59]. Комбинирование инокуляции арбускулярной микоризой 
и ФМБ приводило к лучшему поглощению как природных сое-
динений фосфора почвы, так и биогенного фосфора, высвобож-
даемого из фосфатитов [5, 60]. Применение фосфатмобилизую-
щих бактерий увеличивало длину рассады Cicer arietinum  
[61], в то время как совместная инокуляция штаммами ФМБ  
и PGPR сокращала внесение фосфора на 50% без ущерба для 
урожая культур [62]. Двойная инокуляция фосфатмобилизую-
щими бактериями и АМГ заметно увеличивает продуктивность 
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нута (Cicer arietinum) по сравнению с обработкой только ФМБ 
или АМГ [63].

Растения вигны инокулировали арбускулярным микориз-
ным грибом Glomus fasciculatum и Rhizobium sp. на почве с рН = 
7,2 и содержанием подвижного P2O5 – 28 кг/га. Количество Р и N 
в растениях было наибольшим при двойной инокуляции, увели-
чился также вынос Cu, Zn и Fe. Рекомендовано снижение норм 
внесения азотных и фосфорных удобрений под вигну при двой-
ной инокуляции [64].

Показано, что максимальный эффект от инокуляции и прирост 
урожая ячменя позволяет получить использование нескольких ви-
дов бактерий, в т. ч. вместе с микоризой [65]. Так, при недостатке 
фосфора в почве совместная инокуляция растений Rhizobium  
и ФМБ [66] или АМГ [67] эффективнее стимулирует рост расте-
ний, чем моноинокуляция ими. Использование ассоциаций ризо-
бий с ФМБ или АМГ свидетельствует о том, что фосфобактерии 
повышают численность и массу клубеньков, а ризобии способству-
ют более эффективной микоризации корней [68]. Совместная ино-
куляция микроорганизмами улучшает обеспечение макросимби-
онта фосфором и азотом, что проявляется в увеличении урожая  
и накоплении растениями этих важнейших элементов на 20–50% 
больше, чем при инокуляции чистыми культурами клубеньковых 
бактерий, а также создаются условия, наиболее благоприятные для 
активной фиксации азота [70–74]. При внесении в почву клубень-
ковых бактерий, Glomus sp. и грамотрицательных ФМБ повышает-
ся нитрогеназная активность на корнях растений и увеличивается 
урожай сои, земляного ореха и кукурузы. Максимальный эффект 
стимуляции отмечен в случае совместного применения всех трех 
препаратов [75]. Кормовые бобы, инокулированные микоризным 
грибом совместно с Rhizobium phaseolis, накапливали на 9–54% 
больше сухой биомассы и фиксировали азота на 4–27 мг больше, 
чем немикоризированные. Предполагается, что важную роль во 
взаимодействии диазотрофных и фосфатмобилизующих бактерий 
играют биологически активные вещества, которые стимулируют 
как размножение и активность микроорганизмов, так и развитие 
растений [76, 77]. Помимо этого в бинарных популяциях диазо-
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троф + фосфатмобилизующий гетеротроф имеет место синергиче-
ское взаимодействие микробных партнеров, а также их взаимоот-
ношения по типу комменсализма и протокооперации. Известно, 
что при симбиотрофном питании азотом бобовые культуры более 
требовательны к обеспечению фосфором. При низком содержании 
фосфора в почве клубеньковые бактерии проникают в корень, но 
не образуют клубеньков. Недостаток фосфора также лимитирует 
образование АТФ, вследствие чего азот воздуха фиксируется сла-
бее [75]. Фосфатмобилизующие микроорганизмы увеличивают 
концентрацию растворимых фосфатов и усиливают рост растения, 
в т. ч. за счет совершенствования биологической фиксации азота 
[70, 78], т. е. при дефиците фосфора диазотрофы используют мо-
билизованный фосфат для синтеза АТФ, который является источ-
ником энергии процесса азотфиксации [70, 76]. Вместе с тем не-
обходимо отметить, что для эффективного симбиоза большое 
значение имеют подбор партнеров и уровень содержания фосфо-
ра в почве [74].

Экологически безопасное органическое земледелие, в кото-
ром важная роль отводится использованию биологических пре-
паратов на основе высокоэффективных штаммов азотфиксирую-
щих и фосфатмобилизующих микроорганизмов, в настоящее 
время широко практикуется во всем мире. Применение биопре-
паратов увеличивает численность и активность полезной микро-
флоры в ризосфере возделываемых растений, улучшает их обес
печенность биологическими азотом и фосфором и за счет этого 
повышает продуктивность возделываемых культур и качество 
сельскохозяйственной продукции [79]. Основу таких препаратов 
составляют живые культуры микроорганизмов и продукты их 
метаболизма [80]. Они, в отличие от минеральных удобрений, 
имеют ряд преимуществ: не загрязняют окружающую среду, 
безвредны для человека и животных, не фитотоксичны и не об-
ладают мутагенной активностью. Штаммы – основа микробных 
препаратов – способны фиксировать атмосферный азот, синте-
зировать витамины и ростостимуляторы растений, переводить 
водонерастворимые фосфаты в легко усвояемую для растений 
форму, проявлять антимикробную активность, обусловленную 
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биосинтезом антибиотиков, пигментов, сидерофоров и т. д. [81]. 
Относительно низкая энергоемкость биотехнологических про-
изводств и возможность использования местного сырья обуслов-
ливают приоритетность освоения таких технологий. Экологич
ность предлагаемых препаратов на фоне загрязнения окружающей 
среды химическими и радиоактивными веществами является 
существенным аргументом в пользу их внедрения [82].

Таким образом, водонерастворимые фосфаты почвы, недо-
ступные для растений, приобретают биоактивность с помощью 
фосфатмобилизующих микроорганизмов, продуцирующих ор-
ганические кислоты и кислые фосфатазы. Применение фосфат-
мобилизующих микроорганизмов и биопрепаратов на их основе 
увеличивает содержание водорастворимого фосфора в почве, 
активизирует азотфиксацию, стимулирует рост и повышает уро-
жайность сельскохозяйственных культур.
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Transformation of water-insoluble soil  
phosphates by microorganisms

Laboratory of interactions of interactions between soil microorganisms  
and higher plants

The review presents data on transformation mechanisms of water-insoluble soil 
phosphates by phosphate-mobilizing bacteria and arbuscular mycorrhizal fungi. 
The evidence of positive impact of phosphate-mobilizing microorganisms and 
derived biopreparations on enhancing ratio of biogenic phosphorus and nitrogen 
accessible to plants, growth and development of cultivars was provided.
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Н. В. СВЕРЧКОВА, Т. В. РОМАНОВСКАЯ, Э. И. КОЛОМИЕЦ 

Пробиотические препараты  
для ветеринарии на основе  

спорообразующих бактерий рода Bacillus
Лаборатория средств биологического контроля

Проанализированы литературные данные и собственные исследования 
по использованию спорообразующих бактерий рода Bacillus в качестве осно-
вы пробиотических препаратов для лечения желудочно-кишечных, респира-
торных, гнойно-некротических заболеваний сельскохозяйственных живот-
ных. Представлены новые подходы к получению пробиотических препаратов 
из рекомбинантных штаммов бактерий.

В связи с интенсификацией животноводства и снижением 
эффективности антибиотикотерапии отмечается значительное 
увеличение заболеваемости сельскохозяйственных животных. 
По последним данным, всеобщую эпизоотическую значимость 
приобрели дисбактериозы кишечника различной этиологии, 
гнойно-некротические заболевания у коров и свиней, легочные 
формы колибактериоза, микоплазменные и хламидиозные ин-
фекции. Несмотря на нарастающую интенсивность применения 
химиотерапевтических и биологических средств, заболевае-
мость маточного поголовья и молодняка остается стабильно вы-
сокой. Падеж поголовья, затраты на лечение, снижение продук-
тивности и репродуктивного потенциала наносят прямой эконо-
мический ущерб животноводству [1–3]. 

Вышеуказанные обстоятельства привели к необходимости 
разработки нового поколения безопасных и эффективных препа-
ратов, направленных на коррекцию кишечного биоценоза и повы-
шение иммунитета животных. В последнее время в качестве за-
местительного средства, ускоряющего процесс восстановления 
естественной микрофлоры желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) 
после антимикробной терапии с использованием антибиотиков, 
у молодняка широко применяют препараты из группы пробиоти-
ков [3, 4]. 
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«Пробиотики» в современном понимании – это бактериаль-
ные препараты из живых микробных культур, предназначенные 
для коррекции микрофлоры хозяина и лечения ряда заболева-
ний. M. Vanbelle et al. определяют понятие «пробиотик» как ан-
тоним антибиотиков, т. е. «промотор жизни» [5]. 

Основой пробиотиков являются либо микроорганизмы, пред
ставляющие нормальную микрофлору ЖКТ, либо не характер-
ные для нормофлоры сапрофиты, способные вытеснять пато- 
генные микроорганизмы из просвета кишечника. Активным 
компонентом препаратов являются лакто- и бифидобактерии, 
молочнокислый стрептококк, энтерококки, кишечная палочка, 
пропионовокислые бактерии. В настоящее время широкое рас-
пространение в ветеринарной практике получили препараты, 
созданные на основе спрообразующих бактерий рода Bacillus.

Особенности спорообразующих бактерий рода Bacillus 
как основы пробиотических препаратов. Чтобы быть вклю-
ченными в группу пробиотиков, микроорганизмы должны соот-
ветствовать следующим критериям:

1) выживать при пассировании через желудочный тракт, что 
предполагает их резистентность к кислоте и желчи; 

2) стабилизировать кишечную микрофлору;
3) не иметь признаков патогенности; 
4) сохранять жизнеспособность как в пищевых продуктах, 

так и в процессе получения фармакопейных лиофилизирован-
ных препаратов; 

6) быстро размножаться, колонизируя кишечный тракт; 
7) персистировать с проявлением родовых свойств пробио-

тиков [6].
Указанным критериям в полной мере соответствуют споро- 

образующие бактерии рода Bacillus. 
Род Bacillus объединяет обширную группу строго аэробных 

или факультативно анаэробных грамположительных хемоорга-
нотрофных микроорганизмов, образующих термоустойчивые 
эндоспоры.

Высокая эффективность бацилл при лечении инфекционных 
заболеваний обусловлена комплексом взаимодополняющих 
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свойств этих микроорганизмов, которые являются решающими 
при выборе основы эффективного пробиотического препарата. 
Бактерии рода Bacillus:

являются продуцентами более 200 антибиотиков, в связи  
с чем антагонистическая активность многих их представителей 
к широкому спектру патогенных и условно-патогенных микро-
организмов, значительно превосходит активность других пред-
ставителей экзогенной и эндогенной микрофлоры [1, 2];

продуцируют целый комплекс ферментов, активных по от-
ношению к крахмалу, пектину, целлюлозе, жирам, протеинам. 
Значительная ферментативная активность данных бактерий по-
ложительно влияет на обменные процессы макроорганизма  
и оказывает противоаллергенное и антитоксическое действие. 
Важно отметить, что способность бацилл к синтезу широкого 
круга протеолитических ферментов при терапии гнойно-некро
тических заболеваний также способствует очищению очага по-
ражения от некротизированных тканей, что является важным 
при лечении заболевания. Синтезируемые бактериями протеазы 
также оказывают стимулирующее влияние на регенерационные 
процессы в тканях животных и обладают тромболитическим 
действием [7];

обладают иммуностимулирующим действием на организм 
теплокровных животных и человека, способствуя повышению 
общей сопротивляемости организма к инфекциям. Это свойство 
обусловлено их способностью активизировать специфические  
и неспецифические системы защиты макроорганизма, что  
дополняет комплексное лечебно-профилактическое действие 
[8–10];

являются безопасными для макроорганизмов (за исключени-
ем видов B.  anthracis и B.  cereus). Отсутствие патогенности  
у штаммов В. subtilis и всех других близкородственных им бак-
терий послужило основанием для присвоения им Управлением 
по контролю за качеством продовольственных и лекарственных 
средств США статуса GRAS (generally regarded as safe) – безо-
пасных организмов [11]. Доказательством безвредности для ма-
кроорганизма служат экспериментальные данные о том, что уже 
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через несколько дней (2–5) после парентерального введения 
В. subtilis элиминируется из крови [12];

являясь распространенными представителями нормальной 
экзогенной микрофлоры, они не представляют собой экологиче-
ской опасности при применении [13]; 

весьма удобны при их использовании в процессе производ-
ства и стабильны при хранении [13].

Вышеперечисленные свойства бактерий-антагонистов рода 
Bacillus обусловили их применение при создании ряда препара-
тов пробиотического действия как для медицины, так и для ве-
теринарии.

Пробиотические препараты на основе бактерий рода Ba
cillus. Первые сообщения об использовании живых культур ба-
цилл в медицинской практике были опубликованы еще в сере-
дине XX в. во Франции, и с тех пор они получили широкое при-
менение для коррекции микрофлоры ЖКТ. Из медицинских 
препаратов на основе бацилл наиболее известны Бактисубтил 
(«Marion Merrell», Франция), Флонивин БС («Galenika», Слове
ния), Церебиоген («Xing Jian», Китай), Биосубтил (Вьетнам), 
Энтерогермин («Sanofi Winthrop», Италия), Биоспорин, Споро
бактерин и Бактиспорин. В терапии заболеваний животных про-
биотические препараты получили не менее широкое распро-
странение, чем в медицине, только в России в ветеринарную 
практику внедрено более 20 наименований препаратов на осно-
ве бактерий рода Bacillus [14].

По количеству разработок препаратов для коррекции микро-
боценоза ЖКТ и стимуляции иммунной системы на основе бак-
терий рода Bacillus лидирует Россия, Украина, Канада. Из веду-
щих организаций этих стран следует отметить Вологодскую  
государственную молочнохозяйственную академию им. Н. В. Ве
рещагина, закрытое акционерное общество «КУЛ», Московскую 
государственную академию ветеринарной медицины и биотех-
нологии им. К. И. Скрябина, Государственный научный центр 
вирусологии и биотехнологии «Вектор», Институт микробиоло-
гии и вирусологии им. Д. К. Заболотного НАН Украины, а также 
канадскую фирму «Ganeden Biotech».
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Пробиотики на основе бактерий рода Bacillus можно условно 
разделить на три группы: 1) монобациллярные, имеющие в со-
ставе один штамм; 2) полибациллярные, имеющие в составе два 
и более штаммов рода Bacillus; 3) комплексные, в составе кото-
рых помимо представителей рода Bacillus присутствуют другие 
микроорганизмы.

Преобладающими препаративными формами являются су-
хие, расфасованные в пакеты ампулы, флаконы или капсулы,  
таблетированные. Имеются мазевые формы пробиотиков, а так-
же суспензии живых микроорганизмов в физиологическом рас-
творе [13].

Для создания монобациллярных препаратов чаще использу-
ют штаммы B.  subtilis, B.  pulvifaciens, а также B.  licheniformis, 
B. cereus, Bacillus sp.

Из научной и патентной литературы известно, что положи-
тельные результаты отмечены при применении монобацилляр-
ных препаратов для лечения и профилактики инфекционных за-
болеваний поросят, телят, коров и даже рыб.

Среди пробиотиков, разработанных в России и используе-
мых в ветеринарии для лечения и профилактики острых кишеч-
ных инфекций, стимуляции роста молодняка сельскохозяй-
ственных животных и птицы широко известны препараты серии 
Ветом – Ветом 1 (B.  subtilis шт. ВКПМ 7092), Ветом 1.29 
(B. subtilis шт. ВКПМ 7092, канамицин), Ветом 3 (B. subtilis шт. 
ВКПМ В 7048), Ветом 4 (B.  licheniformis, шт. ВКПМ В 7038),  
а также Ветоцил (B. subtilis шт. ВКПМ В 7092, цеолит), Веткор 
(B. subtilis шт. ВКПМ В 7092).

Споробактерин (B.  subtilis 534) применяется для профилак-
тики и лечения эндометритов, энтеритов, кишечной формы чум-
ки, диатезов, дисбактериозов, пневмоний, маститов, гнойной 
инфекции, для увеличения репродуктивных свойств и получе-
ния здорового потомства [15].

Бактиспорин [16] является препаратом широкого спектра 
действия и используется для коррекции микрофлоры ЖКТ при 
дисбактериозах, ферментной недостаточности органов пищева-
рения, гнойных инфекциях, пищевой аллергии.
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Для лечения мастита у коров используют Эндобактерин [13]. 
Бактерии, входящие в состав препарата, синтезируют антибио-
тические вещества, протеолитические ферменты, а также имму-
номодулятор. Коровам дают ежедневно по 50 мл с комбикормом. 
Это позволяет снизить стоимость лечения в 5,8 раза, затраты 
труда – в 2,2 раза.

Ветбактерин [13] применяется для профилактики и лечения 
пневмоний, диспепсий, отечной болезни.

Повысить эффективность лечения дисбактериозов, диатеза, 
аллергий позволяет препарат Бациллоспорин. Его использова-
ние при отечной болезни поросят обеспечивает 100%-ную со-
хранность поголовья молодняка по сравнению с контролем 
(30%), где лечение проводили традиционными препаратами.

Примерами полибациллярных препаратов являются Ветом 2 
(B. subtilis ВКПМ В 7048 и B. licheniformis ВКПМ В 7038).

СЛ-бактерин (B. subtilis 2335, B. licheniformis 2336) предна-
значен для профилактики и лечения острой кишечной инфек-
ции молодняка сельскохозяйственных животных. Содержимое 
ампулы растворяют в 1  л молока или воды и выпаивают при 
кормлении. Использование СЛ-бактерина с лечебно-профилак
тической целью на телятах приводит к значительному сниже-
нию заболеваемости и повышению сохранности молодняка до 
90% [7].

Комплексными пробиотиками являются Споролакт (Lacto
bacillus plantarum, B.  subtilis 2335, B.  licheniformis 2336) [17]. 
Лечебное действие препарата, проверенное на телятах 10– 
14-дневного возраста, выражается в подавлении роста патоген-
ных микроорганизмов и восстановлении нормальной микро-
флоры ЖКТ. 

Бактоцеллолактин (Lactobacillus plantarum, B. subtilis, Rumi­
nococcus albus) эффективен при различных формах эндометри-
та, мастита, диспепсии молодняка.

Субтикол, изготовленный на основе колибактерина (E.  coli 
M-17) и биоспорина (B. subtilis ВКПМ NB-2335, B.  licheniformis 
ВКПМ NB-2336), взаимодополняющих друг друга [13], обладает 
более широким спектром антагонистической активности по 
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сравнению с колибактерином и биоспорином, высокой адгезив-
ностью к слизистой различных отделов кишечника.

Широкое распространение получили исследования по созда-
нию пробиотиков на основе бацилл также в Германии (Биоплюс 
2Б), США (Глоген-8), Нидерландах (Прималис, Протексин) [7, 14].

В Беларуси известен Сублицин – ветеринарный препарат 
для использования в животноводстве, пчеловодстве, рыбовод-
стве с целью профилактики и лечения патологии ЖКТ, гастеро-
энтеритов, энтеритов и дисбактериозов, улучшения пищеваре-
ния. Однако он уступает по эффективности импортным анало-
гам и имеет сравнительно высокую стоимость (цена 1 дозы –  
500 руб.), в связи с чем не получил широкого распространения 
на практике [18].

В Институте микробиологии НАН Беларуси на основе спо-
рообразующих бактерий Bacillus subtilis БИМ В-454 Д разрабо-
тан препарат Бацинил, характеризующийся иммуностимулиру-
ющим эффектом и высокой антагонистической активностью  
к патогенным и условно-патогенным бактериям – возбудителям 
инфекционных болезней животных. Препарат Бацинил не явля-
ется патогенным, токсичным и токсигенным при пероральном  
и ингаляционном воздействии, не обладает кожно-раздра
жающими свойствами, эмбриотоксичностью и тератогенно-
стью, не оказывает влияния на качество животноводческой 
продукции. По результатам производственных испытаний 
Бацинил может использоваться для профилактики и терапии 
желудочно-кишечных, респираторных заболеваний молодня-
ка сельскохозяйственных животных, послеродовых эндоме-
тритов коров. Проведена государственная регистрация препа-
рата и получено разрешение на его использование в ветери-
нарной практике [19].

Все препараты на основе бактерий рода Bacillus близки по 
механизму действия. Споры бацилл прорастают в вегетативную 
форму в тонком кишечнике, при этом высвобождаются фермен-
ты, способствующие расщеплению белков, жиров и углеводов,  
а также образуется кислая среда, препятствующая процессам 
гниения и росту патогенных бактерий. Кроме того, ферменты 
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вызывают непосредственный лизис клеточных стенок протея, 
кишечной палочки, патогенного стафилококка. 

Бактерии рода Bacillus не являются постоянным физиологи-
ческим компонентом микробиоценоза ЖКТ животных и челове-
ка и относятся к транзиторной (самоэлиминирующейся) микро-
флоре. В отличие от лакто- и бифидобактерий, механизм дей-
ствия которых основан на кооперации нормофлоры с организмом 
хозяина, они не колонизируют слизистую оболочку ЖКТ и че-
рез 3–5 сут после прекращения приема препаратов элиминиру-
ются из организма [20–23]. Отмечая многообразные механизмы 
действия препаратов на основе бактерий рода Bacillus, нельзя 
утверждать, что какие-либо из них являются главными, а какие-
то – второстепенными. При различных острых и хронических 
заболеваниях ЖКТ, регистрируемых у человека и животных, те-
рапевтическое действие в одних случаях может достигаться 
преимущественно за счет антагонистических свойств бацилл,  
в других – за счет продукции ими ферментов, в третьих – за счет 
активации защитных реакций. Но, как правило, участие в про-
цессе одновременно принимают несколько факторов.

Благодаря иммуностимулирующему эффекту препараты  
с использованием спорообразующих бактерий рекомендуют для 
лечения иммунодефицита [22]. Исследования показывают, что 
Споровит восстанавливает нарушенный патологией иммунный 
статус, усиливает функциональную активность макрофагаль-
ных клеток, повышает фагоцитарную активность лейкоцитов 
крови – моноцитов и нейтрофилов [24]. Отмечено, что введение 
животным пробиотика Бактистатин, содержащего метаболиты 
B.  subtilis, увеличивает активность факторов неспецифической 
резистентности организма. Иммунотропные эффекты этого пре-
парата также проявляются на уровне клеток фагоцитарной си-
стемы крови и процессов, связанных с синтезом и секрецией  
в кровь ферментов лизоцима и миелопероксидазы [25]. Акти
вация макрофагов наблюдается также при пероральном приме-
нении таких пробиотиков, как Биоспорин и Субалин, причем 
максимального уровня она достигает уже через 4 ч после одно-
кратного использования препарата [22].
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Важное значение для обеспечения неспецифического имму-
нитета имеют секреторные иммуноглобулины. Пробиотики  
усиливают специфический IgA-ответ и снижают выработку ци-
токинов, ассоциированных с аллергическим воспалением. По
казано, что применение препарата Моноспорин ПК на основе 
бацилл стимулирует локальный иммунный ответ кишечника  
и секрецию IgA(s), таким образом, не дожидаясь ответа систем-
ной иммунной системы организма, повышается барьер невос-
приимчивости кишечника к патогенной микрофлоре путем пре-
дотвращения проникновения патогенов в эпителий кишечника. 
Высокий уровень антител IgA(s) отмечается уже на 3-й день по-
сле введения Моноспорина ПК и снижается только через 70 
дней. Секреторный IgA является медиатором нейтрализации  
вирусов, что обеспечивает не только антибактериальный, но  
и противовирусный эффект таких пробиотиков [26]. Заслуживает 
отдельного внимания тот факт, что продуцируемые поэпители-
ально расположенными лимфоцитами антитела секретируют-
ся не в кровь, а на поверхность слизистых оболочек. Таким 
образом, лимфоидные клетки слизистых оболочек в значи-
тельной мере функционируют автономно. Секретируемые ими 
антитела образуют первую линию защиты организма от возбу-
дителей инфекционных заболеваний бактериальной этиоло-
гии. Антитела слизистых оболочек представлены в основ-
ном IgA(s). Установлено, что IgA(s) блокирует рецепторы ми-
кробов, с помощью которых они фиксируются к эпителиальным 
клеткам. Данный механизм действия споровых пробиотиков 
обеспечивает очень быстрый иммунный ответ организма.

Кроме влияния на макрофагальную систему крови и синтез 
иммуноглобулинов важным свойством бактерий рода Bacillus, 
требующим особого внимания, является способность повышать 
продукцию эндогенного интерферона. Значительное возраста-
ние уровня интерферона-гамма отмечено при применении Ba­
cillus firmus на мышах, Bacillus clausii и Bacillus cereus var. toyoi 
на свиньях [27, 28]. Интерфероны относятся к гуморальным фак-
торам иммунитета и обеспечивают неспецифическую резистент
ность организма путем стимуляции деятельность К-клеток и ма-
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крофагов, а также непосредственного влияния на ДНК- и РНК-
содержащие вирусы, включая подавление их роста и активности, 
задержки роста и инактивации злокачественных клеток.

Рядом авторов отмечен противоаллергенный эффект пробио
тиков на основе бацилл, что также вносит вклад в нормализую-
щее действие таких препаратов [29–35]. Так, для лечения и про-
филактики дисбактериозов и аллергий у животных на основе 
штамма Bacillus spр. № ВКПМ В-4401 разработан препарат 
Бациллоспорин [30].

Имеются также данные о возможности бацилл оказывать ре-
гулирующее действие на гормональный баланс животных. Так, 
пробиотический препарат Моноспорин ПК на основе штамма 
B. subtilis 090 оказывает воздействие на функциональную актив-
ность щитовидной железы, чем хорошо объясняется получение 
существенных приростов веса молодняка поголовья животных 
и птицы при его применении. Бактерии, входящие в состав  
препарата, способны восстанавливать пониженные уровни Т3 
(трийодтиронина) и Т4 (тироксина), в стрессовых ситуациях – 
ускорять катаболизм белков, жиров и углеводов, что обеспечи-
вает увеличение скорости обменных процессов организма [26].

Известно, что спорообразующие бактерии могут оказывать 
и антитоксическое воздействие [36]. В частности, имеются экс-
периментальные данные о том, что применение препарата 
Биокорм Пионер с кормом, пораженным охратоксинами, способ-
ствует снижению концентрации этих токсинов в пищеваритель-
ном тракте [37]. При этом некоторые пробиотики по своей эф-
фективности сравнимы с такими фармакологическими препара-
тами, как вилозен или камизол [24]. Высокий антитоксический 
эффект связан с инактивацией токсинов ферментами, выделяе-
мыми активными формами B. subtilis [38]. Бактерии рода Bacillus 
синтезируют широкий спектр протеолитических, амилолити-
ческих, пектинолитических, липолитических и целлюлолити-
ческих ферментов, которые, затрагивая процессы пищеваре-
ния, могут разрушать токсические продукты и аллергены, нор-
мализуя таким образом внутренние процессы и функции 
макроорганизма. Стоит также отметить их участие в разруше-
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нии тромбов и гепарина, уменьшении образования холестери-
новых мицелл [39].

Имеются данные о способности препаратов на основе споро-
образующих бактерий стимулировать репаративные процессы 
поврежденных тканей [40]. Так, при лечении некротического 
панкреатита с применением пробиотика Споробактерин у жи-
вотных отмечена высокая регенеративная активность, способ-
ствующая заживлению внутренних поражений ЖКТ и повыше-
нию эффективности терапии [41]. Воздействие пробиотиков на 
основе бацилл на животных приводит к повышению сопротив-
ляемости организма к бактериальным и вирусным инфекциям, 
увеличению регенерационной активности тканей, оказывает 
противоаллергическое действие и антитоксический эффект, что 
благоприятным образом сказывается на общем состоянии орга-
низма. При пероральном приеме споровых пробиотиков отмече-
ны такие эффекты, как значительный прирост биомассы, сниже-
ние падежа животных, увеличение их репродуктивного потен-
циала. Так, при применении зарубежного препарата ВетКор  
в учреждении ИК-4 ГУФСИН России по Иркутской области  
у опытных кроликов было отмечено повышение аппетита и ак-
тивности, увеличение плодовитости маток с 7 до 9–12 голов  
в помете, увеличение выживаемости и более быстрый рост но-
ворожденных крольчат, снижение заболеваемости животных. 
Аналогичные показатели отмечаются и для других сельскохо-
зяйственных животных (телят, поросят), а также цыплят-
бройлеров [42]. При испытаниях пробиотика Ветом 3 на основе 
B. subtilis (в условиях АОЗТ «Морской» Новосибирской области) 
для лечении телят с синдромом диареи среднесуточный прирост 
живой массы у телят, получавших пробиотик, составлял до 
813 г, что на 13% выше, чем у контрольных животных. При этом 
в крови опытных телят отмечали позитивные изменения в био-
химическом и морфологическом составе. При испытании Ветом 
3 на цыплятах максимальный среднесуточный прирост живой 
массы, полученный при введении препарата, увеличился на 22% 
по сравнению с контрольной группой, сохранность цыплят по-
высилась на 17,2% [42].
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Многими исследователями [12, 15, 42] показана возможность 
использования спорообразующих бактерий в составе препара-
тов, эффективных при ожогах, гнойно-некротических заболева-
ниях, ранах, абсцессах. Было установлено, что микробные пре-
параты обладают комплексным эффектом: при наружном при-
менении они способствуют ускорению очищения язвенной или 
раневой поверхности от гнойного экссудата, ранней ликвидации 
воспалительных явлений и более быстрому росту грануляций, 
что является важным преимуществом при использовании их  
в терапии.

Эффективным средством для лечения гнойных ран является 
препарат Споробактерин [15]. Бактерии, входящие в препарат, 
продуцируют широкий набор протеолитических ферментов, 
способствующих очищению очагов повреждения от некротизи-
рованных тканей при местном применении [43].

Еще одним средством, перспективным при лечении гнойно-
некротических заболеваний, является Бактиспорин (Россия, 
ГУП «Иммунопрепарат») – препарат на основе В. subtilis 3H, ко-
торый в первую очередь предназначен для лечения острых ки-
шечных инфекций, но эффективен и для профилактики гнойно-
септических осложнений при термических ожогах, в хирургиче-
ской практике [16].

В Институте микробиологии НАН Беларуси совместно  
с Институтом экспериментальной ветеринарии им. С. Н. Выше
лесского разработан биопрепарат Ветоспорин в жидкой и геле-
вой формах, предназначенный для профилактики и лечения 
гнойно-некротических поражений кожных покровов животных. 
Жидкий Ветоспорин получают путем глубинного культивиро-
вания спорообразующих бактерий B. subtilis БИМ В-497-Д, при-
меняют наружно методом орошения или путем нанесения на 
стерильную салфетку с последующей иммобилизацией на пора-
женные ткани. Ветоспорин в гелевой форме получают путем 
смешивания жидкого препарата на основе бактерий B.  subtilis 
БИМ В-497-Д с формообразующими компонентами [19].

Многокомпонентный состав имеет пробиотическая мазь Био
септин (Россия), предназначенная для лечения инфицированных 
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и неинфицированных ран, термических поражений и гнойно-
некротических процессов. Основой данного препарата являются 
штаммы-антагонисты B. subtilis и B. lichiniformis, а лекарствен-
ное средство в виде геля на полимерной основе удобно в приме-
нении, может наноситься на сухие раны, легко высвобождает 
действующее начало [44].

В настоящее время ведутся интенсивные исследования по 
разработке и изучению перспективности использования препа-
ратов, обладающих пробиотическим действием, в составе кор-
мов, основу которых составляют спорообразующие бактерии 
рода Bacillus. Большинство пробиотиков, произведенных на 
основе данных бактерий, устойчивы к нагреванию (экструзия, 
грануляция и др.), что в свою очередь является высокотехноло-
гическим аспектом их применения в кормлении животных  
и птицы. Так, сотрудниками Института проблем экологии  
им. А. Н. Северцова разработан пробиотик «Про-А» для повы-
шения эффективности комбикормов. Технология получения этого 
препарата основана на факультативно-анаэробной биотрансфор-
мации клетчатки растительного сырья непатогенным штаммом 
Bacillus subtilis-S/30, выделенным из кишечника моногастрич-
ных растительноядных животных [45]. Эффективность действия 
пробиотика «Про-А» изучена на растущих и откармливаемых 
свиньях. В ходе испытаний установлена способность его норма-
лизовать обменные процессы, следствием чего является повы-
шение продуктивности животных. Использование в комбикор-
мах (0,1% по массе) позволяет при вырашивании поросят с 60-
дневного до 120-дневного возраста повысить среднесуточные 
приросты массы на 9,5–9,9%, снизить на 9,0–9,2% затраты ком-
бикорма на 1 кг прироста; при откорме свиней – на 23,1 и 18,7% 
соответственно [46].

Во Всеросийском научно-исследовательском институте сель
скохозяйственной микробиологии на основе штамма Bacillus 
pantothenticus 1–85 разработан пробиотический препарат Целло
бактерин-Т, обладающий также высокой целлюлолитической 
активностью. Использование его в составе кормов для телят, ко-
ров, свиней, птицы показало высокую биологическую эффек-
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тивность. Так, увеличение привесов поросят до постановки на 
откорм благодаря действию препарата может составлять до 30%. 
В период откорма свиней существенно снижается стоимость ра-
ционов за счет уменьшения затрат корма на привес, повышается 
сохранность животных [47].

Скармливание поросятам B.  cereus 5832, составляющих 
основу препарата Бактисубтил, в дозе 106 КОЕ на 1 кг кормосме-
си повышает прирост массы животных на 7,31–25,9%, снижает 
расход корма на 1 кг прироста на 9% по сравнению с контролем. 
При этом возрастает активность кислой и щелочной протеиназы 
в химусе тонкой кишки на 22,5 и 43–49% соответственно. 
Коэффициент перевариваемости увеличивается на 3,57% для 
азота и на 19,36% для жира [13].

Ежедневное введение в корм животных живой культуры B. sub
tilis 534 повышает продуктивность и сохранность поросят [13].

На основе штамма B. coagulans разработан пробиотический 
препарат, который используется как добавка к корму живот-
ным [48].

В составе кормов для сельскохозяйственных животных  
и птиц применяются также препараты Проваген, Ветом 1.1, 
БиоПлюс 2Б.

Применение полнорационных комбикормов в сочетании  
с ферментными препаратами и пробиотиками позволяет значи-
тельно расширить базу комбикормовой промышленности и повы-
сить эффективность производства животноводческой продукции.

Новые направления создания пробиотических препара-
тов на основе спорообразующих бактерий рода Bacillus. 
Работы по созданию новых препаратов продолжаются и ведутся 
в нескольких направлениях: выделение новых штаммов, пер-
спективных для использования в составе биопрепаратов; созда-
ние комплексных препаратов из микроорганизмов, взаимно до-
полняющих друг друга, имеющих разную направленность дей-
ствия; создание комплексных пробиотиков, в состав которых 
кроме микроорганизмов дополнительно введены БАВ, стабили-
заторы, сорбенты и т. п.; создание рекомбинантных пробиоти-
ков; расширение сферы применения [13].



225

Несмотря на достигнутые успехи в разработке пробиотиче-
ских препаратов, вопрос их широкого применения напрямую 
связан с повышением защитного эффекта. Одним из направле-
ний в области повышения эффективности пробиотиков является 
предложение по использованию их совместно с соединениями, 
повышающими естественную резистентность организма живот-
ного, что позволит обеспечить более выраженный защитный эф-
фект бактерий-пробионтов [49].

Среди разработанных в настоящее время пробиотиков нет 
высокоэффективных средств, характеризующихся выражен-
ной антивирусной активностью. В то же время известно, что 
заболевания вирусной и вирусно-бактериальной этиологии 
составляют значительную часть инфекционной патологии 
животных. Вирусные инфекции, как правило, осложняются 
бактериальными, и наоборот. Поэтому представляется весьма 
актуальной проблема разработки средств, характеризующих-
ся одновременно антибактериальными и антивирусными 
свойствами. Для ее решения пробиотики используют в соче-
тании с различными иммуностимуляторами, антивирусными 
веществами и цитокининами, среди которых наиболее широ-
ко представлены препараты интерферона. Однако этот подход 
усложняет технологию производства и повышает цену, что 
часто делает такие комплексные препараты нерентабельны-
ми, поэтому в реальной практике они имеют ограниченное 
применение.

Альтернативой такому подходу является одно из перспек-
тивных направлений в разработке новых биопрепаратов – непо-
средственная модификация пробиотических штаммов путем 
клонирования гена антивирусных белков [50]. Это направление 
в течение ряда лет широко разрабатывается в ГНЦ ВБ «Вектор», 
где были созданы штаммы микроорганизмов, продуцирующие 
цитокинины, в частности B. subtilis 2335/рМВ 105, трансформи-
рованный плазмидой, кодирующей синтез альфа-2-интерферона 
человека (hIFN-2) [51]. Созданный на его основе пробиотик 
Субалин, наряду с высокой антибактериальной активностью об-
ладает антивирусными свойствами [52].
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К рекомбинантным пробиотикам относится препарат Ветом 
1.1, разработанный на основе штамма B. subtilis ВКПМ В-7092. 
Ветом 1.1 обеспечивает индукцию гомологичного альфа- и гам
ма-интерферонов, а также выработку альфа-2-лейкоцитарного 
интерферона человека, что обусловлено экспрессией в генно-
инженерном штамме B.  subtilis гена HuIFN-α2 [49]. Препарат 
Ветом 1.1 способствует стимуляции клеточных и гуморальных 
факторов иммунитета и повышает неспецифическую резистент-
ность организма, стимулирует аллергическую устойчивость  
и регенерационные процессы, нормализует обмен веществ  
и предупреждает развитие дисбактериозов [13]. Его применяют 
для профилактики и лечения желудочно-кишечных заболеваний 
с синдромом диареи, бактериальных и вирусных инфекций (саль
монеллез, кокцидоз, колибактериоз, дизентерия, рота- и парво-
вирусный энтерит, грипп, парагрипп, гепатит), а также для кор-
рекции иммунодефицитных состояний у телят, поросят, собак, 
птицы, стимуляции роста и развития молодняка.

При сравнительном изучении биологических свойств и вы-
живаемости природных и рекомбинантных штаммов B. subtilis  
в организме экспериментальных животных отмечено, что оба 
штамма выживали в различных отделах кишечника с макси-
мальными значениями высеваемого количества специфических 
колоний данных микроорганизмов через 48 ч после однократно-
го перорального введения с последующим сохранением иссле-
дуемых штаммов в полости кишечника на протяжении 96 ч. При 
этом наибольшее количество как рекомбинантных, так и при-
родных бацилл высевалось из тонкого кишечника. Е. А. Став
ский и соавт. [53] установили, что выделение штамма из экспе-
риментальных животных полностью прекращается через 7 сут 
после прекращения дачи пробиотика Ветом 1.1. Аналогичные 
данные по срокам элиминации из ЖКТ животных получены для 
другого штамма B. subtilis 2335 рВМВ105 – основы пробиотика 
Субалин [52].

Рекомбинантный штамм в отличие от своего природного 
аналога обеспечивает не только индукцию гомологичного эндо-
генного интерферона, но и экспрессирует ген человеческого 
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лейкоцитарного альфа-2-интерферона с определяемым уровнем 
продукции в сыворотке крови этого гетерологичного виду жи-
вотного рекомбинантного белка. Эти данные свидетельствуют  
о более выраженном антивирусном и антибактериальном дей-
ствии ветеринарных лекарственных препаратов, сконструиро-
ванных на основе рекомбинантных штаммов [52].

С такой же целью на основе генетически модифицированно-
го штамма B. subtilis Волгоградским научно-исследовательским 
противочумным институтом создан лечебно-профилактический 
препарат РАС. Используемый в препарате штамм обладает ин-
гибирующей активностью по отношению к возбудителям сибир-
ской язвы, чумы, холеры, мелиоидозу, а также устойчивостью  
к рифампицину, ампицилину, стрептомицину. Пробиотик РАС 
испытан на телятах с целью коррекции дисбактериоза [13]. 
Установлено, что применение препарата приводит к значитель-
ному уменьшению количества заболевших диареей животных  
и сокращению длительности заболевания.

Использование генетически модифицированных микроорга-
низмов в составе пробиотиков имеет значительные преимуще-
ства. К достоинствам таких препаратов относится простота  
в применении и изготовлении, так как при этом не требуется до-
рогостоящая очистка лекарственной субстанции. В случае до-
ставки биологически активных веществ генетически модифици-
рованными микроорганизмами снижается также вероятность 
быстрой потери активности цитокининов за счет расщепления 
их пищеварительными ферментами и укорачивается путь к орга
нам-мишеням [52–55].

Бактерии рода Bacillus являются наиболее привлекательным 
вектором для доставки биологически активных белков. Отсут
ствие адгезивных свойств и транзитное прохождение через ки-
шечный тракт теплокровных в течение контролируемого перио-
да времени, с последующей элиминацией, генетическая изучен-
ность составляют дополнительные преимущества [56, 57].

Обладая комплексным иммуномодулирующим, антибакте-
риальным и антивирусным действием, осуществляемым за счет 
продукции интерферона, пробиотические препараты на основе 
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рода Bacillus могут заменить антибиотики, маштабное примене-
ние которых в медицине и ветеринарии наносит ущерб экологии 
и здоровью.

Заключение. Совершенствование существующих пробиоти-
ков, расширение спектра их номенклатуры и использование  
в качестве эффективных лечебных препаратов в комплексной 
терапии инфекционных заболеваний является важной и акту-
альной задачей современной ветеринарии.

Благодаря избирательности действия и экологической безо-
пасности препараты, созданные на основе спорообразующих 
бактерий и их метаболитов, оптимально дополняют интегриро-
ванные системы защиты животных от заболеваний, вызванных 
патогенной и условно-патогенной микрофлорой, а также обеспе-
чивают возможность управлять популяционными отношениями 
патогенов и их антагонистов внутри высокопродуктивных эко-
систем.

Широкое применение в ветеринарной практике в настоящее 
время получили пробиотические препараты на основе споро- 
образующих бактерий для профилактики и лечений заболева-
ний ЖКТ, гнойно-некротических заболеваний сельскохозяй-
ственных животных.

Использование пробиотических препаратов с высокой анта-
гонистической и ферментативной (гидролитической, целлюло-
литической) активностью в составе кормов для животных и пти-
цы обеспечивает лечебно-профилактическое действие, позволяет 
снизить обсемененность кормов патогенной и условно-пато
генной микрофлорой, повысить их качество, усвояемость благо-
даря ферментативным свойствам препарата и, как следствие, ак-
тивизировать процессы метаболизма при выращивании живот-
ных и птицы.

Перспективным направлением исследований является ис-
пользование рекомбинантных спорообразующих бактерий для 
создания пробиотических препаратов, обладающих комплекс-
ным иммуномодулирующим, антибактериальным и антивирус-
ным действием.
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genus Bacillus as a basis of probiotic agents for treatment of gastrointestinal, 
respiratory, purulent-necrotic diseases of farm stock are analyzed. New approaches 
to production of probiotics derived from recombinant bacterial strains are 
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КОРМОВОЙ ДОБАВКИ НА ОСНОВЕ ГРИБА  
Laetiporus sulphureus

1Лаборатория экспериментальной микологии  
и биоповреждений,

2 Центр аналитических и генно-инженерных исследований 
Института микробиологии НАН Беларуси,

3 РУП «Институт экспериментальной ветеринарии 
им. С. Н. Вышелесского НАН Беларуси»

Исследовано влияние липокаротиноидной кормовой добавки на основе 
гриба Laetiporus sulphureus БИМ F-361 Д на накопление каротиноидов и вита-
мина А в сыворотке крови и желтках яиц кур-несушек при различных режи-
мах применения. При использовании кормовой добавки в дозе 2 г/кг корма 
наблюдалось повышение концентрации каротиноидов в желтках яиц по срав-
нению с контролем до 40%, витамина А до 50%.

Введение. В условиях интенсивного развития птицеводства 
особое внимание уделяется обеспечению птиц кормами, не толь-
ко содержащими необходимое количество питательных веществ 
(углеводы, белки, жиры), но и обогащенными биологически  
активными соединениями (витаминами, провитаминными сое-
динениями, микроэлементами, каротиноидами и др.). Перспек
тивной является разработка новых кормовых продуктов [1–3].

Для промышленного птицеводства особое значение имеет 
содержание в кормах каротиноидов, являющихся вместе с вита-
минами А, Е и С составной частью антиоксидантного комплек-
са. Они играют важную роль в эмбриональном развитии птицы, 
защищают формирующиеся органы и ткани зародыша от актив-
ных окислительных метаболитов. Количество каротиноидов  
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и витаминов в желтке во многом определяет выживаемость мо-
лодняка в первые дни жизни. Каротиноиды оказывают положи-
тельное влияние на развитие репродуктивной системы птицы  
и на ее функциональные свойства [4–6].

На сегодняшний день обнаружено более 600 различных ка-
ротиноидов, из которых промышленно получают β-каротин, ли-
копин, кантаксантин, этил-β-апо-8-каротиноат и β-апо-8-каро
тиналь. Производство каротиноидов осуществляют путем хи-
мического или микробного синтеза, а также экстракции из 
растительного сырья [7]. В то же время актуальным является по-
иск новых источников каротиноидных пигментов, создание ка-
ротиноидсодержащих препаратов, разработка препаративных 
форм и технологий их применения.

Перспективным источником полиеновых пигментов кароти-
ноидной природы (ксантофиллов) является базидиальный гриб 
L. sulphureus (серно-желтый трутовик). Биомасса гриба съедоб-
на, содержит большое количество липидов, эссенциальных по-
лиеновых жирных кислот, фосфолипидов, провитаминов, мине-
ральных элементов и др.

Институтом микробиологии НАН Беларуси совместно с Инсти
тутом экспериментальной ветеринарии им. С. Н. Вышелесского 
на основе каротиноидсинтезирующего гриба L.  sulphureus раз-
работана кормовая добавка для цыплят-бройлеров «Липокар», 
обладающая иммуностимулирующим и антиоксидантным дей-
ствием. Освоение производства «Липокара» начато на УП «Ви
тебская биофабрика». Применение данной добавки будет спо-
собствовать увеличению сохранности поголовья, повышению 
привесов и качества мяса цыплят-бройлеров [8]. В ходе проведе-
ния экспериментальных работ по изучению биологического дей-
ствия гриба L.  sulphureus получены новые данные о том, что 
применение добавки «Липокар» может быть полезно для повы-
шения продуктивности кур-несушек и улучшения товарных ка-
честв яиц.

Цель исследования – изучение накопления каротиноидов  
и витамина А в желтках яиц и сыворотке крови кур-несушек при 
различных режимах применения добавки кормовой иммуности-
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мулирующего и антиоксидантного действия на основе липока-
ротиноидного комплекса гриба L. sulphureus.

Объекты и методы исследования. Объектом исследования 
явился каротиноидсинтезирующий гриб L. sulphureus БИМ F-361 
Д. Культивирование грибной культуры проводили в колбах на 
качалке или в лабораторных ферментерах BioFlo объемом 100  
и 300 л. Посевной материал выращивали на пивном неохмелен-
ном сусле 8,0 °Б, в дальнейшем культивирование проводили на 
питательной среде, содержащей ржаную муку и крахмал. Тем
пература культивирования – 26 ± 2 °С, исходный рН 3,0–3,5, ко-
личество растворенного кислорода необходимо поддерживать 
на уровне 30–50%. Выращенный мицелий отделяли от культу-
ральной жидкости фильтрованием через плотную нейлоновую 
ткань, многократно промывали дистиллированной водой и ис-
пользовали для проведения соответствующих анализов.

Для определения содержания абсолютно сухой биомассы 
(АСБ) образцы сырого мицелия высушивали при температуре  
+ 105 °С до постоянного веса. Липиды из влажного мицелия экс-
трагировали методом Фолча в модификации Блайя и Дайэра  
[9, 10]. Содержание фосфолипидов (ФЛ) определяли на основа-
нии расчета содержания фосфора в общих липидах [11]. Со
держание эргостерина определяли по методу Либермана–Бур
харда в модификации Проскурякова [12]. Антиокислительную 
активность (АОА) спиртовых экстрактов глубинного мицелия 
определяли на модели окисления линолевой кислоты по моди-
фицированному методу [13]. Уровень АОА определяли в сравне-
нии с ионолом.

Испытания кормовой добавки «Липокар» проводились в ла-
бораторных и производственных условиях на эксперименталь-
ном и опытном поголовье кур-несушек соответственно. «Липо
кар» вводили с кормом в рацион кур-несушек путем многосту-
пенчатого смешивания в дозе 1, 2 и 3 г добавки кормовой на 1 кг 
комбикорма, курсами по 14 дней скармливания с 10–14-дневны-
ми перерывами.

Определение витамина А в желтке яйца, печени и сыворотке 
крови кур определяли по [14–15]. Колориметрическое определе-
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ние витамина А основано на его способности давать синее окра-
шивание с треххлористой сурьмой на основе реакции Карра–
Прайса.

Результаты и их обсуждение. Исследовано влияние на рост 
гриба L.  sulphureus и образование в мицелии каротиноидных 
пигментов – стимуляторов различной природы, применяемых при 
получении β-каротина из дрожжей. Фенилмочевину, дифенил-
мочевину, циклогексанон, циклогексан, β-ионон использовали  
в концентрациях от 10–2 до 10–7 моль. Циклогексанон в концен-
трации 10–3 моль повышал содержание пигмента в мицелии гри-
ба более чем в 1,5 раза. Концентрация каротиноидного пигмента 
в мицелии достигала 15–20 мг/г сухой биомассы. В других кон-
центрациях циклогексанон не оказывал столь существенного 
влияния на синтез пигмента грибом.

Наиболее активные биоантиоксиданты липидной природы, 
такие как каротиноиды, нестабильны при хранении, т. к. вступа-
ют в цепные реакции окисления с образованием свободных ра-
дикалов под действием света, кислорода воздуха, инициирую-
щих соединений самой субстанции. Поэтому одной из важней-
ших задач явилась стабилизация содержания кетокаротиноидов 
в биомассе гриба.

После высушивания в токе теплого воздуха при температуре 
60  °С потери каротиноидов в контрольном образце составили  
до 40%. Лучшие результаты по сохранности каротиноидов  
в мицелии гриба наблюдались при совместном использовании 
аскорбиновой кислоты 10–3  моль с α-токоферолом 10–6. При 
применении стабилизаторов потери каротиноидов не превы-
шали 25–30%. Снижение уровня каротиноидов в контроле до-
стигало 80%.

Иммуностимулирующее и антиоксидантное действие на ор-
ганизм птицы липокаротиноидной добавки обусловлено входя-
щими в ее состав компонентами. Биомасса гриба является не 
только источником каротиноидов (ксантофиллов), но и таких 
ценных биологически активных соединений, как белки, в состав 
которых входят все незаменимые аминокислоты; липиды, в том 
числе ФЛ, эссенциальные жирные кислоты, стерины, витамины, 
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минеральные элементы и др. Входящие в состав общих липидов 
эссенциальные жирные кислоты, ФЛ, эргостерин положительно 
влияют на репродуктивную функцию, повышают интенсив-
ность роста и сопротивляемость инфекциям. Каротиноидные 
пигменты обладают высокой АОА за счет гашения свободнора-
дикальных процессов. За счет присутствия каротиноидов био-
масса гриба оказывает в организме птиц антиоксидантное дей-
ствие, а также способствует улучшению потребительских ка-
честв птицеводческой продукции, влияя на окраску желтка яиц 
и тушек птицы.

Биохимический состав кормовой добавки «Липокар» пред-
ставлен в табл. 1, жирнокислотный состав липидов – в табл. 2. 

Т а б л и ц а 1. Биохимический состав кормовой добавки «Липокар»

Показатель Значение

Влажность, % 6,3 ± 0,4
Общий белок, % от АСБ 21,8 ± 0,7
Истинный белок, % от АСБ 13,2 ± 0,8
Углеводы, % от АСБ 48,4 ± 2,7
Общие липиды, % от АСБ 19,3 ± 0,7
ФЛ, % от АСБ 3,6 ± 0,5
Эргостерин, % от АСБ 1,2 ± 0,1
Каротиноиды, мг/г АСБ 8,2 ± 0,5
Фенольные соединения, мг% 1800 ± 50
АОА спиртового экстракта мицелия 
гриба, % от ионола

86,8 ± 2,2

Норма потребности кур-несушек в каротиноидах, в т. ч. 
ксантофиллах, составляет 10–20 г на 1 т комбикорма, что соот-
ветствует суточной дозе в 1–2 мг. Исходя из этого добавку кор-
мовую «Липокар» вводили с кормом в рацион кур-несушек пу-
тем многоступенчатого смешивания в дозе 1, 2, 3 и 4 г добавки 
кормовой на 1 кг комбикорма, курсами по 14 дней скармливания 
с 10–14-дневными перерывами.
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Установлено, что при 
использовании для про-
ведения анализов свежей 
и замороженной сыво-
ротки крови в свежей 
сыворотке уровень пока
зателей, а также разли-
чия в контроле и опыте 
были значительно выше. 
При применении липо-
каротиноидной кормовой 
добавки в количестве 
3  г/кг корма, в свежей 
сыворотке по сравнению 
с контролем наблюдалось 
повышение содержания 
каротиноидов в  10 раз, 
витамина А – в 1,8 раз.

Проведено исследование накопления каротиноидных пиг-
ментов в сыворотке крови, мышцах, печени, желтках куриных 
яиц (табл.  3). Как видно из представленных данных, наиболее 
высокое количество каротиноидов депонировалось в печени. 
Содержание каротиноидов увеличилось также и в мышцах пти-
цы по сравнению с контролем. Как и ожидалось, чем больше ка-
ротиноидов было введено в корм, тем выше было их содержание 
в исследуемых образцах.

Т а б л и ц а 3. Содержание каротиноидов (мкг/г) в образцах сыворотки 
крови, печени и мышц кур-несушек

Доза применения  
кормовой добавки 1 г/кг 2 г/кг 3 г/кг Контроль

Печень 5,8 7,0 7,4 4,2
Сыворотка крови 1,92 2,30 2,56 0,20
Мышцы сл. 0,5 1,0 сл.

Известно, что β-каротин является провитамином А и обеспе-
чивает увеличение яйценоскости, но не влияет на пигментацию 

Т а б л и ц а 2. Жирнокислотный состав 
липидов кормовой добавки

Жирные кислоты % от общих  
липидов

C14:0 0,3
C15:0 0,2
C16:0 15,3
C16:1 0,2
C17:0 0,8
C18:0 1,2
C18:1 12,9
C18:2 69,1
Сумма ненасыщенных 
жирных кислот

82,2

Сумма насыщенных жир-
ных кислот

17,8

Коэффициент ненасыщен-
ности

1,51
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желтка. Ксантофиллы, или кетокаротиноиды, преобладающие 
пигменты гриба L. sulphureus, депонируются в жировых тканях, 
в основном в желтке яйца. Накопление пигментов в желтках яиц 
и интенсивность их окраски находятся в прямой зависимости от 
содержания каротиноидов в корме.

Для эффективного усвоения каротиноидов необходимо при-
сутствие антиоксидантов-синергистов, наиболее известные из 
них – витамины С и Е. Добавление для стабилизации каротино-
идов в мицелии гриба аскорбиновой кислоты и токоферола так-
же способствовало достаточно высокому уровню накопления 
каротиноидов в желтке яиц кур-несушек.

Исследовано накопление каротиноидов и витамина А при 
применении кормовой добавки «Липокар» на эксперименталь-
ном поголовье кур-несушек и опытном поголовье в условиях 
птицефабрики. Полученные данные показывают, что при про-
ведении как лабораторных, так и производственных испытаний 
наблюдалось стимулирующее действие кормовой добавки на 
уровень каротиноидов и витамина А в желтках яиц. Более за-
метная закономерность накопления каротиноидов и витамина А 
в желтках яиц при применении кормовой добавки на опытном 
поголовье в условиях птицефабрики наблюдалась в дозе 2  г/кг 
(табл. 4).

Т а б л и ц а 4. Содержание каротиноидов и витамина А в желтках яиц 
при проведении испытаний на опытном поголовье кур-несушек

Группа

Концентрация каротиноидов, мкг/г

1 2 3 4 среднее  
значение

Концентрация каротиноидов, мкг/г
Контроль 41,8 49,7 47,6 46,1 46,3 ± 1,9
Опыт 61,6 67,5 66,3 72,0 66,1 ± 4,6

Концентрация витамина А, мкг/г
Контроль 7,6 8,4 7,8 7,5 7,8 ± 0,4
Опыт 12 13,2 13,0 14,2 12,8 ± 1,3
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Заключение. Проведены исследования по определению без-
вредности добавки кормовой для кур-несушек, отработана опти-
мальная доза ввода добавки в рацион кур-несушек, проведены 
опыты по испытанию эффективности добавки кормовой для 
кур-несушек в производственных условиях. Установлена стиму-
лирующая роль каротиноидсодержащей кормовой добавки на 
основе гриба L. sulphureus БИМ F-361 Д на накопление в сыво-
ротке крови кур-несушек и желтках яиц каротиноидов и вита-
мина А. Применение кормовой добавки при норме расхода 2,0 кг/т 
комбикорма увеличивает сохранность поголовья до 1,5% и уве-
личивает яйценоскость до 8%. Добавку кормовую «Липокар» 
целесообразно применять для повышения уровня каротиноидов 
и витамина А в яйцах курсами по 14 дней скармливания. Вве
дение добавки кормовой в рацион кур-несушек в течение 14 дней 
приводит к повышению в желтках яиц уровня каротиноидов на 
15–20% и витамина А – на 10–14%.
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Stimulating role of carotenoid fodder additive based on fungus L.  sulfureus 
BIM F-361 D on accumulation of carotenoids and vitamin A in blood serum and egg 
yolk of hens was investigated at different feeding regimers of lipocarotenoid 
supplement. Application of feed supplement at dose 2  g/kg fodder resulted in 
increased concentration of carotenoids in egg yolk by 40%, vitamin A by 50% as 
compared to the control.
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Синтез фосфатидильного  
производного рибавирина с использованием 

фосфолипазы D Streptomyces netropsis
1Лаборатория биотехнологии соединений нуклеиновой природы 

Института микробиологии НАН Беларуси,
2Лаборатория химии липидов Института  

биоорганической химии НАН Беларуси

Молекула фармацевтически важного 5′-фосфатидилрибавирина состоит 
из остатка фосфатидной кислоты, соединенного с 5′-углеродным атомом ри-
бавирина (1-β-D-рибофуранозил-1,2,4-триазол-3-карбоксамида). В настоящей 
работе экспериментально обоснована возможность использования фосфоли-
пазы D нового штамма-продуцента Streptomyces  netropsis БИМ В-428Д для 
препаративного синтеза 5′-фосфатидилрибавирина из рибавирина и соевого 
лецитина.

Введение. Противовирусные и противоопухолевые препара-
ты на основе модифицированных нуклеозидов имеют ряд недо-
статков. Прежде всего, в некоторых клетках-мишенях отсутствуют 
киназы, способные инициировать метаболическую активацию 
таких нуклеозидов. Многие нуклеозиды плохо проникают  
в клетки, поэтому большая часть их выводится из организма  
в неизмененном виде. Исходя из сказанного, поиск препаратов, 
способных с большей эффективностью проходить сквозь кле-
точную мембрану, является актуальной задачей [1, 2].

Одним из простых и эффективных подходов к решению про-
блемы транспорта водорастворимых субстанций через гидро-
фобные липидные биологические мембраны в клетку является 
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химическая модификация нуклеозидов остатками жирных кис-
лот, или фосфолипидами [3–6].

Такие конъюгаты содержат фосфатидный остаток в качестве 
нетоксичной транспортной группы, которая защищает нуклео-
зид от инактивации ферментами и, обладая высокой аффинно-
стью к клеточным мембранам, облегчает проникновение лекар-
ства в пораженные клетки. В клетках происходит постепенное 
освобождение нуклеозида, причем в ряде случаев уже в 5′-моно-
фосфорилированной форме, что укорачивает цепь трансформа-
ции нуклеозида в истинное действующее начало – нуклеозид-5′-
трифосфат. Последнее обстоятельство имеет решающее значение 
для тех систем, где отсутствует соответствующая нуклеозид-
киназа.

Нам представлялось целесообразным для получения фосфо-
липидных аналогов нуклеозидов использовать не трудоемкие 
многостадийные химические способы, а предложенный япон-
скими исследователями ферментативный способ, который за-
ключается в переносе фосфатидного остатка с лецитина на пер-
вичные спирты под действием микробной фосфолипазы D (КФ 
3.1.4.4) [7–9] (рис. 1).

С этой целью ранее нами был отобран штамм S.  netropsis 
БИМ  В-235, продуцирующий внеклеточную фосфолипазу D,  
и продемонстрирована принципиальная возможность переноса 
с его помощью фосфатидного остатка с яичного и соевого фос-
фатидилхолина (лецитина) на различные модифицированные 
нуклеозиды [10–14], в том числе на противовирусный нуклеозид 
широкого спектра действия 1-ß-D-рибофуранозил-1,2,4-триазол-
3-карбоксамид (рибавирин) [15–17].

Рис. 1. Реакция трансфосфатидилирования нуклеозидов, катализируемая фос
фолипазой D: R′, R′′ – алкилы; Х – остаток нуклеозида; Y – остаток холина
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Следует отметить, что в литературе описан штамм S. septatus 
TH-2, клетки которого секретируют в культуральную среду 
фосфолипазу D с активностью 3,6  ед/мл при культивировании  
в течение 72  ч [18]. Известен также штамм Streptoverticillium  
hachijoense АТСС 19769, продуцирующий внеклеточную фосфо-
липазу D в количестве до 5 ед/мл культуральной жидкости (КЖ) 
при культивировании в течение 72 ч [19]. Недостатками указан-
ных штаммов являются сравнительно невысокая активность 
фосфолипазы D и низкая скорость синтеза этого фермента.

Известен штамм S. cinnamoneum ATCC RTA-6205 с продуци-
рующей способностью в отношении фосфолипазы D, составля-
ющей 10–15 ед/мл КЖ при культивировании в течение 15–20 ч 
[20]. Недостатком этого штамма является сравнительно невысо-
кая активность фосфолипазы D.

Цель исследования – препаративный синтез 5′-фосфати-
дильного производного рибавирина (рис. 2) с помощью фосфо-
липазы D нового, более активного продуцента этого фермента – 
штамма S. netropsis БИМ В-428Д [21].

Объекты и методы исследования. Штамм S. netropsis БИМ 
В-428Д получен из музейного штамма S.  netropsis БИМ  В-235 
согласно методу, описанному в работе [18], – путем отбора наи-
более активных вариантов при многократном рассеве исходной 
культуры на плотной агаризованной минеральной среде с сое-
вым лецитином в качестве единственного источника углерода. 
Среда для селекции (рН 7,0) имела следующий состав, (г/л): ле-
цитин –10,0; KNO3 – 2,0; K2HPO4 – 1,0; NaCl – 0,5; MgSO4 × 7H2O – 

0,5; FeSO4  ×  7H2O – 0,01. 
Штамм депонирован в Бе
лорусской коллекции непа-
тогенных микроорганиз-
мов Института микробио-
логии НАН Беларуси под 
коллекционным номером 
БИМ В-428Д.

Оптимизированная для 
продукции фосфолипазы D 

Рис. 2. Структурная формула 5′-фосфати-
дилрибавирина
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штаммом S. netropsis БИМ В-428Д среда содержала 2% дрожже-
вого экстракта и 1% глюкозы (исходный рН 7,0). Посевным мате-
риалом (5  об.%) служила 16–18-часовая культура, выращенная 
на среде того же состава. По окончании культивирования мице-
лий отделяли фильтрованием. Выход биомассы определяли ве-
совым методом после высушивания клеток до постоянной мас-
сы при 105 ºС. Фильтрат КЖ использовали в качестве источника 
фосфолипазы D.

Трансферазную активность фосфолипазы D в фильтрате КЖ 
определяли в реакции синтеза фосфатидилэтанола из фосфати-
дилхолина (соевый лецитин Epicuron-200 фирмы «Lucas Meyer», 
Германия) и этанола. К реакционной смеси, состоящей из 
200 мкл хлороформа с растворенным в нем фосфатидилхолином 
в количестве 5 мкмоль и 195 мкл 100 мМ Na-ацетатного буфера 
c 50  мМ CaCl2, содержащего 200  мкмоль этанола, прибавляли 
5 мкл фильтрата КЖ и инкубировали при 37 оС в течение 10 мин. 
Реакцию останавливали, добавляя к реакционной смеси 100 мкл 
1 М HCl. Для лучшей экстракции фосфолипидов и расслоения 
фаз вносили 400 мкл смеси хлороформ-метанол (2:1). После цен-
трифугирования (5  мин, 3000  g) органическую фазу отделяли  
и хроматографировали на тонкослойной пластинке «Silufol-
UV254» фирмы «Serva» (Германия) в системе растворителей 
хлороформ-метанол-25%-ный водный аммиак (7:4:1). Фосфо
липиды обнаруживали, используя специфический реагент [22], 
либо 10%-ный раствор H2SO4 в метаноле с последующим нагре-
ванием пластинки до 200 °С. Целевой продукт идентифицирова-
ли сравнением с положением образца-свидетеля. Количество об-
разовавшегося фосфатидилэтанола определяли по фосфору ме-
тодом Васьковского [22].

За единицу активности фермента принимали такое его коли-
чество, которое обеспечивало образование фосфатидилэтанола 
в количестве 1 мкмоль за 1 мин в указанных выше условиях ре-
акции.

Использованный в работе рибавирин синтезировали мето-
дом ферментативного трансгликозилирования, как было описа-
но нами ранее [23]. Спектры поглощения записывали на реги-
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стрирующем спектрофотометре UV-1202 фирмы «Shimadzu» 
(Япония).

Результаты и их обсуждение. В табл. 1 представлена зави-
симость фосфолипазной активности полученного нами нового 
штамма S. netropsis БИМ В-428Д [21] от продолжительности его 
выращивания. Из табл. 1 видно, что изучаемый штамм обеспе-
чивает накопление максимальной активности через 14–15  ч 
культивирования.

Т а б л и ц а 1. Динамика накопления в среде фосфолипазы D  
при культивировании S. netropsis БИМ В-428Д

Время  
культивирования, ч

Фосфолипаза D

ед/мл отн.%

5 7,4 31
10 16,3 68
13 22,8 95
14 23,8 99
15 24,0 100
18 23,9 100
19 23,5 98
20 23,1 96
24 22,0 92

Активность штамма S. netropsis БИМ В-428Д в сравнении  
с активностью других штаммов микроорганизмов представлена 
в табл. 2.

Из данных табл.  2 следует, что эффективность штамма 
S.  netropsis БИМ В-428Д значительно выше любого из извест-
ных штаммов-продуцентов. Дополнительным преимуществом 
этого штамма является сокращенная (до 14–15 ч) продолжитель-
ность выращивания.

Проведенные эксперименты по оптимизации условий реак-
ции трансфосфатидилирования позволили предложить следую-
щую методику препаративного получения 5 -́фосфатидил-1-ß-
D-рибофуранозил-1,2,4-триазол-3-карбоксамида.
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Т а б л и ц а 2. Активность фосфолипазы D  
различных штаммов-продуцентов

Штамм
Фосфолипаза D Длитель- 

ность куль- 
тивирования, ч

Источник  
информации

ед/мл отн.%

S. netropsis БИМ В-428Д 24 100 14–15 [Настоящее 
исследование]

S. cinnamoneum ATCC RTA-6205 10–15 42–63 15–20 [20]
Streptoverticillium hachijoense 
АТСС 19769

5 21 72 [19]

S. septatus TH-2 3,6 15 72 [18]
S. halstedii K-5 3,5 15 72 [18]
Streptomyces sp. ATCC 55717 3 13 23 [24]
Streptoverticillium cinnamoneum 
IFO 12852

2,4 10 72 [25]

Streptomyces sp. PM-43 1,2 5 48 [26]
Streptomyces sp. PMF 1,1 5 48 [26]
S. chromofuscus A-0848 0,5 2 45 [27]

Реакционную смесь (60 мл), содержащую 878 мг (3,6 ммоль) 
рибавирина, 40 мл хлороформа, 7,9 мл 0,5 М Na-ацетатного бу-
фера (рН 6,0), 960 мг (1,2 ммоль) фосфатидилхолина (соевый ле-
цитин Epicuron-200 фирмы «Lucas Meyer»; Германия), 1 мл 2,0 М 
CaCl2 и 11 мл фильтрата КЖ (содержащего 1,5 тыс. ед/мл фосфо-
липазы D), перемешивали при 37 оС в течение 3 ч. Затем к реак-
ционной смеси добавляли 20  мл насыщенного раствора NaCl  
и 40 мл метанола, слои разделяли центрифугированием (3000 g, 
5  мин), отбирали нижний хлороформно-метанольный слой,  
и растворитель упаривали под вакуумом. Остаток растворяли  
в 15 мл хлороформа и очищали флеш-хроматографией на сили-
кагеле (размер частиц 5–40 мкм), применяя ступенчатый гради-
ент растворителей хлороформ-метанол от 19:1 до 2:1 (по объему). 
Фракции, содержащие по данным тонкослойной хроматографии 
(ТСХ) чистый 5 -́фосфатидилрибавирин, собирали и раствори-
тель упаривали. Выход целевого продукта 290 мг (30%). Струк
тура целевого продукта доказана на основании анализа данных 
ТСХ, УФ- и 1Н-ЯМР-спетроскопии.
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Заключение. Таким образом, в настоящей работе экспери-
ментально обоснована возможность использования препарата 
фосфолипазы D нового штамма-продуцента S.  netropsis БИМ 
В-428Д для препаративного синтеза конъюгата фосфолипида  
с противовирусным нуклеозидом – рибавирином. Имеются осно-
вания полагать, что такая депонированная форма рибавирина 
будет способствовать его стабильности в русле крови и повыше-
нию адресности доставки в клетки-мишени.
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The molecule of pharmaceutically valuable 5′ phosphatidylribavirin consists of 
the phosphatidic acid residue combined with 5′ carbonic atom of ribavirin (1-β-D-
ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide). Herein, the environmentally friendly 
synthesis of phosphatidyl derivative of ribavirin was carried out using phospholipase 
D of the new Streptomyces netropsis BIM В-428D strain.
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ферментативное получение  
фармацевтически перспективного  

диаденозинтетрафосфата
Лаборатория биотехнологии соединений  

нуклеиновой природы
В настоящем обзоре представлены литературные данные о способах по-

лучения диаденозин-5′,5’’’-Р1, Р4-тетрафосфата. Установлено, что этот фарма-
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цевтически перспективный динуклеотид можно синтезировать как химиче-
ски, так и с помощью различных ферментов, среди которых наиболее техно-
логичным является индуцибельная изоформа лизил-тРНК-синтетазы 
Escherichia coli – LysU. В обзоре приведены данные об особенностях функ-
ционирования, физико-химических свойствах и субстратной специфичности 
LysU.

Диаденозинполифосфаты – широко распространенные у про- 
и эукариот соединения, молекулы которых состоят из двух 
остатков аденозина, соединенных фосфоэфирной связью из 2–6 
остатков фосфорной кислоты. Эти вещества выполняют широ-
кий спектр регуляторных функций как на клеточном, так и на 
организменном уровне. Было замечено, что в условиях клеточ-
ного стресса они выступают в роли сигнальных молекул и спо-
собствуют формированию ответа клетки на стресс. За это свой-
ство динуклеотиды называют «алармонами» (alarmones). Одним 
из наиболее важных и изученных алармонов, вызывающих не 
только фундаментальный, но и прикладной интерес, является 
диаденозин-5′,5′′′-P1, P4-тетрафосфат (Ар4А) [1, 2]. Данное соеди-
нение представляет собой молекулу, состоящую из двух адено-
зиновых остатков, соединенных тетрафосфатным мостиком 
(рис. 1).

У бактерий Ар4А участвует в регуляции процессов форми-
рования биопленок [3], устойчивости к антибиотикам [4], может 
обусловливать патогенез в отношении клеток животных [5].  

Рис. 1. Структурная формула диаденозин-5′,5′′′-P1, P4-тетрафосфата
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У млекопитающих Ар4А играет роль одного из ключевых меди-
аторов при регуляции экспрессии генов [6–8].

Связь между увеличением содержания Ар4А в слезах и вну-
триглазной жидкости (aqueous humour) и глазными патологиями 
предполагает его использование в качестве потенциального био-
маркера некоторых глазных заболеваний [9].

Благодаря своим биологическим свойствам данное соедине-
ние имеет важное фармакологическое значение и может являть-
ся субстанцией препаратов для терапии ряда заболеваний чело-
века. Так, установлено, что Ар4А способен влиять на тонус со-
судов [10], агрегацию тромбоцитов [11], выделение инсулина 
β-клетками поджелудочной железы [12].

Кроме того, участие Ар4А в физиологических процессах, 
протекающих в тканях глаза, обусловливает возможность ис-
пользования этой молекулы в терапевтических целях при раз-
нообразных глазных патологиях [13]. Например, способность 
Ар4А стимулировать образование слез и лизоцима, а также уско-
рять заживление ран роговицы позволяет рассматривать Ар4А  
в качестве терапевтического агента для сохранения и/или вос-
становления здорового фенотипа после механического повреж-
дения глаз. Аналогично, способность понижать уровень внутри-
глазного давления делает Ар4А перспективным средством для 
лечения окулярной гипертензии, связанной с глаукомой [14].

В литературе описан химический [15, 16] и ферментативный 
[17, 18] методы синтеза Ар4А. При химическом синтезе на пер-
вой стадии АМР переводят в активированную форму, такую как 
аденозин-5′-фосфомолибдат, что позволяет получить на следую-
щей стадии Ар4А при реакции с АТР в безводном пиридине. 
Недостатком данного метода является необходимость примене-
ния безводных растворителей, что затрудняет весь процесс по-
лучения продукта. К тому же синтез Ap4А сопровождается об-
разованием множества побочных продуктов, и выход динуклео-
тида в реакции химического синтеза не превышает 25%.

Ферментативные методы получения Ар4А с помощью бакте-
риальных аминоацил-тРНК-синтетаз [19] позволяют достичь бо-
лее высоких выходов целевого продукта, особенно при сочета-
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нии с регенеративной системой восстановления АТР (более 
90%). При этом практически не происходит образования побоч-
ных продуктов. К тому же ферментативные методы не требуют 
создания труднореализуемых условий (безводные и токсичные 
растворители, высокая температура и давление).

Наиболее широко в литературе описана возможность приме-
нения для синтеза Ар4А фермента – лизил-тРНК-синтетазы (КФ 
6.1.1.6) E.  coli, как выделенной из диких микробных штаммов 
[20], так и полученной генно-инженерным способом [1, 21]. В ге-
номе E. coli имеются два гена – lysS и lysU, отвечающие за син-
тез двух типов лизил-тРНК-синтетаз – LysS и LysU соответ-
ственно. Условия экспрессии этих генов сильно отличаются [19]. 
Экспрессия гена lysS происходит в условиях, благоприятных для 
жизнедеятельности организма, и является конститутивной, а син
тез LysU инициируется при повышении температуры, ацидозе, 
нехватке кислорода, метаболических изменениях. При этом 
основной функцией экспрессируемого фермента (LysU), кроме 
аминоацилирования т-РНКLys, является синтез различных ди-
нуклеозидполифосфатов, в частности Ар4А. В связи с этим LysU 
относят к семейству высококонсервативных белков, известных 
как стресс-белки.

Молекула LysU E. coli представляет собой гомодимер с вы-
тянутой формой [22]. Молекулярная масса каждой мономерной 
субъединицы равна ∼58 кДа. Мономер включает в себя 504 ами-
нокислотных остатка и состоит из трех доменов: небольшой 
N-концевой домен, который связывается с антикодоном тРНК, 
С-концевой домен – каталитический активный центр фермента, 
α-домен, отвечающий за узнавание соответствующей тРНК и ее 
принадлежность к определенному классу.

Реакция синтеза Ар4А, катализируемая LysU, проходит через 
образование интермедиата – лизиладенилата (рис. 2). Это двух-
стадийный процесс, идущий в обоих направлениях.

На первой стадии реакции к аминокислоте лизину присоеди-
няется АМР, образуя комплекс, называемый лизиладенилат. Эта 
стадия реакции является обратимой, поэтому для сдвига равно-
весия реакции в сторону образования целевого продукта (Ар4А) 
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необходимо удалять из реакционной смеси один из конечных 
продуктов, например пирофосфат. Для этого в реакционную 
смесь добавляется фермент – неорганическая пирофосфатаза, 
которая расщепляет пирофосфат до ортофосфата.

На второй стадии реакции к полученному на первой стадии 
комплексу лизиладенилата присоединяется еще одна молекула 
АТФ, что приводит к образованию Ар4А и освобождению исход
ного лизина.

Большое влияние на способность вести реакцию синтеза 
Ар4А ферментом LysU оказывает присутствие в среде ионов ме-
таллов [23–25], температура [1], исходная концентрация АТР [1]. 

Рис. 2. Схема реакций образования Ар4А
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При изучении температурного оптимума LysU было выясне- 
но, что максимум активности фермента приходится на 45  оС,  
из чего был сделан вывод о том, что фермент является термоста-
бильным.

Было замечено, что концентрация ионов цинка имеет опре-
деляющее значение в процессе синтеза Ар4А. Причина столь 
сильной зависимости исхода реакции от наличия Zn2+ до сих 
пор не выяснена. Предполагают, что именно цинку принадле-
жит главенствующая роль в определении нужной аминокислоты 
при связывании ее с аминоацил-тРНК-синтетазой. В работе [1] 
было установлено, что ионы цинка принимают непосредствен-
ное участие во второй стадии реакции (при взаимодействии ли-
зиладенилата с АTP c образованием Ap4A). Было показано, что 
если на первой стадии в реакционную смесь не добавлять ионы 
цинка, то продуктом реакции будет только интермедиат – лизил
аденилат. Если в реакционную смесь на этой стадии внести 
ионы Zn2+, из лизиладенилата начинается синтез Ар4А. Показано, 
что ионы Co2+ и Cd2+ могут выполнять эту функцию в отсут-
ствии ионов Zn2+, однако их присутствие уменьшает кинетиче-
ские постоянные ферментативной реакции на порядок. Установ
лено, что при повышенной концентрации ионов Zn2+ и Mg2+ про-
исходит агрегация LysU. 

При изучении зависимости выхода синтеза Ap4A от концен-
трации донора (ATP) была установлена прямая зависимость 
между этими параметрами реакции.

В некоторых работах для увеличения выхода синтеза Ap4A 
исследована возможность применения регенеративной системы, 
позволяющей восстанавливать ATР из побочных продуктов ре-
акции (АМР и ADP). Для этого в реакционную смесь вносят аде-
нилаткиназу (фосфорилирующую АМР до ADP), ацетаткиназу 
(фосфорилирующую ADP до АТР) и ацетилфосфат (в качестве 
донора неорганического фосфата) [19]. Такой подход позволяет 
достичь максимальных выходов Ар4А (до 96%).

Сравнительно недавно в литературе [26] был описан предпо-
лагаемый механизм образования побочного продукта (Ар3А). 
Авторы сделали предположение, что LysU обладает двойствен-
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ной каталической активностью и может синтезировать не только 
Ар4А, но и Ар3А при наличии в реакционной среде АDP и ионов 
цинка. Кроме того, сама LysU способна катализировать синтез 
АDP из лизиладенилата и неорганического фосфата.

Американскими учеными проведены исследования по изуче-
нию условий экспрессии гена lysU и последующего накопления 
в клетках различных динуклеозидполифосфатов, в частности  
Ар4А [20]. Объектом изучения служили клетки бактерии S. typhi
murium, которые подвергались воздействию теплового шока  
(от 28 оС до 56 оС). Результаты экспериментов показали, что при 
увеличении температуры культивирования прекращается рост 
клеток и повышается уровень белков теплового шока, ката- 
лизирующих реакцию образования различных динуклеозид-
полифосфосфатов, среди которых преимущественную позицию 
занимает Ар4А.

Воздействие этанола (в концентрации 10%) оказывало эф-
фект, подобный тепловому шоку. Влияние этанола на образова-
ние динуклеозидполифосфатов было также обнаружено на мо-
дели клеток E. coli и млекопитающих.

Для установления связи накопления динуклеозидполифос-
фатов с экспрессией белков теплового шока был изучен штамм 
E. coli htpR, который не имеет ряда генов, отвечающих за синтез 
этих белков. Клетки E. coli htpR подвергались воздействию тем-
пературы, при этом не наблюдалось синтеза белков теплового 
шока, равно как динуклеозидполифосфатов. Данные результаты 
подтвердили предположение о том, что белки теплового шока 
участвуют в синтезе Ар4А [20].

Окислительный стресс, также как повышенная температу- 
ра и этанол, может приводить к аккумуляции динуклеозид-
полифосфатов. Клетки Salmonella typhimurium подвергались 
воздействию окислительных веществ, таких как хиноны (мена-
дион и 1,4-нафтохинон), пероксиды (пероксид водорода и t-бу
тилгидропероксид), соединения, снижающие уровень глутатио-
на в клетке (1-хлоро-2,4-динитробензин, гидразин), при этом  
наблюдался высокий уровень синтеза белков теплового шока  
и динуклеозидполифосфатов. Подобные результаты были полу-
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чены с использованием в качестве модели и эукариотических 
клеток. Из проведенных экспериментов авторами был сделан 
вывод о том, что индукция синтеза алармонов может произво-
диться множеством окислительных агентов [20].

Для синтеза Ар4А используют препараты очищенной LysU, 
которые получают стандартными методами выделения и очист-
ки белков (ионообменная и адсорбционная хроматография, осаж
дение сульфатом аммония) [27]. Для наработки необходимого 
количества фермента из штамма E.  coli K12 авторам приходи-
лось проводить его выделение из 5 кг сырой клеточной биомас-
сы. На основе выделенного фермента были разработаны схемы 
синтеза Ap4A, включающие использование пирофосфатазы  
и регенеративной системы, позволившие достигнуть 96% выхо-
да без образования побочных продуктов (Ap3A, ADP, AMP). 
Главным недостатком данной схемы является использование 
штамма E.  coli K12, обладающего низким уровнем биосинтеза 
LysU, что приводит к необходимости применения крупнообъем-
ного ферментационного оборудования для наработки биомассы 
и последующей очистки фермента с использованием сложной 
хроматографической техники.

В некоторых публикациях [1, 21] была показана возможность 
получения генно-инженерной LysU. Для этого был сконструи-
рован вектор (PXLys5) на основе мультикопийной плазмиды 
pBluescript SK, в которой ген lysU находился в составе рестрик-
ционного фрагмента (EcoR V и Sal I) геномной ДНК E. coli и был 
вставлен противоположно направлению рамки считывания lac-
промотора. Транскрипция гена lysU в составе данной конструк-
ции осуществлялась с собственного промотора. Это позволило 
получить новый штамм-продуцент, отличающийся от исходной 
культуры повышенным в 44 раза уровнем образования LysU.  
С использованием рекомбинантного фермента авторами была 
показана принципиальная возможность синтеза Ap4A c выходом 
целевого продукта 74%.

Синтез Ар4А может осуществляться не только LysU, но так-
же и другими аминоацил-тРНК-синтетазами. Были исследованы 
различные ферменты: лейцил-, валил-, фенилаланил- и мети
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онил-тРНК-синтетазы [21]. Полученные в ходе исследований ре-
зультаты показали, что другие ферменты этой группы уступают 
LysU по выходу Ар4А в несколько раз.

Обнаружено, что синтез Ар4А могут осуществлять фермен-
ты другого класса – лигазы. Например, люцифераза светлячка 
Photinus pyralis продуцирует Ар4А и другие динуклеозидполи-
фосфаты в присутствии АТР, ионов Mg2+ и люциферина. Син
тезировать Ар4А способны: дрожжевая ацетил-СоА-синтетаза, 
Т4-ДНК-лигаза, Т4-РНК-лигаза [28]. Перечисленные ферменты 
катализируют синтез Ар4А по несколько иному механизму, не-
жели аминоацил-тРНК-синтетазы. Этот механизм включает об-
разование различных промежуточных соединений, например, 
Е-Х-АМР, где Е – фермент, Х – остаток кислоты (люциферин при 
участии светлячковой люциферазы [29] либо жирная кислота 
при участии ацетил-СоА-синтетазы), или Е-АМР (для Т4-ДНК-
лигазы [30] и Т4-РНК-лигазы [31]). Общим для всех реакций  
является высвобождение пирофосфата на одной из стадий этой 
реакции.

Также было обнаружено, что нерибосомальная пептидсинте-
таза из Bacillus brevis способна к синтезу динуклеозидполифос-
фатов [32]. В условиях голодания клетки B. brevis продуцируют 
тироцитидинсинтетазу А, которая может катализировать синтез 
динуклеозид-полифосфатов (в том числе и Ар4А) в присутствии 
Mg-АТР, аминокислоты и неорганической пирофосфатазы.

Несмотря на то что динуклеозидполифосфаты являются рас-
пространенными молекулами у различных организмов, наличие 
их у растений на сегодняшний день не доказано [33, 34]. Только 
у желтого люпина были обнаружены ферменты фенилаланил-  
и серил-тРНК-синтетазы, способные к синтезу Ар4А и Ар3А [35]. 
В работе [36] авторы обнаружили, что 4-кумарат-СоА-лигаза 
арабидопсиса, ключевой фермент в метаболизме растений, мо-
жет катализировать синтез Ар3А, Ар4А и Ар5А в присутствии 
Mg2+, АТР и ферулата натрия [36].

Таким образом, из рассмотренных выше способов получения 
Ар4А химический синтез уступает ферментативному не только 
по выходу конечного продукта (не менее чем в 3 раза), но и по 
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технологичности, при этом наибольший практический интерес 
как катализаторы реакции представляют бактериальные амино
ацил-тРНК-синтетазы и, в частности, индуцибельная форма 
LysU, выделенная из E.  coli. Это обусловлено, во-первых, про-
стотой и дешевизной наработки бактериальной биомассы, во-
вторых, возможностью увеличения активности штамма-проду
цента фермента с помощью генно-инженерных методов, в-третьих, 
способностью LysU катализировать синтез Ар4А с наибольшей 
эффективностью по сравнению с другими аминоацил-тРНК-
синтетазами.
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be produced chemically or enzymatically. Aр4A synthesis using recombinant E. coli 
lysyl-tRNA synthetase appears attractive. The review provides data on structure 
and properties of lysyl-tRNA synthetase, mechanism of synthesizing Ар4А and its 
analogs.
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Использование бактерий  
для биотерапии рака

Лаборатория биотехнологии соединений  
нуклеиновой природы

В представленном обзоре литературы рассмотрены вопросы перспектив-
ности применения бактерий и продуктов бактериального происхождения для 
биотерапии злокачественных новообразований.

Причиной около 15–18% случаев регистрируемых во всем 
мире онкологических заболеваний (более 1,2  млн выявляемых 
новых случаев ежегодно) являются инфекции, обычно хрониче-
ские [1, 2]. Например, бактерия Helicobacter pylori может вызвать 
у человека и животных рак желудка и 12-перстной кишки [3]. 
Salmonella typhi ассоциируют с развитием рака желчного пузы-
ря [4], Streptococcus bovis – с раком прямой кишки [5]. Бактерия 
Agrobacterium tumefaciens вызывает образование опухолей (ко-
рончатых галлов) у растений [6].

Свою лепту в эту статистику вносят не только бактерии, но  
и вирусы. Так, рак шейки матки может вызвать вирус папилло-
мы человека. У носителей вирусов гепатита В или С повышен-
ная вероятность заболеть раком печени. Вирус Т-клеточной лей-
кемии человека типа 1 вызывает лейкемию и лимфому, вирус 
герпеса человека 8-го типа может послужить причиной возник-
новения саркомы Капоши [7].

Основные механизмы бактериального и вирусного канцеро-
генеза [8]:
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хроническое воспаление (сопровождающееся образованием 
генотоксических реактивных форм кислорода и азота);

нарушение нормального функционирования иммунной си-
стемы организма «хозяина»;

индукция нестабильности генома клеток «хозяина» (появле-
ние мутантных клеток и, как следствие, образование опухоле-
вых клонов).

Итак, хорошо известно, что инфекционные агенты могут вы-
зывать рак. Гораздо меньше известно об использовании микро-
организмов (или их компонентов) для лечения рака.

Традиционная терапия рака, такая как радио- и химиотера-
пия, обычно характеризуется низкой выживаемостью пациен-
тов, в основном из-за развития устойчивости у раковых клеток  
и побочных эффектов [9–11]. Так, химиопрепараты в первую 
очередь повреждают быстро обновляющиеся клетки пищевари-
тельного тракта, костного мозга, волосяных фолликулов и пр.

Это вынуждает искать новые подходы к терапии рака. Один 
из таких новых подходов – биотерапия с использованием потен-
циала бактерий [12–16].

Использование микроорганизмов для лечения рака началось 
более ста лет назад, когда было обнаружено, что острые инфекции 
(сопровождавшиеся сильной лихорадкой) любого происхождения 
(бактерии, вирусы, грибы и даже простейшие) иногда приводят  
к спонтанной регрессии опухолей. Первым систематическое изуче-
ние этого явления начал молодой американский хирург-практикант 
Уильям Колей. Он вводил непосредственно в опухоль живые грам-
положительные бактерии Streptococcus pyogenes отдельно либо со-
вместно с грамотрицательными Serratia marcescens, что приводило 
к выраженной регрессии опухоли (или даже к полной и стойкой ре-
миссии), однако сопровождалось высоким риском развития рожи-
стого воспаления или сильной токсичностью [17, 18]. Таким обра-
зом, Колей документально доказал, что иммунная система чело- 
века способна справиться с раком, если ее должным образом 
простимулировать (в методе Колей – с помощью бактерий).

С тех пор много усилий, но, к сожалению, малорезультатив-
ных, было затрачено на поиск природных или мутантных бакте-
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риальных штаммов, которые можно было бы применить для ле-
чения злокачественных онкологических заболеваний. Многие 
бактерии проверялись на способность подавлять рост опухолей. 
Наиболее известный пример, напоминающий терапию Колей, – 
лечение рака мочевого пузыря ведением живой вакцины БЦЖ.

Между 1908 и 1921 гг. французские исследователи Calmette  
и Guerin пассировали вирулентный штамм Mycobactrium bovis – 
патоген, вызывающий туберкулез крупного рогатого скотта,  
с целью получить вакцину против туберкулеза человека. В ре-
зультате был получена живая вакцина, которая получила назва-
ние «Вacillus Calmette–Guerin» (BCG; в русской транскрипции – 
БЦЖ). [19]. Хотя генетическая основа для БЦЖ-аттенуации до 
конца не установлена, эта бактерия, помимо основного своего 
предназначения – вакцинации против туберкулеза – с конца 
1980-х гг. распространилась по всему миру и применяется при 
иммунотерапии колоректального рака и поверхностных форм 
рака мочевого пузыря [20–22]. Следует отметить, что посколь-
ку вакцина живая, нередки случаи серьезных побочных эффек-
тов [23].

Сегодня БЦЖ-терапия – терапия выбора для рака мочевого 
пузыря в большинстве стран мира с частотой применения около 
1 млн пациентов в год [24]. К сожалению, применение БЦЖ со-
провождается значительными побочными эффектами и по непо-
нятным причинам неэффективно в 30–50% случаев [25]. Деталь
ный механизм действия пока не известен, но ясно, что он связан 
с иммунитетом [26].

Следует отметить, что применение термина «вакцина» к БЦЖ 
в случае применения ее для терапии рака некорректно с терми-
нологической точки зрения. Хочется внести терминологиче-
скую ясность. К противоопухолевым вакцинам относятся толь-
ко те методы иммунотерапии, которые приводят к созданию  
у пациента специфического активного противоопухолевого 
иммунитета или противовирусного иммунитета к онкогенным 
вирусам [27].

Эпидемиологические наблюдения свидетельствуют, что рак 
и туберкулез редко сосуществуют у одного пациента [28]. Этот 
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факт стимулировал исследователей изучить механизм противо-
опухолевого действия БЦЖ.

Японские исследователи показали, что противоопухолевые 
свойства БЦЖ можно воспроизвести с лизатами клеток, в то 
время как активность не детектировалась в экстрактах, обрабо-
танных ДНКазой. Это свидетельствует о том, что ключевым ак-
тивным компонентом бактериальных лизатов является ДНК [29, 
30]. Клинические испытания очищенной бактериальной ДНК, 
изолированной из БЦЖ, в Японии прошли успешно, но препарат 
не был зарегистрирован из-за трудностей промышленного полу-
чения ДНК стандартного размера.

Со временем оказалось, что противоопухолевый потенциал 
бактериальной ДНК определяется входящими в ее состав неме-
тилированными CрG-динуклеотидами [31]. Согласно теории 
«danger signal», бактериальная ДНК, взаимодействуя с Toll-like-
рецепторами 9, экспрессирующимися в клетках иммунной си-
стемы, воспринимается организмом как патогенный агент, что 
приводит к стремительной и мощной активации различных не-
специфических механизмов иммунологической защиты, обеспе-
чивающих первую «линию обороны» против инфекционных 
возбудителей, паразитов и трансформированных клеток [32].  
В настоящее время разрабатываются разнообразные подходы  
к применению иммуностимулирующей природной и имитирую-
щей ее синтетической CрG-ДНК в иммунотерапии злокаче-
ственных новообразований [12, 33, 34], в том числе: а) монотера-
пия CрG-ДНК; б) применение CрG-ДНК в составе ДНК-вакцин; 
в) использование CрG-ДНК в качестве адъюванта для повыше-
ния эффективности противоопухолевых вакцин или монокло-
нальных антител; г) использование CрG-ДНК для усиления эф-
фекта химио- или радиолучевой терапии.

В последнее время повышенный интерес у исследователей 
стали вызывать бактерии, способные избирательно разрушать 
опухоли. Прежде всего внимание было обращено на анаэробные 
бактерии. Как известно, клетки всех солидных (т. е. плотных) 
опухолей растут намного быстрее клеток кровеносных сосудов. 
Это приводит к тому, что со временем в центральной части опу-



266

холи образуется зона, обедненная капиллярами крови и, соот-
ветственно, кислородом, которая состоит из некротизированной 
ткани. Эта зона гипоксии представляет собой удобную «гавань» 
для анаэробных бактерий. Следует отметить, что присутствие 
бактерий в хирургически удаленных опухолях впервые обнару-
жилось еще в 1950-х гг. [35]. C тех пор исследователей не поки-
дала идея попытаться использовать такие опухолеспецифиче-
ские бактерии для регрессии рака.

Три группы бактерий были проверены на способность уни-
чтожать раковые опухоли – молочнокислые грамположитель-
ный анаэробные бактерии рода Bifidobacterium, внутриклеточные 
грамотрицательные факультативные анаэробы рода Salmonella  
и облигатно-анаэробные грамположительные рода Clostridium 
[15, 36].

Эксперименты на животных показали, что патогенные виды 
анаэробных спорообразующих клостридий после внутривенно-
го введения (104–105 клеток) способны размножаться преимуще-
ственно в пределах анаэробных (некротизированных, обедненных 
кислородом) участков опухолей. Заражение животных-опухо
леносителей действительно приводило к регрессии опухоли, но 
сопровождалось острой токсичностью и гибелью большинство 
животных [37, 38]. Это вынудило исследователей обратить вни-
мание на непатогенные штаммы рода Clostridium, но хотя они  
и колонизировали анаэробную часть опухоли, рост самой опу-
холи не ингибировали. 

Недавно австралийские авторы проверили несколько анаэ-
робных бактериальных видов (бифидобактерии, лактобациллы 
и патогенные клостридии) на способность аккумулироваться  
в экспериментальных опухолях животных. Бактерия Clostridium 
novyi проявляла значительный противоопухолевый эффект, но 
все опытные животные тем не менее погибали. После удаления 
из генома бактерии гена, кодирующего летальный токсин, по-
лученный аттенуированный (ослабленный) штамм Clostridium 
novyi-NT продемонстрировал весьма многообещающие резуль-
таты, особенно в сочетании со стандартной химио- и радиотера-
пией [39].
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Индийскими учеными для биотерапии рака создан еще один 
бактериальный штамм – Salmonella typhimurium VNP20009. 
Делеция двух генов – msbB и purI – привела к его полной без-
вредности и ауксотрофности – зависимости от экзогенного пу-
рина. Эта потребность во внешнем источнике пурина сделала 
бактерию неспособной выживать там, где свободного пурина 
нет (в нормальных тканях), но она сохранила способность расти 
и размножаться в опухолях, где пурин в избытке. Преимущество 
использования этого штамма по сравнению с представителями 
родов Clostridium и Bifidobacterium состоит в его способности 
расти как в анаэробных, так и в аэробных условиях, т. е. он мо-
жет «поражать» и опухоли незначительных размеров, в том чис-
ле метастазы [13]. В настоящее время штамм VNP20009 прохо-
дит клинические испытания на онкологических больных. На 
очереди и другие живые аттенуированные клостридии и бифи-
добактерии, а также представители таких бактериальных видов, 
как Salmonella choleraesuis, Vibrio cholerae, Listeria monocytogenes 
и даже Escherichia coli [40].

Интерес к бактериям как инструменту для терапии рака обу-
словлен не только онколитическими свойствами некоторых из 
них, но также возможностью использования в качестве свое- 
образных «Троянских коней» для прицельной (таргетной) достав-
ки в опухоль лекарственных средств и терапевтических генов 
[13, 41, 42]. С помощью генно-инженерной техники сконструи-
рован рекомбинантный штамм Clostridium perfringes, у которого 
удален ген супероксиддисмутазы (повысилась непереносимость 
кислорода) и добавлен ген Staphylococcus aureus, подавляющий 
воспалительный процесс. В испытаниях на мышах штамм про-
демонстрировал весьма оптимистичные результаты, открываю-
щие дорогу для клинических испытаний на людях [43].

Непредсказуемость прогноза эффективности, токсичность  
и побочные эффекты – все это ограничивает применение живых 
бактерий при терапии рака. В то же время микробные продук- 
ты (компоненты микробной клетки), такие как липополисахари-
ды (ЛПС) и ДНК, также проявляют противоопухолевые свой-
ства. Создан препарат ЛПС Pseudomonas aeruginosa, который 
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увеличивает период ремиссии и выживаемость пациентов с острой 
миелоидной лейкемией [44, 45].

Несколько групп исследователей сфокусировали усилия на 
поиске средств для терапии рака среди белков бактериального 
происхождения. Примерами таких белков служат L-аспарагиназа 
[46, 47] и аргининдеиминаза [48].

L-Аспарагиназа (L-аспарагин-амидогидролаза; К. Ф. 3.5.1.1.), 
относящаяся к треониновым амидогидролазам, катализирует 
гидролитическое расщепление L-аспарагина с образованием 
аспарагиновой кислоты и аммиака и уже продолжительное вре-
мя применяется в схемах комбинированной химиотерапии лей-
козов (острых лимфобластных лейкозов, лимфо- и ретикулосар-
ком). Все используемые в настоящее время в клинике лекар-
ственные препараты L-аспарагиназы выделяют исключительно 
из штаммов Escherichia coli, Erwinia carotovora или Erwinia 
chrysanthemi.

Аргининдеиминаза, продуцируется клетками бактерии My
coplasma arginini. Этот белок является ингибитором роста опу-
холей и может потенциально быть использован в качестве сред-
ства для лечения таких заболеваний, как меланома, лейкемия, 
рак простаты и печени [49]. Как полагают, ингибирование роста 
раковых клеток аргининдеиминазой обусловлено истощением 
аргинина. Несмотря на то что аргинин не является у человека 
эссенциальной аминокислотой, некоторые виды рака, такие как 
перечисленные выше, не экспрессируют аргининосукцинатсин-
тетазу, что делает их чувствительными к недостатку аргинина.

Противоопухолевая активность аргининдеиминазы напоми-
нает другой бактериальный белок – азурин, продуцируемый  
почвенной бактерией Pseudomonas aeruginosa [50] и способный 
подавлять рост некоторых опухолевых клеток [51]. Азурин при-
надлежит к семейству медьсодержащих окислительно-восстано
вительных белков, называемым также голубыми белками, из-за их 
интенсивной голубой окраски (λmax = 630 нм; ε = 5000 моль–1см–1; 
редокс-потенциал 320 мВ). Этот протеин участвует в реакциях 
переноса электронов в некоторых растениях и бактериях. Вы
дающейся особенностью азурина является то, что он способен 
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преимущественно проникать в раковые клетки (меланома, рак 
легких, груди, кишечника и т. д.), запуская там программу кле-
точной гибели – апоптоз. Заметной активности в отношении 
здоровых клеток азурин не проявляет. Механизм действия азу-
рина обусловлен образованием комплекса азурина с внутрикле-
точным белком р53. Белок р53 относится к короткоживущим 
белкам, существующим в клетке не более нескольких минут,  
и известен как опухолевый супрессор, запускающий механизм 
апоптоза [52]. Связавшись с белком р53, азурин стабилизирует 
его и вызывает гибель злокачественной клетки [51, 53–55].

Лаборатория биотехнологии соединений нуклеиновой при-
роды Института микробиологии НАН Беларуси планирует соз-
дать новое лекарственное средство на основе азуринсодержащих 
наночастиц (например, неорганического слоистого двойного ги-
дроксида (СДГ). По химической природе СДГ – класс анионных 
глин. Их структуру описывают в виде металл-гидроксидных 
слоев, подобных минералу брушиту, в которых часть дивалент-
ных катионов изоморфно замещена на катионы тривалентные, 
что приводит к возникновению на слоях положительных заря-
дов. Эти заряды компенсируются за счет интеркаляции гидра-
тированных анионов в межслойное (галерейное) пространство.

Наиболее изученным представителем рассматриваемого клас
са соединений является СДГ на основе магния и алюминия об-
щей формулы

1 2 3 / 2 2[Mg Al (OH) ](CO ) H Ox x x m− .

Материалы на основе СДГ имеют четко выраженную слои-
стую структуру с толщиной положительно заряженных слоев 
4,8 Å. Размер галерейного пространства зависит от интеркали-
рованного аниона. Благодаря способности СДГ интеркалировать 
органические анионы, в последние годы синтезированы нано-
композиты, содержащие ДНК [56], аминокислоты [57], антибио-
тики [58] и другие биологически активные субстанции.

Наночастицы СДГ должны стабилизировать азурин в рус- 
ле крови и обеспечить рН-контролируемое высвобождение его  
в клетках-мишенях в виде свободных молекул белка. Преиму
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щество использования СДГ в качестве матрицы для иммобили-
зации азурина заключается в том, что он в кислой среде (усло-
вия клеточных эндосом, куда попадает наночастица после  
проникновения в клетку) будет растворяться и освобождать им-
мобилизованный азурин. Указанная работа началась с констру-
ирования рекомбинантного штамма Echerichia coli, продуциру-
ющего некоторое количество азурина [59], и освоения техники 
синтеза органоминеральных наночастиц на основе СДГ [60, 61].

Есть основания полагать, что в случае успеха исследований 
можно будет достичь терапевтического эффекта от использова-
ния бактериальных белков без побочных токсических эффектов, 
часто ассоциированных с живыми бактериальными клетками.
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β-Галактозидазы бифидобактерий:  
БИОСИНТЕЗ И СВОЙСТВА

Лаборатория молочнокислых и бифидобактерий 

Приведены сведения о свойствах β-галактозидаз бифидобактерий, соста-
ве и функциях изоферментов, способности осуществлять гидролиз субстра-
тов и реакции трансгликозилирования, в результате которых происходит синтез 
биологически активных галактоолигосахаридов – пребиотиков. Перспективно 
использование штаммов бифидобактерий, продуцирующих β-галактозидазы, 
в составе заквасок с целью более полной ферментации лактозы при производ-
стве кисломолочных продуктов.

В настоящее время установлена многофункциональная роль 
бифидобактерий в поддержании гомеостаза и неспецифиче-
ской резистентности организма человека и животных, улучше-
нии обменных процессов, синтезе многих биологически актив-
ных веществ. Эти микроорганизмы широко используются  
в молочной промышленности в составе продуктов функцио-
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нального питания, а также являются основой для создания со-
временных препаратов пробиотиков, обладающих многофактор-
ным регулирующим и стимулирующим воздействием на орга-
низм человека [1].

Бифидобактерии обитают в нижнем отделе кишечника, в усло
виях с невысоким содержанием моно- и дисахаридов, которые 
потребляются преимущественно в верхних отделах желудочно-
кишечного тракта (ЖКТ). Проведенные в последние годы 
молекулярно-генетические исследования показали, что способ-
ность бифидобактерий утилизировать различные растительные 
волокна, например арабиногалактаны или гумины, шире, чем 
предполагалось ранее, и отражает адаптацию этих бактерий  
к занимаемой экологической нише. Бифидобактерии синтезиру-
ют на 30% больше белков, относящихся к категории транспорт – 
метаболизм углеводов, чем E. coli, Enterococcus faecium, L. lactis, 
B. subtilis. Многие из этих белков обеспечивают гидролиз и по-
требление олигосахаридов − α-арабинофуранозидаза, β-гликози
даза, ксиланаза, арабинозидаза, α- и β-галактозидазы, неопулла-
наза, изомальтаза, мальтаза, инулиназа (β-фруктофуранозидаза), 
β-глюкозидаза, гексозаминидаза, α-маннозидаза, гликозилги-
дролазы, пермеазы сахаров [2, 3]. На основании результатов сек-
венирования для B.  longum показано наличие более 40 глико-
зилгидролаз, которые гидролизуют ди-, три- и более сложные 
олигосахариды. Для потребления этих источников углеродного 
питания B. longum синтезирует транспортные белки с высоким 
сродством к субстрату. Результаты исследования генотипа 
B. adolescentis и B. longum var. longum, показали, что более 8% 
ДНК кодирует белки, участвующие в метаболизме источников 
углерода [4].

Согласно современным представлениям, пробиотический эф-
фект бактерий рода Bifidobacterium связан с ферментативным рас-
щеплением сложных олиго- и полисахаридов до моносахаридов, 
которые затем преобразуются в промежуточные соединения гек-
созного (фруктозо-6-фосфатного) ферментативного пути. Функ
циональные свойства различных штаммов бифидобактерий во 
многом определяются продукцией специфических ферментов.
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Для использования бифидобактерий в различных биотехно-
логических процессах особый интерес представляет β-галакто
зидаза (β-D-галактозид-галактогидролаза, ЕС 3.2.1.23), которая 
относится к классу гидролаз, катализирующих ферментативный 
распад содержащих галактозу олиго- и полисахаридов, глико- 
липидов, гликопептидов, гликопротеинов, мукополисахаридов, 
с отщеплением остатка β-D-галактозы (рис. 1) [5].

R-O-R’ + H2O → ROH + R’OH
Рис. 1. Схематическое изображение реакции гидролиза (R и R’ – сахара)

β-галактозидазы бифидобактерий имеют различную лока-
лизацию и сложный изоферментный состав, что обусловлено за-
нимаемой экологической нишей. Каждый изофермент отвечает 
за специфическую гидролитическую или синтетическую реак-
цию метаболизма лактозы или других углеводов [6–8].

Первоначально исследование β-галактозидазы было сфоку-
сировано лишь на способности фермента осуществлять гидро-
лиз субстратов, но в настоящее время все большее внимание 
уделяется реакциям трансгликозилирования, в результате кото-
рых происходит синтез биологически активных галактоолиго-
сахаридов – пребиотиков [9]. С биохимической точки зрения 
олигосахариды образуются в результате последовательного до-
бавления моносахаридов к молекуле лактозы. В частности, 
β-галактозидаза осуществляет перенос галактозидного остатка 
лактозы на другую молекулу лактозы с образованием трисаха-
рида. В конечном итоге в результате реакции может образовать-
ся до 20 олигосахаридов, их количество и типы образовавшихся 
связей зависят от имеющихся в каждой конкретной реакции суб-
стратов (сахаров) и от свойств фермента, катализирующего дан-
ную реакцию (рис. 2).

R-O-R’ + R’’OH → R-O-R’’ + R’OH

Рис. 2. Схематическое изображение реакции трансгликозилирования  
(R, R’ и R’’ – сахара)
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олигосахариды не перевариваются пищеварительными фер-
ментами человека и, поступая в нижние отделы кишечника, се-
лективно стимулируют размножение и активность нормальной 
микрофлоры ЖКТ, что подтверждено рядом клинических иссле-
дований [10–13]. 

Очевидно, что β-галактозидазы, обладающие выраженным 
трансгликозилирующим действием, проявляют и гидролитиче-
скую активность. Так как реакции гидролиза и синтеза олигоса-
харидов взаимосвязаны, особое значение при проявлении тех 
или иных свойств имеет концентрация субстрата, рН, темпера-
турный режим. В отличие от β-галактозидаз из дрожжевых  
и мицелиальных грибов бактериальные β-галактозидазы спо-
собны эффективно синтезировать олигосахариды при более низ-
кой концентрации лактозы. Van Laere и соавт. показано, что для 
большинства бифидобактерий наиболее высокая скорость роста 
проявляется при культивировании на смеси галактоолигосаха-
ридов, синтезированных собственными β-галактозидазами [14].

β-Галактозидазы близкородственных микроорганизмов раз-
личаются по молекулярной структуре и аминокислотной после-
довательности. Так, у B. infantis HL96 обнаружены два гена β-gal 
I и β-gal III, кодирующие изоферменты β-галактозидазы. β-gal I 
(3069 н. п.) кодирует полипептид (1022 аминокислотных остатка) 
с молекулярной массой 113  кДа. Фермент β-galI представляет 
собой тетрамер с молекулярной массой около 470  кДа [8]. Ген 
β-gal III (2076 н. п.) кодирует полипептид (691 аминокислотный 
остаток) с молекулярной массой 76 кДа. Из B . bifidum DSM20215 
была выделена β-галактозидаза BIF 3 с молекулярной массой 
188 кДа. В составе фермента имеется сигнальный пептид, за ним 
следует N-концевая β-галактозидазная область и С-концевой га-
лактозосвязывающий участок [7].

Скорость гидролиза субстратов зависит от структуры галак-
тозидов, снижается в ряду связей от 1→6 до 1→2. Для гидролиза 
галактозидов ферментом важна также конфигурация молекулы 
субстрата. Изменение пиранозной формы гликона на фураноз-
ную может изменить сродство фермента к субстрату, вплоть до 
прекращения гидролиза.
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Английский ученый T. Goulas и cоавт. выделили и охаракте-
ризовали четыре β-галактозидазы (Bbg I, Bbg II, Bbg III, Bbg IV) 
B. bifidum NCIMB41171 с различной молекулярной массой (875, 
178, 351 и 248  кДа соотвественно) [8]. β-галактозидазы Bbg I  
и Bbg  IV проявляют высокую трансгликозилирующую актив-
ность, тогда как Bbg II и Bbg III являются гидролитическими 
ферментами [15].

Ген bbg III кодирует клеточносвязанный фермент с 1,935 
аминокислотными основаниями, гены – bbg I, bbg II и bbg IV 
кодируют внутриклеточные белки с 1,291, 689 и 1,052 аминокис-
лотными основаниями соответственно. Сравнительный анализ 
аминокислотных последовательностей белков, кодируемых ге-
нами bbg I и bbg III, и гомологичных белков штамма B. bifidum 
DSM20215 показал, что эти белки отличаются С-концевой ами-
нокислотной последовательностью. Особый интерес представ-
ляет ген bbg IV, локализованный на участке ДНК рядом с гена-
ми регуляции транскрипции и транспорта сахаров в клетку. 
Структура этих генов, как было установлено, высококонсерва-
тивна и сходна с таковой у B. longum, B. adolescentis и B. infantis, 
что свидетельствует об оптимальной организации углеводного 
метаболизма у этих бактерий [15].

В последующих работах T. Goulas и соавт. (2008) экспрес-
сировали гены bbg I, bbg II, bbg III и bbg IV B.  bifidum 
NCIMB41171 в клетки E. coli, очистили синтезированные фер-
менты до гомогенного состояния, провели анализ их биохи-
мических свойств. Установлено, что β-галактозидаза bbg I име-
ет молекулярную массу 875 кДа и состоит из 6 субъединиц, 
тогда как β-галактозидазы bbg II, bbg III и bbg IV – димеры,  
с молекулярной массой 178, 351 и 248 кДа соответственно. Из 
этих ферментов, лишь у bbg II оптимум активности лежит  
в кислой зоне рН 5,4–5,8. Для других форм β-галактозидаз pH 
оптимум изменяется от 6,4 до 6,8. Ионы Na и/или K необхо-
димы для активности bbg I и bbg IV в трис-буфере, тогда как 
Mg2+ активизирует эти ферменты в фосфатном буфере. Актив
ность bbg II и bbg III зависит от присутствия ионов Mg2+, Mn2+ 
и Ca2+ [16].
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При клонировании генов β-галактозидаз β-gal I и β-gal III  
M. Hung и B. Lee обнаружили, что трансгликозилирующая ак-
тивность изоферментов различается – β-gal I в 6 раз активнее 
переносит галактозильную группу лактозы, чем β-gal III [6]. 
Также было установлено, что аминокислотная последователь-
ность β-gal III на 74% идентична последовательности β-галакто
зидазы INF1 штамма B. infantis DSM20088 [17].

В настоящее время для оптимизации трансгликозилирую-
щих свойств фермента используются методы, базирующиеся на 
молекулярно-генетических манипуляциях: 1) сайт-направленная 
мутация; 2) метод белковой инженерии. 

Так как С-терминальный конец молекулы фермента содер-
жит галактозидсвязывающий домен, усиление трансферазных 
свойств β-галактозидазы бифидобактерий наблюдается при от-
сечении от С-терминального конца 590 аминокислотных остат-
ков. Молекулярный механизм такого увеличения трансферазной 
активности до сих пор не известен. F. Jоrgensen предположил, 
что данная β-галактозидаза имеет более открытую структуру, 
которая способствует трансгликозилированию [18].

У B.  longum обнаружены β-галактозидазы, относящиеся ко 
2-му и 42-му семейству гидроксилгидролаз. Ферментативные 
свойства ферментов различны: β-галактозидазы 2 семейства 
имеют более высокую лактазную и трансферазную активность 
по сравнению с ферментами 42 семейства [19].

При исследовании β-галактозидаз штамма B.  adolescentis 
DSM20083 K. Van Laere и соавт. продемонстрировали наличие 
двух изоферментов β-Gal I и β-Gal II. β-Gal I – типичный фер-
мент, гидролизующий лактозу, тогда как β-Gal II не способен  
к гидролизу. При выращивании B.  adolescentis DSM20083 на 
среде с высокой концентрацией лактозы обнаружена двухфаз-
ность процесса потребления субстрата. На первом этапе с помо-
щью β-Gal I происходит утилизация лактозы до тех пор, пока 
рост периодической культуры не достигает стационарной фазы, 
затем следует второй этап, в котором происходит синтез транс- 
олигосахаридов – продуктов трансгликозилирующего действия 
β-Gal II [14].
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Внутриклеточные β-галактозидазы воздействуют на олиго-
сахариды, которые поступают в клетку при помощи специфиче-
ских транспортеров, наличие которых подтверждается генети-
чески. Транспорт углеводов, как и непосредственно их потре-
бление, специфичен для различных штаммов бифидобактерий. 
Это является следствием адаптации бифидобактерий к услови-
ям внешней среды, в частности, к утилизации определенных 
олигосахаридов в ЖКТ.

Существуют две предполагаемые стратегии ферментации 
олигосахаридов бифидобактериями:

1. Перенос олигосахаридов в клетку, где затем происходит 
их расщепление внутриклеточными ферментами. Наличие ши-
рокого спектра специфических транспортных белков для пере-
носа олигосахаридов внутрь клетки обеспечивает гибкость ме-
таболизма и дает преимущество бифидобактериям в кишечной 
экосистеме.

2. С помощью клеточносвязанных ферментов олигосахари-
ды гидролизируются и затем усваиваются клеткой. Так, штамм 
B.  bifidum синтезирует внеклеточную β-галактозидазу (BIF 3), 
которая расщепляет галактоолигосахариды до мономеров, и толь
ко после этого мономеры поступают внутрь клетки.

В пределах вида штаммы бифидобактерий различаются по 
уровню продукции фермента [20]. Метаболизм углеводов у би-
фидобактерий очень лабилен, и в присутствии легко метаболи-
зируемого источника углеродного питания происходит инги- 
бирование синтеза β-галактозидазы, что является способом  
контроля метаболизма олиго- и полисахаридов. Источник угле-
родного питания является одним из основных факторов, влияю-
щих на спектр синтезируемых микроорганизмами метаболитов 
и индуцибельных ферментов. Также степень проявления гидро-
литических и/или трансгликозилирующих свойств зависима от 
субстрата (углевода), который подвергается воздействию фермента.

Индуцированный характер синтеза β-галактозидаз бифидо-
бактерий подтверждается рядом исследований. Установленно, 
что у штамма B. adolescentis DSM20083 фермент β-Gal I, синте-
зируется независимо от источника углерода, тогда как синтез 
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β-Gal II индуцирован и наблюдается при культивировании на 
среде с ГОС [14].

Репрессия синтеза галактозидазы в присутствии глюкозы не 
является правилом для всех штаммов бифидобактерий. Так,  
S. Parche и соавт. выявили, что у штамма B. longum NCC2705 ген 
glc P, кодирующий транспорт глюкозы в клетку, репрессируется 
в присутствии лактозы. Авторы выдвинули предположение, что 
эта репрессия является адаптацией B.  longum к условиям ЖКТ 
млекопитающих [21].

β-Галактозидазная активность является важным аспектом 
пробиотического действия бифидобактерий. Способность фер-
мента расщеплять лактозу до моносахаридов – галактозы и глю-
козы – используется для устранения лактазной недостаточности. 
По некоторым данным, недостаточность β-галактозидазы (лак-
тазы) встречается у двух третей взрослого населения европей-
ских государств [15]. По мнению специалистов, большое значе-
ние в диетологии имеет разработка кисломолочных продуктов  
с пониженным содержанием лактозы. Большой интерес пред-
ставляет включение штаммов бифидобактерий, продуцирую-
щих β-галактозидазы, в состав заквасок с целью более полной 
ферментации лактозы при производстве кисломолочных про-
дуктов. Кроме того установлено, что бифидогенные продукты 
трансгликозилирования β-галактозидазы повышают питатель-
ную ценность продуктов. Гидролиз лактозы обеспечивает повы-
шение степени сладости готового продукта примерно в три раза, 
улучшает усвояемость лактозы в ЖКТ. Людям с непереносимо-
стью лактозы необходима диетотерапия, заключающаяся в сни-
жении потребления продуктов, содержащих лактозу. Система
тическое употребление пробиотических препаратов, биологиче-
ски активных добавок и продуктов функционального питания 
улучшает пищеварение, способствует утилизации лактозы, по-
вышает колонизационную резистентность, усиливает иммуни-
тет, оказывает гипохолестеринемический, противоопухолевый 
и другие положительные эффекты на организм человека. Исполь
зование в составе заквасок пробиотических штаммов бифидо-
бактерий с β-галактозидазной активностью будет способство-
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вать преодолению проблемы лактазной недостаточности, улуч-
шению вкусовых и диетических свойств пищи, обеспечит сти- 
муляцию роста полезной кишечной микрофлоры.
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A. N. MOROZOVA, N. A. GOLOVNYEVA, N. E. RYABAYA

B-GALACTOSIDASES OF BIFIDOBACTERIA:  
BIOSYNTHESIS AND PROPERTIES

Laboratory of lactic acid bacteria and bifidobacteria

Data are presented on properties of bifidobacterial β-galactosidases, compo
sition and functions of isoenzymes, their capacity to catalyze substrate hydrolysis 
and transglycosylation reactions resulting in synthesis of bioactive galactooli
gosaccharides – probiotics. Prospects are demonstrated for application of bifidobac
terial strains producing β-galactosidases as starter cultures to promote lactose 
digestion in the course of manufacturing fermented dairy products. 
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Т. А. ПУЧКОВА, Т. В. ЧЕРНООК, О. В. ОСАДЧАЯ, 
Н. В. ИКОННИКОВА, А. Н. КАПИЧ 

Перспективы использования  
новых штаммов лекарственных  

макромицетов для создания  
функциональных продуктов питания

Лаборатория экспериментальной микологии  
и биоповреждений

Проведено изучение грибов-представителей различных систематических 
и эколого-трофических групп: ксилотрофа – Schizophyllum commune, гумусо-
вого сапротрофа – Morchella conica, энтомопатогена – Cordyceps sinensis. 
Исследованы культурально-морфологические и физиолого-биохимические 
свойства. Для глубинного культивирования грибов подобраны питательные 
среды на основе крахмала, соевой, ржаной муки и дрожжевого экстракта, по-
зволяющие получать свыше 20  г/л биомассы с содержанием полисахаридов 
10,7–20,6%. Изучены физико-химические свойства, образуемых грибами по-
лисахаридов: растворимость, вязкость, определены молекулярные массы, 
углеводный состав, наличие белковой компоненты. В составе липидов иссле-
дуемых грибов преобладали ненасыщенные жирные кислоты, содержалось 
большое количество фосфолипидов. Исследование антиокислительной актив-
ности экстрактов грибов по отношению к ионолу показало, что высокая ак-
тивность обнаружена не только у спиртовых (78,9–88,6%), но и у водных экс-
трактов (72,9–78,6%). Мицелий исследованных грибов отличался высокой 
сорбционной активностью по отношению к ионам меди и свинца. Проведенные 
исследования позволили заложить научные основы биотехнологии получе-
ния глубинного мицелия макромицетов – представителей различных эколого-
трофических групп: S. commune, M. conica и C. sinensis, что открывает пер-
спективу производства новых фукциональных препаратов на основе мицелия 
и экстрактов лекарственных грибов.

Введение. Одним из приоритетных направлений биотехно-
логической и фармацевтической промышленности является поиск 
сырья для разработки новых конкурентоспособных и импорто-
замещающих лечебно-профилактических препаратов. Перспек
тивным источником для их получения могут стать мицелиаль-
ные грибы, содержащие уникальный комплекс биологически 
активных веществ (БАВ) углеводной, белковой, липидной, фе-
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нольной природы, витамины, микроэлементы и др. Повышение 
интереса к макромицетам как объектам биотехнологии обуслов-
лено относительной простотой работы с культурами этих гри-
бов, большим количеством синтезируемых ими соединений, 
представляющих интерес для фармакологии и пищевой про-
мышленности. Лекарственные свойства грибов Ganoderma luci
dum, Lentinus edodes, Trametes versicolor, Hericium erinaceus, 
Grifola frondosa, Cordyceps sinensis и других видов в течение не-
скольких тысяч лет используются в народной медицине стран 
Юго-Восточной Азии. В культивируемых грибах обнаружены 
вещества, стимулирующие иммунную систему, обладающие 
противоопухолевой, антибактериальной, противовирусной, про-
тивогрибковой, сорбционной активностями, способные регули-
ровать кровяное давление, понижать содержание холестерина  
и сахара в крови и др. Полученные из грибов лечебно-профилак
тические препараты и биологически активные добавки (БАД) 
активно применяются в современной клинической практике  
в Японии, Китае, Корее. Большой интерес к ним наблюдается  
в США и Европе, возникло даже такое направление, как фунго-
терапия. Мировой объем продаж таких продуктов составляет 
свыше 10 млрд долларов [1].

В последнее время грибы рассматривают как перспективные 
источники для получения липидов, полиненасыщенных жир-
ных кислот (линоленовой, арахидоновой и др.), пигментов (β-ка
ротина, ликопина, астаксантина), фосфолипидов (фосфатидил-
холина, фосфатидилэтаноламина) [2]. В составе липидов выс-
ших грибов преобладает линолевая кислота (С18:2), составляющая 
до 75% от суммы жирных кислот. Содержание фосфатидилхо-
лина и фосфатидилэтаноламина у макромицетов может дости-
гать 30–40% от суммы фосфолипидов. Эти фосфолипиды широ-
ко используются в медицине. Наличие у макромицетов наряду  
с липофильными изопреноидных и ароматических соединений 
(терпенов, флавоноидов, меланинов и др.) обеспечивает высокий 
уровень антиоксидантного статуса грибов.

Особое внимание привлекают к себе полисахариды грибов, 
которые используются для повышения иммунитета, профилак-
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тики и лечения некоторых онкологических и хронических ин-
фекционных заболеваний. Носителями биологически активных 
свойств плодовых тел и глубинного мицелия являются ней-
тральные, линейные или разветвленные гликаны, гетерополиса-
хариды (обычно азотсодержащие), гликопротеиновые комплек-
сы. Противоопухолевое действие полисахаридов базируется на 
усилении иммунитета. Активация иммунной системы β-1,3-
глюканами неспецифическая, что позволяет использовать их как 
в профилактических целях, так и в качестве вспомогательных 
лекарственных средств при различных заболеваниях, сопрово-
ждающихся общим снижением иммунитета [3]. К настоящему 
времени накоплен значительный материал о составе, структуре 
и биологическом действии полисахаридов, выделенных из пло-
довых тел некоторых видов грибов.

Имеются данные, что почти 40% базидиомицетов образуют 
антибиотики. Наибольшей антибиотической активностью обла-
дают представители семейства Polyporaceaе и Agaricaceae. Гри
бы – богатые источники минеральных веществ, провитаминов 
А и D, витаминов (В1, В6, В12, Н, F). Большой интерес представ-
ляет использование в медицине ферментов и лектинов грибов.

Необходимость производства широкого спектра эффектив-
ных, конкурентоспособных и импортозамещающих лечебно-
профилактических препаратов и БАД к пище, кормовых добавок 
для сельскохозяйственных животных определяет важность про-
ведения работ по поиску и выделению перспективных проду-
центов полисахаридов, липидов, антиоксидантов и других БАВ; 
разработке научных основ биотехнологий получения и приме-
нения препаратов на основе грибов-макромицетов. Потребности 
рынка республики удовлетворяются в основном за счет импорта 
препаратов. В условиях Беларуси получение экологически чи-
стого грибного сырья – сложная задача. Многие известные гри-
бы, обладающие лечебными свойствами, не растут в климатиче-
ских условиях нашей страны.

Наиболее перспективным считается получение препаратов 
на основе глубинного мицелия грибов. Выращивание в глубин-
ной культуре обладает рядом преимуществ: позволяет сократить 
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длительность процесса в 8–10 раз, регулировать состав комплек-
са БАВ и осуществлять направленный синтез целевых метабо-
литов [4]. Такой способ позволяет культивировать на типовом 
оборудовании грибы, не только произрастающие в различных 
климатических условиях, но и относящиеся к разным эколого-
трофическим группам.

Данные по сравнительному изучению роста грибов ксило-
трофов, гумусовых сапротрофов и энтомопатогенов в погружен-
ной культуре и образования ими физиологически активных сое-
динений ограничены.

Многие виды дереворазрушающих грибов класса Basidiomy­
cetes в отличие от микоризобразующих достаточно хорошо ра-
стут в условиях искусственного культивирования. Особый ин-
терес представляет щелелистник обыкновенный (Schizophyllum 
commune), имеющий многолетнюю историю применения в на-
родной медицине стран Юго-Восточной Азии [5]. Во многих 
тропических странах S. commune считается съедобным. Плодо
вые тела содержат около 16% белка, 2% жира, 68% общих угле-
водов, макро- и микроэлементы (мг/100  г: фосфор – 408, маг- 
ний – 227, кальций – 188, железо – 12,3, цинк – 5,7, магний – 8,8, 
медь – 0,9, хром – 0,13). Усвояемость грибного белка значитель-
но ниже, чем казеина (53 и 91% соответственно). Количество не-
заменимых аминокислот на 34% больше, чем у куриных яиц, 
лимитирующей аминокислотой является метионин. В жирно-
кислотном составе липидов преобладают олеиновая и линоле-
вая, составляющие 72–77% от суммы жирных кислот.

S. commune считается одним из наиболее изученных и пер-
спективных лекарственных грибов. Биологической активностью 
обладают 2 белка гидрофобина (24 и 17 кДа), а также полисаха-
рид шизофилан – разветвленный гомоглюкан, имеющий β-(1→3)-
гликозидные связи в главной цепи и β-(1→6)-связи в ответвле-
ниях. Его молекулярная масса колеблется от 105 до 6 × 106 кДа  
(в среднем 100–150 кДа). Данный глюкан подобен полисахари-
дам клеточных стенок некоторых грибов, водорослей, лишайни-
ков и растений. Коммерческий препарат шизофилан выделяют 
из культурального фильтрата, полученного при выращивании 
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S. commune в глубинной культуре. Он обладает противоопухо-
левыми, антимикробными, противовоспалительными и антиви-
русными свойствами. Внимание специалистов фармацевтиче-
ской промышленности шизофилан привлекает из-за высокой 
иммуномодулирующей, противоопухолевой и противовирусной 
активности. Запатентовано использование его в косметической 
промышленности [5].

Большинство лекарственных макромицетов относятся к клас
су Basidiomycota, в меньшей мере это представители сумчатых 
грибов (Ascomycota). Среди последних важное место занимают 
представители семейства Morchellaceae, (порядок Pezizales), ко-
торые во многом отличаются по своим биологическим свой-
ствам от базидиальных макромицетов [6, 7]. Широко распро-
страненные на территории Беларуси, Украины и России грибы 
семейства Morchellaceae, являются малоизученной в культуре 
группой грибов. В то же время это одни из наиболее деликатес-
ных и дорогостоящих съедобных грибов во многих странах 
мира.

Сморчки (род Morchella) высоко ценятся за специфический 
нежный аромат и отменный вкус, большое содержание в плодо-
вых телах белка (до 25%), витаминов группы В, пантотеновой 
кислоты, биотина, незаменимых аминокислот, необходимых для 
питания человека, в частности лизина, метионина, лейцина, изо-
лейцина, треонина, валина и др. Вкусовые качества биомассы 
M. esculenta, полученной на жидких средах, превосходят тако-
вые плодовых тел. Известно, что употребление в пищу M. conica 
и M. esculenta способствует повышению иммунитета, регуляции 
работы желудочно-кишечного тракта, уменьшению воспали-
тельных реакций. Метаболиты сморчков, полученные в искус-
ственной культуре, обладают противоопухолевым, антимикроб-
ным и антиоксидантным действиями. M. conica также содержит 
вещества, которые не только укрепляют глазные мышцы, но  
и предотвращают помутнение хрусталика глаза. В Древней Руси 
сморчки использовали для лечения близорукости, возрастной 
дальнозоркости и катаракты. Однако в европейском регионе 
культивирование этих ценных лекарственных и деликатесных 
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съедобных грибов пока не получило развития, что в значитель-
ной мере обусловлено недостаточной изученностью их биологи-
ческих свойств.

Искусственное культивирование энтомопатогенных грибов – 
единственный способ получения их биомассы в промышленных 
масштабах, так как в природе они встречаются в труднодоступ-
ных местах и их сбор достаточно проблематичен. Относящиеся 
к классу аскомицетов грибы рода Cordyceps содержат уникаль-
ный комплекс физиологически активных веществ: белки, неза-
менимые аминокислоты, липиды, ненасыщенные жирные кис-
лоты, эргостерол, витамины B1, B2, B12, E и K, углеводы (моно-, 
ди-, олиго- и полисахариды), стеролы, нуклеозиды, макро- и ми-
кроэлементы (K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, Se, Al, Ni и др.).

Лекарственные свойства кордицепса подтверждаются совре-
менными научными исследованиями. Соединения, входящие  
в состав этого лекарственного гриба, улучшают состояние им-
мунной системы, усиливают резистентность к различным пато-
генным микроорганизмам, оказывают противоопухолевое дей-
ствие, повышают адаптационные возможности организма, обла-
дают антиоксидантной активностью и препятствуют процессам 
старения, гармонизируют обменные процессы. Кордицепс также 
благотворно влияет на нервную, эндокринную, дыхательную  
и половую системы, обладает антиаритмическим и гипотензив-
ным действием, понижает содержание холестерина, улучшает 
микроциркуляцию крови в тканях и препятствует тромбообра-
зованию [8, 9].

Биологическое действие кордицепса определяют в первую 
очередь иммуномодулирующие полисахариды, активирующие 
иммунные клетки, увеличивающие продукцию цитокининов  
и интерферона, а также другие производные сахаров, такие как 
кордицепсовая кислота (D-маннитол), а также производные ну-
клеозидов: кордицепин (3-дезоксиаденозин) и дидезоксиадено-
зин. Кордицепин является структурным аналогом аденозина, 
обладает выраженным противовирусным действием за счет ин-
гибирования синтеза цепей РНК. Противоопухолевое действие 
полисахаридов кордицепса, как и у других лекарственных гри-
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бов, связывают с повышением иммунитета организма, хотя ме-
ханизм их действия полностью не изучен. Водные экстракты 
C. militaris и C. sinensis обладают противоопухолевой и иммуно-
модулирующей активностями in vivo и in vitro.

Цель исследования – изучение биологических особенностей 
новых штаммов макромицетов разных экологических и системати-
ческих групп с точки зрения оценки перспективности их использо-
вания для создания новых функциональных продуктов питания.

Объекты и методы исследования. Объектами исследова-
ния являлись новые штаммы грибов, относящихся к различным 
эколого-трофическим группам: ксилотрофы – S. commune (отдел 
Basidiomycota), гумусовые сапротрофы – M. conica и энтомопа-
тогены C. sinensis (отдел Ascomycota). Глубинный мицелий гри-
бов выращивали в колбах Эрленмейера на качалке (180 об/мин). 
Условия культивирования: температура – 23–25  °С, время – 
3–6 сут. В качестве посевного материала использовали культуру 
грибов, выращенных глубинно на пивном сусле (7 оБ). Инокулят 
в среду вносили из расчета 10% от объема среды.

Белок в грибах определяли по Кьельдалю [10]. Липиды экс-
трагировали методом Фолча [11], жирнокислотный состав липи-
дов анализировали в виде метиловых эфиров жирных кислот на 
газожидкостном хроматографе «Chrom-5» (Чехия). Идентифи
кацию жирных кислот проводили по относительным удержи- 
ваемым объемам, а также в сопоставлении с показателями ме- 
тиловых эфиров чистых жирных кислот [12, 13]. Содержание 
фосфолипидов в общих липидах определяли по [14], полисаха-
риды – по [15].

Антиокислитительную активность (АОА) спиртовых экс-
трактов определяли по [16, 17]. Об антиокислительных свой-
ствах грибов судили по способности экстрактов тормозить об-
разование продуктов, реагирующих с тиобарбитуровой кисло-
той (ТБК-активных продуктов). За 100% принимали величину 
АОА ионола – известного антиоксиданта.

Общие фенольные соединения определяли по [18].
Результаты и их обсуждение. Проведено исследование вли-

яния параметров глубинного культивирования на биосинтети-



291

ческую активность отобранных штаммов макромицетов. Для 
культивирования S. commune подобрана среда с крахмалом и пеп
тоном, для M.  conica – с глюкозой и дрожжевым экстрактом,  
а для C. sinensis – с глюкозой и пептоном. Оптимальное значе-
ние рН для выхода биомассы и экзополисахаридов составило 
5,0–6,0. Оптимальной для роста мицелия и образования экзо-  
и эндополисахаридов для грибов M. conica и C.  sinensis оказа-
лась температура 23–25 °С, а для S. commune – 26–28 °С. Повы
шение уровня аэрации способствовало увеличению биомассы  
и полисахаридов. Подбор параметров культивирования позво-
лил повысить выход биомассы на 20–35%, полисахаридов на  
15–30%.

Изучение влияния источников углерода и азота на рост био-
массы и образование полисахаридов явилось основой для под-
бора состава промышленных питательных сред. Активное по-
требление исследуемыми грибами глюкозы, крахмала, лактозы 
и мальтозы позволило применять широкий круг субстратов для 
их культивирования. Наибольший интерес представляли про-
дукты переработки сельскохозяйственной продукции: молочная 
сыворотка, свекловичная меласса, крахмал, продукты муко-
мольной промышленности, которые являются источниками не 
только углеводов, но и белка. При выборе промышленных пита-
тельных сред особое внимание уделялось не только повышению 
выхода биомассы, но и скорости роста культур.

Подобраны промышленные питательные среды. Для S. com
mune лучшей оказалась среда на основе крахмала и дрожжевого 
экстракта, позволяющая получать до 26–27 г/л биомассы на 5-е 
сутки культивирования. На питательной среде, содержащей сое-
вую, ржаную муку и дрожжевой экстракт, выход биомассы 
C.  sinensis на 3-и сутки культивирования составил 25–27  г/л,  
а биомассы M.  conica на 6-е сутки – 21,0–25,3  г/л. В биомассе 
грибов, выращенных на подобранных питательных средах, со-
держалось 54,7–62,3% общих углеводов, 10,7–20,6% эндополиса-
харидов, 15,2–38,5% общего белка, 2,4–7,6% липидов (табл. 1).

Изучаемые грибы S. commune, M. conica и C. sinensis отлича-
лись по содержанию в мицелии общих липидов. При выращива-
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нии на оптимизированных питательных средах наибольшее их 
количество наблюдалось у C. sinensis (14,4% от АСБ), более низ-
кое – у M. conica (6,9%) и S. commune (2,1%) (табл. 2).

Фосфолипиды являются важнейшими структурными элемен-
тами клеточных мембран, которые во многом определяют их функ-
циональные свойства. Качественный состав фосфолипидов схож  
у грибов разных групп и включает следующие фракции: лизофос-
фатидилхолин, сфингомиелин, кардиолипин, фосфатидилглице-
рин, фосфатидилхолин, фосфатидную кислоту, фосфатидилэта-
ноламин, фосфатидилсерин. Что же касается их количественного 
состава, то он весьма специфичен и определяется различными фак-
торами. В составе липидов грибов-аскомицетов C. sinensis и M. co
nica фосфолипиды присутствовали практически в равном количе-
стве (13,6–13,7%). Липиды ксилотрофного базидиомицета S.  com
mune отличались более высоким их содержанием (до 30%).

Основным стерином грибов является эргостерин, который 
при УФ-облучении в отсутствии кислорода превращается в ви-
тамин D2. Действие витаминов группы D в организме животных 
и человека связано с регуляцией ассимиляции кальция и фосфо-

Т а б л и ц а 1. Основные биохимические показатели мицелия грибов, 
выращенного на оптимизированных питательных средах

Гриб Общие углево-
ды, %

Общий  
белок, %

Эндополи- 
сахариды, % Липиды, %

Фенольные 
соединения, 

мг%

S. ommune 62,5 17,1 20,6 2,4 440–520
M. conica 58,3 38,5 14,2 3,6 1800–1960
C. sinensis 54,8 35,0 14,9 7,6 1780–1900

Т а б л и ц а 2. Содержание липидов в глубинном мицелии грибов, 
выращенном на оптимизированных питательных средах

Гриб Общие липи-
ды, % от АСБ

Фосфолипиды Эргостерин

% от общих 
липидов % от АСБ % от общих 

липидов % от АСБ

S. commune 2,1 28,9 1,3 12,3 0,5
C. sinensis 14,4 13,7 1,9 11,1 0,3
M. conica 6,9 13,6 1,0 5,0 0,1
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ра. В нашей стране отмечается дефицит солнечного света и, сле-
довательно, недостаток витамина D в организме людей, поэтому 
необходимо в профилактических целях дополнительное посту-
пление данного витамина. Наиболее активные продуценты (дрож
жи) способны накапливать в биомассе до 2,5–3,0% эргостерина.

Среди исследуемых грибов наибольшее количество эргосте-
рина присутствовало у S.  commune (до 0,5% в биомассе и до 
12,3% в липидах). Содержание эргостерина в липидах C. sinensis 
оказалось почти в 2 раза выше, чем у M. conica (11,1 и 5% соот-
ветственно).

Пищевая ценность липидов определяется содержанием и сба
лансированностью в них незаменимых полиненасыщенных жирных 
кислот. Установлено, что качественный состав жирных кислот об-
щих липидов исследуемых грибов сходен: в липидах мицелия про-
веренных культур присутствовали в основном жирные кислоты  
с длиной цепи от 14 до 18 атомов углерода. Они практически не со-
держали соединений с нечетным числом атомов углерода, а также 
разветвленных жирных кислот. Ненасыщенные жирные кислоты 
составляли 70–80% от суммы жирных кислот (табл. 3).

Т а б л и ц а 3. Жирнокислотный состав липидов грибов

Кислота,% S. commune M. conica C. sinensis

C 14:0 2,23 сл. 0,23
С 15:0 0,66 сл. 0,12
С 16:0 17,64 23,96 22,00
С 16:1 0,28 – 9,80
C 17:0 сл. – сл.
C 18:0 1,18 3,60 0,29
С 18:1 3,88 20,36 0,34
С 18:2 73,47 51,30 55,22
С 18:3 0,66 0,78 12,00
Итого 100,0 100,0 100,0
∑ 1 ненасыщенных 78,29 72,44 77,36
∑ 2 насыщенных 21,71 27,56 22,64
∑ 1/∑ 2 3,61 2,63 3,42
Коэффициент ненасыщенности 1,53 1,25 1,56
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Коэффициент ненасыщенности находился в пределах 2,6–3,6. 
Характерной особенностью состава жирных кислот общих ли-
пидов исследованных грибов явилось высокое содержание ли-
нолевой кислоты (С18:2) – 51,3–73,5%. У C. sinensis в значитель-
ном количестве присутствовали пальмитоолеиновая кислота  
(С 16:1) – 9,8% и полиненасыщенная линоленовая (С18:3) – 12,0%. 
Из насыщенных жирных кислот преобладала пальмитиновая 
(С16:0) – 17,6–23,9%.

Одними из важнейших соединений, определяющих биоло-
гическое действие грибов, являются полисахариды. Имеется ряд 
работ, посвященных внеклеточному полисахариду S. commune – 
шизофиллану, однако полисахариды, образуемые M.  conica  
и C. sinensis, остаются малоизученными.

Проведено исследование физико-химических свойств образ-
цов внутри- и внеклеточных полисахаридов грибов S. commune, 
M. conica и C. sinensis. Показано, что лучшей растворимостью 
отличались внутриклеточные полисахариды грибов, которые 
при нагревании полностью растворялись в дистиллированной 
воде и щелочах. Внеклеточные полисахариды частично раство-
рялись в щелочах и относительно слабо – в воде. Полисахариды 
не растворялись в органических растворителях (спирте, ацето-
не, хлороформе и т. д.). Кинематическая вязкость 0,1% раст- 
воров эндополисахаридов составляла в среднем у C.  sinensis − 
1,24  мм2/с, M.  conica – 1,3 мм2/с, S.  commune – 3,39  мм2/с,  
растворов экзополисахаридов – 1,1, 0,97 и 1,2  мм2/с соответ
ственно.

Изучение углеводного состава полисахаридов показало, что 
все они являлись гетерогликанами. В составе большинства по-
лисахаридов преобладала глюкоза (75,3–91,1%), также присут-
ствовали галактоза (5,6–13,4%) и манноза (4,5–17,8%). По угле-
водному составу значительно отличался экзополисахарид M. co
nica, в котором моносахариды манноза, галактоза и глюкоза 
присутствовали в соотношении 1:1,3:1,2 (табл. 4).

Установлено, что полисахариды исследуемых грибов образо-
вывали комплекс с белками. Содержание белковой компоненты 
составило 5–12%.
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Водо- и щелочерастворимые полисахариды фракционирова-
ли и очищали методом ионообменной хроматографии на DEAE-
целлюлозе. Получены нейтральные и заряженные фракции, 
элюируемые водой и 0,3 М раствором соды.

Для установления молекулярных масс и гомогенности изу-
чаемых полисахаридов использовалась гель-хроматография на 
«Toyopearl HW-65». Полисахариды исследуемых грибов пред-
ставлены в основном высокомолекулярными фракциями. Моле
кулярные массы фракций эндополисахаридов составили у C. si
nensis от 200 до 500  кДа, у M.  conica – от 150 до 700  кДа,  
у S. commune 60–80 и 900 кДа; экзополисахаридов у C. sinensis – 
от 160 до 500 кДа, у M. conica – от 200 до 350 кДа, у S. commune – 
от 400 до 900 кДа.

Таким образом, проведенные исследования показали, что по 
составу и физико-химическим свойствам изучаемые полисаха-
риды близки полисахаридам таких лекарственных грибов, как 
Ganoderma lucidum и Lentinus edodes, обладающих иммуности-
мулирующим действием.

В настоящее время на фармацевтическом рынке наблюдает-
ся явная тенденция к увеличению количества лекарственных 
препаратов на основе сырья природного происхождения. Их раз-
работка и применение обусловлены широким спектром фарма-

Т а б л и ц а  4.  Углеводный состав полисахаридов исследуемых грибов

Полисахариды

Моносахариды, %

манноза галактоза глюкоза соотношение 
сахаров

C. sinensis
Эндополисахариды 4,5 8,69 86,81 1:2:19
Экзополисахариды 11,25 13,45 75,3 1:1:7

M. conica
Эндополисахариды 3,12 5,78 91,1 1:2:30
Экзополисахариды 38,57 27,61 33,82 1:1,3:1,2

S. сommune
Эндополисахариды 3,28 6,57 90,15 1:2:27
Экзополисахариды 17,18 5,62 77,2 1:3:14
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кологической активности в сочетании с низкой токсичностью, 
практическим отсутствием побочных эффектов и противопока-
заний. Одними из перспективных объектов для создания новых 
препаратов, БАД и косметических средств различной направ-
ленности действия являются лекарственные грибы. На основе 
водных извлечений чаги фармацевтическая промышленность 
выпускает препарат «Бефунгин», который применяется для про-
филактики и лечения заболеваний желудочно-кишечного тракта 
и различных злокачественных новообразований. БАД из чаги, 
такие как «Чаговит», «Литовит-Ч», эффективны в качестве анти-
оксидантов, иммуномодуляторов и адаптогенов.

Одной из перспективных форм лечебно-профилактических 
препаратов являются экстракты – концентрированные лекар-
ственные средства жидкой (жидкие экстракты и настойки), мяг-
кой (густые экстракты) или твердой (сухие экстракты) конси-
стенции, полученные из высушенного растительного сырья. Для 
экстрагирования применяют воду, спирт этиловый различной 
концентрации и другие экстрагенты, иногда с добавлением кис-
лот, щелочей, глицерина, хлороформа и др. В то же время до на-
стоящего времени экстракты базидиальных лекарственных гри-
бов остаются малоизученными.

Проведено изучение водного, спиртовых (20- и 70%-ный эта-
нол) и хлороформно-спиртового (в соотношении 2:1) экстрактов 
исследуемых грибов (табл. 5). В сухом остатке водных экстрактов 
содержалось 10,2–18,4% белка, 23,7–32,5% общих углеводов, 
170,5–240,0 мг% общих фенольных соединений. Количество во-
дорастворимых полисахаридов – действующей основы большин-
ства лекарственных грибов составило 8,4–15,8%.

Т а б л и ц а 5. Антиокислительная активность грибных экстрактов

Гриб Водный  
экстракт

Спиртовой  
экстракт, 20%

Спиртовой  
экстракт, 70%

Хлороформенно-
спиртовой экстракт

S. commune 72,9 84,3 84,3 40,0
M. conica 78,6 78,9 80,0 65,7
C. sinensis 75,7 85,7 88,6 74,3
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В спиртовых экстрактах также присутствовало большое ко-
личество общих углеводов (18,6–26,3%). Содержание белка и ли-
пидов в спиртовых экстрактах незначительно (1,2–2,9 и 0,22–
1,16% соответственно). 70%-ные спиртовые экстракты отлича-
лись высоким содержанием фенольных соединений. Наибольшее 
их количество (850,0–1000,0  мг%) обнаружено у M.  conica. 
Хлороформенно-спиртовые экстракты на 95–98% состояли из 
липидов.

Как видно из представленных в табл.  5 данных, наиболее 
высокой антиокислительной активностью по отношению к анти
оксиданту-ионолу отличались спиртовые экстракты (78,9–88,6%). 
При этом активность у 70% экстрактов оказалась немного выше, 
чем у 20%. Наибольшую активность проявляли экстракты C. si
nensis.

По данным [19, 20], антиокислительная активность грибов 
рода Morchella коррелировала с содержанием фенольных соеди-
нений. При исследовании антиоксидантной активности спирто-
вых экстрактов плодовых тел Morchella esculenta и M. vulgaris 
установлена более высокая степень ингибирования перекисного 
окисления линолевой кислоты (80–87%) по сравнению с обще-
известным тестовым антиоксидантом α-токоферолом (50–77%). 
Метанольные экстракты глубинного мицелия M. esculenta име-
ли также высокую антиоксидантную активность.

В проведенных нами исследованиях очень ценным результа-
том явилось обнаружение достаточно высокой антиоксидантной 
активности и у водных экстрактов (72,9–78,6%), что открывает 
перспективу разработки на их основе специальных чаев. Наи
более высокой активностью отличался водный экстракт M. co
nica. Его активность оказалась на уровне активности спиртовых 
экстрактов.

Широкую оценку сорбционного потенциала высших базиди-
альных грибов по отношению к ионам тяжелых металлов нача-
ли проводить лишь в последние годы. Хорошо известна способ-
ность грибов, произрастающих на загрязненных территориях, 
аккумулировать радионуклиды и тяжелые металлы в мицелии  
и плодовых телах [21]. Анализ литературных данных показыва-
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ет, что у глубинного мицелия сорбционная емкость варьируется 
в более широком диапазоне, чем у плодовых тел [22]. Основной 
структурой грибов, обеспечивающей сорбцию, является клеточ-
ная стенка, содержащая значительное количество хитина, ми-
крофибриллярное строение которого создает огромную сорбци-
онную поверхность [23]. О сорбционных свойствах грибов чаще 
всего судят по их способности извлекать из растворов ионы 
меди, которая в низких концентрациях играет значимую роль  
в метаболизме грибов и входит в число наиболее значимых ми-
кроэлементов, однако в повышенных дозах превосходит по ток-
сичности большинство тяжелых металлов.

Изучение способности мицелия исследуемых грибов извле-
кать медь из растворов показало, что их сорбционная активность 
сравнима с аналогичным показателем для грибов Ganoderma 
lucidum и Pleurotus ostreatus, а также для широко используемого 
лигнинового энтеросорбента «Полифепан» [23]. В опытах ис-
пользовали сырую биомассу грибов в количестве 0,2 г, что в пе-
ресчете на сухую биомассу составило 0,031–0,045 г.

Наибольшей сорбционной активностью по отношению к ио-
нам меди отличался мицелий ксилотрофного базидиомицета 
S.  commune. Для грибов-аскомицетов этот показатель оказался 
на 15–25% ниже (табл. 6).

Т а б л и ц а 6. Сорбционная емкость (мг/г) грибного мицелия  
по отношению к ионам меди

Гриб Биомасса, г Объем  
сорбата, мл Сисх, мг/л Скон, мг/л СЕ, мг/г Kd, мл/г

S. commune 0,031 25 32,0 18,7 10,7 572
M. conica 0,045 25 32,0 17,1 9,1 532
C. sinensis 0,044 25 32,0 15,9 8,2 516

Исследование сорбционной способности грибных биомасс 
по отношению к достаточно распространенному и опасному 
поллютанту воды и пищевых продуктов – свинцу – показало, 
что более высокой сорбционной активностью характеризовался 
темноокрашенный мицелий M. conica (табл. 7).



299

Т а б л и ц а 7. Сорбционная емкость (мг/г) грибного мицелия  
по отношению к ионам свинца

Гриб Биомасса, г Объем  
сорбата, мл Сисх, мг/л Скон, мг/л СЕ, мг/г Kd, мл/г

S. commune 0,031 25 43,15 23,67 10,8 456
M. conica 0,044 25 43,15 7,47 28,8 3855
C. sinensis 0,045 25 43,15 12,53 17,4 1388

Для характеристики поглотительной способности сорбентов 
и их селективности широко используется коэффициент распре-
деления Kd, характеризующий соотношение концентраций ве-
щества в жидкой и твердой фазе. При Kd <1 сорбент обеднен, 
при Kd >1 сорбент обогащен веществом по сравнению с равно-
весным раствором. Сорбенты, имеющие Kd >500, рекомендуется 
использовать для концентрирования ионов металлов из раство-
ров в статических и динамических условиях.

Расчеты коэффициента распределения показали, что биомас-
сы исследуемых грибов являются макроконцетраторами ионов 
меди, а грибов M. conica и C. sinensis – активными концентрато-
рами свинца (см. табл. 6, 7).

В последние годы возрос интерес к энтеросорбции как к пер-
спективному методу лечения и профилактики широкого спектра 
заболеваний. Особый интерес представляют энтеросорбенты 
природного происхождения, к числу которых могут быть отне-
сены грибы. Проведенные исследования показывают, что при 
погруженном культивировании биомасса грибов различных эко
лого-трофических групп обладает высокой сорбционной актив-
ностью, что позволяет ее рассматривать в качестве источника 
получения функциональных продуктов питания с сорбционны-
ми свойствами.

Заключение. Исследованы культурально-морфологические 
и физиолого-биохимические свойства новых штаммов грибов – 
представителей различных систематических и эколого-трофи
ческих групп. Подобраны промышленные питательные среды 
на основе крахмала, соевой, ржаной муки и дрожжевого экс-
тракта, для глубинного культивирования S. commune, M. conica, 
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C. sinensis. В грибных биомассах, полученных в оптимизирован-
ных условиях культивирования, содержалось 54,7–62,3% общих 
углеводов, 10,7–20,6% эндополисахаридов, 15,2–38,5% общего 
белка, 2,4–7,6% липидов. Показано, что ненасыщенные жирные 
кислоты в липидах исследуемых грибов составляли 70–80% от 
суммы жирных кислот, при этом отмечено высокое содержание 
линолевой кислоты (С18:2) – 51,3–73,5%. Исследованные экзо-  
и эндополисахариды грибов являются гетерогликанами и пред-
ставлены в основном высокомолекулярными фракциями.

Выявлена высокая АОА не только у спиртовых (78,9–88,6%), 
но и у водных экстрактов исследуемых грибов (72,9–78,6%). 
Наиболее высокой активностью (на уровне активности спирто-
вых экстрактов) отличался водный экстракт M. conica.

Показано, что наибольшей сорбционной активностью по от-
ношению к ионам меди характеризовался мицелий S. commune, 
к ионам свинца – темноокрашенный мицелий M. conica.

Таким образом, грибные биомассы могут стать перспектив-
ным источником разработки новых функциональных продук-
тов. Полученные на основе грибов чаи будут содержать большое 
количество соединений углеводной природы, в т. ч. иммуности-
мулирующих полисахаридов. Водные и спиртовые экстракты 
могут стать основой препаратов, обладающих антиоксидантным 
действием. Глубинная биомасса исследуемых грибов обладает 
высоким потенциалом для связывания ионов тяжелых металлов 
и может использоваться для разработки продуктов с сорбцион-
ными свойствами.
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N. V. IKONNIKOVA, A. N. KAPICH

application Prospects of new medicinal macromycetes 
strains for production of functional food

Laboratory of experimental mycology and biodeterioration

The fungi – representatives of different systematic and ecologo-trophic groups 
(xylotroph – Schizophyllum commune, humus saprotroph – Morchella conica, 
enthomopathogen – Cordyceps sinensis) have been studied. Cultural, morphological, 
physiological and biochemical properties of the fungi have been described. The 
nutrient media for submerged cultivation of the fungi with addition of starch, soy 
and rye flower have been developed. The concentration of the biomass on the media 
reached 20  g/l with the content of polysaccharides 10.7–20.6%. The physico-
chemical properties of the fungal polysaccharides were investigated: solubility, 
viscosity, molecular weight, carbohydrate composition, presence of the proteins. 
Unsaturated fatty acids prevailed in the lipids; high content of phospholipids have 
been found as well. High antioxidant activity in comparison to standard antioxidant 
ionol have been found not only in ethanol (78.9–88.6%) but also in water extracts 
(72.9–78.6%) of the fungi. The mycelium of the fungi showed high sorption activity 
to copper and lead ions. The research put scientific foundation for biotechnological 
cultivation of submerged mycelium of macromycetes – representatives of different 
ecologo-trophic groups: S. commune, M. conica and C. sinensis that opens a pros
pect for production of new functional preparations on the base of mycelium and 
extracts of the medicinal mushrooms as well as on the base of their mixtures.
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Н. Е. РЯБАЯ, Н. А. ГОЛОВНЕВА 

Продукты и препараты  
на основе микроорганизмов в косметологии

Лаборатория молочнокислых и бифидобактерий

В современной косметологии широко используются биологически актив-
ные вещества микробного происхождения, обладающие рядом преимуществ 
по сравнению с синтетическими компонентами косметической продукции. 
Приведены сведения об использовании микробных метаболитов, биополиме-
ров, продуцируемых микроорганизмами, в составе парфюмерно-косметиче
ской продукции. Рассмотрены основные тенденции развития исследований, 
направленных на разработку технологий получения ингредиентов микробно-
го происхождения для создания новых косметических средств.

В настоящее время в производстве парфюмерно-косметиче
ских средств все более широкое применение находят вещества 
микробного происхождения. Актуальность разработок космети-
ческих и гигиенических средств, включающих биоактивные ме-
таболиты микроорганизмов, обусловлена растущей потребно-
стью рынка в экологически безопасных, высокоэффективных 
препаратах с экспериментально установленными уникальными 
свойствами. Особое внимание в связи с этим уделяется совер-
шенствованию технологического процесса получения биологи-
чески активных композиций на основе клеток бактерий, продук-
тов дезинтеграции биомассы микроорганизмов, отдельных кле-
точных фракций и метаболитов, исследованию их биологической 
активности [1].

Новые знания о биологии кожи, изменение покупательских 
предпочтений делают само понятие «косметика» весьма дина-
мичным. В косметологии активно развивается направление, 
основанное на данных о высокой эффективности природных 
компонентов косметических препаратов – космецевтика. Если 
обычные косметические средства воздействуют только на по-
верхностные слои кожи, то лечебная косметика – на собственно 
дерму. Считается, что космецевтические препараты не имеют 
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противопоказаний и по своим целебным свойствам граничат  
с фармацевтической продукцией [2]. Характерная особенность 
космецевтиков – продуманное сочетание ингредиентов, чтобы 
действие каждого компонента эффективно дополняло и углу-
бляло действие другого, увеличивало диапазон воздействия на 
кожу и организм в целом, позволяло активизировать защитные 
и восстановительные функции кожи, нормализовать обменные 
процессы [3].

Термин «космецевтика» появился в 1960 г., когда амери- 
канский дерматолог Альберт Клигман впервые применил фар-
макологический препарат – гликолевую кислоту – не в медицин-
ских целях, а для косметической процедуры – пилинга лица.  
В категорию космецевтиков включены препараты, содержащие: 
фруктовые кислоты – мягкие пилинги, разглаживающие кожу; 
витамин Е, обладающий противовоспалительным эффектом; гиа
луроновая кислота – естественный увлажнитель, предохраняю-
щий кожу от высыхания; церамиды – компоненты, выполняю-
щие роль барьера, служат для восстановления естественного со-
стояния кожи; солнцезащитные факторы, предохраняющие 
кожу от ожога ультрафиолетовыми лучами. В настоящее время 
создается так называемая клеточная косметика, использующая 
вещества, способные непосредственно встраиваться в метабо-
лизм клеток кожи. Японские и швейцарские косметические ком-
пании сегодня успешно создают текстуры с молекулами ДНК  
и РНК [4–5]. В 1996 г. в российском НПЦ «Фармзащита» разра-
ботан гель для лица, в состав которого в качестве биологически 
активной добавки введена ДНК. Гель обладает противогериа-
трическим, противовоспалительным, гидратантным и антиок-
сидантным действием, не токсичен, не вызывает аллергических 
реакций [6].

Примером использования биологически активных веществ 
микробного происхождения в косметологии может служить очи
щенный природный протеин – ботокс, торговое название боту-
линового нейротоксина А, вырабатываемого Clostridium botulinum, 
который в малых дозах препятствует образованию морщин, рас-
слабляя мышцы. Используется характерная особенность боток-
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са, присущая и другим препаратам на основе компонентов ми-
кробного происхождения, – абсолютная биоразлагаемость и от-
сутствие системной токсичности при подкожном введении, что 
гарантирует безопасность их применения [7–8].

Особый интерес для косметологов представляет гиалуроно-
вая кислота − полимер, состоящий из остатков D-глюкуроновой 
кислоты и N-ацетил D-глюкозамина, соединенных поочередно 
β-1,4- и β-1,3-гликозидными связями. У позвоночных эта кисло-
та синтезируется мембранными гиалуронат-синтетазами HAS1, 
HAS2 и HAS3 путем присоединения к исходному полисахариду 
глюкуроновой кислоты и N-ацетилглюкозамина. Гиалуроновая 
кислота применяется в косметике для ухода за кожей в составе 
кремов, противовоспалительных, ранозаживляющих и солнце-
защитных средств [9].

В настоящее время для получения гиалуроновой кислоты 
используется биотехнология, основанная на микробном синтезе. 
Промышленный синтез гиалуроновой кислоты бактериями рода 
Streptococcus легко масштабируется и перепрофилируется в слу-
чае изменения конъюнктуры рынка. Клетки продуцента гиалу-
роновой кислоты Strept. equi subsp. zooepidemicus В-8014 вы- 
ращивают на пшеничном субстрате с добавлением глюкозы, 
дрожжевого экстракта, минеральных солей. Постоянный микро-
биологический и реологический контроль гарантирует высокое 
качество получаемого продукта [10].

В состав кремов, лосьонов и средств для полости рта вводят-
ся бактериоцины Streptococcus thermophilus, используются гли-
копептиды, полученные путем ферментативной обработки пеп-
тидогликана клеточной стенки Salmonella typhi. Для получения 
биологически активных гликопептидов ООО «Медбиофарм-Био
тех» предлагает использовать обработку культуральной жидко-
сти молочнокислых бактерий протеазами. После стадий ультра-
фильтрации, обработки ультразвуком, хроматографического 
разделения получают лиофильно высушенные фракции, реко-
мендуемые для введения в состав препаратов [11–13].

Постоянно расширяется область применения в косметологии 
препаратов на основе микроорганизмов и продуктов их метабо-
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лизма. В качестве примера можно привести малоизученные до 
настоящего времени метаболиты экстремофильных бактерий. 
Доказано, что экзометаболиты таких микроорганизмов облада-
ют биологической активностью и могут служить моделью для 
исследования механизмов стабилизации биомолекул в экстре-
мальных условиях. Французские ученые идентифицировали 
бактерии, выделенные на полинезийском атолле, как Parococcus 
zeaxanthinifaciens subsp. payriae. Показано, что в лабораторных 
условиях штамм RA19 активно продуцирует 2 экзополисахари-
да (EPS) и зеаксантин. Инфракрасный спектральный анализ во-
дорастворимого EPS1 показал высокое содержание нейтральных 
сахаров, незначительную концентрацию уроновых кислот и, что 
наиболее важно, присутствие в нативном состоянии большого 
числа сульфатных эфирных групп (до 29%). Такой состав обе-
спечивает высокую биологическую активность экзополисахари-
да, так как известно, что, например, противовирусная актив-
ность, антикоагулянтные, антитромботические свойства соеди-
нений усиливаются с увеличением содержания сульфатных 
групп в повторяющихся единицах мономера в составе полисаха-
рида. Высокая степень сульфатации при наличии ацетатных  
и сукцинатных групп обеспечивают также хорошую раствори-
мость полисахарида, его гелеобразную структуру. Экзополи
сахарид EPS 2 характеризуется как гликопротеин, углеводный 
компонент которого составляют остатки глюкозы, галактозы, 
рамнозы и фукозы в равном соотношении. Синтезируемый 
P.  zeaxanthinifaciens subsp. payriae натуральный пигмент зеак-
сантин, обладает фотосенсибилизирующим эффектом, что чрез-
вычайно перспективно для использования в составе косметики. 
Делается вывод, что штамм RA19 синтезирует экзополимеры, 
нехарактерные для типового штамма, что, вероятно, связано  
с экстремальными условиями обитания P.  zeaxanthinifaciens 
subsp. payriae [14–15].

Интересные исследования проведены Mahé и соавт. [16]. 
Изучалось влияние различных фракций биомассы нитчатой 
бактерии Vitreoscilla filiformis на экспрессию мРНК в культуре 
клеток кожи человека. ПЦР и иммунофлуоресцентный анализ 
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марганец-зависимой супероксиддисмутазы (MnSOD/SOD-2) – 
основного «поглотителя» свободных радикалов в фибробластах 
и кератиноцитах кожи человека – показали стимуляцию экс-
прессии мРНК MnSOD/SOD-2 активными фракциями клеток 
V. filiformis, т. е. стимуляцию защитных механизмов кожи про-
тив экзогенных стрессов, таких как Уф-облучение или чуже-
родная микрофлора, а также делецию свободных радикалов  
в клетках кожи, вызывающих ее старение.

Композиция на основе экстракта бактерии V. filiformis пред-
ложена французской фирмой «L’Oréal» для уменьшения лизиса 
липоструктуры кожи лица и коррекции косметических недо-
статков кожи. В состав композиции для стимуляции клеточного 
метаболизма введен дополнительно экстракт клеток Saccharo
myces cerevisiae [17].

Создано лечебно-косметическое средство, которое в качестве 
гелевой основы включает в себя агар-агар с биомассой спор бак-
терий рода Bacillus и продуктами их метаболизма, а в качестве 
добавок с лечебным, стабилизирующим и консервирующим дей-
ствием – экстракты растительного сырья [18]. Титр бактерий  
в конечном препарате составляет не менее 106 кл/г.

В косметических препаратах находят применение биологи-
чески активные вещества различных грибов – Agaricus subrufes
cens, Choiromyces maeandriformis, Cordyceps sinensis, Ganoderma 
lucidum, Grifola frondosa, Hypsizygus ulmarium, Inonotus obliquus, 
Lentinula edodes, Polyporus spp., Trametes versicolor, Tremella 
fuciformis, Tuber  spp., Schizophyllum. Это эффективные компо-
ненты для антивозрастной, антиоксидантной, восстановитель-
ной косметики [19].

Коммерческий интерес представляют косметические сред-
ства, содержащие пробиотические штаммы бактерий – лиофи-
лизированные молочнокислые бактерии, а также ряд ингредиен-
тов микробного происхождения. Целебные свойства молочных 
продуктов как домашних косметических средств известны  
с давних времен. Молочнокислые бактерии оказывают ряд по-
ложительных эффектов: увлажняют, благодаря присутствию 
лактозы, натурального сахара, удерживающего молекулы воды; 
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обеспечивают клетки кожи витаминами B1, B2, B5, B6; защища-
ют от внешних воздействий и от старения с помощью витамина 
А; разглаживают эпидермис и придают сияние, способствуют 
улучшению антимикробных свойств кожи благодаря молочной 
кислоте. 

Существенным преимуществом метаболитов пробиотиче-
ских бактерий в составе косметических и гигиенических средств 
является то, что эти биодобавки по структуре аналогичны сое-
динениям, участвующим в обменных процессах в организме че-
ловека, и, следовательно, действуют значительно мягче, чем 
синтетические компоненты косметической продукции. Исполь
зование клеток и метаболитов пробиотических штаммов бифи-
до- и молочнокислых бактерий позволяет целенаправленно кон-
струировать парфюмерно-косметическую продукцию со строго 
определенным спектром биологической активности. Использо
вание транспортных свойств и тропности липосом в косметоло-
гии и медицине открывает возможность доставки биологически 
активных веществ к клеткам-мишеням, что имеет ряд преиму-
ществ по сравнению с применением соединений в интактном 
виде [20].

Антимикробная активность бифидо- и молочнокислых бакте-
рий учитывается при разработке средств для ухода за кожей чело-
века, позволяющих восстановить баланс нормальной кожной ми-
крофлоры. Комплекс антагонистических свойств этих микро- 
организмов определяется продукцией таких метаболитов, как 
молочная кислота, перекись водорода, лизоцим, бактериоцины  
и др. [21–22]. Важно учитывать биологическую активность лету-
чих жирных кислот, избирательный характер их действия, влия-
ние на физиологические функции и биохимические реакции орга-
низма хозяина, вмешательство в метаболическую активность кле
ток соответствующих органов и тканей. На примере L. acidophilus 
и Bifidobacterium spp. показано, что пробиотические бактерии об-
разуют молочную кислоту и бактериоцины, которые ингибируют 
рост патогенных микроорганизмов [23–24].

Широкое применение в косметологии находит молочная кис-
лота и ее производные. Идентифицированная в 1780 г. как ком-
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понент кислого молока, она используется в пищевой промыш-
ленности для предотвращения развития нежелательной микро-
флоры и продления сроков хранения продуктов; в текстильной, 
кожевенной и парфюмерно-косметической промышленности ис-
пользуется благодаря высоким диффузионным свойствам, силь-
ному антимикробному действию и способности регулировать 
рН [25, 26]. В настоящее время благодаря высокой проникающей 
способности молочную кислоту наряду с другими α-гидрокси
кислотами применяют в эстетической хирургии, а также для 
выполнения поверхностного химического пилинга лица [27].

Для получения молочной кислоты используют виды Lacto
bacillus acidophilus, L. helveticus, L. bulgaris, L. lactis, L. delbrueckii, 
L. casei, L. plantarum. Продуктивность лучших штаммов L. bul
garicus PTCC 1332, L.  delbrueckii NCIMB 8130, L.  casei NRRL 
B-441 достигает 3,5, 3,8 и 5,6 г/л · ч соответственно. Следует от-
метить, что одним из основных преимуществ использования 
культур Lactobacillus для промышленного получения молочной 
кислоты является отсутствие побочных продуктов метаболизма, 
что имеет чрезвычайно большое значение для применения в со-
ставе парфюмерно-косметической продукции [28–32].

Для предупреждения или уменьшения воспалительных про-
цессов, связанных с бактериальной инфекцией, в состав косме-
тических и дерматологических средств вводится препарат, со-
держащий липотейхоевую кислоту или супернатант бактерий 
родов Lactobacillus, Bifidobacterium и Streptococcus. Предложена 
композиция, в составе которой термически инактивированные 
или лиофилизированные микроорганизмы рода  Lactobacillus 
способны подавлять выделение подмышечными бактериями 
Corynebacterium jeikeium 3-метил-2-гексеновой кислоты или ее 
пахучих производных [33–34].

В разработке ОАО «Русская линия» в качестве активного на-
чала, влияющего на биосинтетическую и пролиферативную ак-
тивность фибробластов ткани кожи, предложена комбинация 
продукта гидролиза клеточной стенки молочнокислых бактерий 
и внеклеточных водорастворимых пептидогликанов, выделяе-
мых растущими молочнокислыми бактериями в культуральную 
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среду [35]. В концентрации 5 мкг/мл продукты гидролиза кле-
точных стенок L. bulgaricus увеличивают синтез белка культу-
рой фибробластов на 22,5%. Возможно использование изолиро-
ванных водорастворимых пептидогликанов, однако в простей-
шем случае может использоваться концентрированный фильтрат 
культуральной жидкости. Исследования показали, что при ис-
пользовании косметического средства с продуктами гидролиза 
клеточных стенок молочнокислых бактерий и внеклеточных во-
дорастворимых пептидогликанов наблюдается тенденция к нор-
мализации уровня липидов в поверхностных слоях кожи. Было 
отмечено также, что наличие в косметических кремах комбина-
ции таких продуктов придает способность оптимизировать сво-
боднорадикальные процессы в ткани кожи и осуществлять ан-
тиоксидантную защиту.

Молочнокислые бактерии и продукты их метаболизма ши-
роко используются известными косметическими фирмами в но-
вейших разработках. Лаборатории «Melvita» выпускают в про-
дажу дезодорант на основе васаби, обогащенный лактобактери-
ями, обладающий антимикробными свойствами. Лаборатории 
«Biotherm» рекламируют эффект «probiotique like», которым об-
ладает их будущее средство «Reminerale» на базе знаменитого 
термального планктона. Такая косметика стимулирует и опти-
мизирует клеточные функции, улучшает защитные свойства  
и поддерживает экосистему кожной микрофлоры. Той же форму-
лы придерживается компания «La Roche Posay», которая исполь-
зует компоненты микрофлоры в биожеле с успокаивающими 
свойствами для усиления посттравматического восстановления. 

Ведется активная работа по отбору высокотехнологичных 
штаммов бактерий родов Bifidobacterium и Lactobacillus, обла-
дающих кислотообразующими и антагонистическими свойства-
ми в отношении патогенной и условно-патогенной микрофлоры, 
что особенно важно для нормализации микробоценозов кож- 
ных и слизистых покровов человека. Предлагаемые культуры 
B. longum, B. lactis, B. adolescentis, B. breve, B. bifidum, B. angu
latum, B. pseudocatenulatum выделены из микрофлоры здоровых 
людей, характеризуются устойчивостью к внешней среде, на их 
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основе создаются консорциумы микроорганизмов со специфи-
ческой активностью и высокими технологическими качествами 
[36–39].

Все более широкое использование пробиотических бактерий 
для восстановления баланса кожной микрофлоры свидетель-
ствует, что в косметологии, как и в медицине, наступило время 
профилактики и сбалансированности рецептур с помощью на-
туральных средств.

Получить продукцию с высокой биологической активно-
стью, сохраняющую специфические свойства макромолекул, 
свести к минимуму их денатурацию и инактивацию, получить 
стандартизированные по активности препараты позволяют раз-
личные технологические приемы [40–44]. При разработке пре-
паратов на основе молочнокислых бактерий для различных ре-
цептур парфюмерно-косметической продукции широко исполь-
зуется лиофилизация. Преимуществом этого метода является 
снижение массы биопрепарата, прекращение роста микробных 
контаминантов, длительное время хранения. В Институте ми-
кробиологии НАН Беларуси разработаны препараты для косме-
тической промышленности на основе биологически активных, 
высокотехнологичных штаммов, обладающих высокой антаго-
нистической активностью по отношению к микроорганизмам 
родов Staphylococcus, Proteus, Streptococcus, а также патогенным 
серотипам E. coli.

Таким образом, в настоящее время показана высокая эффек-
тивность натуральных биологических компонентов – биологи-
чески активных веществ микробного происхождения, продук-
тов жизнедеятельности (метаболитов) микроорганизмов, в том 
числе молочнокислых и бифидобактерий, в составе парфюмерно-
косметических средств. В России и странах Евросоюза, а с 1 янва
ря 2011 г. в Республике Беларусь введен в действие технический 
регламент «Парфюмерно-косметическая продукция. Безопас
ность» (ТР 2010/017/BY), требования которого в части безопас-
ности жизни и здоровья человека, окружающей среды, преду-
преждения действий, вводящих в заблуждение потребителей 
относительно ее потребительских свойств, полностью гармони-
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зированы с требованиями Европейской директивы «Требования 
к безопасности и качеству парфюмерно-косметической продук-
ции» (Директива 76/768/ЕЕС). Основное правило при производ-
стве конкурентоспособной парфюмерно-косметической продук-
ции – применение высококачественного сырья, соответствую-
щего требованиям качества и безопасности.
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Сопряжение перекисного окисления  
липидов с деградацией лигнина  

у дереворазрушающих базидиомицетов

Лаборатория экспериментальной микологии  
и биоповреждений

В обзоре проводится анализ работ, посвященных гипотезе сопряжения 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) с деградацией лигнина у деревораз-
рушающих базидиомицетов. Показано, что грибная марганец пероксидаза 
(MnP) может инициировать ПОЛ и в такой реакционной системе происходит 
окисление, деполимеризация и даже минерализация модельных соединений 
лигнина и природного лигнина в составе древесины. Обсуждаются пути ини-
циации ПОЛ у этих грибов и механизмы деградации лигнина в MnP-иници
ированных системах, а также перспективы биотехнологического использова-
ния лигнинолитических систем на основе ПОЛ, инициированного MnP.

В зависимости от среды обитания и питающих субстратов 
грибы отдела Basidiomycota традиционно разделяют на ряд эко-
логических групп, а именно: микоризные грибы, подстилочные 
и гумусовые сапротрофы, ксилотрофы, копротрофы, карбофилы 
и микофилы [1]. Группа дереворазрушающих (ксилотрофных) 
базидиомицетов объединяет грибы, обитающие на древесине. 
Представители этой группы грибов осуществляют расщепление 
лигноцеллюлозного комплекса древесины – наиболее важный 
этап в ее биодеградации. На основании этого дереворазрушаю-
щие базидиомицеты принято рассматривать в качестве главных 
дереворазрушителей, от деятельности которых зависит скорость 
разложения древесины и которым поэтому принадлежит ключе-
вая роль в круговороте веществ и потоке энергии в лесных эко-
системах [2–4].



317

Дереворазрушающие базидиомицеты занимают особое ме-
сто как среди грибов, так и среди организмов-разрушителей 
древесины в целом. Они обладают уникальной способностью 
расщеплять основные компоненты клеточных стенок древесины – 
целлюлозу и лигнин [5]. По характеру разрушения древесины, 
связанному с разной способностью этих грибов утилизировать 
ее основные компоненты, дереворазрушающие базидиомицеты 
разделяют на грибы белой и бурой гнили. Грибы бурой гнили 
утилизируют главным образом целлюлозные и гемицеллюлоз-
ные компоненты древесины, превращая ее в красновато-корич
невую массу. Грибы белой гнили активно разлагают и целлюло-
зу и лигнин, в результате чего на конечных стадиях разложения 
древесина светлеет.

Как известно, лигнин, который является вторым по процент-
ному содержанию после целлюлозы компонентом древесины, 
представляет собой один из самых устойчивых биополимеров  
в природе [6, 7]. Следует отметить, что дереворазрушающие ба-
зидиомицеты белой гнили являются единственными активными 
разрушителями лигнина [5]. Способность этих грибов к расще-
плению лигнина связана с тем, что они продуцируют комплекс 
лигнинолитических ферментов [8–10]. К данным ферментам от-
носятся лигнинпероксидаза, марганец пероксидаза, гибридная 
марганец пероксидаза, так называемая широкоспецифичная пе-
роксидаза (versatile peroxidase) и лакказа. Кроме того, определен-
ную роль в разложении лигнина играют ферменты, участвую-
щие в продукции перекиси водорода, необходимой для проявле-
ния активности пероксидаз, а также некоторые другие ферменты, 
например такие, как пероксигеназа, целлобиозодегидрогеназа  
и др. [10, 11]. Однако, как показали результаты ряда исследова-
ний [12, 13], лигнинолитические ферменты сами по себе не спо-
собны проникать в клеточные стенки клеток здоровой древеси-
ны, что связано с высокой молекулярной массой и крупным раз-
мером этих ферментов. Вместе с тем было установлено, что 
деградация лигнина в древесине может происходить на удале-
нии от кончиков грибных гиф, т. е. в местах, куда лигнинолити-
ческие ферменты проникнуть не могут. На этом основании был 
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сделан важный вывод о том, что в качестве агентов, атакующих 
лигнин в древесине, должны выступать низкомолекулярные со-
единения или радикалы, способные проникать в здоровую дре-
весину и обладающие высокой реакционной способностью. В этом 
отношении свободные радикалы, в том числе радикалы липи-
дов, являются вполне подходящими окислительными агентами, 
поскольку они обладают низкой молекулярной массой, высокой 
реакционной способностью, а некоторые из них – достаточно 
длительным временем жизни [14, 15].

Впервые предположение о сопряжении ПОЛ c деградацией 
лигнина у дереворазрушающих базидиомицетов было высказа-
но нами в 1990 г. [16, 17]. Основой для этой идеи послужили ре-
зультаты сравнительного изучения прооксидантно-антиокси
дантного баланса и жирнокислотного состава липидов мицелия 
этих грибов. Как показали наши исследования, липиды мицелия 
грибов – возбудителей белой гнили древесины отличаются вы-
соким содержанием ненасыщенных жирных кислот, в частности 
линолевой кислоты (как правило, свыше 50%), причем у некото-
рых грибов оно может достигать 70–80%. Литературные дан-
ные, полученные к тому времени, свидетельствовали [18, 19], 
что в процессе биодеградации лигнина грибы белой гнили гене-
рируют активные формы кислорода (перекись водорода, супер
оксидный радикал, гидроксильный радикал), при этом при  
участии лигнина пероксидазы происходит образование катион-
радикалов фенольной природы [20]. Поскольку ненасыщенные 
жирные кислоты легко подвергаются свободнорадикальному 
окислению в присутствии активных форм кислорода и свобод-
ных радикалов [21, 22], мы предположили [16, 17], что в мицелии 
дереворазрушающих базидиомицетов может активно протекать 
ПОЛ, а образующиеся при этом высокоактивные перекисные ра-
дикалы липидов могут быть вовлечены в деградацию лигнина.

Дальнейшие исследования подтвердили факт высокой нена-
сыщенности и легкой окисляемости липидов мицелия дерево-
разрушающих базидиомицетов белой гнили древесины. Как 
оказалось, липиды грибов белой гнили отличаются более высо-
ким относительным содержанием фосфолипидов по сравнению 
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с липидами грибов бурой гнили [23]. Для грибов белой гнили 
древесины также характерно более высокое содержание фосфо-
липидов в мицелии, несмотря на то, что общее содержание ли-
пидов у них меньше, чем у грибов бурой гнили. В целом грибы 
белой гнили древесины обладают более высоким содержанием 
легкоокисляемых фосфолипидов, в частности фосфатидилэта-
ноламина, кардиолипина и фосфатидилглицерина. В фазе экспо-
ненциального роста содержание диеновой линолевой кислоты  
в фосфолипидах мицелия этих грибов составляет более 80% 
[24]. Преобладание в составе фосфолипидов грибов белой гнили 
легкоокисляемых фракций непосредственно связано с более вы-
сокой степенью ненасыщенности суммарных липидов. Наши 
расчеты показали, что содержание легкоокисляемых фосфоли-
пидов в общих липидах грибов белой гнили составляет 11,7–
18,4%, в то время как у грибов бурой гнили – 6,0–9,5%, т. е.  
у первых этот показатель приблизительно вдвое выше. Таким 
образом, было показано, что приспособление грибов к условиям 
жизни на древесине, а также физиологическая специализация 
дереворазрушающих базидиомицетов на группы грибов белой  
и бурой гнили сопряжены с особенностями образования, коли-
чественного и качественного состава липидов в их мицелии.

Исследования антиоксидантно-прооксидантной активности 
липидов мицелия дереворазрушающих базидиомицетов белой 
гнили древесины позволили выявить их значительные проокси-
дантные свойства [25]. Наряду с этим, как оказалось, эти грибы 
образуют липоксигеназы, активно окисляющие полиненасыщен
ные жирные кислоты [26]. Все это свидетельствовало о возмож-
ности активного протекания реакций ПОЛ в мицелии дерево-
разрушающих базидиомицетов. Дальнейшие исследования по-
казали, что липоксигеназы этих грибов обладают повышенной 
активностью по отношению к линолевой кислоте, преобладаю-
щей в жирнокислотном составе липидов их мицелия [27], и с наи
большей скоростью окисляют именно эту жирную кислоту. 
Прямые измерения вторичных альдегидных продуктов ПОЛ, 
реагирующих с тиобарбитуровой кислотой (ТБК-АП), и первич-
ных продуктов ПОЛ – гидроперекисей липидов – показали, что, 
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действительно, в мицелии этих грибов активно протекают про-
цессы ПОЛ, сопровождающиеся накоплением соответствующих 
продуктов [27, 28].

Основные положения гипотезы сопряжения ПОЛ с деграда-
цией лигнина у дереворазрушающих базидиомицетов были из-
ложены в диссертационной работе [29], а также опубликованы  
в журнале «Доклады Академии наук Беларуси» [30]. В основе 
этой гипотезы лежала идея о том, что лигнин разрушается гри-
бами в результате совместного действия лигнинолитических 
ферментов и пероксидных радикалов липидов мицелия (рис. 1). 
Суть гипотезы сводилась к следующему. В процессе роста под 
влиянием различных факторов, например при недостатке источ-
ников азотного питания, культуры грибов переходят в идиофазу, 
сопряженную с началом автолиза мицелия. Нарушение компарт
ментализации клеточных структур, с одной стороны, обес- 
печивает контакт высокоактивных липоксигеназ с легкоокисля-
емыми высоконенасыщенными липидами мембран мицелия,  
с другой – способствует резкому изменению каталитической ак-

Рис. 1. Факторы, влияющие на активность ПОЛ у дереворазрушающих бази-
диомицетов и его сопряжение с деградацией лигнина [30]
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тивности многих ферментов, например пероксидаз, лакказ, ка-
талаз, липоксигеназ. В результате этого нарушается стационар-
ность процессов ПОЛ, и их интенсификация сопровождается 
образованием высокоактивных липидных радикалов, которые,  
в свою очередь, принимают участие в атаке на лигнин древеси-
ны. Гипотеза основывалась на результатах изучения состава ли-
пидов, активности ряда ферментов и антиоксидантно-проокси
дантного баланса мицелия дереворазрушающих базидиомицетов 
белой и бурой гнили и не была подкреплена прямыми экспе
риментальными данными, подтверждающими возможность во-
влечения ПОЛ в процесс деградации лигнина.

Первые экспериментальные результаты, подтверждающие 
возможность сопряжения ПОЛ с окислением лигнина были по-
лучены американским ученым Кеннетом Хаммелом и его груп-
пой в 1994  г. [31]. В своей работе эти исследователи показали, 
что лигнинолитический фермент марганец пероксидаза (MnP) 
способен окислять модельное соединение нефенольного лигнина 
только в присутствии сурфактанта Твин 80, который содержит  
в своем составе ненасыщенную олеиновую кислоту. В присут-
ствии аналогичного сурфактанта Твин 20, который не содержит 
в своем составе ненасыщенных жирных кислот, MnP оказалась 
неспособной окислять нефенольные субъединицы лигнина. Вне
сение в реакционную среду антиоксиданта бутилированного ги-
дрокситолуола, инигибирующего ПОЛ, или проведение реакции 
в отсутствие кислорода (в атмосфере аргона), что исключало 
возможность развития ПОЛ, полностью блокировало окисление 
модельного соединения лигнина в системе с MnP. Данные ре-
зультаты однозначно свидетельствовали о необходимости про-
цессов ПОЛ для деградации лигнина в этой системе.

Более того, дальнейшие исследования д-ра Хаммела и дру-
гих авторов показали, что в системе c МnP/Твин 80 происходит 
окисление не только нефенольных модельных соединений лиг-
нина, но и стойких органических загрязнителей, относящихся  
к группе полициклических ароматических углеводородов. В част
ности, было показано, что в этой системе происходит окисление 
фенантрена до дифеновой кислоты [32], флуорена до 9-гидрок-
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сифлуорена и 9-флуоренона [33], а также окисление других по-
лициклических углеводородов, входящих в состав креозота [34]. 
На основании этих и других исследований было высказано пред-
положение о том, что способность дереворазрушающих базидио
мицетов к разрушению полициклических ароматических угле-
водородов опосредуется через инициированное марганец перок-
сидазой ПОЛ [33, 34]. Позднее было показано, что в системе  
с MnP-инициированным ПОЛ может происходить деградация 
даже таких устойчивых материалов, как вулканизированный 
каучук [35–37].

Среди известных лигнинолитических ферментов MnP игра-
ет ведущую роль в разрушении лигнина. Этот фермент образу-
ется подавляющим большинством изученных дереворазрушаю-
щих базидиомицетов [38, 39]. MnP является гемсодержащим 
ферментом, который использует Mn(II) в качестве восстанавли-
вающего субстрата. Данный фермент окисляет Mn(II) до Mn(III), 
который в присутствии дикарбоновых и оксикарбоновых кислот 
(например, щавелевой, малоновой, винной и других кислот) об-
разует Mn(III)-хелатные комплексы, выступающие, в свою оче-
редь, в качестве эффективных низкомолекулярных редокс-ме
диаторов, способных окислять разнообразные органические со-
единения. Считается, что именно Mn(III)-хелатные комплексы 
играют ключевую роль в MnP-катализируемом окислении фе-
нольных субъединиц лигнина. Вместе с тем нефенольные ме-
токсилированные субъединицы, которые преобладают в струк-
турах природного лигнина (составляют более 90%), являются 
устойчивыми к окислению Mn(III)-хелатными комплексами.  
В связи с этим актуальным являлся вопрос о том, каким обра-
зом MnP может окислять природный лигнин. Работы К. Хаммела 
и соавт. показали, что грибная MnP может инициировать ПОЛ,  
а образующиеся в его процессе липидные радикалы могут вы-
зывать окисление базовых структур нефенольного лигнина и 
стойких органических загрязнителей [31–33].

Следующим важным шагом на пути развития гипотезы ста-
ло изучение возможности деполимеризации модельных соеди-
нений лигнина в системе с MnP-инициированным ПОЛ. Еще  
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в своей первой работе для этих целей К. Хаммел и соавт. исполь-
зовали синтетические лигнины, так называемые дегидрирован-
ные полимеры (DHP) лигнина [31]. С применением метода гель-
проникающей хроматографии американские ученые показали, 
что метилированные синтетические лигнины эффективно депо-
лимеризовались в системе с MnP/Твин 80.

В результате совместных исследований с немецкими и фин-
скими коллегами нам удалось показать, что при сопряжении  
с MnP-инициированным ПОЛ может происходить не только де-
полимерзация, но даже минерализация синтетического и при-
родного лигнинов, т. е. их окисление до летучих продуктов [40]. 
В экспериментах с меченым 14С-DHP было установлено, что сте-
пень минерализации синтетического лигнина в системе с MnP/
Твин 80 при добавлении в качестве дополнительного источника 
ненасыщенных липидов линолевой кислоты может достигать 
16%, а природного меченого 14С лигнина в составе пшеничной 
соломы – 3,6%. В этой работе на основании результатов своих 
предыдущих исследований мы впервые предложили, что в каче-
стве основной жирной кислоты, которая выступает в качестве 
медиатора окисления лигнина и источника липидных радика-
лов, должна выступать именно линолевая кислота, преобладаю-
щая в жирнокислотном составе липидов этих грибов. С исполь-
зованием двух разных методов мы впервые показали, что лино-
левая кислота окисляется марганец пероксидазой и в такой 
системе с MnP-инициированным перекисным окислением лино-
левой кислоты происходит окисление и расщепление β-Ο-4 не-
фенольного модельного димера лигнина [40]. Позднее мы уста-
новили, что степень минерализации модельных димеров лигнина 
в присутствии линолевой кислоты может достигать в подобной 
системе 20% [41].

Как известно, окисляемость жирных кислот непосредствен-
но зависит от числа двойных связей в их молекулах: она возрас-
тает с увеличением числа двойных связей и бис-аллильных ме-
тиленовых групп в углеводородной цепочке жирных кислот 
[42–44]. Соответственно, окисляемость ненасыщенных жирных 
кислот увеличивается в ряду: моноеновая олеиновая кислота 
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(18:1) < диеновая линолевая кислота (18:2) < триеновая линолено-
вая кислота (18:3) < тетраеновая арахидоновая кислота (20:4). 
Однако, как показали наши исследования [45], в реакционной 
системе, где ПОЛ инициировалось MnP/Mn2+, данная законо-
мерность не проявлялась, и с наиболее высокой скоростью про-
исходило окисление линолевой кислоты. Это хорошо согласова-
лось также и с тем фактом, что линолевая кислота по сравнению 
с другими более ненасыщенными жирными кислотами обеспе-
чивала наиболее высокую скорость окисления β-Ο-4 нефеноль-
ного модельного димера лигнина. Полученные результаты сви-
детельствуют о повышенной субстратной специфичности MnP 
по отношению к линолевой кислоте. По сути, MnP в при- 
сутствии ионов Mn2+ проявляет липоксигеназную активность  
и окисляет линолевую кислоту с образованием соответствую-
щих гидроперекисей [45, 46]. Таким образом, именно перекис-
ное окисление линолевой кислоты должно играть доминирую-
щую роль у дереворазрушающих базидиомицетов. На основа-
нии этого мы предлагаем рассматривать способность этих 

Рис. 2. Пути окисления пероксильными радикалами β-Ο-4 нефенольного мо-
дельного димера лигнина 1 до кетонов 2 и 3 [41]
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грибов продуцировать линолевую кислоту и марганец перокси-
дазы в качестве своего рода биохимической адаптации, позво-
ляющей им расщеплять лигнин и обеспечивающей их способ-
ность эффективно использовать древесину в качестве питатель-
ного субстрата.

В литературе по свободнорадикальному окислению липидов 
широко используется термин «прооксидантная активность» [14]. 
Под прооксидантной активностью понимается способность того 
или иного реакционного агента инициировать или стимулиро-
вать ПОЛ. Проведенные нами исследования позволили предло-
жить новый метод определения способности грибов иницииро-
вать ПОЛ, который мы по аналогии предложили назвать мето-
дом определения прооксидантной активности [47]. Данный 
метод основан на измерении с помощью оксиграфа скорости по-
глощения кислорода в реакции перекисного окисления линоле-
вой кислоты, инициированного культуральной жидкостью или 
ферментами грибов. В настоящее время данный метод находит 
все более широкое применение в исследованиях, связанных  
с изучение роли ПОЛ в деградации лигнина [48, 49].

Наши исследования показали, что прооксидантная актив-
ность дереворазрушающих базидиомицетов проявляется как 
при глубинном, так и при твердофазном культивировании гри-
бов на питательных средах, содержащих лигниноцеллюлозные 
субстраты [47, 50]. Нашим бразильским коллегам удалось обна-
ружить прооксидантную активность в водных экстрактах дре-
весины, обработанной грибом Ceriporiopsis subvermispora [48, 
49]. Данный гриб весьма широко используется в исследованиях 
по биопульпированию, направленных на разработку биотехно-
логических способов предобработки древесины с целью ее де-
лигнификации и дальнейшего использования при производстве 
целлюлозы [51]. Кроме того, мы показали, что базидиальные 
грибы, относящиеся к экологической группе подстилочных са-
протрофов, также проявляют прооксидантную активность [52]. 
Полученные нами результаты [47, 50, 52], а также данные наших 
бразильских [48] и японских коллег [46] свидетельствуют, что 
основным прооксидантным агентом в культурах базидиальных 
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грибов является лигнинолитический фермент – MnP. Исследо
вания T. Watanabe и соавт. [46], как и результаты наших соб-
ственных исследований [45], указывают на то, что механизм 
прооксидантного действия MnP включает окисление Mn2+ до 
Mn3+. Таким образом, фактическим инициатором ПОЛ в MnP-
инициированной реакционной системе должен выступать Mn3+, 
который образуется из Mn2+ в реакции, катализируемой MnP 
[45]. При определенных условиях прооксидантную активность  
в отношении линолевой кислоты может проявлять и другой лиг-
нинолитический фермент – лакказа [53].

Недавно было показано [49], что неидентифицированные 
Fe3+-восстанавливающие соединения с молекулярной массой от 
3 до 5 кДа, содержащиеся в экстрактах древесины, обработан-
ной грибом Ceriporiopsis subvermispora, также обладают проок-
сидантной активностью и инициируют перекисное окисление 
линолевой кислоты в присутствии ионов Fe3+. Эти соединения 
обеспечивают восстановление ионов Fe3+ до Fe2+, которые, в свою 
очередь, являются известными прооксидантами и способны 
инициировать и ускорять реакции ПОЛ. Более того, установлено 
[48, 49], что разрушение нативного лигнина в составе древесины 
может происходить, как в случае перекисного окисления лино-
левой кислоты, инициированного MnP, так и в случае инициа-
ции этого процесса низкомолекулярными Fe3+-восстанавливаю
щими соединениями, содержащимися в экстрактах обработан-
ной грибом древесины.

Важным вопросом является то, каким образом происходит 
сопряжение перекисного окисления липидов с деградацией лиг-
нина. Каков механизм этого сопряжения? Изначально в нашей 
гипотезе было предложено, что в качестве сопрягающих могут 
выступать пероксильные радикалы липидов – ROO•, образую-
щиеся в ходе ПОЛ [17, 30]. Аналогичное предположение в своей 
работе выдвинули К. Хаммел и соавт. [31]. В нашей совместной 
работе с американскими учеными были получены эксперимен-
тальные результаты, подтверждающие такой механизм сопряже-
ния [41]. Чтобы доказать возможность окисления модельных со-
единений лигнина пероксильными радикалами, мы использова-
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ли в своих исследованиях некоторые азосоединения, которые  
в присутствии кислорода в результате термического распада  
образуют пероксильные радикалы [14,  41]. При термическом 
распаде 4,4’-азобис(4-циановалериановой кислоты) окисление 
β-Ο-4 нефенольного модельного димера лигнина – 1-(4-этокси-
3-метоксифенил)-2-(2-метоксифенокси)-1,3-дигидропропана 
(1) происходило приблизительно с такой же скоростью, как в си-
стеме с MnP-инициированным окислением линолевой кислоты, 
что доказывало возможность окисления лигнина пероксильны-
ми радикалами липидов. Более того, при этом наблюдали обра-
зование сходных продуктов окислительного распада модельного 
соединения лигнина, и их количественное соотношение было 
схожим в обоих случаях. Аналогичные результаты окисления 
этого модельного соединения были получены также в системе  
с перекисным окислением арахидоновой кислоты, иницииро-
ванным реактивом Фентона (H2O2/Fe2+) [41].

Нами было показано, что в качестве основных продуктов 
окисления модельного димера лигнина образуются его кетон – 
1-(4-этокси-3-метоксифенил)-1-оксо-2-(2-метоксифенокси)-3-
гидропропан (2), а также продукты окислительного расщепления 
данного модельного соединения – 1-(4-этокси-3-метоксифенил)-
1-оксо-3-гидропропан (3), 4-этокси-3-метоксибензоевая кислота 
(4) и 4-этокси-3-метоксибензальдегид (5). На основании анализа 
продуктов окисления, образующихся из модельного соединения 
лигнина в системе с MnP-инициированным перекисным окисле-
нием линолевой кислоты, нами были предложены пути окисле-
ния перекисными радикалами липидов базовых структур лиг-
нина. Согласно рис. 2, пероксильные радикалы могут окислять 
β-Ο-4 нефенольные модельные димеры лигнина путем отрыва 
бензильного водорода в положении Сα. Эта реакция является 
аналогичной реакции отрыва аллильного водорода, которая 
играет ключевую роль в инициации перекисного окисления не-
насыщенных жирных кислот [14], и ведет в конечном итоге к об-
разованию кетонов 2 и 3. Альтернативным путем является окис-
ление димера 1 путем отрыва электрона от ароматического кольца, 
подобно той реакции, которую катализирует лигнин пероксида-
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за [54], что ведет к расщеплению димера по связи Сα-Сβ и обра-
зованию бензальдегида (5) и бензоевой кислоты (4) (рис.  3). 
Таким образом, очевидно, пероксильные радикалы окисляют 
β-Ο-4 структуры как путем отрыва водорода, так и путем одноэ-
лектронного окисления. 

По мнению G. V. B. Reddy и соавт. [55], окисление путем от-
рыва водорода является превалирующим, а возможно, и един-
ственным путем расщепления β-1 диарилпропановых модельных 
димеров лигнина в системе с MnP/Твин 80. Результаты наших ис-

Рис.  3. Пути окисления пероксильными радикалами β-Ο-4 нефенольного  
модельного димера лигнина (1) до 4-этокси-3-метоксибензоевой кислоты (4)  

и 4-этокси-3-метоксибензальдегида (5) [41]
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следований показывают, что действительно кетопродукты явля-
ются основными продуктами реакции окисления димеров, что 
свидетельствует о превалирующей роли реакций отрыва водорода 
в окислении лигнина [40, 41, 52]. Однако образование бензальде-
гида и бензоевой кислоты указывает на то, что реакции одноэлек-
тронного окисления также должны иметь место в этом случае.

Согласно теории ПОЛ, наряду с пероксильными радикалами 
в системах со свободнорадикальным окислением липидов долж-
но происходить образование и других радикалов, в частности 
алкил- и алкоксил-радикалов, которые также могут вызывать 
окисление лигнина [14, 56]. Исследования японских ученых из 
группы Такаши Ватанабе показали, что в системе с MnP-
инициированным окислением линолевой кислоты происходит 
также образование ацильных радикалов липидов [46], которые, 
по-видимому, также могут вносить свой вклад в этот процесс. 
Кроме того, результаты последних исследований свидетельству-
ют, что в процесс деградации лигнина могут быть вовлечены 
низкомолекулярные липидные радикалы, образующиеся из бо-
лее поздних альдегидных продуктов ПОЛ [37, 45].

Каковы перспективы биотехнологического использования 
лигнинолитических систем на основе ПОЛ, инициированного 
MnP? Во-первых, такие системы могут найти применение для 
биоделигнификации лигноцеллюлозы, при производстве целлю-
лозы и бумаги. Активные исследования в этом направлении 
проводят бразильские ученые во главе с профессором Андре 
Ферразом [48, 49, 57–59]. Перспективность реакционных систем, 
основанных на MnP-инициированном ПОЛ, для биоделигнифи-
кации в целлюлозо-бумажной промышленности была показана 
и в других работах [60, 61]. Во-вторых, большой интерес пред-
ставляет возможность использования таких реакционных си-
стем для удаления лигнина с целью последующего производства 
из лигноцеллюлозы этанола или других видов биотоплива [62–
65]. В-третьих, биоделигнификация на основе MnP-инициро
ванного ПОЛ может быть использована для увеличения перева-
риваемости лигноцеллюлозных субстратов (например, таких 
как солома), что может позволить существенно расширить кор-
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мовую базу для животноводства [66, 67]. В-четвертых, такого 
рода системы могут найти применение в биоремедиационных 
биотехнологиях для удаления из окружающей среды (в том чис-
ле из почвы и воды) стойких органических загрязнителей, пред-
ставляющих опасность для здоровья людей [32–37]. И наконец, 
на наш взгляд, такие системы могут найти применение в меди-
цине при борьбе с патогенными микроорганизмами, поскольку, 
как показали результаты наших исследований, перекисное окис-
ление липидов может выполнять защитную функцию при фаго-
цитозе и вызывать гибель как грамположительных, так и грамо-
трицательных бактерий [68].

Подводя итоги рассмотрению гипотезы сопряжения ПОЛ  
с деградацией лигнина у дереворазрушающих базидиомицетов, 
следует сказать, что за прошедшие годы данная гипотеза приоб-
рела широкое международное признание. В разных лабораториях 
мира получены многочисленные экспериментальные результаты, 
подтверждающие возможность сопряжения ПОЛ и деградации 
лигнина. Вместе с тем гипотеза получила дальнейшее развитие. 
Если первоначально мы предполагали, что активизация ПОЛ  
у дереворазрушающих базидиомицетов должна происходить в ре-
зультате действия грибных липоксигеназ и автолиза мицелия, то 
последние работы показывают, что главную роль в развитии 
ПОЛ, сопряженного с деградацией лигнина, играют лигниноли-
тические ферменты, в частности MnP. Если мы постулировали, 
что сопряжение перекисного окисления липидов и деградации 
лигнина должно опосредоваться через пероксильные радикалы 
липидов, то теперь становится понятным, что в этот процесс мо-
гут быть вовлечены и другие липидные радикалы. Однако глав-
ным остается то, что идея о сопряжении ПОЛ и деградации лиг-
нина у дереворазрушающих базидиомицетов прошла проверку 
временем и получила экспериментальное подтверждение.
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A. N. KAPICH 

Coupling of lipid peroxidation  
to lignin degradation in wood-decaying fungi

Laboratory of experimental mycology and biodeterioration

The analysis of research works devoted to the hypothesis of the coupling 
between lipid peroxidation (LPO) and lignin degradation by wood-decaying fungi 
is carried out in this review. It has been shown that fungal manganese peroxidase 
(MnP) can initiate LPO that results in oxidation, depolymerization and even 
mineralization of lignin model compounds and natural lignin in wood. The pathways 
for initiation of LPO in the fungi, mechanisms of lignin degradation in the MnP-
initiated systems and biotechnological application prospects of ligninolytic systems 
based on MnP-initiated LPO are discussed.



336

УДК 579.64:631.46 

А. С. САМСОНОВА1, И. И. ИЛЬЮКОВА2, 
Л. И. ФИЛИПШАНОВА1, В. М. РУБИН2, Е. О. ЖЕРНОВЫХ1

ВЛИЯНИЕ НЕФТЕПРОДУКТОВ  
В ДИАПАЗОНЕ С10–С40 НА МИКРОБНЫЙ ЦЕНОЗ 

ДЕРНОВО-ПОДЗОЛИСТОЙ ПОЧВЫ
1Лаборатория деградации ксенобиотиков  

и биоремедиации природных и производственных сред
Института микробиологии НАН Беларуси,

2Республиканский научно-практический центр гигиены

Изучено влияние нефтяного загрязнения на комплекс почвенных микро-
организмов. Разные группы микроорганизмов реагируют на нефтяное загряз-
нение неоднозначно. Развитие микроорганизмов, превращающих органиче-
ские формы азота в почве, стимулируется в течение 20  суток наблюдения  
в вариантах со всеми испытанными концентрациями нефтепродуктов, а за-
тем стабилизируется на уровне контрольного. Численность споровых бакте-
рий, нитрификаторов и деструкторов углеводородов на протяжении всего пе-
риода наблюдений в опытных вариантах под влиянием загрязнения углеводо-
родами стабильно выше, чем в контрольной почве. Отмечено временное (на 
протяжении 30 суток) угнетение развития клубеньковых бактерий в образцах 
почвы, загрязненной нефтяными углеводородами.

Введение. Загрязнение почвы в результате аварий при про-
изводстве, переработке и транспортировке нефти наносит ощу-
тимый ущерб как вследствие прямого общего токсического дей-
ствия углеводородов, так и из-за изменения физико-химических 
свойств и микробиологической активности загрязненной среды. 
Почва, благодаря своей огромной адсорбирующей поверхности, 
аккумулирует эти загрязнения в большом количестве, что при-
водит к деградации ландшафтов.

Разработка систем биологического мониторинга – одно из 
важнейших направлений оценки состояния окружающей среды 
[1]. При мониторинговых и агроэкологических исследованиях 
техногенно-загрязненных почв необходимо не только выявить 
присутствие и концентрацию загрязнителей, но и определить их 
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воздействие на биологическую систему почв, для этого можно 
использовать различные биодиагностические показатели [2]. 
Биологические методы оценки состояния почв по сравнению  
с традиционными (химическими, физическими и др.) использу-
ются недостаточно [3].

Методы мониторинга состояния почвенной микробиоты раз-
нообразны, однако их чувствительность к изменению экологи-
ческих условий, скорость анализа, объем анализируемого мате-
риала существенно различаются [4, 5]. В качестве биоиндика- 
торов загрязнения почвы нефтью чаще всего используются 
культуры микроорганизмов, наиболее чувствительные к токси-
кантам [6, 7], ферментативная активность почв [8, 9], активность 
отдельных микробиологических процессов [10].

Цель исследования – определить влияние нефтяных угле-
водородов (С10–С40) на численность микроорганизмов дерново-
подзолистой почвы.

Объекты и методы исследования. Объектами исследова-
ний являлись:

дерново-подзолистая почва Биологической опытной станции 
Института генетики и цитологии НАН Беларуси, характеризую-
щаяся следующими агрохимическими показателями: рНКСl 6,3; 
Р2О5 – 19,2 мг/100 г почвы; К2О – 15,8 мг/100 г почвы; сумма по-
глощенных оснований – 4,9 мг-экв на 100 г почвы; степень на-
сыщенности основаниями 68%; гумус – 1,6%; азот общий – 
0,15%;

смесь нефтепродуктов в диапазоне С10–С40.
Изучение динамики развития микроорганизмов в почве, за-

грязненной нефтепродуктами в диапазоне С10–С40, в лаборатор-
ных условиях вели в стеклянных сосудах с 100 г почвы [11, 12]. 
Нефтепродукты в диапазоне С10–С40 вносили в дерново-подзо
листую почву в концентрации 750 мг/кг и компостировали в те-
чение 60 сут.

Компостирование дерново-подзолистой почвы осуществля-
ли при комнатной температуре и влажности 60% ПВ в сосудах 
объемом 250 л [13]. Объем компостируемого образца почвы 100 г. 
Повторность опыта – пятикратная.
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Учет численности микроорганизмов проводили методом по-
сева почвенной суспензии на плотные питательные среды. 
Микроорганизмы, использующие минеральные и органические 
формы азота, учитывали на крахмало-аммиачном (КАА) и мя-
сопептонном агаре (МПА) соответственно. Споровые бактерии – 
на мясосусловом агаре (МСА), целлюлозоразрушающие – на 
среде Виноградского, микроскопические грибы – на среде Ча
пека, актиномицеты – на крахмало-аммиачном агаре (КАА),  
нитрифицирующие микроорганизмы – на водном агаре с нане-
сением на поверхность среды аммонийно-магниевых солей, клу-
беньковые бактерии – на гороховом агаре, микроорганизмы-
деструкторы – на среде Е-8 с нефтепродуктами (С10–С40) в каче-
стве единственного источника углерода.

Отбор образцов почвы для исследований проводили во вре-
мя модельного загрязнения ее нефтепродуктами (0 съем), затем 
на 3, 7, 14, 20, 30 и 60-е сутки компостирования.

Статистическую обработку цифровых данных провели в со-
ответствии с рекомендациями П. Ф. Рокицкого [14].

Результаты исследований и их обсуждение. Микроорга
низмы являются наиболее точным индикатором функциональ-
ного состояния почвы, поскольку они осуществляют важные  
почвенные процессы и первыми подвергаются отрицательному 
воздействию чужеродных соединений. В естественных услови-
ях микроорганизмы существуют в почве в виде комплекса по-
пуляций, которые функционируют как единое целое в процес-
сах трансформации органических и минеральных соединений  
и являются саморегулирующейся системой. Химические загряз-
нения изменяют направленность протекающих в почве процес-
сов. Прогноз степени загрязнения окружающей среды, в данном 
случае почвенной системы, может базироваться на основе от-
ветных реакций ее компонентов (микроорганизмов) на поступа-
ющие токсические соединения.

В данной работе исследовали динамику численности микро-
биологических и биохимических показателей в почве, загряз-
ненной нефтяными углеводородами в диапазоне С10–С40.
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Структура микробного ценоза почв представлена различаю-
щимися и взаимосвязанными между собой группировками.  
В данных исследованиях уделено внимание зимогенной микро-
флоре, превращающей органические вещества растительного  
и животного происхождения, автохтонной, трансформирующей 
перегнойные соединения почв; микроорганизмам, завершаю-
щим минерализацию органического вещества, а также авто-
трофным, окисляющим минеральные соединения.

Анализ результатов исследования показал наличие динами-
ческих колебаний численности микроорганизмов всех изучен-
ных физиолого-трофических групп, обусловленных физико-
химическими и биологическими факторами, присущими изуча-
емой почвенной среде.

Динамика колебания общего числа микроорганизмов, ис-
пользующих органический азот, в почве, загрязненной нефтя-
ными углеводородами, в общем соответствует динамике колеба-
ний микроорганизмов данной трофической группы в контроль-
ной почве (рис.  1). Различия в количестве микроорганизмов, 
учтенных на МПА в опытном и контрольном варианте, отмече-
ны в период с 7-х до 20-х суток. Однако эти различия невелики  
и не достигают уровня СК80, который свидетельствует о нега-
тивном воздействии токсического вещества на почвенную ми-
крофлору. К 30-м суткам различия не выявляются и общее коли-

Рис.  1. Динамика численности микроорганизмов, растущих на МПА: кон-
троль – незагрязненная почва; опыт – почва, загрязненная нефтяными углево-

дородами в диапазоне С10–С40 (750 мг/кг почвы)
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чество микроорганизмов, учтенных на МПА, соответствует 
контрольному количеству и стабилизируется на этом уровне до 
60-х суток наблюдения.

Характер колебаний численности микроорганизмов, исполь-
зующих минеральные формы азота в образцах почвы, загряз-
ненной углеводородами, соответствовал таковому в контроль-
ных образцах (рис. 2).

Довольно существенный рост количества микроорганизмов 
в контрольной почве, вызванный сукцессионными изменения-
ми, обусловленными увлажнением почвенных образцов при за-
кладке опыта, был характерен также для опытного варианта  
и превысил контрольный почти вдвое. Даже если этот подъем 
был вызван воздействием углеводородов нефти, он был крат-
ковременным и достиг контрольного уровня уже на 7-е сутки 
наблюдений и не превышал его значимо до завершения наблю-
дений.

Сопоставление численности микроорганизмов различных 
эколого-трофических групп позволяет охарактеризовать вну-
тренние взаимосвязи в системе. Так, коэффициент минерализа-
ции – отношение количества микроорганизмов, способных ис-
пользовать минеральный азот (учтенных на КАА) и осущест-
влять процесс аммонификации (учтенных на МПА), возрастал в 
образцах загрязненной нефтяными углеводородами почвы к 7-м 
суткам с 2,26 (0 – съем) до 5,2 (при 2,6 в контроле), что свиде-

Рис.  2. Динамика численности микроорганизмов, растущих на КАА: кон-
троль – незагрязненная почва; опыт – почва, загрязненная нефтяными углево-

дородами в диапазоне С10–С40 (750 мг/ кг почвы)
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тельствует об активизации в ней процессов разложения органи-
ческих соединений. В последующие сроки отбора образцов  
коэффициент минерализации К снижался до 1 за счет низкого 
содержания в них микроорганизмов, способных усваивать ми-
неральный азот.

Спорообразующие бактерии являются микроорганизмами, 
наиболее устойчивыми к воздействию внешних факторов, в том 
числе токсических, благодаря присущей им способности к спо-
рообразованию, защищающему вегетативные клетки.

Наблюдение за динамикой развития бацилл в контрольной  
и загрязненной почве свидетельствует о некотором (традицион-
но имеющем место явлении) превышении их численности в об-
разцах загрязненной почвы за счет снижения количества микро-
организмов других эколого-трофических групп (рис. 3).

Численность актиномицетов может служить косвенным по-
казателем состояния минерализационных процессов в почве, 
так как в процессе минерализации органических остатков в по-
чве они участвуют в разложении труднодоступных форм орга-
нического вещества – клетчатки, лигнина, а также продуктов 
жизнедеятельности бактерий.

Развитие актиномицетов, как свидетельствуют данные лите-
ратуры, а также результаты наших предыдущих исследований, 
чрезвычайно активно реагируют на высокие дозы загрязняющих 
веществ (особенно ароматического ряда). Анализ результатов 

Рис. 3. Динамика численности спорообразующих микроорганизмов: контроль – 
незагрязненная почва; опыт – почва, загрязненная нефтяными углеводорода-

ми в диапазоне С10–С40 (750 мг/ кг почвы)
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учета актиномицетов в исследуемой контрольной и загрязнен-
ной почве свидетельствует об отсутствии в ней условий, благо-
приятных для роста их численности, а незначительные разли-
чия в ней по вариантам опыта – о том, что концентрация нефтя-
ных углеводородов, использованная для загрязнения почвы, не 
представляет опасности для их развития (рис. 4).

Микромицеты относятся к микроорганизмам, обладающим 
повышенной (по сравнению с микроорганизмами, лишенными 
способности к спорообразованию) устойчивостью к воздей-
ствию неблагоприятных факторов среды. Как свидетельствуют 
результаты исследований содержания микроскопических гри-
бов в образцах контрольной и загрязненной нефтяными углево-
дородами (С10–С40) почвы, приведенные на рис.  5, отклонение 
показателей численности их в образцах загрязненной почвы от 
контрольных минимальны. Это свидетельствует об отсутствии 

Рис. 4. Динамика численности актиномицетов: контроль – незагрязненная по-
чва; опыт – почва, загрязненная нефтяными углеводородами в диапазоне 

С10–С40 (750 мг/ кг почвы)

Рис.  5. Динамика численности микроскопических грибов: контроль – неза-
грязненная почва; опыт – почва, загрязненная нефтяными углеводородами  

в диапазоне С10–С40 (750 мг/кг почвы)
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токсического действия углеводородов в концентрации, исполь-
зованной в опыте, на развитие микромицетов.

Динамика развития целлюлозоразрушающих микроорганиз-
мов в образцах почвы, загрязненной углеводородами, была под-
вержена колебаниям, свидетельствующим о незначительном 
воздействии на них внесенных в почву ксенобиотиков (рис. 6).

Только на 20-е сутки наблюдения отмечено наличие условий 
для более энергичной, чем в контроле, минерализации углерод-
содержащих органических веществ, проявившееся в увеличении 
численности целлюлозоразрушающих микроорганизмов.

Наиболее активно на присутствие в почве токсических ве-
ществ в виде нефтяных углеводородов отреагировали нитрифи-
цирующие микроорганизмы (рис. 7). Их численность стабильно 
на протяжении всего периода наблюдений (60 сут) была досто-
верно более высокой в образцах загрязненной почвы, чем в кон-
трольных. Сохранение более высокой по сравнению с контроль-
ной численности нитрифицирующих микроорганизмов в загряз-
ненной почве свидетельствует о сохранении эффекта стимуляции 
нитрификационной активности этих микроорганизмов даже по-
сле безусловного снижения концентрации токсиканта в почве.

Развитие клубеньковых бактерий, характеризующее процес-
сы азотного обмена в почве, свидетельствует о негативном влия-
нии нефтяного загрязнения на численность этой агрономически 
ценной группы микроорганизмов. Данные рис. 8 свидетельству-

Рис.  6. Динамика численности целлюлозоразрушающих микроорганизмов: 
контроль – незагрязненная почва; опыт – почва, загрязненная нефтяными 

углеводородами в диапазоне С10–С40 (750 мг/ кг почвы)
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ют о постепенном снижении токсического воздействия ксенобио
тиков по мере их разрушения в почве. Разница в количестве клу-
беньковых бактерий между контрольным и опытным варианта-
ми стабильно снижается, что свидетельствует об отсутствии 
эффекта последействия токсиканта.

Рис.  7. Динамика численности нитрифицирующих микроорганизмов: кон-
троль – незагрязненная почва; опыт – почва, загрязненная нефтяными углево-

дородами в диапазоне С10–С40 (750 мг/ кг почвы)

Рис. 8. Динамика численности клубеньковых бактерий: контроль – незагряз-
ненная почва; опыт – почва, загрязненная нефтяными углеводородами в диа-

пазоне С10–С40 (750 мг/ кг почвы)
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Стабильно достоверная стимуляция развития в почве, за-
грязненной углеводородами нефти, была отмечена у микроорга-
низмов, использующих нефтяные углеводороды в качестве един-
ственного источника углерода (рис. 9).

Снижение различий между количеством их в образцах кон-
трольной и загрязненной почвы свидетельствует об исчерпании 
в почве доступного к использованию источника углерода – не-
фтяных углеводородов.

Заключение. Положения, сформулированные гигиенистами 
и токсикологами для оценки токсического действия химических 
агентов на отдельно взятый организм, в принципе верны и для 
экосистемы. Последняя представляется как единое целое и ха-
рактеризуется определенной структурной организацией (биоце-
ноз). Микрофлора почвы является частью наземной экосистемы 
со всеми присущими ей свойствами и особенностями. Поэтому 
для первичной оценки важно, в сущности, определить те нагруз-
ки или те концентрации загрязняющего вещества, при которых 
происходит существенное изменение основных параметров эко-
системы. В качестве показателей (или индикаторов) для поч
венно-микробиологической оценки токсичности нефтяных угле-
водородов в диапазоне С10–С40 были избраны микроорганизмы 
различных эколого-трофических групп и ряд почвенных фер-
ментов. Полученные результаты свидетельствуют о влиянии не-
фтяного загрязнения на комплекс почвенных микроорганизмов. 

Рис. 9. Динамика численности микроорганизмов – деструкторов нефти: кон-
троль – незагрязненная почва; опыт – почва, загрязненная нефтяными углево-

дородами в диапазоне С10–С40 (750 мг/ кг почвы)
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Разные группы микроорганизмов реагируют на нефтяное за-
грязнение неоднозначно. Так, развитие микроорганизмов, пре-
вращающих органические формы азота в почве, стимулируется 
в течение 20 сут наблюдения, а затем стабилизируется на уровне 
контрольного. Численность споровых бактерий, нитрификато-
ров и деструкторов углеводородов на протяжении всего периода 
наблюдений в опытном варианте под влиянием загрязнения 
углеводородами стабильно выше, чем в контрольной почве. 
Однако уровень стимуляции их численности не достигает пока-
зателей, позволяющих принять эти микроорганизмы за так на-
зываемые индикаторные. В равной степени такой вывод отно-
сится и к результатам временного (на протяжении 30 сут) угне-
тения развития клубеньковых бактерий в образцах почвы, 
загрязненной нефтяными углеводородами.
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Effect of oil products in the range C10–C40  
on microbial cenosis of sod-podzol soil
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Institute of Microbiology, National Academy of Sciences, Belarus, 
2 Republican scientific-practical Center of Hygiene

Effect of oil contamination on complex of soil microorganisms was studied. 
Diverse microbial groups respond to oil pollution in different ways. Development of 
microorganisms converting organic nitrogen in soil is stimulated during 20 days of 
observation in variants with all tested concentrations of oil products and then it is 
stabilized at control level. The number of sporulating bacteria, nitrifying and hydro
carbon-degrading strains throughout monitoring period in soil contaminated with 
hydrocarbons remains higher than in control soil samples. Transient (up to 30 days) 
inhibition of modulating bacteria in oil-polluted soil was recorded.
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