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ИНТЕРПРЕТАЦИЯ ДАННЫХ О ВЛИЯНИИ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ 
ПРЕПАРАТОВ НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ КУЛЬТИВИРУЕМЫХ КЛЕТОК 

РАЗНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ С ПОЗИЦИЙ ГЕРОНТОЛОГИИ
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Рассматриваются проблемы, возникающие при интерпретации данных, полученных 
при испытании потенциальных геропротекторов в цитогеронтологических экспериментах. 
Подчеркивается, что такие препараты/физические факторы должны влиять на процессы, 
приводящие к увеличению с возрастом вероятности смерти многоклеточных организмов 
(главным образом — человека, старение которого интересует геронтологов в первую оче-
редь). При этом, по мнению авторов, соединения, активность которых направлена на 
лечение возрастных болезней, вряд ли можно относить к геропротекторам. Отмечается, 
что на модельных системах, использующих культивируемые клетки, исследователи, как 
правило, оценивают их жизнеспособность, критерии которой в значительной степени 
зависят от концепции старения, разделяемой экспериментаторами. При этом принципи-
ально важно, на каких именно клетках проводятся такие эксперименты — нормальных 
или трансформированных клетках многоклеточных организмов, одноклеточных эукарио-
тических или прокариотических организмах и др. В частности, биологически активные 
соединения, уменьшающие жизнеспособность культивируемых раковых клеток, могут 
продлевать жизнь экспериментальным животным и человеку, как и препараты, увеличива-
ющие жизнеспособность культивируемых нормальных клеток. Анализируются различные 
проблемы с интерпретацией данных тестирования потенциальных геропротекторов, полу-
ченных на модели Хейфлика, модели “стационарного старения”, клеточно-кинетиче-
ской модели и в экспериментах по оценке эффективности клонирования. Обсуждаемые 
подходы проиллюстрированы на примере результатов геронтологических исследований 
известного ингибитора mTOR — рапамицина. Заключается, что факторы, обеспечивающие 
замедление “стационарного старения” (хронологического старения) культивируемых 
клеток, по-видимому, являются наиболее перспективными геропротекторами, хотя кон-
кретные механизмы их действия могут сильно различаться.

Ключевые слова: цитогеронтология, жизнеспособность клеток, старение, реплика-
тивное старение, “стационарное старение”, возрастные болезни, геропротекторы, геропро-
моторы, обзор.

В предыдущей работе [1] мы проанализировали 
различные подходы к определению жизнеспособ-
ности культивируемых клеток в цитогеронтологи-
ческих экспериментах. При этом особый акцент 
был сделан на проблемах, возникающих при сня-
тии кривых выживания [2] культивируемых клеток 
в используемой в лаборатории авторов модели 
“стационарного старения” [3–7]. Предполагалось, 
что решение проблем такого рода должно обеспе-
чить успешное тестирование потенциальных геро-
протекторов в экспериментах на данной модели, 
а также на некоторых других цитогеронтологиче-
ских модельных системах. Однако оставались от-
крытыми следующие вопросы об интерпретации 
полученных в исследованиях такого рода данных 
применительно к человеку, старение которого ин-
тересует нас в первую очередь: 

1) Насколько важно для интерпретации полу-
ченных результатов, разделяют ли исследователи клас-
сическое определение старения как совокупности 
изменений организма, приводящих к увеличению 
вероятности его смерти [8–11]? 

2) И еще один вопрос, напрямую не связанный 
с цитогеронтологией, но очень важный для экспе-
риментальной геронтологии в целом: всегда ли уве-
личение продолжительности жизни (ПЖ) организма 
под влиянием изучаемого фактора позволяет счи-
тать его геропротектором (т.е. тем, что замедляет 
процесс старения)?

3) Всегда ли факторы (химические или физи-
ческие), улучшающие жизнеспособность культи-
вируемых клеток, должны замедлять старение 
многоклеточного организма? И, соответственно, 
наоборот.
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4) Насколько важно, какие критерии жизнеспо-
собности клеток использованы при тестировании 
геропротекторов в цитогеронтологических экспе-
риментах?

5) Как может интерпретация полученных резуль-
татов зависеть от того, на каких клетках проведены 
исследования?

Вопросы 1 и 2. Известно, что существуют как 
стареющие, так и нестареющие организмы. Первых 
от вторых можно отличить только по форме кри-
вых выживания соответствующих когорт [8]. Если 
стареющие организмы вымирают “по Гомпертцу”, 
то нестареющие — “по экспоненте” (в очень редких 
случаях полного отсутствия гибели, как, например, 
в случае находящихся в определенных условиях 
популяций пресноводной гидры [12], кривая вы-
живания представляет собой просто горизонталь-
ную прямую). И именно по характеру модификации 
таких кривых под влиянием того или иного фак-
тора мы делаем вывод о том, влияет ли он на про-
цесс старения. Можно полагать, что “истинный” 
геропротектор должен сдвигать кривую выживания 
вправо без изменения ее формы, т.е. увеличивая 
как среднюю, так и максимальную ПЖ. И при этом 
кривая выживания не должна быть экспоненци-
альной! Впрочем, какой-нибудь гипотетический 
“бессмертизатор”, делающий кривую выживания 
горизонтальной (т.е. фактически отменяющий смерть 
членов когорты) мы бы тоже отнесли к геропро-
текторам. Хотелось бы также подчеркнуть, что, как 
мы полагаем, при таком подходе не очень важно, 
является ли старение запрограммированным про-
цессом или оно определяется стохастическими про-
цессами, запускаемыми после завершения програм-
мы развития [7, 10, 11, 13–15].

Факторы же, увеличивающие ПЖ нестареющих 
организмов, по-видимому, нельзя считать геро-
протекторами, так как они не влияют на процесс 
увеличения с возрастом вероятности смерти. 

Что касается препаратов, с помощью которых 
борются с возрастными болезнями, то формально 
в этом случае мы замедляем (или откладываем) уве-
личение вероятности смерти, однако, что очень 
важно, практически никак не влияем на максималь-
ную (видовую) ПЖ. Если считать и эти лекарства 
геропротекторами, то тогда к ним можно отнести 
практически все, что обеспечивает нормальное су-
ществование организма (вода, пища, витамины, мик-
роэлементы и т.п.). Мы разделяем точку зрения, 
согласно которой возрастные болезни являются 
следствием старения, а не наоборот.

Вопросы 3, 4 и 5. Исследуя потенциальные ге-
ропротекторы в цитогеронтологических экспери-
ментах (т.е. в экспериментах на клеточных культу-
рах) мы, как правило, оцениваем их влияние на 
жизнеспособность клеток. Однако критерии этой 
жизнеспособности могут принципиально разли-
чаться в зависимости от того, какой теории старе-
ния придерживается конкретный исследователь. 
В течение многих лет была очень популярна кон-

цепция, согласно которой причина старения мно-
гоклеточного организма кроется в ограниченном 
митотическом потенциале составляющих его нор-
мальных клеток [16, 17]. Поэтому препараты, увели-
чивающие пролиферативный потенциал (“лимит 
Хейфлика”) таких клеток in vitro, автоматически 
причислялись к геропротекторам (необходимо под-
черкнуть, что речь идет именно о пролиферативном 
потенциале клеток, а не об их пролиферативной 
активности; к сожалению, эти показатели в цито-
геронтологической литературе очень часто сме-
шиваются). При этом игнорировались данные, со-
гласно которым старение организма определяется 
во многом его постмитотическими или очень мед-
ленно размножающимися клетками (нейроны, кар-
диомиоциты, гепатоциты, яйцеклетки и др.), кото-
рые за время жизни “хозяина” никогда не успевают 
реализовать даже “нормальный” потенциал деле-
ний [8, 18]. Большинство клеток организма чело-
века не делятся или делятся очень медленно не 
потому, что не могут этого делать, а потому что не 
должны. Поэтому индукция теломеразной активно-
сти в нормальных клетках, приводящая к значи-
тельному увеличению их митотического потенциала 
(возможно, даже делающая его неограниченным) 
в таких клетках не может быть реализована. Ну а 
для клеток организма, уже обладающих теломеразой 
(стволовые клетки, клетки зародышевого пути), 
такая индукция тем более бесполезна. Впрочем, 
согласно определенной точке зрения [19], некото-
рый “мозаицизм” по пролиферативным показате-
лям, существующий в высокоорганизованном мно-
гоклеточном организме, все же позволяет считать 
укорочение теломер важным фактором для старе-
ния и долголетия.

Если же исследуемое соединение положительно 
влияет именно на пролиферативную активность 
клеток, что проявляется, например, в увеличении 
их способности к колониеобразованию, то послед-
ствия воздействия такого препарата на организм 
могут быть двоякими. С одной стороны, для неко-
торых клеток (например, тех, которые участвуют 
в процессах регенерации) такая стимуляция может 
быть полезна. С другой стороны, это воздействие 
может, во-первых, стимулировать к делению те 
клетки, которые, как уже упоминалось выше, не 
должны делиться, а во-вторых, увеличить вероят-
ность быстрого размножения имеющихся в орга-
низме предраковых (или даже раковых) клеток. 
Не исключено также повышение частоты возни-
кающих доброкачественных опухолей. Впрочем, 
хотелось бы подчеркнуть, что методика оценки 
способности клеток к образованию колоний явля-
ется одной из немногих, обеспечивающих получе-
ние данных о характеристиках отдельных клеток, а 
не клеточной популяции в целом [20]. В последнем 
случае из-за усреднения мы теряем информацию 
о возможных клеточных субпопуляциях, которые 
могут по-разному реагировать на исследуемое веще-
ство. Например, у некоторых клеток количество 
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популярного биомаркера старения 8-оксо-2’-дез-
оксигуанозина в ДНК [21] под влиянием изучае-
мого фактора может увеличиваться, у некоторых — 
уменьшаться, а у некоторых — оставаться неизменным. 
В результате, оценивая содержание 8-оксо-2’-дез-
оксигуанозина в среднем, мы можем сделать выводы 
об отсутствии изменений этого показателя.

Некоторые показатели, используемые для оцен-
ки жизнеспособности клеток в цитогеронтологиче-
ских экспериментах, могут быть чисто “коррелятив-
ными” [22], так что их интерпретация становится 
еще более сложной. Например, это касается вели-
чины насыщающей плотности клеточной культуры. 
Известно, что для нормальных диплоидных кле-
ток этот показатель хорошо обратно коррелирует 
с возрастом донора клеток (причинно-следствен-
ные связи в этом случае остаются неясными). В на-
шей так называемой “клеточно-кинетической моде-
ли” [23] мы использовали именно его для оценки 
потенциальных геропротекторов. Предполагалось, 
что факторы, увеличивающие насыщающую плот-
ность культуры и, тем самым, снижающие “биоло-
гический возраст” клеток, должны положительно 
влиять на жизнеспособность и старение много-
клеточного организма. Однако в этом случае мы 
можем столкнуться с теми же проблемами интерпре-
тации данных, которые касаются экспериментов 
по оценке эффективности клонирования. Совсем 
не очевидно, что во всех случаях улучшение спо-
собности клеток достигать высокой насыщающей 
плотности в культуре приведет к замедлению ста-
рения многоклеточного организма. Не исключено, 
что оно вообще никак не повлияет на процесс ста-
рения, а, возможно, даже ускорит его.

Очень важно, на каких именно клетках прово-
дятся цитогеронтологические эксперименты по 
тестированию потенциальных геропротекторов — 
нормальных или трансформированных клетках мно-
гоклеточных организмов, одноклеточных эукарио-
тических или прокариотических организмах и т.п. 
Как уже отмечалось выше, различия в интерпрета-
ции данных тестирования геропротекторов, полу-
ченных на нормальных и трансформированных клет-
ках животных или человека, могут становиться 
совершенно очевидными при попытке перенесения 
таких результатов на людей, значительная часть 
которых умирает от онкологических заболеваний. 
В частности, биологически активные соединения, 
уменьшающие жизнеспособность культивируемых 
раковых клеток, могут продлевать жизнь экспери-
ментальным животным и человеку, как и препараты, 
увеличивающие жизнеспособность культивируемых 
нормальных клеток. Использование одноклеточ-
ных организмов — бактерий [24], дрожжей [25, 26], 
микроводорослей [27] и микоплазм [28, 29] — позво-
ляет оценивать влияние тех или иных препаратов 
на клетки, представляющие собой самостоятельные 
организмы. Однако бактерия, например, так сильно 
отличается от клетки млекопитающего, что одни и 
те же вещества могут убить первую, но практиче-

ски никак не повлиять на жизнеспособность второй 
(например, это касается антибиотиков).

Нам представляется, что модель “стационар-
ного старения” позволяет во многих случаях избе-
жать значительной части перечисленных проблем, 
ибо для любых используемых в экспериментах кле-
ток ключевым фактором, запускающим их “старение”, 
является ограничение клеточной пролиферации 
с помощью того или иного достаточно физиологич-
ного способа. Классический пример — хронологи-
ческое старение дрожжей [25, 26], данные исследо-
вания которого часто вполне успешно используются 
для изучения механизмов старения людей и жи-
вотных. В частности, в экспериментах на дрожжах 
Saccharomyces cerevisiae было продемонстрирова-
но, что известный ингибитор mTOR, рапамицин, 
в небольших дозах, достаточных для замедления де-
ления дрожжевых клеток, но не блокирующих пол-
ностью этот процесс, увеличивает ПЖ культуры в 
модели хронологического старения [30, 31]. Впослед-
ствии обнаружили, что это соединение продлевает 
жизнь экспериментальным животным — мышам 
[32, 33] и дрозофилам [34]. Необходимо отметить, 
что, согласно представлениям некоторых исследо-
вателей [31, 35], положительный “геронтологиче-
ский” эффект рапамицина может быть связан 
с активацией аутофагии. Не исключается также, что 
благоприятное действие рапамицина на ПЖ жи-
вотных может определяться подавлением под его 
влиянием возникновения и развития злокачествен-
ных опухолей [36, 37]. Как уже отмечалось выше, 
в таком случае считать его геропротектором вряд 
ли возможно. Помимо всего прочего, интересно 
отметить, что со временем у животных может разви-
ваться привыкание к рапамицину, поэтому некото-
рые авторы полагают целесообразным применение 
препарата в комбинации с другими биологически 
активными соединениями, например, с ресвератро-
лом [38]. К сожалению, проблемы такого рода вряд 
ли могут быть “пойманы” на уровне цитогеронто-
логических исследований.

С учетом всего изложенного у нас складывается 
впечатление, что наименьшее количество проблем 
с интерпретацией данных, касающихся тестирования 
потенциальных геропротекторов в цитогеронтоло-
гических экспериментах, возникает при проведении 
подобных исследований на модели “стационарного 
старения” (основанной на концепции ограничения 
клеточной пролиферации как основной причины 
накопления с возрастом в клетках многоклеточных 
организмов макромолекулярных повреждений, при-
водящих к ухудшению функционирования тканей 
и органов и, как следствие, к увеличению вероят-
ности смерти) нормальных клеток, хотя и в этом 
случае окончательного ответа на вопрос о том, яв-
ляется ли изучаемый фактор геропротектором, мы 
не получим. Для этого все равно потребуются как 
эксперименты на животных, так и клинические 
исследования.
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INTERPRETATION OF DATA ABOUT THE IMPACT OF BIOLOGICALLY ACTIVE 
COMPOUNDS ON VIABILITY OF CULTURED CELLS OF VARIOUS ORIGIN 

FROM A GERONTOLOGICAL POINT OF VIEW
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Problems related to the interpretation of data obtained during testing of potential geropro-
tectors in cytogerontological experiments are considered. It is emphasized that such com-
pounds/physical factors should influence on the processes leading to the age-related increase of 
death probability of multicellular organisms (primarily — of man, in whose aging gerontologists 
are mainly interested). However, in the authors’ opinion, compounds which cure age-related dis-
eases unlikely could be classified as geroprotectors. It is noted, that, in the model systems using 
cultured cells, researchers, as a rule, evaluate their viability criteria of which, to a great extent, 
depend on the aging theory shared by the experimenters. Besides, it is very important what cells 
are used in the studies — normal or transformed cells of multicellular organisms, unicellular 
eukaryotic or prokaryotic organisms, etc. In particular, biologically active compounds which de-
crease the viability of cultured cancer cells may increase the life span of experimental animals 
and humans, as well as compounds which increase the viability of normal cultured cells. Various 
problems with interpretation of data obtained with the Hayflick model, the stationary phase aging 
model, and the cell kinetics model, as well as in experiments on evaluation of cell colony-forming 
efficiency are analyzed. The approaches discussed are illustrated on the example of the results 
from gerontological investigations of a famous mTOR inhibitor, rapamycin. It is assumed that 
factors retarding the stationary phase aging (chronological aging) of cultured cells are, apparently, 
the most promising geroprotectors although the specific mechanisms of their action may vary 
considerably.

Key words: cytogerontology, cell viability, aging, senescence, replicative aging, stationary phase 
aging, age-related diseases, geroprotectors, geropromoters, review.
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УДК 634.22:632.3:578.864

МОЛЕКУЛЯРНО-БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА НОВЫХ ИЗОЛЯТОВ ВИРУСА 
ОСПЫ СЛИВЫ ШТАММА WINONA

А.В. Закубанский, А.А. Шевелева, С.Н. Чирков*

Кафедра вирусологии, биологический факультет, Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова; 
Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12

* email: s-chirkov1@yandex.ru

Вирус оспы сливы (Plum pox virus, PPV, род Potyvirus, сем. Potyviridae) является эко-
номически наиболее значимым вирусным патогеном косточковых культур, принадлежа-
щих к роду Prunus. Штамм Winona (PPV-W) — самый вариабельный из девяти известных 
штаммов вируса и один из самых распространенных в европейской части России. Шесть 
новых изолятов PPV-W были выявлены впервые в зеленых насаждениях г. Москвы 
(Kp2U, Avang, Pulk, Pulk-1), в Талдомском районе Московской области (Karm) и в Ков-
ровском районе Владимирской области (Vlad-4) на дикорастущих деревьях сливы Prunus 
domestica. 3’-Терминальный сегмент генома новых изолятов отличался высоким уровнем 
изменчивости. Изучение их родственных связей с другими изолятами этого штамма по-
средством филогенетического анализа последовательности гена белка оболочки показало 
отсутствие кластеризации российских изолятов PPV-W по географическому принципу. 
Инокуляция растений Nicotiana benthamiana хмелевой тлей Phorodon humuli с деревьев 
сливы, зараженных изолятами Avang и Pulk, и чертополоховой тлей Brachycaudus cardui 
c дерева, зараженного изолятом Kp2U, приводила к системной вирусной инфекции в ин-
дикаторных растениях, что указывало на возможность распространения PPV-W обоими 
видами тли в природе. Передачу PPV-W через семена установить не удалось.

Ключевые слова: вирус оспы сливы, штамм Winona, филогенетический анализ, хмелевая 
тля Phorodon humuli, чертополоховая тля Brachycaudus cardui. 

Вирус оспы сливы (Plum pox virus, PPV, род 
Potyvirus, сем. Potyviridae) является экономически 
наиболее значимым вирусным патогеном косточ-
ковых культур, принадлежащих к роду Prunus. Вы-
зываемое им заболевание (“шарка”) приводит к сни-
жению урожая и ухудшению качества плодов [1]. 
Вирусный геном представлен однонитевой моле-
кулой РНК положительной полярности длиной 
9,8 тыс. нуклеотидов (нт) с организацией, типичной 
для потивирусов. В зараженных клетках геномная 
РНК транслируется с образованием полипротеина, 
который разрезается вирус-специфическими про-
теазами на 10–11 функционально активных бел-
ков. От растения к растению вирус передается при 
вегетативном размножении, а также различными 
видами тли. Известно девять штаммов вируса: D, 
M, C, CR, W, Rec, EA, T и An. Штаммы различа-
ются по нуклеотидной последовательности геном-
ной РНК, антигенным и эпидемиологическим свой-
ствам, географическому распространению, кругу 
хозяев и патогенности для различных видов кос-
точковых культур [2].

Штамм W (Winona) (PPV-W) встречается пре-
имущественно на территории бывшего СССР. Два 
изолята, обнаруженные в Канаде [3, 4] и США [5], 
имеют украинское происхождение. Других изоля-
тов PPV-W за пределами бывшего СССР до сих пор 
не выявлено. Напротив, в европейской части Рос-

сии изоляты этого штамма распространены очень 
широко [6]. Анализ их геномов показал, что PPV-W 
является самым вариабельным из известных штам-
мов вируса, в частности, вследствие широкого рас-
пространения внутриштаммовой рекомбинации 
[7, 8]. Поэтому молекулярный анализ каждого но-
вого изолята представляет большой интерес для 
оценки степени генетической изменчивости PPV 
и понимания его эволюции. Кроме того, биологи-
ческие свойства PPV-W практически не изучены. 

В данной работе исследовали шесть новых изо-
лятов PPV-W, выявленных на дикорастущих деревьях 
сливы в Москве, а также в Московской и Влади-
мирской областях. Посредством филогенетического 
анализа геномов изучены их родственные связи 
с другими изолятами этого штамма. Также иссле-
дована возможность передачи изолятов штамма W 
тлями и через семена. 

Материалы и методы

Изоляты Avang, Kp2U, Pulk и Pulk-1 обнару-
жены на дикорастущих деревьях сливы (P. domesti-
ca) в зеленых насаждениях на севере г. Москвы. 
Изолят Karm выявлен на корневой поросли сливы 
в Талдомском районе Московской области, а изолят 
Vlad-4 — на сливе в Ковровском районе Влади-
мирской области. Все изоляты индуцировали ти-
пичные симптомы шарки на листьях зараженных 
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растений. Лабораторную диагностику вируса осу-
ществляли посредством иммуноферментного ана-
лиза (ИФА) с помощью набора Reagent set SRA 31505 
(Agdia, США) и иммуноспецифической полиме-
разной цепной реакции с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР) с универсальными праймерами, выяв-
ляющими любые изоляты вируса [9], как описано 
ранее [10]. Штамм изолятов определяли методом 
ОТ-ПЦР с набором праймеров, разработанных 
для идентификации различных штаммов вируса 
[11–15]. 3’-Терминальный сегмент генома, вклю-
чающий ген белка оболочки (БО) и прилегающие 
последовательности гена NIb и 3’-нетранслируе-
мого региона, амплифицировали методом ОТ-ПЦР 
с праймерами P3dW/4CPR1 [16]. Продукты ПЦР 
размером 1211 п.н. выделяли из агарозного геля 
с помощью набора Cleanup Standard (Евроген, Рос-
сия) и секвенировали в обоих направлениях мето-
дом Сэнгера в фирме Евроген. Последовательности 
гена БО новых изолятов депонированы в базе дан-
ных GenBank (http://ncbi.nlm.nih.gov/) под номерами 
KU359729 (Avang), KU359730 (Karm), KU359731 
(Kp2U), KU359732 (Pulk), KU359733 (Pulk-1) и 
KU359734 (Vlad-4). Для филогенетического ана-
лиза использовали все доступные в GenBank по-
следовательности гена БО изолятов PPV-W: W3174 
(AY912055), RD4 (HG916856), STNB1 (HG916857), 
STNB2 (HG916858), PD2 (HG916859), P2-1 (HG916860), 
P3 (HG916861), 1410-7 (HG916862), 1410-1 (HG916863), 
1410 (HQ326086), LV-141pl (HQ670746), LV-145bt 
(HQ670748), UKR44189 (JN596110), BY (JQ970438), 
P1 (JQ970439), Pk (KC347608), P2-2 (LN852400). 
Анализ генетического разнообразия последова-
тельностей и филогенетический анализ выполняли 
с помощью программы MEGA 6.06 [17]. 

Для определения вида тли, колонизирующей 
побеги зараженных деревьев, использовали опре-
делитель насекомых [18]. Возможность переноса 
вируса тлей изучали, как описано ранее [19]. Тлю 
с деревьев сливы, зараженных изолятами Kp2U, 
Pulk и Avang, переносили на растения Nicotiana 
benthamiana по 25–40 особей на 1–2 листа среднего 
яруса. Каждый изолят инокулировали в 5–6 расте-
ний. Вирус в индикаторных растениях определяли 
через 2–3 нед. после инокуляции с помощью 
ОТ-ПЦР. Вирофорность тлей определяли методом 
ОТ-ПЦР, используя в качестве матрицы для обрат-
ной транскрипции тотальную РНК, выделенную 
из тлей при помощи наборов RNeasy Plant Mini Kit 
(Qiagen, Германия). По 40 мг тлей, собранных с того 
или иного дерева, гомогенизировали в лизирующем 
буфере RLT, входящем в состав набора, и выделяли 
тотальную РНК в соответствии с протоколом фир-
мы. Для изучения возможности передачи PPV-W 
семенами собирали плоды с зараженных деревьев, 
отделяли косточки от мякоти, обрабатывали их 
раствором марганцовокислого калия и стратифици-
ровали во влажном субстрате в течение 5–6 мес. при 
температуре 2–4ºС до прорастания. Наличие вируса 

в сеянцах сливы определяли методом ОТ-ПЦР че-
рез 5–7 нед. после их высаживания в стерильный 
почвенный субстрат. 

Результаты и обсуждение

Методами ИФА и ОТ-ПЦР вирус был выявлен 
во всех исследованных образцах растений сливы 
с симптомами шарки. При использовании в ОТ-ПЦР 
праймеров, специфичных к штамму W, образовы-
вался продукт ожидаемого размера (327 п.н.) [13] 
(данные не представлены). Амплификации с прай-
мерами, специфичными к другим штаммам вируса, 
не наблюдали. Таким образом, анализируемые изо-
ляты очевидно принадлежат к штамму W. Ранее 
PPV-W был выявлен в различных регионах Евро-
пейской России, а также в Латвии на сливе (P. do-
mestica), терне (P. spinosa), войлочной вишне (P. to-
mentosa) и алыче (P. cerasifera) [6, 10, 16, 20, 21]. 
В Москве изоляты этого штамма были обнаружены 
в коллекционных насаждениях Главного ботани-
ческого сада имени Н.В. Цицина РАН на сливе 
канадской (P. nigra) и терне [10, 22]. В зеленых на-
саждениях г. Москвы, на севере Московской обла-
сти и во Владимирской области PPV-W обнаружен 
впервые. Эти находки являются еще одним под-
тверждением повсеместного распространения изо-
лятов штамма W в европейской части России. 
В среднем, с учетом новых изолятов, последова-
тельности гена БО PPV-W различались на 5,1%, что 
соответствует данным о степени вариабельности 
полногеномных последовательностей PPV-W [8] и 
свидетельствует о высоком уровне генетического 
разнообразия внутри штамма W. 

Результаты филогенетического анализа гена БО 
новых изолятов PPV-W представлены на рис. 1. 
Изоляты Avang, Pulk и Pulk-1 образуют одну группу. 
Деревья сливы, на которых обнаружены эти изо-
ляты, находятся в сотнях метров одно от другого и 
колонизируются одним и тем же видом предпола-
гаемого переносчика вируса — хмелевой тлей 
Phorodon humuli (Schr.). Интересно, что эти три изо-
лята связаны общностью происхождения с изоля-
тами 1410 и PD2 из коллекции косточковых культур 
Главного ботанического сада имени Н.В. Цицина 
РАН [10, 22]. Возможно, сравнительная близость 
местообитания растений-хозяев способствовала 
естественному распространению предка этих изо-
лятов тлей-переносчиком. Еще один московский 
изолят Kp2U близкородственен изоляту RD4, об-
наруженному на войлочной вишне в Раменском 
районе Московской области [10]. Следует отме-
тить, что все изоляты, входящие в эту группу, вы-
явлены в Московской области, за исключением 
изолята Pk, который обнаружен на дикорастущей 
сливе в Тверской области [16].

Хотя в ряде случаев группирование изолятов 
по топографическому принципу, видимо, может иметь 
место, в целом кластеризация российских изолятов 
PPV-W по географическому принципу отсутствует. 
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Так, изолят Karm из Талдомского района Москов-
ской области кластеризуется с изолятом BY из Бел-
городской области и с изолятом LV-141pl из Латвии, 
причем латвийский изолят считается наиболее близ-
ким к предполагаемому предку этого штамма [21]. 
Аналогичным образом, изолят Vlad-4 из Владимир-
ской области кластеризуется с изолятами P1 и Р3 из 
Ставропольского края [8, 10] и с изолятами LV-145bt 
из Латвии и UKR44189 из Украины [5, 21]. 

Известно, что ген БО PPV-W может состоять 
из 990 или 993 нт. Это различие связано с делецией 
нуклеотидов T, A, Г из соседних триплетов в 5’-прок-
симальном участке гена БО у ряда изолятов [8, 10, 
21]. Филогенетический анализ показал, что после-
довательности гена БО длиной 990 нт (изоляты 
Pulk, Pulk-1, Avang, 1410, PD2, P1, P3, Vlad-4, LV-145bt, 
UKR44189) формируют отдельный кластер (рис. 1). 
Однако в него не входит изолят BY, ген БО кото-
рого тоже состоит из 990 нт. Возможно, входящие 
в этот кластер изоляты представляют собой от-
дельную ветвь эволюции PPV-W. 

Штамм W является самым изменчивым из всех 
известных штаммов PPV, а последовательность гена 
БО, кодирующая N-терминальный домен БО, яв-
ляется наиболее вариабельным участком генома [2]. 
Поэтому филогенетический анализ гена БО, оче-
видно, вполне достоверно отражает родственные 
связи между изолятами. Об этом же свидетельствуют 

высокие значения бутстрэп-анализа и близость то-
пологии филогенетического дерева, представленного 
в данной статье, к дереву, реконструированному на 
основе полногеномных последовательностей изо-
лятов этого штамма [8]. 

В природных условиях PPV распространяется 
от растения к растению различными видами тли 
неперсистентным способом [2, 19]. Деревья сли-
вы, зараженные изолятами Avang и Pulk, были ко-
лонизированы хмелевой тлей Ph. humuli, а дерево, 
зараженное изолятом Kp2U, было колонизировано 
чертополоховой тлей Brachycaudus cardui (L.). Эти 
виды тли известны как переносчики PPV [19], однако 
возможность переноса ими изолятов штамма W не 
была изучена. 

Методом ОТ-ПЦР с праймерами, специфич-
ными к штамму W [13], вирус легко определялся 
в листьях, колонизированных тлями (рис. 2, а). В то 
же время, анализ тотальной РНК из тлей, собран-
ных с зараженных побегов, выявил вирус только 
в B. cardui со сливы, зараженной изолятом Kp2U 
(рис. 2, б). Несмотря на это, инокуляция растений 
N. benthamiana тлями Ph. humuli с деревьев сливы, за-
раженных изолятами Avang и Pulk, и тлями B. cardui 
c дерева, зараженного изолятом Kp2U, приводила 
к инфицированию индикаторных растений. Ме-
тодом ОТ-ПЦР вирус был обнаружен как в иноку-
лированных, так и в неинокулированных листьях, 

Рис. 1. Филогенетическое дерево, реконструиро-
ванное методом присоединения соседей на основе 
последовательностей гена белка оболочки изолятов 
вируса оспы сливы штамма Winona. Названия изо-
лятов указаны на концах ветвей. Наименования 
изолятов, изученных в данной работе, выделены 
жирным шрифтом. Результаты бутстрэп-анализа из 
1000 случайных выборок (в процентах) указаны ря-
дом с узлами. Масштабная черта показывает число 
замен на один нуклеотид. Номера последователь-
ностей, использованных в филогенетическом ана-
лизе, в базе данных GenBank приведены в разделе 
“Материалы и методы”. Филогенетический анализ 

выполнен с помощью программы MEGA6 (17)
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что указывало на возможность переноса изолятов 
PPV-W обоими видами тлей (рис. 2, в). Доля зара-
женных индикаторных растений зависела от изо-
лята PPV-W и составила для Avang — три растения 
из пяти зараженных, для Pulk — четыре растения 
из шести, и для Kp2U — пять растений из пяти 
инокулированных. Возможно, высокая эффектив-
ность передачи изолята Kр2U является следствием 
существенно бóльшего количества вируса в тлях 
B. cardui (рис. 2, б). Высокое содержание PPV в пе-
реносчике не характерно для неперсистентного 
способа передачи вируса и нуждается в дальнейшем 
изучении. Следует отметить, что при векторной 
передаче вируса инфекция PPV-W в N. benthamiana 
оказалась полностью бессимптомна, как и при ме-
ханическом заражении растений этого вида [22].

Некоторые потивирусы могут распространяться 
семенами [23]. Изоляты PPV штаммов D и М се-
менами не передаются [24], но штамм W в этом 
отношении не был изучен. Методом ОТ-ПЦР были 
проанализированы 47 растений сливы, выращен-
ных из семян с зараженных деревьев. Ни в одном 
из сеянцев вирус выявить не удалось. Типичные 
симптомы вирусной инфекции не развивались. 
По-видимому, изоляты PPV штамма W семенами 
не передаются. 
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Рис. 2. Определение вируса оспы сливы в листьях сливы, ко-
лонизированных тлей (а), в тле (б) и в системных листьях 
Nicotiana benthamiana через 3 нед. после инокуляции тлей (в) 
методом ОТ-ПЦР. Изоляты: Avang (1), Kp2U (2), Pulk (3). 
Электрофорез в 2%-ном геле агарозы. Окрашивание броми-
стым этидием. Стрелка указывает положение специфического 
продукта ОТ-ПЦР размером 327 п.н. М — маркеры GeneRuler 

100 bp DNA Ladder (Fermentas)

зараженным материалом косточковых культур и 
наличия эффективных переносчиков вируса. Широ-
кое распространение этого штамма, его отсутствие 
за пределами бывшего СССР и высокая вариабель-
ность генома могут указывать на происхождение 
штамма W в России или сопредельных странах, 
что согласуется с предположениями о восточно-
европейском происхождении PPV-W [4, 6]. 

Авторы благодарны д-ру Аскару Ахатову за 
определение видов тли. Работа выполнена при фи-
нансовой поддержке Российского научного фонда 
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MOLECULAR AND BIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF NOVEL ISOLATES 
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Plum pox virus (PPV, genus Potyvirus, family Potyviridae) is considered to be the most detri-
mental viral pathogen of stone fruit crops (Prunus spp.). The strain Winona (PPV-W) is the most 
variable strain of the nine recognized strains of the virus and is one of the most common in Euro-
pean Russia. Six new PPV-W isolates were first found in decorative green plantings of the city of 
Moscow (Kp2U, Avang, Pulk, Pulk-1), also in the Taldom district of the Moscow region (Karm) 
and in the Kovrov district of the Vladimir region (Vlad-4) on wild plums Prunus domestica. Analysis 
of the 3’-terminal genome segment of the novel isolates confirmed the high level of the PPV-W 
intra-strain diversity. Study of their relationship with other PPV-W isolates using the phylogenetic 
analysis of the coat protein gene’s sequences revealed no geographical clustering of the Russian 
PPV-W isolates. The aphid and seed transmission of the PPV-W was also investigated. Inocula-
tion of Nicotiana benthamiana plants by the hop aphid Phorodon humuli from the plums, infected 
with the isolates Avang and Pulk, and by the thistle aphid Brachycaudus cardui from the plum, 
infected with the isolate Kp2U, was shown to result in the systemic infection of tobacco plants 
thus indicating the possibility of the natural PPV-W transmission by both aphid species. No evi-
dence of the PPV-W seed transmission has been obtained.

Key words: plum pox virus, strain Winona, phylogenetic analysis, hop aphid Phorodon humuli, 
thistle aphid Brachycaudus cardui.
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Скручивание листьев винограда, вызываемое комплексом вирусов, является одним 
из самых распространенных и вредоносных вирусных заболеваний этой культуры. Для 
изучения распространенности вирусов скручивания листьев винограда 1 и 3 (grapevine 
leafroll-associated viruses-1 — GLRaV-1 и grapevine leafroll-associated viruses-3 — GLRaV-3) 
было проведено обследование виноградных насаждений в шести районах Крыма в осенний 
и весенний период 2015 г. Отобрано 689 образцов с симптомами вирусной инфекции. 
Диагностику пр  оводили методом обратной транскрипции-полимеразной цепной реакции, 
продукты реакции секвенировали. GLRaV-1 и GLRaV-3 были обнаружены в 34 (4,9%) 
и 37 (5,4%) образцах соответственно. В обследованных хозяйствах Севастопольского и 
Бахчисарайского района GLRaV-1 и GLRaV-3 обнаружены не были. 

Ключевые слова: Vitis vinifera, виноград, вирусные заболевания винограда, вирус скручи-
вания листьев винограда 1, вирус скручивания листьев винограда 3, виноградники Крыма.

Виноград (Vitis vinifera L.) — одна из наиболее 
значимых культур южных областей России, высо-
кая урожайность которой зависит от качественного 
посадочного материала и фитосанитарного состоя-
ния насаждений. Вирусные патогены являются 
серь езной проблемой для возделывания виноград-
ников во всем мире.

В настоящее время обнаружено около 70 ви-
русов, поражающих виноград [1]. Скручивание его 
листьев является одним из наиболее вредоносных 
и широко распространенных вирусных заболеваний 
виноградной лозы, которое приводит к снижению 
урожайности на 15–40% [1]. На инфицированных 
растениях формируются мелкие, плохо вызреваю-
щие ягоды. Содержание простых углеводов в соке 
ягод снижается на 5–26%, ухудшаются окраска и 
внешний вид гроздей. 

Скручивание листьев виноградной лозы вызы-
вается несколькими вирусами семейства Clostero-
viridae, часто совместно поражающими растения 
[4]. Характерным симптомом заболевания является 
скручивание листьев краями вниз. Наиболее силь-
но симптомы выражены на темноягодных сортах 
винограда, у которых также наблюдается раннее 
покраснение листовых пластинок вдоль жилок 
листа. У светлоягодных сортов заболевание прояв-
ляется в виде слабого хлороза [2, 4–7]. Симптомы 

значительно варьируют в зависимости от вида и 
изолята вируса, сорта винограда, погодных условий. 
Кроме того, инфекция может быть бессимптом-
ной [5].

Основные возбудители болезни скручивания 
листьев — вирусы скручивания листьев виногра-
да-1 и -3 (grapevine leafroll-associated viruses-1 — 
GLRaV-1 и grapevine leafroll-associated viruses-3 — 
GLRaV-3) рода Ampelovirus. Симптомы поражения 
GLRaV-1 и GLRaV-3 незначительно различаются 
между собой, однако для GLRaV-3 характерно более 
сильное изменение окраски листьев, особенно для 
сортов с окрашенными ягодами [4, 8, 9]. GLRaV-1 
и GLRaV-3 распространяются при прививках вино-
града и переносятся полуперсистентно мучнистыми 
червецами семейства Pseudococcidae и ложнощи-
товками семейства Coccidae [10].

Присутствие GLRaV-1 и GLRaV-3 было отме-
чено во всех основных винодельческих регионах 
Европы, Северной и Южной Америки, Африки, 
Азии и Океании [12]. Данные по распространению 
скручивания листьев винограда в винодельческих 
зонах России практически отсутствуют. В литера-
туре встречаются лишь единичные упоминания об-
следования двух районов Крыма [12]. Целью данной 
работы было изучить распространение GLRaV-1 и 
GLRaV-3 на виноградниках Крыма. 
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Материалы и методы

Обследования виноградников и отбор образцов 

растений с симптомами вирусных заболеваний 

проводили в осенний и весенний период 2015 г. 

В зависимости от размера участка и частоты встре-

чаемости симптомов обследовали от 25% до 33% 

растений винограда (осматривали каждый четвер-

тый и каждый третий ряды, соответственно). На 

массивах виноградников одного сорта и года по-

садки площадью свыше 10 га — обследовали до 

5–10% растений. Осмотр растений проводили по 

диагонали виноградника, при этом исследовали все 

кусты в рядах с обеих сторон по всей длине марш-

рута, а также растения в крайних рядах. Поражен-

ные растения выявляли визуально.

Из отобранных образцов выделяли суммарную 

РНК по методике, описанной Ротт и Йелкман [13]. 

Качество выделения контролировали методом элек-

трофоретического анализа. РНК использовали для 

синтеза кДНК обратной транскриптазой RevertAid 

H Minus (Thermo Scientific™, каталожный номер 

EP0451) по протоколу производителя. Полученную 

кДНК добавляли в качестве матрицы для полиме-

разной цепной реакции (ПЦР) со специфическими 

праймерами. ПЦР проводили с использованием 

реактивов Thermo Scientific™ (каталожный номер 

EP0405) на амплификаторе Gene Amp 9700 PCR 

System, Applied Biosystems. Условия амплификации 

были следующими: 95ºС — 2 мин, 95ºС — 30 с, 56ºС 

(или 61ºС) — 45 с, 72ºС — 60 с, 72ºС — 2 мин. Для 

анализа наличия GLRaV-1 использовали прайме-

ры CPV 5’-ATGGCTAGCGTTATATCTCAAA-3’ и 

CPC 5’-CCGGTTGGTAATACTACCGAAA-3’, тем-

пература отжига праймеров 61ºС [14]. Для анализа 

наличия GLRaV-3 использовали специфические прай-

меры 547F 5’-ATTAACTTGACGGATGGCACGC-3’ 

и H229 5’-ATAAGCATTCGGGATGGACC-3’, темпе-

ратура отжига праймеров 56ºС [15]. Каждый образец 

суммарной РНК анализировали индивидуально. 

Продукты обратной транскрипции-полимеразной 

цепной реакции (ОТ-ПЦР) разделяли в 1%-ном ага-

розном геле. Продукты амплификации выделяли из 

агарозного геля с использованием набора Cleanup 

Standard (ЗАО “Евроген”, каталожный номер BC022) 

по протоколу производителя. ДНК секвенировали 

с использованием реактивов Big Dye Terminator v.3.1 
chemistry на автоматическом секвенаторе ABI PRIZM 
3730 согласно инструкциям производителя. 

Результаты и обсуждение

Обследование виноградников на наличие виру-
сов скручивания проводили в одиннадцати хозяйствах 
шести виноградарских зон Крыма: Алуштинского, 
Ялтинского, Севастопольского, Бахчисарайского, 
Судакского и Симферопольского районов. 

В 2015 г. наблюдались оптимальные погодные 
условия для распространения GLRaV-1 и GLRaV-3 
переносчиками, мучнистыми червецами и ложно-
щитовками, наличие которых было отмечено на 
виноградниках обследованных территорий. 

На виноградных насаждениях Крыма в первой 
половине лета 2015 г. обнаруживали растения со 
слабо деформированными и гофрированными лис-
товыми пластинками. Слабое скручивание листьев 
и покраснение в этот период проявлялись на нижних 
листьях единичных растений. Характерные симп-
томы скручивания листьев винограда наблюдали 
во второй половине лета 2015 г., при этом окраска 
и размер ягод визуально не отличались от таковых 
у бессимптомных растений. Угнетение роста кустов, 
как правило, не наблюдали. К концу вегетации было 
отмечено увеличение покраснения листьев. В мо-
лодых насаждениях растения с симптомами ви-
русной инфекции были распределены по всей тер-
ритории участка. В насаждениях старше 10 лет 
пораженные растения встречались одиночно или 
группами по 2–6 лоз, при этом на старых побегах 
и на участках виноградников, испытывавших не-
достаток воды, симптомы скручивания проявля-
лись наиболее интенсивно.

По результатам проведенных обследований было 
отобрано 689 образцов винограда с симптомами 
вирусных заболеваний. Каждый образец анализи-
ровали на наличие GLRaV-1 и GLRaV-3. Фраг-
мент электрофореграммы представлен на рис. 1. 
В результате секвенирования продуктов ПЦР и 
сравнения с последовательностями, имеющимися 
в GenBank [16], было подтверждено наличие GLRaV-1 
и GLRaV-3 в исследуемых образцах.

GLRaV-1 выявлен в 34 образцах, что составило 
4,9% от общего количества растений с симптомами 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ОТ-ПЦР с использованием олигонуклеотидных праймеров, специфичных к GLRaV-1 
(дорожки 2–10) и GLRaV-3 (дорожки 11-16): 1 — маркер молекулярной массы (100 bp DNA Ladder Mix, Евроген); 2, 13 — ОТ-ПЦР 
в отсутствие ДНК-матрицы (отрицательный контроль); 10, 14 — ОТ-ПЦР с суммарной РНК, выделенной из здоровых растений; 
3–9, 11, 12, 15, 16 — ОТ-ПЦР с суммарной РНК, выделенной из образцов листьев винограда с симптомами вирусного заболевания
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вирусной инфекции. Присутствие GLRaV-3 было 
подтверждено в 37 образцах (5,4%). Смешанной 
инфекции GLRaV-1 и GLRaV-3 в индивидуальных 
образцах обнаружено не было. Распространение ви-
русов скручивания по отдельным хозяйствам пред-
ставлено на рис. 2. 

GLRaV-1 был обнаружен в хозяйствах Судак-
ского, Алуштинского и Ялтинского районов, при 
этом максимальное распространение было отме-
чено в хозяйствах Ялтинского района (9,6% от об-
щего количества отобранных образцов). В хозяйствах 
Севастопольского, Симферопольского и Бахчиса-
райского районов GLRaV-1 не выявлен.

GLRaV-3 был обнаружен в хозяйствах Судак-
ского, Алуштинского, Ялтинского и Симферополь-
ского районов, наибольшее распространение вируса 
отмечено в хозяйствах Ялтинского района (9,6%). 
В обследованных хозяйствах Севастопольского и 
Бахчисарайского районов GLRaV-3 не обнаружен. 

Полученные нами данные подтверждают опуб-
ликованную ранее предварительную информацию 
о присутствии GLRaV-1 и GLRaV-3 в хозяйствах 
Крыма [12]. На основании результатов полевых 
обследований и лабораторной идентификации можно 
рекомендовать фитосанитарные меры (выбраковка 
растений с симптомами заболевания скручивания 
листьев) и методы биологического контроля (при-
менение инсектицидов против насекомых-векторов) 
для снижения заболеваемости растений винограда 
в хозяйствах Крыма. Дальнейшие исследования 

будут направлены на идентификацию других потен-
циальных возбудителей заболевания скручивания 
листьев винограда в Крыму (таких, как GLRaV-2, 
-4, -5, -6 и -7).

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства образования и науки Российской 
Федерации (субсидия № 14.604.21.0145), уникаль-
ный идентификатор прикладных научных иссле-
дований RFMEFI60414X0145.

Рис. 2. Распространение GLRaV-1 (светлые столбцы) и 
GLRaV-3 (темные столбцы) в виноградарских хозяйствах Кры-
ма в 2015 г.: хозяйства A, B, C - Алуштинский район; хозяйства 
D, E  — Ялтинский район; хозяйства F, G, H - Судакский район; 

хозяйство I — Симферопольский район
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OCCURRENCE OF GRAPEVINE LEAFROLL-ASSOCIATED 
VIRUSES-1 AND -3 IN CRIMEA

E.V. Porotikova1, V.I. Risovannaya2, Y.A. Volkov2, U.D. Dmitrenko1, V.A. Volodin2, S.M. 
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Grapevine leafroll is one of the most widespread and harmful diseases of grapevine. To in-

vestigate the occurrence of grapevine leafroll-associated viruses-1 и 3, the survey of vineyards has 

been conducted in 2015 in six regions of Crimea. Total of 689 leaf samples with virus symptoms 

were collected. GLRaV-1 and GLRaV-3 were analysed by RT-PCR with the specific primers, 

followed by sequencing of the PCR products. GLRaV-1 and GLRaV-3 were detected in 34 (4.9%) 

and 37 (5.4%) of the samples, respectively. Vineyards in Simferopol, Bahchisaray and Sevastopol 

regions were found to be free of GLRaV-1 and GLRaV-3.

Key words: Vitis vinifera, grapevine, grapevine virus pathogens, grapevine leafroll-associated 

viruses-1, grapevine leafroll-associated viruses-3, Crimea vineyards.
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НОВЫЕ НАХОДКИ ЭНДОФИТНЫХ ГРИБОВ. КОРОТКОЕ СООБЩЕНИЕ
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На территории Звенигородской биологической станции имени С.Н. Скадовского, 
расположенной в Московской области, обнаружено присутствие эндофитных грибов 
в природных популяциях овсяницы гигантской (Festuca gigantea (L.) Vill.) и пырейника 
собачьего (Elymus caninus (L.) L.). Проведено выделение чистых культур эндофитов из 
инфицированных семян. Все полученные изоляты отнесены к виду Epichloё festucae 
Leuchtm., Schardl & M.R. Siegel.

Ключевые слова: эндофиты злаков, симбиоз, Epichloё, Neotyphodium, Festuca, Elymus.

Эндофиты злаков — это довольно известная 

группа эндосимбиотических грибов из трибы Ba-

lansiae (Clavicipitaceae, Hypocreales, Sordariomycetes, 

Pezizomycotina, Ascomycota). Они бессимптомно при-

сутствуют во многих культурных и дикорастущих 

злаках преимущественно трибы Poeae как в Ста-

ром, так и в Новом Свете. Многие эндофиты син-

тезируют алкалоиды, токсичные для крупного ро-

гатого скота и для насекомых-фитофагов [1, 2]. 

Поскольку эти грибы являются специализирован-

ными биотрофами, отличаются сложностью выделе-

ния в чистую культуру, крайне медленным ростом 

на питательных средах и, как правило, не прояв-

ляются ни на какой из стадий своего жизненного 

цикла, распространяясь через семена растения-

хозяина, то их обнаружение в природе крайне за-

труднено, особенно это касается дикорастущих зла-

ков. Для России ранее было показано присутствие 

эндофитов вида Neotyphodium uncinatum (W. Gams, 

Petrini et D. Schmidt) Glenn, C.W. Bacon et Hanlin 

в дикорастущих растениях овсяницы луговой (Fes-
tuca pratensis Huds) на территории Московской и 

Брянской областей, а так же в некоторых россий-

ских сортах этого же вида (сорта ВИК 5 и Красно-

пойменская) [3], в целом же данная группа орга-

низмов в нашей стране остается мало изученной.

Материалы и методы

На территории Звенигородской биологической 

станции имени С.Н. Скадовского биологического 

факультета МГУ (ЗБС МГУ) летом 2014 г. были 

обследованы природные популяции злаков в веге-

тирующем состоянии, а также собраны семена для 

последующей работы. Присутствие эндофитов в се-

менах проверяли цитологическим методом. Эндо-

фиты в чистую культуру выделили путем инкубации 

поверхностно стерилизованных семян на картофель-

но-глюкозном агаре в течение 60 сут [3]. Получен-

ные изоляты микроскопировали на Leica DM500. 

Спороносящие культуры были исследованы с по-

мощью сканирующего аналитического электронного 

микроскопа JSM-6380LA с рентгеноспектральным 

анализатором JED-2300 в лаборатории электронной 

микроскопии биологического факультета МГУ.

Результаты и обсуждение

На территории ЗБС МГУ были обнаружены 

эндофитные грибы в растениях овсяницы гигант-

ской (Festuca gigantea (L.) Vill.; триба Poeae) и пы-

рейника собачьего (Elymus caninus (L.) L., триба 

Triticeae). Ранее зараженные эндофитами образцы 

овсяницы гигантской отмечены на территории Но-

вой Зеландии [1], Швейцарии [4] и Франции [5], 

но выделение чистых культур грибов и идентифи-

кация видов в этих работах не проводились. Что 

касается пырейника, то единственное упоминание 

этого растения-хозяина тоже относится к террито-

рии России — группой исследователей недавно 

была проведена масштабная проверка молекуляр-

ными методами образцов семян злаков именно 

данной трибы из разных регионов, в том числе часть 

проверяемых образцов была получена из Россий-

ской Федерации (семена, собранные на территории 

Сибири) [6]. Получение чистых культур эндофит-

ных грибов в данной работе также не проводили.

Нам удалось получить изоляты эндофитных 

грибов из инфицированных семян обоих видов 

растений. Основная часть изолятов была стериль-

ной, но некоторые (3 из 18 изолятов овсяницы, и 7 

из 12 для изолятов пырейника), формировали ко-

нидиальное спороношение (рисунок). По строению 

конидиеносцев и конидий полученные культуры 

были идентифицированы как Epichloё festucae 
Leuchtm., Schardl & M.R. Siegel.

Таким образом, систематическое обследование 

дикорастущих трав, по-видимому, позволит обна-
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ружить новых хозяев эндосимбиотических грибов 
и получить новые изоляты.

transmitted Epichloё/Neotyphodium endophytes // J. Chem. 
Ecol. 2000. Vol. 26. N 4. P. 1025–1036.

5. Leyronas C., Raynal G. Presence of Neotyphodium-like 
endophytes in European grasses // Ann. Appl. Biol. 2001. 
Vol. 139. N 1. P. 119–127.

6. Card S.D., Faville M.J., Simpson W.R., Johnson R.D., 
Voisey C.R., de Bonth A.C.M., Hume D.E. Mutualistic fungal 
endophytes in the Triticeae — survey and description // FEMS 
Microbiol. Ecol. 2014. Vol. 88. N 1. P. 94–106.
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Рисунок. Фиалида Epichloё festucae, штамм Ely002

Работа выполнена при частичной финансовой 
поддержке Российского научного фонда (проект 
№ 14-50-00029).
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NEW FINDS OF ENDOPHYTIC FUNGI. A BRIEF NOTE
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Endophytic fungi are found in natural populations of giant fescue (Festuca gigantea (L.) 
Vill.) and bearded wheatgrass (Elymus caninus (L.) L.) on the territory of S.N. Skadovsky 
Zvenigorod Biological Station (Moscow Region). Endophytes were isolated from infected seeds 
of both grass species. All isolates were identified as Epichloё festucae Leuchtm., Schardl & M.R. 
Siegel.
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Наблюдения показывают, что одним из ключевых факторов, влияющих на половое 
воспроизведение диатомовых водорослей, является характерная для каждого вида кон-
центрация клеток, используемых в скрещенных посевах. От плотности культуры может 
зависеть концентрация феромонов, инициирующих гаметогенез у клеток противопо-
ложного пола. Изучено влияние плотности и характера посева клеток в смешанной куль-
туре на репродукцию интересного в таксономическом смысле вида диатомовых водорос-
лей Ardissonea crystallina (C. Agardh) Grunow, клетки которого были выделены из проб, 
отобранных в акватории г. Севастополя (Черное море). Исследована зависимость интен-
сивности полового процесса от начальной концентрации клеток. Показано, что умень-
шение плотности посева также может увеличивать время, необходимое для начала гете-
роталлического полового воспроизведения. Рассчитан оптимум концентрации клеток в 
объеме среды, наиболее благоприятный для воспроизведения вида. При увеличении 
объема среды, в которую засеваются репродуктивно совместимые клоны, оптимум кон-
центрации клеток сдвигается к большим значениям. Если же начальная концентрация 
клеток оказывается выше оптимальной плотности, то чаще всего воспроизведение не 
наступает, т.к. на культуру, по всей видимости, начинает оказывать влияние перенасы-
щение среды продуктами метаболизма клеток. 

Ключевые слова:  Ardissonea crystallina, половое воспроизведение, инициальные клетки, 
феромоны, концентрация клеток.

Диатомовые водоросли имеют особенности, 
отличающие их от остальных одноклеточных во-
дорослей. Вегетативное деление клетки приводит 
к образованию двух дочерних клеток, одна из кото-
рых имеет размер, меньший, чем родительская [1]. 
Поэтому при делении размер клеток диатомовых 
постепенно уменьшается, и в определенный мо-
мент жизненного цикла должно произойти событие, 
позволяющее вернуться к исходным размерам. У диа-
томовых восстановление размеров обычно связано 
с половым воспроизведением, в результате кото-
рого происходит формирование особых клеток, по-
лучивших название ауксоспоры [2, 3]. Ауксоспоры 
способны быстро увеличиваться до максимального 
видоспецифического размера. Изучение полового 
воспроизведения диатомовых водорослей началось 
с XVIII века, вскоре после того, как стали доступны 
микроскопические методы исследования. К настоя-
щему времени накоплены данные о жизненном цик-
ле нескольких сотен диатомовых водорослей, од-
нако это количество выглядит небольшим, если 
сравнить его с предполагаемыми в природе 100 ты-
сячами видов [4]. На половое воспроизведение диа-
томовых водорослей в первую очередь оказывает 
влияние длина родительских клеток, которые долж-
ны уменьшиться до определенного размера, так на-
зываемой кардинальной точки [1, 2, 5, 6]. Кроме 

этого, на интенсивность полового процесса у диа-
томей влияние также могут оказывать факторы 
окружающей среды, в частности, условия освещения 
(интенсивность и фотопериод) [7–9], соленость среды 
[10], движение воды [6]. Также имеются единичные 
данные о влиянии на половое воспроизведение диа-
томовых водорослей фактора начальной плотности 
посева, т.е. концентрации клеток в смеси родитель-
ских клонов при гетероталлическом воспроизве-
дении [11]. Плотность культуры может выступать 
одним из лимитирующих факторов при проведении 
экспериментов по изучению полового воспроизве-
дения. Она может быть напрямую связана с выделе-
нием клетками родительских клонов феромонов — 
особой группы веществ, которые инициируют 
гаметогенез у противоположного пола [12, 13].

Ardissonea crystallina (C. Agardh) Grunow инте-
ресна для исследования своей таксономической 
позицией. В рамках классической таксономии [14] 
вид относили к классу Fragilariophyceae, тогда как 
по результатам молекулярных исследований была 
показана принадлежность вида к биполярным 
центрическим диатомовым, или классу Mediophy-
ceae [15, 16]. Для выяснения таксономической по-
зиции этого рода необходимым представляется 
изучение полового воспроизведения и установление 
типа полового процесса, который, как известно, 
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принципиально различен у центрических и пен-

натных диатомовых [1]. Детальное описание типа 

полового процесса и анализ таксономического поло-

жения рода будут представлены в отдельной статье. 

Настоящая работа сфокусирована на эколого-фи-

зиологических факторах, определяющих успешность 

полового процесса. Одним из них является плот-

ность посева, при которой воспроизведение воз-

можно. Важно знать также оптимальную плотность, 

при которой интенсивность полового процесса 

будет максимальной. 

Рис. 1. Схема эксперимента для проверки возможности вз аи-
модействия клеток — половых партнеров, посеянных на уда-
лении друг от друга: А — клетки мужского и женского пола 
посеяны напротив друг друга без возможности их смешива-
ния; Б — через 5–6 сут вегетативно размножившиеся клетки 
обоих полов пришли в соприкосновение друг с другом; В — 
схема подсчета клеток: S–S′ — диаметральная транссекта, 
вдоль которой происходил подсчет вегетативных и генератив-
ных клеток в 10 полях зрения (P) на поперечных отрезках (на 

рисунке поля показаны только для одного из отрезков)

Материалы и методы

Пробы отобраны в бухте Казачья (г. Севасто-
поль, Черное море) в период с 2011 по 2013 г., в двух 
метрах от берега на глубине около 40 см. Одиноч-
ные клетки Ardissonea crystallina выделены при по-
мощи микропипетки в клоновые культуры, которые 
содержались на искусственной морской воде (20‰), 
приготовленной по рецепту ESAW [17] с неболь-
шими модификациями [18]. Культивирование 
проводили в стеклянных чашках Петри диаметром 
9 см и высотой 1,4 см при наполнении средой 15–
20 мл. Чашки находились в изолированной ком-
нате с постоянной температурой 20±2ºС на полках 
у окон, обращенных на север, — таким образом 
обеспечивалось естественное освещение. Для скре-
щивания использовали культуры, находящиеся в экс-
поненциальной фазе роста, которую поддерживали 
еженедельным пересевом в свежую питательную 
среду. В экспериментах по скрещиванию исполь-
зованы клоны, средняя длина клеток в которых 
очевидно различалась, что позволяло при наблю-
дении в смеси установить принадлежность клетки 
к конкретному клону. 

Для экспериментов по плотности посева репро-
дуктивно совместимые клоны A. crystallina 3.0726-D 
и 3.0711-C скрещивали в начальной концентрации 
от 150 до 4500 клеток на см2 дна чашки. В каждом 
эксперименте применили 6 различных концентра-
ций посева (максимальная от минимальной отли-
чалась в 32 раза). Также при одинаковой плотно-
сти начального посева использовали чашки Петри 
разного диаметра — 50 и 60 мм, в которые добав-
ляли 10 и 15 мл среды соответственно. Посевы осу-
ществляли утром, исходную концентрацию клеток 
на площади дна определяли вечером в день посева.

Было проверено взаимодействие клеток — по-
ловых партнеров, посеянных на удалении друг от 
друга. Для этого в чашки диаметром 7 см клоны 
противоположного пола помещали диаметрально 
противоположно (рис. 1, А) так, чтобы нарастав-
шие клетки через несколько дней пришли в со-
прикосновение на середине чашки (рис. 1, Б). 
Подсчет относительного количества генеративных 
клеток проводили по диаметральной транссекте 
чашки с шагом в 5 мм (рис. 1, В). На каждом шаге 
на отрезке 30 мм поперек транссекты просчитывали 
клетки в 10–15 полях зрения.

Для определения активности полового вос-
произведения оценивали отношение количества по-
ловых клеток к общему количеству клеток в поле 
зрения. К половым или генеративным клеткам от-
носили гаметы, зиготы, ауксоспоры, инициальные 
клетки. Результат выражали в процентах. Данные 
получены на основании трех повторных экспе-
риментов.

Для наблюдения использовали микроскоп 
Biolar PI (PZO, Польша), настроенный по методу 
дифференциально-интерференционного контраста 
и освещении по Кёлеру [19]. 
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Рис. 2. Количество генеративных клеток в смеси репродуктивно 
совместимых клонов 3.0726-D и 3.0711-C Ardissonea crystallina. А — 
на 6-е сут эксперимента при различной начальной плотности 
посева; Б — на 10-е сут эксперимента при различной начальной 
концентрации родительских клеток; В — на 6-е сут экспери-
мента при различной начальной плотности посева в увеличен-

ном объеме среды, приходящемся на единицу площади дна

Результаты

A. crystallina — это морская диатомовая водо-
росль, обитающая в прибрежной зоне на дне чаще 
всего как эпифит на различных макрофитах. Встре-
чаются как одиночные клетки, так и группы клеток 
(от двух до нескольких десятков клеток). Одним 
из концов клетки крепятся к субстрату с помощью 
выделяемой слизи. Образуемая слизистая подушка 
может занимать сравнительно большую площадь, 
ее размер зависит как от количества клеток в группе, 
так и от размера самих клеток. Клетки A. crystallina 
довольно крупные (в жизненном цикле их размер 
меняется в диапазоне 65–680 мкм), имеют вытя-
нутую форму и содержат множество хлоропластов, 
равномерно распределенных по всей длине клетки.

По результатам экспериментов видно (рис. 2, А), 
что при гетероталлическом воспроизведении A. crys-
tallina оптимальная начальная концентрация соста-
вила 800–1200 клеток/см2 в изученном диапазоне 
плотности посева от 120 до 4100 клеток/см2 (при 
объеме среды 1,57 мл на каждый см2 дна чашки). 
Воспроизведение в смешанных посевах начиналось 
на 4–6-е сут. При концентрации клеток меньше 
130 на см2 воспроизведение на 6–7-е сут не наблю-
дали. При увеличении начальной концентрации 
клеток в чашке свыше 1500 клеток/см2 происходило 
постепенное уменьшение интенсивности полового 
процесса, которое выражалось в уменьшении ко-
личества образовавшихся гамет и ауксоспор. 

В чашках с меньшей начальной плотностью 
посева (от 100 до 3000 клеток/см2 воспроизведение 
начиналось позже, на 9–10-е сут (рис. 2, Б). Сле-
дует обратить внимание на то, что ко времени под-
счета генеративных клеток общее количество клеток 
в смеси существенно возрастало за счет вегетатив-
ного размножения, поэтому максимум интенсив-
ности воспроизведения, приходящийся на меньшую 
начальную плотность, соответствовал в данном слу-
чае относительно высокой конечной плотности. 

В одном из экспериментов смешанный посев 
сделан в чашках Петри с увеличенным объемом 
добавляемой среды (1,88 мл на см2). При большем 
объеме среды, приходящимся на единицу площади 
дна, интенсивность воспроизведения не уменьша-
лась даже при начальной плотности посева дости-
гающей 4200 клеток/см2 (рис. 2, В). 

Также был проведен эксперимент, в котором 
в чашку Петри с диаметром 80 мм репродуктивно 
совместимые клоны засеяли с двух сторон чашки 
так, чтобы вначале они не контактировали друг 
с другом (см. Материалы и методы, рис. 1). В этом 
эксперименте участвовали две пары клонов. Одна 
пара клонов 3.0726-D и 3.0711-C, как было ранее 
установлено, воспроизводилась гетероталличе-
ским путем, клон 3.0711-C давал мужские гаметы, 
клон 3.0726-D — женские; во второй паре клон 
3.0722-E с большим размером клеток сам гамет не 
продуцировал, однако стимулировал гаметогенез 
и гомоталлическое воспроизведение у клона 3.0722-A 

с меньшим размером клеток. В паре клонов 3.0726-D 

и 3.0711-C воспроизведение началось на 4–5-е сут 

после посева. На половине чашки, занятой жен-

ским клоном 3.0726-D с меньшим размером кле-
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ток можно было видеть гаметы, зиготы и растущие 
ауксоспоры, на второй половине с длинными муж-
скими клетками присутствовали только гаметы, 
никаких зигот и ауксоспор не наблюдалось. На гра-
нице клонов — максимальное по интенсивности 
воспроизведение. Возле стенок на двух противо-
положных сторонах чашки половых клеток не об-
наружено (рис. 3, I). 

Во второй паре наблюдалось смещение обла-
сти максимума интенсивности воспроизведения 
от середины чашки в сторону гомоталлически вос-
производящегося клона (рис. 3, II). 

Обсуждение

Клетки диатомовых водорослей способны пе-
рейти от вегетативного деления к половому размно-
жению лишь при достижении ими определенных 
размеров [1, 2, 5, 20] и при сочетании необходи-
мых внешних факторов [1]. Как показывают про-
веденные эксперименты, существенное влияние 
на возникновение и интенсивность полового вос-
произведения оказывают начальная концентрация 
посева родительских клеток и взаимное простран-
ственное расположение последних. При концентра-
ции клеток ниже оптимальной вероятность встречи 
клеток после осуществления посева слишком мала 
для интенсивного полового воспроизведения в сме-
си. Поэтому при начальной плотности посева ниже 
определенного уровня, для A. crystallina — это около 
130 клеток/см2, половое воспроизведение начина-
лось гораздо позже — на 9–10-е сут вместо обыч-
ных 5–6-х сут, либо не возникало совсем. Объяс-
нение этому, вероятно, следует искать, исходя из 
представлений о химическом взаимодействии кле-
ток в процессе воспроизведения, которое осуще-

ствляется с помощью особой категории веществ — 
феромонов, как это было установлено на примере 
двух видов пеннатных диатомовых водорослей [12, 
13, 21]. Показано, что феромоны выделяются клет-
ками как мужских, так и женских клонов в опреде-
ленной последовательности: выделение феромонов 
клетками женских клонов инициирует гаметогенез 
и ответное выделение феромонов у мужских кло-
нов, которое в свою очередь вызывает гаметогенез 
у женских клонов [12]. В нашем случае задержка 
воспроизведения могла наблюдаться в связи с тем, 
что в первые дни плотность культуры не достигла 
величины, необходимой для адекватного взаимо-
действия клеток-половых партнеров. По этой же 
причине, очевидно, положение оптимума интен-
сивности полового процесса сдвигалось в сторону 
больших начальных концентраций клеток на едини-
цу площади, если посевы осуществлялись в чашках 
Петри с бóльшим объемом среды, приходящимся 
на единицу площади дна (рис. 2, В). Увеличение 
объема среды “разбавляло” феромоны. 

При этом если начальная концентрация кле-
ток оказывалась достаточно большой, но воспро-
изведение не наступало на 5–6-е сут, на культуру, 
по всей видимости, начинал оказывать влияние 
другой фактор — перенасыщение среды продуктами 
метаболизма клеток. При слишком плотном посеве 
в среде могут очень быстро накапливаться продук-
ты метаболизма в такой концентрации, что тормо-
зится не только воспроизведение клеток, но и их 
вегетативное размножение. Происходит нечто вроде 
“самоотравления”. Внешне это проявляется в пе-
реходе культуры в стационарную фазу роста, в то 
время как известно, что для реализации полового 
воспроизведения культуры должны находиться в ста-
дии экспоненциального роста [22]. Таким обра-
зом, для достижения наибольшей интенсивности 
полового воспроизведения должно быть подобрано 
оптимальное сочетание плотности посева и объема 
среды. При значительном отклонении от оптималь-
ных концентраций половое воспроизведение может 
не наступить совсем, при том, что будет наблю-
даться быстрый рост численности клеток за счет 
вегетативного размножения. 

Гипотезу о влиянии феромонов на половую ак-
тивность клеток подтверждают результаты экспери-
ментов, в которых клетки клонов различного пола 
были высажены с разных сторон чашки Петри. При 
межклоновом воспроизведении A. crystallina мак-
симальное количество половых клеток, обнаружен-
ное на границе встречи двух клонов, обусловлено 
не только увеличившейся вероятностью встречи 
родительских клеток, но и, очевидно, бóльшей до-
ступностью выделяемых феромонов. Следует упо-
мянуть, что у A. crystallina доставка гамет к месту 
сингамии не может осуществляться за счет роди-
тельских клеток в силу их малоподвижности [23]. 
Чем дальше от границы соприкосновения клонов 
расположены клетки, тем интенсивность полово-
го процесса оказывается меньшей. В связи с этим 

Рис. 3. Количество генеративных клеток в смеси 
репродуктивно совместимых клонов Ardissonea сrystallina на 
6-е сут в двух экспериментах при пространственном разделе-
нии мужского и женского клона в чашке: I — распределение 
интенсивности полового процесса при гетероталлическом 
воспроизведении клонов 3.0726-D и 3.0711-C; II — распреде-
ление интенсивности полового процесса при гомоталличе-
ском воспроизведении женского клона 3.0722-A в присут-

ствии мужского клона 3.0722-E
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очень показательно внутриклоновое воспроизведе-
ние женского клона при пространственно разделен-
ном посеве (рис. 3, II). Если бы внутриклоновое 
воспроизведение происходило без воздействия фе-
ромонов мужского клона, то его интенсивность была 
бы равномерной по всей площади распростране-
ния женского клона. Мы же наблюдаем картину, 
когда максимальное количество половых клеток 
отмечено вблизи границы встречи двух клонов. На 
стороне женского клона у стенки чашки половых 
клеток не было совсем. Единственной причиной 
этого могут быть выделяемые клетками мужского 
клона феромоны, концентрация которых уменьша-
ется с удалением от границы расположения муж-
ского клона. 

Таким образом, для успешного возникновения 
гетероталлического полового воспроизведения у диа-
томовых водорослей необходимо соблюдение не-
скольких условий, к которым относится и опти-
мальная концентрация клеток в смешанном посеве. 
Как показано на примере A. crystallina, эта кон-
центрация должна быть достаточной для предпо-
лагаемого накопления в среде необходимого уровня 
феромонов, инициирующих гаметогенез у клеток 
противоположного пола, но не превышающей та-
кой уровень, при котором продукты метаболизма 
клеток будут блокировать половой процесс. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (проект № 15-04-00237 А).
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EFFECT OF CULTURE DENSITY ON SEXUAL REPRODUCTION 
OF ARDISSONEA CRYSTALLINA (BACILLARIOPHYTA)

Yu.A. Podunay*, O.I. Davidovich, N.A. Davidovich

T.I. Vyazemsky Karadag Scientific Station — Nature Reserve of the RAS, 
Nauki ul. 24, Kurortnoe, Feodosia, 298188, Russia

* e-mail: grab-ua@yandex.ru

It is well-known that one of the key factors which affect the sexual reproduction of diatoms 
is the cell concentration in cross-cultures. The concentration of pheromones which probably 
initiate gametogenesis in the mixture of cells of opposite sexes, depends on the culture density. 
The influence of the cell concentration on the sexual reproduction has been studied in the experi-
ments with taxonomically important marine diatom Ardissonea crystallina (C. Agardh) Grunow. 
Several clones have been isolated from samples taken near Sevastopol (the Black Sea). The cell 
concentration which is most favorable for the species reproduction has been estimated. Low initial 
density may also increase the time required to start heterothallic sexual reproduction. The optimum 
cell concentration which is most favorable for the species reproduction has been calculated. Bigger 
volume of the medium allowed reproduction at higher cell concentration. If the initial concentra-
tion of cells was greater than optimal density, the reproduction often did not occur, probably due 
to cell metabolism products accumulated in the culture.

Keywords: Ardissonea crystallina, sexual reproduction, initial cells, pheromones, cell concentration.
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Для исследования возможности создания на основе широко нейтрализующего ан-
титела против вируса гриппа А различных белковых конструкций для диагностики было 
проведено конструирование двух рекомбинантных белков — Fab-фрагмента антитела и 
белка Fab-mCherry, представляющего собой гибрид Fab-фрагмента и флуоресцентного 
белка mCherry. Оба белка были экспрессированы в клетках Escherichia coli и выделены в 
функционально активном состоянии из культуральной жидкости. Показано, что Fab-
фрагмент антитела взаимодействует со всеми одиннадцатью протестированными штам-
мами подтипов H1N1 и H3N2 вируса гриппа А. При этом наибольшая сила связывания 
наблюдается в отношении штаммов подтипа H1N1, что соответствует иммунохимиче-
скому профилю “родительского антитела”. Сравнение констант диссоциации комплек-
сов Fab-фрагмента антитела и белка Fab-mCherry с вирусными частицами штамма 
A(H1N1)/Solomon Islands/03/06 показало, что присоединение белка mCherry не влияет 
на антиген-связывающие свойства Fab-фрагмента антитела.

Ключевые слова: вирус гриппа А, широко нейтрализующие антитела, белок mCherry, 
Fab-фрагмент, экспрессия рекомбинантных белков, Escherichia coli.

Ежегодно от 5 до 15% населения Земли забо-
левает гриппом, для 250–500 тыс. человек данная 
инфекция оказывается смертельной [1]. Из трех ти-
пов вируса гриппа наиболее вирулентным является 
тип А, способный поражать человека и животных. 
Ряд подтипов данного типа явились причиной 
возникновения эпидемий и пандемий. Причиной 
такой высокой вирулентности вируса гриппа А (ВГА) 
является изменчивость поверхностных антигенов 
вирусного капсида — гемагглютинина и нейрами-
нидазы. 

Получение иммунной сыворотки, обладающей 
широкой специфичностью в отношении различных 
подтипов ВГА, в течение многих лет является од-
ной из наиболее приоритетных задач современной 
фармакологии. При этом в ряде случаев были опи-
саны успешные примеры получения антител, гете-
роспецифичных в отношении некоторых из из-
вестных на тот момент 16 подтипов [2], однако до 
недавнего времени не удавалось получить антите-
ло, обладающее специфичностью в отношении всех 
подтипов ВГА. Значительный прорыв в данной 
области был достигнут в результате предпринятого 

масштабного скрининга более 100 тыс. отдельных 
культивированных антителопродуцирующих В-кле-
ток нескольких доноров, у которых наблюдали зна-
чительную гетеротипичность иммунного ответа 
в отношении ряда подтипов ВГА [3]. В результате 
было найдено уникальное нейтрализующее анти-
тело FI6, обладающее способностью связывать ре-
комбинантные и природные гемагглютинины под-
групп 1 и 2 со значениями параметра EC50 от 10 до 
270 нг/мл. На мышах и хорьках, инфицированных 
штаммами ВГА H1N1 и H5N1 в летальной дозе, было 
показано, что полная защита достигается при введе-
нии данного антитела в дозах от 2 до 20 мг/кг веса. 

Обнаружение антитела FI6 открывает новые 
возможности для создания вакцин, терапевтиче-
ских препаратов, а также средств диагностики ВГА 
различных подтипов. При этом в качестве тера-
певтических или диагностических агентов также 
могут использоваться различные белковые моле-
кулы, созданные с применением биоинженерных 
подходов и содержащие антиген-связывающие об-
ласти искомого антитела. Разработано и описано 
достаточное большое число различных молекуляр-
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ных форматов производных иммуноглобулинов для 
использования в диагностике и фармакологии [4]. 
Многие из таких конструкций основаны на ис-
пользовании одноцепочечных антител и Fab-фраг-
ментов. Данные белковые модули сохраняют анти-
ген-связывающие свойства вариабельных доменов 
исходного антитела и, в отличие от полноразмер-
ных антител, хорошо экспрессируются в различных 
клетках, в частности, дрожжах и клетках Escherichia 
coli. 

Цель настоящей работы заключалась в полу-
чении и исследовании рекомбинантного Fab-фраг-
мента широкоспецифичного антитела FI6, а также 
белка Fab-mCherry, представляющего собой гибрид 
Fab-фрагмента и флуоресцентного белка mCherry 
[5]. В задачи исследования входило выяснение 
возможности экспрессии данных рекомбинантных 
белков в активном виде в клетках E. coli и их спо-
собности к высокоаффиному взаимодействию с ВГА 
различных подтипов.

Материалы и методы

Конструирование нуклеотидных последователь-
ностей вариабельных доменов антитела FI6 осу-
ществляли методом химико-ферментативного син-
теза с использованием метода полимеразной цепной 
реакции и набора олигонуклеотидных праймеров 
с попарно перекрывающимися концевыми частями. 
Сборку бицистронной экспрессионной плазмиды 
для получения Fab-фрагмента антитела FI6 в клет-
ках E. coli, биосинтез и очистку белка осуществляли 
по схеме, описанной ранее [6, 7]. Полученные 
нук леотидные последовательности вариабельных 
доменов объединяли с константными доменами 
иммуноглобулина G человека (IgG1, каппа). По-
следовательность ДНК, кодирующую легкую цепь 
Fab-фрагмента, встраивали в вектор pTrc99А, содер-
жащий предварительно клонированный ген лидер-
ного пептида stII термостабильного энтеротоксина 
II E. coli. Последовательность ДНК, кодирующую 
тяжелую цепь Fab-фрагмента, встраивали во вспо-
могательный вектор pBluescript SK(+), содержащий 
последовательность лидерного пептида stII, после-
довательность Шайна-Дальгарно и додекагистиди-
новый таг. На следующем этапе экспрессионную 
кассету, содержащую тяжелую цепь Fab-фрагмента 
и перечисленные выше компоненты вспомогатель-
ного вектора, встраивали в вектор pTrc99А, содер-
жащий легкую цепь. В результате получали би-
цистронный экспрессионный вектор pTrcLHFI6, 
в котором транскрипция легкой и тяжелой цепей 
Fab-фрагмента осуществлялась с единственного trc-
промотора, а инициация трансляции каждой из 
цепей происходила независимо на участках, рас-
положенных перед каждой кодирующей последо-
вательностью в бицистроне. 

Ген флуоресцентного белка mCherry для соз-
дания гибридного белка с FabFI6 получали мето-

дом ПЦР с использованием в качестве матрицы 
плазмиды pmCherry-C1 (Clontech, США) и специ-
фических олигонуклеотдных праймеров, содержа-
щих сайты рестрикции XhoI и SalI. Полученный 
фрагмент, не содержащий N-концевой аминокис-
лотный остаток метионина, обрабатывали эндону-
клеазами рестрикции XhoI и SalI и встраивали по 
сайту XhoI во вспомогательный вектор, содержа-
щий додекагистидиновый таг. Полученную плаз-
миду обрабатывали рестриктазами XhoI и HindIII, 
фрагмент длиной 757 п.н., содержащий ген белка 
pCherry c додекагистидиновым тагом, лигировали 
с фрагментом длиной 5583 п.н., полученным в ре-
зультате обработки плазмиды pTrcLHFI6 той же 
парой рестриктаз. В результате получали вектор 
pTrcLHFI6-Ch, в котором белок Cherry распола-
гался непосредственно на С-конце константного 
CH1 домена тяжелой цепи антитела FI6.

Для продукции рекомбинантных Fab-фрагмен-
тов антитела FI6 и гибридного белка FabFI6-mCherry 
в клетках E. coli штамма BL-21 (DE-3) использовали 
метод автоиндукции [8], согласно которому клетки 
выращивали в питательной среде 2ZY, содержащей 
2 мМ MgSO4, 25 мМ Na2HPO4, 25 мМ KH2PO4, 
50 мМ NH4Cl, 5 мМ Na2SO4, 0,5% глицерина, 
0,05% глюкозы, 0,2% моногидрата α-лактозы и 
ампициллин, на качалке в течение 48 ч при 32ºC и 
220 об/мин. По окончании культивирования клет-
ки осаждали центрифугированием, рекомбинант-
ные белки выделяли из среды культивирования 
методом металл-аффинной хроматографии на но-
сителе Со2+-иминодиацетат-сефароза (GE Health-
care, США), как описано ранее [7]. 

Для иммунохимической характеристики Fab-
фрагмента FI6 использовали набор высокоочищен-
ных реликтовых и актуальных штаммов ВГА (табл. 1) 
производства компании Hytest Ltd. (Турку, Фин-
ляндия) и НИИ гриппа РАМН (Санкт-Петербург, 
Россия), полученных из зараженных куриных эм-
брионов методом последовательных ультрацентри-
фугирований с использованием градиента плотно-
сти сахарозы с последующим инактивированием 
мертиолатом в течение 24 ч. Инактивацию виру-
сов подтверждали на культуре клеток MDCK. Для 
проведения непрямого иммуноферментного ана-
лиза использовали мышиные моноклональные ан-
титела (МоАт) F8 против нуклеопротеина и С102 
против гемагглютинина Н1 ВГА (оба антитела по-
лучены ранее во Всероссийском научном центре 
молекулярной диагностики и лечения). Для под-
тверждения специфичности рекомбинантных бел-
ков использовали метод иммуноблоттинга. Для 
этого на первом этапе проводили электрофорети-
ческое разделение антигенов различных штаммов 
ВГА подтипов H1N1 и H3N2 в 12%-ном полиа-
криламидном геле в восстанавливающих условиях 
с последующим переносом на нитроцеллюлозную 
мембрану. Перенесенные белки выявляли с анти-
видовым пероксидазным конъюгатом антител козы 
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Таблица 1

Сведения о вирусных препаратах, использованных для иммунохимической характеристики рекомбинантных белков, 
полученных в данной работе

Поставщик Подтип Штамм/год выделения

Hytest Ltd 8IN73 Influenza A (H1N1) A/Taiwan/1/86

Hytest Ltd 8IN73-2 Influenza A (H1N1) A/Beijing/262/95

Hytest Ltd 8IN73-3 Influenza A (H1N1) A/New Caledonia/20/99

Hytest Ltd 8IN73-4 Influenza A (H1N1) A/Solomon Islands/03/06

НИИ гриппа РАМН Influenza A (H1N1) A/California/07/09

Hytest Ltd 8IN74 Influenza A (H3N2) A/Samara/222/99=A/Shangdong/9/93

Hytest Ltd 8IN74-1 Influenza A (H3N2) A/Panama/2007/99

Hytest Ltd 8IN74-2 Influenza A (H3N2) A/Kiev/301/94

Hytest Ltd 8IN74-3 Influenza A (H3N2) A/Wisconsin/67/05

Hytest Ltd 8IN74-4 Influenza A (H3N2) A/Brisbane/10/07

НИИ гриппа РАМН Influenza A (H3N2) A/Sydney/5/97

против IgG мыши (для антител F8 и С102) и пе-
роксидазным конъюгатом МоАт 4G7 против каппа-
цепи человека (для Fab-фрагмента FI6) в течение 
1 ч при 37°С.

Для определения аффинности Fab-фрагмента 
и гибридного белка FabFI6-Cherry использовали ме-
тод непрямого иммуноферментного анализа (ИФА), 
который позволяет определять концентрацию сво-
бодных антител в смеси антиген-антитело после 
достижения равновесия при комнатной темпера-
туре [9]. В качестве антигена использовали штамм 
A(H1N1)/Solomon Islands/03/06. Константу диссо-
циации рассчитывали по уравнению Клотца [10].

Результаты и обсуждение

Для синтеза генов вариабельных доменов тя-
желой и легкой цепей антитела FI6, широкоспеци-
фичного в отношении известных подтипов ВГА, 
нами были взяты аминокислотные последователь-
ности FI6VHv3 для тяжелой цепи и FI6VKv2 для 
легкой цепи [3]. Данные последовательности пред-
ставляют собой модифицированную версию ис-
ходного антитела FI6, приближенную к последо-
вательности вариабельных доменов зародышевых 
линий иммуноглобулинов человека. На основании 
аминокислотной последовательности с учетом час-
тоты встречаемости кодонов в генах E. coli были 
составлены нуклеотидные последовательности ва-
риабельных доменов легких и тяжелых цепей и 
осуществлен химико-ферментативный синтез со-
ответствующих фрагментов ДНК. 

Для экспрессии рекомбинантного Fab-фраг-
мента антитела FI6 была сконструирована бици-
стронная плазмида pTrcLHFI6. Присутствие лидер-
ного пептида stII термостабильного энтеротоксина 
E. coli на N-концевой части транслируемых легкой 

и тяжелой цепей позволяло осуществлять транс-
порт зрелого Fab-фрагмента антитела непосред-
ственно в среду культивирования. 

Для того, чтобы оценить, может ли Fab-фраг-
мент антитела FI6 быть использован в качестве ос-
новного компонента рекомбинантных конструкций 
без значительного изменения его антиген-связы-
вающих свойств, мы предложили осуществить по-
лучение и исследовать аффинность гибридного 
белка FabFI6-mCherry. Белок mCherry представляет 
собой мутантную форму флуоресцентного белка 
DsRed из Discosoma sp. [5]. 

На основе нуклеотидной последовательности, 
кодирующей mCherry, была получена экспрессион-
ная плазмида pTrcLHFI6-Ch, обеспечивающая био-
синтез гибридного белка FabFI6-mCherry в клетках 
E. coli. 

Рекомбинантные белки FabFI6 и FabFI6-mCherry 
экспрессировали методом автоиндукции клеток 
E. coli штамма BL-21 (DE-3) трансформированными 
плазмидами pTrcLHFI6 и pTrcLHFI6-Ch. Белки 
выделяли из концентрированной среды культиви-
рования методом металл-аффинной хроматографии. 
Результаты гель-электрофоретического анализа очи-
щенных белков в восстанавливающих и невосста-
навливающих условиях приведены на рис. 1. 

Оказалось, что в невосстанавливающих услови-
ях подвижность белка FabFI6 соответствует теорети-
чески рассчитанной молекулярной массе 49,2 кДа, 
а в присутствии β-меркаптоэтанола происходит 
диссоциация межцепочечной дисульфидной связи 
с образованием тяжелой и легкой цепей Fab-фраг-
мента. Молекулярная масса белка FabFI6-mCherry 
составляет 77,9 кДа. Молекулярная масса его гиб-
ридной тяжелой цепи, содержащей на С-конце 
белок mCherry, составляет ~54 кДа. Анализ белка 
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Рис. 1. Гель-электрофоретический анализ (12%-ный полиакрила-
мидный гель в присутствии додецилсульфата натрия) полученных 
после металл-аффинной хроматографии белков FabFI6 (дорож-
ки 1, 2, 5, 6) и FabFI6-mCherry (дорожки 3, 4, 7, 8). М — белко-
вые маркеры молекулярных масс. Образцы на дорожках 1–4 
подвергались восстановлению с помощью β-меркаптоэтанола. 
Количество белка в образцах: дорожки 1 и 5 — 2 мкг белка; до-
рожки 2 и 6 — 1 мкг белка; дорожки 4 и 8 — 2,5 мкг белка; дорож-

ки 3 и 7 — 1,25 мкг белка

FabFI6-mCherry после электрофореза в восстанав-
ливающих и в невосстанавливающих условиях 
свидетельствует о наличии полосы ~23 кДа, отли-
чающейся по своей электрофоретической подвиж-
ности от легкой цепи. Появление данного фраг-

мента описано в работе Гросса [11], в которой 
показано, что при кипячении электрофоретических 
образцов происходит гидролиз лабильной ацили-
минной связи в хромофоре белка DsRed между 
остатками Phe 65 и Gln 66. 

Была исследована антигенная специфичность 
рекомбинантного белка FabFI6 в отношении ряда 
штаммов подтипов H1N1 и H3N2, относящихся 
к разным подгруппам ВГА (табл. 1). 

Необходимо отметить, что ранее [3] проводи-
лось исследование взаимодействия ряда указан-
ных штаммов с полноразмерным антителом FI6. 
Нами для иммунохимического анализа FabFI6 также 
были дополнительно использованы другие штам-
мы H1N1 и H3N2 (выделены жирным шрифтом 
в табл. 2), не использованные в работе Корти [3].

Из результатов непрямого ИФА FabFI6 с раз-
личными штаммами ВГА (табл. 2), следует, что ре-
комбинантный Fab-фрагмент антитела FI6 сохраняет 
свойство “родительского антитела” проявлять спе-
цифичность в отношении штаммов подтипов под-
групп 1 и 2 гемагглютининов. Так же, как и полно-
размерное антитело человека, FabFI6 обладает 
большей аффиностью к штаммам подтипа H1N1, 
чем к H3N2. 

На рис. 2 представлены результаты сравнения 
кросс-реактивности рекомбинантного FabFI6 с 
МоАт F8 и С102. Результаты непрямого ИФА по-

Таблица 2

Результаты титрования FabFI6 в непрямом ИФА (оптическая плотность при длине волны 450 нм) с использованием для иммобилизации 
четырех штаммов ВГА/H1N1 и пяти штаммов ВГА/H3N2; штамм B/Tokyo/53/99 вируса гриппа В использован в качестве 

отрицательного контроля

Антиген FabFI6, 
мкг/мл
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B
/T

ok
yo

/5
3/

99

Ta
iw

an
/1

/8
6

B
ei

jin
g/

26
2/

95

N
ew

 C
al

ed
on

ia
/2

0/
99

S
ol

om
on

 I
sl

an
ds

/0
3/

06

S
am

ar
a/

22
2/

99

P
an

am
a/

20
07

/9
9

K
ie

v/
30

1/
94

W
is

co
ns

in
/6

7/
05

B
ri

sb
an

e/
10

/0
7

1 * * * * 0,776 2,264 0,887 1,123 1,185 0,394

0,3 * * * * 0,331 1,419 0,213 0,261 0,316 0,176

0,1 * * * * 0,297 1,340 0,117 0,122 0,116 0,109

0,03 2,638 2,669 2,444 2,953 0,163 1,004 0,086 0,084 0,068 0,092

0,01 1,359 1,140 0,767 1,567 0,109 0,572 0,050 0,074 0,044 0,097

0,003 0,625 0,319 0,255 0,422 0,055 0,247 0,036 0,060 0,034 0,138

0,001 0,337 0,120 0,163 0,170 0,030 0,123 0,026 0,050 0,031 0,178
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Рис. 2. Диаграмма кросс-реактивности МоАтF8, C102 и FabFI6 по данным непрямого ИФА с иммобилизованными четырьмя 
штаммами ВГА/H1N1 и пятью штаммами ВГА/H3N2 при концентрации антител 100 нг/мл. По оси y — оптическая плотность 

при длине волны 450 нм при концентрации МоАт 0,1 мкг/мл

казывают, что МоАт F8, направленное против 
консервативного эпитопа ВГА, взаимодействует со 
всеми исследованными штаммами подтипов H1N1 
и H3N2. МоАт С102 узнает молекулы гемагглюти-
нина только подтипа H1N1. FabFI6 связывается 
с гемагглютининами всех штаммов, причем под-
тип H1N1 узнается лучше, чем подтип H3N2.

Специфичность FabFI6 к гемагглютининам ВГА 
различных штаммов подтверждали методом имму-
ноблоттинга (рис. 3). Из результатов иммуноблот-
тинга следует, что FabFI6 взаимодействует как 
с цельными гемагглютининами HA0 всех исполь-
зованных штаммов, так и преимущественно с фраг-
ментами гемагглютининов HA1 и HA2, которые 
образуются при проведении электрофореза анти-
генов ВГА в восстанавливающих условиях. Гидро-
лиз цельных гемагглютининов при проведении 
гель-электрофореза в восстанавливающих услови-
ях наблюдали при анализе рекомбинантных ге-
магглютининов [12]. Способность FabFI6 взаимо-
действовать с HA1 и HA2 объясняется тем, что 
МоАт FI6 направлено против F-субдомена гемаг-
глютинина, который находится на стыке доменов 
Н1 и Н2 [3]. При этом тяжелая цепь антитела взаимо-
действует с доменом Н1, а легкая цепь — с альфа-
спиралью из домена Н2.

В совокупности данные ИФА и иммуноблот-
тинга свидетельствуют о том, что экспрессируе-
мый в клетках E.coli Fab-фрагмент антитела FI6 

является функционально-активным и проявляет спе-
цифичность по отношению ко всем исследован-
ным штаммам ВГА.

Для оценки влияния присоединения белка 
mCherry к С-концевой части тяжелой цепи FabFI6 
на антиген-связывающую активность антитела 
нами были определены константы диссоциации 
(К

Д) комплекса антиген-антитело для FabFI6 и 
FabFI6-mCherry. Усредненные значения КД соста-
вили 3,8×10–9 M для FabFI6 и 3,1×10–9 M для 
FabFI6-mCherry. Данный результат свидетельствует 
о том, что антиген-связывающая активность гибрид-
ного белка не уменьшается по сравнению с этим 
показателем для исходного Fab-фрагмента.

Проведенные исследования показали, что ре-
комбинантный белок FabFI6, сконструированный 
на основе вариабельных доменов антитела FI6, 
широкоспецифичного к гемагглютининам ВГА, экс-
прессируется в клетках E. coli в функциональном 
состоянии. По данным иммунохимического ана-
лиза с использованием одиннадцати штаммов ВГА 
подтипов H1N1 и H3N2 FabFI6 демонстрирует кросс-
специфичность, сопоставимую с данным параметром 
родительского антитела [3]. Сравнение аффинно-
сти белков FabFI6 и FabFI6-mCherry показало, что 
рекомбинантный белок FabFI6 может быть успешно 
использован в качестве базового модуля для получе-
ния на его основе рекомбинантных конструкций 
без изменения антиген-связывающих свойств.
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Рис. 3. Иммуноблот антигенов ВГА разных штаммов с FabFI6 
в восстанавливающих условиях после разделения в 12%-ном 
полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата на-
трия. Дорожки с 1 по 5 — ВГА/H1N1, дорожки с 6 по 10 — 
ВГА/H3N2, дорожка М — стандарты молекулярной массы, кДа; 
дорожка 1 — A/Taiwan/1/86, дорожка 2 — A/Beijing/262/95, до-
рожка 3 — A/New Caledonia/20/99, дорожка 4 — A/Solomon 
Islands/03/06, дорожка 5 — A/California/07/09, дорожка 6 — 
A/Samara/222/99, дорожка 7 — A/Panama/2007/99, дорожка 8 — 
A/Kiev/301/94, дорожка 9 — A/Wisconsin/67/05, дорожка 10 — 

A/Brisbane/10/07
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We studied the possibility of using a broadly neutralizing anti-influenza A antibody as a 
module for the development of different protein constructs for diagnostics. For this purpose we 
constructed two recombinant proteins — an antibody Fab-fragment and Fab-mCherry, which is 
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a hybrid of the Fab-fragment and a fluorescent protein mCherry. Both proteins were expressed in 
Escherichia coli cells and purified in a functionally active state from cultivation medium. The an-
tibody Fab-fragment was shown to bind all eleven tested strains of the influenza A H1N1 and 
H3N2 subtypes. The stronger binding was observed for the group I hemagglutinins that corre-
lates with the immunochemical profile of the parental antibody. Comparison of the dissociation 
constants of complexes of the antibody Fab-fragment and Fab-mCherry with A(H1N1)/Solo-
mon Islands/03/06 virus particles demonstrated that the attachment of mCherry protein did not 
interfere with the antigen-binding properties of the antibody Fab-fragment.

Key words: influenza A virus, broadly neutralizing antibodies, mCherry protein, Fab-fragment, 
expression of recombinant proteins, Escherichia coli.
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МЕТОДЫ
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ФУТПРИНТИНГ ФЛУОРЕСЦЕНТНО-МЕЧЕНОЙ ДНК 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ГИДРОКСИЛЬНЫХ РАДИКАЛОВ
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Футпринтинг является одним из наиболее простых и точных методов исследования 
укладки и взаимодействия биополимеров. Он основан на том, что места внутри- и меж-
молекулярных контактов оказываются недоступными для внешнего разрушающего воз-
действия. При проведении эксперимента на один из концов полимера вносится метка, 
затем проба инкубируется с повреждающим реактивом. По распределению длины про-
дуктов расщепления делаются выводы о доступности его участков в тех или иных усло-
виях. При футпринтинге ДНК применяются различные ферментативные и химические 
разрезающие агенты. На сегодняшний день наиболее высокое временное и простран-
ственное разрешение без выраженной специфичности по отношению к последователь-
ности нуклеотидов можно получить при использовании гидроксильных радикалов. В ра-
боте предлагается новый вариант этого экспериментального подхода с применением 
флуоресцентного мечения исследуемой ДНК и современных методов последующего ко-
личественного анализа, который позволит заметно расширить его возможности.

Ключевые слова: ДНК, футпринтинг, гидроксильные радикалы, нуклеосома, флуорес-
центное мечение, ДНК-белковые взаимодействия.

В клетке ДНК функционирует совместно с мно-

гочисленными белками. Для изучения ДНК-белко-

вых взаимодействий разработаны различные биохи-

мические подходы. При футпринтинге на 5’- или 

3’-конец одной из цепей вносят метку. ДНК инку-

бируют с белком, затем добавляют разрезающий 

агент. Связанные белки защищают участки дуплекса 

от эндонуклеаз и химических реагентов, поэтому 

вероятность внесения разрывов в сахарофосфат-

ный остов в местах взаимодействия оказывается 

ниже, чем в свободных участках. Длину образую-

щихся продуктов определяют методом разделения 

электрофорезом (ЭФ) в денатурирующих условиях 

с точностью до одного нуклеотидного остатка. По 

распределению длины восстанавливают простран-

ственную картину укладки и взаимодействия ДНК [1].

Для получения достоверных данных необходи-

мо, чтобы в среднем в каждую молекулу полимера 

вносилось не более одного разрыва. Ранее было 

показано, что в таких условиях 60–70% молекул 

остаются неповреждёнными [2]. Поэтому при вы-

боре разрезающего агента важно учитывать, чтобы 

реакцию можно было быстро остановить. Так, ши-

рокое распространение получил футпринтинг с по-

мощью ДНКазы I, которую можно ингибировать 

добавлением ЭДТА. Этот фермент позволяет про-

водить хорошо воспроизводимые эксперименты 

с высоким разрешением, однако он имеет относи-

тельно большой размер и выраженную специфич-

ность по отношению к разным структурам ДНК и 

последовательностям нуклеотидов, что затрудняет 

интерпретацию получаемых данных.

Химические агенты меньшего размера (пер-

манганат-ион, диметилсульфат, активные формы 

кислорода и др.) в ряде случаев позволяют полу-

чить данные с менее выраженной специфичностью 

по отношению к нуклеотидной последовательно-

сти и бóльшим разрешением. На сегодняшний день 

наилучшие результаты достигаются при использо-

вании перекисного окисления гидроксильными 

радикалами [1]. Для получения радикалов в систе-

мах футпринтинга ДНК, РНК и белков применяют 

различные химические реакции, например, разло-

жение пероксинитрита, фотолиз и радиолиз воды 

[3]. Один из наиболее точно контролируемых ме-

тодов гидроксильного футпринтинга основан на 

реакции Фентона-Габера-Вейса [4–6]:

[Fe(II)(EDTA)]2– + H2O2 → [Fe(III)(EDTA)]1– +

+ OH· + OH-

Цепь химических реакций, возникающих при 

локальном взаимодействии ДНК с образующимся 

гидроксильным радикалом, приводит к разруше-

нию сахарофосфатного остова.

Чаще всего в качестве метки для ДНК приме-

няют радиоактивные изотопы фосфора. Современ-
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ные методы детекции очень чувствительны и позво-

ляют проводить исследования с использованием 

очень малых количеств ДНК (десятки аттомолей 

макромолекул в полосе, соответствующей фраг-

менту одной длины на ЭФ-дорожке) [7]. Тем не 

менее, работа с открытыми источниками ионизи-

рующего излучения требует специальных предосто-

рожностей, а из-за постоянного распада метки при-

готовленную пробу ДНК можно использовать лишь 

ограниченное время. Более удобными являются 

флуоресцентные метки, хотя их использование и 

приводит к уменьшению чувствительности метода. 

Так, при использовании автоматических секвена-

торов с системой капиллярного ЭФ чувствитель-

ность детекции может достигать 0,1 фемтомоля 

молекул в полосе, что на порядок ниже возможно-

стей подхода с использованием радиоактивного 

фосфора [8]. В данной работе мы оптимизировали 

условия футпринтинга с применением флуорес-

центных меток при использовании более распро-

страненного и технически простого метода анализа 

продуктов реакции – ЭФ в денатурирующем по-

лиакриламидном геле (ПААГ).

В исследовании были использованы фрагмен-

ты, которые в ходе полимеразной цепной реакции 

метили по одному из 5’-концов с помощью флуо-

ресцеина (FAM). На дуплексах были собраны ну-

клеосомы – мономеры структурной организации 

хроматина – комплексы, состоящие из октамера 

белков-гистонов и уложенного на его поверхности 

участка ДНК длиной 145–148 п.н. [9]. Нуклеосом-

ная ДНК в значительной степени недоступна для 

нуклеаз и других повреждающих агентов [10–12]. 
За счет спиральной структуры дуплекса и его плот-
ных контактов с гистоновыми белками при фут-
принтинге нуклеосомной ДНК с использованием 
гидроксильных радикалов наблюдается характер-
ная картина с перемежающимися участками чув-
ствительности длиной около 5 п.н. [12].

Материалы и методы

Работу проводили на полученной в ходе поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) ДНК с позициони-
рующей нуклеосому последовательностью нуклеоти-
дов 603, характеризующейся высокой афинностью 
к гистоновым белкам [13]. Фрагменты содержали 
два дополнительных участка ДНК: первый, длиной 
123 п.н. с введенной на 5’-конец флуоресцентной 
меткой FAM (схема приведена на рисунке), —  с од-
ной стороны; второй, 13 п.н., – с другой стороны:

5’-FAM-d(CCGGGATCCAGATCCCGAAAATTTA
TCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGTCTAACCTAT
AGGATACTTACAGCCATCGAGAGGGACACGG
CGAAAGGCCAACCCAAGCGACACCGGCACTG
GGGCCCAGTTCGCGCGCCCACCTACCGTGTG
AAGTCGTCACTCGGGCTTCTAAGTACGCTTAG
CGCACGGTAGAGCGCAATCCAAGGCTAACCA
CCGTGCATCGATGTTGGAAGAGGCCCTCCGT
CCTGAATTCTTCAAGTCCCTGGGGTACGGATC

CGACG)-3’ (позиционирующая нуклеосому 
последовательность подчеркнута).

Фрагменты ДНК получали на указанной син-
тетической матрице с использованием меченого 

Рисунок. Профили футпринтинга флуоресцентно-меченой нуклеосомной и свободной от белков ДНК с использованием гидро-
ксильных радикалов. В нижней части рисунка представлен снимок флуоресцентного сигнала ДНК и продуктов ее деградации, 
разделенных методом ЭФ в денатурирующем 8%-ном ПААГ (Д – ДНК, Н – нуклеосома; ·OH – воздействие гидроксильными 
радикалами). Звездочкой указано расположение флуоресцентной метки FAM в исследуемой ДНК. В верхней части рисунка при-
ведены графики распределения сигнала в ЭФ-дорожках с ДНК-фрагментами (серая линия) и нуклеосомами (черная линия), 
подвергнутыми воздействию гидроксильных радикалов. Графики получены с помощью компьютерной программы OptiQuant. 
Схематически показано положение нуклеосомы (серый овал; черными точками показана периодичность ДНК-гистоновых кон-

тактов, соответствующая одному витку спирали дуплекса длиной около 10 п.н.).
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олигонуклеотида FAM-282Forwhst (5’-FAM-
d(CCGGGATCCAGATCCCGAAAATTTA)-3’) и 
немеченого олигонуклеотида 282Revwhst (5’-d(CG
TCGGATCCGTACCCCAGGGACTT)-3’) (0,5 мкМ 
каждый; Синтол, Россия). Реакцию проводили в 
программируемом термостате Veriti Thermal Cycler 
(Life Technologies, США) в 1-кратном буферном 
растворе для Taq-ДНК-полимеразы (Евроген, Рос-
сия), содержащем 3 мМ MgCl2, все дезоксирибонук-
леотиды (каждый в концентрации 0,2 мМ) и Taq-
ДНК-полимеразу (Евроген, Россия; 0,05 ед.акт./мкл). 
Первичную денатурацию матричной ДНК прово-

дили в течение 3 мин при 95°С. 30 циклов ПЦР со-
стояли из последовательных этапов инкубации при 
разной температуре (10 с при 93°С, 20 с при 63°С; 
20 с при 72°С). Реакцию завершали 7-минутным 
прогреванием при 72°С. Продукты амплификации 
ожидаемой длины (282 п.н.) очищали от компо-
нентов реакции с помощью ЭФ в 1%-ном агарозном 
геле в 0,5-кратном трис-боратном электродном 
буфере (tris/borate/EDTA, TBE) в камере для гори-
зонтального ЭФ Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad Labora-
tories, США). Для экстракции ДНК из геля исполь-
зовали коммерческий набор реагентов QIAquick 
Gel Extraction Kit (Qiagen). Концентрацию ДНК из-
меряли спектрофотометрически на приборе Nano-
drop 2000c UV-Vis CC (Thermo Fisher Scientific, США).

Сборку нуклеосом на анализируемых фрагмен-
тах ДНК проводили методом ступенчатого диализа 
против буферных растворов с уменьшающейся 
ионной силой, описанным в работе [14]. В каче-
стве источника октамеров гистонов использовали 
хроматин без линкерных гистонов, который выде-
ляли из эритроцитов цыплят, как описано ранее 
[14]. Анализ продуктов сборки проводили методом 
ЭФ-разде ления в 4,5%-ном ПААГ в 0,5-кратном 
буфере TBE в камере для вертикального ЭФ Mini-
PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, США).

Анализ положения октамера гистонов на флуо-
ресцентно-меченой ДНК проводили методом гидро-
ксильного футпринтинга по схеме, предложенной 
в работе [6]. Реакционная смесь общим объемом 
30 мкл содержала 20 мМ трис–HCl (pH 8,0), 5 мМ 
MgCl

2, 2 мМ 2-меркаптоэтанол, 150 мМ KCl, хро-
матин без линкерных гистонов в концентрации 
30 нг/мкл, 1 мМ аскорбиновую кислоту, 0,1 мМ 
(NH4)2Fe(SO4)2, 0,1 мМ ЭДТА (рН 8,0), 3% H2O2 и 
100 нг исследуемой ДНК. Смесь инкубировали при 
комнатной температуре в течение 15 с, реакцию 
останавливали добавлением глицерина до кон-
центрации 2%. Реакционную смесь обрабатывали 
взбалтыванием с фенолом, насыщенным буфером 
трис-ЭДТА (Phenol solution P4557, Sigma-Aldrich, 
США). После центрифугирования пробы в течение 
10 мин при 13200 об/мин в настольной центрифуге 
MiniSpin (Eppendorf, Германия) водную фазу от-
бирали, добавляли 1/10 объема 3М ацетата натрия 
(pH 5,2), гликоген (Thermo Fisher Scientific, США) 

до концентрации 0,2 мг/мл. К полученному рас-

твору приливали три объема 96%-ного этилового 

спирта. После 18-часовой инкубации проб при 

–20°С ДНК осаждали центрифугированием при 

+4°С в течение 20 мин при 13200 об/мин в настоль-

ной центрифуге 5415R (Eppendorf, Германия).

Продукты деградации ДНК анализировали 

методом ЭФ-разделения в 8%-ном ПААГ в дена-

турирующих условиях в присутствии мочевины в 

концентрации 8М в 0,5-кратном буфере TBE в ка-

мере для вертикального ЭФ Sequi-Gen GT Sequencing 

Cell (Bio-Rad Laboratories, США). Распределение 

продуктов в геле анализировали с помощью системы 

детекции флуоресценции Typhoon Trio (General 

Electric, Англия). Для возбуждения флуоресценции 

использовали лазер с длиной волны 532 нм, сиг-

нал считывали через фильтр, пропускающий све-

товые волны длиной более 526 нм. Результаты об-

рабатывали с помощью компьютерной программы 

OptiQuant (Packard Instruments Company, США).

Результаты и обсуждение

Результаты футпринтинга флуоресцентно-ме-

ченых проб с использованием гидроксильных ра-

дикалов представлены на рисунке. В свободных от 

гистонов участках ДНК под действием гидрок-

сильных радикалов образуются разрывы сахаро-

фосфатного остова равновероятно после каждого 

нуклеотидного остатка. Для нуклеосомных фраг-

ментов наблюдается характерная картина с перио-

дическими пиками чувствительности на расстоянии 

около 10 п.н., которая не наблюдается на свободной 

ДНК с такой же последовательностью нуклеоти-

дов (для случая радиоактивного мечения см. [12]).

Под действием гидроксильных радикалов мо-

жет происходить  разрушение не только исследуе-

мого полимера, но и флуоресцирующего соедине-

ния, использованного для мечения ДНК. Тем не 

менее, в подобранных условиях при стандартных 

настройках детектора флуоресценции чувствитель-

ность метода составила менее одного фемтомоля 

FAM-меченых цепей ДНК в ЭФ-полосе, а линей-

ное возрастание детектируемого сигнала наблюда-

лось при увеличении количества метки вплоть до 

1 пикомоля. Достигаемая чувствительность оказа-

лась сравнимой с получаемой на автоматических 

секвенаторах. Разработанная методика позволяет 

проводить опыты с использованием установок для 

изучения кинетики реакций методом остановлен-

ной струи (например, с использованием прибора 

KinTek, США) и получать данные об исследуемых 

процессах с миллисекундным разрешением. При 

подходящих условиях – в буфере с ЭДТА (для 

инактивации нуклеаз) в замороженном состоянии 

(для уменьшения частоты спонтанного гидролиза) 

и с минимальным доступом света (для замедления 

разрушения флуоресцентного соединения) – ме-
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ченая ДНК может храниться по крайней мере в 
течение нескольких лет без заметной потери ин-
тенсивности сигнала.

Введение флуорофоров с неперекрывающи-
мися спектрами излучаемых длин волн в каждую 
из цепей ДНК позволяет анализировать роль обеих 
цепей ДНК в исследуемом взаимодействии с бел-
ками в одном эксперименте. Использование таких 
же меток в разных молекулах ДНК может быть ис-
пользовано для изучения конкурентного связыва-
ния различных фрагментов методом футпринтинга. 

Применение предложенных в [15] алгоритмов ана-
лиза конформации ДНК по профилям деградации 
позволяет получать структурные модели взаимодей-
ствующих комплексов с атомарным разрешением 
методом компьютерного молекулярного модели-
рования. Таким образом, использование флуорес-
центных меток в футпринтинге может заметно 
расширить область применения этого метода для 
анализа ДНК-белковых взаимодействий.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-24-00031).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Sclavi B. Time-resolved footprinting for the study of 
the structural dynamics of DNA-protein interactions // Bio-
chem. Soc. Trans. 2008. Vol. 36. N 4. P. 745–748.

2. Brenowitz M., Senear D.F., Shea M.A., Ackers G.K. 
Quantitative DNase footprint titration: a method for studying 
protein-DNA interactions // Meth. Enzymol. 1986. Vol. 130. 
P. 132–181.

3. Shcherbakova I., Mitra S., Beer R.H., Brenowitz M. 
Fast Fenton footprinting: a laboratory-based method for the 
time-resolved analysis of DNA, RNA and proteins // Nucleic 
Acids Res. 2006. Vol. 34. N 6. e48.

4. Fenton H.J.H. Oxidation of tartaric acid in the presence 
of iron // J. Chem. Soc. 1894. Vol. 65. P. 899–910.

5. Haber F., Weiss J. The catalytic decomposition of hydro-
gen peroxide by iron salts // Proc. R. Soc. Lond. A. 1934. 
Vol. 147. N 861. P. 332–351.

6. Tullius T.D., Dombroski B.A. Hydroxyl radical “foot-
printing”: high-resolution information about DNA-protein 
contacts and application to λ repressor and Cro protein // 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1986. Vol. 83. N 15. P. 5469–5473.

7. Jain S.S., Tullius T.D. Footprinting protein-DNA 
complexes using the hydroxyl radical // Nat. Protoc. 2008. 
Vol. 3. N 6. P. 1092–1100.

8. Woger J.W., Koraimann G. Hydroxyl radical footprinting 
using PCR-generated fluorescent-labelled DNA fragments 

and the ALFexpres DNA sequencer // Tech. Tips Online. 
1997. Vol. 2. N 1. P. 167–168.

9. Luger K., Mäder A.W., Richmond R.K., Sargent D.F., 
Richmond T.J. Crystal structure of the nucleosome core par-
ticle at 2.8 A resolution // Nature. 1997. Vol. 389. N 6648. 
P. 251–260.

10. Noll M. Internal structure of the chromatin subunit // 
Nucleic Acids Res. 1974. Vol. 1. N 11. P. 1573–1578.

11. Wigler M.H., Axel R. Nucleosomes in metaphase chro-
mosomes // Nucleic Acids Res. 1976. Vol. 3. N 6. Р. 1463–1471.

12. Hayes J.J., Tullius T.D., Wolffe A.P. The structure of 
DNA in a nucleosome // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1990. 
Vol. 87. N 19. P. 7405–7409.

13. Lowary P.T., Widom J. New DNA sequence rules for 
high affinity binding to histone octamer and sequence-di-
rected nucleosome positioning // J. Mol. Biol. 1998. Vol. 276. 
N 1. P. 19–42.

14. Gaykalova D.A., Kulaeva O.I., Bondarenko V.A., 
Studitsky V.M. Preparation and analysis of uniquely posi-
tioned mononucleosomes // Methods Mol. Biol. 2009. Vol. 523. 
P. 109–123.

15. Armeev G.A., Gorkovets T.K., Efimova D.A., Shaitan K.V., 
Shaytan A.K. Modeling of potein – DNA complexes geometry 
utilising FRET and footprinting data // Moscow Univ. Biol. 
Sci. Bull. 2015. Vol. 71. N 1. P. 29–33.

Поступила в редакцию 

16.09.15

HYDROXYL RADICAL FOOTPRINTING OF FLUORESCENT-LABELED DNA
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Footprinting is one of the simplest and most accurate approaches to investigate structure 

and interaction of biopolymers. It is based on the accessibility of intra- and intermolecular con-

tacts for external damaging agents. In the method, one end of the polymer is labeled, and then 

the sample is incubated in cutting medium. Length distribution of the products allows to reveal 

the accessibility of different regions of polymer in the corresponding conditions. In DNA foot-

printing various enzymes and chemical reagents can be used. The highest temporal and spatial 

resolution without sequence specificity can be obtained with hydroxyl radicals. In this paper we 

present a new modification of the experimental approach using fluorescent-labeled DNA frag-

ments and up-to-date methods of quantitative analysis, which can considerably increase its ap-

plicability.
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Создана экспериментальная установка для изучения иммобилизованных молекул и 
их комплексов in vitro методом флуоресцентной микроскопии с чувствительностью на 
уровне одиночных флуорофоров. Установка регистрирует флуоресцентные изображения 
иммобилизованных молекул одновременно в двух спектральных диапазонах, обеспечи-
вая анализ на основе эффекта Фёрстеровского резонансного переноса энергии. Возбуж-
дение флуоресценции поверхностной световой волной, сформированной методом пол-
ного внутреннего отражения, и регистрация сигнала с помощью высокочувствительной 
системы детекции позволяют проводить измерения с временным разрешением около 
100 мс. Разработан протокол модификации поверхности стекол для иммобилизации ну-
клеосом через высокоаффинные стрептавидин-биотиновые взаимодействия. Чтобы обес-
печить иммобилизацию, один из концов ДНК флуоресцентно-меченых мононуклеосом 
был биотинилирован. Разработан алгоритм обработки изображений для анализа струк-
турных перестроек в одиночных нуклеосомах. Флуоресцентная микроскопия одиночных 
иммобилизованных молекул и их комплексов расширяет возможности изучения струк-
турной динамики нуклеосом при транскрипции и взаимодействии с различными ядер-
ными белками.

Ключевые слова: нуклеосома, хроматин, иммобилизация, флуоресценция, микроскопия, 
одиночная молекула. 

Арсенал традиционных физико-химических и 
биохимических методов изучения структуры био-
полимеров и супрамолекулярных комплексов с не-
давнего времени пополнился методами флуорес-
центной микроскопии одиночных молекул [1–2]. 
Новые методы доказали свою эффективность при 
изучении нуклеосом, а также комплексов и про-
цессов с их участием [3–8] и требуют дальнейшего 
развития. Ранее нами на основе флуоресцентно-
меченых промотор-содержащих матриц ДНК были 
получены точно позиционированные мононуклео-
сомы [6–8], содержащие в нетранскрибируемой 
цепи ДНК флуорофоры циановый 3 (Cy3) и циа-
новый 5 (Cy5). Было предложено два варианта ме-
чения, при которых после укладки ДНК на окта-
мере гистонов метки оказываются в положениях 
+35 и +113 [8] или +56 и +135 [6, 7] пар нуклеоти-
дов от входа в нуклеосому на соседних участках 
ДНК (рис. 1, В), где между ними с эффективностью 
50–90% реализуется Фёрстеровский резонансный 
перенос энергии (Förster resonance energy transfer, 
FRET). Показано, что изменение структуры ну-
клеосомы сопровождается изменением эффектив-
ности FRET, по величине которого можно судить 

о масштабе перестроек в помеченной области ну-
клеосомы. При этом введение меток не повлияло 
на способность РНК-полимеразы транскрибировать 
нуклеосомы [6, 8]. С применением меченых нуклео-
сом и флуоресцентной микроскопии одиночных 
комплексов нами начато изучение структурных из-
менений в хроматине, происходящих в процессе 
транскрипции [6–8]. Методика флуоресцентной 
микроскопии одиночных комплексов была реали-
зована на основе анализа свободно диффундиру-
ющих в растворе нуклеосом, по одной пересекаю-
щих фокальный объем, из которого измеряются 
интенсивности сигналов донора (Су3) и акцептора 
(Су5). Такие измерения удобны для исследования 
равновесных состояний и комплексов или очень 
медленных (минуты и десятки минут) процессов. 
Ограничением этой методики является невозмож-
ность следить за изменениями, происходящими 
с индивидуальными нуклеосомами во времени. 
Данное ограничение можно преодолеть, если им-
мобилизовать нуклеосомы на поверхности и обес-
печить быстрое измерение их флуоресцентных 
изображений с разделением сигналов донора и ак-
цептора. В настоящей работе приводится инфор-
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мация о разработке специальных вариантов ну-
клеосом, протоколов их иммобилизации, а также 
экспериментальной установки и методик для изу-
чения одиночных иммобилизованных нуклеосом 
методом флуоресцентной микроскопии полного 
внутреннего отражения (ПВО).

Материалы и методы

Экспериментальная установка. В состав разра-
ботанной экспериментальной установки (рис. 1, А) 
входит Ar+-лазер (LASOS 500 мВт, Lasertechnik 
GmbH, Германия) с прерывателем луча Uniblitz 
(VA Inc., США), инвертированный микроскоп 
AxioObserver (Zeiss, Германия) c оптическим моду-
лем для микроскопии ПВО и объективом αPlan-
Apochromat (×100, числовая апертура 1,46), модуль 
OptoSplit II (Cairn Research, Англия) и EMCCD-
камера iXon Ultra 897 (512×512 пикселей, Andor, 
Англия) с программой iQ для регистрации изобра-

жений. Обработка изображений и представление 
данных реализованы с использованием программ 
Image J (National Institute of Health, США) и Prism 
(GraphPad, США). При исследовании нуклеосом, 
меченных Су3 и Су5, использовали длину волны 
возбуждения 514,5 нм (240 мкВт на образце), а 
спектральную фильтрацию и разделение сигналов 
флуорофоров осуществляли с помощью дихроичных 
зеркал Di01-R532 (ДЗ1), FF635-Di01 ДЗ2), полосо-
вого фильтра FF01-571/72 (Ф3) фирмы SemRock 
(США), длинноволнового барьерного фильтра 
ET525LP (Ф2) фирмы Chroma Technology (США) и 
узкополосного фильтра BP514/10 (Ф1) фирмы Zeiss.

Приготовление мононуклеосом. Для приготов-
ления мононуклеосом использовали реагенты и 
специальные наборы реактивов, состав и происхож-
дение которых описаны ранее [6, 8]. Флуоресцент-
но-меченую ДНК и мононуклеосомы на основе 
донорного хроматина из эритроцитов цыплят по-
лучали, как изложено в предыдущих работах [6, 8]. 

Рис. 1. А — принципиальная схема установки для флуоресцентной микроскопии иммобилизованных одиночных нуклеосом на 
основе эффекта ПВО. Д — апертурная диафрагма, ДЗ1, ДЗ2 — дихроичные зеркала, М — зеркало, Ф1, Ф2, Ф3 — фильтры. Б — ти-
пичные изображения иммобилизованных одиночных нуклеосом с разделением флуоресценции Су3 и Су5. Метка масштаба — 3 
мкм. В — структура биотинилированной флуоресцентно меченой мононуклеосомы. Показаны два возможных положения меток 
Су3 и Су5 в соседних участках ДНК: +35 и +113 или +56 и +135 пар нуклеотидов от входа в нуклеосому. Г — зависимость отно-
шения сигнал/шум в изображениях иммобилизованных одиночных молекул Су3-авидина от мощности лазера на образце. Д — 

схема этапов обработки изображений и представления данных (детали описаны в тексте статьи)
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Для целей иммобилизации нуклеосомы дополни-
тельно лигировали с биотинилированным по 5’-кон-
цевому цитозину фрагментом ДНК длиной 178 п.н. 
(рис. 1, В). Лигирование проводили по сайту ре-
стрикции TSPRI. Нуклеосомы и биотинилирован-
ный фрагмент смешивали в эквимолярном соот-
ношении в растворе, содержащем ДНК-лигазный 
буфер фага Т4, 5% полиэтиленгликоля (4 кДа), 
100 мМ бычьего сывороточного альбумина и ДНК-
лигазу фага Т4 в количестве, определяемом ин-
струкцией производителя (все компоненты фирмы 
Fermentas). Реакции проводили в течение 12 ч при 
16°С. Эффективность лигирования контролировали 
с помощью нативного электрофореза в 4%-ном по-
лиакриламидном геле по изменению подвижности 
полосы нуклеосом и дополнительно впоследствии 
по способности продукта реакции к иммобилизации.

Моди фикация стекол и сборка микрофлюидной кю-
веты. Покровные (25×50 мм, толщина 175±15 мкм) 
и предметные стекла (Menzel-Glaser, Германия) очи-
щали хромпиком, многократно промывали дистил-
лированной водой, выдерживали в 1М растворе 
КОН в течение 1 ч, промывали дистиллированной 
водой и высушивали при 50°С. На стекла наносили 
по 50 мкл 2%-ного раствора смеси (100:1 по весу) 
полиэтиленгликоль-силана (ПЭГ-силан, 2 кДа) и 
биотин-ПЭГ-силана (2 или 5 кДа, Nanocs, США) 
в 97%-ном этаноле и инкубировали их 25 мин при 
20°С. Затем стекла промывали этанолом и водой, 
высушивали при 50°С. Из покровного и предметного 
стекол, ориентированных модифицированными 
поверхностями друг к другу, формировали микро-
флюидную кювету с размером канала 20×25×0,1 мм. 
Собранные кюветы хранили при –20ºС.

Иммобилизация нуклеосом. Для иммобилизации 
нуклеосом в кювету вводили 30 мкл водного рас-
твора стрептавидина (1 мг/л, Sigma), инкубировали 
ее 5 мин при комнатной температуре, промывали 
буфером ТБ150 (20 мМ Tris–HCl (pH 8,0), 5 мМ 
MgCl2, 2 мМ 2-меркаптоэтанол и 150 мМ KCl), 
вводили 30 мкл раствора нуклеосом (10–4 нг/мкл 
по ДНК) в ТБ150, снова инкубировали 5 мин при 
комнатной температуре и промывали ТБ150 от не-
связавшихся нуклеосом. Для иммобилизации ме-
ченного Су3 авидина (Су3-авидин, Sigma) в кювету 
вводили 30 мкл его водного раствора (10 мкг/л), 
инкубировали смесь 5 мин при комнатной темпе-
ратуре и отмывали водой от несвязавшегося белка.

Результаты и их обсуждение

В созданной экспериментальной установке 
(рис. 1, А) модуль ПВО используется для направ-
ления лазерного луча через объектив в микрофлю-
идную кювету под углом ПВО и создания поверх-
ностной световой волны в слое толщиной ~100 нм 
на границе воды и стекла с иммобилизованными 
нуклеосомами. Узкополосный фильтр Ф1 подавляет 
неиспользуемые лазерные линии Ar+-лазера. Дихро-
ичное зеркало ДЗ1 отражает в объектив излучение 

лазера и пропускает флуоресценцию к системе де-
текции. Световая волна возбуждает флуоресценцию 
всех иммобилизованных нуклеосом, находящихся 
в поле зрения. За пределами 100-нанометрового по-
верхностного слоя флуоресценция не возбуждается. 
Собранная объективом, флуоресценция нуклеосом 
проходит через Д31, фильтруется дополнительно от 
упруго рассеянного света длинноволновым барь-
ерным фильтром Ф2 с границей 525 нм и делится 
дихроичным зеркалом ДЗ2 на два пучка с длинами 
волн короче и длиннее 635 нм. Дополнительный 
фильтр Ф3 выделяет из коротковолнового пучка 
флуоресценцию с длинами волн 535–607 нм. Для 
установки подобраны специальные фильтры и ди-
хроичные зеркала с высоким (>94%) пропусканием 
света в заданных областях и повышенным (106) 
коэффициентом подавления света на длине волны 
514,5 нм (фильтры Ф2, Ф3). С помощью системы 
зеркал модуля OptoSplit II коротковолновая (Су3) 
и длинноволновая (Су5) флуоресценции проеци-
руются каждая на свою половину сенсора высоко-
чувствительной EMCCD-камеры, что обеспечивает 
одновременное измерение пространственного рас-
пределения сигналов донора и акцептора (рис. 1, Б).

Разработанный протокол модификации поверх-
ности стекла смесью ПЭГ-силана и биотин-ПЭГ-
силана обеспечивает формирование однородного 
монослоя ПЭГ с равномерным и плотным распре-
делением биотинилированных молекул (данные 
не представлены). Установлено, что модифициро-
ванные стекла сохраняют свои свойства в течение 
4–6 мес. Необходимая для регистрации одиночных 
молекул плотность распределения (<1 молекулы 
на 1 мкм2) достигнута путем оптимизации времени 
инкубации и концентрации иммобилизуемых мо-
лекул (рис. 1, Б). С использованием одиночных 
иммобилизованных молекул Су3-авидина установ-
лено, что максимальные интенсивность сигнала и 
отношение сигнал/шум достигаются при мощно-
сти лазера на образце больше 240 мкВт (рис. 1, Д). 
Эта мощность обеспечивает близкую к 100% веро-
ятность возбуждения Су3, как только флуорофор 
возвращается в основное электронное состояние 
после испускания флуоресценции.

Разработанная процедура обработки данных 
включает в себя (рис. 1, Д) разделение изображе-
ния, полученного с EMCCD-камеры, на изобра-
жения распределения сигналов Су3 и Су5, измере-
ние интенсивности фона в обоих изображениях и 
вычитание его, совмещение изображений с после-
дующим распознаванием положения и границ оди-
ночных нуклеосом, измерение интенсивностей 
флуоресценции Су3 и Су5 и расчет эффективности 
FRET (E) по формуле (1) для каждой из распознан-
ных нуклеосом: 

 E = (I
5 — 0,14 × I3) / (I5 + 0,86 × I3) (1),

где I3 и I5 — это интенсивности сигналов Cy3 и 
Cy5, а коэффициенты 0,14 и 0,86 учитывают час-
тичное перекрывание флуоресценции Cy3 и Cy5 
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в области 635–750 нм. Набор значений Е для вы-
борки нуклеосом графически представляется в виде 
гистограммы относительной частоты распределе-
ния этой величины (рис. 1, Д). При анализе дина-
мики структуры для каждой нуклеосомы строится 
зависимость Е от времени или гистограмма отно-
сительной частоты распределения величины Е за 
измеренный промежуток времени (рис. 1, Д). 

Сравнение частотных распределений величины 
Е для нуклеосом, иммобилизованных с помощью 
биотин-ПЭГ-силана 2 и 5 кДа (в обоих случаях ос-
новным компонентом монослоя был ПЭГ-силан 
2 кДа) выявило существенную дестабилизацию 
структуры нуклеосом при использовании биотин-
ПЭГ-силана 2 кДа. Дестабилизация наблюдалась 
как в области, близкой к выходу ДНК из контакта 
с гистоновым октамером, так и в области метки, 
отстоящей на 35 пар нуклеотидов от входа в ну-
клеосому (рис. 2, А, Б). Таким образом, использо-
вание более длинного биотин-ПЭГ-силана 5 кДа 

в комбинации с ПЭГ-силаном 2 кДа является су-
щественным для сохранения нативной структуры 
нуклеосом при иммобилизации. Этот вывод под-
тверждает сравнение частотных распределений ве-
личины Е для иммобилизованных и свободно 
диффундирующих нуклеосом (рис. 2, А, Б). Изме-
рения свободно диффундирующих нуклеосом вы-
полняли, как описано в предыдущих работах [6–8]. 
Близкие величины максимумов распределения ука-
зывают на сходную укладку ДНК у иммобилизо-
ванных и свободно диффундирующих нуклеосом, 
а отличия в ширине профилей, скорее всего, свя-
заны с различиями во времени накопления сигнала: 
соответственно 2,4 с и 3 мс. Для иммобилизован-
ных нуклеосом флуктуации Е, связанные с подвиж-
ностью флуорофоров на сравнительно длинных 
линкерах, усредняются за 2,4 с интегрирования 
сигнала, чего не происходит при измерении флуо-
ресценции нуклеосом в растворе с временной кон-
стантой 3 мс.

Рис. 2. А, Б — частотные распределения биотинилированных нуклеосом с метками в положениях +35, +113 (А) и +56, +135 (Б) 
пар нуклеотидов от входа в нуклеосому. Непрерывная линия — нуклеосомы, свободно диффундирующие в растворе. Прерыви-
стая линия - нуклеосомы на поверхности, модифицированной ПЭГ-силаном 2 кДа и биотин-ПЭГ-силаном. Сплошная линия 
с точками — нуклеосомы на поверхности, модифицированной ПЭГ-силаном 2 кДа и биотин-ПЭГ-сила ном 5 кДа. В, Г — типич-
ные примеры динамики величины Е для одиночных иммобилизованных нуклеосом с метками в положениях +35, +113 в буфере 

с 150 (В) и 600 (Г) мМ KCl

качество рисунка не улучшилось, оригинал очень маленький. Дата создания рисунка не изменилась (18.09.2015 !)
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Существенным преимуществом иммобилизо-
ванных нуклеосом является возможность изуче-
ния изменений их структуры в динамике. Показано, 
что фотостабильность Су3 и Су5 в условиях про-
водимых экспериментов достаточна для непре-
рывного наблюдения за нуклеосомами в течение 
2–3 мин (рис. 2, В). При этом чувствительность 
экспериментальной установки и скорость считы-
вания EMCCD-камерой позволяют получать изо-
бражения нуклеосом каждые 120 мс. Анализ вре-
менных зависимостей величины Е для отдельных 
нуклеосом дает возможность изучать подвижность 
ДНК в области расположения меток. В удаленной 
от концов ДНК области нативных нуклеосом ДНК 
особенно прочно связана с гистоновым октамером, 
и ее укладка не меняется во времени, на что ука-
зывает узкий диапазон флуктуаций величины Е 
у нуклеосом, меченых в положениях +35 и +113 
(рис. 2, В). Высокая ионная сила (600 мМ KCl) 
вызывает дестабилизацию структуры нуклеосом, 
что регистрируется как значительное возрастание 
амплитуды изменений величины Е (рис. 2, Г). Эти 
изменения Е свидетельствуют о том, что в условиях 
высокой ионной силы происходит периодическое 

откручивание ДНК от гистонового кора, которое 
имеет масштабный характер, затрагивая до 35 пар 
нуклеотидов, находящихся в контакте с октаме-
ром гистонов. При этом полной потери гистонов 
не происходит. Отметим, что анализ структурной 
динамики возможен только при изучении одиноч-
ных нуклеосом, так как в ансамбле нуклеосом раз-
нонаправленные изменения структуры и, соответ-
ственно, величины Е будут усредняться. 

Созданная экспериментальная установка в со-
четании с разработанными методиками иммоби-
лизации и исследования одиночных нуклеосом 
позволит изучать изменения в структуре нуклеосом, 
происходящие при их взаимодействии с разнооб-
разными ядерными белками в динамике. Благодаря 
наличию в структуре иммобилизованных нуклео-
сом промотора и отсутствию влияния меток на 
транскрипцию [6, 8] в описанной системе возможно 
также проведение экспериментов по изучению струк-
турных изменений, которые вызывает РНК-поли-
мераза в нуклеосоме в процессе транскрипции 
в реальном времени.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-24-00031).
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EXPERIMENTAL SETUP FOR STUDY OF IMMOBILIZED SINGLE NUCLEOSOMES 
USING TOTAL INTERNAL REFLECTION FLUORESCENCE MICROSCOPY
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An experimental setup for study of imm obilized molecules and their complexes by fluores-
cence microscopy with sensitivity at the single fluorophore level was developed. The installation 
records fluorescence images of immobilized molecules in two spectral ranges simultaneously, al-
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lowing analysis based on the Förster resonance energy transfer effect. The fluorescence excitation 
is caused by evanescent light wave formed by the total internal reflection technique, and registration 
of signal with a highly sensitive detection system allows conducting measurements with a temporal 
resolution of about 100 ms. The glass surface modification protocol was developed for immobiliza-
tion of nucleosomes via the high-affinity streptavidin-biotin interactions. To ensure immobiliza-
tion, one of the DNA ends of fluorescently labelled nucleosomal DNA was biotinylated. The 
algorithm of image processing for analysis of structural rearrangements in single nucleosomes 
was developed. Fluorescence microscopy of single immobilized molecules and their complexes 
allows the analysis of nucleosome structural dynamics during transcription and its interaction 
with various nuclear proteins.

Key words: nucleosome, chromotine, immobilization, fluorescence, microscopy, single molecule.
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СКРИНИНГ СРЕД С РАЗЛИЧНЫМ СОДЕРЖАНИЕМ БИОГЕННЫХ ЭЛЕМЕНТОВ 
ДЛЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ, 

АССОЦИИРОВАННЫХ С БЕСПОЗВОНОЧНЫМИ БЕЛОГО МОРЯ

Е.С. Лобакова1,*, И.О. Селях1, Л.Р. Семенова1, 
О.Б. Чивкунова1, П.Н. Щербаков1, А.Е. Соловченко1,2
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Оценивали способность к росту и накоплению биомассы трех выделенных из ассо-
циаций с морскими донными беспозвоночными животными штаммов Desmodesmus sp. 
(Scenedesmaceae, Chlorophyceae) — 1Рm66В, 2Cl66E, 3Dp86Е-1 — в условиях периодиче-
ского культивирования на жидких минеральных питательных средах (BG-11, среда Прата, 
Гольдберга, Громова, Тамия, искусственная морская вода) стандартного и модифициро-
ванного состава. Регистрировали визуальные показатели состояния культур, накопление 
биомассы, а также остаточное количество нитратного азота и фосфора. Интенсивный 
рост культур сопровождался защелачиванием среды до pH 10,0. Наибольший прирост 
биомассы отмечен на средах BG-11 (полной и с добавлением морской воды), Тамия, а 
также на среде Прата. Добавление искусственной морской воды не влияло на накопле-
ние биомассы Desmodesmus sp. в средах, содержащих связанный азот, а в отсутствие азота 
поддерживало рост, не вызывая агрегации клеток. По всем исследованным показателям 
среда BG-11 признана универсальной (пригодной для культивирования как симбиотиче-
ских, так и свободноживущих микроводорослей). Среда Прата оптимальна для поддер-
жания штаммов в коллекции.

Ключевые слова: Desmodesmus, накопление биомассы, тестирование сред, симбиотиче-
ские микроводоросли, культивирование, биогенные элементы.

В последние годы активно исследуются воз-

можности использования микроводорослей (МВ) 

в качестве источника возобновляемого сырья для 

биотоплива, а также для биоремедиации сельскохо-

зяйственных отходов и загрязненных почв, очистки 

промышленных стоков и биоизъятия техногенных 

выбросов CO2 [1]. Биомасса МВ также использу-

ется для производства пищевых добавок, удобрений, 

красителей, антиоксидантов и полиненасыщенных 

жирных кислот [2, 3]. Одним из лимитирующих 

факторов развития фотобиотехнологии в России 

является отсутствие патентно-чистых штаммов МВ 

с высоким биотехнологическим потенциалом. В этой 

связи особого внимания заслуживают штаммы МВ, 

выделенные из экстремальных мест обитания, не 

теряющие продуктивности в стрессовых условиях. 

К ним можно отнести МВ, формирующие симбиоз 

с беспозвоночными животными, обитающими в мо-

рях высоких широт. Однако успешные попытки 

выделения фототрофных микросимбионтов (циа-

нобактерий и МВ) из животных единичны [4], так 

как культивирование их in vitro сопряжено с дли-

тельным периодом адаптации к апосимбиотическим 

условиям существования ex animal и требует тща-

тельного подбора питательных сред. Особенно ак-

туальна эта задача для организмов, ранее не вво-
дившихся в монокультуру.

В нашей лаборатории был получен ряд изоля-
тов симбиотических МВ из донных беспозвоноч-
ных Белого моря. Установлено, что симбиотические 
изоляты обладают более высокой по сравнению со 
свободноживущими МВ устойчивостью к неблаго-
приятным условиям среды, а также высоким био-
технологическим потенциалом [5, 6]. Тем не менее, 
вопрос подбора оптимальных сред для культиви-
рования симбиотических МВ из субарктических 
морей остается, в сущности, открытым. В настоя-
щей работе тестировали ряд стандартных и моди-
фицированных минеральных сред с целью выбора 
пригодных для лабораторного культивирования и 
сохранения в коллекциях исследованных нами 
симбиотических представителей МВ.

Материалы и методы

В работе использовали культуры зеленых МВ, 
изолированных из ассоциаций с беспозвоночны-
ми животными Ругозерской губы Кандалакшского 
залива Белого моря (66°34′ N, 33°08′ E). Исходные 
образцы беспозвоночных были собраны из мест 
с существенно различающимися условиями обита-
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ния: гидроиды Dynamena pumila (L., 1758) и Coryne 
lovenii (M. Sars, 1846) — на Еремеевском пороге, 
каменистой сублиторали с активным постоянным 
перемешиванием морской воды и быстрым тече-
нием; кладки полихет Phyllodoce maculata (L., 1767) — 
в лужах на песчано-гравийной литорали в зоне 
опреснения водами прибрежных ручьев и макси-
мальным прогревом воды в периоды отлива [7]. 
Фрагменты беспозвоночных, в которых визуально 
было выявлено присутствие МВ и цианобактерий, 
помещали в среду BG-11. Одновременно с циано-
бактериями из образцов беспозвоночных были 
выделены зеленые МВ [5, 6], идентифицирован-
ные по нуклеотидной последовательности фраг-
мента гена большой субъединицы RuBisCO rbcL и 
фрагмента ITS1-5.8S рРНК-ITS2 ядерного рибо-
сомального кластера генов, а также по ультраструк-
турным особенностям как виды из рода Desmodes-
mus [8].

Культивирование и состав использованных сред. 
МВ культивировали асептически фотоавтотрофно 
на минеральных средах стандартного и модифици-
рованного состава. К стандартным средам относи-
лись среды BG-11 [9], Прата [10], Гольдберга [11], 
Громова № 1 [12], Тамия [13] и искусственная 
морская вода (соленость 27‰) без добавления ви-
таминов [14]. В качестве модифицированных сред 
использовали среды без нитратного азота (BG-110 
[15], среда Гольдберга), среды с добавлением мор-
ской воды в соотношении 1:1 (BG-11, BG-110, 
среда Гольдберга с минеральным азотом и без него), 
среда Прата, разбавленная вдвое дистиллированной 
водой; среда Прата с добавлением микроэлементов 
или без добавления. Во всех средах (кроме среды 
Прата без микроэлементов) использовали микро-
элементы А5 [9]. Посевным материалом служили 
клетки, трижды отмытые от культуральной жид-
кости средой BG-110 центрифугированием (3000 g, 
10 мин). Для каждой комбинации “организм — 
среда” выполнено не менее двух независимых экс-
периментов.

При периодическом культивировании в течение 
4-х нед. в люминостате (фотосинтетически актив-
ная радиация — ФАР — 2 Вт/м2) по измерениям 
квантомером LI-850, “LiCOR”, США, на поверх-
ности колбы) клетки МВ выращивали в колбах 
Эрленмейера в 100 мл среды при температуре 25°С 
и периодическом встряхивании (раз в сутки). Со-
стояние культур оценивали визуально по следую-
щим показателям: цвет, характер роста (гомоген-
ность, агрегированность, адгезия к стенкам и/или 
дну колбы), накопление биомассы. Плотность за-
сева во всех вариантах составляла 0,02 г сухого веса 
на литр среды.

pH среды регистрировали pH-метром “Акви-
лон pH410” с электродом ЭСК-10601/7. В литера-
туре в прописях стандартных сред культивирования 
редко указывается pH после стерилизации. Во всех 
случаях pH среды доводили до 6,9–7,4.

В фотобиореакторе МВ культивировали в сте-
рильных условиях в стеклянных пробирках (объем 
600 мл, внутренний диаметр 40 мм) с силиконовыми 
пробками в 400 мл среды при постоянном освеще-
нии (ФАР 4 Вт/м2), температуре 25°С и продува-
нии стерильным воздухом со скоростью 1 л/мин. 
В ходе эксперимента оценивали визуальные пока-
затели роста МВ, прирост биомассы, изменения 
кислотности, а также остаточное количество не-
органического фосфата и нитратного азота в среде 
культивирования. Начальная плотность культуры 
при интенсивном культивировании составляла 5 мг 
хлорофилла в литре среды.

Определение сухого веса. Для определения су-
хого веса клетки осаждали на доведенных до посто-
янной массы нитроцеллюлозных фильтрах “Milli-
pore” (США) с диаметром пор 22 мкм. Фильтры 
с осажденными на них клетками высушивали в су-
шильном шкафу при 105°С.

Определение концентрации нитрата и фосфата. 
Содержание нитрата и ортофосфата в культураль-
ной жидкости определяли методом ионной хрома-
тографии на хроматографе ICS 1600 (“Thermo 
Dionex”, США) с кондуктометрическим детектором, 
аналитической колонкой IonPac AS12A (250×2 мм, 
5 мкм) и предколонкой AG12A (50×2 мм, 5 мкм). 
Ионы элюировали изократически (скорость тока — 
0,3 мл/мин) карбонатным буфером, содержащим 
2,7 мМ Na2CO3 и 0,3 мМ NaHCO3, при темпера-
туре 30°C.

Результаты и обсуждение

Многие виды МВ эволюционно адаптированы 
к обитанию в олиготрофной среде морских и прес-
новодных водоемов. Можно предположить, что со-
ответствующая адаптация свойственна не только 
свободноживущим видам, но и МВ, образующим 
симбиозы и ассоциации с растениями и беспозво-
ночными. В то же время стандартные питательные 
среды, как правило, характеризуются высокими 
концентрациями солей. По-видимому, это обстоя-
тельство является одной из важных причин неудач-
ных попыток выделения МВ из их среды обита-
ния. С учетом этого на начальных этапах введения 
в культуру полученных из природных образцов изо-
лятов МВ целесообразно применение сред с доста-
точным для роста, но не чрезмерным содержанием 
элементов минерального питания. В настоящей ра-
боте использовали минеральные среды стандарт-
ного состава, а также обедненные и разбавленные 
дистиллированной водой среды (см. Материалы и 
методы).

Особое внимание уделяли тестированию ис-
следованных МВ на средах, не содержащих нит-
ратного азота, поскольку дефицит азота и азотное 
голодание индуцируют биосинтез ценных соеди-
нений — запасных липидов и вторичных кароти-
ноидов в клетках многих свободноживущих [16] и 
симбиотических МВ [17]. 
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Культивирование в колбах. Рост МВ на средах 
с относительно высоким содержанием нитратного 
азота сопровождался значительным повышением 
pH среды (рис. 1, а). Эта особенность может ока-
заться полезной при выращивании МВ в фотобио-
реакторах с продуванием газо-воздушной смесью 
с высоким содержанием углекислого газа, закис-
ляющим при растворении среду культивирования. 

Негативное влияние низких значений pH на ско-
рость роста и продуктивность культур компенси-
руется защелачиванием, характерным для роста МВ 
на нитратных средах. Наибольшее защелачивание 
(до pH ≥ 10,0) наблюдали у штаммов Desmodesmus 
sp. 3Dp86E-1 и 1Pm66B на средах BG-11, Прата, 
Тамия и Гольдберга, содержащих связанный азот. 
В случае штамма Desmodesmus sp. 2Cl66E, растущего 

Рис. 1. Изменение pH среды (а) и прирост биомассы (б) в культурах симбиотических штаммов Desmodesmus sp. (1Pm66B, 2Cl66E 
и 3Dp86E-1) на различных средах — BG-11 (1), Гольдберга (2), Прата (3), Тамия (4), BG-110 (5), Гольдберга без азота (6), искус-
ственной морской воде (ИМВ, 7), BG-11 + ИМВ (8), BG-110 + ИМВ (9) — после 28 сут роста в колбах. Приведены стандартные 

ошибки среднего
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на среде Гольдберга со связанным азотом, сдвига 
pH не наблюдали. На безазотных аналогах этих сред 
и морской воде ни один из исследованных штам-
мов не вызвал существенного изменения рН среды 
при росте. Защелачивание среды культивирования 
(предположительно, вследствие поглощения нитрат-
аниона) может косвенно свидетельствовать об ак-
тивном росте культур.

Характер роста штаммов МВ существенно за-
висел от типа среды культивирования. Для всех 
МВ на среде Громова №1 отмечали сильную адге-
зию клеток на стенках колб и их слипание в мелкие 
агрегаты без существенного прироста биомассы. 
Планктонный гомогенный рост был характерен 
для штамма Desmodesmus sp. 3Dp86E-1 во всех ис-
пытанных вариантах и, по-видимому, является его 
специфической особенностью. Для штамма 1Pm66B 
при выращивании на средах со связанным азотом 
было характерно сильное прилипание клеток к 
стенкам культвационных сосудов.

Динамика роста штаммов Desmodesmus sp. 2Cl66E 
и 1Pm66B на среде BG-11 в разных модификациях, 
а также на средах Прата (исходной и разбавленной) 
и Тамия была сходной. Рост МВ характеризовался 
незначительной адгезией и агрегацией клеток. Куль-
тивирование штамма 2Cl66E на безазотной среде 
Гольдберга сопровождался сильной агрегацией 
клеток. 

Накопление биомассы на исследованных сре-
дах зависело от наличия в среде нитратного азота 
(рис. 1, б). Максимальный прирост биомассы всех 
штаммов был зарегистрирован на средах BG-11, 

Прата (независимо от наличия микроэлементов и 
концентрации солей) и Тамия. В этих случаях он 
составил 0,7–0,9 г/л сухого веса (на рис. 1, б при-
водятся данные только для полной среды Прата, 
поскольку существенных различий в приросте био-
массы на ее модификациях не выявлено). На среде 
Гольдберга рост штаммов Desmodesmus sp. 3Dp86E-1 
и 2Cl66E был незначительным, а у штамма 1Pm66B 
рост не зарегистрирован.

На безазотных вариантах сред и средах с ис-
кусственной морской водой рост всех исследован-
ных штаммов МВ был медленным и накопление 
биомассы не превышало 0,3 г/л сухого веса. Добав-
ление искусственной морской воды в среды BG-11 
и Гольдберга не влияло на физиологические харак-
теристики растущих на них штаммов МВ, но под-
держивало их рост на данных средах и в отсутствие 
нитратного азота (рис. 1, б). Среды с искусствен-
ной морской водой не вызывали агрегации клеток 
штаммов Desmodesmus sp. 3Dp86E-1 и 2Cl66E. В то 
же время, у штамма Desmodesmus sp. 1Pm66B добав-
ление морской воды, как и выращивание на ней, со-
провождалось слипанием клеток в крупные агрегаты.

Культивирование штаммов МВ в фотобиореак-
торе. Для культивирования МВ в фотобиореакторе 
были выбраны среды BG-11 и среда Прата (пол-
ная и без микроэлементов). Среду Тамия не ис-
пользовали в данных опытах из-за высокого со-
держания биогенных элементов, что в отдельных 
случаях приводило к выпадению осадка после сте-
рилизации и затрудняло анализ изъятия биоген-
ных элементов клетками МВ в ходе эксперимента.

Рис. 2. Накопление биомассы штаммами Desmodesmus sp. (1Pm66B, 2Cl66E и 3Dp86E-1) при культивировании в фотобиреакторе 
на средах Прата (а) и BG-11 (б). Приведены стандартные ошибки среднего
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Для культур, выращенных в биореакторах, ре-
гистрировали рост (рис. 2) и скорость биоизъятия 
основных биогенных элементов — азота и фосфо-
ра — во избежание возникновения лимитирования 
роста МВ нехваткой этих элементов.

В случае культивирования МВ на среде Прата 
с низкой концентрацией нитрата и ортофосфата 
(100 и 10 мг/л соответственно) уже к 7-м сут роста 
культуры практически полностью (>99% NO3

– и 
>95% PO4

3–) поглощали нитрат и фосфат из сре-
ды, однако стационарной фазы роста достигали 
только на 10–12-е сут. Добавление микроэлемен-
тов не влияло на скорость роста исследуемых 
культур. К концу эксперимента они накапливали 
0,4–0,8 г/л сухого веса.

При культивировании  МВ на среде BG-11, су-
щественно более богатой биогенными элементами 
по сравнению со средой Прата, наблюдается лишь 
частичное (<20%) изъятие нитрата на 7–е сут роста; 
полного изъятия нитрата не наблюдали и на 17-е сут. 
Концентрация ионов PO4

3– в культуральной жид-
кости к 5–7-м сут роста снижалась на 50–60%. 
Прирост биомассы на среде BG-11 был в два раза 
выше, чем на среде Прата, логарифмическая фаза 
роста была более длительной. К 17-м сут культи-
вирования концентрация PO4

3– снижалась более 
чем на 90%, а прирост биомассы достигал 600%. 
Полученные данные иллюстрируют преимущества 
среды BG-11 при культивировании исследованных 
МВ в биореакторах.

Как правило, среды для культивирования эука-
риотных МВ содержат нитрат калия, тогда как BG-11 
cодержит нитрат натрия. Тем не менее, среда BG-11, 
исходно использованная для выделения циано-
бактерий из донных беспозвоночных Белого моря, 
оказалась пригодной для культивирования и зеле-

ных МВ. Тестирование распространенных сред, при-
меняемых при выращивании МВ, показало, что 
в каждом случае необходим поиск среды, подхо-
дящей для конкретных культур и задач культиви-
рования. Среда Прата (как полная, так и разбав-
ленная) оптимальна для поддержания выделенных 
культур в условиях коллекции. Поскольку добав-
ление микроэлементов мало влияло на их рост и 
сохранность культур, для коллекционных культур, 
по-видимому, оказывается достаточным следовых 
количеств микроэлементов в реактивах, использу-
емых для приготовления среды. 

Среда Тамия из-за высокой концентрации ни-
тратов в дальнейшем в наших исследованиях не 
использовалась, хотя ее применение возможно при 
соответствующем разведении. С учетом получен-
ных данных можно считать среду BG-11 пригод-
ной для решения полного спектра задач по выде-
лению и культивированию как свободноживущих, 
так и симбиотических МВ. Исходно разработан-
ная для культивирования цианобактерий [9], эта 
среда оказалась подходящей для выделенных и 
охарактеризованных в нашей лаборатории симби-
отических представителей рода Desmodesmus и сво-
бодноживущих МВ из родов Haematococcus [19], 
Chlorella [20] и Aсutodesmus [21]. Следует также от-
метить, что безазотная модификация среды BG-11, 
BG-11

0, успешно использовалась для индукции 
биосинтеза липидов [17, 18] в клетках штаммов 
Desmodesmus, изученных в настоящей работе. Данное 
обстоятельство позволяет считать ее перспектив-
ной при разработке биотехнологий для получения 
биомассы, обогащенной этими соединениями.

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда (проект № 14-50-00029).
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SCREENING OF CULTURE MEDIA WITH DIFFERENT NUTRIENT CONTENT 
FOR CULTIVATION OF MICROALGAE ASSOCIATED 

WITH WHITE SEA BENTHIC INVERTEBRATES

E.S. Lobakova1,*, I.O. Selyakh1, L.R. Semenova1, 
O.B. Chivkunova1, P.N. Scherbakov1, A.E. Solovchenko1,2

1 Department of Bioengineering, School of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
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2 Timiryazev Institute of Plant Physiology, Russian Academy of Sciences, 
Botanicheskaya ul. 35, Moscow, 127276, Russia

* e-mail: elena.lobakova@rambler.ru

The growth and biomass accumulation of three microalgal strains of Desmodesmus (Scenedes-
maceae, Chlorophyceae), 1Рm66В, 2Cl66E, 3Dp86Е-1, isolated from White Sea benthic inverte-
brates were studied under conditions of batch culture in different standard (BG-11, Prat, Gold-
berg, Gromov, Tamiya, artificial sea water) and modified media. Culture condition and biomass 
accumulation were recorded as well as the uptake of nitrate and phosphate. Vigorous growth of the 
microalgae brought about a significant alkalization of the culture medium to pH 10. The most sig-
nificant biomass accumulation was recorded in BG-11 (the complete medium and one with addi-
tion of artificial sea water), Tamiya and Prat media. Addition of the sea water did not affect the 
growth of Desmodesmus sp. in the nitrate-containing media although that maintained the growth of 
the microalgae in the nitrogen-lacking media without cell aggregation. The obtained results suggest 
the suitability of BG-11 medium for isolation and cultivation of both symbiotic and free-living 
microalgae. The Prat medium is more suitable for maintaining the microalgal strains in collection.

Keywords: Desmodesmus, biomass accumulation, testing cultural medium, symbiotic microalgae, 
cultivation, biogenic elements.
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ИЗМЕНЕНИЕ КОНФОРМАЦИИ ЛИНКЕРНОЙ ДНК ПРИ СВЯЗЫВАНИИ 
ГИСТОНА Н1.5 C НУКЛЕОСОМОЙ: ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ МИКРОСКОПИЯ 

ОДИНОЧНЫХ КОМПЛЕКСОВ
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Разработана методика синтеза флуоресцентно-меченой ДНК для сборки монону-
клеосом с ДНК-линкерами длиной 40 пар нуклеотидов (п.н.). Метки Су3 и Су5 введены 
в линкеры на расстояниях соответственно 10 п.н. до первого и 15 п.н. после последнего 
нуклеотида нуклеосом-позиционирующей последовательности ДНК. В отсутствии лин-
керного гистона Н1.5 исследование методом флуоресцентной микроскопии одиночных 
комплексов выявило наличие двух равновероятных состояний нуклеосом, отличающихся 
конформацией ДНК-линкеров: открытой — с эффективностью переноса энергии Е 
между метками, равной 0,06, и закрытой — с Е = 0,37, где линкеры сближены. Связывание 
гистона Н1.5 с нуклеосомами происходит в наномолярном диапазоне концентраций, 
и скорость образования комплексов существенно выше, чем скорость их диссоциации. 
В комплексах происходит значительное сближение линкеров (Е = 0,73), а их конформа-
ция в области меток становится более единообразной. Разработанные нуклеосомные 
конструкты являются высокочувствительными флуоресцентными сенсорами для анализа 
структурных перестроек линкеров и в комбинации с методом микроскопии одиночных 
комплексов позволяют изучать структуру комплексов нуклеосом с различными архитек-
турными белками хроматина.

Ключевые слова: хроматин, нуклеосома, линкерный гистон Н1, флуоресценция, микро-
скопия, одиночная молекула.

Эффект Фёрстеровского резонансного пере-
носа энергии (Förster resonance energy transfer, FRET) 
широко используется в биологических исследова-
ниях флуоресцентно-меченых молекул для изучения 
структурных перестроек биополимеров и межмо-
лекулярных взаимодействий [1–3]. В комбинации 
с методом флуоресцентной микроскопии одиноч-
ных молекул и комплексов FRET позволяет изучать 
сложные молекулярные системы, в которых при-
сутствуют несколько отличающихся по структуре 
состояний, и выявлять эти состояния, скрытые 
в традиционных измерениях, основанных на усред-
нении флуоресценции множества молекул [4–6]. 
Данный подход все активнее применяется в ну-
клеосомных исследованиях [6–13], а его результа-
тивность и спектр решаемых задач в значительной 
мере зависят от оптимального расположения до-
нор-акцепторной пары флуорофоров в изучаемой 
молекулярной системе. Например, введение меток 
Су3 и Су5 в соседние сверхспиральные витки ДНК 
в центральной [11] или дистальной от промотора 
[7, 9] областях нуклеосомного ядра позволяет изучать 

структурные перестройки ДНК в этих областях при 
транскрипции хроматина РНК-полимеразой. 

Не менее важными функциональными участ-
ками, вовлеченными в процессы организации хро-
матина и транскрипции нуклеосом, являются меж-
нуклеосомные области ДНК-линкеры. Именно 
с ними взаимодействуют линкерные гистоны, спо-
собствуя упаковке нуклеосом в структуры более 
высокого порядка, а также некоторые факторы, 
регулирующие транскрипцию. Применение рент-
геноструктурного анализ и спектроскопии ЯМР для 
изучения взаимодействия Н1/Н5 с нуклеосомой 
затруднено из-за большого молекулярного веса ком-
плекса и низкой структурированности области 
взаимодействия. В проведенных ранее исследова-
ниях установлено, что связывание Н1/Н5 защи-
щает от воздействия гидроксид-радикалов область 
протяженностью более 15 нуклеотидов [14] и суще-
ственно изменяет конформацию линкеров, фик-
сируя их [15, 16]. Расшифровка структурных основ 
взаимодействия линкерных гистонов с нуклеосо-
мой позволит прояснить целый ряд важных вопро-
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сов — от принципов организации хроматина до 
механизмов регуляции раннего эмбрионального 
развития. 

В настоящей статье представлены данные о раз-
работке флуоресцентных нуклеосом для изучения 
конформации линкеров с помощью микроскопии 
одиночных комплексов и результаты исследования 
этих нуклеосом, а также их комплексов с гистоном 
Н1.5 человека.

Материалы и методы 

В работе использовали реагенты, описание 
которых дано в работах [7, 9, 11, 17]. Хроматин без 
гистона H1 выделяли из эритроцитов цыплят по 
методике, описанной ранее [17], и использовали как 
источник гистонов при сборке нуклеосом. ДНК-
матрицу с позиционирующей последовательностью 
603 (147 пар нуклеотидов, (п.н.)) получали при по-
мощи двухстадийной полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР). На первой стадии ПЦР выполняли 
с укороченными праймерами, используя в качестве 
матрицы плазмиду pDS1 со вставкой последова-
тельности 603 по сайтам рестрикции XhoI и SacI. 
Праймеры были комплементарны концевым фраг-
ментам последовательности 603 и имели следую-
щие последовательности: 

5’-CACCGGCACGAGGGCCCGGTTC-3’;

5’-ACTTTCTGGCAAGAAAATGAGCT-3’.

ПЦР-продукт длиной 180 п.н. был очищен при 
помощи электрофореза (4–6 В/см, 2 ч) в 2%-ном 
агарозном геле на 0,5-кратном трис-боратном элек-
тродном буфере (ТВЕ — 44,5 мМ Трис, 44,5 мМ 
борная кислота, 1 мМ ЭДТА), содержащем 0,5 мг/мл 
бромистого этидия. Выделение ДНК осуществляли 
с помощью набора для экстракции ДНК из геля 
E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit (Omega Biotek), сле-
дуя инструкциям производителя. ДНК (180 п.н.) 
служила матрицей для второй стадии ПЦР с прай-
мерами, идентичными флуоресцентно меченым 
(см. ниже), но без меток. ПЦР-продукт (227 п. н.) 
был очищен, как описано выше, а отсутствие в нем 
ошибок подтверждено секвенированием с исполь-
зованием праймеров длиной 38 п.н. Далее ДНК 
(227 п.н.) была использована как матрица для ПЦР 
со следующими флуоресцентно мечеными по ти-
мидину олигонуклеотидами (“Синтол”, Россия) 
в качестве праймеров: 

5’-TAAGGCGAATTCACAACTTTTTGGCTCy5AGA
AAATGAGCT-3’;

5’-ACACGGCGCACTGCCAACCCAAACGACACC
TCy3GCACGAG-3’.

Конечный продукт реакции выделяли, как опи-
сано выше. Включение меток в состав ДНК под-
тверждали при помощи электрофореза в 4,5%-ном 
полиакриламидном геле (ПААГ) при соотношении 
акриламид:бисакриламид 39:1 в нативных условиях 
и флуоресцентного анализа геля с помощью ска-

нера Typhoon (GE Healthcare) в диапазонах воз-
буждения и эмиссии, характерных для Cy3 и Cy5.

Нуклеосомы собирали на (Cy3, Cy5)-меченой 
ДНК-матрице в ходе диализа против растворов 
с последовательно уменьшающейся концентрацией 
NaCl по протоколу, описанному в работе [17]. 
Сборку нуклеосом (>97%) контролировали мето-
дом электрофореза в 4,5%-ном ПААГ (неденату-
рирующие условия, 0,5-кратный буфер TBE) по 
флуоресценции Су3 в составе ДНК (рисунок, Б). 

Полноразмерный ре комбинантный гистон Н1.5 
человека был получен в клетках E. coli штамма 
BL21(DE3)PlysS (Promega), любезно предоставлен-
ных проф. Димитровым [18]. Клетки выращивали 
в жидкой среде Лурия-Бертани в течение 3 ч, про-
изводили индукцию при помощи изопропил-бета-
D-тиогалактопиранозида, ИПТГ, (0,1 мМ) и инку-
бировали далее 3 ч при 37°С. Биомассу бактерий 
осаждали центрифугированием при 5500 g в тече-
ние 15 мин, ресуспендировали в 50 мл буфера А 
(20 мМ Tris-HCl pH7,4, 100 мМ NaCl, 2 мМ ЭДТА, 
1 мМ дитиотреитол, 10%-ный глицерин) с добав-
кой ингибиторов протеаз и разрушали ультразву-
ковой обработкой. Полученную суспензию центри-
фугировали при 21500 g в течение 30 мин при 4°С. 
Гистон Н1.5 выделяли из супернатанта методом 
ионобменной хроматографии на колонке с фосфо-
целлюлозой Р11. Концентрацию белка определяли 
по методу Бредфорд, а чистоту (>95%) подтверж-
дали с помощью денатурирующего электрофореза 
в 12 %-ном ПААГ. 

Нуклеосомы (20 нМ) смешивали с гистоном 
Н1.5 (5-20 нМ) в буфере для транскрипции (ТБ-
буфер), содержащем 20 мМ Tris–HCl (pH 8,0), 5 мМ 
MgCl2, 2 мМ 2-меркаптоэтанол и 150 мМ KCl, после 
чего инкубировали 15–20 мин при 37°С. (Су3, 
Су5)-меченую ДНК-матрицу, нуклеосомы или их 
комплексы с Н1.5 разбавляли до концентрации 
0,2 нМ в TБ-буфере с добавкой 0,1%-ного поли-
этиленгликоля (380–420 Да) и переносили в лунку 
камеры Lab-Tek (Thermo Scientific, США) для ана-
лиза под микроскопом. 

Измерения одиночных нуклеосом (и их комп-
лексов) проводили методом двухканальной лазер-
ной конфокальной микроскопии, используя уста-
новку, описанную в работах [7, 9, 11]. Одиночные 
нуклеосомы диффундировали через фокус лазер-
ного луча, где для каждой из них измеряли интен-
сивности флуоресценции Су3 (I

3) и Су5 (I5). Флуо-
ресценцию возбуждали светом с длиной волны 
514,5 нм (2 мкВт под объективом), а регистриро-
вали в диапазонах 530–635 нм (Су3) и 635–800 нм 
(Су5) с константой интегрирования 5 мс. Диаметр 
конфокальной диафрагмы соответствовал 1 диску 
Эйри. Измерения выполняли в течение 10 мин, а 
величина выборки составляла 4000–6000 нуклео-
сом. Стабильность образцов во времени измеряли 
в течение 30 мин, анализируя выборки данных из 
последовательных пятиминутных интервалов. Ал-
горитм распознавания и обработки сигналов от-
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дельных нуклеосом описан в работах [7, 9, 11]. Для 
каждой нуклеосомы по значениям I3 и I5 рассчи-
тывали эффективность FRET (E): 

 E = (I5 – 0,19 × I3) / (I5 + 0,81 × I3), (1) 

где коэффициенты 0,19 и 0,81 введены для учета 
перекрывания спектров флуоресценции Cy3 и Cy5 
в области 635–800 нм. Набор значений Е, полу-
ченных в трех независимых измерениях, объеди-
няли, графически представляли в виде гистограммы 
относительной частоты распределения величины Е 
и описывали в виде суперпозиции полос Гауссо-
вой формы. Итоговый размер выборок составил 
не менее 15000 нуклеосом.

Результаты и обсуждение

При разработке нуклеосом, меченых по лин-
керной ДНК, были учтены данные методов фут-
принтинга [18], криоэлектронной микроскопии 
[11, 20], молекулярного моделирования [21, 22] и 
рентгеноструктурного анализа [23], согласно кото-
рым глобулярный домен Н1 связывается в области 
входа и выхода ДНК из ядра нуклеосомы, фиксируя 
при этом участок, как минимум, одного из лике-
ров длиной 10–15 п.н. [15, 18, 23]. Существующие 
модели комплексов нуклеосомы с Н1 предсказы-
вают значительное сближение участков линкеров, 
отстоящих от ядра нуклеосомы на 10–15 п.н. При 
выборе положения флуоресцентных меток Су3 и 
Су5 в линкерных участках ДНК ставилась задача 
соблюсти следующие условия. Метки должны на-
ходиться вне области предполагаемого связывания 
глобулярного домена гистона Н1, чтобы исключить 
их влияние на комплексообразование, а также из-
бежать тушения флуоресценции или ограничения 
подвижности флуорофоров, влияющих на эффек-
тивность FRET. Эффективность FRET должна быть 
ненулевой при максимальном удалении линкеров 
друг от друга и значительно возрастать при их 
сближении. С учетом результатов молекулярного 
моделирования метка Су3 была размещена на рас-
стоянии 10 п.н. до первого нуклеотида (рисунок, А), 
а Су5 — на расстоянии 15 п.н. после последнего 
нуклеотида позиционирующей последовательно-
сти ДНК-матрицы 603. При этом длина линкеров, 
выходящих за пределы ядра нуклеосомы, составила 
40 п.н. Были подобраны условия, при которых эф-
фективность сборки нуклеосом достигала >97% 
(рисунок, Б). 

Измерения одиночных нуклеосом в разбавлен-
ных растворах, проведенные с помощью конфокаль-
ной микроскопии по методике, описанной ранее 
[7, 9, 11], выявили, что нуклеосомы гетерогенны 
по величине FRET (Е) и могут быть описаны сум-
мой двух нормальных распределений (состояний) 
с максимумами E, равными 0,06 и 0,37 (рисунок, В). 
Доли нуклеосом, находящихся в этих состояниях, 
примерно равны и не меняются во времени (рису-
нок, В, Д). Следовательно, состояние с Е = 0,06 не 
является результатом появления свободной ДНК 

из-за диссоциации нуклеосом в разбавленном рас-
творе. Данный вывод дополнительно подтвержден 
измерением распределения свободной флуоресцент-
но-меченой ДНК по величине Е, которое достовер-
но отличается от состояния нуклеосом с Е = 0,06 
и имеет максимум, равный 0,00 (рисунок, В). В сво-
бодной двухцепочечной ДНК метки Су3 и Су5 на-
ходятся далеко друг от друга, и FRET между ними 
не наблюдается. Состояние с Е = 0,06 не связано 
с тушением флуоресценции Су5 или переходом 
Су5 в долгоживущее триплетное состояние, так как 
в аналогичных измерениях нуклеосом с метками, 
введенными в области ядра близко друг к другу, 
доля нуклеосом с Е = 0,0–0,2 не превышает 3–5% 
[7, 9, 11]. 

Обнаруженное распределение (рисунок, В) со-
ответствует двум состояниям нуклеосом, отличаю-
щимся по конформации линкеров. У нуклеосом 
в состоянии с Е = 0,06 метки Су3 и Су5 больше 
удалены друг от друга и линкеры сильнее отведены 
от ядра нуклеосомы, по сравнению с нуклеосомами 
в состоянии с Е = 0,37 (состояния 1 и 2 на рисун-
ке, Ж). Электростатическое отталкивание полиа-
нионных линкеров способствует переходу в состоя-
ние с Е = 0,06, а образование линкерами связей 
с положительно заряженными гистонами в области 
выхода ДНК из ядра нуклеосомы благоприятно 
для состояния с Е = 0,37. При этом взаимодействие 
с противоионами в солевых растворах способствует 
стабилизации нуклеосомы в одном из возможных 
состояний. Более открытая конформация линке-
ров, очевидно, облегчает взаимодействие нуклео-
сом с факторами (такими, как РНК-полимераза), 
функционирование которых требует откручивания 
ДНК от нуклеосомы. Сближенная конформация 
линкеров способствует связыванию факторов, ко-
торые взаимодействуют сразу с обоими линкерами, 
вызывают компактизацию нуклеосомы и препят-
ствуют откручиванию ДНК.

К последним факторам можно отнести линкер-
ный гистон Н1 и, в частности, его вариант Н1.5. 
Обнаружено, что образование комплекса Н1.5 
с нуклеосомой сопровождается появлением нового 
состояния, максимум распределения по величине 
Е у которого равен 0,73 (рисунок, Г). По мере уве-
личения концентрации гистона Н1.5 от 5 до 20 нМ 
доля нуклеосом в состояниях с Е = 0,06 и Е = 0,37 
снижается, а доля нуклеосом с Е = 0,73 растет. 
При этом комплексы формируются за времена ме-
нее 10 мин (данные не показаны). Зарегистрировать 
полный переход нуклеосом в состояние с Е = 0,73 
затруднительно из-за резкого усиления их агрегации 
при дальнейшем повышении концентрации Н1.5. 
Агрегация нуклеосом происходит под действием и 
других вариантов гистона Н1 [24]. Комплексы ну-
клеосом с Н1.5 мы исследовали при концентра-
ции, в 100 раз меньшей, чем при их формировании. 
В этих условиях происходит медленная диссоциа-
ция комплексов, которая детектируется, начиная 
с 15 мин после разбавления комплексов, по умень-
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шению доли нуклеосом с Е = 0,73 и возрастанию 
содержания нуклеосом с Е = 0,06 и Е = 0,37 (рису-
нок, Е). Наши исследования показали, что обра-
зование комплексов нуклеосом с Н1.5 происходит 
в наномолярном диапазоне концентраций и ско-
рость этого процесса существенно выше, чем ско-

рость диссоциации. Большая величина параметра Е 
указывает на то, что в комплексах с Н1.5 происхо-
дит значительное сближение линкеров (состояние 3 
на рисунке, Ж), а нормальное распределение Е 
свидетельствует, что комплексы единообразны по 
конформации линкеров в области положения меток.

Рисунок. А — Модель нуклеосомы с линкерами длиной 40 п.н. с положением меток Су3 и Су5 на линкерах. Б — Электрофо-
реграммы свободной ДНК (средняя дорожка) и нуклеосом (правая дорожка), собранных на ее основе. Разделение проводили 
в 4,5%-ном полиакриламидном геле (ПААГ) в неденатурирующих условиях. Детекция по флуоресценции Су3 в составе ДНК; 
М — флуоресцеин-меченые маркеры ДНК и их размеры в п.н. В — Частотные распределения по величине E свободной ДНК 
(серая линия, треугольники) и нуклеосом (черная линия, кружки). Г — Частотное распределение по величине E комплексов 
нуклеосом с Н1.5 (непрерывная линия, кружки) при молярном соотношении Н1.5/нуклеосомы, равном 0,85. Прерывистые ли-
нии (В, Г) — разложения частотных распределений на сумму Гауссовых полос. Цифрами указаны максимумы этих полос и доля 
нуклеосом (в скобках), соответствующих каждой полосе. Д, Е — Зависимость от времени содержания нуклеосом в каждой из 
Гауссовых полос, на которые разложены измеренные частотные распределения, для образцов свободных нуклеосом (Д) и их 
комплексов с Н1.5 (Е). Ж — модели конформаций линкеров в двух состояниях (1, 2) свободных нуклеосом и в комплексе с Н1.5 

(3). Звездочками обозначены положения на линкерах меток Су3 и Су5
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Таким образом, проведенные исследования по-
казали, что разработанные нами нуклеосомы с мет-
ками в области линкеров являются высокочувстви-
тельными флуоресцентными сенсорами для анализа 
структурных перестроек линкерных участков. Ме-
ченые нуклеосомы и метод микроскопии одиноч-
ных комплексов являются новым удобным ин-
струментом для изучения влияния на структуру 
нуклеосомы различных архитектурных белков хро-

матина, а также особенностей процесса сборки 

хроматина. 
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The method of synthesis of fluorescently labeled DNA allowing assembly of mononucleo-
somes with 40 bp linkers was developed. Cy3 and Cy5 labels were introduced in the linkers at dis-
tances of 10 bp before the first and 15 bp after the last nucleotide of the nucleosome positioning 
DNA sequence, respectively. In the absence of histone H1.5 fluorescence microscopy of single 
complexes revealed the presence of two equally probable states of nucleosomes, differing in the 
conformation of linkers: open one with the energy transfer efficiency E between the labels being 
equal to 0.06 and closed one with E = 0.37. Binding of histone H1.5 with nucleosomes occurs in 
nanomolar range of concentrations, and the rate of complex formation is significantly higher 
than the dissociation rate. In the complexes, significant convergence of DNA linkers (E = 0.73) 
takes place, and their conformation in the region of labels becomes more uniform. Designed nu-
cleosomal constructs are highly sensitive fluorescent sensors for the analysis of structural rear-
rangements of linkers and in combination with microscopy of single complexes allow studying 
the structure of complexes of nucleosomes with different chromatin architectural proteins.

Keywords: chromatin, nucleosome, linker histone H1, fluorescence, microscopy, single molecule.
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(расположение – нижний колонтитул, середина страницы). 

После списка литературы идет строка “Поступила в редакцию….”, где ответственный секретарь 

редколлегии указывает дату поступления рукописи. 

Далее на отдельной странице на английском языке печатаются заглавие, инициалы и фамилии ав-
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Таблицы печатаются на отдельных страницах после сведений об авторах.

Список литературы 

Указатель литературы к статьям (в порядке упоминания в тексте, а не по алфавиту) должен вклю-

чать не более 25 ссылок. В обзорных статьях возможно увеличение списка литературы по согласованию 

с редакцией. 

Желательно, чтобы список литературы состоял преимущественно из ссылок на научные статьи, в 

основном – напечатанные в последнее десятилетие. Ссылки на все остальные варианты публикаций 
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трия – NaCl, углекислый газ – CO2 и т.д. Разрешается пользоваться общепринятыми аббревиатурами 

наиболее часто используемых соединений. К ним относятся: нуклеотиды, нуклеиновые кислоты, ами-

нокислоты (например, аденозинтрифосфорная кислота – АТФ, дезоксирибонуклеиновая кислота – 

ДНК, аргинин – Арг, валин – Вал). Все прочие нестандартные сокращения должны быть пояснены в 

тексте при первом упоминании. 

Названия генов пишутся курсивом, их продуктов – обычным шрифтом. Например: ген – FOXO3, 

его продукт – FOXO3. 

При наличии в тексте русских названий представителей различных царств живых организмов обя-

зательно должны быть указаны соответствующие латинские названия (род, вид), желательно пользо-

ваться Международными кодексами номенклатуры (Международный кодекс ботанической номенкла-

туры, Международный кодекс номенклатуры бактерий и т.д.). Курсивом выделяются только родовые, 

видовые и подвидовые названия. 

Например: …два вида кузнечиков подсемейства мечников (Tettigoniidae, Conocephalinae): мечник 

обыкновенный Conocephalus fuscus (Fabr.) (= discolor Thunb.) и мечник короткокрылый C. dorsalis (Latr.)… 

Подготовка к печати 

Рукопись, присланная автором, проверяется на соответствие правилам оформления. Если работа не 

соответствует требованиями, то она возвращается автору без рецензирования. Правильно оформленные 

статьи поступают на рецензию. После рецензирования рукописи, при необходимости, отправляются ав-

торам на доработку и исправление ошибок. Исправленный вариант статьи должен быть возвращен в ре-

дакцию не позднее, чем через две недели, вместе с подробным ответом на все замечания рецензентов. 

Если автор присылает исправленный вариант позднее указанного срока, статья рассматривается как 

вновь поступившая. Обе корректуры (русско- и англоязычная) статей направляются авторам на 2–3 ра-

бочих дня, в течение которых необходимо тщательно проверить текст, рисунки, таблицы и т.д., внеся в 

гранки необходимую правку. В случае англоязычной корректуры желательно уделить особое внимание 

специальным терминам, которые могут быть неправильно интерпретированы переводчиками. Привет-

ствуется практика публикации в английской версии авторских переводов статей.

Вся переписка с редакцией ведется по адресу vestnik@mail.bio.msu.ru. Просьба указывать в тексте 

письма мобильные телефоны авторов, ответственных за работу над рукописью.
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Ответственный секретарь редколлегии – Моргунова Галина Васильевна (тел.: 8-495-938-27-01; 

8-495-939-28-33;  моб.: 8-985-274-46-49).

Редакция располагается на биологическом факультете МГУ, “светелка” над зоной “А”, комн. 702, 

прием авторов – вторник и четверг с 11 до 14 часов.

Дополнительную информацию и статью-образец можно найти на сайтах журнала:

http://www.bio.msu.ru/doc/index.php?ID=324

http://vestnik-bio-msu.elpub.ru.
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