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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ КЛЕТОЧНЫЕ СИСТЕМЫ: 
ОТ ОРГАНОВ В ЧАШКЕ ПЕТРИ ДО “ОРГАНОВ-НА-ЧИПАХ”
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В обзоре отражена история появления и усовершенствования клеточных моделей и 
различных способов и систем культивирования клеток животных и человека для иссле-
дований биологической активности различных веществ in vitro. Культуры органов и тра-
диционные двухмерные культуры диссоциированных клеток различных типов, таких как 
первичные, опухолевые, индуцированные плюрипотентные, стволовые и другие, имеют 
преимущества и недостатки, однако зачастую не являются адекватными моделями для 
изучения биологических процессов, происходящих в живых организмах. В настоящее 
время на ранних фазах разработки лекарственных препаратов для отбора наиболее ак-
тивных соединений и оценки их цитотоксического действия широко используется высо-
копроизводительный клеточный скрининг с применением различных способов детекции 
сигнала: оптических на основе колориметричесих, люминесцентных и флуоресцентных 
методов и электрохимических. Использование животных в качестве моделей для тести-
рования препаратов все больше подвергается критике из-за низкой степени корреляции 
между результатами, получаемыми в исследованиях с их использованием, и результатами, 
получаемыми на человеке, а также из-за дороговизны и этических вопросов. Поэтому 
много усилий направлено на создание моделей на основе клеток человека. Так появи-
лись культуры c трехмерным каркасом для имитации архитектуры тканей in vivo, а затем 
и микроинженерные конструкции на основе законов микрогидродинамики, объединяю-
щие несколько типов клеток, так называемые “органы-на-чипах”, позволяющие воссоз-
давать физические и химические параметры микроокружения клеток в естественных ус-
ловиях. Таким образом, экспериментальные клеточные системы с момента появления 
прошли путь от культивируемых в питательной среде целых органов до практически 
полной реконструкции органов in vitro с использованием различных типов клеток и пе-
редовых инженерных решений, что позволяет в настоящее время воссоздавать in vitro 
сложные биологические процессы и более успешно изучать влияние на них различных 
химических веществ и физических факторов. 

Ключевые слова: культура клеток, опухолевые клетки, первичные клетки, индуциро-
ванные плюрипотентные стволовые клетки, органотипическая культура, живой эквива-
лент кожи, высокопроизводительный скрининг, тестирование лекарственных препаратов, 
3D-культура, микрогидродинамика, “органы-на-чипах”

Культивирование клеток и органов млекопи-
тающих in vitro имеет более чем столетнюю исто-
рию. Культивирование целых органов является од-
ним из самых ранних способов культивирования 
тканей и датируется 1897 г., когда Лео Леб, один из 
первых исследователей канцерогенеза, поддержи-
вал печень, почки, щитовидную железу и яичник 
кролика на небольших сгустках плазмы ex vivo до 
трех дней [1]. Уже в 1908 г. ученые смогли проде-
монстрировать культивирование клеток животных 
отдельно от организма в течение дней и даже ме-
сяцев. Однако еще несколько десятилетий после 
этих первых шагов сложная технология культиви-
рования, недостаток информации о физических и 
химических требованиях к данному процессу и 
среде культивирования и просто отсутствие коли-

чественных методов оставались серьезной прегра-
дой для развития этого направления клеточной био-
логии. В 40-е гг. XX века Уилтон Ерл, Дж. О. Гей и 
их коллеги показали, что клетки из различных 
тканей можно успешно поддерживать in vitro в до-
статочно простой по составу среде, однако строго 
придерживаясь определенных принципов культиви-
рования. Начиная с того времени, клеточная куль-
тура стала незаменимым объектом для исследований 
клеточного цикла, взаимодействий цитоплазмы и 
ядра, заражения различными патогенами, отноше-
ний хозяин-паразит, канцерогенеза, действия ра-
диации, выработки различных веществ, в том числе 
гормонов, клетками, а в дальнейшем и для широ-
чайшего спектра исследований на молекулярном 
и биохимическом уровне. 
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Уже на заре развития техники культивирова-
ния клеток вне организма клеточные и органные 
культуры использовались для изучения биологиче-
ской активности различных химических веществ, 
включая фармацевтические препараты. Померат и 
Лик [2] исследовали токсичность более 100 различ-
ных веществ на первичных эксплантатах из различ-
ных органов куриных эмбрионов и кожи взрослых 
людей. В своей статье 1954 г. они отмечают ряд 
преимуществ использования клеточных и органных 
культур для тестирования лекарственных препара-
тов по сравнению с исследованиями, проводимыми 
на животных. К этим преимуществам относятся 
возможность более тщательного контроля условий 
проведения эксперимента, получение из одного 
источника достаточно однородного материала, ис-
пользование которого позволяет осуществлять ста-
тистический анализ результатов, относительная 
простота методологии, используемых вспомога-
тельных материалов и оборудования, возможность 
наблюдения на клеточном уровне и получения ди-
намических результатов. 

С тех пор методы изучения влияния на орга-
низм различных веществ и факторов, используемые 
in vitro, претерпели значительные изменения. В по-
следние десятилетия в связи с быстрым развитием 
комбинаторной химии и биологии количество и 
разнообразие соединений, рассматриваемых в ка-
честве лекарственных препаратов, стремительно 
увеличивается. Путь от “открытия” препарата до 
его коммерциализации занимает около десяти лет, 
а затраты составляют сотни миллионов долларов 
США [3, 4], даже не смотря на то что для ранних фаз 
разработки лекарственных препаратов в настоящее 
время используется быстрый, селективный и на-
дежный высокопроизводительный скрининг (ВПС).

С середины 90-х гг. прошлого столетия ВПС 
дал возможность десятикратного уменьшения стои-
мости тестирования так называемых библиотек сое-
динений в поисках кандидатов на взаимодействие 
с белками-мишенями. Скрининг – это оптимизи-
рованная конвейерная и зачастую роботизирован-
ная процедура, в ходе которой большое количество 
химических соединений (более 10 тыс.) одновре-
менно проверяется на аффинность или активность 
по отношению к специальной тестовой системе, 
имитирующей биологическую. Его принцип за-
ключается в следующем: в специальные планшеты 
с сотнями лунок малого объема, содержащими тес-
товую систему (например, иммобилизованную ми-
шень или специальным образом модифицированные 
целые клетки), робот раскапывает минимальные ко-
личества исследуемых веществ или смеси веществ. 
После внесения пробы данные с планшета считы-
ваются, и выявляются лунки с биологической ак-
тивностью [5]. В зависимости от используемой тех-
нологии может детектироваться радиоактивный 
сигнал, флуоресценция, биолюминесценция, поля-
ризация излучения и т.д. Два самых распространен-
ных вида ВПС – это так называемый фармаколо-

гический скрининг и скрининг с использованием 
живых клеток in vitro. Мишень-ориентированный 
фармакологический скриниг основан, главным 
образом, на реакциях ингибирования ферментов и 
связывания лигандов с рецепторами, которые про-
водят в тестовой системе без участия живых кле-
ток. Необходимо отметить, что активность молекул 
лекарственных средств, наблюдаемая при таком виде 
скрининга, отличается от их активности в живых 
клетках in vitro и тем более in vivo. Поэтому компании, 
проводящие тестирование токсичности препаратов, 
постепенно переходят к ВПС с использованием кле-
ток, который имеет три основных разновидности: 
анализ вторичных мессенджеров, анализ генов-ре-
портеров и анализ клеточной пролиферации [6]. 
Данный вид скрининга проводится в более реле-
вантном микроокружении и, таким образом, явля-
ется компромиссным вариантом между тестирова-
нием на целом организме и фармакологическим 
скринингом.

Модели культивирования in vitro для ВПС 
с использованием живых клеток

Органная культура/культура эксплантатов

В органной культуре отдельные органы или их 
кусочки (эксплантаты) культивируют на границе 
раздела фаз жидкость-газ на плотике из ацетата 
вискозы, металлической сетке или гелевой под-
ложке, поскольку многочисленные эксперименты 
показали, что большинство органов или их фраг-
ментов растут на твердом субстрате лучше, чем 
в жидкости, а воздушная среда предотвращает раз-
витие в них некрозов. При этом они сохраняют, по 
крайней мере, частично, структурно-функциональ-
ные характеристики, что позволяет изучать ex vivo 
происходящие в них нативные процессы. Эксплан-
таты или срезы ткани сходны по свойствам и воз-
можностям с культурой целых органов, но имеют 
ряд преимуществ, в частности, они больше подхо-
дят для исследований, которые требуют визуальной 
оценки, иммуногистохимического окрашивания 
и т.д. Основными ограничениями использования 
органной культуры и эксплантатов на практике 
являются высокая трудоемкость их получения, от-
сутствие протоколов, гарантирующих удовлетво-
рительную жизнеспособность тканей после цикла 
замораживание-размораживание, и невозможность 
долгого их поддержания in vitro. Поэтому их при-
менение при ВПС ограничено. 

Органотипическая культура

При данном способе совместно культивируется 
несколько типов клеток. Могут использоваться как 
клетки с ограниченным митотическим потенциа-
лом, так и иммортализованные. Органотипические 
культуры могут также включать в себя поддержи-
вающий матрикс или трехмерный каркас для ими-
тации архитектуры и морфологии тканей in vivo. 
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Было показано, что комбинирование различных 
типов клеток имеет решающее значение для соз-
дания определенной клеточной организации, при 
которой клетки функционируют практически так 
же, как в естественных условиях, т.е. в целом орга-
низме. Модели кожи – это достаточно хорошо 
охарактеризованные органотипические системы, 
которые могут служить так называемым живым 
эквивалентом кожи (ЖЭК) в клинической прак-
тике. О них мы хотели бы рассказать подробнее.

ЖЭК – это тканевая трехмерная конструкция, 
состоящая из слоя кератиноцитов и лежащего под 
ним слоя фибробластов, погруженных в матрицу, 
имитирующую внеклеточный матрикс [7]. Сейчас 
существуют и широко применяются несколько ком-
мерческих вариантов ЖЭК, пригодных для изучения 
токсического действия веществ in vitro: StrataTest®, 
EpiDerm®, EpiSkin®, EST-1000®, эпидермальная 
модель кожи Лейдена [8]. Необходимость создания 
этих моделей была продиктована, с одной стороны, 
запретом тестирования косметической продукции 
на животных в Европе, а с другой стороны, ре-
зультатами исследований, показавшими, что реак-
ция кожи животных на различные химические 
раздражители отличается от реакции на них кожи 
человека. Так, например, только пять из 16 раздра-
жителей являются сходными для кожи человека и 
кролика [9]. Перечисленные ЖЭК стандартизованы 
и дают одинаковые результаты испытаний вне за-
висимости от партии, что является их весомым 
преимуществом. Они обладают морфологической 
структурой, схожей с таковой кожи человека, но, 
как правило, имеют более тонкий слой ороговева-
ющего эпителия [7]. Эпидермис этих ЖЭК имеет 
хорошую барьерную функцию, что и позволяет ис-
пользовать их в дерматологических исследованиях.

Обширное применение ЖЭК находят в иссле-
дованиях, посвященных изучению коррозии кожи 
под влиянием различных раздражителей. Одним 
из критериев для оценки действия веществ на кожу 
служит уровень экспрессии в  ней провоспалитель-
ного цитокина интерлейкина 1, альфа, секретируе-
мого кератиноцитами и нейтрофилами. Он индуци-
рует спонтанное воспаление, вызывает различные 
поражения, стимулирует пролиферацию клеток и 
ангиогенез [10]. Другим критерием является коли-
чество живых клеток после воздействия раздражи-
теля. Согласно международным нормам, вещество 
считается безвредным, если выживаемость нижних 
слоев кератиноцитов после трех минут его воздей-
ствия на роговой слой кожи составляет больше 
50%, а после 60 мин. – больше 15%. Много работ 
посвящено изучению влияния додецилсульфата на-
трия (sodium dodecyl sulfate, SDS) на моделях ЖЭК. 
SDS — сильный детергент, широко используемый 
в косметической и бытовой промышленности, вы-
зывающий при воздействии на кератиноциты кожи 
экспрессию провоспалительных цитокинов и вос-
палительных хемокинов по сигнальному пути фак-
тора некроза опухоли [11]. При воздействии в тече-

ние 4 ч 1%-ным SDS на EST-1000® процент живых 
клеток составил более половины от изначального 
количества, что говорит о хорошей барьерной функ-
ции данной модели [12]. Результаты исследований 
влияния SDS на StrataTest® также свидетельствуют 
о возможности применения этого вида ЖЭК для 
изучения действия раздражителей разной силы на 
кожу человека [13].  

В исследованиях воздействия озона (О3) на 
ЖЭК, которое вызывало в клетках EpiSkin® обра-
зование карбоксильных соединений и большого 
количества окисленных белков, продемонстриро-
вано антиоксидантное действие витамина C, ти-
ольных производных и растительного экстракта 
зеленого чая [14].

В эксп ериментах со StrataTest® были получены 
аналогичные результаты. Кроме того, был изучен 
окислительный стресс в результате воздействия на 
StrataTest® сигаретного дыма. Дым одной сигареты 
вызывал увеличение концентрации активных форм 
кислорода в клетках почти в 4 раза [13]. Таким об-
разом, при помощи StrataTest® и EpiSkin® можно 
моделировать окислительный стресс и изучать эф-
фективность действия антиоксидантов на кожу 
человека in vitro. 

StrataTest® также использовали в эксперимен-
тах по изучению негативного действия ультрафио-
летового излучения (УФ), которые показали, что 
этот ЖЭК реагирует на УФ аналогично коже чело-
века. При этом экранирование УФ с помощью солн-
цезащитного крема, наносимого на StrataTest®, 
способствовало снижению в его клетках уровня 
образования активных форм кислорода и тимино-
вых димеров, свидетельствующих о повреждении 
ДНК [13]. 

Приведенные выше данные говорят о том, что 
коммерческие модели эквивалентов кожи являются 
адекватной системой для фармакологических и ток-
сикологических исследований.

Культура диссоциированных клеток

В настоящее время основной моделью клеточ-
ной биологии, использующейся в том числе для 
исследования воздействия различных веществ и 
факторов на живые системы in vitro, является дис-
социированная двухмерная клеточная культура 
(2D-культура). Успех применения данной модели 
обусловлен свойством большинства видов клеток 
животных и человека пролиферировать вне орга-
низма в специальных питательных средах и обра-
зовывать однородные колонии. К преимуществам 
культуры диссоциированных клеток можно отнести 
простоту поддержания in vitro, большое количе-
ство доступных на рынке расходных материалов, 
специальных сред, наборов, оборудования для по-
лучения и поддержания культур в искусственных 
условиях, возможность заказа тысяч различных про-
веренных и охарактеризованных клеточных линий 
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в специальных клеточных банках, наличие разно-
образных молекулярных методик, позволяющих мо-
дифицировать линии, изменять в них транскрипцию 
и трансляцию генов, и, конечно, возможность ис-
пользовать их при ВПС.

Первичные клеточные линии – культуры клеток, 
полученные в результате диспергирования ткани 
или органа протеолитическими ферментами или 
механическими средствами. В русскоязычной ли-
тературе первичной культурой называют гетеро-
генную совокупность клеток после их выделения 
из ткани и до первого пассажа, однако за рубежом 
первичной культурой чаще считают любые линии/
штаммы клеток, обладающие ограниченным мито-
тическим потенциалом и, как следствие, ограни-
ченной продолжительностью жизни. Из-за этого, 
а также потому, что эти линии достаточно сложно 
культивировать и трансфицировать, их применение 
для различных исследований ограничено. Однако 
они обладают определенными преимуществами, 
такими как неизмененные биохимические или 
структурные свойства и фенотип, и часто реагируют 
на внешние воздействия так же, как клетки in vivo 
[15].

Линии иммортализованных (спонтанно или ис-
кусственно трансформированных первичных) клеток 
широко используются для скрининга препаратов, 
потому что они дешевы, надежны и воспроизводи-
мы, их легко наращивать и поддерживать в куль-
туре, они хорошо переносят криоконсервацию и 
при размораживании не теряют своих свойств. 
Обычно иммортализованные, т.е. “бессмертные” 
клетки получают из первичных путем генетиче-
ских модификаций. Однако необходимо отметить, 
что в результате генетических преобразований эти 
клетки перестают быть фенотипически идентич-
ными первичным, часто становятся анеуплоидны-
ми, дедифференцируются и в итоге лишь незначи-
тельно похожи на своих предшественников, т.е. 
сильно отличаются по характеристикам от анало-
гичных клеток in vivo [16, 17]. Поэтому при их ис-
пользовании в качестве модели для изучения каких-
либо биологических процессов или скрининга 
лекарств необходимо обязательно проводить оценку 
адекватности и репрезентативности данной модели.

Линии опухолевых клеток представляют собой 
клетки той опухоли, из которой они произошли, и 
широко используются для скрининга противора-
ковых препаратов в фармацевтических исследова-
ниях [18]. Впервые в 1951 г. из клеток опухоли, вы-
деленных у человека, была получена клеточная 
линия, названная HeLa (клетки карциномы шейки 
матки), которая до сих пор поддерживается и ис-
пользуется в исследованиях. Несмотря на популяр-
ность, линии опухолевых клеток также не являются 
идеальной моделью для исследований, поскольку 
имеют и накапливают мутации, которые могут по-
влиять на результаты экспериментов с их использо-

ванием. Например, клеточная линия рака молочной 
железы MCF-7 не экспрессирует фермент кас пазу-3, 
который участвует в индукции апоптоза [19]. 

Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) и ин-
дуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
(иПСК) человека обладают неограниченной спо-
собностью к самообновлению и могут быть диф-
ференцированы в любой тип клеток. Таким обра-
зом, из них можно получить достаточное для ВПС 
и токсикологических исследований количество нор-
мальных клеток. Использование ЭСК в биологии, 
фармацевтике и медицине ограничено из-за этиче-
ских вопросов, поскольку необходимо разрушать 
эмбрион при выделении этих клеток. Поэтому по-
лучение первых иПСК произвело практически 
революцию в области стволовых клеток и их при-
менения [20]. иПСК представляют собой плюрипо-
тентные клетки, искусственно получаемые из 
дифференцированных соматических клеток путем 
индукции функциональных генов плюрипотент-
ности. Эти клетки теряют свойства соматических 
и становятся похожими на ЭСК с точки зрения мор-
фологии, пролиферации, профиля генной экспрес-
сии и дифференцировочного потенциала. Поскольку 
иПСК могут быть получены от пациентов с гене-
тическими заболеваниями, они расширяют возмож-
ности для разработки лекарств [21].

Системы культивирования клеток

Несмотря на более чем вековой опыт по иссле-
дованию на клеточных культурах in vitro влияния 
различных химических соединений и физических 
факторов, животные до сих пор используются в ка-
честве моделей для проверки критериев “ADMET” 
(абсорбции, распространения, метаболизма, эли-
минации и токсичности) при тестировании соеди-
нений во время их регистрации в качестве лекар-
ственных препаратов. Хотя данный подход дает 
возможность анализировать физиологические ре-
акции на уровне целого организма, в исследова-
ниях достаточно часто отмечается низкая степень 
корреляции между результатами, получаемыми на 
животных, и результатами, получаемыми на чело-
веке, поскольку имеются значительные межвидовые 
различия в вызванных болезнью ключевых каска-
дах реакций и изменениях профилей экспрессии 
генов [22, 23]. Кроме того, тестирование препара-
тов на животных дорогое, низкопроизводительное 
и, как отмечалось выше, часто не удовлетворяет 
этическим нормам. Также становится все более оче-
видным, что традиционные 2D-культуры не могут 
в полной мере воспроизводить биологические 
свойства тканей in vivo, которые существуют в ор-
ганизме в трехмерном (3D) пространстве [24]. 

Все это подчеркивает критическую потребность 
в еще более усовершенствованных подходах к мо-
делированию условий in vitro, специфичных для 
человеческого организма. 

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. T. 72. № 4



 191ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ КЛЕТОЧНЫЕ СИСТЕМЫ

Сравнение 2D- и 3D-способов культивирования

Автоматизированный скрининг с использова-
нием 2D-культуры клеток в многолуночных план-
шетах может давать ошибочные результаты при 
прогнозировании тканеспецифичных ответов, т.к. 
клетки в монослое теряют свою исходную морфо-
логию и по-другому взаимодействуют с матриксом 
и между собой. Известно, что клетки, выращенные 
на двухмерных плоских поверхностях, ведут себя и 
дифференцируются не так, как клетки в 3D-сис-
темах или тканях in vivo [25]. Третье измерение 
обеспечивает дополнительное направление меж-
клеточных взаимодействий, миграции клеток и их 
морфогенеза, которые имеют решающее значение 
для регулирования клеточного цикла и функциони-
рования ткани in vivo. Так, на 2D-культурах было 
показано, что гемцитабин является эффективным 
ингибитором пролиферации опухолевых клеток тол-
стой кишки и яичников. Однако в экспериментах 
на 3D-системах это не подтвердилось. Более того, 
клетки рака толстой кишки в 3D-культурах оказа-
лись в 180 раз более устойчивыми к противоопухо-
левым препаратам, чем в 2D-культурах [26]. По-
добные результаты позволяют полагать, что при 
тестировании противораковых препаратов с помо-
щью 3D-моделей опухолей можно получать более 
достоверную информацию. В целом приведенные 
выше данные свидетельствуют о том, что 3D-куль-
тура клеток (3D-культура) является более подхо-
дящей платформой для разработки лекарственных 
средств. 

Статичные и перфузионные 
клеточные культуры

Широко распространенные платформы ВПС 
с использованием многолуночных планшетов пред-
полагают анализ в статичном микроокружении: 
среда заливается в лунки и удаляется из них дис-
кретно и порционно. Такая система не дает воз-
можности долгосрочного поддержания культуры 
клеток. Кроме того, смена среды в лунках приводит 
к большим колебаниям параметров микроокруже-
ния культуры [27]. Хотя дальнейшая миниатюри-
зация подобных систем могла бы иметь большой 
потенциал для повышения производительности, 
относительно высокое отношение площади поверх-
ности к объему жидкости в микролунках приведет 
к неконтролируемому испарению жидкости и, таким 
образом, к нежелательным условиям культивиро-
вания. Поэтому были предложены модифицирован-
ные многолуночные планшеты с интегрированной 
микрогидродинамической (микрофлюидной) сис-
темой, которые показали еще большую производи-
тельность при скрининге лекарственных соединений 
[28] и оценке цитотоксичности противоопухоле-
вых препаратов [29]. Такие перфузионные системы, 
в которых достигается компенсация испарения 
жидкости, могут поддерживать культуру клеток в те-

чение длительного времени и использоваться для 
оценки длительного воздействия на нее лекарств. 

Помимо поддержания стабильности клеточной 
культуры посредством непрерывного обеспечения 
питательными веществами и удаления отходов жиз-
недеятельности перфузия также может использо-
ваться для создания градиентов концентрации ле-
карственного средства, определенного физического 
микроокружения (например, напряжения сдвига 
или интерстициального потока жидкости) и созда-
ния системы циркуляции веществ для более точ-
ной имитации условий in vivo [28]. Например, при 
сравнении хондрогенеза в статичной и перфузи-
онной культуре в последней была выявлена более 
активная пролиферация хондроцитов и более ин-
тенсивный синтез внеклеточного матрикса [30]. 

Методы подсчета клеток и определения 
клеточной активности

Неспособность выявить токсическое действие 
соединений на ранних фазах разработки новых ле-
карственных препаратов приводит к тому, что около 
30% новых кандидатов на роль лекарств в итоге 
отвергается [31]. Поэтому тестирование на цито-
токсичность, которое обычно основывается на 
подсчете числа клеток и определении их жизнеспо-
собности, стало одним из наиболее важных этапов 
разработки лекарственных препаратов. Для обыч-
ных способов подсчета количества клеток, которые 
являются трудоемкими и времязатратными, исполь-
зуют гемоцитометр, счетчики клеток или проточную 
цитометрию. В то же время методы определения 
жизнеспособности клеток, основанные, например, 
на выбросе живыми клетками трипанового синего 
сразу после его поглощения или на поглощении 
(без выброса) нейтрального красного после добав-
ления данных веществ в среду культивирования, 
требуют, соответственно, инвазивного применения 
химических реактивов. Эти методы достаточно низ-
копроизводительны и, следовательно, плохо подхо-
дят для использования при ВПС. Также при ВПС 
отбор проб ограничен небольшими объемами [32], 
поэтому необходимо применять прижизненные 
методы исследования. Методы детектирования, ис-
пользуемые при ВПС на основе клеточных культур, 
можно разделить главным образом на две группы: 
электрохимические и оптические. 

Электрохимические методы

Электрохимические методы могут быть осно-
ваны на выявлении изменений внутриклеточных 
процессов, барьерных свойствах клеток или образо-
вании электрического потенциала определенными 
видами клеток [33]. Для данных методов были раз-
работаны различные электрохимические биосенсо-
ры, которые объединяют элементы биологического 
распознавания и электрохимического преобразо-
вания сигнала.
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Электрохимический методы, основанные на вы-
явлении изменений внутриклеточных процессов. Жи-
вую клетку можно рассматривать как электрохи-
мическую систему [34]. Образование электронов и 
перенос заряда, вызванные окислительно-восста-
новительными реакциями, изменение состава и 
концентрации ионов в живых клетках могут быть 
использованы для характеристики жизнеспособ-
ности клеток в гомогенном растворе [35]. Помимо 
этого клеточный метаболизм вызывает изменения 
продуктов обмена (например, молочной кислоты 
и углекислоты) или субстратов (например, глюкозы 
и растворенного в цитоплазме кислорода). Различ-
ные электрохимические биосенсоры были разрабо-
таны для выявления изменений среды культивиро-
вания и самих клеток в результате их метаболизма 
[36–38]. Электрохимические методы, основанные 
на клеточной активности, включают потенциомет-
рию и амперометрию. Известно, что на метаболи-
ческую активность клеток может влиять множе-
ство неконтролируемых факторов окружающей 
среды, что ограничивает применение данного под-
хода для ВПС на основе клеточных культур.

Электрохимический метод, основанный на барь-
ерных свойствах клеток. Ионный состав среды 
вокруг погруженного в нее электрода изменяется 
в присутствии клеток. Как правило, клетки с изо-
лирующими свойствами значительно увеличивают 
сопротивление электрода [39]. Поэтому жизне-
способность, морфологию, количество клеток, их 
апоптоз и адгезию, можно оценивать с помощью 
метода электрохимической импедансной спектро-
скопии. Например, для количественного анализа 
живых клеток был разработан новый датчик сопро-
тивления, встраиваемый в дно планшета. С помо-
щью данного устройства можно проводить оценку 
цитотоксичности и острой токсичности веществ 
в режиме реального времени [39].

Электрохимический метод, основанный на воз-
буждении/записи электрического потенциала клеток. 
Такие клетки и ткани, как сердечная мышца, бета-
клетки поджелудочной железы, нервные клетки, спо-
собны генерировать биоэлектрические сигналы, 
возникающие в результате организованной работы 
ионных каналов клеточной мембраны [33]. Реги-
страция этих биоэлектрических сигналов может 
использоваться при тестировании лекарств против 
сердечной аритмии, гипертонии, болезни Паркин-
сона, диабета, нейропатической боли и т.д. Данный 
метод обладает высокой производительностью, вы-
сокой чувствительностью, простотой использова-
ния и хорошо подходит для неинвазивной детек-
ции клеточной активности электрогенных клеток 
с возможностью длительного их культивирования.

Хотя электрохимические методы являются не-
инвазивными и достаточно производительными, 
они не позволяют получать информацию о кон-
кретных клеточных реакциях, непосредственно 
связанных с определенными функциями клеток, 
биомаркерами или сигнальными путями, которая 

важна для понимания механизмов действия ле-
карственных препаратов. Более того, электрохи-
мические методы не применимы для 3D-культур, 
поскольку требуют прямого контакта клеток с элек-
тродом. 

Оптические методы 

Анализ жизнеспособности клеток и подсчет их 
количества при ВПС на основе клеточных культур 
обычно проводят с помощью колориметрических, 
люминесцентных или флуоресцентных методов.

Колориметрический метод основан на измене-
нии цвета среды после реакции клеточных метабо-
литов со специальными химическими реагентами. 
Разработаны колориметрические анализы с исполь-
зованием рутениевого красителя [40] и аламарового 
синего [41]. Однако низкая чувствительность ру-
тениевого красителя и низкая надежность алама-
рового синего ограничивают их применение при 
ВПС. В продаже имеются наборы для оценки ме-
таболической активности клеточной культуры с 
использованием солей тетразолия, таких как МТТ 
(3-(4,5-диметил-2-тиазолил)-2,5-дифенил-2Н-
тетразолий бромид) [42], МТS (3-(4,5-диметил-
тиазол-2-ил)-5-(3-карбоксиметоксифенил)-2-(4-
сульфофенил)-2Н-тетразолий) [43] и XTT (2,3-
бис-(2-метокси-4-нитро-5-сульфофенил)-2H-тет-
разолий-5-карбоксанилид), которые восстанавли-
ваются активно растущими клетками до цветного 
продукта формазана, количественно определяе-
мого при помощи спектрофотометра.

Несмотря на популярность, данные колоримет-
рические методы требуют многократного добавле-
ния в культуру химических веществ по определенной 
схеме, что может нарушать жизнедеятельность 
клеток [44]. Эти методы являются инвазивными, 
трудоемкими и времязатратными, а также имеют 
относительно низкую чувствительность. Кроме того, 
они обычно позволяют получить данные только 
в конечной точке эксперимента, что является су-
щественным недостатком для тестов на цитоток-
сичность in vitro. Предпочтительными являются 
динамические данные, которые более подробно опи-
сывают реакции клеток на воздействие лекарств. 

Люминесцентные методы. Окисление люцифе-
рина, катализируемое ферментом люциферазой, 
дает свечение, которое можно детектировать при 
помощи светочувствительных аппаратов, таких как 
люминометр или оптический микроскоп [45]. Лю-
цифераза светлячков широко используется в ка-
честве репортера в трансфицированных клетках, 
в которые введен ген люциферазы под контролем 
интересующего промотора для оценки его транс-
крипционной активности [46]. Во многих коммер-
ческих наборах на основе анализа клеточной актив-
ности киназ люцифераза используется в качестве 
репортера. Ее можно также применять для опреде-
ления клеточного уровня АТФ при тестировании 
жизнеспособности клеток. Кроме того, некоторые 
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ферменты, такие как каспаза и цитохром Р450, 
способны превращать в люциферин специальные 
молекулы-предшественники. Таким образом, ак-
тивность этих ферментов может быть обнаружена 
в совмещенном или двухступенчатом анализе на 
люциферазу [47].

Недостатком люминесцентных методов явля-
ется то, что на интенсивность биолюминесценции 
помимо количества люциферазы может влиять мно-
жество других факторов, таких как неучтенное по-
глощение люциферина, наличие кофакторов, про-
зрачность и рН культуральной среды или буфера, 
вызывающих расхождения между детектируемым 
уровнем сигнала и фактическими изменениями 
клеточной активности [48].

Флуоресцентные методы по сравнению с лю-
минесцентными имеют более высокую чувстви-
тельность, и их легче адаптировать для работы 
с очень малыми объемами проб при высокопроиз-
водительном анализе токсичности химических со-
единений, клеточных реакций на экзогенные сти-
мулы и активации сигнальных путей [49]. Недавно 
в качестве флуоресцентных меток стали широко 
использоваться наночастицы, такие как “квантовые 
точки”. Эти полупроводниковые нанокристаллы 
легко вводить в клетки, они фотохимически устой-
чивы, могут обеспечивать узкое и регулируемое 
излучение и возбуждаться светом любой длины 
волны. Различные цвета эмиссии могут быть одно-
временно получены с использованием наночастиц 
разного размера, возбуждаемых одноволновым 
светом [50, 51]. Недостатком “квантовых точек” 
является то, что они могут обладать клеточной ток-
сичностью. Кроме того, как и при колориметриче-
ских методах, их можно использовать только для 
количественного анализа клеток или клеточной 
активности в конечной точке, что не дает возмож-
ности оценивать динамику клеточной пролифера-
ции или гибели.

Разработка методов на основе репортерных 
генов с использованием зеленого флуоресцентного 
белка (green fluorescent protein, GFP) позволила про-
водить неинвазивный автоматизированный анализ 
клеточной пролиферации и специфических клеточ-
ных функций в реальном времени [52]. Впервые 
такой анализ был продемонстрирован на клетках 
яичника китайского хомячка (линия CHO), экс-
прессирующих GFP под контролем промотора 
цитомегаловируса человека (CMV) [53]. Со време-
нем GFP и его мутантные формы были получены 
с цветами эмиссии от синего до желтого. GFP 
обычно нетоксичен для клеток. Кроме того, GFP 
может сочетаться с красным флуоресцентным 
белком Discosoma species (dsRed) для двухцветных 
или мультиплексных анализов [54].

В дополнение можно отметить, что техника на 
основе эффекта FRET (резонансного переноса энер-
гии), при котором наблюдается изменение длины 
волны излучения комплекса из двух флуорофоров 
при разрушении связи в виде небольшого пептид-

ного линкера между ними, может использоваться, 
например, для изучения активации протеазы ка-
спазы-3 в процессе апоптоза [55]. 

В целом, системы детекции флуоресценции 
в живых клетках являются неинвазивными и отве-
чают требованиям простоты и скорости для приме-
нения при ВПС, а также могут использоваться для 
получения динамических данных. В современных 
коммерческих ВПС подобного типа используют 
лазерные сканирующие системы с флуоресцентной 
микроскопией и количественной обработкой изо-
бражений для проведения кинетических анализов 
на основе живых клеток с высоким пространствен-
ным и временным разрешением. Их можно приме-
нять для изучения событий, происходящих в живых 
клетках, количественного определения сшитых 
с флуоресцентными репортерами внутриклеточных 
белков и наблюдения за их транспортом, а также 
за некоторыми субклеточными структурами [56]. 
Однако высокая стоимость и относительно низкая 
производительность данных ВПС ограничивают 
их использование поздними фазами исследований 
лекарственных препаратов [57]. Более того, системы 
визуализации на основе флуоресценции ограничены 
анализом плоских изображений клеток в 2D-куль-
турах.

ВПС на основе 3D-культур 
для разработки лекарственных препаратов

Флуоресцентный анализ с использованием 
3D-культур

Нужно отметить, что недостаточно мощные 
сигналы флуоресценции экспрессирующих GFP 
клеток в 2D-культуре могут маскироваться высо-
ким уровнем флуктуирующих фоновых сигналов, 
наблюдаемым благодаря различным неспецифи-
ческим эффектам [58]. Это ограничение можно 
преодолеть путем культивирования трансфициро-
ванных клеток в каркасе из волокнистого поли-
этилентерефталата (ПЭТ) в модифицированных 
лунках, что значительно увеличивает общее коли-
чество клеток на единицу площади и уменьшает 
фоновые шумы [59]. Такая 3D-культура может 
обеспечить в 20 раз более высокий уровень кле-
точной флуоресценции и значительно улучшить 
соотношение сигнал/шум, поскольку клетки кон-
центрируются в каркасе в центре лунки, а фоно-
вую флуоресценцию можно измерить отдельно и 
вычесть из общего показателя для получения вели-
чины истинного сигнала живых клеток. Эта новая 
платформа флуоресцентной 3D-культуры может 
давать возможность получения воспроизводимых 
кинетических данных, которые можно с большей 
степенью надежности использовать для оценки воз-
действия лекарств на пролиферацию клеток. Она 
была успешно применена для изучения цитоток-
сичности химических веществ и лекарств от рака, 
демонстрируя возможность использования на ран-
них стадиях разработки лекарственных препаратов. 
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Клеточный анализ с использованием 
микрогидродинамики

Микрогидродинамика – междисциплинарная 
наука, описывающая поведение малых (порядка 
микро- и нанолитра) объемов и потоков жидко-
стей, находящаяся на стыке физики, гидравлики, 
динамики, химии, биологии и инженерных знаний. 
Ее развитие способствовало возникновению тех-
нологии манипулирования малыми объемами жид-
костей с использованием микроструктур, способ-
ной произвести революцию в области клеточных 
исследований. Контролируемое управление микро-
гидродинамическими устройствами при их разме-
рах, близких к размерам клетки и биомолекул, позво-
ляет использовать их на клеточном уровне, а сеть 
микроканалов, из которых они состоят, воссоздает 
микроокружение клеток in vivo [28]. Микрогидро-
динамические системы обладают возможностью 
очень быстрой доставки веществ клеткам для до-
стижения высоких скоростей реакций и анализа и 
возможностью строго контролировать перемеще-
ние жидкостей и концентрацию в них веществ. 
Микрогидродинамические системы, оснащенные 
механизмами внешнего контроля и детекции в ре-
альном времени, могут быть полностью автомати-
зированы при ВПС.

Были продемонстрированы микротехнологи-
ческие устройства на основе культур гепатоцитов 
[60], клеток легких [61] и др. на поверхностях си-
ликонов и полидиметилсилоксана (ПДМС). Ханг 
с коллегами впервые разработал микрогидродина-
мическую систему, оснащенную генератором гра-
диента концентрации веществ и способную к дли-
тельному клеточному мониторингу [62]. Данное 
устройство состоит из генератора концентрации и 
массива микроячеек 10×10 штук, что позволяет 
проводить параллельно 100 экспериментов с уни-
кальными условиями в каждой ячейке. Подобные 
устройства можно применять для изучения влияния 
компонентов и рН культуральной среды, плотно-
сти клеток и скорости перфузии на экспрессию 
белков культурой. 

Большинство микрогидродинамичесих плат-
форм изготавливается с использованием ПДМС, 
который является оптически прозрачным, газо-
проницаемым и биосовместимым полимером [28]. 
Однако из-за своих гидрофобных свойств он мо-
жет поглощать молекулы гидрофобных веществ. 
Су с соавт. тестировал цитотоксичность на культуре 
клеток HEK с использованием устройств с микро-
каналами из трех различных пластиков: полисти-
рола (ПС), циклоолефинового полимера (ЦОП) 
и ПДМС. Оказалось, что ПС и ЦОП могут быть 
более подходящими материалами при тестирова-
нии гидрофобных лекарственных препаратов, чем 
ПДМС [63].

Описанные выше устройства на основе микро-
гидродинамики все же не являются идеальной аль-

тернативой обычной клеточной культуре, поскольку 
все вещества и клетки в них расположены во взаи-
мосвязанной сети замкнутых микроканалов, что 
затрудняет внесение новых клеток в данную сис-
тему. Для решения этой проблемы применяется 
цифровая микрогидродинамика, которая представ-
ляет собой технологию работы с каплями объемом 
порядка нанолитра на открытой поверхности группы 
электродов. Например, Барбулович-Над с колле-
гами представил первую платформу “лаборатория-
на-чипе” с использованием данной технологии, 
способную реализовать основные этапы культиви-
рования клеток млекопитающих: посев клеток, на-
ращивание биомассы, снятие клеток и их пересев 
на новую поверхность [64]. 

Микрогидродинамические системы на основе 
3D-культур и “органы-на-чипах”

Изначально микрогидродинамические устрой-
ства заполнялись 2D-культурами. Затем появились 
микроустройства на основе 3D-культур. Последние 
являются релевантной биологической моделью для 
проведения микромасштабных исследований на 
основе клеток и для тестирования лекарственных 
средств. “Органы-на-чипе”, самый продвинутый 
на сегодняшний день вид данных систем, представ-
ляет собой микроинжинерную систему, которая 
имеет в своем составе ключевые функциональные 
единицы органов человека. Обычно эти системы 
состоят из прозрачных полимерных 3D-микро-
каналов, выстланных живыми клетками, и, как и 
органы in vivo, обладают трехмерной микроархи-
тектурой, определяемой пространственным распре-
делением нескольких типов клеток и обеспечиваю-
щей их функциональное взаимодействие, а также 
сложным органоспецифическим микроокружением 
клеток с конкретными биохимичесиким и физиче-
скими параметрами [65–70]. Эти системы позво-
ляют достаточно точно моделировать in vitro слож-
ные биологические процессы.

В последние годы данный подход был исполь-
зован для конструирования моделей, воссоздающих 
сложную структуру и функциональность таких орга-
нов, как печень, сердце, легкие, кишечник, почки, 
мозг и кости [65, 71–73]. Весьма показательным 
примером является микроустройство “легкое-на-
чипе”, которое воспроизводит механически актив-
ный альвеолярно-капиллярный барьер [66]. Эта 
модель создана на основе разделенной на отсеки 
трехмерной микрогидродинамической системы, 
в которой альвеолярные эпителиальные клетки 
культивируются в тесном контакте с легочными 
микрососудистыми эндотелиальными клетками на 
тонкой пористой высокоэластичной искусственной 
мембране, образуя подобие альвеолярно-капил-
лярной мембраны in vivo. Эта система имеет кон-
тролируемый компьютером механизм на основе 
отрицательного давления, который обеспечивает 
циклическое растяжение альвеолярно-капиллярной 
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мембраны для имитации дыхательных движений. 
Важно отметить, что данное устройство позволяет 
воспроизводить и визуализировать комплексные 
интегрированные реакции на уровне органов, ко-
торые невозможно наблюдать в обычных моделях 
клеточной культуры, такие как увеличение коли-
чества иммунных клеток, мигрирующих из кровя-
ного русла в ответ на бактериальное заражение, их 
фагоцитарную активность, появление воспалитель-
ных цитокинов и попадание наночастиц из окру-
жающей среды [66]. Более того, способность этой 
модели воссоздавать механическую активность 
легкого позволила выявить неизученное ранее от-
рицательное влияние растяжения легочной ткани 
на ее повреждение и развитие в ней воспалитель-
ных процессов.

Ученые продолжают работы в направлении 
создания искусственных “органов-на-чипах”, рас-
ширяя свои модели путем добавления в систему 
нескольких “органов”, которые имеют тесную взаи-
мосвязь, и получения практически автоматизиро-
ванного “тела-на-чипе” с максимально возможной 
функциональностью [74, 75]. 

Таким образом, благодаря развитию химии, фи-
зики и инженерных технологий, в том числе появ-

лению нанотехнологий, биологи, начав в конце 

XX в. эксперименты по культивированию in vitro 

с культивирования целых органов, пройдя стадию 

2D- и 3D-культивирования диссоциированных кле-

ток, в конце концов снова пришли к “органной” 

культуре, уже представляющей собой биоинженер-

ное устройство. Новая органная культура, “орга-

ны-на-чипах”, создается из живых и искусственных 

элементов по определенным принципам с учетом 

огромного опыта, накопленного на данный момент 

в области биологии и смежных наук, чтобы макси-

мально приблизить функциональность данной сис-

темы к функциональности органов in vivo, но при 

этом контролировать в ней каждый элемент. Такой 

подход должен обеспечить в итоге получение иде-

альной модели, точно воссоздающей in vitro слож-

ные биологические процессы для более успешного 

изучения влияния на них различных химических 

веществ и физических факторов и более эффек-

тивной разработки лекарственных препаратов.

Работа выполнена в рамках дополнительного 

государственного задания Института биологии раз-

вития им. Н.К. Кольцова РАН по программе раз-

вития биоресурсных коллекций ФАНО на 2017 г.
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OVERVIEW OF CELL MODELS: FROM ORGANS CULTURED IN A PETRI DISH TO 
“ORGANS-ON-CHIPS”

E.V. Alpeeva1,2,*, А.F. Sidorenkova1, Е.А. Vorotelyak1,2

1Koltzov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, 
Vavilov ul. 26, Moscow, 119334, Russia;
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In this review, we tried to elucidate the origin and development of different animal and hu-
man cell culture methodologies used to evaluate the effects of various factors and substances in 
vitro. Organ cultures and conventional two-dimensional cultures of dissociated cells of various 
types, such as primary, tumor, induced pluripotent, stem, and etc. have their advantages and 
drawbacks but usually do not represent accurate models for studying biological processes that 
take place in living organisms. Nowadays high-throughput cell assays on the basis of various 
methods of signal detection (optical utilizing colorimetric, luminescent and fluorescent methods 
of detection and electrochemical) are widely used at early stages of drug development for selec-
tion of the most active compounds and evaluation of their cytotoxic effects. The use of animals 
as models for drug testing is being criticized because of the lack of correlation between the results 
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obtained in studies on them and on humans, and also because of the high cost and ethical issues. 
Therefore, much effort is put to create models based on human cells. This is how cultures 
emerged that utilize a three-dimensional network to simulate the architecture of tissues in vivo, 
and then so-called “organs-on-chips” – microfluidic microdevices combining several types of 
cells, that replicate physical and chemical parameters of the microenvironment of cells in living 
organisms. In summary, experimental cell models have come a long way from the whole organs 
cultivated in a growth medium to almost complete reconstruction of organs in vitro based on the 
cutting-edge engineering approach with the use of different cell types. This currently enables to 
replicate complex biological processes and study the influence of different substances and factors 
on them more successfully.

Keywords: cell culture, tumor cells, primary cells, induced pluripotent stem cells, organotypic 
culture, living skin equivalent, high-throughput assay, drug testing, 3D culture, microfluidics, Or-
gans-on-chips
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ВАКЦИНЫ ПРОТИВ РОТАВИРУСА: НОВЫЕ СТРАТЕГИИ И РАЗРАБОТКИ
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Ротавирусная инфекция – инфекционное заболевание, вызванное ротавирусами. 
Она является главной причиной тяжелых диарей у детей во всем мире и одним из факто-
ров, определяющих детскую смертность. В настоящее время для вакцинации против ро-
тавирусной инфекции используются только живые ослабленные (аттенуированные) вак-
цины. Данные вакцины эффективны, но обладают рядом побочных действий, прежде 
всего, риском возникновения инвагинации кишечника. Осложнения при применении 
существующих вакцин, как правило, связаны с пероральным введением препаратов и 
возникают в результате размножения ослабленных живых вакцин в кишечнике челове-
ка. В связи с этим, существует необходимость создания современных, эффективных и 
безопасных препаратов для борьбы с ротавирусной инфекцией, не способных размно-
жаться (реплицироваться) в организме вакцинируемого. В последние годы стали активно 
разрабатываться и испытываться вакцины нового поколения против ротавирусной ин-
фекции – рекомбинантные вакцины, в том числе, парентерального введения. При этом 
одной из проблем при создании таких вакцин является сложная антигенная структура 
ротавируса. В данном обзоре представлен анализ литературы о генетическом и антигенном 
разнообразии штаммов ротавирусов и географической локализации их эпидемически 
значимых вариантов. Обсуждаются роль капсидных белков в формировании иммунного 
ответа на вирус и современное состояние разработок новых кандидатных рекомбинант-
ных вакцин против ротавирусной инфекции.

Ключевые слова: ротавирус, вакцины, капсидный белок, рекомбинантные антигены, 
вирусоподобные частицы, адъювант

В настоящее время острые кишечные инфекции 
занимают одно из ведущих мест среди инфекцион-
ных заболеваний у детей в возрасте до пяти лет. Ро-
тавирусы (РВ) группы А являются наиболее рас-
пространенной причиной тяжелого гастроэнтерита 
у детей младшего возраста во всем мире. Ежегодно 
регистрируется два миллиона госпитализаций, 24 млн 
амбулаторных обращений. Около 215 тыс. детей 
в возрасте до пяти лет погибает от ротавирусного 
гастроэнтерита, при этом до 56% летальных случаев 
фиксируют в Африке и 22% – в Индии [1–3]. Од-
нако эпидемиологические исследования показыва-
ют, что и в экономически развитых странах данная 
проблема стоит достаточно остро [4]. Существую-
щие в настоящее время вакцины для профилактики 
ротавирусной инфекции (РВИ) – моновалентная 
Rotarix и пентавалентная RotaTeq – основаны на 
живых ослабленных (атеннуированных) штаммах 
вирусов человека и/или животных, которые способ-
ны размножаться в кишечнике человека. Внедрение 
ротавирусных вакцин значительно сократило ко-
личество госпитализаций от РВИ [5], но в резуль-
тате вакцинации возможны побочные явления и, 
прежде всего, развитие инвагинации кишечника. 
Дополнительные риски связаны с зафиксирован-
ными случаями появления новых реассортантов 

между вакцинными штаммами и циркулирующими 
вирусами дикого типа. Также существует потенци-
альная опасность реверсии вакцинных штаммов 
в вирулентные. Кроме этого, в связи со стоимостью, 
жесткими условиями транспортировки и хранения 
аттенуированных вакцин эффективность их при-
менения в экономически неразвитых странах зна-
чительно ниже, чем в странах с высоким уровнем 
жизни. Из-за недостатков аттенуированных вакцин 
разрабатываются современные рекомбинантные вак-
цины против РВИ с целью повышения эффективно-
сти, безопасности и снижения стоимости препара-
тов. Предполагается, что такие серьезные последствия 
применения аттенуированных вакцин, как инваги-
нация кишечника, связаны с репликацией перораль-
ной вакцины в кишечнике и могут быть преодолены 
при использовании нереплицирующихся (неспо-
собных размножаться в организме вакцинируемого) 
вакцин парентерального введения. Парентеральные 
вакцины успешно используются для профилактики 
заболеваний, вызванных такими мукозальными па-
тогенами, как полиовирус, вирус гепатита А и хо-
лерный вибрион. В качестве альтернативы широко 
используемым сейчас вакцинам инактивированные 
ротавирусные частицы также пытаются вводить па-
рентерально при вакцинации [6]. Новые кандидат-
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ные вакцины следующего поколения против РВИ, 
главным образом, рекомбинантные вакцины, в том 
числе парентерального введения, находятся на раз-
личных стадиях разработок, доклинических и кли-
нических исследований. 

В данном обзоре представлен анализ литера-
туры о генетическом и антигенном разнообразии 
штаммов РВ, географической локализации их эпи-
демически значимых вариантов. Обсуждаются роль 
капсидных белков в формировании иммунного 
ответа на вирус и современное состояние разрабо-
ток новых кандидатных рекомбинантных вакцин 
против РВИ.

Структура вириона ротавирусов

РВ относятся к представителям семейства Reo-
viridae рода Rotavirus. Геном РВ состоит из 11 сег-
ментов двухцепочечной РНК, кодирующих шесть 
структурных (VP1-VP4, VP6 и VP7) и пять или шесть 
неструктурных (NSP1-NSP6) белков в зависимо-
сти от штамма [7, 8]. Зрелая инфекционная частица 
РВ (вирион) имеет форму, близкую к сферической 
(около 100 нм в диаметре) и состоит из трех кон-
центрических белковых слоев (triple-layered particle, 
TLP). Внутренний слой – кор (от англ. core – ядро), 
диаметром около 40 нм – представляет собой ико-
саэдр (Т = 1), состоящий из 60 асимметричных 
димеров белка VP2, в который заключен вирусный 
геном и два минорных белка, VP1 и VP3 (ферменты 
транскрипции). VP1 и VP3 заякорены на внутрен-
ней оболочке вируса, образованной белком VP2 в 
области, прилегающей к 12 каналам, проходящим 
по осям симметрии пятого порядка. Кор вириона 
окружен 260 тримерами белка VP6, которые обра-
зуют средний слой (Т = 13) и формируют неинфек-
ционные транскрипционно-активные двухслойные 
частицы диаметром около 80 нм (double-layered 
particles, DLP). РВИ эффективно инициируется, 
когда DLP попадает в цитоплазму и начинается син-
тез вирусных транскриптов. Внешний слой, так же 
как и средний, является икосаэдрическим капси-
дом и состоит из 260 тримеров гликопротеина VP7 
(Т = 13) и содержит 60 шипов, образованных асим-
метричными тримерами белка VP4 [9–14]. Белки 
VP4 и VP7 являются главными мишенями вирус-
нейтрализующих антител. VP4 расщепляется трип-
синоподобными протеазами на два домена VP5* и 
VP8*, при этом инфекционность вируса значитель-
но усиливается. Одной из отличительных характе-
ристик структуры вириона РВ является наличие 
132 каналов трех типов, проникающих через внеш-
ний и средний слои. Эти каналы включают в себя 
12 каналов типа I, расположенных по осям симмет-
рии пятого порядка, 60 каналов типа II, окружаю-
щих каналы I типа, и 60 каналов типа III, окружаю-
щие оси симметрии третьего порядка. Каналы 
типа I присутствуют в слое белка VP2 и служат 
в качестве выходных каналов для вирусных мРНК 
во время транскрипции [7].

Классификация ротавирусов, 
разнообразие штаммов

При классификации РВ их разделяют по мень-
шей мере на восемь групп (А–H) на основе анти-
генных различий белка VP6 [15]. Представители 
групп А, B, С и H способны инфицировать чело-
века и других животных, а D, E, F и G были обна-
ружены только у птиц или свиней. Недавно два 
штамма, выделенные у собак и летучих мышей, были 
предварительно отнесены к двум новым группам 
РВ I и J [15–19]. Большинство заболеваний у лю-
дей во всем мире вызываются штаммами РВ группы 
A [20, 21]. Они были разделены, в свою очередь, 
на четыре серологические подгруппы, обозначае-
мые SG I, II, I+II и non I/II в зависимости от нали-
чия или отсутствия VP6-специфических эпитопов. 
Штаммы, инфицирующие человека, относятся пре-
имущественно к подгруппам SG I или SG II и имеют 
высокую степень консервативности (87–95%) ами-
нокислотной последовательности белка VP6 [22].

Существует также бинарная классификация 
штаммов РВ, основанная на последовательности 
двух структурных белков наружного капсида вируса 
VP7 (G-протеин) и VP4 (P-протеин), к которым 
вырабатываются вируснейтрализующие антитела 
и которые являются основными антигенами. В ней 
отражаются комбинации серотипов G и Р РВ [23]. 
Система классификации серотипов в настоящее 
время почти полностью заменена системой клас-
сификации генотипов G и Р, основанной на раз-
личиях в последовательности соответствующих 
сегментов РНК, кодирующих эти белки. Было по-
казано, что серотипы G (белка VP7) в значитель-
ной степени согласуются с генотипами G; таким 
образом, было принято единое обозначение. Двой-
ная номенклатура была принята для классифика-
ции серотипа и генотипа белка VP4: серотипу P, 
когда он известен (например, P1A), соответствует 
генотип P в квадратных скобках (например, P[8]). 
Если оба они известны, серотип P предшествует 
генотипу P (например, P1A[8]). В настоящее время 
известно 27 генотипов G и 37 генотипов P (далее 
для краткости – типы G и P) РВ А человека и жи-
вотных [24, 25]. Разнообразие штаммов велико 
и связано с сегментированной природой генома и 
возможностью реассортации. К 2012 г. 12 G-типов, 
15 P-типов и более 70 комбинаций типов G–P РВ А 
описано у человека (табл. 1) [19, 26]. В 2015 г. опи-
сано уже 14 типов G, 17 типов P и около 90 комби-
наций G–P [27]. Зафиксировано появление новых 
комбинаций типов G–P, в том числе, вызывающих 
локальные вспышки даже в вакцинированных по-
пуляциях.

В целом, штаммы РВ, способные заражать че-
ловека, распространены по всему миру, хотя раз-
личия можно выявить в определенных регионах, 
как и сезонные колебания проявления инфекции 
в течение календарного года. По данным метаана-
лиза, в период 1989–2004 гг. четыре типа G (G1, G2, 
G3 и G4) в комбинации с P[8] или P[4] составляли 
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88% всех штаммов вируса, вызывавших РВИ. При 
этом штаммы с типом G1P[8] представляли более 
70% РВИ в Северной Америке, Европе и Австра-
лии, но только около 30% инфекций в Южной 
Америке и Азии и 23% – в Африке. Кроме того, 
в Африке штаммы с типом P [6] представляли одну 
треть всех идентифицированных штаммов [28]. 
Проведенный в 2007–2012 гг. метаанализ показал, 
что наиболее распространенными комбинациями 
типов G и Р являются G1P[8], G2P[4], G3P[8], 
G4P[8], G9[8] и G12P[8], составляя 73% циркули-
рующих штаммов при доминировании G1P[8] [27]. 

В 2008 г. была предложена система классифи-
кации РВ на основе нуклеотидного анализа всех 
одиннадцати сегментов РНК. Данная система клас-
сификации позволяет лучше понять геномное и 
антигенное разнообразие штаммов РВ. Система 
предписывает определенный генотип для каждого 
из 11 сегментов РНК, и гены VP7-VP4-VP6-VP1-
VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 различ-
ных штаммов РВ А описывают с использованием 
аббревиатуры Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-
Hx. На основе данной классификации подавляю-
щее большинство всех штаммов РВ А человека 
относится к одной из двух типичных групп гено-
типов (отличающихся от G и P), называемых Wa-
like (I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1) и DS-1-по-
добными (I2-R2-С2-М2-А2-Н2-Т2-ЕН2) [29].

Роль капсидных белков VP7, VP4 и VP6 ротавируса 
в формировании иммунного ответа

Многочисленные исследования показали важ-
ность гуморального звена иммунитета в защите от 
РВИ. Чиба с соавторами [30] впервые показал, что 

защита от РВ связана с уровнями нейтрализую-
щих антител против гомологичного серотипа ви-
руса. Уровень нейтрализующих антител, который 
был равен или превышал 1/128, обеспечивал за-
щиту от заболевания. В дальнейших исследованиях 
было показано, что наряду с гомотипическими ан-
тителами, нацеленными против вируса того типа, 
который вызвал РВИ, у детей также обнаруживают 
и гетеротипические антитела, способные нейтрали-
зовать другие варианты (с другими G–P-типами) 
вируса, что свидетельствует о наличии перекрестно-
реактивных вируснейтрализующих эпитопов [31, 32]. 

В ряде работ показано, что белки внешнего 
слоя VP4 и VP7 капсида являются главными ми-
шенями вируснейтрализующих антител. Под дей-
ствием трипсина белок VP4 расщепляется на два 
домена – VP8* и VP5*. VP8* образует головку 
шипа вириона и взаимодействует с рецепторами 
клетки. В частности, недавно было показано, что 
VP8* может взаимодействовать специфическим об-
разом с антигенами групп крови системы HBGA 
(histo-blood group antigens), экспрессируемыми на 
эпителиальных клетках слизистой оболочки ки-
шечника [33–35]. Было высказано предположение 
(по аналогии с норовирусом), что антитела к до-
мену VP8* могут блокировать взаимодействие РВ 
с HBGA, предотвращая адсорбцию вириона, и тем 
самым обеспечивать защиту. Продуктивная инфек-
ция, вызываемая многими типами РВ А, включая 
штаммы человека, в пермиссивных клетках также 
зависит от связывания вирионов с рецепторами 
семейства интегринов. Показано, что монокло-
нальные нейтрализующие антитела ингибируют 
связывание домена VP5* с интегрином α2β1 и белка 
VP7 с интегрином α4β1 [36]. Вируснейтрализующие 

Таблица 1

Штаммы ротавируса А человека, различающиеся по комбинации антигенов G и P. (+++) – часто встречающиеся комбинации 
(74,7% всех штаммов); (++) – редко встречающиеся комбинации (0,2–2%); (+) – эпизодически встречающиеся комбинации (<0,2%); 

(–) – до настоящего времени не идентифицированы. Данные взяты из [26]

P[1] P[2] P[3] P[4] P[5] P[6] P[7] P[8] P[9] P[10] P[11] P[14] P[19] P[25] P[28]

G1 + – + ++ – ++ – +++ + + + + + – –

G2 – – – +++ – ++ – ++ + + + – – – –

G3 – – + ++ – ++ – +++ + + + + + – –

G4 + – – ++ – ++ – +++ + + + + – – –

G5 + – – – – + + + – – – – – – –

G6 – – – + – + – + + – + + – – –

G8 + + – ++ – ++ – ++ – + – + – – –

G9 – – – ++ + ++ – +++ + + + – + – –

G10 – – – + – + – + + + + + – – –

G11 – – – + – + – + – – – – – + –

G12 – – – + – ++ – ++ + – – – – – –

G20 – – – – – – – – – – – – – – +
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эпитопы идентифицированы для белков VP5*, VP8* 
и VP7 [37–41]. Несмотря на очевидную роль спе-
цифических антител к VP4 и VP7 в эффективной 
защите против вируса, предполагается, что белок 
VP6 также является важным фактором иммунного 
ответа [42]. VP6-специфические антитела выраба-
тываются в большом количестве после инфекции 
и вакцинации [43] и являются основными антите-
лами, продуцируемыми В-клетками в ответ на РВИ 
[44–46]. Несмотря на отсутствие нейтрализующих 
эпитопов, недавно продемонстрирован необычный 
механизм внутриклеточной нейтрализации вируса 
VP6 – специфическими антителами. Было показа-
но, что антитела против VP6 ингибируют внутри-
клеточную вирусную транскрипцию путем связы-
вания каналов первого типа, которое приводит 
к блокировке выхода мРНК из DLP [47].

Хотя роль Т-клеточного иммунного ответа 
в защите от РВ мало изучена, хроническая РВИ 
у детей с иммунодефицитом T- и/или B-клеток 
указывают на важность как гуморального, так и 
клеточного звеньев иммунитета [48]. Показано, что 
VP6-специфичные T-хелперы CD4(+) вносят зна-
чительный вклад в индукцию протективного им-
мунного ответа [49, 50]. В ряде работ были иденти-
фицированы CD4(+)-Т-клеточные эпитопы белка 
VP6 [51, 52].

Живые аттенуированные вакцины

В настоящее время две живые аттенуированные 
вакцины – моновалентная Rotarix (GlaxoSmith-
Kline, Бельгия) (RV1) и пентавалентная RotaTeq 
(Merck & Co., США) (RV5) – широко используются 
для иммунизации детей более чем в 100 странах. 
Кроме этого, три живые аттенуированные моно-
валентные вакцины получили национальное ли-
цензирование и используются в Индии, Китае и 
Вьетнаме. Кроме того, несколько кандидатных 
вакцин – как моновалентных, так и мультивалент-
ных – находятся на различных стадиях клиниче-
ских испытаний [53].

Вакцина Rotarix получена на основе аттенуи-
рованного штамма человека RIX4414 генотипа 
G1P1A [8]. В состав вакцины RotaTeq входит пять 
монореассортантных штаммов, полученных на ос-
нове бычьего штамма SW3 (G6P7[5]) и представля-
ющих генотипы G1, G2, G3, G4 и P1A[8] человека. 
Анализ данных, полученных исследователями 
24 стран и опубликованных в научных изданиях 
(48 статей) с 2006 г. по 2016 г., показал, что эффек-
тивность вакцин RV1 и RV5 в предотвращении ро-
тавирусной диареи примерно одинакова: медиана 
для RV1 составляет 84%, 75% и 57% в странах с низ-
ким, средним и высоким уровнем детской смерт-
ности, соответственно, и для RV5 – 90% в странах 
с низкой и 45% – в странах с высокой степенью 
детской смертности [54]. Несмотря на то, что об-
ширные клинические испытания, проводимые до 
лицензирования вакцин, подтверждают, что RV1 и 
RV5 – вакцины безопасные, последнее время на-

капливаются данные о серьезном побочном их 
действии – кишечной инвагинации. Недавнее ис-
следование, проведенное в США, показало, что час-
тота инвагинации значительно увеличилась среди 
младенцев, которые были вакцинированы RV1: с 0,72 
до 5,3 случая на 100 тыс. вакцинированных [55]. 
Похожие данные были получены и для RV5 в Ав-
стралии и США [56, 57]. Метаанализ, проведенный 
в 2017 г., показал, что риск инвагинации зависит 
от возраста вакцинируемого и составляет примерно 
один случай на 50 тыс. вакцинированных детей, 
если вакцинация происходит в возрасте до 12 нед., 
и один случай на 20 тыс. вакцинированных детей, 
если первая вакцинация была проведена позже [58]. 
Эти данные вызывают серьезные опасения, так как 
первый вариант реассортантной вакцины, лицен-
зированный в США, был отозван в 1999 г., через 
один год после начала использования, в связи с уве-
личившейся частотой инвагинации кишечника до 
десяти случаев на 100 тыс. вакцинированных [59]. 
Дополнительные риски связаны с зафиксирован-
ными случаями появления новых реассортантов 
между вакцинными штаммами и циркулирующими 
вирусами дикого типа [60–63]. Также существует 
потенциальная опасность реверсии вакцинных 
штаммов в вирулентные. Кроме этого, были полу-
чены данные, что вакцинные препараты RV1 и RV5 
контаминированы ДНК свиного цирковируса типа 1 
(PCV1) и типа 2 (PCV2), соответственно [64].

Однако главной проблемой использования RV1 
и RV5 является снижение эффективности перораль-
ных вакцин в странах с низким уровнем жизни, 
которое предположительно связывают с высокими 
уровнями специфических материнских антител про-
тив РВ, приобретенных либо трансплацентарно, 
либо путем грудного вскармливания; с кишечными 
коинфекциями; с разницей в серотипах между вак-
цинными и циркулирующими штаммами РВ и де-
фицитом витаминов и Zn [65, 66]. Кроме этого, 
в условиях возрастающей миграционной активно-
сти во всем мире также увеличивается вероятность 
падения эффективности вакцинопрофилактики при 
возникновении и распространении новых эпиде-
мически значимых штаммов РВ [67].

Рекомбинантные вакцины

В качестве нового направления борьбы про-
тив РВИ в последнее время были предложены вак-
цины на основе рекомбинантных вирусных и бак-
териальных векторов. В работе Ксиа с соавторами 
[68] показано, что внутримышечная и интраназаль-
ная иммунизация мышей рекомбинантным аденови-
русом, несущим гены VP4 и NSP4 РВ, эффективно 
стимулирует иммунный ответ и обеспечивает зна-
чительную защиту от инфекции у новорожденных 
мышей. Жирард с соавт. [69] создали другой реком-
бинантный аденовирусный вектор, несущий гены 
белков VP4 и VP7 и бактериального белка флагел-
лина в качестве адъюванта. Проведено исследова-
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ние антигенной специфичности и иммуногенно-
сти рекомбинатной вакцины на мышах и показана 
потенциальная возможность ее применения. Не-
сколько научных групп разрабатывают вакцины 
против РВИ на основе бактериального вектора 
с использованием непатогенного штамма Lacto-
coccus lactis. Была продемонстрирована эффектив-
ная стимуляция иммунного ответа на белки РВ 
(полученных из штаммов РВ различных видов жи-
вотных) VP7 [70], VP8 [71], VP4 [72] и VP6 [73] при 
их пероральном введении мышам в составе реком-
бинантного вектора на основе L. lactis. Однако дан-
ные подходы пока находятся только на стадии раз-
работок и ранних доклинических исследований.

Экспериментальные ДНК-вакцины, кодирую-
щие белки VP4, VP6 или VP7 [74–81], разрабаты-
ваются с 1996 г., однако в последние десять лет, на-
сколько нам известно, не было опубликовано работ, 
в которых сообщалось бы о разработке ДНК-вак-
цин против РВИ.

Другой перспективный подход связан с полу-
чением вирусоподобных частиц (ВПЧ) РВ. ВПЧ 
получают из структурных вирусных белков, и они 
имеют сходную с нативным вирусом пространствен-
ную структуру и антигенные свойства. ВПЧ лишены 
вирусного генетического материала, что обеспе-
чивает их безопасность. Многочисленные иссле-
дования показали, что одновременная экспрессия 
структурных белков РВ в клетке приводит к обра-
зованию ВПЧ путем самосборки. Были сделаны 
попытки получить ВПЧ РВ в растениях [82] и клет-
ках млекопитающих [83], однако наиболее успешно 
используется бакуловирусная система экспрессии 
в клетках насекомых [84–89]. В отсутствие других 
белков VP2 формирует пустые частицы. Одновре-
менная коэкспрессия белков VP2 и VP6 приводит 
к образованию in vivo двухслойных ВПЧ (2/6-ВПЧ), 
сходных с DLP, тогда как совместная экспрессия 
VP2, VP6 и VP7 с VP4 или без него приводит к фор-
мированию трехслойных ВПЧ (2/6/7-ВПЧ или 
2/4/6/7-ВПЧ), напоминающих инфекционные TLP. 
Доклинические исследования на различных моде-
лях животных показали иммуногенность таких ВПЧ 
и различные уровни защиты от последующего за-
ражения вирусом. Эффективность защиты зависела 
от композиции белков в ВПЧ, способа введения, 
типа адъюванта и вида животных. В частности, 
показано, что 2/6-ВПЧ иммуногенны и обеспечи-
вают частичную защиту у мышей, но не на модели 
новорожденных гнотобиотических поросят [89–92]. 
Получение 2/4/6/7-ВПЧ, содержащих белок VP8, 
сопряжено с определенными сложностями и имеет 
ограничения, связанные с низким выходом таких 
частиц. Поэтому для создания различных биоин-
женерных ВПЧ, несущих на своей поверхности 
антигенные детерминанты РВ, пытаются исполь-
зовать капсидные белки других вирусов. Кандидат-
ная вакцина, содержащая 24 копии фрагмента VP8* 
(аминокислотные остатки 64–223), была получена 
с использованием частицы норовируса P в качестве 

носителя [93]. Испытания на животных (мышах) 
показали более высокие титры VP8*-специфических 
и нейтрализующих антител по сравнению с теми, 
которые были вызваны свободным VP8*, и значи-
тельно более высокие уровни защиты от РВИ. Ос-
новываясь на том же принципе, сконструировали 
рекомбинантные вакцины на основе белка VP8*, 
находящегося в комплексе с белками-носителями 
вирусной природы [94]. Существует разработка, ос-
нованная на экспрессии в E. coli рекомбинантного 
белка VP8* вместе с белком-носителем (структур-
ным белком мышиного полиомавируса) и дальней-
шей сборке ВПЧ in vitro. Это позволило повысить 
выход ВПЧ и снизить стоимость кандидатной вак-
цины [95]. Несмотря на многочисленные разра-
ботки и публикации кандидатные ВПЧ–вакцины 
против РВИ пока находятся только на стадии до-
клинических исследований.

Группа МакНил разработала рекомбинантную 
вакцину, содержащую белок VP6, слитый с маль-
тозо-связывающим белком (MBP-VP6). После им-
мунизации мышей MBP-VP6 была продемонстри-
рована 100%-ная способность к защите от двух 
штаммов мышиного РВ. Однако этот результат 
был получен только в присутствии дополнитель-
ного адъюванта [96, 97].

В работе Духовлинова с соавт. [98] показано, 
что рекомбинантная вакцина на основе гибридного 
белка FliCVP6VP8, включающего фрагмент белка 
VP6, фрагмент белка VP8 РВ А, а также компоненты 
флагеллина Salmonella typhimurium FliC в качестве 
адъюванта, эффективна против РВИ у мышей. Был 
показан высокий уровень защиты, возникающий 
при двукратном внутримышечном введении кан-
дидатной вакцины. Полная защита от мышиного 
штамма РВ после его перорального введения им-
мунизированным кандидатной вакциной животным 
связана с продукцией вирусспецифичных IgA и IgG 
в кишечнике и сыворотке крови животных. По мне-
нию авторов, эффективность кандидатной вакцины 
против РВИ на основе рекомбинантного белка 
FliCVP6VP8 сопоставима с эффективностью ком-
мерческой вакцины RV1, но первой свойственна 
бóльшая безопасность.

Наиболее успешной из рекомбинантных кан-
дидатных вакцин является вакцина, полученная 
при экспрессии в E. coli белка VP8* штамма вируса 
человека Wa (G1P1A[8]). Было показано, что при 
парентеральном введении животным рекомбинант-
ного белка VP8 индуцируются высокие титры го-
мотипических нейтрализующих антител и титры 
различного уровня гетеротипических нейтрализую-
щих антител против разных штаммов РВ. Иимму-
ногенность значительно повышалась, когда в гене-
тическую конструкцию включали универсальный 
CD4(+)-Т-клеточный эпитоп столбнячного ток-
сина Р2. Первая фаза клинического исследования 
новой парентеральной вакцины P2-VP8-P[8], ад-
сорбированной на гидроксиде алюминия в качестве 
адъюванта, продемонстрировала безопасность и 
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иммуногенность у взрослых и детей разного воз-
раста [99, 100]. Вируснейтрализующие антитела 
против гомологичного штамма Wa и штамма 89-12 
(G1P[8]) были выявлены более чем у 80% младен-
цев. Вируснейтрализующие гетеротипические ан-
титела к штамму Ds-1 (G2P[4]) и к штамму 1076 
(G2P[6]) выявлялись у 32–50% и 17–23% детей, 
соответственно [100]. Вакцинация P2-VP8-P[8] не 
оказывала отрицательного влияния на последую-
щий иммунный ответ на RV1, что крайне важно 
для совместного использования парентеральных и 
пероральных вакцин с целью достижения оптималь-
ной защиты. Информация о разрабатываемых ре-
комбинантных вакцинах обобщена в табл. 2.

Живые аттенуированные вакцины против РВИ 
достаточно эффективны в странах с высоким уров-
нем доходов. Однако риски, связанные с их приме-
нением, и низкая эффективность в экономически 
неразвитых странах с высокой детской смертностью 
свидетельствует о необходимости разработки но-
вых подходов для создания вакцин против РВ. 
Рекомбинантные вакцины, в том числе паренте-
рального введения, являются альтернативной стра-
тегией борьбы с РВИ. Разработка эффективной и 

безопасной рекомбинантной вакцины значительно 
осложняется рядом факторов, прежде всего разно-
образием антигенных детерминант и их вариабель-
ностью внутри генотипа, а также ограниченными 
и противоречивыми данными о механизмах защиты 
против широкого спектра генотипов и штаммов 
РВ. Структурные белки РВ VP4, VP6 и VP7, кото-
рые содержат основные эпитопы, способные ак-
тивировать сильный защитный иммунный ответ, 
являются основой для создания современных вак-
цин. Многообещающими являются субъединичные 
рекомбинантные вакцины, в том числе получен-
ные с использованием белков-носителей, а также 
вакцины на основе вирусоподобных частиц. Такие 
нереплицирующиеся вакцины будут безопасны, а 
процесс их получения должен стать более быстрым 
и экономичным по сравнению с производством 
новых аттенуировнных вакцин. Это позволит опе-
ративно реагировать на меняющуюся эпидемиоло-
гичекую обстановку и учитывать географические 
различия в распространении РВ с различными ге-
нотипами.

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда (проект N 14-24-00007).

Таблица 2

Кандидатные рекомбинантные вакцины 

Вакцины Антигенные детерминанты Источники

Субъединичные рекомбинантные вакцины:
VP6
VP8*
P2-VP8*-P[8]
FliCVP6VP8
MBP-VP6

VP6
VP8*
VP8*

VP6 + VP8
VP6

[89] 
[94]

[99, 100]
[98]

[96, 97]

Вакцины на основе вирусоподобных частиц:
2/6-ВПЧ РВ
2/6/7-ВПЧ РВ
8-2/6/7-ВПЧ РВ
8*-2/6/7-ВПЧ РВ
2/4/6/7-ВПЧ РВ
VP8*-ВПЧ норовируса
VP8*-ВПЧ мышиного полиомавируса

VP2 + VP6
VP2 + VP6 + VP7

VP8-VP2 + VP6 + VP7
VP8*-VP2 + VP6 + VP7
VP2 + VP4 + VP6 + VP7

VP8*
VP8*

[82–85, 87, 90, 92] 
[86, 91]

[88]
[91]
[86]
[93]
[95]

Вакцины на основе аденовирусных векторов VP4 + NSP4
VP4 + VP7

[68]
[69]

Вакцины на основе бактериальных векторов VP7
VP8
VP4
VP6

[70]
[71]
[72]
[73]

ДНК-вакцины VP4, VP6, VP7 
VP6

[74, 75, 76, 77]
[78–81] 
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VIROLOGY

ROTAVIRUS VACCINES: NEW STRATEGIES AND APPROACHES

O.A. Kondakova*, N.A. Nikitin, E.A. Trifonova, J.G. Atabekov, O.V. Karpova

Department of Virology, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskiye gory 1–12, Moscow, 119234, Russia

*e-mail: olgakond1@yandex.ru

Rotavirus infection is a rotavirus-associated disease. It is the main cause of severe diarrhea 
among children all over the world and one of the factors influencing the infant mortality. Today, 
only live attenuated vaccines are widely used for vaccination against rotavirus infection. Existing 
vaccines have demonstrated their effectiveness, but they have a number of side effects, primarily 
the risk of intussusception. Complications associated with the use of existing vaccines are usually 
associated with oral administration of drugs and the replication of attenuated live vaccines in the 
human intestine. In this regard, there is a need to design modern, effective and safe vaccines 
against rotavirus infection, unable to reproduce (to replicate) in the human body. Currently, 
modern vaccines against rotavirus infection are being developed and tested actively. These are re-
combinant vaccines with parenteral administration. The complicated antigenic structure of rota-
virus is one of the main problems for the design of such recombinant vaccines. This review dis-
cusses the genetic and antigenic diversity of rotavirus strains and the geographical location of 
their epidemically significant variants. The role of capsid proteins in the formation of an immune 
response to the virus and the current state of development of new candidate recombinant vac-
cines against rotavirus infection are considered.

Keywords: rotavirus, vaccines, capsid protein, recombinant antigens, virus-like particles, adju-
vant
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ВИРУСОЛОГИЯ

УДК 578.323

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ ТЕРМИЧЕСКОЙ ПЕРЕСТРОЙКИ ВИРУСОВ 
С ИКОСАЭДРИЧЕСКИМ И СПИРАЛЬНЫМ ТИПОМ СИММЕТРИИ

Е.А. Трифонова*, Н.А. Никитин, М.В. Архипенко, 
Е.К. Донченко, И.Г. Атабеков, О.В. Карпова

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

* trifonova@mail.bio.msu.ru

Изучение возможностей модификации и структурной перестройки вирионов и ви-
русных белков – важная задача современной молекулярной вирусологии. Ранее в нашей 
лаборатории был разработан метод термической обработки палочковидного вируса та-
бачной мозаики, позволяющий получить структурно модифицированные частицы сфе-
рической формы, состоящие из вирусного белка оболочки. Такие частицы обладали уни-
кальными адсорбционными и иммуногенными свойствами и были успешно нами 
использованы для создания новой кандидатной вакцины против вируса краснухи. Позднее 
мы продемонстрировали возможность термической перестройки нитевидных вирионов 
Х-вируса картофеля. Настоящая работа посвящена сравнительному изучению термиче-
ской перестройки вирусов с различной структурой, относящихся к разным таксономи-
ческим группам. Показано образование структурно модифицированных частиц сфери-
ческой формы при термической обработке палочковидных вирионов со спиральным 
типом симметрии (вирус мозаики долихоса, вирус штриховатой мозаики ячменя). Выяв-
лена зависимость размеров сферических частиц, образующихся из вируса мозаики доли-
хоса, от исходной концентрации вируса. Изучена возможность термической перестройки 
нитевидных вирионов и вирусоподобных частиц вируса мозаики альтернантеры. При тер-
мической обработке вирусов растений с икосаэдрическим типом симметрии морфологи-
ческих изменений обнаружено не было. 

Ключевые слова: вирусы растений, спиральные вирусы, икосаэдрические вирусы, терми-
ческая перестройка вирусов, структурно модифицированные вирусные частицы, сферические 
частицы

Термическая обработка палочковидных вири-

онов вируса табачной мозаики (ВТМ, род Tobamo-

virus, семейство Virgaviridae) при 94°С приводит 

к перестройке вирусного белка оболочки (БО) и 

к формированию структурно модифицированных 

частиц сферической формы (сферические частицы – 

СЧ) [1]. СЧ, в отличие от нативного вируса, не со-

держат вирусную РНК и биодеградируемы. Пока-

зано, что СЧ обладают свойствами эффективного 

адъюванта и способны неспецифически адсорби-

ровать на своей поверхности различные белковые 

молекулы. Обнаружено, что СЧ могут быть полу-

чены из различных форм БО, не содержащих ге-

нетический материал вируса, в том числе из пре-

паратов А-белка и мономерной формы БО ВТМ 

[1–6]. Изменяя исходную концентрацию вирусного 

препарата, можно получать СЧ с размером от 50 нм 

до более 1 μм [1, 6]. СЧ имеют огромный потенциал 

для разработки новых биотехнологий [7–10]. Не-

давно на основе СЧ и рекомбинантного антигена 

вируса краснухи была получена и исследована но-

вая кандидатная вакцина против краснухи [11]. 

В 2016 г. нами были опубликованы данные, 

свидетельствующие о возможности термической 

перестройки другого фитовируса со спиральным 

типом симметрии (Х-вирус картофеля (XВК), род 

Potexvirus, семейство Alphaflexiviridae) [12]. В отличие 

от ВТМ, вирионы XВК – это гибкие нитевидные 

частицы [13]. Образование СЧ XВК начинается 

при температуре 70°C и полностью завершается 

при 90°C. Таким образом, было показано, что тер-

мическая перестройка XВК требует более низких 

температур обработки по сравнению с ВТМ. Раз-

меры СЧ XВК варьируют в диапазоне от 35 до 121 нм 

и, в отличие от размеров СЧ ВТМ, строго не зави-

сят от начальной концентрации вирусного препа-

рата [12]. 

В настоящей работе была изучена возможность 

получения структурно модифицированных частиц 

при термической перестройке вирионов икосаэдри-

ческих и спиральных вирусов, относящихся к раз-

личным таксономическим группам. В качестве пред-

ставителей вирусов с палочковидными вирионами 

и спиральным типом симметрии были выбраны 
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вирус мозаики долихоса (вирус кроталярии индий-
ской) (ВМД), представитель рода Tobamovirus семей-
ства Virgaviridae [14]; вирус штриховатой мозаики 
ячменя (ВШМЯ), представитель рода Hordeivirus 
семейства Virgaviridae [15]. Также были использо-
ваны нитевидные вирионы и вирусоподобные час-
тицы вируса мозаики альтернантеры (ВМАльт, пред-
ставитель рода Potexvirus семейства Alphaflexiviridae) 
[16]. Вирусы с икосаэдрическим типом симметрии 
были представлены вирусом мягкой мозаики фа-
соли (ВММФ) семейства Tombusviridae [17], а также 
вирусом мозаики цветной капусты (ВМЦК) рода 
Caulimavirus семейства Caulimaviridae [18].

Материалы и методы

ВМД, ВШМЯ, ВМАльт, ВММФ и ВМЦК были 
накоплены в растениях, выделены и очищены, как 
описано ранее [15–17, 19, 20].

Термическая обработка препаратов проводилась 
согласно протоколам, разработанным для ВТМ и 
XВК при использовании термоциклера Терцик 
(ДНК-Технология, Россия) [1, 6, 12].

БО ВМАльт был получен с помощью метода 
солевой депротеинизации в присутствии 2 M LiCl 
(Amresco, США). Вирусоподобные частицы (ВПЧ) 
ВМАльт были получены при инкубации в воде высо-
кого качества (Milli-Q, система Simplicity UV, Merck 
Millipore, США).

Приготовление образцов для электронной мик-
роскопии (ЭМ) проводили в соответствии с ранее 
описанными методиками [1, 20]. Препараты ис-
следовали с помощью электронных микроскопов 
JEM-1011 (JEOL, Япония), JEM-1400 (JEOL, Япо-
ния) и LEO-912AB (LEO, Германия). 

Результаты и обсуждение

Ранее мы показали, что температурная обра-
ботка ВТМ и XВК позволяет получить новый вид 
уникальных платформ-носителей. Продемонстри-
рованы перспективы применения платформ на ос-
нове структурно модифицированных СЧ ВТМ при 
получении биологически активных комплексов, 
в частности, кандидатных вакцин и биоконтрасте-
ров [10, 11]. В настоящей работе явление термиче-
ской перестройки было изучено у фитовирусов 
с различной морфологией вирионов (палочковид-
ные, нитевидные, сферические).

Термическая перестройка вирусов с палочко-
видными вирионами была изучена на примере ВМД 
и ВШМЯ. ВМД – родственник ВТМ и, как все пред-
ставители рода Tobamovirus, обладает сходными 
с ВТМ параметрами спирали и структурой [21]. 
Однако в отличие от ВТМ, у которого основными 
хозяевами являются представители семейства So-
lanacea, ВМД поражает в основном зернобобовые 
культуры. Палочковидные вирионы ВМД имеют 
длину 300 нм и диаметр 17 нм (рисунок, А) [14]. Пре-
параты ВМД неоднородны по длине и содержат 

короткие вирионы (около 40 нм), несущие в своем 
составе субгеномные РНК [14, 22]. Данная особен-
ность является важным отличием ВМД от ВТМ. 
ВШМЯ – типичный представитель рода Hordeivirus 
(рисунок, Г). Ячмень (Hordeum vulgare) и пшеница 
(Triticum aestivum) являются природными хозяевами 
этого вируса. Геном ВШМЯ (штамм ND 18) разде-
лен на 3 молекулы одноцепочечной РНК положи-
тельной полярности [23]. Сегменты распределены 
по разным жестким палочковидным вирусным час-
тицам со спиральным типом симметрии и длиной 
в диапазоне 110–150 нм. Недавно с помощью крио-
электронной микроскопии было продемонстриро-
вано, что в составе препаратов ВШМЯ присут-
ствуют вирионы с широким (22,4 нм) и узким 
диаметром (21,6 нм) [15]. Выдвинуто предположе-
ние, что такие вирионы являются конформацион-
ными формами ВШМЯ. Таким образом, структура 
ВШМЯ более лабильна и гетерогенна, чем струк-
тура представителей рода Tobamovirus [15, 24]. Тер-
мическую обработку палочковидных вирусов про-
водили по методике, отработанной ранее для ВТМ 
[1]. Продемонстрировано, что при термической 
обработке ВМД (рисунок, Б и В) и ВШМЯ (рису-
нок, Д и Е) при 94°С образуются СЧ. Как и в случае 
с ВТМ, процесс образования СЧ из ВМД и ВШМЯ 
является двухстадийным. На первой стадии при на-
гревании вируса до 90°С происходит сворачивание 
вириона с одного или двух концов и образование 
промежуточной формы (данные не приводятся). 
Последующее повышение температуры до 94°С 
приводит к 100%-ному преобразованию промежу-
точных форм в СЧ. Дальнейшее нагревание пре-
паратов и увеличение температуры инкубации от 
94°С до 98°С не приводило к видимым изменениям 
размеров или морфологии СЧ. При термической 
обработке ВМД и ВШМЯ при 70°С морфологиче-
ских изменений вирионов отмечено не было. Таким 
образом, продемонстрировано, что термическая пе-
рестройка не только ВТМ, но и других палочковид-
ных вирусов происходит при 94°С, а не при более 
низкой температуре, как у нитевидного XВК (90°С). 
С помощью ЭМ были проанализированы СЧ, обра-
зующиеся при 94°С из препаратов ВМД с концен-
трацией 0,1, 1 и 10 мг/мл. Полученные микрофото-
графии были обработаны с помощью программы 
ImageJ (Национальный институт здоровья, США), 
которая позволила рассчитать средний диаметр 
СЧ. У ВМД он составил 60±8, 310±15, 690±60 нм 
для концентраций 0,1, 1 и 10 мг/мл, соответствен-
но. Таким образом, было обнаружено, что размеры 
СЧ ВМД зависят от исходной концентрации пре-
парата вируса. Полученная зависимость была анало-
гична зависимости, обнаруженной ранее для ВТМ 
[1], что можно объяснить их сходными структурными 
характеристиками. Для ВШМЯ было показано, что 
из вируса с концентрацией 0,1 мг/мл образуются СЧ 
ВШМЯ со средним диаметром 265±18 нм, а при 
концентрации 1 мг/мл образуются СЧ ВШМЯ со 
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Рисунок. Результаты термической обработки вирусов растений с различной структурой. А – вирус мозаики долихоса (контроль); 

Б, В – сферические частицы, полученные при нагревании (94°С) препарата вируса мозаики долихоса с исходной концентрацией 

0,1 мг/мл и 1 мг/мл. Г – вирус штриховатой мозаики ячменя (контроль). Д, Е – сферические частицы, полученные при нагрева-

нии (94°С) препарата вируса штриховатой мозаики ячменя с исходной концентрацией 0,1 мг/мл и 1 мг/мл. Ж – вирусоподобные 

частицы вируса мозаики альтернантеры (контроль). З, И – сферические частицы, полученные при нагревании (90°С) вирусо-

подобных частиц вируса мозаики альтернантеры с исходной концентрацией препарата 0,1 мг/мл и 1 мг/мл. К – вирус мягкой 

мозаики фасоли (контроль). Л, М – вирус мягкой мозаики фасоли, проинкубированный при температуре 98°С в течение 10 или 

30 с. Просвечивающая электронная микроскопия, окрашивание 2%-ным уранилацетатом
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средним диаметром 280±16 нм. Дальнейшее повы-

шение концентрации ВШМЯ не приводило к зна-

чимому увеличению размеров образующихся СЧ. 

Следовательно, в случае с СЧ ВШМЯ строгая зави-

симость размеров частиц от исходной концентра-

ции вируса не выявлена. Можно предположить, что 

это свя зано с гораздо большей гетерогеннностью 

препарата ВШМЯ по сравнению с ВМД, причем 

не только по длине, но и по диаметру вирусных 

частиц.

На следующем этапе работы была исследована 

возможность термической перестройки вируса с ни-

тевидными вирионами, ВМАльт. ВМАльт – пред-

ставитель рода Potexvirus и родственник XВК. Ви-

рионы ВМАльт имеют длину 570 нм и диаметр 13 нм 

[16]. Они по своим свойствам и размерам близки 

к XВК, и можно было ожидать, что при их нагре-

вании будут получены частицы, аналогичные СЧ 

XВК. К нашему удивлению, при термической де-

натурации ВМАльт в условиях образования CЧ из 

XВК [12] наблюдалось образование структур не-

правильной формы, склонных к агрегации (данные 

не представлены). Дальнейшее повышение темпе-

ратуры не приводило к каким-либо изменениям. 

Ранее в нашей лаборатории было показано, что БО 

ВМАльт, в отличие от БО XВК, способен форми-

ровать ВПЧ in vitro в отсутствие РНК [16]. В на-

стоящей работе для термической обработки были 

использованы ВПЧ ВМАльт (рисунок, Ж), сход-

ные по длине с нативным вирусом (средняя длина 

ВПЧ – 500 нм, диаметр 13 нм). При термической 

обработке ВПЧ ВМАльт с исходной концентрацией 

0,1 и 1 мг/мл происходило образование СЧ с фор-

мой, близкой к сферической, и диаметром около 

100 нм (рисунок, З и И). Зависимости размеров 

образующихся СЧ от исходной концентрации ВПЧ 

обнаружено не было. 

Возможность термической модификации ви-

русов с икосаэдрическим типом симметрии была 

изучена на примере сферических вирионов ВМЦК 

(ДНК-содержащий вирус) и ВММФ (РНК-содержа-

щий вирус, геном положительной полярности) (ри-

сунок, К). При нагревании препаратов ВММФ до 

94–98°С структурная модификация не происходи-

ла, вирус сохранял свою морфологию и размеры. 

Изменение времени прогревания с 10 (рисунок, Л) 

до 30 с (рисунок, М) также не приводило к изме-

нениям вирионов. Аналогичные результаты были 

получены для ВМЦК (данные не представлены). 

Вероятно, БО вируса, организованные в икосаэдр, 

обладают большей устойчивостью к термической 

денатурации.

Авторы выражают благодарность д.б.н. С.Н. Чир-

кову за помощь в получении ВММФ. Работа с ВМД, 
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вой поддержке Российского фонда фундаменталь-

ных исследований (проект № 16-34-00208 мол_а). 
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COMPARATIVE STUDY OF THE THERMAL REMODELLING OF VIRUSES 
WITH ICOSAHEDRAL AND HELICAL SYMMETRY

Е.А. Trifonova*, N.А. Nikitin, M.V. Arkhipenko, E.K. Donchenko, J.G. Atabekov, О.V. Karpova

 Department of Virology, Faculty of Biology,

Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory 1–12, Moscow, 119234, Russia
*trifonova@mail.bio.msu.ru

Study of the possibilities of virions and viral proteins modifications and structural remodel-

ling is an important problem of the modern molecular virology. The method of thermal transfor-

mation of tobacco mosaic virus rod-like virions in structurally modified spherical particles, con-

sisting of viral coat protein, was developed in our laboratory. These particles have unique 

adsorption and immunogenic properties. We developed a new candidate vaccine against rubella 

virus based on structurally modified spherical particles. Later we demonstrated the possibility of 

thermal remodelling of potato virus X filamentous virions. The present work is devoted to a com-

parative study of the thermal remodelling of viruses with different structure, belonging to various 

taxonomic groups. The formation of structurally modified spherical particles was shown during 

thermal treatment of rod-like virions with a helical symmetry (dolichos enation mosaic virus, 

barley stripe mosaic virus). The dependence of the sizes of the spherical particles (formed from 

dolichos enation mosaic virus) on the initial concentration of the virus was revealed. The process 

of thermal remodelling of alternanthera mosaic virus filamentous virions and virus-like particles 

was studied. Morphological changes of plant viruses with icosahedral symmetry were not ob-

served during thermal treatment. 

Keywords: plant viruses, helical viruses, icosahedral viruses, thermal remodelling of viruses, 

structural modified virus particles, spherical particles
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БИОФИЗИКА

УДК 574.5+577.355

ОТБОР ВИДОВ ВОДОРОСЛЕЙ В СОСТАВ ЛАБОРАТОРНОГО АЛЬГОЦЕНОЗА 
ПО ИХ ГИДРОБИОЛОГИЧЕСКИМ И БИОФИЗИЧЕС КИМ ХАРАКТЕРИСТИКАМ

П.В. Фурсова*, Е.Н. Воронова,  А.П. Левич , Д.В. Рисник, С.И. Погосян

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

*e-mail: fursova@biophys.msu.ru

Биоиндикаторами состояния водных систем могут служить различные характери-
стики сообществ фитопланктона. Для создания модели природной экосистемы, которая 
позволит проводить многофакторные эксперименты по влиянию физико-химических 
факторов на биофизические и гидробиологические характеристики фитопланктона, не-
обходим подбор соответствующих видов микроводорослей. Проведенное исследование 
позволило из имеющихся в музее видов выбрать шесть для создания модельного альго-
ценоза. Было установлено, что для оптимального роста всех этих видов необходимы схо-
жие условия эксперимента (световой и температурный режимы, содержание элементов 
питания). В качестве базовой среды предложено использовать среду с пониженным со-
держанием азота. В таких условиях клетки микроводорослей нормально функционируют 
и делятся, при этом длительность достижения стационарной стадии роста (10–15 сут), 
на которой завершают эксперимент, позволяет проводить большое число таких экспери-
ментов с минимальными затратами времени. Клетки отобранных видов обладают мор-
фологическими различиями, достаточными для автоматизированной идентификации их 
в поликультуре. Получены геометрические характеристики клеток для компьютерного 
подсчета численности каждого вида сообщества по микрофотографиям. 

Ключевые слова: фитопланктон, лабораторный альгоценоз, флуоресценция, безазотная 
среда, морфология клеток, численность клеток, световая кривая

Состав и функциональное состояние сообществ 
фитопланктона являются одними из наиболее рас-
пространенных биоиндикаторов для оценки благо-
получия водных экосистем. Это обусловлено тем, 
что клетки микроводорослей быстро реагируют на 
изменение качества водной среды. При этом они 
составляют основу пищевой цепи и, следовательно, 
оказывают влияние на состояние всех трофических 
уровней. В качестве биоиндикационных гидробиоло-
гических показателей могут выступать численность 
или биомасса (абсолютные или относительные) 
индикаторных видов или отделов водорослей; ин-
дексы сапробности; показатели разнообразия (в част-
ности, параметры ранговых распределений) и доми-
нирования; размерные характеристики сообщества – 
средний объем клеток, площадь поверхности клеток, 
соотношение численности или биомассы клеток 
в размерных классах [1, 2]. Определение гидробио-
логических показателей требует длительного вре-
мени обработки проб и большого труда высоко-
квалифицированных альгологов. По этой причине 
более перспективны биофизические индикаторные 
показатели состояния фитопланктона, характери-
зующие фундаментальные процессы фотосинтеза 
[3–6]. Современные приборы способны измерять 
эти показатели с высокой точностью в режиме ре-
ального времени. Такие измерения легко могут быть 
компьютеризированы. 

Кроме того, с помощью специализированного 
программного обеспечения возможна автоматиза-
ция подсчета численности клеток видов. Однако для 
корректной работы таких программ необходимо 
подобрать виды, которые хорошо отличаются друг 
от друга визуально. При этом колониальные формы 
не должны мешать подсчету численности и опре-
делению размеров отдельных клеток. В нашем музее 
культур по этому критерию наиболее подходящими 
видами являются Anabaena variabilis, Ankistrodesmus 
falcatus, Scenedesmus quadricauda, Chlorella sorokiniana, 
Pleurochloris magna и Stichococcus bacillaris.

Существование многих биоиндикационных по-
казателей создает методическую проблему выбора 
среди них наиболее адекватных целям оценки со-
стояния экосистем. Вместе с тем, для любого выбран-
ного показателя возникает проблема установления 
областей значений, соответствующих благополуч-
ным и неблагополучным состояниям биотического 
компонента экосистемы. Проблема поиска границ 
области благополучия (границ нормы) имеет два 
аспекта. Первый – содержательный – выяснение 
того, “что такое хорошо и что такое плохо” в эко-
системах. Второй аспект – методико-вычислитель-
ный. Задачу установления границ нормы тем или 
иным образом решают в однофакторных экспери-
ментах по изучению зависимостей “доза-эффект”, 
когда на тест-объект влияет единственный фак-
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тор, остальные же находятся в оптимальных диа-
пазонах. В природных объектах на биоту одновре-
менно влияет множество факторов среды, каждый 
из которых, как и их взаимодействие, потенциаль-
но способен приводить к экологическому небла-
гополучию. В силу этого зависимость биоиндика-
ционного показателя от каждого из факторов в 
отдельности (зависимость “доза-эффект”) приоб-
ретает “размытый”, неоднозначный характер. Это 
обстоятельство обуславливает малую эффективность 
привычных методов анализа зависимостей между 
биотическими и физико-химическими характери-
стиками и вызывает необходимость выработки но-
вых подходов к анализу данных с нефункциональной 
зависимостью.

Для разработки методов, решающих перечис-
ленные проблемы, необходимо создание лабора-
торного альгоценоза. Такая модель природного 
сообщества позволит проводить эксперименты по 
одновременному влиянию нескольких физико-хими-
ческих факторов на биофизические и гидробиоло-
гические характеристики фитопланктона и опреде-
лять границы области благополучного состояния 
экосистемы. 

Целью представленного в работе исследования 
стал подбор видов для модельного альгоценоза, 
удовлетворяющих следующим критериям: способ-
ность к росту в условиях лабораторного термо-
статированного люминостата на выбранной для 
эксперимента среде; совместимость видов при куль-
тивировании в поликультуре; возможность иден-
тификации клеток разных видов при помощи про-
граммы распознавания образов и возможность 
фиксировать различия клеток разных видов в по-
ликультуре для автоматизации измерений числен-
ности и размеров клеток в пробах.

Материалы и методы

Объектами экспериментов стали следующие 
виды из музея культур, созданного для подбора 
компонентов альгоценоза: 

Зеленые водоросли: Ankistrodesmus acicularis 
(A.Br.) Korsch; Ankistrodesmus falcatus (Corda) Ralfs; 
Chlorella ellipsoidea Gern.; Chlorella sorokiniana Shihira 
& R.W.Krauss; Chlorococcum minutum Starr; Coelas-
trum astroideum De Notaris; Coelastrum morus W. West 
& G.S. West; Dictyosphaerium pulchellum Wood; Dis-
pora crucigenoides Printz; Haematococcus sp.; Kirchne-
riella obesa (West) Schmidle; Kirchneriella subsolatoria 
G.S. West; Pediastrum sp.; Scenedesmus obliquus (Turp.) 
Kutz; Scenedesmus quadricauda (Turp.) Breb.; Scene-
desmus sp.; Scotiella nivalis (Schuttl.) Fritsch; Sorastrum 
sp.; Stichococcus bacillaris Nag; Tetaedron caudatum (Corda) 
Hansgirg; Tetraedron minimum (A.C.Broun) Hansgirg; 
Trebouxia sp.

Охрофитовые водоросли: Botrydium cystosum Vis-
cher; Pleurochloris magna Boye-Pet.

Цианобактерии: Amorphonostoc sp.; Anabaena varia-
bilis; Chroococcidiopsis sp.; Chroococcus globulus; Colo-

thrix elenkinii Kossinsk; Synechococcus sp. PCC 7942; 
Synechocystis sp. PCC 6803 GT. 

Культивирование водорослей. В качестве базо-
вой среды для опытов использовали модифициро-
ванную для работы с пресноводными видами среду 
BG11 с добавками микроэлементов [7]. В части 
опытов варьировали содержание азота: использо-
вали либо безазотную среду, либо среду с 5% или 
10% азота от стандартного уровня (1,5 г/л NaNO3). 
Одну серию экспериментов проводили на безфос-
форной среде. Финальное значение pH приготов-
ленной среды – 7,4. Культивирование происходило 
на качалке в люминостате при температуре 21°С 
в режиме непрерывного освещения при интенсив-
ности света 70 мкмоль квантов/м2с. При культи-
вировании поддерживали альгологическую чистоту 
культур. Культивирование проводили в накопи-
тельном режиме, питательные компоненты добав-
ляли только при составлении среды. Стадии роста 
и достижение стационарной фазы контролировали 
по содержанию хлорофилла спектрофотометриче-
ским методом. Колбы с культурами располагали 
на качалках для равномерного перемешивания сус-
пензии. Объём колб – 100 мл (около 45 мл среды). 
Перед инокуляцией клетки отмывали от питатель-
ных веществ. Суспензии каждого вида водорослей 
разводили до достижения показателя абсорбции 
на длине волны 678 нм, равного 0,04. Серии про-
веденных опытов представлены в табл. 1.

Показатели флуоресценции хлорофилла в суспен-
зии водорослей измеряли на флуориметре с ампли-
тудной модуляцией возбуждающего света “Мега 25”, 
созданном на кафедре биофизики биологического 
факультета МГУ имени М.В. Ломоносова [8]. Изме-
рения проводили после предварительной 15-минут-
ной темновой адаптации водорослей. Интенсивность 
флуоресценции измеряли при помощи электрон-
ного фотоумножителя через фильтр КС-18, пропус-
кающий излучение с длиной волны более 680 нм. 
Возбуждение флуоресценции проводили с помощью 
светодиодов, имеющих максимум излучения на длине 
волны 455 нм. Интенсивность флуоресценции хло-
рофилла в условиях открытых реакционных цент-
ров фотосистемы 2 (F

0) и максимальную интен-
сивность флуоресценции хлорофилла в условиях 
полностью закрытых реакционных центров фото-
системы 2 (Fm) измеряли при интенсивности воз-
буждающего света с плотностью 0,8 и 6000 мкмоль 
квантов/м2с, соответственно. Прибор позволяет 
проводить измерение в двух режимах – без под-
светки и с подсветкой. Режим с подсветкой создает 
дополнительную нагрузку на фотосинтетический 
аппарат клетки, что позволяет вычислить скорость 
электронного транспорта. В работе использовали 
7 уровней подсветки: 0; 10,3; 20,5; 41,0; 82,0; 164,1; 
328,1 мкмоль/м2с. Измерения проведены согласно 
“Методике измерений обилия и индексации состоя-
ния фитопланктона флуоресцентным методом” [3, 9]. 
Методика аттестована: аттестат № 01.0025/205-66-11, 
ФР.1.39.2011.11246. 

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. T. 72. № 4



 217ОТБОР ВИДОВ ВОДОРОСЛЕЙ В СОСТАВ ЛАБОРАТОРНОГО АЛЬГОЦЕНОЗА

Все измерения параметров флуоресценции при 
росте культур на безазотной и бесфосфорной среде, 
а также при разных уровнях подсветки проводили 
в трех повторностях.

Спектральные характеристики. Измерение спект-
ров поглощения суспензий водорослей в диапазоне 
от 350 нм до 850 нм проводили на однолучевом 
спектрофотометре с интегрирующей сферой на базе 
спектрометра USB2000 (Ocean Optics, США). Спектр 
поглощения вычисляли на основании двух оптиче-
ских спектров, полученных при установке кюветы 
с образцом на разных расстояниях от интегрирую-
щей сферы, что позволяло определить рассеяние 
света на образце [10]. Допустимая погрешность 
измерения оптической плотности не превышает 0,005 
при оптической плотности 1 во всем спектральном 
диапазоне.

На основе данных флуориметрии и спектро-
фотометрии для каждого эксперимента получили 
набор спектрально-оптических показателей состоя-
ния фитопланктона: D678 (коэффициент поглоще-
ния на длине волны 678 нм, пропорциональный 
плотности пигментов в культуре); R750 (коэффици-
ент рассеяния на длине волны 750 нм, пропор-
циональный плотности клеток в культуре); F0; Fm. 
Потенциальную эффективность первичных про-
цессов фотосинтеза Y вычисляли по формуле: 
Y = (Fm–F0)/Fm = Fv/Fm, где Fv = Fm–F0 – перемен-
ная флуоресценция. Скорость транспорта электро-
нов через фотосистему 2 (ETR – electron transport 
rate) при облучении объекта светом интенсивно-
стью Ik рассчитывали как ETR = Ik ·Y.

В результате для методических экспериментов 
отобрали 10 видов: Chlorella sorokiniana, Scenedes-
mus quadricauda, Sinechococcus sp. 7942, Pleurochloris 
magna, Scenedesmus obliquus, Ankistrodesmus falcatus, 
Scotiella nivalis, Trebouxia sp., Anabaena variabilis, 
Stichococcus bacillaris. Для каждой из монокультур 
проводили измерения индукционных кривых флуо-
ресценции и спектров поглощения света. 

Численность клеток определяли прямым под-
счетом в камере Горяева. Количество просчитыва-
емых “квадратов” в камере зависело от плотности 
суспензии. В каждой пробе просчитывали от 100 до 
500 клеток. Содержимое камеры Горяева фотографи-
ровали при помощи микроскопа Люмам (ЛОМО, 
Россия) с камерой DCM310 Microscope CMOS Ca-
mera (Китай). Фотографированию предшествовал 
период оседания клеток в камере (10 мин.), чтобы 
фокусировка микроскопа охватила слой, в который 
попали клетки из всего объема камеры. Для каж-
дой пробы было сделано от 10 (на этапах, когда 
численность была высока) до 20 (на этапах, когда 
численность была мала) фотографий различных 
полей зрения. Площади поверхности клеток рас-
считаны по средним размерам и геометрическим 
приближениям форм клеток (эллипсоиды, кону-
сы, круговые цилиндры [11]).

Для автоматического подсчета клеток была вы-
брана программа Fiji [12], базирующаяся на про-
граммном обеспечении ImageJ 1.49f. Фотоснимки 
поля зрения камеры микроскопа передавались на 
монитор компьютера. Зеленый канал полученных 
цветных снимков, как наименее зашумленный и 
наиболее контрастный, преобразовывался в черно-
белые изображения. Анализируя их, программа 
определяла численность и средние размеры клеток 
вида в монокультуре, считая, что черные области – 
это клетки или посторонний мусор, а все белые 
области – среда. Черные области, отвечающие ха-
рактеристикам клеток вида, относили к клеткам, 
остальные области относили к частицам мусора.

Для получения корректных данных была не-
обходима предварительная настройка программы 
для идентификации клеток различных видов, кото-
рую проводили по снимкам монокультур. В частно-
сти, применяли фильтры размытия либо увеличения 
резкости, алгоритмы разбиения колониальных форм 
на отдельные клетки и заполнения светлых внутри-

Таблица 1

Серии проведенных экспериментов с монокультурами

Серия 
№

Виды N, % P, %
Длительность 

эксперимента, сут

1
Chlorella sorokiniana, Scenedesmus quadricauda, Sinechococcus sp. 7942, Stichococcus 
bacillaris

100 100 38

2 Pleurochloris magna, Scenedesmus obliquus, Ankistrodesmus falcatus 100 100 11

3 Pleurochloris magna, Scenedesmus obliquus, Ankistrodesmus falcatus 10 100 11

4 Ankistrodesmus falcatus, Pleurochloris magna, Scotiella nivalis, Stichococcus bacillaris 0 100 12–15

5 Scenedesmus quadricauda, Chlorella sorokiniana, Trebouxia sp., Anabaena variabilis 0 100 8–17

6 Ankistrodesmus falcatus, Pleurochloris magna, Chlorella sorokiniana, Scotiella nivalis 5 100 2–13

7 Scenedesmus quadricauda, Chlorella sorokiniana, Trebouxia sp., Anabaena variabilis 5 100 11–20

8
Ankistrodesmus falcatus, Chlorella sorokiniana, Pleurochloris magna, Scenedesmus 
quadricauda, Anabaena variabilis 100 0 22–35

Примечание: в столбцах N и P приведены величины начального содержания азота и фосфора в среде в процентах от величин 
их содержания в полной среде BG11.

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. T. 72. № 4



218 П.В. Фурсова и др.

клеточных областей черным цветом (для правиль-
ного измерения площади, занимаемой клеткой на 
снимке). 

Результаты и обсуждение

Предварительно все виды имеющихся в нашем 
распоряжении водорослей и цианобактерий были 
проверены на пригодность к росту в выбранных 
условиях культивирования и совместимость в по-
ликультуре. Часть видов (виды родов Coelastrum, 
Dictyosphaerium, Pediastrum, Sorastrum, Amorphonostoc, 
Colothrix) образуют колонии или являются нитча-
тыми формами и не подходят для автоматизиро-
ванного подсчета клеток. Виды родов Dispora, 
Haematococcus, Botrydium не образуют однородной 
суспензии при культивировании в жидкой среде, 
что существенно затрудняет измерения параметров 

флуоресценции и спектров поглощения. Клетки 
части видов (родов Chlorococcum, Kirchneriella, Tet-
raedron, Chroococcus, Chroococcidiopsis) при культи-
вировании в поликультуре неудовлетворительно 
распознаются при автоматическом подсчете с по-
мощью компьютерной программы.

Работа со снимками клеток в монокультурах 
дала возможность получить значения параметров, 
которые позволят при дальнейшей работе с альго-
ценозами распознавать и подсчитывать клетки 
разных видов (табл. 2). 

Виды, отобранные по морфологическим при-
знакам, демонстрируют удовлетворительный рост 
на базовой среде BG11 (рис. 1). 

Измерение параметров флуоресценции в про-
цессе культивирования позволило рассчитать ETR 
при облучении водорослей светом различной ин-
тенсивности (рис. 2). В соответствии с получен-

Таблица 2

Параметры работы программы Fiji, необходимые для распознавания клеток различных видов при микроскопическом анализе

Вид Площадь клетки, мкм2 “Circularity” – близость формы границы клетки к кругу

Anabaena variabilis 6,5–29 0,60–1,00

Ankistrodesmus falcatus 7,2–110 0,00–0,75

Scenedesmus quadricauda 21–220 0,10–0,80

Chlorella sorokiniana 0,7–17,9 0,70–1,00

Pleurochloris magna 18–110 0,70–1,00

Stichococcus bacillaris 5–25 0,50–0,90

Примечание: если проекция клетки на фотографии не имеет ничего общего с кругом, например, представляет из себя пра-
вильный прямоугольник, – показатель равен 0, если проекция клетки выглядит как правильный круг, показатель равен 1.

Рис. 1. Изменение значений рассеяния на длине волны 750 нм (R750) в суспензии клеток микроводорослей в процессе роста 
монокультур на полной среде BG11
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ными световыми кривыми (зависимостями ETR 
от интенсивности освещения) представляется це-
лесообразным использовать освещенность в 70 
мкмоль квантов/м2с.

Процесс “потребление-рост” у фитопланктона 
проходит в несколько дискретных стадий [13]:

– потребление питательных веществ без деле-
ния клеток, т.е. создание внутриклеточных запасов 
веществ;

– потребление веществ из среды и деление кле-
ток пропорционально количеству потребленного 
вещества до исчерпания вещества в среде;

– деление клеток за счет внутриклеточных запа-
сов, пока их содержание не сократится до некото-
рой видоспецифической величины минимальной 
клеточной квоты.

Последняя стадия имеет место в основном за 
счет внутриклеточных запасов азота и фосфора, ко-
торые достаточно существенны: нерастраченных 
запасов азота хватает на несколько делений клеток 
без потребления азота из среды, а запасов фосфо-
ра – на несколько десятков делений [13]. Указан-
ное обстоятельство приводит к тому, что при нако-
пительном культивировании на полной среде BG11 
стационарная стадия бывает достигнута (в первую 
очередь за счет контактного торможения деления) 
через много недель после инокуляции клеток. Так, 
эксперименты по выращиванию монокультур Chlo-
rella sorokiniana, Scenedesmus quadricauda, Sinechococ-
cus sp. 7942 на полной среде BG11 длились 38 сут 
(табл. 1).

Для сокращения сроков эксперимента была 
применена методика истощения минерального пи-
тания при культивировании монокультур и выра-
щивания на обеднённых по питательным веществам 

средах. Истощение состоит в выращивании на без-
фосфорной или безазотной среде до исчерпания 
внутриклеточных запасов. Культивирование на обед-
нённой среде приводит к меньшему (по сравнению 
с ситуацией на полной среде) сроку достижения 
стационарной стадии. Например, монокультура Chlo-
rella sorokiniana достигает стационарной стадии на 
безазотной среде за 7 сут, на среде с содержанием 
азота, уменьшенным в 20 раз по отношению к пол-
ному, – в среднем за 13 сут, на безфосфорной – за 
28 сут. Сокращение длительности эксперимента 
в дальнейшем позволит в более короткие сроки 
проводить серии исследований по изучению нега-
тивного воздействия различных факторов на со-
стояние модельного альгоценоза. 

Результаты культивирования показали, что ото-
бранные виды можно выращивать как на безазот-
ной (или обедненной по азоту) среде, так и на без-
фосфорной. Предварительно истощенные клетки, 
с поверхности которых были отмыты абсорбиро-
ванные биогенные элементы, после пересева на 
такие среды возобновляли рост, культура со вре-
менем достигала стационарной стадии. Отметим, 
что после исчерпания биогенных элементов в среде 
число делений клеток на внутриклеточных запасах 
азота существенно меньше, чем на внутриклеточ-
ных запасах фосфора. Так, длительность достиже-
ния стационарной стадии роста на безазотной и 
безфосфорной средах для Ankistrodesmus falcatus со-
ставила 8 и 22 сут, соответственно, для Pleurochloris 
magna – 10 и 25 сут. Поэтому использование в даль-
нейших опытах с модельным альгоценозом сред, 
обеднённых по азоту, а не фосфору, позволит со-
кратить длительность каждого эксперимента. 

Таким образом, проведенное исследование по-
зволило из имеющихся в музее видов выбрать шесть 

Рис. 2. Зависимость величины скорости электронного транспорта (ETR) от освещенности при культивировании 
монокультур на полной среде BG11
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для создания модельного альгоценоза: Ankistrodesmus 
falcatus, Anabaena variabilis, Chlorella sorokiniana, 
Scenedesmus quadricauda, Pleurochloris magna, Sticho-
coccus bacillaris. В качестве базовой среды предло-
жено использовать среду BG11 с пониженным со-
держанием азота.

Морфология клеток видов, отобранных для даль-
нейших опытов, позволяет автоматизировать иден-
тификацию каждого из них в поликультуре. Для из-
мерения численности и размеров клеток в моно- и 
поликультурах может быть использована программа 
распознавания образов Fiji.
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BIOPHYSICS

SELECTION OF SPECIES FOR THE LABORATORY ALGAL COMMUNITY 
BY THEIR HYDROBIOLOGICAL AND BIOPHYSICAL CHARACTERISTICS 

P.V. Fursova*, E.N. Voronova,  A.P. Levich , D.V. Risnik, S.I. Pogosyan

Department of Biophysics, School of Biology,
Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory 1–12, Moscow, 119234, Russia;

*e-mail: fursova@biophys.msu.ru

Phytoplankton communities can serve as bioindicators of water system condition. Model of 
the natural ecosystem can enable multivariate experiments on the effect of physical and chemical 
factors on biophysical and hydrobiological characteristics of phytoplankton. Creating of such a 
model requires selecting appropriate species of microalgae. This study has allowed for selecting 
six types from those available in museum to create a model algal community. We found that simi-
lar conditions are required for their optimal growth (light, temperature, medium nutrients sup-
ply). As a base medium it is proposed to use a medium with low nitrogen content. Under these 
conditions, the cells function in a proper way and the cultures show satisfactory growth, while 
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the duration of reaching the stationary stage of growth (10–15 days) allows to have more experi-
ments for a limited time. Cells of selected species have morphological differences that are suffi-
cient for the automated identification within the polyculture. We have obtained the geometric 
characteristics of cells for computer counting of each community species on microphotographs.

Keywords: phytoplankton, algal community, fluorescence, nitrogen-free medium, cell morpho-
logy, cell number, light curve
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БИОРЕЗОРБИРУЕМЫЕ СКАФФОЛДЫ НА ОСНОВЕ ФИБРОИНА 
ДЛЯ РЕГЕНЕРАЦИИ КОСТНОЙ ТКАНИ 
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Использование тканеинженерных конструкций на основе скаффолдов, имитирую-
щих внеклеточный матрикс живой ткани, открывает новые возможности в лечении раз-
личных патологий и травм, связанных с повреждениями тканей и органов. Фиброин 
шёлка тутового шелкопряда Bombyx mori является биосовместимым, биорезорбируемым 
полимером, обладающим высокой механической прочностью и эластичностью, что позво-
ляет создавать на его основе скаффолды для регенерации различных тканей, в том числе 
костной. В представленной работе были получены фиброиновые скаффолды в виде по-
ристых губок, плёнок и гибридных скаффолдов, представляющих из себя бислойные 
конструкции, в которых трёхмерная структура, свойственная скаффолдам в виде губки, 
ограничена с одной стороны плёнкой. Были исследованы структура скаффолдов и их 
биосовместимость: показано, что иммортализованные и первичные фибробласты, а также 
остеобластоподобные клетки успешно прикрепляются к поверхности исследованных скаф-
фолдов и пролиферируют на ней. В экспериментах in vivo на модели дефекта бедренной 
кости крысы через четыре недели после имплантации пористого фиброинового скаф-
фолда в области имплантата наблюдались многочисленные очаги остеогенеза, что сви-
детельствует об остеокондукции скаффолдов.

Ключевые слова: регенерация, костные заменители, модель костного дефекта, фиброин, 
скаффолды, тканевая инженерия

Костная ткань характеризуется уникальной спо-
собностью при регенерации повреждений восста-
навливать свою нативную структуру. Однако при 
наличии обширных повреждений, а также в пожи-
лом возрасте и при некоторых патологических со-
стояниях нормальная структура кости не может быть 
восстановлена. В таких случаях для активации про-
цесса регенерации костной ткани используют кост-
ные имплантаты.

Способность к тканевой регенерации для кост-
ных имплантатов измеряется остеогенным, остео-
кондуктивным и остеоиндуктивным потенциалами 
[1]. Костные имплантаты должны обеспечивать 
структурную целостность кости, а также обладать 
способностью к остеокондукции, то есть способ-
ствовать восстановлению целостности кости за счет 
врастания ткани в материал [2]. Имплантаты, обла-
дающие остеогенным потенциалом, содержат в себе 
остеобласты или их предшественники, восстанав-
ливающие структуру кости [3]. При наличии у им-

плантата остеоиндуктивных свойств происходят 
миграция мезенхимальных стволовых клеток реци-
пиента в зону повреждения и их дифференцировка 
в остеобласты, запускающие процесс регенерации [4].

Ауто- и аллотрансплантаты являются наиболее 
распространенным видом костных имплантатов, 
получаемых трансплантацией костной ткани в пре-
делах одного организма или от донора. Аллотранс-
плантаты характеризуются остеокондуктивными 
и, в некоторых случаях, остеоиндуктивными свой-
ствами, а аутотрансплантаты также обладают остео-
генным потенциалом [2]. Однако использование 
таких имплантатов ограничено рисками инфекци-
онных осложнений и отторжения в случае алло-
трансплантатов, а также недостаточностью мате-
риала при использовании аутотрансплантатов [5]. 
В связи с этим активно развивается разработка кост-
ных заменителей.

Одним из вариантов решения этой задачи явля-
ется использование тканеинженерных скаффолдов. 
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Скаффолды поддерживают целостность ткани или 
органа, а также обеспечивают субстрат для адгезии, 
миграции и пролиферации клеток, участвующих 
в процессе регенерации [6]. Материал скаффолдов 
должен быть биорезорбируемым, что позволяет 
скаффолду рассасываться в процессе формирова-
ния новой ткани. Для формирования таких кон-
струкций может быть использован фиброин шёлка. 
Большие надежды возлагаются на использование 
фиброина в качестве основы для создания костных 
имплантатов, так как данный материал является 
одним из наиболее прочных природных полимеров 
и при этом обладает высокой биосовмес тимостью, 
устойчивостью и способностью к управляемой био-
резорбции [7].

В настоящей работе исследованы свойства раз-
личных фиброиновых скаффолдов: плоских скаф-
фолдов в виде пленки (СП), обладающих сложной 
трёхмерной структурой скаффолдов в виде пористой 
губки (СПГ) и бислойных гибридных скаффолдов 
(ГС), представляющих собой пористые конструк-
ции, сформированные на пленке. В ходе исследова-
ния были изучены некоторые аспекты применения 
данных скаффолдов для регенерации костной ткани.

Материалы и методы 

Формирование скаффолдов. СПГ и СП получали 
из водных растворов фиброина согласно методике, 
описанной ранее [8].

ГС получали посредством формирования по-
ристого скаффолда на поверхности СП.

Для введения флуоресцентной метки скаффол-
ды инкубировали в растворе тетраметилромадини-
зотиоцианата (ТРИТЦ, Sigma), не связавшийся 
краситель отмывали солевым фосфатным буфером.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ). 
Структуру скаффолдов изучали на микроскопе 
Camscan S2 (Cambridge Instruments, Великобрита-
ния). При подготовке к исследованиям проводили 
дегидратацию образцов в возрастающих концентра-
циях этилового спирта и ацетоне, затем высуши-
вали на приборе Hitachi critical point dryer HCP-2 
(Hitachi, Ltd., Япония) и напыляли слой платины 
толщиной 20 нм с использованием прибора Ion 
Coater IB3 (Eiko Engineering Co., Япония). 

Клеточные линии и условия культивирования. Вы-
деление мышиных эмбриональных фибробластов 
(МЭФ), экспрессирующих зеленый флуоресцентный 
белок (GFP, green fluorescent protein), проводили, как 
описано ранее [9]. МЭФ и иммортализованные 
мышиные фибробласты линии 3Т3 культивировали 
в среде Игла в модификации Дульбекко (DMEM) 
производства ПанЭко (Россия), содержащей 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) произ-
водства HyClone (США). Остеобластоподобные 
клетки линии MG-63 культивировали на мини-
мальной среде Игла (ЕМЕМ) производства Lonza 
(Бельгия), в которую добавляли 1% раствора заме-
нимых аминокислот (NEAA) производства Lonza 

(Бельгия) и 10% ЭТС. Все типы клеток культиви-
ровали при 37°С в присутствии 5% СО2. 

Культивирование клеток на скаффолдах. Все 
скаффолды стерилизовали в 70%-ном этаноле. Для 
проведения исследований in vitro отмывали скаф-
фолды средами культивирования без добавления 
ЭТС. В лунки 24-луночных плашек помещали круг-
лые фрагменты скаффолдов диаметром 15 мм и на-
носили на них клетки в 1 мл соответствующих сред 
культивирования. Через пять часов скаффолды пе-
реносили в чашки Петри диаметром 35 мм, содер-
жащие по 2 мл среды. При культивировании клеток 
на скаффолдах каждые трое суток заменяли среды 
на свежие.

Фибробласты линии 3Т3 культивировали на СП 
и на пористой поверхности ГС. Исходная плотность 
клеток составляла 20 тыс. клеток на скаффолд. На 
первые, третьи и седьмые сутки проводили МТТ-тест, 
как описано ранее [10].

Для культивирования МЭФ были использованы 
СП, СПГ, и ГС, меченные ТРИТЦ. На скаффолды 
наносили по 20 тыс. клеток. На первые, третьи и 
седьмые сутки культивирования клетки фиксиро-
вали и изучали образцы методом конфокальной 
микроскопии.

На меченные ТРИТЦ скаффолды всех типов 
наносили по 80 тыс. остеобластоподобных клеток 
MG-63 и культивировали их в течение суток. Затем 
фиксировали клетки 10%-ным формалином в соле-
вом фосфатном буфере (БиоВитрум, Россия), окра-
шивали фаллоидином, конъюгированным с флуо-
ресцеин-5-изотиоцианатом (фаллоидин-Alexa Fluor™ 
488) производства Invitrogen (США), для выявления 
актинового цитоскелета и дигидрохлоридом 4′,6-
диамидино-2-фенилиндола (DAPI, Sigma-Aldrich, 
США) для обнаружения ядер клеток. Полученные 
препараты изучали методом конфокальной микро-
скопии.

Конфокальная лазерная сканирующая микроско-
пия (КЛСМ). Исследования проводили на микро-
скопе Eclipse Ti-E с конфокальным модулем А1 
(Nikon, Япония). Получали серии оптических сре-
зов с использованием объективов CFI Plan Apo-
chromat VC 20х/0,75 и Plan Fluor DIC 40x/1,30 Oil.

Модель искусственного дефекта бедренной кости. 
Изучение регенерации костной ткани in vivo прово-
дили на крысах породы Wistar под наркозом (смесь 
анестетика ZoletilТ 100 (Virbac, Франция) и мио-
релаксанта Рометар (Bioveta, Чехия) в стерильном 
фосфатно-солевом буфере в концентрациях 10% и 
20% по объему, соответственно) в стерильных ус-
ловиях. После выбривания операционного поля и 
обработки кожи 70%-ным раствором этанола соз-
давали линейный разрез длиной до 25 мм. Фасции 
бедренной мышцы расслаивали вдоль до доступа 
к бедренной кости. Костный дефект в диафизе ко-
сти формировали с помощью стоматологического 
бора, диаметр дефекта составлял 2 мм. В полость 
имплантировали фрагмент пористого скаффолда 
соответствующего размера. 
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Приготовление гистологических образцов. Мате-
риал фиксировали в 10%-ном растворе Буэна (на-
сыщенный водный раствор пикриновой кислоты, 
формалин и уксусная кислота в соотношении 15:5:1). 
Дополнительно проводилась декальцинация в 25%-
ном растворе трилона Б. Фрагменты костных тка-
ней, прилегающих к области повреждения, заливали 
в парафин и готовили срезы толщиной 5–6 μм. За-
тем срезы регидратировали, окрашивали гематок-
силином и эозином, а затем заливали в бальзам. 
Препараты изучали на микроскопе Axiovert 200M 
LSM510 META (CarlZeiss, Германия) с использова-
нием камеры AxioCam MRC 5 (Carl Zeiss, Германия). 

Результаты 

Получение различных типов скаффолдов из фиб-
роина шёлка. Для изучения возможности создания 
биорезорбируемых костных заменителей на основе 
фиброина шелка были получены три типа скаффол-
дов: СП (рис. 1, А и Б), трёхмерные СПГ (рис. 1, В 
и Г) и бислойные ГС (рис. 1, Д и Е). С помощью 
СЭМ была охарактеризована структура поверхно-
сти полученных скаффолдов. Для СП был харак-
терен микрорельеф (рис. 1, Б). Фиброиновые СПГ 
обладали трёхмерной пористой структурой со слож-
ной топографией (рис. 1, Г). Особенностью ГС 

(рис. 1, Д и Е) является формирование пористого 
скаффолда на фиброиновой пленке, что приводит 
к образованию бислойной гибридной конструкции, 
на одной стороне имеющей открытую, пористую 
структуру, а на другой – плоскую поверхность.

Культивирование фибробластов и остеобласто-
подобных клеток на различных типах скаффолдов 
на основе фиброина. Для изучения способности из-
делий из фиброина шёлка поддерживать адгезию 
и пролиферацию клеток было проведено исследо-
вание адгезии и роста первичной культуры МЭФ, 
иммортализованных фибробластов 3Т3 и клеток 
остеосаркомы человека MG-63 на разных типах 
фиброиновых скаффолдов. На рис. 2, А представ-
лено изображение МЭФ на поверхности губчатой 
части гибридного скаффолда, поверхность которой 
показана на рис. 2, Б. Пролиферацию клеток на 
поверхности скаффолдов оценивали посредством 
МТТ-теста (рис. 2, В). Результаты экспериментов 
показали способность СП, СПГ и ГС поддерживать 
адгезию и пролиферацию клеток всех использо-
ванных в эксперименте типов. При этом фибро-
бласты линии 3Т3 продолжали активно пролифе-
рировать на пористой поверхности ГС до 7-х сут 
эксперимента, в то время как на СП прекращали 
рост после 3 сут культивирования. 

При культивировании клеток остеосаркомы 
человека MG-63 на фиброиновых скаффолдах, 
имеющих трёхмерную структуру (СПГ и ГС), зна-
чительная часть клеток образовывала контакты 
с материалом скаффолда и другими клетками, ле-
жащими в разных плоскостях (рис. 2, Д–З), что 
не было характерно для клеток, культивируемых 
на СП (данные не представлены). 

Регенерация дефекта бедренной кости. Гисто-
логический анализ области имплантации через 
4 нед. после операции показал, что внутри скаф-
фолда наблюдаются незначительная лимфоцитар-
ная инфильтрация и очаги остеогенеза (рис. 3, А и Б). 
В области имплантата выявлялись остеогенные 
клетки – остеокласты, остеобласты и остеоциты. 

Обсуждение

Создание различных типов биорезорбируемых 
скаффолдов для восстановления тканей является 
важной задачей для развития регенеративной меди-
цины. В настоящей работе представлены три типа 
скаффолдов из фиброина (рис. 1), которые могут 
быть использованы для создания костных имплан-
татов на их основе. 

Костные имплантаты, как правило, использу-
ются для заполнения объемных дефектов, что огра-
ничивает применение плоских скаффолдов для 
этой цели. В основном они используются для мо-
дельных исследований и сравнения с трёхмерными 
конструкциями [11]. Тем не менее, СП также могут 
иметь свою область применения, в частности, для 
создания биорезорбируемых барьерных мембран, 
используемых при восстановлении периодонта. Их 

Рис. 1. Скаффолды на основе фиброина шёлка: СП (А–Б), 
СПГ (В–Г), ГС (Д–Е). Слева расположены макрофотографии 
конструкций, справа – структура поверхности скаффолдов 

(СЭМ)
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Рис. 2. Адгезия и пролиферация клеток на разных типах фиброиновых скаффолдов. Верхний ряд (А – В) – фибробласты на по-
верхности фиброиновых скаффолдов: А – МЭФ на поверхности ГС (выявлен GFP, накапливающийся в клетках, данные 
КЛСМ), Б – губчатая поверхность ГС, окрашенного ТРИТЦ (данные КЛСМ), В – пролиферация фибробластов линии 3Т3 на 
СП и ГС (данные МТТ-теста). Нижний ряд: (Г – Ж) – остеобластоподобные клетки MG-63 на поверхности СПГ, окрашенного 
ТРИТЦ (данные КЛСМ): Г –  цитоскелет MG-63, выявленный фаллоидин – Alexa Fluor™ 488), Д – ядра клеток, визуализиро-

ванные DAPI, Е – материал скаффолда, связанный с ТРИТЦ, Ж – наложение каналов Г–Е

Рис. 3. Применение фиброиновых скаффолдов для регенера-
ции костной ткани. А–Б – гистологический анализ тканей, 
сформированных на месте дефекта бедренной кости крысы, 
закрытого фиброиновым СПГ, окраска гематоксилин-эози-
ном. А – остеокласт (1), взаимодействующий с материалом 
скаффолда (*), Б – остеобласты (2) и остеоциты (3) внутри ма-

териала скаффолда (*)

функциональное значение состоит в том, чтобы фи-
зически отделить область дефекта от окружающих 
мягких тканей и не позволить быстро растущим 
эпителиальным клеткам заполнить ее раньше, чем 
в эту область врастут ткани периодонтальной связки 
и альвеолярных костей [12]. Также для этой цели 
могут быть использованы многослойные мембраны, 
имеющие с одной стороны гладкую поверхность – 
для обеспечения барьерной функции, а с другой 
пористую – для адгезии и пролиферации специ-
фических клеток периодонта [13]. Таким образом, 
использование ГС, имеющих подобную структуру, 
для восстановления тканей периодонта представ-
ляется достаточно перспективным. Такого же типа 
гибридные конструкции были успешно использо-
ваны для восстановления дефекта свода черепа 
крысы [14].

Для восстановления дефектов кости наиболее 
часто применяются пористые скаффолды [15, 16]. 
Пористая структура скаффолда важна для мигра-
ции и пролиферации клеток, участвующих в реге-
нерации кости, а также васкуляризации новообра-
зованной ткани [17].

Изучение роста различных типов клеток на 
поверхности исследуемых скаффолдов показало 
биосовместимость материала и способность под-
держивать адгезию и пролиферацию разных типов 
клеток на их поверхности (рис. 2).

Фибробласты – резидентные клетки соедини-
тельных тканей, оказывающие огромное влияние 
на процессы регенерации различных тканей и ор-

ганов [18]. Способность скаффолдов поддержи-
вать адгезию и пролиферацию этого типа клеток 
является важным показателем биосовместимости.

При использовании СПГ и ГС клетки обнару-
живались на поверхностях скаффолда, также зна-
чительная часть клеток образовывала контакты 
с материалом скаффолда и другими клетками в раз-
ных плоскостях (рис. 2, Д–З). Такие клетки, как 
фибробласты и остеобласты, in vivo находятся в трёх-
мерной среде, где они могут образовать контакты 
с внеклеточным матриксом и другими клетками 
во всех плоскостях [19]. Таким образом, при куль-
тивировании клеток на СПГ и ГС клетки находятся 
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в условиях, приближенных к физиологическим. 
Создание трёхмерной среды является одним из 
факторов, способствующих дифференцировке остео-
бластов [20, 21].

Имплантация пористого фиброинового скаф-
фолда в область костного дефекта позволила в не-
которой степени восстановить целостность кости, 
что способствовало сохранению ее функциональ-
ности в период регенерации. Через 4 нед. после опе-
рации в области имплантации были обнаружены 
клетки, участвующие в регенерации кости (рис. 3). 
Наблюдались остеобласты, вырабатывающие ком-
поненты костного внеклеточного матрикса, в кост-
ных лакунах были выявлены остеоциты, обладающие 
характерной отростчатой формой. Также были об-
наружены остеокласты, полинуклеарные макрофаги 
костной ткани, резорбирующие материал скаффолда. 

Наличие остеоспецифических клеток, взаимо-
действующих с материалом скаффолда, указывает 
на его остеокондуктивные свойства, которые харак-
теризуются способностью окружающей костной 
ткани врастать в имплантат [22].

Таким образом, разработанные фиброиновые 
скаффолды являются эффективным субстратом 

для адгезии и пролиферации клеток, участвующих 

в регенерации тканей. СПГ и ГС являются наибо-

лее оптимальными для создания костных замени-

телей, так как они обладают трёхмерной пористой 

структурой, необходимой для восстановления этого 

типа ткани. Было показано, что имплантация по-

ристого скаффолда в область дефекта в бедренной 

кости приводит к появлению очагов остеогенеза 

внутри имплантата.
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цины”, уникальный идентификатор соглашения 
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METHODS

BIORESORBABLE SCAFFOLDS BASED ON FIBROIN FOR BONE TISSUE REGENERATION

M.S. Kotliarova1,*, A.Yu. Arkhipova2, A.M. Moysenovich1, D.A. Kulikov3, A.V. Kulikov4, 
A.S. Kon’kov1, M.A. Bobrov3, I.I. Agapov5, M.M. Moisenovich2, A.V. Molochkov3, 
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The use of tissue-engineering constructs based on scaffolds that imitate the extracellular 
matrix of living tissue unveils new opportunities in the treatment of various pathologies and inju-
ries associated with tissue and organ damage. Silk fibroin of silkworm Bombyx mori is a biocom-
patible and bioresorbable polymer with high mechanical strength and elasticity. These features 
allow creating scaffolds on its basis for regeneration of various tissues, including bone tissue. In 
the present work fibroin scaffolds were obtained in form of porous sponges, films and hybrid 
scaffolds. The last ones are bilayer structures in which the porous sponges intrinsic three-dimen-
sional structure is limited on the one side by the film. The structure of scaffolds and their bio-
compatibility was studied. The tests showed that immortalized and primary fibroblasts, as well as 
osteoblast-like cells, successfully adhere and proliferate on the surface of the studied scaffolds. 
Numerous osteogenesis foci were observed in the implant region in the in vivo experiments on 
the rat femoral bone defect model four weeks after the implantation of the fibroin porous scaf-
fold. These results indicate the osteoconduction of the scaffolds.

Keywords: regeneration, bone substitutes, bone defect model, fibroin, scaffolds, tissue engineering
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АНАЛИЗ СТРУКТУРЫ НУКЛЕОСОМ В ПОЛИАКРИЛАМИДНОМ ГЕЛЕ 
МЕТОДОМ ФЁРСТЕРОВСКОГО РЕЗОНАНСНОГО ПЕРЕНОСА ЭНЕРГИИ

О.В. Чертков1,2, М.Е. Валиева1, Н.В. Малюченко1, А.В. Феофанов1,2,*

1Кафедра биоинженерии, биологический факультет, Московский государственный университет 
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Россия, 117997, г. Москва, ул. Миклухо-Маклая, д. 16/10

*e-mail: avfeofanov@yandex.ru

На основе эффекта Фёрстеровского резонансного переноса энергии (FRET) разрабо-
тана методика анализа структуры (Су3, Су5)-меченных нуклеосом в полиакриламидном 
геле после электрофореза в нативных условиях. Показано, что корректное применение 
этой методики требует контроля за неспецифическим межмолекулярным FRET и пере-
поглощением флуоресценции. Проведен сравнительный анализ результатов FRET-изме-
рений двух типов нуклеосом и их комплексов с дрожжевым белком FACT, который под-
твердил сходство структурных особенностей нуклеосом, выявляемых в геле и в водном 
растворе. Применение FRET-анализа в комбинации с электрофорезом позволяет не только 
разделить и визуализировать компоненты сложной смеси, оценив их относительное со-
держание, но и охарактеризовать структурные отличия этих компонентов in situ. 

Ключевые слова: нуклеосома, флуоресценция, электрофорез, перенос энергии, микроско-
пия, эпигенетика

Первым уровнем структурной организации хро-
матина является нуклеосома, состоящая из участка 
ДНК длиной 147 пар нуклеотидов (п.н.), уложен-
ного в виде 1,7 витка на поверхности октамера гисто-
нов. Короткие фрагменты ДНК длиной 150–350 п.н., 
содержащие одиночные нуклеосомы, являются удоб-
ной экспериментальной системой для исследования 
многих сложных процессов, происходящих в ядре, 
таких как структурные перестройки нуклеосомы 
под действием белковых факторов [1], АТФ-зависи-
мое ремоделирование хроматина [2], транскрипция 
[3], репликация [4] и репарация [5] ДНК. Иссле-
дования с использованием мононуклеосом прово-
дятся с применением различных физико-химиче-
ских подходов, начиная от высокотехнологичных, 
таких как рентгеноструктурный анализ [6], крио-
электронная микроскопия [7], spFRET-микроско-
пия (микроскопия одиночных частиц на основе 
FRET – Фёрстеровского резонансного переноса 
энергии) [1, 8–13], и заканчивая более традицион-
ными, но достаточно информативными методами 
гель-фильтрации [14], футпринтинга и электрофо-
реза [15].

Электрофорез в полиакриламидном геле (ПААГ) 
в нативных условиях является простым и востребо-
ванным методом анализа белок-белковых и ДНК-
белковых комплексов, позволяющим разделять их 
в зависимости от заряда и размера. Применительно 
к исследованию нуклеосом электрофорез исполь-
зуется для визуализации и разделения различных 
комплексов нуклеосом с белками, анализа про-

дуктов транскрипции и репликации in vitro [4], из-
учения условий образования субнуклеосомных (гек-
сасомы, тетрасомы) и полинуклеосомных частиц. 
При этом в большинстве исследований окраска 
разделенных в геле компонентов используется для 
анализа их относительного количества и состава. 

Введение в нуклеосому или анализируемый 
комплекс двух флуорофоров (донора и акцептора), 
между которыми реализуется FRET, дает возмож-
ность изучать структурные изменения в области рас-
положения меток, что широко используется в иссле-
дованиях, проводимых в растворе, и в частности, 
в spFRET-микроскопии. Современная приборная 
база технически позволяет проводить измерения 
FRET и в геле, что способно значительно расши-
рить информативность электрофоретического ана-
лиза. В то же время исследования нуклеосом с изме-
рением FRET в геле проводились лишь в единичных 
случаях, с применением двух пар меток (Cy3B и 
ATTO647N [9], Alexa 488 и Alexa 594 [10]), и эти под-
ходы требуют дальнейшей детальной разработки. 

В настоящей работе описывается новая мето-
дика измерения FRET в геле для нуклеосом, мечен-
ных донор-акцепторной парой флуорофоров Су3 
и Су5. На примере нуклеосом и их комплексов 
с дрожжевым белком yFACT (от англ. yeast и FAcili-
tates Chromatin Transcription) показано, что структур-
ные особенности, выявляемые на основе FRET-ана-
лиза в геле, согласуются с результатами исследований 
аналогичных образцов в водных растворах. Это 
подтверждает перспективность комбинирования 
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методик электрофореза с FRET-анализом для струк-
турных исследований компонентов сложных реак-
ционных смесей in situ. 

Материалы и методы

В работе использовали: наборы для очистки 
фрагментов полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
и экстракции ДНК из геля фирмы Qiagen; фер-
менты рестрикции, ДНК-лигазу фага Т4 и ДНК-
полимеразу Taq фирмы New England Biolabs.

Флуоресцентно-меченные ДНК-матрицы с 
сильной нуклеосомпозиционирующей последова-
тельностью s603 длиной 147 п.н. получали при по-
мощи ПЦР с использованием следующих флуо-
ресцентно-меченных праймеров:

M_Fw 5’ – AGCGACACCGGCACTGGGCCCGG
T T C G C G C T C C C T C C T T C C G T G T G T T 

GTCGTCTCTCGGGCGTCTAAGTACGCT*T,

M_Rev 5’ – ACCCCAGGGACTT#GAAGTAATAAG
G A C G G A G G G C C T C T T T C A A C A T C G 

ATGCACGGTGGTTAGCCTTGGA,

P_Fw 5’ – CAAGCGACACCGGCACTGGGCCCG
G T T C G C G C T * C C C T C C T T C C G TG TG T T 

GTCGTCTCTCGGGCGTCTAAGTACGCTT,

P_Rev 5’ – GATTGGT#GGCACGTAGCTACAACT
T T C T C C G G G A G G C A G G A A T A A T G A A 

GTTCAGGGACCCCA,

где T* и T# – это, соответственно, Су3- и Су5-ме-
ченные нуклеотиды. Пары праймеров (P_Fw, P_Rev) 
и (M_Fw, M_Rev) использовали для получения 
ДНК-матриц с различным положением меток: со-
ответственно, +13, +91 и +35, +113 п.н. от входа 
ДНК в нуклеосому.

Выделение и очистку ДНК-матриц, а также ли-
гирование матрицы, меченной по положениям +13 
и +91, с промоторным участком длиной 137 п.н. 
проводили, как описано ранее [11].

В качестве источника коровых гистонов для 
сборки нуклеосом на матрице, меченной по положе-
ниям +13 и +91 (далее нуклеосомы N(+13, +91)), 
использовали хроматин без гистона Н1, который 
выделяли из эритроцитов цыплят, как описано ра-
нее [16]. Нуклеосомы N(+13, +91) собирали на 
ДНК-матрице в ходе диализа против NaCl в умень-
шающихся концентрациях по протоколу, описан-
ному ранее [16]. 

Нуклеосомы с метками в положениях +35 и +113 
(далее нуклеосомы N(+35, +113)) собирали на ок-
тамере рекомбинантных гистонов лягушки Xeno-
pus laevis в ходе диализа против NaCl в уменьшаю-
щихся концентрациях по протоколу, описанному 
ранее [17].

Комплексы N(+35, +113) с yFACT получали, 
как описано ранее [6] в буфере, содержащем 17 мМ 
HEPES, 2 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 0,8 мМ Na

3EDTA, 
0,11 мМ 2-меркаптоэтанол, 11 мМ NaCl, 1,1% гли-
церина и 12% сахарозы. 

Электрофорез в нативных условиях проводили 
в 4%-ном ПААГ (акриламид:бисакриламид – 39:1) 
в буфере, содержащем 44,5 мМ Трис-борат, 1 мМ 
EDTA в течение 15–20 мин при 200 В. Нуклеосомы 
загружали в гель, добавив в раствор с ними 10% са-
харозы. FRET-анализ полученного геля выполняли 
на приборе Typhoon Trio (GE Healthcare, США).

Для измерения сигнала FRET в геле исследуе-
мые образцы подвергали электрофорезу в натив-
ных условиях в 4%-ном ПААГ. После завершения 
электрофореза изображения распределения флуо-
ресценции Су3 и Су5 в геле регистрировали в диа-
пазонах 565–595 нм (сигнал Су3) и 655–685 нм 
(сигнал Су5) при возбуждении лазером с длиной 
волны 532 нм, контролируя отсутствие насыще-
ния детектора (рисунок, Г и Е).

Интенсивность флуоресценции Су3 и Су5 
в полосах интересующих компонентов определяли 
с помощью программы Gel analyzer (http://www.
gelanalyzer.com/index.html), выбирая для оцифровки 
идентичные области на изображениях распределе-
ния сигналов Су3 и Су5. Интенсивности рассчи-
тывали, вычисляя площади под соответствующими 
пиками с поправкой на базу.

Измеренные значения интенсивности флуо-
ресценции Су3 и Су5 (соответственно, I3 и I5) ис-
пользовали для расчёта эффективности FRET (E) 
с помощью уравнения:

E = (I5 – 0,17I3) / (I5 + 0,83I3) (1),

где коэффициенты 0,17 и 0,83 введены для учета 
перекрывания спектров флуоресценции Су3 и Су5 
в диапазоне 655–685 нм.

Нуклеосомы N(+13, +91) выделяли из геля, 
как описано ранее [1]. spFRET-анализ нуклеосом 
N(+35, +113) и их комплексов с yFACT в растворе 
проводили по методике, описанной ранее [1, 11]. 
Результаты spFRET-измерений представляли в виде 
распределения нуклеосом по величине Е и рас-
считывали среднюю по выборке величину Е (Еср). 

Результаты и обсуждение

Разработку методики измерения FRET в геле 
проводили с использованием нуклеосом, мечен-
ных донор-акцепторной парой флуорофоров Су3 
и Су5 в двух разных участках нуклеосомы. В ну-
клеосомах N(+13, +91) метки, введенные в соседние 
суперспиральные витки ДНК, расположены вблизи 
входа ДНК в нуклеосому, а в N(+35, +113) – в сере-
динной части нуклеосомы (рисунок, А). Как показа-
но нами ранее, оба варианта мечения обеспечивают 
высокую эффективность FRET при измерениях 
методом spFRET-микроскопии в растворе и позво-
ляют надежно выявлять изменения в укладке ДНК 
на гистоновом коре при воздействии различных 
факторов [11–13]. Помимо положения меток, 
N(+13, +91) и N(+35, +113) отличаются по проис-
хождению коровых гистонов: для сборки N(+13, +91) 
использовали хроматин без гистона Н1, выделенный 
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Рисунок. Анализ структуры нуклеосом в полиакриламидном геле методом FRET. А – Структура коровой части нуклеосомы и по-
ложения меток Су3 и Су5 в центральной части (+35 и +113) и вблизи входа ДНК в нуклеосому (+13 и +91). Октамер гистонов 
показан черным цветом. Б, В – Измеренные в геле величины Е для нуклеосом (Б) и ДНК-матрицы (В), меченых по положениям 
+13 и +91, при разном количестве К образца, нанесенного на дорожку. Г, Е – Электрофореграммы нуклеосом N(+13,+91) (Г), 
N(+35,+113) и их комплексов с yFACT (Е). Дорожки Су3 и Су5 – распределения флуоресценции соответствующих меток при 
возбуждении 532 нм и регистрации сигнала соответственно в области 565–595 нм (Су3) или 655–685 нм (Су5). Н – нуклеосомы. 
М – маркеры ДНК с указанием их размеров в парах нуклеотидов (п.н.). Количество нанесенного образца – 54 фмоль на дорожку. Д, 
Ж – Измеренные методом spFRET-микроскопии в растворе распределения по величине E нуклеосом N(+13,+91), выделенных 
из геля (Д), а также N(+35,+113) и их комплексов с yFACT (Ж). Символами показаны экспериментальные данные. Сплошные 

линии – результаты аппроксимации экспериментальных данных суммой двух Гауссовых полос
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из эритроцитов цыплят, а для N(+35, +113) – ок-
тамер рекомбинантных гистонов лягушки X. laevis.

Исследуемые образцы подвергали электрофо-
резу в нативных условиях в 4%-ном ПААГ, а изме-
рение сигнала FRET в геле выполняли, как описано 
в разделе Материалы и методы. Чтобы исключить 
влияние на измеряемые интенсивности эффекта 
перепоглощения флуоресценции, с помощью флуо-
ресцентно-меченных праймеров, несущих одну 
метку (Су3 или Су5), был определен диапазон 
(27–432 фмоль), в котором интенсивность флуо-
ресценции в полосе на геле линейно зависела от 
количества нанесенного на дорожку образца (дан-
ные не приведены).

Обнаружено, что при возбуждении Су3 часть 
флуоресценции этого хромофора проявляется и на 
изображении распределения флуоресценции Су5. 
Это связано с частичным перекрыванием спектров 
флуоресценции Су3 и Су5 в области 655–685 нм и 
требует учета при расчете эффективности FRET 
(уравнение (1)). Прямого возбуждения флуорес-
ценции Су5 лазером с длиной волны 532 нм не об-
наружено. 

Концентрирование (Су3, Су5)-меченных мо-
лекул в геле в процессе электрофореза может в до-
полнение к внутримолекулярному FRET вызывать 
появление неспецифического межмолекулярного 
FRET, который обусловлен пространственной 
близостью меченых молекул. Для учета этого эф-
фекта нами были измерены величины Е при раз-
личных загрузках матрицы ДНК и нуклеосом, ме-
ченых по положениям +13 и +91 (рисунок, Б и В). 
Было установлено, что в случае нуклеосом величина 
Е остается постоянной при разных количествах 
(К) загруженных в гель нуклеосом (27–430 фмоль 
на дорожку), что указывает на незначительный вклад 
межмолекулярного FRET в измеряемую величину. 
Однако в случае свободной ДНК в геле обнаружена 
явная зависимость величины Е от К (рисунок, В). 
В то же время измерения в растворе показывают, 
что эффективность FRET для линейной формы 
свободной ДНК (+13, +91) равна нулю из-за боль-
шого расстояния между Су3 и Су5 [1]. Таким обра-
зом, наблюдаемый для ДНК в геле FRET обусловлен 
неспецифическими межмолекулярными взаимодей-
ствиями, и он проявляется даже при очень низкой 
загрузке ДНК (1,7 фмоль на дорожку). Основной 
причиной наблюдаемого межмолекулярного FRET, 
по-видимому, является очень сильное концентри-
рование ДНК в электрическом поле при движении 
в геле. На это указывает высокая локальная яркость 
сигнала флуоресценции ДНК и маленькая по срав-
нению с нуклеосомами толщина линий ДНК в геле 
(рисунок, Г и Е). Кроме того, известно, что при 
движении ДНК способна ориентироваться вдоль 
потока, что также может способствовать более 
плотной упаковке соседних молекул ДНК в геле и 
усилению межмолекулярного FRET.

Нуклеосомы N(+13, +91) в геле разделяются 
на две полосы: собственно нуклеосомы и свободную 
ДНК (рисунок, Г). Это связано с неполной сбор-
кой нуклеосом на ДНК-матрице в исследованном 
образце. Измеренное значение эффективности FRET 
для полосы нуклеосомы в геле равнялось 0,47, что 
близко к величине Еср = 0,46, рассчитанной для 
нуклеосом N(+13, +91), выделенных из геля и иссле-
дованных в растворе методом spFRET-микроско-
пии (рисунок, Д). В полосе ДНК значение эффек-
тивности FRET равно 0,14, что, как обсуждалось 
выше, определяется неспецифическим межмолеку-
лярным FRET, характерным для свободной ДНК 
в геле. 

Чтобы подтвердить соответствие величин эф-
фективности FRET (а, следовательно, и структур-
ных особенностей), измеренных для нуклеосом в 
геле, значениям эффективности FRET в растворе, 
нами был проведен FRET-анализ в геле нуклео-
сом N(+35, +113) и их комплексов с yFACT. yFACT 
является хроматин-ремоделирующим белковым 
комплексом и шапероном гистонов. Ранее для ну-
клеосом, собранных с использованием хроматина 
из эритроцитов цыплят, нами было обнаружено, 
что yFACT способен обратимо и АТФ-независимо 
раскручивать нуклеосомную ДНК без потери ги-
стонов [1]. Проведенные нами измерения методом 
spFRET-микроскопии в растворе показали, что ана-
логичный эффект yFACT реализуется и в случае 
N(+35, +113), собранных на рекомбинантных гисто-
нах лягушки (рисунок, Ж). На это в распределении 
комплексов N(+35, +113) с yFACT по эффектив-
ности FRET указывают: исчезновение состояния 
с большими значениями Е, характерными для плот-
ноупакованных нуклеосом; появление доминиру-
ющего состояния с низкими значениями Е, харак-
терными для раскрученной нуклеосомной ДНК 
(рисунок, Ж). Сходные изменения в эффективности 
FRET наблюдаются для комплексов N(+35, +113) 
с yFACT и в геле (рисунок, Е). Так, в геле для N 
(+35, +113) и их комплексов с yFACT были полу-
чены значения Е, которые соответственно равны 
0,46 и 0,13. Эти значения хорошо согласуются с 
величинами Еср 0,49 и 0,08, определенными для N 
(+35,+113) и их комплексов c yFACT методом 
spFRET-микроскопии в растворе.

Проведенные исследования показывают, что 
в процессе электрофореза в нативных условиях 
у нуклеосом и их комплексов с белками сохраня-
ются структурные особенности, характерные для 
водных растворов, а методика измерения FRET 
в геле позволяет выявить их. При этом в геле проис-
ходит разделение компонентов, состояний и комп-
лексов нуклеосом, имеющих различную электрофо-
ретическую подвижность, что дает возможность 
визуализировать их, оценить относительное со-
держание, а с помощью FRET-анализа – еще и 
изучить структурные отличия. FRET-анализ в геле 
имеет широкий спектр приложений, выходящий 
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далеко за границы исследований нуклеосом и их 
комплексов. Однако, как показывает пример сво-
бодной ДНК, разработка и применение FRET-ана-
лиза в геле требует контроля за неспецифическим 

межмолекулярным FRET и перепоглощением флуо-
ресценции. 

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

ANALYSIS OF NUCLEOSOME STRUCTURE IN POLYACRYLAMIDE GEL USING 
FŐRSTER RESONANCE ENERGY TRANSFER METHOD

O.V. Chertkov1,2, M.E. Valieva2, N.V. Malyuchenko2, A.V. Feofanov1,2,*

1Bioengineering Department, School of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskiye Gory 1–12, Moscow, 119234, Russia;

2Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 
ul. Miklukho-Maklaya 16/10, 117997, Moscow, Russia

*e-mail: avfeofanov@yandex.ru

On the basis of Förster resonance energy transfer (FRET) effect a method to analyze the 
structure of (Cy3, Cy5)-labeled nucleosomes in polyacrylamide gel after electrophoresis in na-
tive conditions was developed. It is shown that the correct application of the method requires 
monitoring of nonspecific intermolecular FRET and fluorescence re-absorption. A comparative 
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analysis of the results of the FRET measurements of two types of nucleosomes and their com-
plexes with yeast protein FACT was performed, which confirmed the similarity of the structural 
features of nucleosomes detected in the gel and in aqueous solution. An application of FRET 
analysis in combination with electrophoresis allows one to separate and visualize components of 
a complex mixture, evaluate their relative content, and, in addition, to characterize the structural 
differences between these complexes in situ.

Keywords: nucleosome, fluorescence, electrophoresis, energy transfer, microscopy, epigenetics
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Описан новый штамм-деструктор фенола и 2,4-дихлорфенола (2,4-ДХФ), Rhodococcus 
erythropolis 17S, выделенный из почвы химического предприятия, имеющего длительную 
историю контакта с фенолом и его производными. Идентификация штамма проведена 
с учетом морфометрических, культурально-морфологических и физиолого-биохимиче-
ских признаков, а также результатов сравнительного анализа последовательности гена 
16S рРНК. Исследован рост периодической культуры R. erythropolis 17S в условиях ис-
пользования фенола и 2,4-ДХФ в качестве источников углерода и энергии. Содержание 
фенола в культуральной жидкости снижалось к 4-м сут на 55%, а 2,4-ДХФ – к 22-м сут 
на 47% от контроля. Выявлена возможность применения R. erythropolis 17S для утилиза-
ции фенола в промышленных стоках нефтехимического производства и производства 
дубильных экстрактов. 

Ключевые слова: Rhodococcus erythropolis, штамм-деструктор, фенол, 2,4-дихлорфенол, 
удаление отходов, сточные воды

Фенол и его хлорированные производные яв-
ляются загрязнителями промышленных стоков 
химических и нефтеперерабатывающих заводов, 
обогатительных фабрик цветной металлургии, про-
изводств переработки древесины, сланцев, торфа, 
бурого и каменного угля. К настоящему моменту 
выявлен ряд микроорганизмов, способных исполь-
зовать в качестве источников углерода и энергии 
фенол и 2,4-дихлорфенол (2,4-ДХФ), в том числе: 
Achromobacter sp. [1], Agromyces sp. IBRB-34DCP [2], 
Pseudomonas sp. EST1001 [3, 4], Pseudomonas sp. JS150 
[5] и Rhodococcus erythropolis [6]. 

В ряде работ было отмечено, что бактерии рода 
Rhodococcus обладают широким метаболическим 
потенциалом и способны к росту в присутствии 
различных органических субстратов в концентра-
циях, не всегда потребляемых другими микробами 
[7, 8]. Вместе с тем деструкция фенола и его хлор-
производных представителями рода Rhodococcus 
отмечена лишь в единичных публикациях.

Целью настоящей работы было выявление 
свойств нового штамма Rhodococcus erythropolis 17S – 
деструктора фенола и 2,4-ДХФ. 

Материалы и методы 

Штамм R. erythropolis 17S был выделен из пробы 
почвы расположенного в г. Уфа (Республика Баш-
кортостан) предприятия, производившего и исполь-
зовавшего фенол и его хлорпроизводные в произ-
водственных циклах более полувека. 

Выделение и идентификация штамма по при-
знакам морфологической, морфометрической, физи-

ологической и биохимической дифференциации. Вы-
деление чистой культуры R. erythropolis 17S было 
проведено на селективной среде следующего со-
става: (NH4)2SO4 – 2,6 г/л; KH2PO4 – 2,4 г/л; 
K2HPO2•3H2O – 5,6 г/л; MgSO4•7H2O – 1,0 г/л; 
раствор микроэлементов – 0,1 мл/л; вода дистил-
лированная с добавлением 100 мг/л фенола или 
2,4-ДХФ в качестве единственного источника угле-
рода и энергии. Культуральные и физиолого-био-
химические свойства изолята определяли согласно 
методическому руководству под ред. А.И. Нетру-
сова [9]. Морфометрические и морфологические 
характеристики были получены с помощью атом-
но-силовой микроскопии на сканирующем зондо-
вом микроскопе Solver PRO-M (NT-MDT, Россия) 
[10]. Сканирование объектов вели в контактном 
режиме по методу постоянной силы с использова-
нием кантилеверов CSG01 c радиусом кривизны 
зонда 10 нм. Изображения были получены с помо-
щью двухпроходной методики съемки. 

Рост культуры в жидкой питательной среде и 
его контроль. Посевной материал получали выра-
щиванием бактерий в разведенном в 8 раз мясо-
пептонном бульоне при температуре 30°С. Далее 
культуру засевали в количестве 1 мл в жидкую среду 
следующего состава (г/л): NH4Cl – 1; K2HPO4 – 5; 
MgSO4•7H2O – 0,05; FeSO4•7H2O – 0,005; 
CuSO4•5H2O – 0,001; ZnSO4 – 0,008; фенол (2,4-
ДХФ) – 0,1, после чего инкубировали в термостати-
руемых орбитальных встряхивателях УВМТ-12-250 
(Элион, СССР) при 115–120 об/мин. Контроль 
роста вели с использованием фотоколориметра 
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КФК-2 (ЗОМЗ, Россия) по изменению оптической 
плотности клеточной суспензии при длине волны 
590 нм.

Определение количества фенола осуществляли 
стандартным фотометрическим методом [11]. Для 
анализов отбирали по 5 мл культуральной жидко-
сти, которую освобождали от клеток центрифуги-
рованием (3630 g, 30 мин). Далее к пробе последо-
вательно приливали 30 мкл 2%-ного раствора 
4-аминоантипирина, 100 мкл 2%-ного раствора 
аммиака и 100 мкл 2%-ного раствора железосинеро-
дистого калия. Смесь перемешивали после добав-
ления каждого компонента реакции и через 10 мин 
измеряли коэффициент пропускания на фотоко-
лориметре КФК-2 при длине волны 540 нм. Коли-
чество фенола определяли по градуировочному 
графику, построенному в стандартных условиях 
определения. 

При определении количества фенола в сточных 
водах использовали методическое руководство по 
анализу сточных вод нефтеперерабатывающих и 
нефтехимических заводов [12]. Сразу после отбора 
пробы сточных вод консервировали 50%-ным едким 
натром из расчета 5 мл NaOH на 1 л пробы, а за-
тем их помещали в перегонную колбу, добавляли 
10%-ный раствор CuSО4, подкисляли разбавленной 
серной кислотой и далее отгоняли фенол. В даль-
нейшем ход определения меняли в зависимости от 
концентрации фенола в полученном отгоне. При 
концентрации фенола больше 0,4 мг/л определе-
ние проводили так же, как в культуральной жид-
кости, а при содержании меньше 0,4 мг/л фенол 
извлекали экстрагирующей смесью хлороформ-изо-
амиловый спирт. Содержание фенола находили по 
калибровочной кривой, которую строили по зна-
чениям стандартных образцов.

Секвенирование генов, кодирующих 16S рРНК, 
сравнение последовательностей и филогенетический 
анализ. Для получения амплификатов и последую-
щего секвенирования ПЦР-фрагментов гена 16S 
рРНК использовалась универсальная праймерная 
система: 8f – (AGA GTT  TGA TCC TGG CTC AG), 
926r – (CCG TCA ATT CCT TTR AGT TT), 1492r – 
(GGT TAC CCT TGT TAC GAC TT). Температурно-
временной профиль ПЦР: первый цикл – 3 мин 
при 95°С; последующие 35 циклов – 0,5 мин при 
95°С, 0,5 мин при 57°С, 1,5 мин при 72°С; завер-
шающий цикл – 5 мин при 72°С. Сравнительный 
анализ амплификатов осуществляли путем элек-
трофореза в 1%-ном агарозном геле при напря-
женности электрического поля 5 В/см [13].

Секвенирование ДНК проводилось в трех по-
вторах на автоматическом секвенаторе 3730 DNA 
Analyser (Applied Biosystems, США). Для поиска 
последовательностей с высоким уровнем идентич-
ности генов 16S рРНК использовалась база дан-
ных GenBank [14]. Филогенетическое древо было 
построено в программе MEGA7 [15] с использова-
нием метода Neighbor-Joining [16]. Эволюционные 

расстояния рассчитывались с помощью метода мак-
симального составного правдоподобия (Maximum 
Composite Likelihood) [17]. Достоверность ветвле-
ния определялась с помощью “bootstrap”-анализа 
1000 альтернативных деревьев (значимыми при-
знавались величины больше 50) [18].

Результаты и обсуждение

Идентификация штамма R. erythropolis 17S. 
На момент анализа микробная популяция R. erythro-
polis 17S была представлена неспорообразующими 
клетками в виде искривленных коротких палочек 
(60% от всего числа клеток) и овалами (25%), а также 
небольшим числом средних и длинных палочек, 
расположенных одиночно, в парах и в скоплениях 
неправильной формы. Размеры всех этих форм 
варьировали в пределах от 0,4–0,8 до 0,6–3,2 мкм.

Наблюдалась положительная окраска клеток по 
Граму, при этом клетки могли легко обесцвечиваться. 

Культура R. erythropolis 17S при росте на мясо-
пептонном агаре образовывала колонии бело-кре-
мового цвета. Оптимальный рост культуры наблю-
дался в аэробных условиях в пределах от +22°С до 
+37°С при значениях рН 7–8. Штамм метаболизи-
ровал D-лактозу, D-мальтозу, использовал мине-
ральный азот, глицин и тиамин, при разложении 
глюкозы образовывал небольшое количество кис-
лоты. Клетки обладали каталазной и казеиназной 
активностью, осуществляли гидролиз желатины.

Секвенирование и сравнительный анализ вариа-
бельных участков гена 16S рРНК длиной 539 п.н. 
позволил выявить 29 близких типовых штаммов 
родов Rhodococcus и Nocardia. При этом исследуемый 
изолят образовывал кластер с типовыми штаммами 
N11 (X79289) и ATCC 4277 (X81929) вида R. erythro-
polis. Уровень идентичности между исследуемыми 
последовательностями составил 99,6% и 98,3%, 
соответственно. Принимая во внимание то, что, 
согласно критериям молекулярной систематики, 
уровень идентичности между штаммами должен 
составлять не менее 97%, изучаемый штамм был 
отнесен к R. erythropolis (рис. 1). Последовательность 
гена 16S рРНК R. erythropolis 17S была депониро-
вана в международной базе данных GenBank под 
номером KY563744. 

На основании выявленных морфометрических, 
физиолого-биохимических, культурально-морфологи-
ческих признаков, а также сравнительного анализа 
последовательности гена 16S рРНК штамм 17S был 
идентифицирован как Rhodococcus erythropolis 17S.

Субстратная специфичность штамма Rhodo-
coccus erythropolis. В ходе дальнейшей работы был 
исследован рост периодической культуры R. erythro-
polis 17S на феноле и 2,4-ДХФ.

Существенное накопление массы клеток при 
использовании фенола в качестве источника угле-
рода и энергии начиналось с первых суток культи-
вирования (рис. 2). Экспоненциальная фаза роста 
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Рис. 1. Филогенетическое древо, построенное методом Neighbor-Joining на основании сравнительного анализа частичной после-
довательности гена 16S рРНК штамма 17S и близких ему последовательностей типовых штаммов бактерий. Цифрами указана 
достоверность ветвления, рассчитанная с помощью “bootstrap”-анализа (зна чимыми признаются величины больше 50). Масштаб 
отражает эволюционное расстояние, соответствующее 5 нуклеотидным заменам на каждые 1000 нуклеотидов. В скобках указаны 

номера GenBank

длилась около двух суток, и оптическая плотность 

(ОП590) достигала 0,7 оптических единиц (о.е.), 

а затем, достигая плохо выраженной стационар-

ной фазы, культура заканчивала свой рост. Содер-

жание фенола в культуральной жидкости снижа-

лось в течение двух суток на 30%, а к четвертым 

суткам – на 55% от начального уровня.

Анализ динамики показателей роста штамма 

R. erythropolis 17S при использовании 2,4-ДХФ 

в качестве субстрата позволил констатировать, что 

биомасса накапливалась достаточно медленно и 

только к 14-м сут инкубации показатель ОП
590 до-

стигал 0,12 о.е. При этом концентрация 2,4-ДХФ 

постепенно снижалась и составляла к 22-м сут 

53% от начальной.

Приведенные выше результаты показывают, 

что R. erythropolis 17S способен использовать фе-

нол и 2,4-ДХФ в качестве единственного источника 

углерода и энергии. Сравнивая графики, можно 

отметить, что утилизация молекул хлорированно-

го фенола являлась более сложной задачей для R. 

erythropolis 17S, чем конверсия молекул фенола. Это 

наблюдение согласуется с ранее полученными дан-

ными о том, что атомы хлора делают ароматический 

субстрат менее доступным для микроорганизмов. 

В ряде работ была исследована скорость утилиза-

ции фенола и 2,4-ДХФ. Так, при культивировании 

Agromyces sp. IBRB-34DCP на феноле и 2,4-ДХФ 

при начальной концентрации 100 мг/л содержа-

ние фенола снижалось к 3-м сут на 44%, а к 9-м – 

на 74% от исходного значения. Количество 2,4-ДХФ 

уменьшалось к 3-м сут на 45%, к 9-м – на 73% [2]. 

При концентрации 2,4-ДХФ 50 мг/л адаптирован-

ная культура R. erythropolis через 7 сут полностью 
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утилизировала данный субстрат [6]. Ранее было 

проведено исследование биодеградации 2,4-ДХФ 

в биореакторе культурой Achromobacter sp. Результаты 

показали, что 2,4-ДХФ в концентрации 25 мг/л 

был полностью утилизирован в течение 5 ч [1]. 

Как известно, рост концентрации ксенобиотиков 

оказывает подавляющее влияние на рост бактерий. 

В связи с этим, способность R. erythropolis 17S расти 

при более высоких концентрациях фенола и 2,4-ДХФ 

является его конкурентным преимуществом, и мо-

жет быть использована для очистки сточных вод 

с более высоким содержанием этих соединений.

Использование штамма R. erythropolis 17S для 
доочистки от фенола сточных вод предприятий 
нефтехимического профиля. Известно, что очистку 

и обезвреживание сточных вод предприятий нефте-

химического профиля от фенола проводят обычно 

в две ступени: на первой происходит освобождение 

стоков от механических примесей в отстойниках, 

ловушках и фильтрах различных систем. Далее ис-

пользуются физико-химические методы: экстрак-

ция органическими растворителями, адсорбция, 

очистка с применением фильтров, парорецирку-

ляция. Как показывает практика, после такой об-

работки в стоках могут присутствовать остаточные 

количества фенола, удаление которых затруднено 

типичными для доочистки стоков плохой аэрацией 

и низким содержанием питательных веществ. С уче-

том того, что родококки отличаются способностью 

длительно оставаться жизнеспособными в олиго-

трофных условиях за счет азотфиксации, запаса-

ния и эффективного использования эндогенных 

фосфорных соединений, проведено исследование 

возможности доочистки загрязненных фенолом 

сточных вод двух промышленных предприятий, 

занимающихся нефтехимическим производством 

(НХП) и производством дубильных экстрактов 

(ПДЭ) культурой R. erythropolis 17S. 

Содержание фенола в пробах сточных вод 

предприятия НХП составляло 0,09 мг/л, а в стоках 

компании ПДЭ – 0,74 мг/л. После 3 сут воздей-

ствия бактерий концентрация фенола снижалась 

до 0,012 и 0,155 мг/л, соответственно (рис. 3). По-

лученные данные показывают, что культура R. 

erythropolis 17S проявила активность в реальных 

условиях загрязненных сточных вод обоих произ-

водств. Существенное изменение содержания фе-

нола в сточных водах при использовании R. erythro-

polis 17S наблюдалось уже после первых суток 

воздействия. Степень очистки сточных вод, дости-

гаемая при использовании штамма R. erythropolis 

17S, составляла для стоков НХП 86,7%, а для сто-

ков ПДЭ – 79,1%. 

На основании полученных данных можно сде-

лать вывод, что в настоящее время представители 

рода Rhodococcus, выгодно отличающиеся длитель-

ным сохранением жизнеспособности в неблаго-

приятных условиях, психрофильностью и термо-

толерантностью, могут рассматриваться в качестве 

перспективных объектов биотехнологии. В практи-

ческом плане для целевой конверсии ксенобиоти-

ков особый интерес представляют адаптированные 

штаммы родококков из экотопов, подвергавшихся 

техногенному воздействию. Результаты данной ра-

боты свидетельствуют о возможности использования 

выделенного из техносферы штамма R. erythropolis 

17S для направленной деградации фенола. Полу-

ченные данные дополняют понимание процессов 

взаимодействия микроорганизмов с чужеродными 

соединениями. 

Рис. 2. Графики зависимости значений оптической плотности клеточной суспензии ОП590, а также концентрации фенола и 
2,4-ДХФ, используемых в качестве единственного источника углерода и энергии, от времени инкубации штамма R. erythropolis 

17S в периодической культуре
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Рис. 3. Диаграмма остаточного содержания фенола на третьи сутки обработки сточных вод НХП и ПДЭ культурой R. erythropolis 17S
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MICROBIOLOGY

THE POSSIBILITY OF USING PHENOL- AND 2,4-DICHLOROPHENOL-DEGRADING 
STRAIN, RHODOCOCCUS ERYTHROPOLIS 17S, FOR CLEANING 

OF INDUSTRIAL WASTEWATER

V.V. Korobov*, E.I. Zhurenko, N.V. Zharikova, T.R. Iasakov, T.V. Markusheva

Ufa Institute of Biology, Russian Academy of Sciences, prospect Oktyabrya 69, Ufa, 450054, Russia 
*e-mail: vacikk@mail.ru

Isolation and characterization of a new phenol- and 2,4-dichlorophenol (2,4-DCP)-de-
grading bacterium from the soil contaminated with phenol and its derivatives for a long time are 
reported. The strain 17S was identified as Rhodococcus erythropolis based on the results of 16S 
rRNA sequence analysis data and its phenotypic, physiological and biochemical features. The 
growth of R. erythropolis 17S in batch culture using phenol and 2,4-DCP as sources of carbon 
and energy has been studied. The concentration of phenol and 2,4-DCP in culture medium de-
creased by 55% (at the 4th day) and 47% (at the 22nd day) from the control values, respectively. 
It is concluded that R. erythropolis 17S can be used for phenol utilization in industrial wastewa-
ters of petrochemical and tanning extracts manufacturing. 

Keywords: Rhodococcus erythropolis, degrader strain, phenol, 2,4-dichlorophenol, waste dis-
posal, wastewater
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МИКРОБИОЛОГИЯ 

УДК 579.222.3:577.152.34

СЕКРЕЦИЯ МИКРОМИЦЕТАМИ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ПРОТЕИНАЗ, АКТИВНЫХ 
ПО ОТНОШЕНИЮ К ФИБРИЛЛЯРНЫМ БЕЛКАМ

Е.А. Попова1, Д.М. Бедненко1, А.А. Осмоловский1,*, 
В.Г. Крейер1, И.Б. Котова1, Н.С. Егоров2

1Кафедра микробиологии и 2Международный биотехнологический центр, биологический факультет, 
Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 

Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12
*e-mail: aosmol@mail.ru

Показано, что микромицеты Aspergillus ustus 1 и Tolypocladium inflatum k1 секретируют 
протеолитические ферменты, обладающие высокой коллагенолитической, фибринолити-
ческой и эластолитической активностью. Активность протеиназ, гидролизующих фибрил-
лярные белки, определяемая по расщеплению азоколлагена, у T. inflatum k1 составила 
122,6•10–3 ЕАзк/мл у A.ustus 1 и 69,7•10–3 ЕАзк/мл (ЕАзк – количество расщепившегося за 
1 мин азоколлагена в микрограммах). Максимальные значения активности наблюдались 
при культивировании в глубинных условиях A. ustus 1 в течение 4 сут, а T. inflatum k1 – 
в течение 5 сут. Показано, что максимумы проявления коллагенолитической и общей про-
теолитической активности при культивировании у A. ustus 1, в отличие от T. inflatum k1, 
разнесены во времени, что, предположительно, может упростить процедуру получения 
активных по отношению к фибриллярным белкам протеиназ.

Ключевые слова: протеиназы микромицетов, протеолитическая активность, фибри-
нолитические ферменты, коллагенолитические ферменты, эластолитические ферменты, 
энзиматический индекс

Протеолитические ферменты, высокоактивные 
по отношению к фибриллярным белкам, находят 
свое применение в различных промышленных от-
раслях. Например, для размягчения мясного сырья 
в пищевой промышленности и шкур животных 
в легкой промышленности используют коллагено-
литические протеиназы [1]. Протеиназы, облада-
ющие фибринолитической активностью, входят 
в состав препаратов, необходимых для комплексной 
тромболитической терапии, что делает их важным 
продуктом медицинской промышленности [2, 3]. 

Существующие способы получения подобных 
ферментов обладают некоторыми недостатками. 
Так, технология получения брахиуринов из гепа-
топанкреаса камчатских крабов отличается обра-
зованием большого количества отходов во время 
производственного процесса, требующих утилиза-
ции [4]. Среди бактериальных продуцентов колла-
генолитических ферментов наиболее активным 
является Clostridium hystoliticum – анаэробная спо-
рообразующая патогенная бактерия, возбудитель 
газовой гангрены [5]. Использование такого про-
дуцента требует повышенных мер безопасности на 
всех стадиях производства. В последнее время все 
большее внимание в качестве источников колла-
генолитических и фибринолитических ферментов 
уделяется микромицетам. Среди продуцентов таких 
протеиназ известны представители родов Alternaria, 

Aspergillus, Fusarium, Cladosporium, Penicillium [1–3]. 
Однако образуемые некоторыми видами этих мик-
ромицетов ферменты не всегда по своим свойствам 
оказываются перспективными для применения. По-
этому изучение коллагенолитических и фибрино-
литических ферментов, продуцируемых микроми-
цетами, и поиск среди них наиболее подходящих 
по-прежнему остаются актуальными.

Протеолитическая активность у обнаруженных 
в последнее время штаммов микромицетов Beau-
veria bassiana 2, Tolypocladium inflatum k1, Aspergillus 
ustus 1 и Purpureocillum lilacinum k1 может представ-
лять значительный интерес [3]. Известно, что для 
микромицетов–энтомопатогенов, таких как B. bas-
siana 2 и T. inflatum k1, характерен широкий спектр 
образуемых внеклеточных протеолитических фер-
ментов, что обусловлено их паразитическим обра-
зом жизни, а именно необходимостью преодоления 
жестких покровов насекомых при прорастании спор 
[6, 7]. Для микромицетов-сапротрофов A. ustus 1 и 
P. lilacinum k1 показаны высокие значения фибри-
нолитической активности, что позволяет предполо-
жить образование и других, высокоактивных по от-
ношению к фибриллярным белкам, ферментов [3].

Целью работы было изучение протеолитиче-
ской активности Beauveria bassiana 2, Tolypocladium 
inflatum k1, Aspergillus ustus 1 и Purpureocillum lilaci-
num k1 по отношению к фибриллярным белкам.
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Материалы и методы

Объекты исследования и их культивирование. В ра-

боте были изучены микромицеты из коллекции 

микроорганизмов кафедры микробиологии биоло-

гического факультета МГУ, отобранные ранее в ка-

честве продуцентов протеолитических ферментов: 

Beauveria bassiana 2, Tolypocladium inflatum k1, As-

pergillus ustus 1, Purpureocillum lilacinum k1 [3].

Выявление протеолитического потенциала штам-

мов проводили при поверхностном культивировании 

в чашках Петри на средах следующего состава (г/л): 

KH2PO4 – 0,5, MgSO4 – 0,25, пептон – 5,0, казеи-

нат натрия, желатин, фибрин, эластин – 10,0, агар – 

15,0 [8]. Посев производили уколом в центр чашки, 

измерения диаметров зон гидролиза и колоний про-

водили через 7 сут. Энзиматический индекс (EI) рас-

считывали по следующей формуле – 
( )

,
D d

EI
D

+=  

где D – диаметр колонии в мм, а d – диаметр зоны 

гидролиза в мм [8–10].

Культивирование микромицетов в глубинных 

условиях проводили в качалочных колбах объемом 

750 мл со 100 мл питательной среды на орбиталь-

ных качалках (200 об/мин) при 28°С. Выращенные 

на скошенном сусло-агаре 7-суточные культуры ис-

пользовали в качестве посевного материала. Про-

цесс культивирования осуществляли в две стадии: 

первые двое суток – в посевной среде, содержащей 

сусло, глюкозу и пептон [8], затем часть биомассы 

переносили в ферментационную среду следующего 

состава (г/л): глицерин – 70,0, глюкоза – 30,0, сое-

вая мука – 5,0, пептон – 5,0, NaH2PO4 – 0,5, MgSO4 – 

0,5, KCl – 0,5.

Определение протеолитической активности. Об-

щую протеолитическую активность определяли мо-

дифицированным методом Ансона-Хагихары по 

количеству тирозина в неосаждаемых трихлоруксус-

ной кислотой продуктах протеолиза после 10-ми-

нутного гидролиза 1%-ного раствора казеина в 0,1 М 

Трис-HCl буфере (рН 8,0–8,2, 37°С), как описано 

ранее [11]. Активность выражали в мкМ тирозина 

в минуту (ЕТир).

Коллагенолитическую активность определяли 

колориметрически с использованием азоколлагена 

по общепринятой методике. Активность выражали 

как количество расщепившегося за 1 мин азокол-

лагена в микрограммах (ЕАзк) [3, 12].

Реакции проводили при постоянном переме-

шивании в термошейкере TS-100 (“BioSan”, Лат-

вия). Измерение оптической плотности растворов 

проводили на спектрофотометре Hitachi 200-20 

(Hitachi, Япония).

Опыты проводили в трех повторностях. При-

веденные результаты представляют собой средние 

значения, ошибка которых не превышала 5–7%. 

Статистическую обработку результатов осуществля-

ли с помощью программы MS Excel 2010.

Результаты и их обсуждение

Поверхностное культивирование Beauveria bas-

siana 2, Tolypocladium inflatum k1, Aspergillus ustus 1 и 

Purpureocillum lilacinum k1 на чашках Петри с бел-

ковыми субстратами – казеинатом натрия, жела-

тином, фибрином и эластином – позволило про-

вести оценку действия секретируемых протеиназ 

на глобулярные и фибриллярные белки. Гидролиз 

казеината натрия в составе среды показывает об-

щий протеолитический потенциал микромицетов, 

а фибриллярных белков – специфичность секрети-

руемых ими протеиназ. Величину протеолитиче-

ского потенциала использованных штаммов рас-

считывали по величине EI на средах с казеином 

(EIКаз), желатином (EIЖел), фибрином (ЕФиб) и 

эластином (ЕЭл).

В таблице представлены EI для каждого штамма 

микромицетов, а также отношения их величин друг 

к другу. 

Как видно из таблицы, наибольшее значение 

EI было показано для микромицета A. ustus 1 на 

среде с желатином и составило 1,96. Проявление зон 

гидролиза данного субстрата соответствует колла-

генолитической активности образуемого A. ustus 1 

комплекса протеиназ, выявленной ранее [11]. Од-

Таблица 

Энзиматические индексы микромицетов при росте на средах с различными белковыми субстратами

Микромицет
На среде с 
казеином 

(EIКаз)

На среде 
с желатином 

(EIЖел)

На среде 
с фибрином 

(EIФиб)

На среде 
с эластином 

(EIЭл)
EIКаз /  EIЖел EIКаз /  EIФиб EIКаз /  EIЭл

Tolypocladium inflatum k1 1,75 1,64 1,25 1,56 1,07 1,40 1,13

Beauveria bassiana 2 1,73 1,60 1,17 1,67 1,08 1,48 1,04

Aspergillus ustus 1 1,63 1,96 1,16 1,13 0,83 1,41 1,44

Purpureocillum lilacinum k1 1,10 1,29 1,09 1,11 0,85 1,01 0,99
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нако в случае с другими фибриллярными белками 

протеиназы, секретируемые A. ustus 1, не проявляют 

столь высокой активности. Значения EI при росте 

микромицетов на средах с фибрином и эластином 

составили 1,16 и 1,13, соответственно. Для оценки 

эффективности действия протеиназ продуцентов 

на фибриллярные белки важным является соотно-

шение целевой (специфической) и неспецефической 

активности [11, 13, 14], которую можно предста-

вить в виде соотношений EI, полученных при росте 

микромицетов на среде с казеинатом натрия и на 

средах с каждым из изученных фибриллярных бел-

ков. Для A. ustus 1 значение EIКаз/EIЖел оказалось 

небольшим (0,83). Это указывает на высокий уро-

вень секреции ферментов, расщепляющих преиму-

щественно фибриллярные, а не глобулярные белки. 

Значения EI для микромицетов T. inflatum k1 

и B. bassiana 2 оказались достаточно близкими и 

составили 1,75 и 1,73 для среды с казеинатом натрия, 

1,64 и 1,60 для среды с желатином, 1,25 и 1,17 для 

среды с фибрином, 1,56 и 1,67 для среды с эласти-

ном, соответственно. Помимо достаточно высоких 

значений EI, полученных на среде с желатином, 

микромицеты T. inflatum k1 и B. bassiana 2 прояв-

ляют протеолитическую активность и по отношению 

к эластину. Значения, полученные для P. lilacinum k1, 

были достаточно низкими, что позволило исклю-

чить данный штамм из дальнейшей работы.

Для количественного определения активности 

протеиназ микромицетов по отношению к фибрил-

лярным белкам в качестве общепринятого субстрата 

реакции использовали азоколлаген [1, 15], по отно-

шению к глобулярным – казеин [16]. Были изучены 

коллагенолитическая и общая протеолитическая 

активность ферментов, образуемых A.ustus 1, B. bas-

siana 2 и T. inflatum k1 на 5-е сут культивирования 

в глубинных условиях. Как следует из данных, пред-

ставленных на рис. 1, А и Б, наиболее высокое 

значение коллагенолитической активности пока-

зано для A. ustus 1 (110,6·10-3 ЕАзк/мл). Оно превы-

шало соответствующее значение активности T. in-

flatum k1 в 1,7 раз, а B. bassiana 2 – почти в 2 раза. 

Общая протеолитическая активность была выше 

у протеиназ, образуемых T. inflatum k1 (69,2 ЕТир/мл), 

что оказалось на 18% больше активности B. bas-

siana 2 и более чем в 2 раза превысило значение 

активности протеиназ A. ustus 1. 

Учитывая высокие значения активности про-

теиназ, образуемых данными штаммами, по отно-

шению к фибриллярным белкам, мы изучили ди-

намику накопления протеолитических ферментов 

микромицетами A. ustus 1 и T. inflatum k1 (рис. 2, А 

и Б). Было показано, что коллагенолитическая ак-

тивность протеиназ, секретируемых A. ustus 1, до-

стигает максимума на 4-е сут культивирования и 

составляет 122,6•10–3 ЕАзк/мл; максимальное значе-

ние общей протеолитической активности приходи-

лось на 5-е сут и составило 30,5 ЕТир/мл (рис. 2, А). 

Стоит отметить, что максимальное проявление как 

общей протеолитической, так и коллагенолитиче-

ской активности у A. ustus 1 наблюдалось только 

в одной точке, в отличие от активности протеиназ, 

образуемых T. inflatum k1. Для данного микроми-

цета было характерно проявление двух пиков об-

щей протеолитической активности, соответствую-

щих 3-м (70,3 ЕТир/мл) и 5-м (64,4 ЕТир/мл) сут, и 

одного максимума коллагенолитической активно-

сти – на 5-е сут, 69,7 10–3 ЕАзк/мл (рис 2, Б). 

Результаты изучения динамики накопления про-

теолитических ферментов микромицетами A. ustus 1 

и T. inflatum k1 демонстрируют ряд технологических 

преимуществ штамма A. ustus 1. Так, активность 

протеиназ A. ustus 1, гидролизующих фибриллярные 

белки, в 1,7 раз выше, чем у T. inflatum k1, а макси-

мум накопления изученных протеиназ микроми-

цетом A.ustus 1 в среде наблюдается на сутки раньше, 

Рис. 1. Общая протеолитическая (А) и коллагенолитическая (Б) активность микромицетов Beauveria bassiana 2, Tolypocladium 
inflatum k1 и Aspergillus ustus 1
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Рис. 2. Динамика накопления протеолитических ферментов микромицетами Aspergillus ustus 1 (А) и Tolypocladium inflatum k1 (Б). 
1 – общая протеолитическая активность, 2 – коллагенолитическая активность

чем у T. inflatum k1. Кроме того, максимумы прояв-

ления коллагенолитической и общей протеолити-

ческой активности при культивировании у A. ustus 1 

разнесены во времени, в отличие от T. inflatum k1, 

что, предположительно, может упростить процедуру 

получения активных в отношении фибриллярных 

белков протеиназ.

Таким образом, среди изученных штаммов мик-

ромицетов был отобран наиболее перспективный 

продуцент протеолитических ферментов, высоко-

активных по отношению к фибриллярным белкам – 

A. ustus 1, секретирующий коллагенолитические про-

теиназы с высокой активностью (122,6•10–3 ЕАзк/мл) 

на 4-е сут культивирования.
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SECRETION OF EXTRACELLULAR PROTEINASES, ACTIVE AGAINST FIBRILLARY 
PROTEINS, BY MICROMYCETES
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Micromycetes Aspergillus ustus 1 and Tolypocladium inflatum k1 were shown to produce pro-
teolytic enzymes with high collagenolytic, fibrinolytic and elastolytic activity. The activity of the 
proteinases against fibrillar proteins was determined by the cleavage of azocollagen: collageno-
lytic activity was 122.6•10–3 EAzc/ml (EAzc – the amount of azocollagen cleaved in 1 min in mi-
crograms) for proteinases produced by A. ustus 1 and 69.7•10–3 EAzc/ml for proteinases pro-
duced by T. inflatum k1. The maximum activity values were observed at submerged cultivation of 
A. ustus 1 during 4 days, and T. inflatum k1 during 5 days. It has been shown that the maximum 
of collagenolytic and general proteolytic activity during the cultivation of A. ustus 1 are time-sepa-
rated, unlike T. inflatum k1. This fact, presumably, can simplify the procedure for obtaining of 
active proteinases.

Keywords: proteinases of micromycetes, proteolytic activity, fibrinolytic enzymes collagenolytic 
enzymes, elastolytic enzymes, enzymatic index
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МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ

УДК 57.063.8:579.84

РАЗНООБРАЗИЕ ГЕНОВ ПОЛИКЕТИДСИНТАЗ 
В ГЕНОМАХ ГЕТЕРОТРОФНЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ, 

ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ЭПИЛИТИЧЕСКИХ БИОПЛЕНОК ОЗЕРА БАЙКАЛ

Е.В. Суханова*, Е.А. Зименс,  В.В. Парфенова , О.И. Белых

Лимнологический институт СО РАН,  Россия, 664033, г. Иркутск, Улан-Баторская, д. 3 
*e-mail: sukhanovalena17@gmail.com

Многие вторичные метаболиты бактерий, включая перспективные в фармакологи-
ческом отношении, синтезируются с помощью ферментных комплексов поликетидсин-
таз (PKS). В работе определены нуклеотидные последовательности генов 16S рРНК и 
PKS у штаммов гетеротрофных бактерий, выделенных из эпилитических биопленок, 
сформированных в литоральной зоне озера Байкал. По результатам молекулярно-фило-
генетического анализа генов 16S рРНК установлена следующая таксономическая при-
надлежность изолированных штаммов: Serratia fonticola 1А и 10А, Pseudomonas umsongen-
sis K10-2 и K10-3, Rheinheimera tilapiae K18 и Flavobacterium sp. 43-09. У исследуемых 
штаммов определены 33 последовательности фрагментов генов, кодирующих PKS. Среди 
гомологичных нуклеотидных последовательностей обнаружены гены, ответственные за 
биосинтез антибиотиков (диффицидина, эритромицина, курацина, миксаламида, корал-
лопиронина, миксатиазола) и цитостатиков (ромидепсина, спирухостатина, дисоразола). 
Невысокое сходство (50–83%) аминокислотных последовательностей PKS байкальских 
бактерий с опубликованными в GenBank последовательностями свидетельствует об их 
потенциальной способности продуцировать новые, до настоящего времени неизвестные, 
биоактивные соединения. Полученные результаты показывают, что исследуемые штаммы 
могут представлять практический интерес для биотехнологии.

Ключевые слова: гены поликетидсинтаз, 16S рРНК, гетеротрофные микроорганизмы, 
озеро Байкал, клонирование, эпилитические биопленки

Озеро Байкал – крупнейший и самый глубо-
кий пресный водоем на Земле – характеризуется 
значительным биоразнообразием и высокой сте-
пенью эндемизма гидробионтов, уникальными эко-
логическими особенностями и богатством биото-
пов, являясь своего рода природной лабораторией 
для изучения метаболического потенциала микроб-
ных сообществ. Известно, что микроорганизмы 
продуцируют огромное количество биологически 
активных веществ (БАВ), многие из которых ис-
пользуются в биологии и медицине. Показано, что 
микробные сообщества, населяющие разнообраз-
ные, большей частью уникальные и экстремаль-
ные, места обитания, служат важнейшим ресурсом 
новых и редких метаболитов [1–3]. В последнее 
время особое внимание при поиске новых БАВ 
уделяют микробным сообществам биопленок, так 
как известно, что 95–99% микроорганизмов в при-
родных условиях существуют в виде специфически 
организованных, прикрепленных к субстратам мик-
робных ассоциаций [4]. Биопленки, сформиро-
ванные на камнях (эпилитические) – это, как 
правило, морфологически и физиологически гете-
рогенные структуры, отличающиеся богатым видо-
вым составом и высокой численностью бактерий, 
которые проявляют многообразие метаболических 
путей и формируют сложную систему кооператив-

ного и конкурентного взаимодействия [5]. Оче-
видно, что поиск продуцентов различных БАВ 
в микробных сообществах биопленок является 
перспективным.

К настоящему времени показано, что широкий 
ряд вторичных метаболитов бактериального про-
исхождения синтезируется мультидоменными фер-
ментными мегасинтазами: поликетидсинтазами 
(PKS), синтетазами нерибосомных пептидов (NRPS) 
и их гибридными комплексами PKS/NRPS [6]. 

Поликетиды характеризуются разнообразной 
химической структурой и функциональной актив-
ностью, среди них антибиотики, статины, ингиби-
торы роста опухолей и многие другие фармацевти-
чески значимые соединения. Известно три типа 
PKS (I, II и III), различающиеся в зависимости от 
структуры и механизма катализа. PKS типа I орга-
низованы в модули, состоящие как минимум из трех 
доменов: кетоацилсинтазы (KS), ацилтрансферазы 
(AT) и ацил-переносящего белка (ACP). Каждый 
модуль отвечает за один цикл элонгации полике-
тидной цепи [6]. Для детекции и идентификации 
в геноме бактерий генов, ответственных за синтез 
вторичных метаболитов поликетидной природы, 
успешно используют праймеры, специфичные 
к консервативным участкам KS-домена PKS [1, 3, 7]. 
Например, подобный подход был применен для 



 247

изучения микроорганизмов, ассоциированных с гид-
робионтами озера Байкал [9, 10]. Авторы показали, 
что в метагеномном сообществе байкальских энде-
мичных губок Lubomirskia baicalensis и Swartschewskia 
papyracea присутствуют последовательности генов, 
кодирующих биосинтез курацина A, стигмателли-
на и ностофицина [8, 9]. В геномах 9 из 14 культур 
родов Bacillus, Pseudomonas, Variovorax, Curtobacte-
rium, Rhodococcus, выделенных из L. baicalensis, 
выявлены гены PKS и NRPS [10].

Цель данной работы – оценка разнообразия 
генов поликетидсинтаз в геномах гетеротрофных 
бактерий, выделенных из эпилитических биопле-
нок озера Байкал.

Материалы и методы

Изучены шесть штаммов гетеротрофных бак-
терий из коллекции лаборатории водной микро-
биологии Лимнологического института СО РАН, 
выделенных из эпилитических биопленок. Пробы 
биопленок отобраны в прибрежной зоне озера Бай-
кал около пос. Листвянка и в проливе Малое Море 
в 2012 г. Штаммы предварительно идентифици-
рованы по морфологическим и физиолого-биохи-
мическим признакам и на основе определения 
последовательностей генов 16S рРНК как пред-
ставители родов Rheinheimera, Pseudomonas, Serratia 
(Proteobacteria) и Flavobacterium (Bacteroidetes).

Выравнивание последовательностей генов 16S 
рРНК (длина 1429 п.н.) и построение филогенети-
ческих деревьев осуществляли с помощью пакета 
программ Mega 6.06, применяя метод максималь-
ного правдоподобия (двухпараметрическая модель 
Кимуры). Бутстреп-поддержка была рассчитана 
на 1000 реплик. 

Для поиска и идентификации генов PKS ДНК 
выделяли из 100 мкл суточной культуральной сус-
пензии по протоколам производителя с помощью 
набора “ДНК-сорб В” (“Роспотребнадзор”, Россия). 
Амплификацию фрагментов KS-доменов генов 
PKS проводили, используя вырожденные прайме-
ры DK-F (5’-GTGCCGGTNCCRTGNGYYTC-3’) 
и DK-R (5’-GCGATGGAYCCNCARCARYG-3’) 
в режиме, описанном ранее [8]. Ампликоны визуа-
лизировали в 1%-ном агарозном геле с помощью 
трансиллюминатора (VL-6.MC, Франция). ПЦР-
фрагменты клонировали в векторе pJET1.2/blunt 
(CloneJET PCR Cloning Kit, Fermentes, Литва), после 
чего проводили трансформацию компетентных кле-
ток штамма E. coli DH-5α. 

Нуклеотидные последовательности определяли 
на генетическом анализаторе 3500xL (Applied Bio-
systems, США). Сравнительный анализ полученных 
последовательностей проводили с помощью пакета 
программ BLASTX и BLASTP.

Нуклеотидные последовательности фрагментов 
генов PKS (33 шт.) депонированы в GenBank под 
номерами: LT220194–LT220203, LT555230–LT555239, 
LT555293–LT555305.

Результаты и обсуждение

Филогенетический анализ генов 16S рРНК. BLAST-
анализ последовательностей нуклеотидов 16S рДНК 
Serratia spp. 1A и 10A из озера Байкал показал 99,8% 
сходства с типовыми штаммами Serratia fonticola 
DSM 4576 и Serratia glossinae DSM 22080T. После-
довательности генов 16S рРНК байкальских изо-
лятов и данных штаммов формировали на древе 
совместный кластер (рисунок). Бактерия S. glossi-
nae выделена в 2010 г. из кишечника мухи цеце 
(Glossina palpalis gambiensis), которая известна как 
переносчик трипаносом – возбудителей сонной 
болезни в африканских странах [11], S. fonticola 
изолирована из питьевой воды в 1979 г. [12]. Позднее 
по результатам физиолого-биохимических тестов 
и гибридизации ДНК установили, что S. fonticola и 
S. glossinae не имеют существенных отличий и по-
этому являются синонимичными видами [13]. Та-
ким образом, принимая во внимание полученные 
нами результаты и литературные данные, байкаль-
ские штаммы Serratia spp. 1A и 10A мы определили 
как вид S. fonticola.

BLAST-анализ последовательностей гена 16S 
рРНК штаммов Pseudomonas spp. K10-2 и K10-3 
выявил их идентичность (100%) с типовым видом 
Pseudomonas umsongensis Ps3-10, выделенным из 
кислых сельскохозяйственных почв в Корее. При 
культивировании вид отличался способностью 
восстанавливать нитраты и расти при 4°С [14]. На 
филогенетическом древе последовательности гена 
16S рРНК штаммов Pseudomonas из озера Байкал и 
P. umsongensis Ps3-10 группировались в общий кла-
стер (рисунок).

При сравнении нуклеотидной последователь-
ности 16S рДНК Rheinheimera sp. K18 с последова-
тельностями из банка данных определено высокое 
сходство (99,3%) с видом Rheinheimera tilapiae Ruye-90, 
изолированным из кишечника теляпии (Tilapia re-
ndalli), культивируемой в пруду на Тайване [15]. 
Последовательность гена 16S рРНК штамма Rhein-
heimera sp. K18 образовала на древе сестринскую 
ветвь с R. tilapiae Ruye-90 (рисунок). Предварительно 
штамм Rheinheimera sp. K18 был отнесен к виду 
R. tilapiae.

Последовательность гена 16S рРНК штамма 
Flavobacterium sp. 43-09 из эпилитических биопле-
нок озера Байкал сформировала сестринскую ветвь 
с антарктическим видом Flavobacterium hibernum 
ATCC 51468 (рисунок) [16]. При этом сходство ге-
нов 16S рРНК байкальского изолята и F. hibernum 
составило 98%, а с Flavobacterium sp. JRM, выделен-
ным из ледового покрова реки Саскуэханна в США – 
99,9%. Последний по данным полногеномного сек-
венирования назван Flavobacterium falloni. К этому 
же виду, очевидно, относится и выделенный нами 
штамм Flavobacterium sp. 43-09.

Идентификация генов PKS. Для исследованных 
шести штаммов гетеротрофных бактерий из озера 
Байкал определены 33 нуклеотидные последова-
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Рисунок. Филогенетическое древо, построенное на основе сравнения фрагментов генов 16S рРНК длиной 1429 п.н. представителей 
родов Serratia, Pseudomonas, Rheinheimera и Flavobacterium. Последовательности, полученные в данном исследовании, выделены 

жирным шрифтом

тельности генов PKS, которые сходны с гомологич-
ными последовательностями из базы данных Gen-
Bank на 72–100%. Ближайшие аминокислотные 

последовательности, выявленные с помощью BLASTP-
анализа, представлены в табл. 1, идентифицирован-
ные PKS приведены в табл. 2.

Таблица 1

Ближайшие гомологи для последовательностей генов PKS микроорганизмов озера Байкал

Название штамма Номер клона
Результаты BLASTP-анализа

Ближайшие гомологи Гомология, %

Serratia fonticola 1А и 
10А 

1А-1; 1А-3; 1А-7; 

1А-10; 1А-11; 1А-12; 

1А-13; 10А-6; 10А-7 

Поликетидсинтаза Burkholderia sp. TSV86 (WP_059568895) 80–81

1А-2 Поликетидсинтаза Burkholderia thailandensis (WP_043296479) 82

1А-4; 1А-6; 1А-9 Поликетидсинтаза Burkholderia thailandensis E264 (ABC38737) 85

1А-5 Поликетидсинтаза Enterobacter cloacae (WP_063925842) 96

10А-1; 10А-2; 10А-4; 
10А-5; 10А-8

Поликетидсинтаза Burkholderia thailandensis 
(WP_059844334) 

84–85

10А-3 Поликетидсинтаза Paenibacillus sp. F6-B70 (ACT85958) 
Поликетидсинтаза Paenibacillus polymyxa (KJD37325)

73
72

Pseudomonas umsongen-
sis К10-2 и К10-3

К10-2-1; К10-2-2;
К10-3-1; К10-3-2; 

К10-3-6

Поликетидсинтаза Pseudomonas putida (ACN67520) 99–100
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Название штамма Номер клона
Результаты BLASTP-анализа

Ближайшие гомологи Гомология, %

Rheinheimera tilapiae 
К18

К18-1; К18-2 Поликетидсинтаза Rheinheimera sp. F8 (ALZ75986) 93–94

К18-3; К18-6 Поликетидсинтаза Rheinheimera sp. F8 (ALZ75984) 95

К18-4; К18-5 Эритронолидсинтаза В Candidatus Accumulibacter sp. BA-92 
(EXI82404)
Поликетидсинтаза Achromobacter sp. RTa (WP_043548713) 

78

78

Flavobacterium sp. 
43-09

43-09-9; 43-09-15 Поликетидсинтаза Flavobacterium sp. JRM (WP_039119622) 97–99

Таблица 2

Гомологи с идентифицированными ферментами, близкородственные байкальским последовательностям PKS

Название штамма Номер клона
Результаты BLASTP-анализа

Гомологи с идентифицированными PKS Гомология, %

Serratia fonticola 
1А и 10А

1А-1; 1А-3; 
1А-7; 1А-10; 
1А-11; 1А-12; 
1А-13; 10А-6; 
10А-7

Ромидепсинсинтаза DepC Chromobacterium violaceum 968 (ABP57747); 

Спирухостатинсинтаза SpiC1 Pseudomonas sp. Q71576 (AFR69333)

80

78

1А-2; 1А-4; 
1А-6; 1А-9; 
10А-1; 10А-2; 
10А-4; 10А-5; 
10А-8

Ромидепсинсинтаза DepB Chromobacterium violaceum 968 (ABP57746) 83

1А-5 Дисоразолсинтаза DszA Sorangium cellulosum So ce12c (AAY32964) 50

10А-3 Эритронолидсинтаза B Dickeya sp. NCPPB 3274 (WP_042861990) 70

Диффицидинсинтаза DfnD Bacillus sp. 916 (EJD67453) 66

Pseudomonas 
umsongensis К10-2 
и К10-3

К10-2-1; 
К10-2-2; 
К10-3-1; 
К10-3-2; 
К10-3-6

Эритронолидсинтаза B Burkholderia sp. BT03 (WP_024163149) 61

Rheinheimera 
tilapiae К18

K18-1; 
К18-2

Эритронолидсинтаза B Methylobacter tundripaludum SV96 (WP_006892897) 66

Миксаламидсинтаза MxaE Stigmatella aurantiaca (AAK57189) 64

K18-3; 
К18-6

Миксатиазолсинтаза MtaB Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 (AAF19810) 59

Курацинсинтаза, CurL Lyngbya majuscula 19L (AAT70107) 58

K18-4; 
К18-5

Эритронолидсинтаза B Accumulibacter sp. BA-92 (EXI82404) 78

Flavobacterium sp. 
43-09

43-09-9; 
43-09-15

Дисоразолсинтаза DszA Sorangium cellulosum So ce12c (AAY32964) 57

Кораллопиронинсинтаза CorB Corallococcus coralloides B035 (ADI59532) 56

Окончание табл. 1

Для штаммов S. fonticola 1А и 10А идентифи-
цировано 12 и 8 последовательностей генов PKS, 
соответственно. Наибольшее сходство (72–96%) 
определенных нуклеотидных последовательностей 
наблюдается с генами бактерий родов Burkholderia, 
Chromobacterium, Enterobacter и Paenibacillus (табл. 1). 
Среди родственных последовательностей были опре-
делены гены, кодирующие синтез антибиотиков 
(эритромицин, диффицидин) и противоопухолевых 

агентов (ромидепсин, спирухостатин, дисоразол). 
Процент гомологии последовательностей генов 
PKS S. fonticola с известными ферментами был от-
носительно низким (50–83%) (табл. 2). Ранее для 
S. fonticola 1А показано наличие антагонистической 
активности против четырех условно-патогенных 
микроорганизмов: Escherichia coli М17-02, Bacillus 
subtilis ВКПМ, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Enterococcus faecium [17].
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Восемнадцать последовательностей генов PKS 
штаммов S. fonticola 1А и 10А на 80–83% сходны 
с генами синтеза цитостатика ромидепсина (DepC 
и DepB). Ромидепсин – бициклический депсипеп-
тид, выделенный в 1994 г. в Японии из почвенной 
бактерии Chromobacterium violaceum. Это соедине-
ние производится фирмой Celgene как противоо-
пухолевый лекарственный препарат “Истодакс” 
(Istodax) для лечения Т-клеточной лимфомы кожи 
и других периферических Т-клеточных лимфом. Ро-
мидепсин ингибирует активность фермента гистон-
деацетилазы и, таким образом, индуцирует апоптоз 
лимфоцитов. Согласно последним исследованиям 
ромидепсин может быть использован для реакти-
вации скрытого вируса иммунодефицита человека 
с целью истощения его популяции [18]. 

Некоторые виды Serratia, такие как S. plymu-
thica, S. rubidaea, S. marcescens и S. nematodiphila, 
образуют красный пигмент – продигиозин, пред-
ставляющий собой алкалоидное соединение с анти-
микробными, противомалярийными, противоопу-
холевыми и иммунодепрессантными свойствами 
[19]. Кроме того, штаммы рода Serratia производят 
и другие полезные вторичные метаболиты, включая 
ооцидин А, карбапенем, альтиомицин, бактериоцины 
и серравиттины [19]. Серраветтины относятся к 
биоразлагаемым неионогенным поверхностно-ак-
тивным веществам, чрезвычайно востребованным 
в промышленности. Новый почвенный вид Serratia 
surfactantfaciens sp., одновременно продуцирующий 
продигиозин и серравитин, проявляет противомик-
робную активность, ингибирует развитие опухолей 
и полезен для биоремедиации [19]. 

В геномах штаммов P. umsongensis К10-2 и 
К10-3 идентифицированы 2 и 3 последовательно-
сти генов PKS, соответственно (табл. 1). Среди 
ближайших гомологов (99–100%) определена PKS 
типа I (ACN67520) из Pseudomonas putida, а также 
KS-домен кластеров биосинтеза эритромицина из 
Burkholderia sp. BT03 с гомологией 61% (табл. 2). 
Исследуемые штаммы рода Pseudomonas могут быть 
потенциально способными к синтезу новых БАВ, 
поскольку бактерии данного рода продуцируют 
795 вторичных метаболитов, включая 610 антибио-
тиков и 185 веществ с широким спектром действия 
[19]. В числе продуцируемых соединений: мупиро-
цин, пиролес, пирролидиндион, фторглюцинол, 
феназин, бензальдегид, хинолин, хинолон, фенан-
трен, фталат, римид, мурамиды, зафрин и бушрин 
[20, 21]. В байкальском штамме P. fluorescens 28Bb-06, 
выделенном из губки, обнаружены гены PKS, на 
50–66% сходные с генами биосинтеза ерсиниабак-
тина, ризоксина, дисоразола и эпотилона [22]. 

Для штамма R. tilapiae К18 предсказано шесть 
аминокислотных последовательностей PKS. Среди 
ближайших гомологов (93–95%) выявлены гены PKS, 
принадлежащие штамму Rheinheimera sp. F8, их по-
следовательности определены в результате полно-

геномного секвенирования (табл. 1). Особенностью 

штамма Rheinheimera sp. F8, изолированного из био-

пленок реки Саскачеван (Канада), является обра-

зование стабильных нитей внеклеточной ДНК [23]. 

В числе последовательностей, родственных после-

довательностям байкальского штамма (с гомоло-

гией 58–78%), обнаружены гены PKS, синтезиру-

ющие антибиотики: эритромицин, миксаламид, 

курацин и миксотиазол (табл. 2). В настоящий мо-

мент метаболиты, синтезируемые PKS, у бактерий 

рода Rheinheimera не выявлены.

Две последовательности гена PKS определены 

в геноме штамма Flavobacterium sp. 43-09, они имеют 

высокую степень гомологии (97–99%) с генами 

PKS Flavobacterium sp. JRM (табл. 1). Таким обра-

зом, не только ген 16S рРНК, но и гены PKS явля-

ются близкородственными, что свидетельствует 

в пользу синонимичности штаммов Flavobacterium 

sp. 43-09 и Flavobacterium sp. JRM. Кроме того, 

в числе сходных последовательностей обнаружены 

гены синтеза антибиотика кораллопиронина и 

дисоразола (табл. 2), однако гомология с этими ге-

нами составила только 56–57%. В настоящее время 

не имеется сведений о синтезе вторичных метабо-

литов у представителей рода Flavobacterium. В ге-

номе штамма Flavobacterium sp. TAB 87, выделен-

ном из антарктических морских проб, найдено два 

кластера генов PKS типов I и III [24]. Таким обра-

зом, гены PKS детектируются в геномах Flavobac-
terium, однако БАВ, которые синтезируются дан-

ными PKS, не описаны; возможно, это вторичные 

метаболиты с новыми уникальными функциями.

Впервые в геномах бактерий S. fonticola, P. um-
songensis, R. tilapiae и Flavobacterium sp., выделен-

ных из эпилитических биопленок озера Байкал, 

определены гены PKS, родственные генам биосин-

теза антибиотиков (диффицидина, эритромицина, 

курацина, миксаламида, кораллопиронина, микса-

тиазола) и цитостатиков (ромидепсина, спирухоста-

тина, дисоразола). Невысокий процент гомологии 

(50–83%) с известными генами PKS свидетель-

ствует о потенциальной способности исследуемых 

штаммов продуцировать ряд новых, до настоящего 

времени еще неописанных, БАВ. Таким образом, 

исследуемые байкальские штаммы могут представ-

лять практический интерес для биотехнологии. Для 

подтверждения наших предположений необходимо 

выделить индивидуальные соединения и устано-

вить их структуру, а также провести исследования 

их биологической активности.

Авторы выражают благодарность к.б.н. С.В. Ки-
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DIVERSITY OF POLYKETIDE SYNTHASE GENES IN THE GENOMES 
OF HETEROTROPHIC MICROORGANISMS ISOLATED FROM EPILITHIC BIOFILMS 

IN LAKE BAIKAL

E.V. Sukhanova*, E.A. Zimens,  V.V. Parfenova , O.I. Belykh

Limnological Institute, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
Ulan-Batorskaya ul. 3, Irkutsk, 664033, Russia

*email: sukhanovalena17@gmail.com 

Many bacterial secondary metabolites including pharmacologically promising compounds 
are synthesized by polyketide synthases (PKS) enzyme complexes. Nucleotide sequences of 
genes encoding 16S rRNA and PKS of heterotrophic bacterial strains isolated from epilithic bio-
films in the littoral zone of Lake Baikal were determined. Based on molecular phylogenetic anal-
ysis of 16S rRNA genes, we identified six heterotrophic strains: Serratia fonticola 1А and 10А, 
Pseudomonas umsongensis K10-2 and K10-3, Rheinheimera tilapiae K18 and Flavobacterium sp. 
43-09. Sequencing of cloned amplification products for PKS gene cluster revealed 33 sequences. 
Genes involved in biosynthesis of antibiotics (difficidine, erythromycin, curacin, mixalamide, 
corallopyronin, and myxothiazol) and cytostatics (romidepsin, spiruchostatin, and disorazol) 
were determined among related sequences. The low homology (50–83%) of amino acid se-
quences of PKS in Baikal bacteria with sequences in GenBank attests to potential capability of 
strains to produce new, yet not studied polyketide substances. The results obtained show that the 
strains under investigation may be of practical interest for biotechnological application.

Keywords: polyketide synthase genes, 16S rRNA, heterotrophic microorganisms, Lake Baikal, 
cloning, epilithic biofilms
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РОЛЬ БЕЛКА NHP6 В ТРАНСКРИПЦИИ НУКЛЕОСОМ IN VITRO

Ф.К. Хсиех1, А.Л. Козлова2,*, Н.С. Герасимова2, 
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Nhp6 – это небольшой белок дрожжей, неспецифично связывающий ДНК. Ранее 
было показано, что Nhp6 входит в состав нескольких комплексов (в том числе комплекса 
FACT), присутствует на многих дрожжевых промоторах и транскрибируемых участках 
генов in vivo и участвует в процессе дестабилизации структуры нуклеосом in vitro. В нашей 
лаборатории был изучен фактор FACT и показана его роль в трaнскрипции хроматина 
эукариотической РНК-полимеразой 2 in vitro, однако роль белка Nhp6 в транскрипции 
ранее не была исследована. В данной работе мы изучили влияние этого белка на транс-
крипцию нуклеосом эукариотической РНК-полимеразой 2 и показали, что он увеличи-
вает эффективность транскрипции в нескольких положениях на нуклеосомной ДНК, 
в первую очередь – участка в положении +(11–17) в нуклеосоме. Предложена модель 
действия Nhp6, предполагающая стабилизацию транзитного отворачивания ДНК от ок-
тамера гистонов в процессе транскрипции хроматина.

Ключевые слова: хроматин, нуклеосома, транскрипция, FACT, Nhp6, Spt16, Pob3

Хроматин – это сложный нуклеопротеидный 
комплекс, структурной единицей которого на пер-
вом уровне упаковки является нуклеосома [1], со-
стоящая из октамера белков-гистонов и нуклео-
сомной ДНК. Нуклеосомы участвуют в регуляции 
биологических процессов на ДНК. 

Шаперон гистонов FACT (facilitates chromatin 
transcription) играет важную роль в поддержании и 
изменении структуры хроматина в ходе различных 
процессов с участием ДНК – репликации, репарации 
и транскрипции [2]. Наиболее исследованы комп-
лексы FACT человека (human FACT – hFACT) и 
дрожжей (yeast FACT – yFACT). 

yFACT – гетеротример, состоящий из белков 
Spt16 (suppressor of TY16), Pob3 (poll binding protein 3) 
и Nhp6 (non histone protein 6) [3] (рис. 1, А). В на-
шей лаборатории методом spFRET-микроско  пии in 
vitro был подробно изучен механизм yFACT-
зависимого разворачивания (реорганизации) нуклео-
сомной ДНК. Данное разворачивание проходит 
по механизму “все или ничего” – нуклеосомы при 
взаимодействии с комплексом находятся либо 
в полностью интактном состоянии, либо в реорга-
низованом [4]. Была доказана роль Nhp6 в отворачи-
вании ДНК: присутствие в растворе только субъеди-
ниц Spt16 и Pob3 не вызывало реорганизацию 
нуклеосом [4]. 

Исследования на клетках дрожжей показали, 
что yFACT колокализуется с РНК-полимеразой 2 
(РНКП2) [5] и необходим во время выполняемой 

ей транскрипции для поддержания структуры хро-
матина [6, 7]. Скорее всего, FACT нужен для транс-
крибирования генов в районах с упорядоченной 
структурой хроматина [8]. Исследования in vitro по-
казали, что hFACT облегчает движение РНК-поли-
меразы через нуклеосомы [9]. Возможно, FACT 
конкурирует с ДНК за связывание гистонов во время 
элонгации транскрипции. Таким образом, иссле-
дования in vitro и in vivo подтверждают, что FACT 
способствует более эффективному сохранению ну-
клеосом в процессе транскрипции.

В настоящей работе мы исследовали одну из 
субъединиц комплекса FACT – Nhp6. Это неболь-
шой белок дрожжей с молекулярной массой 10,81 кДа 
(93 и 100 а.о. в разных формах), неспецифично свя-
зывающий ДНК [10]. Nhp6 связывается с неболь-
шим участком ДНК и образует мультимолекуляр-
ные комплексы при взаимодействии с ДНК длиной 
149 п.н in vitro [11]. Также было показано, что Nhp6 
важен для ослабления ДНК-гистоновых взаимо-
действий в нуклеосомах [12].

Роль Nhp6 в транскрипции была продемон-
стрирована в работах по индукции генов, транскри-
бирующихся РНКП2, в мутантных по генам nhp6a 
и nhp6b штаммах дрожжей; экспрессия исследуемых 
генов была подавлена [13]. Кроме этого, Nhp6 облег-
чает взаимодействие TBP (TATA-box binding protein) 
с ДНК в присутствии TFIIA (Transcription Factor IIA) 
[14]. Полногеномный анализ распределения Nhp6 
по дрожжевому геному показал, что Nhp6 распо-
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Рисунок. Белок Nhp6 облегчает транскрипцию нуклеосом РНКП 2. А – Субъединичная структура белкового комплекса yFACT. 
Показана доменная структура белков Spt16, Pob3 и HMGB-подобного ДНК-связывающего домена субъединицы Nhp6 в комп-
лексе с ДНК (PDB ID – 1J5N). Б – Взаимодействие Nhp6 с нуклеосомами. Нуклеосомы инкубировали в присутствии указанных 
концентраций Nhp6 и анализировали с помощью электрофореза в полиакриламидном геле в нативных условиях. Слева указаны 
значения электрофоретической подвижности нуклеосом и ДНК. В – Схема эксперимента: транскрипция нуклеосом эукариоти-
ческой РНКП 2 (обозначена на рисунке овалом) в присутствии белка Nhp6 in vitro. Г – Транскрипция нуклеосом эукариотиче-
ской РНКП 2 в присутствии белка Nhp6 in vitro. Д – Модель транскрипции в присутствии Nhp6. Показана модель, объясняющая 
облегчение транскрипции нуклеосом белком Nhp6: РНК-полимераза 2 откручивает ДНК от октамера гистонов, Nhp6 связывает 

данный участок ДНК, затрудняя обратное связывание ДНК с октамером, и таким образом облегчает транскрипцию нуклеосом
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ложен на транскрибируемых участках 104 генов, 
транкрибируемых РНКП2 [15], но его роль в транс-
крипции хроматина РНКП2 in vitro не была изучена. 

Материалы и методы

Сборка нуклеосом. Получение позиционирован-
ных мононуклеосом проводили по протоколам, 
описанным ранее [16, 17].

Инкубация нуклеосом с белком Nhp6. К нуклео-
сомам, содержащим меченую ДНК (10–15 нМ), 
добавляли Nhp6 (от 0,25 до 2 мкМ в различных 
экспериментах) и инкубировали 10 мин при 30°С. 
Инкубация проводилась в транскрипционном бу-
фере ТВ150 (20 мМ Трис-HCl (pH 7,9), 2 мМ MgCl2, 
150 мМ KCl, 1 мМ бета-меркаптоэтанол). Связы-
вание белка Nhp6 анализировали с помощью элек-
трофореза в 4%-ном полиакриламидном геле (ПААГ) 
(акриламид:бисакриламид – 39:1), проводимом в на-
тивных условиях при 4°С (электродный буфер 
0,5хТВЕ).

Транскрипция in vitro. РНКП2 дрожжей и гистоны 
очищали по протоколам, описанным ранее [18, 19]. 
Элонгационный комплекс с дрожжевой РНКП2 
собирали с использованием коротких синтетиче-
ских ДНК- и РНК-фрагментов и лигировали с ну-
клеосомами. Транскрипцию проводили с допол-
нительным мечением изотопом α-32P РНК-транс-
криптов до (–5)-нуклеотида относительно входа 
в нуклеосому, затем элонгация начиналась при до-
бавлении в раствор недостающих нуклеотидов и 
избытка ГТФ, не содержащего метки, в буфере, со-
держащем 150 мМ KCl, при указанных концентра-
циях Nhp6. Исследуемый диапазон концентраций 
Nhp6 составлял 0,25–2 мкМ. После прохождения 
транскрипции РНК анализировали гель-электро-
форезом в денатурирующих условиях. В качестве 
маркера использовали плазмиду pBR332, обрабо-
танную эндонуклеазой рестрикции MspI [9].

Результаты и обсуждение

Одна молекула Nhp6 (рис. 1, А) связывается 
с участком ДНК длиной около 10–15 п.н. [10]; та-
ким образом, с длинными фрагментами ДНК белок 
может образовывать мультимолекулярные комплек-
сы. Ранее это было подтверждено в экспериментах, 
проведенных на последовательностях ДНК, обла-
дающих низкой аффинностью к гистоновому окта-
меру [11]; необходимо было доказать образование 
мультимолекулярных комплексов с Nhp6 высоко-
аффинной ДНК, используемой в наших экспери-
ментах. Были изучены комплексы, образуемые Nhp6 
с нуклеосомной ДНК (рис. 1, Б). ДНК-фрагмент 
для этого эксперимента состоял из нуклеосома-
позиционирующей последовательности (НПП) и 
дополнительного промотора – такая матрица мо-
делировала ДНК, используемую в последующих 
транскрипционных опытах; таким образом, в этом 
эксперименте изучалось связывание белка Nhp6 

как с участками, связанными с гистонами (НПП), 
так и со свободными участками ДНК (промоторная 
область). Нуклеосомы инкубировали в присутствии 
повышающихся количеств (от 0,25 до 2 мкМ) белка 
Nhp6. Образование ДНК-белковых комплексов фик-
сировали по изменению электрофоретической под-
вижности в нативном ПААГ нуклеосом, содержа-
щих флуоресцентно-меченную ДНК.

При взаимодействии Nhp6 с нуклеосомной ДНК 
наблюдается формирование мультимолекулярных 
комплексов, отличающихся по электрофоретиче-
ской подвижности в ПААГ в нативных условиях, 
как было описано ранее для нуклеосом, ДНК ко-
торых не содержала НПП [11]. При постепенном 
повышении концентрации белка от 0,25 до 2 мкМ 
было выявлено последовательное образование не-
скольких мультимолекулярных комплексов (рис. 1, Б). 
Каждый такой комплекс состоит из одной нуклео-
сомы и одной или нескольких молекул Nhp6. Срав-
нение эффективности связывания Nhp6 с нуклео-
сомами, ДНК которых содержит НПП (рис. 1, Б), 
с опубликованными ранее данными [11] показало, 
что наличие НПП не оказывает существенного 
влияния на связывание Nhp6 с нуклеосомами. Та-
ким образом, наша экспериментальная система 
может быть использована для анализа роли Nhp6 
в транскрипции нуклеосом.

Для изучения влияния Nhp6 на процесс элон-
гации с помощью эукариотической РНКП2 в хро-
матине проводили анализ РНК-продуктов, полу-
ченных в ходе транскрипции мононуклеосомных 
матриц РНКП2 в присутствии повышающихся 
концентраций белка Nhp6 in vitro (рис. 1, В). 

По результатам транскрипции in vitro удалось 
установить, что уже при низкой концентрации 
Nhp6 (0,25 мкМ) наблюдается уменьшение “пау-
зирования” РНКП2 (временных остановок РНКП2 
на ДНК-матрице) при элонгации участка +15 ну-
клеосомной ДНК. При более высоких концентра-
циях Nhp6 (1 и 2 мкМ) наблюдается также увели-
чение эффективности транскрипции участка +45 
(рис. 1, Г).

На основе полученных данных нами была 
предложена возможная модель роли Nhp6 в элон-
гации (рис. 1, Д). Данный белок, связываясь с ну-
клеосомной ДНК, может изменять ее структуру: 
вызывать сильные изгибы в месте связывания и 
отгибать ДНК от октамера гистонов. Эти эффекты 
приводят к облегчению транскрипции в первую 
очередь при входе в нуклеосому (положение +15, 
рис. 1, Г, Д), а также при больших концентрациях 
могут влиять на “паузирование” РНКП2 в ходе 
элонгации через участок +45. В клетках дрожжей 
субъединица Nhp6 присутствует в избытке по отно-
шению к остальным субъединицам фактора FACT 
[10]. Поэтому полученные нами данные позволяют 
предположить, что субъединица Nhp6 дрожжевого 
комплекса FACT может участвовать в транскрипции 
хроматина в клетках дрожжей как в составе комп-
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лекса FACT, так, возможно, и как отдельная субъеди-
ница, облегчающая транскрипцию хроматина. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-24-00031).
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ROLE OF NHP6 PROTEIN IN TRANSCRIPTION THROUGH A NUCLEOSOME IN VITRO
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Nhp6 is a small yeast protein, which binds DNA nonspecifically. It was shown that Nhp6 is a 
part of several protein complexes (including FACT complex) and is presented on many yeast 
promoters and transcribed regions of genes in vivo. It also participates in the process of 
destabilizing the structure of nucleosomes in vitro. In our laboratory, we studied FACT complex 

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. T. 72. № 4



 257РОЛЬ БЕЛКА NHP6 В ТРАНСКРИПЦИИ НУКЛЕОСОМ IN VITRO

and showed its role in the transcription of eukaryotic RNA-polymerase 2 in vitro, but the role of 
the Nhp6 protein in transcription has not been studied previously. In this paper, we describe the 
effect of Nhp6 protein on transcription through a nucleosome by eukaryotic RNA-polymerase 2 
and show that Nhp6 protein increases the transcription efficiency at several positions on the 
nucleosomal DNA, primarily the transcription at the positions +(11–17) in the nucleosome. We 
proposed a model of the action of Nhp6 during transcription through chromatin, suggesting the 
stabilization of DNA transiently uncoiled from the octamer during this process.

Keywords: chromatin, nucleosome, transcription, FACT, Nhp6, Spt16, Pob3
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Кратко рассматриваются представления сторонников и противников запрограмми-
рованности старения о целесообразности этого явления для эволюции живых организмов. 
Мы полагаем, что у эволюции нет никакой “геронтологической” цели, ибо обязательное 
ограничение клеточной пролиферации в процессе развития многоклеточных организмов 
является фактором, “автоматически” запускающим старение из-за накопления в клетках 
различных макромолекулярных повреждений вследствие торможения или даже полного 
прекращения  возникновения новых, неповрежденных, клеток. Это ведет к подавлению 
“разбавления” стохастических повреждений (наиболее важными из которых являются 
повреждения ДНК) на уровне всей клеточной популяции. Перечисляются также некото-
рые дополнительные доводы в пользу нецелесообразности старения как для вида, так и 
для индивида.

Ключевые слова: старение, эволюция, естественный отбор, продолжительность жизни, 
развитие, клеточная пролиферация 

В последние годы вновь активизировалась дис-
куссия между сторонниками запрограммирован-
ности старения и их оппонентами, считающими 
старение следствием стохастического накопления 
различных повреждений в организме [1–8]. С пози-
ции большинства “программистов”, опирающихся 
на представления “раннего” Вейсмана [9] (который, 
кстати, впоследствии кардинально пересмотрел свои 
взгляды [10]), этот феномен возник в процессе эво-
люции как средство устранения из популяции ста-
рых особей, дабы они не конкурировали с молодыми 
за ресурсы и жизненное пространство, а также не 
замедляли “ротацию” индивидов, обеспечивающую 
прогрессивную модификацию видов. Иными сло-
вами, постулируется ЦЕЛЕСООБРАЗНОСТЬ для 
вида в целом старения отдельных особей. При этом, 
согласно известной точке зрения [1], люди, являю-
щиеся существами социальными, уже не участвуют 
в естественном отборе, а программа старения для 
них не имеет никакого смысла и может быть “от-
ключена” с помощью достижений современной 
геронтологии.

В то же время, противники запрограммирован-
ности старения подчеркивают, что в большинстве 
случаев эволюция направлена на совершенствова-
ние индивидов, благополучие которых и определяет 
благополучие всего вида. Именно поэтому продол-
жительность жизни в процессе эволюции, как пра-
вило, увеличивалась. Кроме того, у многих живот-
ных, особенно высокоорганизованных (приматы, 
слоны и др.), и человека преимущества долгой жизни 
(“эффект бабушек”, возможность длительного обуче-
ния, передача опыта от поколения к поколению 
и т.п.) обычно многократно компенсируют свя-
занные с ней проблемы.

Впрочем, нельзя не согласиться с тем, что опре-
деленную “пользу” старение человеческому обще-
ству может все-таки приносить, так как именно с его 
помощью в основном идет высвобождение долж-
ностей, занимаемых людьми, достигшими значи-
тельного возраста. Чем дольше в среднем живут 
люди в конкретной стране, тем сложнее молодым 
талантливым специалистам рассчитывать на ско-
рое повышение по службе. Известно, что при пол-
ном отсутствии старения и вымирании людей “по 
экспоненте”, т.е. в результате исключительно не-
счастных случаев и летальных болезней, средняя 
продолжительность жизни человека составила бы 
700–800 лет [11]. Трудно себе даже представить, 
каким образом в таком случае обеспечивался бы 
карьерный рост представителей молодого поколе-
ния. А уж их шансы стать академиками просто стре-
мились бы к нулю! Однако в данном случае речь 
идет не о биологической, а о социальной эволюции, 
аспектов которой мы в этой статье не касаемся.

Согласно концепции старения, неоднократно 
представленной нами в целом ряде работ (см., на-
пример, [7, 11–13]), ограничение пролиферации 
клеток, образующих ткани и органы подавляющего 
большинства многоклеточных организмов, явля-
ется следствием накопления в них различных ма-
кромолекулярных дефектов. При этом наиболее 
важные из них – это повреждения ДНК (так как 
повреждение главной матрицы во многих случаях 
не может быть “отремонтировано”), которые в даль-
нейшем, через цепь различных событий, ведут к уве-
личению вероятности смерти организма, т.е. к ста-
рению. Чем выше скорость пролиферации клеток, 
тем легче они должны избегать накопления на 
уровне всей клеточной популяции указанных по-
вреждений из-за простого их “разбавления”. “Бес-
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смертной” гидре за счет непрерывного обновле-
ния всех клеток удается сохранять в определенных 
условиях свою жизнеспособность на неизменном 
уровне в течение практически неограниченного 
времени [14].

Таким образом, у ограничения клеточной про-
лиферации действительно есть определенная ЦЕЛЬ, 
выражающаяся в формировании тканей и органов 
высших организмов (включая человека), однако она, 
на наш взгляд, не является “геронтологической” и 
не свидетельствует о ЦЕЛЕСООБРАЗНОСТИ про-
цесса старения.

Судя по всему, программы старения вообще 
не существует, а оно является лишь некоторым 
“побочным продуктом” программы развития [4–5, 
7–8], реализация которой у высших организмов 
с необходимостью предполагает появление попу-
ляций клеток с очень низкой и даже нулевой про-
лиферативной активностью.

Как уже отмечалось ранее [5], программой 
в биологическом смысле является некоторый на-
бор команд, “выдача” которых в организме не про-
исходит в ответ на некоторое внешнее воздействие, 
а определяется только временнóй шкалой. В этом 
смысле апоптоз можно считать запрограммирован-
ным явлением лишь применительно к эмбриональ-
ному развитию, когда его отсутствие просто сделает 
невозможным появление нормального новорож-
денного организма.

Различия в продолжительности жизни (вклю-
чая видоспецифические), на наш взгляд, опреде-
ляются лишь различиями в программах, определя-
ющих не скорость старения, а формирующуюся 
в процессе развития НАДЕЖНОСТЬ различных 
систем (клетки, органы, ткани) конкретного орга-
низма. Именно высокая надежность большинства 
систем нашего организма является ЦЕЛЕСООБРАЗ-
НОЙ с позиций обеспечения долголетия человека.

Впрочем, природа, по-видимому, не всегда за-
интересована в “супернадежности” абсолютно всех 
тканей многоклеточного организма. Скажем, при 
100%-ной устойчивости половых клеток (как муж-
ских, так и женских) к мутациям процесс эволю-
ции мог бы очень сильно замедлиться. Интересно, 
кстати, отметить, что ооциты у большинства видов 
млекопитающих фактически представляют собой 
аналог стационарной клеточной культуры, полно-
стью состоящей из неделящихся клеток. У ново-
рожденной девочки имеется лишь ограниченный 
запас половых клеток (300–400 тысяч), находящихся 
в диктиотене мейоза и успешно претерпевающих 
“стационарное старение”. Никаких новых ооци-
тов впоследствии не возникает.

В то же время, “побочным продуктом” низкой 
надежности женских половых клеток является так 
называемый “эффект возраста матери”, выражаю-
щийся в резком увеличении с возрастом вероятно-
сти появления аномального потомства у женщин 
старше 35 лет. Тот факт, что дети все-таки рождаются 
молодыми, определяется наличием целого ряда спе-
циальных барьеров [15], предотвращающих, как 

правило, появление потомства из ооцитов со “стар-
ческими” дефектами. Видимо, в этом случае природа 
сочла ЦЕЛЕСООБРАЗНЫМ отбор неповрежден-
ных ооцитов для их последующего оплодотворе-
ния [15]. Ситуация в некотором роде сходна с той, 
которую мы наблюдаем у пресноводной гидры, 
непрерывно сбрасывающей поврежденные клетки 
вместо того, чтобы их “ремонтировать” [14].

Конечно, в природе существует много примеров 
такого явления, как запрограммированная смерть. 
Однако в данном случае речь идет именно о за-
программированной ГИБЕЛИ организма, но не 
о его запрограммированном СТАРЕНИИ, т.е. за-
программированном увеличении с возрастом веро-
ятности смерти. Такой способ элиминации уже не 
нужных особей представляется нам слишком гро-
моздким и НЕЦЕЛЕСООБРАЗНЫМ, чтобы именно 
им воспользовалась эволюция для обеспечения 
благополучия вида в целом.

Известно, что у человека старение (т.е. увели-
чение вероятности смерти) начинается лет в 15. 
Но это – у человека, существа социального и по-
тому защищенного от неблагоприятного воздействия 
внешней среды достижениями цивилизации. В ди-
кой же природе старение, как правило (нужно 
подчеркнуть – как правило, так как есть и исклю-
чения типа уже упомянутых слонов и высших 
приматов, а также некоторых крупных животных 
вроде китов), не наблюдается, ибо практически все 
особи погибают задолго до начала этого процесса. 
Кроме того, как нам кажется, даже в тех случаях, 
когда эволюция “видит” старение до завершения 
репродуктивного периода, она старается ЗАМЕД-
ЛИТЬ этот процесс и увеличить максимальную 
продолжительность жизни, увеличивая тем самым 
как длительность развития, так и период фертиль-
ности (собственно, именно это мы и наблюдаем 
на протяжении нескольких последних миллионов 
лет). По-видимому, ИЗОБРЕТЕНИЕ или УСКО-
РЕНИЕ старения (скажем, с помощью специаль-
ной программы) для эволюции либо невыгодно, 
либо просто лишено смысла.

В пользу отсутствия созданной эволюцией спе-
циальной программы старения может служить и 
следующий довод. В принципе, любую программу 
можно сломать. В частности, мы знаем много слу-
чаев нарушения программы развития, в результате 
чего либо погибает эмбрион, либо на свет появля-
ется аномальное потомство. Однако нам не известны 
случаи нарушения соответствующей программы 
(если она существует) у отдельных особей старею-
щих видов, в результате чего они становились бы 
“бессмертными”.

В заключение хотелось бы подчеркнуть, что 
если бы программа старения все-таки существовала, 
ее отмена, к которой призывают геронтологи-
“программисты”, не обязательно должна была бы 
приводить к изменению возрастной динамики тех 
биомаркеров старения (БС), которые непосред-
ственно связаны с пролиферативным статусом 
клеток, образующих органы и ткани организма 
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[16]. По крайней мере, это должно касаться тех 
БС, которые не вовлечены в механизмы увеличе-
ния вероятности смерти с возрастом. Если же 
какие-то БС являются “сущностными” [15], т.е. 
без влияния на них нельзя замедлить процесс ста-
рения, то постулируемый механизм отмены про-
граммы старения должен позволить объяснить, 
каким образом такие БС будут постоянно удалять-
ся из постмитотических или очень медленно раз-
множающихся клеток.

И последнее. Нам представляется, что наша 
концепция старения позволяет объяснить старе-
ние не только многоклеточных, но и одноклеточ-
ных организмов [8, 11, 17–19]. В то же время, 
остается не очень понятным, каким образом мог-
ли бы это сделать сторонники запрограммирован-
ности процесса старения.

Работа выполнена в рамках государственного 
задания МГУ, ч. 2 (фундаментальные научные ис-
следования, № АААА-А16-116021660098-8).
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Ideas of proponents and opponents of the programmed aging concerning the feasibility of 

this phenomenon for the evolution of living organisms are shortly considered. We think that evo-

lution has no “gerontological” purpose, because the obligate restriction of cell proliferation dur-

ing the development of multicellular organisms is a factor that “automatically” launches aging 

due to the accumulation in the cells of various macromolecular lesions because of inhibition or 

even complete cessation of the appearance of new, intact cells. This leads to supression of  “dilu-
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tion” of stochastic damage (the most important of which are DNA lesions) at the level of the 
entire cellular population. Some additional arguments are also listed in favor of the inexpediency 
of aging for both species and indi vidual.

Keywords: aging, evolution, natural selection, life span, development, cell proliferation
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ОБНАРУЖЕНИЕ МИКРОЦИСТИНОВ В ЦИАНОБАКТЕРИАЛЬНЫХ 
ОБРАСТАНИЯХ РАЗЛИЧНЫХ СУБСТРАТОВ ПРИБРЕЖНОЙ ЗОНЫ 

ОЗЕРА БАЙКАЛ

О.И. Белых*, Г.А. Фёдорова, А.В. Кузьмин, 
И.В. Тихонова, О.А. Тимошкин, Е.Г. Сороковикова

Лимнологический институт СО РАН, Россия, 
664033, г. Иркутск, Улан-Баторская, д. 3 

*e-mail: belykh@lin.irk.ru

 Некоторые виды цианобактерий способны продуцировать токсины, концентрация 
которых в период цветения воды может достигать величины, опасной для жизни челове-
ка и животных. Планктонные цианобактерии являются наиболее распространенными и 
изученными продуцентами микроцистинов – циклических гептапептидов, вызывающих 
поражения печени, менее известны микроцистин-синтезирующие бентосные цианобак-
терии. В озере Байкал в последние годы зарегистрировано массовое развитие бентосных 
цианобактерий, формирующих обширные обрастания на различных субстратах. В обрас-
таниях природных и искусственных субстратов, отобранных в прибрежной зоне озера 
Байкал, в том числе на больных и погибших эндемичных губках Lubomirskia baicalensis и 
Baikalospongia spp., выявлены микроцистины, продуцируемые бентосными цианобакте-
риями. С применением микроскопии показано, что в составе обрастаний преобладают 
ностоковые и осцилляториевые цианобактерии с доминированием Tolypothrix distorta – 
потенциального продуцента микроцистинов. Концентрация микроцистинов в биоплен-
ках по данным иммуноферментного анализа составила 29,8–3050 мкг/кг сухого веса. 
Методом масс-спектрометрии MALDI-TOF/TOF идентифицировано восемь вариантов 
микроцистинов, из которых наиболее часто встречался вариант [Dha7]MC-YR. В био-
пленках, образованных на искусственном субстрате видом Phormidium autumnale, также 
выявлено присутствие микроцистинов. Полученные результаты свидетельствуют о необ-
ходимости регулярного мониторинга потенциально токсичных видов и содержания циа-
нотоксинов в планктоне и бентосе прибрежной зоны озера Байкал, особенно в районах 
активной туристско-рекреационной деятельности. 

Ключевые слова: озеро Байкал, цианобактерии, Tolypothrix distorta, микроцистины, губки, 
MALDI-TOF/TOF, иммуноферментный анализ

Цианобактерии (сине-зеленые водоросли) яв-
ляются постоянным компонентом пресноводных 
и морских экосистем, они обитают в толще воды, 
на дне водоемов, на поверхности водных растений 
и других объектов. В условиях повышенной тем-
пературы и освещенности, при избытке биогенов, 
в отсутствие интенсивного перемешивания циа-
нобактерии в водоемах начинают быстро разви-
ваться, приводя к цветению воды [1–4].  Примерно 
в 60% случаев цветение вызвано токсичными ви-
дами цианобактерий, представляющими серьезную 
угрозу для здоровья человека и животных [1]. 

Наиболее распространенными цианотоксинами 
пресных вод являются микроцистины (microcys-
tins, MC) – циклические пептиды, состоящие из 
семи аминокислотных остатков. В настоящее время 
выявлено около 90 вариантов MC, среди них наи-
более часто встречаются MC-LR, MC-RR и MC-YR 
[1, 2]. MC – химически стабильные соединения, 
они сохраняют свои токсические свойства в воде 
в течение нескольких недель, устойчивы к нагре-

ванию и расщеплению пищеварительными фермен-
тами. MC обладают выраженным гепатотоксичным 
действием: ингибируя активность серин-треони-
новых фосфатаз в печени, вызывают разрушение 
цитоскелета гепатоцитов [1, 2]. При отравлении MC 
в высокой концентрации наблюдаются клиниче-
ские признаки острой интоксикации, в тяжелых 
случаях – обширные кровоизлияния в печени. Дли-
тельное воздействие MC в низких дозах приводит 
к образованию опухолей. Согласно рекомендации 
Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) 
концентрация MC-LR в питьевой воде не должна 
превышать 1 мкг/л, а в воде для купания и рекреа-
ционного использования – 2–4 мкг/л [1]. 

Долгое время продуцентами MC считались 
планктонные цианобактерии, однако в последние 
годы при исследовании случаев гибели животных 
нередко их источником оказываются бентосные 
виды [3]. Первое сообщение об отравлении живот-
ных MC из цианобактериальных матов альпийских 
озер, приведшее к гибели более сотни особей круп-
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ного рогатого скота, зарегистрировано в 1994–1995 гг. 
в Швейцарии [5].  В течение ряда лет в Африке, 
Северной Америке, Европе, Австралии, Новой Зе-
ландии отмечались множественные отравления 
диких и домашних птиц в период массового раз-
вития бентосных цианобактерий [3].

Для многих водных животных установлена ток-
сичность MC [2]. Известно, что причиной болезни 
и гибели кораллов вследствие некроза тканей мо-
гут быть нитчатые MC-продуцирующие цианобак-
терии в комплексе с гетеротрофными бактериями 
[6]. Во время летальных заболеваний морских гу-
бок в их телах обнаруживали большое количество 
нитчатых цианобактерий, однако сведений о при-
сутствии цианотоксинов в них нет [7]. 

В озере Байкал с 2011 г. наблюдаются крупно-
масштабные изменения в литоральной зоне, среди 
которых особое место занимает массовая гибель 
губок, сопровождаемая интенсивным развитием 
нитчатых цианобактерий на их поверхности [8]. 
Доля пораженных эндемичных губок Lubomirskia 
baicalensis (Pallas, 1773), которые до описываемых 
событий покрывали около 47% поверхности дна 
озера, составляет от 30% до 100% в отдельных райо-
нах озера. “Экологический кризис” на Байкале – 
крупнейшем озере мира и объекте всемирного 
природного наследия ЮНЕСКО, содержащем бо-
лее 80% пресных вод России и около 20% мировых 
запасов, привлек внимание многих исследователей, 
однако причины происходящих перемен остаются 
неизвестными до настоящего времени [8, 9]. 

Цель настоящей работы – изучить видовой 
состав цианобактерий в обрастаниях различных суб-
стратов литоральной зоны озера Байкал, определить 
концентрацию MC с помощью иммунофермент-
ного анализа (ИФА) и идентифицировать их струк-
турные варианты методом масс-спектрометрии.

Материалы и методы

Пробы отобраны в мае, июле и сентябре 2015 г. 
в прибрежной зоне Южного Байкала у поселков 
Листвянка и Большие Коты водолазами-исследо-
вателями с глубин 3–15 м. Взяты 14 проб с различ-
ных субстратов: № 11, 16–19, 23 – с Lubomirskia 
baicalensis, № 13, 22 – с Baikalospongia sp.; № 12, 
14, 15, 24 – с камней, № 21 – со скального участка, 
№ 25 – с подводной части деревянного пирса (таб-
лица). Одна проба воды отобрана шприцем у по-
верхности губки № 11. Обрастания с больных и 
мертвых губок отбирали вместе с кусочками тел 
животных. Для микроскопического изучения про-
бы были зафиксированы 4%-ным формалином, для 
генетического исследования, ИФА и масс-спект-
рометрического анализа образцы замораживали. 

Видовую идентификацию цианобактерий про-
водили, используя световой микроскоп Axio Imager 
(Zeiss, Германия), снабженный ртутной лампой HBO 
100W и камерой AxioCam, согласно определителям 

[10–12]. Частоту встречаемости видов определяли 
по шкале Стармаха.

ИФА проводили с помощью набора Abraxis 
Microcystins-ADDA ELISA (Abraxis LLC, США) 
согласно протоколу производителя. Результаты обра-
батывали с использованием программы RIDA®SOFT 
Win. Анализ включал два этапа: первый – скрининг 
проб непосредственно на борту научно-исследо-
вательского судна на наличие MC; второй – опре-
деление концентрации MC в лаборатории (пред-
варительно образцы высушивали при температуре 
+60°С и взвешивали).

Для масс-спектрометрического определения MC 
сухую биомассу обрастаний дважды экстрагировали 
75%-ным метанолом в течение 60 мин при воздей-
ствии ультразвука. Полученные экстракты объеди-
няли и упаривали досуха на роторном испарителе 
при температуре водяной бани 45±2°С и снова 
растворяли в метаноле [13]. Идентификацию MC 
выполняли на тандемном времяпролетном масс-
спектрометре с матричной лазерной десорбцией/
ионизацией (MALDI-TOF/TOF) (Bruker Daltonics, 
Германия), используя в качестве матрицы α-циано-
4-гидроксикоричную кислоту. Детектирование про-
водили в режиме регистрации положительных ионов 
(рабочая длина волны лазера 355 нм). Диапазон 
регистрируемых масс 500–3500°Да.

Результаты и обсуждение

Визуальное наблюдение. При внешнем осмотре 
фрагментов трех ветвистых губок L. baicalensis, 
отобранных с глубин 10–15 м, наблюдали ветви с 
деструктивными изменениями, лишенные харак-
терной зеленой окраски и покрытые сине-зелеными 
или буро-фиолетовыми кустистыми обрастаниями 
и коричневыми пленками. При этом у двух губок 
(№ 11 и 16) выявили очаги поражения красно-ко-
ричневого цвета, у одной губки (№ 23) отмечали 
обширные участки обесцвечивания. Три экземпляра 
L. baicalensis (№ 17–19), отобранные с глубин 3–7 м, 
отличались разрушенными буро-зелеными ветвями 
и обрастаниями бурого и темно-зеленого цвета. 
Две корковые губки Baikalospongia sp. со значитель-
ными разрушениями тела были, очевидно, погиб-
шими: образец № 13 характеризовался буро-ко-
ричневой окраской тела, красно-коричневыми 
очагами некроза и сходного цвета обрастаниями; 
образец № 22 был полностью обесцвечен, поверх-
ность покрыта розовым налетом. Пробы с камней 
и со скалы представлены кустистыми обрастаниями 
от буро-зеленого до красно-коричневого цвета; 
образец, взятый с камня (проба № 24), состоял из 
полушаровидных сине-зеленых колоний; соскоб 
с поверхности пирса имел вид кожистых пленок 
темно-зеленого цвета. 

Видовой состав цианобактерий. Микроскопи-
ческое наблюдение показало, что во всех пробах 
основную биомассу обрастаний составляют циано-
бактерии. В биопленках выявлено 23 вида циано-
бактерий, относящихся к порядкам Synechococcales, 
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Таблица

Видовой состав бентосных цианобактерий в озере Байкал в 2015 г. и относительное обилие видов по шкале Стармаха 
(«–» – отсутствует; «+» – очень редко; 1 – 1–6 экземпляров в препарате; 2 – 7–16 экземпляров; 3 – 17–30 экземпляров; 

4 – 31–50 экземпляров; 5 – абсолютное преобладание, более 50 экземпляров)

Станции отбора проб

Порядок. Вид

Пос. Листвянка 
(51°51.58' N, 104°51.84' E)

Пос. Большие Коты 
(51°54.29' N, 105°4.47' E)

11 12 13 14 15 16 17 18 19 21 22 23 24 25

Synechococcales

Chamaesiphon fuscus (Rostafinski) Hansgirg 2 2 – – – – – – 2 – – 5 – –

Heteroleibleinia kuetzingii (Schmidle) 
Compère

2 1 – – – – – – 2 – – 4 – –

Leibleinia epiphytica (Hieronymus)  Compère 2 2 1 3 3 1 1 – – 2 – 2 – –

Leptolyngbya sp. – – – – – – – – – – – 3 – +

L. margaritata (Kufferath) Anagnostidis 5 – – – – – – – – – – – – –

Merismopedia glauca (Ehrenberg) Kützing – – – – – – – – – 1 – – – –

Pseudanabaena galeata Böcher 3 – 4 4 3 2 – – – 3 – – – –

P. mucicola (Naumann et Huber-Pestalozzi) Schwabe – – – – + – – – – – – – – –

Synechococcus/Cyanobium spp. 4 4 4 4 4 5 – – – – 5 5 – –

Chroococcales

Aphanocapsa parasitica (Kützing) Komárek 
et Anagnostidis

1 1 2 3 3 2 1 – 5 + – + – –

Chroococcus minutus (Kützing) Nägeli + – – – – – – + – – – – – –

C. minor (Kützing) Nägeli – – + – – – – – – + – – – –

Microcystis aeruginosa (Kützing) Kützing – – – – + – – – – – – + – –

M. wesenbergii (Komárek) Komárek ex Komárek – – – – – – – – – – – + – –

Oscillatoriales 

Kamptonema formosum (Bory ex Gomont) Strunecký, 
Komárek et J.Smarda

5 2 3 2 – 1 – – – – – – – –

Microcoleus paludosus Gomont + – – – – – – – – – – – – –

Oscillatoria curviceps  C.Agardh ex Gomont 1 1 – 1 1 5 – – – 1 – – – –

Phormidium autumnale Gomont – – – – – – – – – – – – – 5

Symplocastrum sp. – – – 5 5 1 – – – 5 – 2 – –

Tychonema sp. 3 3 2 2 – 1 – – – – – – – –

Nostocales

Rivularia borealis P. Richter – + – – – – – – – – – – – –

Tolypothrix distorta Kützing ex Bornet et Flahault 5 5 5 + 2 5 5 5 5 5 – 5 5 –

Calothrix sp. – – – – – – – – + – – – – –

Всего видов 13 10 8 9 9 9 3 2 5 8 1 10 1 2
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Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales (таблица). 
Из восьми наиболее часто встречающихся видов 
цианобактерий пять представлены нитчатыми фор-
мами. Обесцвеченная Baikalospongia sp. единствен-
ная не содержала нитчатых цианобактерий, в ро-
зовом налете и поверхностном слое ее тела в массе 
обнаружены клетки, соответствующие морфотипам 
родов Synechococcus C. Nägeli и Cyanobium R. Rippka 
et G. Cohen-Bazire. По морфологическим призна-
кам виды этих родов весьма сходны и их часто 
объединяют в совместный кластер пикопланктон-
ных цианобактерий. Пикоцианобактерии, в боль-
шом количестве развиваясь в планктоне Байкала 
(до 3 млн клеток/мл), попадают в тело губки с то-
ком воды при фильтрации и составляют значи-
тельную часть микробиомов здоровых губок [14]. 
Вероятно, некоторые представители родов Synecho-
coccus и Cyanobium также являются симбионтами 
байкальских губок. У морских губок обнаружен 
внутриклеточный Synechococcus spongiarum Usher, 
Toze, Fromont, Kuo & Sutton [7], однако близко-
родственных ему филотипов у байкальских пред-
ставителей не найдено [14]. К настоящему времени 
достоверных сведений о продукции токсинов циа-
нобактериями родов Synechococcus и Cyano bium нет. 

Среди порядка Synechococcales к многочис-
ленным в биопленках видам также можно отнести 
Chamaesiphon fuscus и Leptolyngbya margaritata. Ch. 
fuscus, как правило, встречался на спикулах в не-
кротизированных участках тела губок, а L. marga-
ritata формировала коричневые пленки на поверх-
ности L. baicalensis.

Из представителей порядка Chroococcales в 
большинстве биопленок выявлена Aphanocapsa para-
sitica. Известные продуценты MC – планктонные 
хроококковые Microcystis aeruginosa и M. wesenbergii – 
отмечены в малом количестве и только в двух пробах.

В 72% образцов преобладал Tolypothrix distorta, 
порядок Nostocales (рис. 1, А). Его трихомы сине-
зеленого и красно-коричневого цвета, частью уже 
отмершие, встречались во всех обрастаниях, кроме 
обесцвеченной губки и биопленки с пирса. Обра-
стания, покрывающие камень (проба № 24), пред-
ставляли собой многочисленные колонии T. distorta. 
Согласно многолетним наблюдениям, T. distorta 
ранее встречался вдоль всего побережья Байкала 
на камнях и макрофитах преимущественно на глу-
бинах от 1,5 до 6 м, его биомасса в среднем дости-
гала 0,25 г/м2 [15]. С 2015 г. вид стали отмечать на 
глубинах 0–1,5 м, в первом растительном поясе, 
при этом биомасса T. distorta увеличилась в сотни 
раз [8]. В этот период T. distorta впервые найден на 
губках, причины колонизации видом губок и его 
роль в болезни и последующей гибели эндемич-
ных животных не установлены [9]. На основе дан-
ных генетического анализа и масс-спектрометрии 
высказано предположение о способности T. distorta 
продуцировать паралитические токсины моллюсков, 
включая самый токсичный вариант – сакситоксин 

[9]. Другие виды ностоковых присутствовали на 
камнях и губках очень редко. Следует отметить, что 
ранее нитчатые цианобактерии на губках не обна-
руживали даже при изучении их метагеномных со-
обществ [14]. 

Многочисленным видом в исследованных об-
разцах являлся представитель осцилляториевых – 
Symplocastrum sp. (рис. 1, Б). Его кустистые дер-
новинки с трихомами буро-коричневого цвета 
в большом количестве обнаружены на твердых 
субстратах и, изредка, на ветвистых губках. Другие 
часто встречающиеся осцилляториевые цианобак-
терии – Kamptonema formosum и Tychonema sp. – 
образовывали красно-коричневые пленки в очагах 
некроза на поверхности губок (рис. 1, В). Присут-
ствие Oscillatoria curviceps зарегистрировано в шести 
пробах. Phormidium autumnale преобладал в биоплен-
ках, сформированных на подводной части пирса. 

Изучение видового состава цианобактериаль-
ных обрастаний озера Байкал показало присутствие 
видов, известных в других водоемах в качестве про-
дуцентов MC. Прежде всего, это виды Pseudana-
baena mucicola, P. galeata, K. formosum; их токсич-
ность установлена методами химического анализа 
и биотестирования на животных, а в одном случае 
подтверждена наличием генов, кодирующих син-
тез MC [2, 16, 17]. Достоверно определена продук-
ция MC в колониях T. distorta, отобранных из бен-

Рисунок 1. Цианобактерии из обрастаний различных субстра-
тов. А – Tolypothrix distorta, Б – Symplocastrum sp., В – Tychonema 

sp. Масштабная линейка 20 мкм
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тосных сообществ реки Аларабе, Испания [18]. 
Анализируя родовой состав бентосных цианобак-
терий озера Байкал, можно отметить, что в других 
водоемах среди родов Leptolyngbya Anagnostidis et 
Komárek и Rivularia C. Agardh ex Bornet et Flahault 
найдены MC-продуцирующие виды [3, 16].

Иммуноферментный и масс-спектрометриче-
ский анализ. Методом ИФА MC выявлены во всех 
исследованных образцах: в 14 пробах обрастаний 
(рис. 2) и в воде, взятой в непосредственной бли-
зости от ветвистой губки (№ 11). В воде концент-
рация MC составила 0,1 мкг/л, что в десять раз 
ниже нормативов ВОЗ для питьевой воды. В био-
пленках концентрация MC варьировала от 29,8 до 
3050 мкг/кг сухого веса. Наибольшее содержание 
MC выявлено в обрастаниях губок и колониях 
T. distorta. Минимальная концентрация MC отме-
чена в биопленке, образованной P. autumnale: в этой 
пробе детектировано четыре варианта MC, три из 
которых в других образцах не обнаружены. Всего 
в биопленках озера Байкал методом MALDI-TOF 
идентифицировано восемь вариантов MC (рис. 2). 
Профили токсинов в исследованных пробах в ос-
новном сходны, самым частым вариантом был де-
метилированный вариант MC-YR – [Dha7]MC-YR 
(замена остатка аминокислоты N-метилдегидро-
аланин на дегидроаланин), обнаруженный в обра-
станиях губок (№ 11, 13) и камней (№ 12, 14), а 
также в колониях T. distorta (№ 24) и пленках из 
P. autumnale (№ 25). 

Таким образом, в обрастаниях, развивающихся 
на различных субстратах в озере Байкал, присут-
ствуют MC-продуцирующие цианобактерии. При-
нимая во внимание, что практически во всех пробах 

наблюдалось абсолютное преобладание T. distorta, 
способного синтезировать MC, скорее всего этот 
вид и является продуцентом данных токсинов в озере 
Байкал. 

Среди байкальских цианобактерий имеются 
виды, производящие другие группы токсинов. Для 
K. formosum, Tychonema bourellyi, P. autumnale пока-
зан синтез анатоксинов – нейротоксичных алка-
лоидов [2, 3, 19, 20]. P. autumnale известен как 
один из самых распространенных продуцентов ана-
токсинов, в Новой Зеландии он стал причиной мно-
гочисленных отравлений и гибели собак [20]. При 
этом авторы не выявили синтез MC у P. autumnale.

Возможная находка в озере Байкал MC-про-
дуцирующего P. autumnale, как и T. distorta, требует 
дальнейших исследований, в первую очередь для 
того, чтобы определить потенциальный риск для 
человека и животных. 

Концентрация MC в биопленках озера Байкал 
значительно ниже, чем в планктоне цветущих во-
доемов [1, 2], но сопоставима с таковой в циано-
бактериальных матах водоемов Антарктиды и Арк-
тики [21–23]. В бентосных пробах самое высокое 
содержание MC определено в реке Нил (до 
4,1•106 мкг/кг сухого веса) [3]. В данной работе 
было затруднительно оценить реальную угрозу 
развития токсичных цианобактерий в озере Бай-
кал в связи с отсутствием единых, утвержденных 
ВОЗ, нормативов для бентосных MC-продуцирую-
щих цианобактерий. В странах, где проводится мо-
ниторинг численности потенциально токсичных 
видов и цианотоксинов, используются региональ-
ные нормативы для MC [3]. Вместе с тем, несмотря 
на низкое содержание MC в обрастаниях и воде 

Рисунок 2. Концентрация MC в цианобактериальных обрастаниях различных субстратов в озере Байкал. Варианты MC в пробах: 
11 – MC-YR, [Dha7]MС-YR; 12 – [Dha7]MС-YR; 13 – MC-LA, [Dha7]MC-YR; 14 – [Dha7]MC-YR; 17 – MC-LF; 18 – [L-MeSer7]
MC-LR; 19 – MC-YR; 24 –  [Dha7]MС-YR; 25 – [D-Asp3,Dha7]MC-HtyR, MC-RR, MC-HtyR, [Dha7]MC-YR; 15, 16, 21–23 – не 

идентифицированы
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озера Байкал, потенциальная опасность отравле-
ния в результате употребления питьевой воды все 
же существует.

Цианобактериальные сообщества озера Байкал, 
сходные по видовому составу и содержанию MC 
с матами полярных регионов, характеризуются уни-
кальным профилем MC. В альгобактериальных ма-
тах водоемов Арктики и Антарктики идентифици-
рованы, в основном, варианты MC-RR и MC-LR, 
продуцентом которых являлся Nostoc sp., хотя в арк-
тических пробах в массе встречался и T. distorta 
[21–23]. Варианты MC в Байкале, синтезируемые, 
вероятно, преобладающим видом T. distorta, отли-
чаются от таковых у T. distorta из реки в Испании, 
производящего пять вариантов с доминированием 
MC-YR [18]. В байкальских пробах превалировал 
деметилированный вариант [Dha7]MC-YR, MC-YR 
найден только в двух образцах, в которых его кон-
центрация достигала 2178 мкг/кг сухого веса, что 
сопоставимо с содержанием MC у T. distorta из суб-
тропических широт [18]. Количество и состав MC 
значительно варьируют не только между видами, 
но и между штаммами одного вида и зависят в пер-
вую очередь от абиотических факторов среды [1, 2]. 
Большое число вариантов MC, около 20, харак-
терно для штаммов Microcystis aeruginosa, у бентос-
ных цианобактерий такого разнообразия MC не 
описано [1–3].

Массовое развитие планктонных токсичных 
цианобактерий является следствием глобальных 
процессов изменения климата и эвтрофирования 
водоемов, как установлено многими исследова-
ниями [1–4]. Вместе с тем, причины увеличения 
частоты и распространенности цветений воды циа-
нобактериями, как и факторы, влияющие на син-
тез циатоксинов, до конца не ясны. Нередко бен-
тосные цианобактерии могут создавать высокую 
биомассу в малопродуктивных водоемах, например, 
в озерах и реках Швейцарии и Новой Зеландии [3, 5, 
20]. Подобное явление наблюдается в последние годы 
на Байкале, цианобактерии в большом количестве 
развиваются в озере, достигая значений биомассы 
характерных для эвтрофных водоемов, однако в на-
стоящий период трофический статус озера соответ-
ствует олиготрофному по гидрохимическим пока-
зателям [24]. С другой стороны, первые признаки 
эвтрофирования, выраженные в изменении видо-
вого состава водорослей и росте биомассы фито-
планктона, отмечали в мелководных участках Бай-
кала еще в 70-е гг. ХХ века [25]. В 80-е гг. в заливах 

впервые зарегистрировано цветение воды, вызван-
ное Anabaena lemmermannii P.G. Richter. В 2011–
2016 гг. на многих участках прибрежной зоны обна-
ружено появление несвойственных озеру нитчатых 
водорослей рода Spirogyra Link и найдена высокая 
концентрация термотолерантных колиформных бак-
терий – показателей антропогенного загрязнения 
[8]. Ранее мы сообщали о высокой численности 
цианобактерий и присутствии токсичных видов в 
планктоне литорали, отмечая возросшую опасность 
развития токсичных цветений [9, 13]. Очевидно, 
биота озера (в большей степени – первичные про-
дуценты) является наиболее чутким индикатором 
эвтрофирования, которое, в первую очередь начи-
нается в прибрежных участках озера. 

Исследователи арктических и антарктических 
альгобактериальных матов определяют температуру 
как основной фактор, влияющий на видовой состав 
цианобактерий и продукцию MC: экспериментально 
доказано, что с повышением температуры кон-
центрация MC многократно возрастает [22, 23]. 
Продолжающееся изменение климата, по мнению 
многих авторов, может привести к увеличению про-
дукции токсинов и появлению токсичных штам-
мов [1, 22, 23]. На озере Байкал с 1896 г. годовая 
температура воздуха поднималась со средней ско-
ростью 1,2°С/100 лет. За последние 60 лет посте-
пенно возрастает температура верхних слоев воды 
в теплое время года [24]. 

Наличие MC в обрастаниях различных подвод-
ных субстратов, включая эндемичные губки и ис-
кусственные объекты, свидетельствует о масштаб-
ном распространении токсичных цианобактерий в 
литоральной зоне озера Байкал и потенциальной 
угрозе для человека и животных. В условиях измене-
ния климата и повышения антропогенного воздей-
ствия на экосистему озера, особенно в рекреаци-
онных зонах, необходимо проводить регулярный 
мониторинг токсичных цветений на озере Байкал. 
Учитывая цитотоксическое действие MC на мно-
гих гидробионтов, роль MC в возникновении и 
развитии болезни эндемичных байкальских губок 
требует отдельного изучения.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследований 
(проект № 16-54-44035), в рамках государственных 
заданий № 0345-2016-0003 и № 0345-2016-0009 
с использованием оборудования Центра коллек-
тивного пользования “Ультрамикроанализ” Лим-
нологического института.
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MICROCYSTIN-PRODUCING CYANOBACTERIA IN BIOFILMS 
FROM THE LITTORAL ZONE OF LAKE BAIKAL

O.I. Belykh*, G.A. Fedorova, A.V. Kuzmin, I.V. Tikhonova, O.A. Timoshkin, E.G. Sorokovikova

Limnological Institute, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
Ulan-Batorskaya ul. 3, Irkutsk, 664033, Russia

*e-mail: belykh@lin.irk.ru

Some species of cyanobacteria synthesize toxins, whose concentration during water bloom 
can reach values dangerous to human and animal health. Planktonic cyanobacteria are the most 
common and well-studied producers of microcystins – hepatotoxic cyclic heptapeptides, whereas 
microcystin-producing benthic cyanobacteria are less known. In recent years, the mass develop-
ment of benthic cyanobacteria forming extensive fouling on different substrates has been recorded 
in the littoral zone of Lake Baikal. We found microcystins produced by benthic cyanobacteria 
in the biofouling inhabiting different substrates, including diseased and dead endemic sponges 
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 269ОБНАРУЖЕНИЕ МИКРОЦИСТИНОВ В ЦИАНОБАКТЕРИАЛЬНЫХ ОБРАСТАНИЯХ

Lubomirskia baicalensis and Baikalospongia spp., collected from the littoral area of Lake Baikal. 
Microscopic analysis of the biofouling revealed prevalence of Nostocales and Oscillatoriales cyano-
bacteria with the dominance of Tolypothrix distorta that is likely the main microcystin producer 
in Lake Baikal. According to enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), microcystin con-
centrations in biofouling were 29.8–3050 μg/kg dry weight. We identified eight microcystin vari-
ants using MALDI-TOF/TOF; [Dha7]MC-YR being recorded in most samples. The presence of 
microcystins in biofilms formed on the surface of the artificial substrate by Phormidium autum-
nale was also recorded. The data obtained show the necessity to monitor potentially toxic species 
and concentrations of cyanotoxins in plankton and benthos in the littoral zone of Lake Baikal, 
especially in the regions with intense tourist and recreational activities. 

Keywords: Lake Baikal, cyanobacteria, Tolypothrix distorta, microcystins, sponges, MALDI-TOF/
TOF, ELISA 
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