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Базидиомицеты – высшие грибы с многоклеточ�
ным мицелием, насчитывающие около 30 тыс. ви�
дов как микроскопических грибов, так и грибов с
крупными плодовыми телами. Хотя базидиомице�
ты встречаются в самых разнообразных экосисте�
мах, включая луга, степи, пустыни, наиболее ши�
роко они представлены в лесных экосистемах. Ос�
новная функция базидиомицетов в природе –
разложение лигнина и целлюлозы, и именно эта
способность привлекает пристальное внимание ис�
следователей как с точки зрения понимания меха�
низмов данного процесса, так с целью разработки
биотехнологий утилизации древесных и раститель�
ных отходов [1–5].

Уникальной особенностью базидиомицетов яв�
ляется способность к синтезу экстрацеллюлярных
ферментов: лигнинпероксидаз, Mn�пероксидаз, по�
лифункциональных пероксидаз, лакказ, обладаю�
щих широкой субстратной специфичностью [6, 7],
что позволяет им разлагать не только органические
вещества природного происхождения, но и различ�
ные ксенобиотики. К наиболее опасным органиче�
ским поллютантам, разложение которых можно
ускорить с помощью базидиомицетов, относятся
полициклические ароматические углеводороды,
хлорфенолы, полихлорированные бифенилы, пе�
стициды и муниципальные отходы. Основные меха�
низмы разложения ксенобиотиков базидиальными
грибами к настоящему времени достаточно хорошо
изучены, а применение базидиомицетов в качестве
биологических агентов для переработки и утилиза�
ции техногенных образований и отходов освещено в

ряде обзоров [8, 9]. Тем не менее постоянно появля�
ются новые данные, детализирующие механизмы
разложения ксенобиотиков базидиомицетами, а
также примеры использования как базидиомицетов,
так и их лигнолитических ферментов для детокси�
фикации и деградации загрязняющих веществ в раз�
личных отраслях промышленности. 

Цель обзора – анализ современного состояния
технологий биоконверсии лигноцеллюлозных мате�
риалов и ксенобиотиков базидиомицетами.

Основные пути трансформации лигноцеллюлозных
материалов и ксенобиотиков базидиальными грибами.
Исследование разложения лигноцеллюлозных ма�
териалов и ксенобиотиков грибами “белой гнили”
показало возможность их использования в техноло�
гиях переработки и утилизации труднодеградируе�
мых техногенных образований и отходов. Послед�
ние данные экспериментальных работ в данной об�
ласти суммированы в ряде обзоров [2, 6–10].
Установлено, что процессы деградации лигноцел�
люлозного материала и ксенобиотиков грибами
“белой гнили” включают действие сложного муль�
тиферментного комплекса, синтез которого зависит
от субстрата, на котором растет гриб, его физиоло�
го�биохимических особенностей и геномной орга�
низации. Эффективность деградации обеспечива�
ется комбинацией внеклеточных лигнолитических
ферментов, органических кислот, медиаторов и со�
путствующих ферментов. Согласно современным
представлениям существует три основных пути раз�
ложения природных полимеров и ксенобиотиков
базидиомицетами: ферментативная деградация,
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КУЛИКОВА и др.

опосредованно ферментативная и неферментатив�
ная деградация (рис. 1). 

Каждый из перечисленных путей характеризует�
ся наличием собственных механизмов разложения
труднодеградируемых веществ. Ферментативный
путь включает молекулярную трансформацию суб�
страта с изменением его свойств и полное разложе�
ние, а так же сопутствующий синтез соединений de
novo. Опосредованная ферментативная деградация
базируется на формировании радикалов в качестве
основных и побочных продуктов ферментативных
реакций с последующим запуском радикальных
процессов. Неферментативная деградация осу�
ществляется за счет реакционноспособных радика�
лов и ионов металлов переменных валентностей. В
природных условиях процессы деградации базидио�
мицетами являются многостадийными и реализу�
ются, как правило, с участием всех перечисленных
выше механизмов. Тем не менее, как ферментатив�
ная, так и опосредованная ферментативная деграда�
ция осуществляются преимущественно с участием
оксидоредуктаз и гидролаз, что предопределяет зна�
чимость данных ферментов в деградации ксенобио�
тиков и биополимеров. Наибольшее практическое
значение, на наш взгляд, имеет ферментативный
путь разложения; примеры, подтверждающие дан�
ное предположение, будут рассмотрены ниже. 

Характеристика лигнолитических ферментов бази@
диальных грибов. Базидиомицеты могут синтезиро�
вать множество внеклеточных ферментов, прини�
мающих участие в процессе модификации и разру�

шения лигнина. В настоящее время общее название
этих ферментов – лигниназы [2, 12], хотя ряд авто�
ров относит этот термин к лигнинпероксидазе [10,
11]. Лигниназы могут быть разделены на 2 группы:
фенолоксидазы – лакказы (ЛАК, КФ 1.10.3.2) и гем�
содержащие пероксидазы, а именно лигнинперок�
сидаза (ЛП, КФ 1.11.1.14), марганецпероксидаза
(МnП, КФ 1.11.1.13) и полифункциональная (versa�
tile) пероксидаза (ПП, КФ 1.11.1.16) [11, 12]. Эти две
группы ферментов различаются акцепторами элек�
тронов: молекулярный кислород для лакказы и пе�
роксид водорода для гемовых пероксидаз (табл. 1).

Лигнинпероксидаза. ЛП представляет собой гли�
копротеин, содержащий 1 моль железопротопорфи�
рина IX на 1 моль фермента и от 6 до 20% углеводов
(табл. 1). Молекулярная масса (ММ) ЛП варьирует�
ся в диапазоне 39–43 кДа, а изоэлектрические точки
изоферментов от 3.0 до 4.5 [13, 14]. Впервые ЛП была
обнаружена у Phanerochaete chrysosporium [15, 16] в
1983 г. В последующие годы установлено наличие
ЛП у различных штаммов P. chrysosporium и Trametes
versicolor [17]. Скриниг базидиомицетов показал на�
личие генов ЛП у Panus sp., P. coccineus, P. sanguineus,
Perenniporia medulla�panis [18]. ЛП относительно не�
специфична к субстратам – окисляет широкий круг
ароматических субстратов фенольной природы и
нефенольных компонентов лигнина с редокс�по�
тенциалом до 1.4 В (относительно нормального во�
дородного электрода) в присутствии пероксида во�
дорода. Каталитический цикл ЛП сходен с таковы�
ми для других гемовых пероксидаз (рис. 2). 

Природные полимеры
и ксенобиотики

Опосредованно
ферментативная

Формирование
радикалов, запуск
цепных реакций

Молекулярная
трансформация

с изменением свойств

Ионы металлов
с переменной

валентностью (Mn, Cu)

Синтез de novo

Деструкция/
минерализация

деградация

Ферментативная
деградация

Неферментативная
деградация

Рис. 1. Основные пути разложения природных полимеров и ксенобиотиков базидиомицетами.
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Уникальной особенностью ЛП, отличающей ее
от других пероксидаз, является способность окис�
лять метоксилированные подструктуры лигнина с
высокими редокс�потенциалами. Для фенольных
субстратов скорость окисления выше, чем для нефе�
нольных субстратов, причем в результате окисления
образуются феноксильные радикалы. В присут�
ствии кислорода феноксильные радикалы могут
взаимодействовать с различными соединениями,
приводя к разрыву ароматического кольца и/или
полимеризации. 

Особое значение для функционирования лигни�
назы имеет вератровый спирт, продуцируемый лиг�
нолитическими грибами как вторичный метаболит.
Это соединение предохраняет лигниназу от инакти�
вации пероксидом водорода, может индуцировать
синтез фермента в культуральной жидкости и слу�
жить в качестве редокс�медиатора при окислении
различных субстратов, в том числе и полимерного
лигнина [19]. В процессе катализа образуются кати�
он�радикалы вератрового спирта, обладающие вы�
сокой реакционной способностью и вступающие в
неферментативные реакции.

В настоящее время установлена способность
лигниназы катализировать следующие реакции
[10–12]: 

– расщепление С–С�связей в димерных моделях
лигнина; 

– окисление бензиловых спиртов; 

– окисление метильных заместителей в бензиль�
ных соединениях; 

– гидроксилирование бензильных метильных
групп; 

– гидроксилирование олефиновых связей; 

– декарбоксилирование фенилуксусной кислоты; 

– расщепление эфирных связей; 

– раскрытие ароматического кольца; 

– полимеризацию фенолов.

Кристаллическая структура ЛП показывает, что
гемовая группа находится внутри структуры и со�
единяется с поверхностью каналом, размер которого
явно недостаточный для проникновения больших
полимерных структур лигнина, однако вполне до�
статочный для проникновения малых молекул и их
связывания [20].

Марганецпероксидаза. МnП также как ЛП пред�
ставляет собой гликопротеин и содержит протогем
IX (железопротопорфирин IX), который легко отде�
ляется от апофермента даже при электрофорезе в
неденатурирующих условиях. ММ MnП колеблется
в диапазоне от 38 до 62.5 кДа, но большинство
очищенных ферментов имеют массу около 45 кДа
[21]. Базидиомицеты продуцируют значительное
число изоформ. Так, для грибного штамма Ceripo�
riopsis subvermispora описано 11 изоформ [22]. Зна�
чения изоэлектрических точек варьирует в преде�
лах 2.5–6.8 [23].

2H2O

H2O

2H2O
Fe4+

Fe4+

H2O2

H2O2

Fe3+

Fe3+

избыток
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BC
BC

O

ЛП полностью

ЛП соединение I

ЛП соединение II

восстановленная форма

O
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•+

•+
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O2

Рис. 2. Каталитический цикл ЛП.
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MnП образуется большинством грибов “белой
гнили” (семейства Polyporaceae, Meruliaceae, Cori�
olaceae) и некоторыми грибами, обитающими на
почвенной подстилке (семейства Strophariaceae и
Tricholomataceae). В настоящее время известно уже
56 грибов – продуцентов MnП [23]. 

MnП катализирует окисление Мn2+ до Мn3+ в
присутствии пероксида водорода. Каталитический
цикл MnП в присутствии соответствующего хелато�
ра (оксалат, малонат, малат, тартрат, лактат) ведет к
образованию высоко реакционного Мn3+�хелатного
комплекса, который способен окислять многие фе�
нольные субстраты по одноэлектронному механиз�
му, включая фенольные лигниновые соединения с
образованием феноксирадикалов (рис. 3). 

Реакция инициируется связыванием Н2О2 с на�
тивным ферментом и образованием железо�пе�
роксидного комплекса. Последующий разрыв –
О–О�связи приводит к переносу 2 электронов и
образованию соединения I MnП, которое является
Fe4+�оксо�порфирин�радикальным комплексом.
Затем, после разрыва связи происходит образование
одной молекулы воды. Дальнейшая реакция вклю�
чает образование MnП соединения II (Fe4+�оксо�
порфириновый комплекс). Монохелатированный
ион Mn2+ действует как одноэлектронный донор для
этого порфиринового комплекса и окисляется в
Mn3+. Восстановление соединения II происходит
аналогично, и другой ион Mn3+ образуется из Mn2+,
приводя к образованию нативной формы фермента

и высвобождению второй молекулы воды. Ион Mn3+

стабилизируется органическими кислотами, такими
как оксалат, и действует как низкомолекулярный ре�
докс�медиатор, который атакует субстрат неспеци�
фическим путем через отщепление иона водорода и
одного электрона. Происходит окисление феноль�
ных и аминоароматических соединений с образова�
нием феноксильных и аминорадикалов соответ�
ственно [23]. Окислительный потенциал комплекса
Mn3+�хелатор недостаточен для окисления феноль�
ных структур лигнина. Окисление нефенольных
субстратов MnП может происходить только в при�
сутствии второго редокс�медиатора с образованием
реакционноспособных радикалов. Органические
кислоты, такие как оксалат и малонат, действуют как
такие редокс�медиаторы. В отсутствие фермента�
тивной системы, генерирующей Н2О2, образующие�
ся радикалы могут быть использованы MnП как ис�
точник пероксида водорода и повышать эффектив�
ность деградации лигнина грибом.

MnП способна катализировать реакции раз�
рыва: в нефенольных структурах лигнина по свя�
зям Сα–Сβ, алкил�арил и участвовать в Сα�окис�
лении модельных структур лигнина сирингиль�
ного типа β–1. Кроме того, предполагают, что
MnП окисляет нефенольные структуры лигнина
путем образования высокоактивных радикалов из
ненасыщенных жирных кислот, а также тиолов
[24]. Наконец, в ряде работ было высказано пред�
положение о возможном окислении нефеноль�
ных структур лигнина MnП после предваритель�
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Рис. 3. Каталитический цикл MnП.
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ного отщепления метанола от ароматических колец
молекул лигнина при участии целлобиозодегидро�
геназы [25].

Кристаллическая структура MnП, также как и
строение активного центра (гема), имеет значи�
тельное сходство с ЛП. Основное отличие от
классических пероксидаз и ЛП – наличие марга�
нецсвязывающего сайта. Связанный Mn2+ коор�
динирован тремя аминокислотными остатками,
остатком пропионата в положении 6 гема и ато�
мами кислорода от двух молекул воды. Сайт свя�
зывания локализован на поверхности фермента и
легко доступен [26].

Лакказа. ЛАК являются гликопротеинами, со�
держащими от 10 до 45% углеводов на молекулу фер�
мента [27]. Многие исследователи считают, что угле�
водная часть молекулы обеспечивает конформаци�
онную стабильность белковой глобулы. ММ
грибных лакказ составляет 50–70 кДа [28], изоэлек�
трические точки лежат обычно при рН 3–5 [23, 30,
31]. Лакказы были обнаружены в грибах, бактериях
и насекомых [31], в настоящее время основным ис�
точником фермента, в том числе и для промышлен�

ных целей, являются грибы. Известно значительное
количество грибов, продуцирующих этот фермент.
К наиболее изученным следует отнести Podospora
anserina, Agaricus bisporus, Rhizoctonia practicola, Pho�
liota aegerita, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus [32],
Coriolus hirsutus [33, 34], Neurospora crassa [35, 36]. Все
грибные лакказы мономеры или димеры, кроме
изоформы 1 Podospora anserina, которая, по�видимо�
му, тетрамер. Большинство грибов продуцируют как
внутри� так и внеклеточный фермент.

Семейство лакказ, открытых более столетия на�
зад, по�прежнему остается предметом фундамен�
тальных исследований, что обусловлено, прежде
всего, отсутствием детального механизма действия
фермента. Каталитический цикл (рис. 4) включает
окисление субстрата – донора электронов и перенос
электрона на Т1 центр фермента. После переноса
4 электронов с иона меди Т1 на кластер Т2/Т3 начи�
нается последовательное восстановление всех трех
ионов меди кластера, причем первым восстанавли�
вается ион меди Т3α, который имеет самое высо�
кое сродство к электрону. Параллельно восста�
новлению Т3α идет протонирование μ3�оксо
центра и μОН�лиганда, причем протоны затем дис�

Рис. 4. Каталитический цикл лакказы [28].
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социируют из восстановленного Т3α центра. Следу�
ющей стадией является восстановление Т2�центра.
Ключевым шагом в этом процессе является образо�
вание “мостикового” гидроксила между Т2 и Т3β,
благодаря которому возможен быстрый электрон�
ный перенос на Т2 центр. Следовательно, эта модель
предполагает образование пары ионов меди сме�
шанной валентности. Дальнейшее восстановление
иона меди Т3β постулируется как быстрый процесс
переноса электрона по дипептиду цистеин–гисти�
дин между Т1 и Т3 и сопровождается протонирова�
нием “мостикового” гидроксила с последующей
диссоциацией двух молекул воды из кластера [28].

Лакказы обладают широкой субстратной специ�
фичностью, катализируя окисление различных со�
единений, в том числе o,п�дифенолы, аминофено�
лы, полифенолы, полиамины, лигнин, некоторые
неорганические ионы, арилдиамины с сопутствую�
щим восстановлением молекулярного кислорода до
воды [37, 38]. Лакказы способны осуществлять пря�
мой биоэлектрокатализ, то есть прямой перенос
электрона с электрода на активный центр. 

Существует предположение, что ЛАК окисляет
фенольные гидроксилы субстратов с образованием
феноксильного радикала, который вступает в не�
ферментативные реакции деметоксилирования лиг�
нина и метоксифенольных кислот, а также реакции
образования хинонов и окислительного элимини�
рования карбоксильных групп. 

Структуры лакказ, выделенных из различных ис�
точников, очень похожи [39–41]. Молекулы лакказ в
основном представляют собой мономеры, состоя�
щие из трех последовательно соединенных купре�
доксинподобных доменов, скрученных в плотную
глобулу. Т1�медный центр раположен в третьем до�
мене и координирован двумя иммидазолами гисти�
дина и сульфгидрильной группой цистеина, кото�
рые образуют тригональную структуру. Он входит в
состав субстратсвязывающего «кармана» и удален от
поверхности белка на 6.5 Å. Как правило, Т1 центр
удален от Т2/Т3 кластера на 12 Å и связан с ним вы�
сококонсервативным среди лакказ трипептидом
His – Cys – His. Трехъядерный кластер Т2/Т3 распо�
ложен между первым и третьим доменами и имеет
аминокислотные лиганды в каждом из них. Три иона
меди кислород�восстанавливающего кластера
Т2/Т3 образуют почти правильный треугольник с
расстояниями от 3.7 до 5.1 Å. Ион меди Т2 имеет
два Nε2 лиганда от двух гистидиновых аминокис�
лотных остатков и один кислородный лиганд О2,
образуя тригональную плоскую конфигурацию. В
качестве кислородного лиганда может выступать
молекула воды или ОН� группа. Каждый из ионов
меди Т3�пары координируется тремя гистидино�
выми аминокислотными остатками и кислород�
ным лигандом, расположенным между двумя
ионами Т3. Координация каждого из них может
быть описана как искаженный тетраэдр. 

Полифункциональная пероксидаза. ПП является
гликопротеином, обладающим гибридными свой�
ствами ЛП и MnП. До сих пор существует путаница
в определении этих ферментов: в ряде случаев они
называются гибридными пероксидазами, иногда их
обозначают аббревиатурой. В настоящее времы к
ПП относят ферменты, катализирующие окисление
типичных пероксидазных субстратов, включая Mn2+

и вератровый спирт. ПП были выделены из Bjerkan�
dera adusta, Bjerkandera sp. (BOS55), Bjerkandera sp.
(B33/3), B. fumosa, Pleurotus eryngii, P. ostreatus и P. pul�
monarius [42, 43]. Это крайне привлекательная с точ�
ки зрения практического использования группа
ферментов из�за своей способности окислять Mn2+,
также фенольные и нефенольные ароматические
соединения. Предполагается, что ПП может окис�
лять широкий круг субстратов с различными потен�
циалами – от низких до высоких, сравнимых с тако�
выми для ЛП. ПП более эффективным по сравне�
нию с ЛП и МnП, которые не способны к
эффективному окислению фенольных компонен�
тов в отсутствие вератрового спирта или окислению
фенолов в отсутствие Mn2+ соответственно. Такая
субстратная специфичность обусловлена их гибрид�
ной молекулярной структурой. Каталитические
циклы ПП подобны таковым для MnП и ЛП [29]. 

Как и у других гемсодержащих пероксидаз, гем
локализован внутри глобулы и соединяется с по�
верхностью 2 каналами. Функция первого канала,
который высококонсервативен у гемовых перокси�
даз, аналогична таковой у ЛП, а второй канал явля�
ется особенностью ПП и МnП и в нем проходит
окисление Mn2+до Mn3+. 

Биодеструкция биополимеров и ксенобиотиков с
участием ферментов лигнолитического комплекса.
Деградация биополимеров и ксенобиотиков в при�
роде под действием лигнолитических ферментов ба�
зидиальных грибов является процессом, интенсив�
ное изучение которого, прежде всего, вызвано по�
требностями создания экологически безопасных
биотехнологий. Поэтому к настоящему времени на�
коплен значительный фактический материал о
биодеструкции с участием ЛП, MnП и лакказы как
по прямому, так и по опосредованному пути. Пере�
чень соединений, деградируемых по пути прямого и
опосредованного окисления лигнинпероксидазой,
MnП и лакказой, представлен в табл. 2.

Анализируя данные литературы можно сделать
ряд заключений: прямое окисление лигнолитиче�
скими ферментами возможно только в том случае,
если по химической структуре деградируемое соеди�
нение может быть его субстратом и окислительно�
восстановительный потенциал которого ниже ре�
докс�потенцила фермента [11]. Так, сравнение
эффективности окиления пероксидазой хрена,
ЛП, MnП и лакказой гомологичного ряда ме�
токсибензолов, отличающихся окислительно�
восстановительными потенциалами (от 0.81 до
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1.76 В при рН 3.0) показало, что из 12 исследован�
ных соединений 10 окисляются ЛП, 4 (редокс�по�
тенциалы 0.81 до 1.12 В) пероксидазой хрена и
MnП и только одно – 1,2,4,5�тетраметоксибензол
(редокс�потенциал 0.81 В) – лакказой [44]. Таким
образом, ЛП окисляет широкий круг ароматиче�
ских соединений с окислительно�восстанови�
тельными потенциалами до 1.4 В и по увеличению
эффективности окисления субстратов лигнолити�
ческие ферменты могут быть расположены в ряд:
лакказа, MnП и ЛП. Однако, ситуация меняется,
когда рассматривается возможность использова�
ния системы фермент–редокс�медиатор для де�
градации и/или детоксификации биополимеров и
ксенобиотиков. Эффективность такой системы
определяется стабильностью фермента в процессе
катализа и свойствами редокс�медиатора, в том
числе стабильностью образующихся свободных
радикалов, временем их жизни и реакционной
способностью. Наиболее эффективной системой
фермент–редокс�медиатор является система лак�
каза–редокс�медиатор [45]. Прежде всего, это свя�

зано с тем, что пероксид водорода инактивирует
все гемовые пероксидазы после прохождения не�
скольких каталитических циклов. Лакказа, ис�
пользующая молекулярный кислород как ко�суб�
страт, достаточно стабильна. Кроме того, рН и тер�
моинактивация лигнолитических пероксидаз,
связанная с высвобождением 2 ионов Са2+ из моле�
кул ферментов, также снижает эффективность та�
кой системы. 

Наибольший интерес сейчас вызывает поли�
функциональная пероксидаза из�за каталитической
полифункциональности; способности деградиро�
вать широкий круг соединений в реакциях прямого
окисления, которые не могут быть окислены ЛП и
MnП. В последнее время показана эффективность
применения ПП для деградации полициклических
ароматических углеводородов [42], загрязняющих
веществ фенольной и нефенольной природы [46],
пестицидов [47], промышленных красителей [48], а
также активного синего 38 и других азокрасителей,
активного черного 5 и других фталоцианиновых
красителей, антрацена и его производных, бензопи�

Таблица 2.  Возможность деструкции природных соединений и ксенобиотиков с участием ЛП, MnП и лакказы
при прямом (1) и опосредованном (2) окислении

Соединения
ЛП MnП Лакказа

1 2 1 2 1 2

Лигнин и его модельные компоненты + + + + + +

Фенольные компоненты лигнина + + + + + +

Нефенольные компоненты лигнина (ароматические 
спирты)

+ + + + +

Спирты +

Аминокислоты, белки + + +

Ароматические амины +

Гидроксифенилуксусная кислота и ее производная + + +

Непредельные жирные кислоты + +

Коричные кислоты + + + +

Углеводы и их производные +

Гуминовые вещества + + + +

Неорганические ионы + + +

Ксенобиотики

ПАУ + + + + + +

ПХБ + + +

Пестициды + + + + +

Красители + + + +

Галогенпроизводные фенолов + + + + + +

Азосоединения, анилин, акриламид, гидразин, бен�
зотриазолы

+ + + + +

Амины (Арилдиамины, гидроксилдиамин) + +

Нафтолы + +

Гомологи бензола +
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рена, пирена, 2,4�дихлорфенола и пентахлорфено�
ла. Тем не менее все ограничения для использования
пероксидаз в технологиях деградации ксенобиоти�
ков относятся и к ПП. Таким образом, наиболее
перспективной системой для использования в
технологиях детоксификации и деградации в на�
стоящее время является система лакказа–редокс�
медиатор.

Неферментативный путь деструкции лигноцеллю@
лозных материалов и ксенобиотиков базидиомицета@
ми. Неферментативные пути деградации полисаха�
ридов, лигнина и ксенобиотиков привлекают вни�
мание исследователей на протяжении последних
десятилетий. В основе всех механизмов нефермен�
тативной деградации лежат радикальные процессы
[1, 11, 12]. Аналогично процессам деградации лигно�
целлюлозных материалов, разложение ксенобиоти�
ков базидиомицетами может включать на первой
стадии процесса продукцию низкомолекулярных
высокореакционных соединений, играющих роль
окислителей. Именно такие соединения осуществ�
ляют “обработку” древесины и обеспечивают до�
ступность лигнина для ферментативной атаки. Ос�
новными радикалами, принимающими участие в
этих процессах, являются гидроксильные радикалы
(ОН*).

Основными путями генерации ОН* базидиоми�
цетами являются: реакции, катализируемые целло�
биозодегидрогеназой (ЦДГ), низкомолекулярные
пептиды/хиноновый редокс�цикл и редокс�реак�
ции, катализируемые гликопептидами (реакции
Фентона, катализируемые гликопептидами). Кро�
ме того, практически все базидиомицеты обладают
системами генерации пероксида водорода, кото�
рый не только используется ферментами в качестве
ко�субстрата, но и вступает в реакцию Фентона с
образованием ОН*�радикалов. Последние аттаку�
ют лигноцеллюлозный материал и/или полисаха�
риды клеточной стенки, вызывая расщепления
биополимеров и способствуя проникровению лиг�
ниназ. Аналогичный механизм можно предполо�
жить и для деградации ксенобиотиков.

Основные направления использования базидиаль@
ных грибов в технологиях утилизации и переработки
техногенных образований и отходов. В настоящее
время базидиальные грибы наиболее востребованы
в технологиях, требующих разложения лигнина и
его модификаций. Лигнин� и лигнинцеллюлозные
отходы образуются, главным образом, в результате
сельскохозяйственной деятельности (солома), а так�
же составляют значительную часть бытовых отходов
и отходов деревообрабатывающей и целлюлозно�
бумажной промышленности [49].

Разложение лигнина и лигнинцеллюлозных отходов
сельского хозяйства. Наиболее распространенным
отходом сельского хозяйства, содержащим лигнин и
лигнинцеллюлозу, является солома. Солома – цен�
ное органическое удобрение [50], однако оставлен�

ная в поле и запаханная на месте из�за низкого со�
держания доступного для микроорганизмов источ�
ника углерода и высокого содержания клетчатки и
кремнийорганических соединений имеет длитель�
ный период разложения. В пахотном горизонте ее
остатки сохраняются на протяжении 3–5 лет, поэто�
му для лучшей утилизации соломы предложено про�
водить ее инокулирование ассоциацией азотфикси�
рующих и полисахаридобразующих бактерий, а так�
же базидиальными грибами, обладающих высокой
целлюлозолитической активностью.

Кроме того, сельскохозяйственные лигноцеллю�
лозные отходы плохо усваивается при скармлива�
нии скоту [49, 51], присутствие лигнина препятству�
ет доступу гидролитических ферментов – целлюлаз
и гемицеллюлаз к их субстратам. Предварительная
биоделигнификация растительных кормов – наибо�
лее перспективный способ повышения их качества.
Оправданность такого подхода была показана в ходе
многочисленных исследований с использованием
рисовой и пшеничной соломы, а также хлопковых
стеблей и картона [52]. Способ получения кормово�
го продукта на основе соломы, делигнифицирован�
ной с помощью Panus tigrinus [53] и Pleurotus ostreatus
[54], описан в патентах [53, 54].

Переработка отходов лесной и лесоперерабатыва�
ющей промышленности. Щепа, опилки и другие от�
ходы лесопереработки, как правило, нигде не ис�
пользуются или используется незначительно. Боль�
шая доля этого сырья годами накапливается возле
лесоперерабатывающих предприятий. Общеприня�
той практикой утилизации древесных отходов с ис�
пользованием базидиальных грибов в настоящее
время является выращивание на них съедобных гри�
бов. Наибольшее распространение получила вешен�
ка Pleurotus ostreatus – вкусный и питательный гриб,
снискавший себе популярность во всем мире благо�
даря относительно несложной агротехнике его куль�
тивирования и устойчивости этого гриба к вредите�
лям и болезням. 

Среди древесных отходов особую проблему
представляют деревянные шпалы. Срок их экс�
плуатации – от 6 до 40 лет в зависимости от поро�
ды дерева, из которого изготовлены шпалы, кли�
матических условий в той области, где находится
железнодорожная ветка и степени рабочей загру�
женности путей. Особенностью этого вида дре�
весных отходов является то, что они пропитаны
антисептиком креозотом, предотвращающим их
гниение, а, следовательно, и возможность биологи�
ческой деградации. За рубежом запатентовано не�
сколько способов разложения древесных остатков,
содержащих креозот. В качестве биологических
агентов предложено использовать целый ряд бази�
диальных грибов, таких как Antrodia radiculosa, Mer�
uliparia incrassata, Neolentinus lepideus, Melanoporia ni�
ger, Polyporus sp., Crustoderma dryinum, Gloeophyllum
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subferrugineum, Phanerochaete sordida, Peniphora
pseudopini и Ceriporia spissa [55–57]. 

Из других лигноцеллюлозных отходов, биодегра�
дация которых может быть осуществлена с помо�
щью базидиальных грибов, следует также упомянуть
утилизацию коксовых волокон с помощью P. ostrea�
tus [58], разложение парковых отходов с использова�
нием Coriolus versicolor, P. ostreatus и Ganoderma ap�
planatum [59], а также разложение кокосовых воло�
кон и мульчирующих материалов с помощью
консорциума базидиальных грибов, включающего
P. ostreatus, P. pulmonarius, P. dryinus, P. tuberregium,
Piptoporus betulinus, Fomitopsis pinicola, F. officinalis,
Trametes versicolor, Hypsizygus ulmarius, Ganoderma
lucidum, G. applanatum, G.curtisii, G. oregonense и
G. tsugae [60].

В заключении хотелось бы отметить тот факт, что
прогресс в изучении процессов деградации лигно�
целлюлозных отходов сделал возможным разработ�
ку такого будущего направления их применения как
использование в космических путешествиях [49].
Возможно, что в ближайшем будущем транспорти�
ровка лигноцеллюлозных отходов на космические
станции приведет к значительному сокращению
расходов. Лигноцеллюлоза может стать сырьем для
получения всего необходимого: топлива, энергии,
химического сырья, пищи и воды. Эксперименты,
проведенные в рамках программы “Закрытая эколо�
гическая система жизнеобеспечения” (Closed Eco�
logical Life Support System, CELSS), показали пер�
спективность переработки растительных отходов
грибом белой гнили P. ostreatus в этих целях [61].

Очистка сточных вод ЦБК. На предприятиях, ис�
пользующих для отбеливания целлюлозы молеку�
лярный хлор, образуются полихлорированные
дибензо�n�диоксины (ПХДД) и дибензофураны
(ПХДФ) – высокотоксичные, канцерогенные со�
единения, которые являются представителями
хлорированных циклических ароматических
эфиров [62]. Способность детоксицировать обра�
зующуюся на ЦБК пульпу была показана для цело�
го ряда базидиомицетов, включая Phanerochaete
chrysosporium, T. versicolor, Fomes lividus и Thelephora

sp. [63, 64]. В нашей стране в качестве биологическо�
го метода обезвреживания твердых отходов ЦБК,
содержащих хлорорганические ароматические со�
единения, также было рекомендовано использовать
метод утилизации шлам�лигнина с использованием
штамма дереворазрушающего базидиомицета Trame�
tes pubescens [65]. Расчеты авторов показали, что эф�
фективность разрушения фенолов и хлорсодержа�
щих соединений в штаммом T. pubescens отходов
Байкальского ЦБК достигала 100%. Кроме T. pubes�
cens, в РФ запатентован способ биологической
очистки сточных вод целлюлозно�бумажной про�
мышленности от водорастворимого сульфатного
лигнина с помощью Alternaria alternata [66].

Определяющую роль в детоксикации сточных
вод ЦБК в большинстве случаев играет выделяемая
грибами лакказа [62, 67], а ведущая роль MnП была
показана только для определенных штаммов (на�
пример, T. versicolor) [68]. В технологиях биологиче�
ской очистки сточных вод ЦКБ нашли применение
базидиальные грибы, относящиеся к следующим
родам: Alternaria, Phanerochaete, Phlebia, Scytinostroma
и Trichaptum (табл. 3).

Очистка сточных вод от текстильных красите�
лей. Способность базидиомицетов обесцвечивать
различные красители, присутствующие в сточных
водах текстильной промышленности, хорошо изу�
чена [43, 48, 74–83]. Суммируя существующие дан�
ные, можно сказать, что обесцвечивание красителей
показано для 31 вида базидиальных грибов и 77 кра�
сителей и их смесей. При этом среди исследованных
базидиальных грибов роды Phanerochaete и Trametes
охарактеризованы наиболее подробно, как способ�
ные к разложению широкого класса красителей. Од�
нако запатентованным в настоящее время является
только препарат на основе Flavodon flavus [84], что
свидетельствует о необходимости дальнейшего изу�
чения базидиальных грибов, родов Phanerochaete и
Trametes, которые могут быть использованы для
биоремедиации сточных вод текстильной промыш�
ленности. 

Очистка сточных вод, содержащих тяжелые ме�
таллы и радионуклиды. Биологическая очистка вод

Таблица 3.  Запатентованные способы очистки сточных вод ЦБК с использованием базидиальных грибов

Вид гриба Деградируемое соединение Источник

Alternaria alternata Воднорастворимый сульфатный лигнин [66]

Phlebia tremellosa Лигнин и лигносмолы в бумажной пульпе [69]

Scytinostroma galactinum Деградация отходов, содержащих лигнин, цел�
люлозу, хлор ароматические вещества

[70]

Scytinostroma galactinum strain F361 Деградация лигнина, целлюлозы и хлор арома�
тических соединений

[71]

Schizophyllum commune, Trichaptum biforme, 
Phanerochaete gigantea

Лигнин и лигносмолы в бумажной пульпе [72]

Грибы “белой” и “бурой гнили” Разложение лигнина в бумажной пульпе [73]
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от радионуклидов и тяжелых металлов с помощью
базидиальных грибов основана на их способности
интенсивно поглощать токсиканты. При этом по�
глощение металлов грибами может происходить не
только вследствие адсорбционных процессов, как в
случае бактерий, но также и благодаря активному
транспорту металлов в клетки [85, 86]. Эта уникаль�
ная особенность базидиальных грибов делает их в
ряде случаев оптимальными агентами биологиче�
ской очистки от металлов и радионуклидов. 

В нашей стране это направление использования
грибов в биологической очистке получило большое
развитие в конце прошлого века, о чем свидетель�
ствуют полученные тогда патенты, в настоящее вре�
мя прекратившие свое действие [87, 88]. В качестве
грибов, способных к интенсивному поглощению
радионуклидов и тяжелых металлов, рекомендовали
аскомицеты (Aspergillus, Penicillium и Phizopus). В по�
следнее время, однако, все большее внимание уде�
ляется изучению в качестве потенциальных биосор�
бентов базидиальных грибов, что объясняется, по�
видимому, их меньшей патогенностью. В работе [89]
была продемонстрирована перспективность ис�
пользования щелелистника (Schizophyllum commune)
для очистки от урана, а в работе [90] – использова�
ние Phanerochaete chrysosporium для очистки от кад�
мия. Высокие концентрации тяжелых металлов в
среде токсичны для базидиальных грибов, поэтому
при выборе штамма необходимо исследование чув�
ствительности конкретного вида гриба. Согласно
данным, полученным в работе [91], высокой устой�
чивостью к металлам обладают P. ostreatus, P. cysti�
dosus, Stereum hirsutum (устойчивы к Cd и Hg) и T. ver�

sicolor (устойчив к Cd, Zn, Ni, Co, Cr, Mo, Pb, Hg, Sn).
Базидиальные грибы, обладающие способностью к
накоплению различных металлов, приведены в
табл. 4. Способностью аккумулировать наиболее
широкий спектр тяжелых металлов обладают грибы
родов Pleurotus, Trametes и Phanerochaete, что делает
представителей этих родов наиболее перспективны�
ми с точки зрения использования в технологиях
биологической очистки сточных вод от тяжелых ме�
таллов.

Очистка сред, загрязненных нефтяными углеводо�
родами. В классической схеме очистки от нефти и
нефтепродуктов биологические методы использова�
ли только на завершающей стадии очистных меро�
приятий, однако сейчас отмечается тенденция к за�
мене многостадийных схем очистки на одностадий�
ные. В основе разрабатываемых подходов лежит
использование консорциумов микроорганизмов, к
которым относятся представители мицелиальных
грибов, дрожжей и бактерий, эффективно транс�
формирующих компоненты нефти в нетоксичные и
малотоксичные вещества. При этом очистка нефте�
загрязненных сред в in situ может осуществляться
как с помощью поддержания и стимулирования
естественной нефтеокисляющей микрофлоры пу�
тем создания оптимальных условий для ее развития
(аэрация, внесение в очаг загрязнения азотно�фос�
форных удобрений), так и введением активного
штамма деструктора в место загрязнения. 

Для очистки водной поверхности от нефтяных
загрязнений в нашей стране разработан комплекс�
ный микосорбент, содержащий штаммы грибов�ас�
комицетов Fusarium solani, F. moniliforme, Trichoderma

Таблица 4.  Виды базидиомицетов и аккумулируемые ими металлы

Гриб Металл Источник

Phanerochaete chrysosporium, Phellinus sanguineus, Pleurotus os�
treiformis, Pleurotus sajor�caju, Pycnoporus sanguineus, Trametes 
versicolor, Volvariella volvacea

Cd [90], [92–103]

BDT�14 (DSM 15396), Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus 
ostreiformis, Pleurotus sajor�caju, Trametes versicolor, Volvariella 
volvacea

Cr [92], [93], [104] 

Coriolopsis strumosa, Daedalea tenuis, Ganoderma lucidum, Lenti�
nus strigosus, Lenzites malaccenis, Lepista nuda, Oudemansiella 
mucida, Phanerochaete chrysosporium, Phellinus sanguineus, 
Phellinus xeranticus, Pycnoporus cinnabarinus, Pycnoporus san�
guineus, Rigidoporus lineatus, Rigidoporus microporus, Trametes 
lactenia, Trametes versicolor 

Cu [86], [93– 95], [97], [103], [105], [106]

Phanerochaete chrysosporium Hg [108, 109]

Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus sajor�caju, Pleurotus os�
treiformis, Trametes versicolor, Volvariella volvacea

Ni [92], [93], [110], [111]

Phanerochaete chrysosporium, Phellinus badius, Phellinus san�
guineus, Pleurotus ostreiformis, Pleurotus sajor�caju, Pycnoporus 
sanguineus, Trametes versicolor, Volvariella volvacea

Pb [92–97], [103], [107]

Innonotus mikadoi, Tricholoma conglobatum U, Th [112]
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harzianum и Cladosporium resinae. Указанные грибы
иммобилизуют на гидрофобных носителях и ис�
пользуют в качестве сорбентов и деструкторов неф�
ти [113]. Для очистки почвы и водных поверхностей
от нефти и нефтепродуктов разработан и применя�
ется комплексный препарат, содержащий как грибы
класса аскомицеты (Aspergillus niger), так и базидио�
мицеты (Phanerochaete chrysosporium), предназначен�
ный для распыления по водной поверхности в смеси
с детергентами и сорбентами [114]. Аналогичные
препараты, содержащие штамм Phanerochaete chry�
sosporium и предназначенные для очистки сред, за�
грязненных нефтяными углеводородами, зареги�
стрированы в США [115].

Для очистки почв от нефтяных загрязнений при�
меняют биопрепараты, содержащие в своем составе,
главным образом, бактерии, такие как Pseudomonas,
Rhodococcus, Bacillus, Arthrobacter, Acinetobacter, Azoto�
bacter, Alkaligenes, Mycobacterium, а также дрожжи
Candida и нитевидные актиномицеты Streptomyces. В
препаратах грибного происхождения используются
преимущественно аскомицеты родов Aspergillus и
Penicillium [116], а среди базидиальных грибов высо�
кая нефтедеструктивная способность показана
только для родов Phanerochaete, Pleurotus и Trametes.
Согласно [117], в присутствии P. chrysosporium, P. os�
treatus и T. (Coriolus) versicolor через 12 мес после ино�
куляции количество нефтяных углеводородов сни�
жалось на 68.7, 53.1 и 78.1%, соответственно. Осо�
бенностью биоразложения нефтяных углеводородов
базидиальными грибами является их способность
метаболизировать ароматическую фракцию арома�
тических углеводородов, тогда как бактерии разру�
шают преимущественно парафино�нафтеновые уг�
леводороды [118]. Патентов, содержащих описание
препаратов на основе базидиальных грибов и пред�
назначенных для очистки почв, загрязненной

нефтью, в РФ нет. В США зарегистрирован един�
ственный патент, содержащий описание способа
очистки нефтезагрязненных сред с использованием
P. chrysosporium [115].

Очистка загрязненных почв. К настоящему време�
ни разработаны подходы к рекультивации с помо�
щью базидиомицетов почв, загрязненных самыми
различными ксенобиотиками, включая ПАУ, поли�
хлорбифенилы (ПХБ), нитроароматические соеди�
нения и пестициды. Наиболее изученные роды
базидиальных грибов, способные к деградации
ксенобиотиков различной природы – Phanero�
chaete, Trametes и Pleurotus. Список базидиальных
грибов, на основе которых запатентованы препа�
раты для разложения различных ксенобиотиков,
приведен в табл. 5. Наиболее востребованным ви�
дом, используемым для разложения различных
ксенобиотиков, является P. chrysosporium.

Разложение низкоэнергетических углей. Виды ба�
зидиальных грибов, которые способны деградиро�
вать угольные отходы и экстрагируемые из них гума�
ты, были выделены преимущественно из древесины
(стволы деревьев, бревна, ветки и пни) и, следова�
тельно, не могут быть конкурентоспособными в
почвенных условиях [128]. Другими словами, нере�
шенной остается проблема оценки возможности
проведения деполимеризации угольных отходов in
situ [129]. Существующие на сегодняшний день за�
патентованные способы биосолюбилизации угля
основаны на использовании P. chrysoporium [130,
131] и Polyporus versicolor [132] и подразумевают обра�
ботку угля ex situ.

Актуальна проблема поиска видов базидиальных
грибов, способных не только разлагать угольные от�
ходы, но и активно осуществлять процессы деструк�
ции в почвах. В настоящее время известен только
один вид гриба (Collybia dryophila), удовлетворяю�

Таблица 5.  Запатентованные способы разложения различных ксенобиотиков с использованием базидиальных
грибов

Вид гриба Деградируемое соединение Источник

Antrodia radiculosa
Meruliporia incrassata

Пентохлорфенолы (в древесине) [119]

Marasmiellus troyanus Бенз(а)пирен [120]

Phanerochaeta chrysosporium
Gloeophyllum striatum

Антибиотики хинолон и нафтиридон [121]

Phanerochaete chrysosporium Галогенпроизводные углеводородов, ДДТ [122]

Диоксин, гептахлор, ДДТ, дильдрин, токсофен [123]

ПАУ [124]

ПХБ [125]

Галогенпроизводные углеводородов, пентахлорфенол [126]

Phanerochaete gigantea
Resiniciun bicolor
Pleurotus ostreatus

Диоксины, полихлорфенилы, бифенилы [127]
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щий этим условиям [133]. При проведении скри�
нинга следует учитывать способность гриба к синте�
зу и выделению экстрацеллюлярных ферментов, так
как именно они отвечают за деградацию угля.

Разложение синтетических полимеров. Наряду с
разложением природных полимеров (лигнин, цел�
люлоза, гуминовые вещества), в литературе встреча�
ются данные о способности базидиальных грибов
разлагать синтетические полимеры.

Синтетические полимеры (пластмассы) широко
используются в современном мире. Вследствие их
чрезвычайной устойчивости и постоянное накопле�
ние в окружающей среде актуален поиск путей
биодеградации. Возможность применения для этой
цели базидиальных грибов еще мало изучена, одна�
ко есть отдельные исследования в этом направле�
нии. В частности, для семи видов грибов “белой
гнили” была установлена их способность деполиме�
ризовать поливинилхлорид (ПВХ) – широко рас�
пространенную синтетическую ткань [134]. Выра�
женная деполимеризация, регистрируемая по
уменьшению количества C–H�связей, была проде�
монстрирована для P. chrysosporium, P. sajor caju, и
Polyporus versicolor; наименьший деполимеризаци�
онный потенциал был отмечен для видов, принадле�
жащих к роду Pleurotus. Согласно данным [135], гриб
Pycnoporus cinnabarinus обладал способностью к раз�
ложению другого синтетического полимера – поли�
винилового спирта – применяемого в качестве клея.
Авторами был показана взаимосвязь разложения
полимера с продукцией лакказы. Для грибов P. chry�
sosporium и Trametes versicolor была продемонстриро�
вана способность разлагать такой полимер как ней�
лон (нейлон�66), широко используемый в текстиль�
ной промышленности [136]. Позднее выделение и
характеристика фермента, ответственного за разло�
жение полимера, показали его сходство с MnП [137].

В работе [138] была показана способность бази�
диальных грибов разлагать остатки резиновых по�
крышек. Было установлено, что наиболее эффек�
тивным, по�видимому, является Resinicium bicolor.
При обработке используемых в качестве добавок к
резине ароматических соединений Resinicium bicolor
было отмечено усиление роста на резине бактерий
Thiobacillus ferrooxidans, а также ускорение процессов
девулканизации. На основании полученных ре�
зультатов авторы приходят к выводу о перспек�
тивности совместного культивирования базиди�
альных грибов и бактерий для целей биоразложе�
ния отходов резины.

Несмотря на показанную принципиальную воз�
можность применения базидиальных грибов для де�
градации синтетических полимеров, практического
применения это направление использования бази�
диальных грибов в технологиях переработки и ути�
лизации техногенных отходов пока еще не нашло.

Таким образом, на протяжение последних лет
интерес к использованию базидиомицетов для де�

градации лигноцеллюлозных материалов и ксено�
биотиков значительно вырос. По�прежнему много
исследований посвящено лигнолитическим фер�
ментам, причем большинство работ посвящено раз�
работке подходов к деградации ксенобиотиков и
лигноцеллюлозных материалов, получению реком�
бинантных штаммов продуцентов этих ферментов и
увеличению эффективности катализа, рН� и термо�
стабильности. 

Проведенный анализ выявил, что в настоящее
время использование базидиальных грибов в техно�
логиях переработки и утилизации техногенных об�
разований и отходов возможно по следующим ос�
новным направлениям:

– очистка загрязненных вод (в том числе сточные
воды текстильной промышленности и ЦБК; воды,
загрязненных нефтяными углеводородами; сточные
воды, образующиеся при производстве оливкового
масла; жидкие отходы, образующиеся при произ�
водстве сахара из сахарной свеклы или сахарного
тростника; водная суспензия, остающейся после ко�
агуляции латекса при производстве резины; сточные
воды, содержащие тяжелые металлы и радионукли�
ды);

– очистка загрязненных почв, в том числе, загряз�
ненных ксенобиотиками и, тяжелыми металлами;

– разложение труднодеградируемых субстратов,
в том числе лигнин� и лигнинцеллюлозных отходов,
низкоэнергетических углей и синтетических поли�
меров.

Работа выполнена при финансовой поддерж�
ке Министерства образования и науки РФ (Госу�
дарственные контакты П211 от 22.07.2009,
16.512.11.2028 от 11.02.2011) и гранта РФФИ 08�
04�01612.
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Abstract—This review provides an analysis of recent data on the mechanisms of degradation of lignocellu�
losic materials and xenobiotics by basidiomycetes. Special attention is given to the analysis of the current state
of research of ligninolytic enzymes and their involvement in the degradation of xenobiotics. Data on the prac�
tical use of basidiomycetes for bioconversion of industrial wastes are systematized. The most promising areas
of bioconversion technologies are considered, such as contaminated water purification (including wastewa�
ter), cleanup of soils contaminated with heavy metals and xenobiotics, and degradation of difficult�to�
degrade substrates (lignin and lignocellulose wastes, low�energy coal, and synthetic polymers).
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Роль гистонов в организации хроматина явля�
ется предметом подробных, имеющих длительную
историю исследований в молекулярной биологии
эукариотических организмов. Помимо того, что
они играют роль структурных регуляторных эле�
ментов, называемых “архитектурными” белками
(нуклеосомный уровень компактизации обеспе�
чивает 6�кратное уменьшение длины фибриллы
ДНК). Гистоны эукариот выступают также в роли
регуляторов, конкурируя с факторами транскрип�
ции за места связывания [1]. По аналогии с эука�
риотическими гистонами у прокариот выделена
группа так называемых гистоноподобных белков.
Это основные, ассоциированные с ДНК белки,
которые характеризуются невысокой молекуляр�
ной массой (16–20 кДa) с относительно высоким
содержанием в клетке [2]. Первоначальные пред�
ставления о гистоноподобных белках, как органи�
заторах бактериального нуклеоида, оказались не�
полными. В настоящее время накопилось доста�
точно данных, позволяющих утверждать, что
белки этого семейства играют роль как в регуляции
активности отдельных генов, так и других процес�
сов, связанных с ДНК, таких, как рекомбинация и
репликация. Выделяют четыре основные группы
гистоноподобных белков, объединенных по степе�
ни гомологии аминокислотной последовательно�
сти: HU (histone�like proteins Escherichia coli, U93),
H�NS (histone�like nucleoid structuring proteins), IHF
(integration host factors), FIS (factors for inversion
stimulation). Также существуют гистоноподобные
белки, не имеющие гомологии с представителями
четырех основных групп. 

Семейство HU. Впервые HU охарактеризован в
1975 г., как гистоноподобный белок штамма E. coli
U93 [3]. Белки семейства HU, обнаруженные прак�
тически у всех эубактерий (таблица составлена с ис�

пользованием базы данных NCBI и программы
BLAST), образованы двумя субъединицами, HUα и
HUβ [4]. Субъединица HU представлена α�спира�
лью, накрытой β�слоями, которые продолжаются в
β�тяжи, формирующие подвижные “руки”. Эти
“руки” содержат на конце остаток пролина, кото�
рый позволяет изгибать ДНК путем встраивания
между парами оснований [5]. По�видимому, одной
молекулы HU достаточно для образования изгиба
ДНК [6]. Связывание HU с ДНК имеет неспецифи�
ческий характер, но существует предпочтение в свя�
зывании со структурными искажениями, такими,
как разрывы одной или двух цепей, а также с репли�
кативными вилками [7, 8]. Помимо остатков про�
лина, в образование изгиба ДНК, по�видимому,
вносят вклад белок�белковые взаимодействия меж�
ду димерами. Такие взаимодействия, например, об�
легчают формирование циклических молекул ДНК
in vitro [9]. Функциональная роль HU, как полагают,
состоит в участии в процессах суперскручивания
ДНК. Так хромосомы и плазмиды E. coli, экспресси�
рующей мутантный HU, частично расплетены [3,
10]. Суперскручивание ДНК, вызванное HU, при�
водит к стабилизации ДНК�белковых комплексов
[11]. HU может быть заменен эукариотическим ги�
стоновым белком cемейства HMG1/2. Физиологи�
ческие дефекты мутантов E. coli по генам hupA, hupB
могут быть устранены продукцией митохондриаль�
ного белка дрожжей HM и ядерного белка дрожжей
NHP6A/B. Так же, как HU, эти белки способны
связываться с ДНК, вызывая изгибы [12, 13].

Однако, кроме структурной роли, HU принима�
ют участие в регуляции активности ряда промото�
ров. Так, например, HU участвуют в обеспечении
GalR�зависимой репрессии промотора E. coli galP2.
Взаимодействие HU с ДНК позволяет тетрамеру
GalR формировать петлю на месте промотора. При

ГИСТОНОПОДОБНЫЕ БЕЛКИ БАКТЕРИЙ (ОБЗОР)
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Рассмотрены четыре основных семейства гистоноподобных белков бактерий: HU, IHF, H�NS и FIS,
объединенных на основании структурного сходства, выполняющих в клетке специфические струк�
турные и регуляторные функции. Гистоноподобные белки осуществляют топологическую модифи�
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УДК 577.11 

2*



636

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 47  № 6  2011

АНУЧИН и др.

этом имеет место специфичное соединение димера
HU и GalR [14]. Подобный механизм определяет
локализацию начала Mu�транспозиции [4]. 

Для некоторых бактерий продемонстрирована
важность белков семейства HU для деления. Так,
показана невозможность получения ноль�мутантов
по гену гистоноподобного белка HLP (гомологу
HU) для Streptococcus intermedius, штамм которого с
индуцированной транскрипцией антисмысловой
Si�hlp РНК терял способность к росту и демонстри�
ровал значительные изменения морфологии кле�
ток и клеточной стенки [15]. Стоит заметить, что
инактивация генов hu у ряда других бактерий при�
водила к дефектам их роста, но, тем не менее, такие
клетки оставались способны к делению. Было так�
же показано участие HU в процессах репарации
ДНК in vitro [16].

Микобактерии также синтезируют гистонопо�
добные белки – HLP (HupB, MDP1), близкие к бел�
кам HU других эубактерий, но отличающиеся от них
аминокислотной последовательностью. HLP боль�
ше по размеру других HU белков, N�концевая по�
следовательность HLP микобактерий гомологична
N�концевой последовательности HU, С�концевой
домен, богатый пролином, аланином и лизином, со�
держит мотив, соответствующий эукариотическому
гистону H1, который включает повторяющиеся по�

следовательности PAKKA, обеспечивающие неспе�
цифическое связывание белка с ДНК [17].

Белки HLP микобактерий, по�видимому, необ�
ходимы для переживания стрессовых условий. Так,
холодовой шок у Mycobacterium smegmatis приводит
к усилению экспресии hlp генов [18]. Ноль�мутант
по гистоноподобному белку оказался неспособным
к росту при 10°С [19]. Усиление уровня экспрессии
hlp также было выявлено у покоящихся клеток
M. smegmatis в микроаэрофильных условиях (модель
Вэйна) [20]. По�видимому, это обусловлено необхо�
димостью структурной перестройки нуклеоида при
формировании состояния покоя. Тем не менее,
ноль�мутанты по гену hlp оказались способны пере�
ходить в нерепликативное состояние, и жизнеспо�
собность клеток в этом состоянии не отличалась от
дикого типа M. smegmatis. Авторы предположили,
что это может быть связано с наличием других
ДНК�связывающих белков, способных компенси�
ровать недостаток HLP [20]. Этим данным противо�
речат результаты экспериментов, полученных на
другой модели покоя M. smegmatis. Было продемон�
стрировано, что некультивируемые формы ноль�
мутанта по гену hlp неспособны к реактивации в от�
личие от клеток дикого штамма, что свидетельству�
ет о важнейшей роли белка HLP в формировании
состояния покоя микобактерий [21]. На модели об�
разования культивируемых покоящихся форм,

Степень гомологии гистоноподобных белков в некоторых таксонах бактерий по сравнению с гистоноподобны�
ми белками E. coli

Таксон HU IHF H�HS FIS

Actinobacteria 32�47% – – –

Bacteroidetes 59–60% – – Обнаружен только у Para�
bacteroides distasonig (41%)

Chlamidiae – 25–35% � –

Cyanobacteria 41–47% – – –

Bacillales 37–47% – – –

Clostridia 32–46% – – Обнаружен только у Thermo�
anaerobacter sp. (35–43%)

Lactibacillales 44–39%, у Carinobacterium sp. 
и Enterococcus sp. не обнаружен

– – –

Mollicutes 22–39% – – –

Rickettsiales 27–32% – – –

Bordetella 42% 65% – 40–45%

Burkholderia 38–40% 75% – –

Neisseriaceae 36–40% 69–73% – Обнаружен только у Chromo�
bacteria violaceum (47%)

Enterobacteriales 61–100% – 48–100% 41–100%
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морфологически отличных от вегетативных клеток,
показано, что отсутствие HLP не влияет на образо�
вание морфологически отличных форм, но его от�
сутствие приводит к потере устойчивости этих форм
к стрессовым факторам таким, как повышенная
температура и ультрафиолет [22]. Удивительным яв�
ляется факт, что HLP, помимо присутствия в цито�
плазме, возможно, локализуется также и на внеш�
ней поверхности клеточной стенки микобактерий
(заметим, ген hlp не содержит сигнальной последо�
вательности, обеспечивающей секрецию белка).
Более того, показано, что HLP регулирует функцию
миколтрансфераз, непосредственно связываясь как
с ними, так и с субстратом – трегалозомономикола�
том на поверхности клеточной стенки [19]. HLP иг�
рает роль в колонизации тканей S. intermedius и My�
cobacterium leprae. Возможно, именно с клеточной
стенкой связано участие HLP в одном из ключевых
этапов патогенеза – адгезии [23, 24]. Однако такая
связь HLP с бактериальной стенкой M. smegmatis не
была обнаружена [24].

Семейство IHF. Белок IHF первоначально был
открыт как кофактор сайт�специфической системы
рекомбинации [2]. По своей структуре IHF является
гомологом HU (30–40% идентичности). 

В отличие от HU, IHF – облигатный гетероди�
мер. Его способность к неспецифическому связыва�
нию с ДНК значительно слабее, чем у HU [25]. IHF
специфически связывается c сайтами, содержащи�
ми последовательность вида WATCARXXXTTR. Где
W – это А или Т; Х – это A, T, C или G; R – это A или
G. Такая связь очень прочна [5]. IHF, по�видимому,
играет важную роль в организации нуклеоида. Было
показано, что IHF может конденсировать линейную
молекулу ДНК в более компактную произвольно
скрученную структуру [4]. Помимо организации
нуклеоида, IHF участвует в некоторых регуляторных
процессах. Так, этот белок играет важную роль в го�
ризонтальном переносе генов. Активация бактери�
ального транспозона Тn10 обеспечивается индуци�
рованной IHF перестройкой ДНК и связыванием
белка с транспозосомой. 

IHF присоединяется к специфическим сайтам в
промоторной области, формируя петли ДНК, поз�
воляющие взаимодействовать РНК�полимеразе и
удаленным регуляторным белкам. Подобным обра�
зом, он облегчает сборку комплексов инициации в
ori�cайтах плазмид [6]. Так же, как и HU, IHF стиму�
лирует расплетание ДНК в области oriC у E. coli, ре�
гулируя сборку пререпликативного комплекса [26].
У Pseudomonas fluorescens IHF участвует в регуляции
экспрессии оперона styABCDE, ответственного за
синтез стиренов. IHF связывается с участком про�
мотора, конкурируя с StyR�P и препятствуя форми�
рованию петли ДНК, подавляющей экспрессию sty�
ABCDE [27]. Аналогичным образом у E. coli IHF

обеспечивает регуляцию промотора hpaGEDFHI
оперона, ответственного за катаболизм ароматиче�
ских соединений. IHF конкурирует с CRP (catabo�
lite repression protein), который подавляет тран�
скрипцию hpaGEDFHI оперона [28].

Семейство H3NS. Размеры белков H�NS близки
к HU (15.5 кДа). Молекула содержит 136 аминокис�
лот и состоит из двух независимых доменов. Первые
64 остатка формируют структуру, способную блоки�
ровать активный центр полноразмерной молекулы
в результате белок�белковых взаимодействий (об�
разуется гетеродимер). Оставшиеся аминокислоты
формируют антипараллельный β�слой, α�спираль
и 310�спираль, формирующую гидрофобное ядро.
Именно этот домен ответственен за взаимодействие
H�NS с ДНК [29]. Во многих бактериальных таксо�
нах H�NS кодируется несколькими генами, незна�
чительно отличающимися друг от друга (до пяти ко�
пий у Pseudomonas putida и Shigella flexneri) [30]. Это
дает возможность предположить, что в одной клет�
ке может находиться несколько типов таких моле�
кул, которые способны формировать гетеродимеры
и олигомеры [31, 32]. Связывание H�NS с ДНК не
специфично, однако области с высоким содержа�
нием АТ оказываются более предпочтительными
[4]. Решающее значение для связывания с H�NS
имеет степень изогнутости ДНК. In vitro было пока�
зано, что H�NS плохо садится на слабо изогнутый
участок ДНК, но демонстрирует очень высокую
аффинность к сильно изогнутым участкам молеку�
лы. [33]. Следует отметить, что эффективность свя�
зывания H�NS с транспозоном оказалась независи�
мой от степени изогнутости ДНК [25]. 

Основными функциональными единицами
H�NS являются димеры, которые, в свою очередь,
олигомеризуются, формируя сложные структуры и
связывая различные участки ДНК. H�NS способен
соединять два участка ДНК наподобие застежки�
молнии [2]. 

По�видимому, H�NS является антагонистом
HU, выполняя противоположные функции в фор�
мировании структуры нуклеоида и в регуляции экс�
прессии генов. При низких концентрациях HU уме�
ренно компактизирует ДНК, формируя подвижные
изгибы и суперскрученность. 

При увеличении концентрации белка HU ДНК
приобретает форму жестких, спиральных тяжей,
при этом HU не вызывает значительной конденса�
ции ДНК, а обеспечивает открытое состояние цик�
лическим молекулам ДНК (например, плазмиде
pUC19). Молекула приобретает форму идеального
кольца, которое поддерживается за счет белок�бел�
кового взаимодействия между димерами. В то же
время в присутствии H�NS происходит компакти�
зация таких плазмид до гантелеобразной структуры.
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Белок HU способен локально обращать вызванную
H�NS конденсацию ДНК [10].

Активность РНК полимеразы фага Т7 значитель�
но выше в присутствии HU, в то же время H�NS, как
правило, работает в качестве репрессора транскрип�
ции. Помимо этого, у ноль�мутантов по HU на�
блюдается усиление подавления транскрипции
некоторых генов, по�видимому, за счет действия
белков H�NS. HU способен ослабить такое по�
давление транскрипции [34]. Было показано, что
H�NS подавляет экспрессию многих, не связан�
ных между собой генов грамотрицательных бак�
терий [35, 30], что позволяет рассматривать H�NS в
качестве глобального репрессора. Редкие случаи
усиления экспрессии генов H�NS, видимо, объяс�
няются его непрямым действием, вероятно, за счет
взаимодействия со специфическим для данного ге�
на репрессором [36]. Существует ряд общих черт в
механизмах подавления H�NS транскрипции раз�
ных генов. Последовательно происходят следую�
щие события. Белок садится на изогнутый участок
ДНК, содержащий промотор, причем сайтов свя�
зывания H�NS, как минимум, два. При этом часть
ДНК, “отсеченная” H�NS комплексом, формирует
петлю, в которой оказывается захваченной РНК
полимераза [4, 10]. 

Способность H�NS образовывать ДНК петли
обусловлена его структурой. N�конец обеспечивает
возможность формирования олигомеров, а два
функциональных домена на C�конце позволяют
образовывать связи с ДНК. Олигомеры H�NS за�
мыкают смежные области растянутых участков
ДНК, в результате образуется петля [31]. Эти струк�
туры могут быть разрушены другими гистоноподоб�
ными белками (HU) или обычными транскрипци�
онными факторами, а также температурным воздей�
ствием и изменениями осмотических характеристик
среды. Таким образом, многим генам необходимо
внешнее воздействие для преодоления H�NS ре�
прессии [37]. Следует отметить, что H�NS может об�
разовывать гетеромеры с другими белками. Так, у
некоторых грамотрицательных бактерий этот гете�
ромер включает белок StpA, последовательность ко�
торого имеет 58% сходства с последовательностью
H�NS. Влияние подобных комплексов на актив�
ность H�NS в настоящее время не ясно [4]. Накоп�
лено большое количество данных, свидетельствую�
щих о ключевой роли H�NS в обеспечении “молча�
ния” генов, входящих в так называемые “острова
патогенности” PI (pathogenity islands), например у
Yersinia и Salmonella [38]. 

По�видимому, H�NS, так же, как и белки IHF,
принимает участие в горизонтальном переносе ге�
нов. Так, у мутантов с поврежденным геном hns ча�
стота транспозиции Tn10 значительно снижалась

[39], а добавление H�NS в реакцию транспозиции in
vitro стимулировало ее [40].

Семейство FIS. FIS является гомодимером, каж�
дая субъединица которого состоит из 98 аминокис�
лот. N�конец гибок и неорганизован. Он переходит
в 4 α�спирали, соединенные с двумя спиралями
С�конца, ответственного за связывание с ДНК [41].
В высоких концентрациях FIS способен связывать�
ся с ДНК неспецифически, однако в клетке FIS свя�
зывает и изгибает только определенные ДНК ми�
шени [42]. Относительное содержание в клетке FIS
наиболее велико в экспоненциальной фазе роста, а
с наступлением стационарной фазы его количество
резко падает [43–45]. 

FIS играет существенную роль в регуляции
ДНК�связанных процессов. Этот белок рассмат�
ривается как глобальный регулятор метаболизма,
влияющий на физиологию клетки путем измене�
ния структуры хромосомы [44]. Так, FIS способ�
ствует усилению транскрипции путем уменьше�
ния уровня негативной суперспирализации ДНК.
Связь FIS с ДНК обеспечивает выделение петли
из суперскрученной молекулы. Предполагается,
что FIS локально регулирует уровень суперскру�
чивания ДНК, для обеспечения его на уровне, оп�
тимальном для функционирования промоторов,
которые располагаются на апексах сформирован�
ной петли [46]. Уровень суперскручивания ДНК
контролируется двумя противоположными про�
цессами: работой ДНК�гиразы и топоизомераз.
FIS подавлет экспрессию генов gyrA и gyrB, коди�
рующих ДНК�гиразу у E. coli. Он связывается с
комплексом инициации транскрипции gyrA и
gyrB и препятствует его переходу в открытое, ак�
тивное состояние, блокируя экспрессию [47]. Он
также активирует один из промоторов topA, кодиру�
ющий топоизомеразу 1, в ответ на действие окисли�
тельного стресса [48]. 

FIS участвует в регуляции генов вирулентности
бактерий. Он подавляет вызванную H�NS репрес�
сию, например, активируя гены вирулентности у
Shigella. Повышение концентрации FIS приводит к
отсоединению H�NS от ДНК и индуцирует экс�
прессию virF [49]. Уровень транскрипции гена fis за�
висит от концентрации FIS белка, который подав�
ляет собственный промотор по принципу негатив�
ной ауторегуляции [50]. FIS увеличивает скорость
транскрипции в промоторах некоторых генов E. сo�
li, взаимодействуя с α�субъединицей РНК�полиме�
разы [51]. Так, FIS обеспечивает регуляцию промо�
торов рибосомальных генов, вызывая увеличение
уровня их транскрипции [52]. Кроме того, FIS мо�
жет работать в качестве репрессора транскрипции,
например, ослабляя действие промотора, контро�
лирующего guaBA оперон, ответственный за синтез
ГМФ [53]. 
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Наряду с IHF, FIS регулирует промотор оперона
hpaGEDFHI, ответственного за катаболизм арома�
тических соединений у E. coli. На богатой среде
(LB), FIS подавляет работу этого промотора, вы�
ключая данный катаболический путь [28]. Работа
многих промоторов обеспечивается путем взаимо�
действия с IHF и FIS. Так, активация nir оперона
E. coli (кодирует NADH�зависимую нитритредукта�
зу) регуляторным FNR белком модулируется IHF и
FIS. Промотор nir содержит два сайта связывания
IHF. Связывание IHF c первым приводит к репрес�
сии, со вторым – к активации транскрипции. Свя�
зывание FIS с этим промотором подавляет тран�
скрипцию [54]. Подавление транскрипции оперона
вызвано нарушением связывания РНК�полимера�
зы с промотором после связывания с IHF и FIS. Ба�
ланс между активацией и репрессией оперона бел�
ками IHF и FIS обеспечивает тонкую регуляцию
процесса синтеза нитритредуктазы [55]. 

Существует ряд малоизученных гистоноподоб�
ных белков, которые невозможно отнести ни к од�
ному из пяти описанных семейств из вышеприве�
денной классификации. Так, у Mycobacteium tubercu�
losis был обнаружен гистоноподобный белок Lsr2.
Его последовательность не является гомологичной
ни одному другому гистоноподобному белку. Это
небольшой основный белок с массой 12 кДа, спо�
собный образовывать мультимерные структуры.
Lsr2 неспецифически связывается с ДНК, отдавая
предпочтение ее циклическим вариантам, вызывая
суперспирализацию. Этот белок ответственен за
подавление экспрессии efpA и iniBAC, вызывающих
устойчивость M. tuberculosis к антибиотикам (multi�
drug tolerance). Инактивация lsr2, как и в случае с
HLP, приводила также к изменению липидного со�
става клеточной стенки [56]. 

Гистоноподобные белки Hc1 и Hc2 (H1�like pro�
teins) хламидий обеспечивают структурные пере�
стройки хроматина. Жизненный цикл хламидий ха�
рактеризуется наличием двух форм, – ретикуляр�
ных тел (внутриклеточная форма), и элементарных
тел (внеклеточные, по�видимому, покоящиеся фор�
мы) [57]. Белок Hc1 консервативен, в то время как
масса Hc2 варьирует у разных видов, а у некоторых
видов он отсутствует [58]. Гиперэкспрессия Hc1 и
Hc2 в E. coli приводит к повышенной компактиза�
ции хроматина, что делает невозможным тран�
скрипцию, трансляцию и деление. Однако снять
летальный эффект такой гиперэкспрессии этих
белков оказалось возможным путем внесения в
E. coli плазмиды, несущей ген ispE хламидии, коди�
рующий один из промежуточных метаболитов не�
мевалонатного пути синтеза изопреноидов [58].
Предполагается, что белки Hc1 и Hc2 участвуют в
переходе клеток хламидий в покоящееся состояние
(внеклеточные формы), а метаболит немевалонат�
ного пути контролирует обратимость этого состоя�

ния. Возможно, эта схема работает и в других случа�
ях образования покоящихся форм. Так, было обна�
ружено, что гиперэкспрессия гена ispE M. smegmatis
приводит к спонтанной реактивации покоящихся
форм, что может говорить о влиянии продукта этого
гена на предполагаемую компактизацию ДНК у ми�
кобактерий, вызванную гистоноподобными белка�
ми [59].

***

Бактериальный нуклеоид – сложная структура,
имеющая несколько уровней организации от пер�
вичной последовательности пар оснований нук�
леотидов до третичной структуры бактериальной
хромосомы. На протяжении жизненного цикла
бактерии происходит структурная реорганизация
нуклеоида с образованием суперскрученных участ�
ков ДНК. Структура доменов непостоянна и в про�
цессе метаболизма изменяется, что обеспечивает
постоянную реорганизацию хромосомы, необходи�
мую для изменения физиологического статуса клет�
ки. Гистоноподобные белки играют ключевую роль
в этом процессе, принимая участие в организации
отдельных суперскрученных петель, поддерживая
“топологический гомеостаз” в клетке [60]. Эта
функция осуществляется гистоноподобными бел�
ками за счет различных механизмов, в числе кото�
рых изгибание (белки типа “benders”), скручивание
(белки типа “wrappers”) и формирование петель�
сшивок (белки типа “bridgers”). Гистоноподобные
белки прокариот представлены несколькими се�
мействами основных белков с малой молекулярной
массой, объединенных по особенностям структуры
и связывания с ДНК. Представители разных се�
мейств гистоноподобных белков осуществляют раз�
личные функции, хотя иногда у них наблюдается и
их перекрывание. Кроме структурной функции ги�
стоноподобных белков, которая хорошо изучена у
эукариот, у бактерий эти белки участвуют непосред�
ственно в регуляции отдельных оперонов. В этом
смысле функции гистоноподобных белков прока�
риот значительно шире, чем у эукариотических ги�
стонов. Показано, что результат функционирова�
ния гистоноподобных белков как регуляторов мо�
жет быть противоположен, например, стимуляция
и репрессия транскрипции, что позволяет осу�
ществлять тонкую регуляцию экспрессии генов.

Особая роль гистоноподобных белков состоит в
их участии в глубокой реорганизации хромосомы
(стабилизации ее структуры) при переходе клеток в
состояние покоя. Потеря способности микобакте�
рий к реактивации в отсутствие гистоноподобного
белка позволяет рассматривать соответствующий
делеционный мутант в качестве потенциального
вакцинного препарата. 

Наши знания о бактериальных гистоноподоб�
ных белках в настоящее время ограничены, но оче�
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видно, что их детальное исследование важно для
понимания молекулярных основ адаптации бакте�
рий к изменяющимся условиям их существования. 

Работа выполнена при поддержке ФЦП
“Научные и научно�педагогические кадры
инновационной России”. Государственные
контракты № 14.740.11.0801, № 14.740.11.1056,
№ 14.740.11.0246.
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Abstract—Four major families of bacterial histone�like proteins (HU, IHF, H�NS, FIS), united on the basis
of structural similarity and performing specific structural and regulatory functions in the cell, are discussed.
Histone�like proteins perform topological modification of the chromosome (twisting, bending, and folding)
and directly regulate the functioning of promoters of individual operons. Histone�like proteins are critical for
the regulation of cell metabolism, are involved in the response to environmental changes, and play a key role
in the transition to and maintenance of the quiescent state of bacteria.
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Lipases (triacylglcerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3),
which exist ubiquitously in living organisms, can catalyze
the hydrolysis of triacylglycerols into diacylglycerols,
monoacylglycerols, free fatty acids and glycerol at the oil�
water interface, as well as the synthesis of lipids, esterifi�
cation, transesterification and aminolysis reaction in or�
ganic solvents [1, 2]. Recently, the enzymes have been
widely applied in food, detergent, pharmaceutical and
cosmetic industries, and also used as biosensors, diagnos�
tic tools and in bioremediation, etc [3]. During the past
decades, lipases have been produced and purified from
mammalian, bacterial, fungal and plant sources [4, 5].
Their physicochemical properties such as molecular
weight, amino acid composition, metal ion�binding ca�
pacity and substrate specificity have also been studied in
detail. A number of lipase genes have been cloned from
yeast, Bacillus subtilis, and Rhizopus species [6–8]. Al�
though there are wide differences in their primary struc�
tures and characteristics, most of the lipases share the
same core topology in the tertiary structure, known as the
α/β hydrolase fold [9]. All lipases studied so far share a
conserved motif Gly�X�Ser�X�Gly in the primary struc�
ture, where the serine residue is considered as the catalyt�
ic residue that is one of catalytic triad Ser�Asp�His, and
the 2 flanking glycine residues are essential for topology
[10]. The catalytic triad locates in the hydrophobic cleft
of the lipase, where the fatty acyl chain inserts and gets
cleaved.

Until now, it has been found that over 60 genera of mi�
croorganisms can produce lipases [11]. In contrast to an�
imal and plant lipases, extracellular microbial lipases can
be produced by fermentation in large quantities and rela�

tively inexpensively [12]. But further commercialization
of the microbial lipases is hindered by their low stability,
activity or specificity. In order to make the use of lipases
more economical and efficient, more attention has been
focused on modifying their structures and improving
their catalytic properties with chemical or physical ap�
proaches and, recently, through genetic engineering
means [1]. Recombinant DNA and genetic engineering
technology not only provided the most powerful tools for
deciphering the relationship between the structure and
function of lipases, but also made it possible for their ra�
tional modification and higher production. Niu et al.
[13]. utilized error�prone PCR to introduce mutations in
the Rhizopus arrhizus lipase. Through screening, one of
the mutant lipases, A9T�E190V�M225I with improved
thermostability was obtained. The optimum temperature
of the mutant lipase was 10°C higher that of the wild�
type. In addition, the half�life of the mutant lipase at
50°C exceeded that of wild�type by 12�fold. Cox et al.
[14] successfully increased the Pseudomonas alcaligenes
lipase production by 15% through introducing a muta�
tion, C�14T, in the promoter region of P. alcaligenes li�
pase gene.

In previous studies, we isolated the strain of Penicilli�
um cyclopium PG37 that is able to secrete an alkaline li�
pase with high activity. Recently, the cDNA sequence en�
coding PG37 LipI was cloned based on the determined
N�terminal amino acid sequence (GenBank accession
AF274320) [15]. However, knowledge of the transcrip�
tional regulation of PG37 lipI is still unclear. The aim of
this work was cloning of the complete DNA gene lipI en�
coding PG37 LipI from the genomic DNA of P. cyclopi�
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um PG37 by two steps of PCR amplification, usual PCR
and ligation�mediated PCR. Furthermore, the DNA se�
quence of PG37 lipI and its deduced amino acid se�
quence were analyzed by bioinformatics. To our knowl�
edge, this is the first report on the cloning and sequence
analysis of a complete lipase gene from P. cyclopium.

MATERIALS AND METHODS

Strains, plasmids, and media. Penicillium cyclopium
PG37 strain, isolated from soil in China as reported pre�
viously [15], was used for the alkaline lipase production,
as well as for genomic DNA preparation. The following
liquid medium was used for P. cyclopium PG37 strain
culture (g/ l): soybean phospholipids – 7.5, of corn steep
liquor – 30, soybean meal hydrolyzate – 300 ml,
K2HPO4 – 10.0, MgSO4 – 1.0, trisodium citrate
(pH 7.5) – 0.5. Escherichia coli JM109 strain was used as
host cell for gene cloning and DNA sequencing, and it
was cultured on Luria�Bertani medium [16]. pUCm�T
vector for cloning of PCR products was purchased from
Sangon (China).

Reagents. Restriction enzymes used for gene cloning,
X�gal, IPTG, T4 DNA ligase, Taq DNA polymerase and
DNA marker were purchased from TaKaRa (China).
EZ�10 Spin Column DNA Gel Extraction Kit and EZ�
10 Spin Column Plasmid Mini�Preps Kit were pur�
chased from BBI (Canada). All other chemicals were of
analytical grade.

Primers for PCR amplification. With the information
of the cDNA sequence encoding PG37 LipI (GenBank
accession AF274320), PCR primers F1 (5'�ATGTTGT�
TCAACTACCAATC�3'), R1 (5'�CAAATCAGATG�
TATTTTTAT�3'), R2 (5'�CCTCGACTCCAAAATAG�
GTG�3') and R3 (5'�GATTGGTAGTTGAACAA
CAT�3') were designed. Based on the principle of the li�
gation�mediated PCR, the oligonucleotides LD (5'�
ATCCCTTCACTCTCAAGTGG�3') and 8�N (5'�
AATTC CAC�3') were designed and used as an adaptor
to be ligated to the genomic DNA digested with restric�
tion enzyme EcoR. F1 and R1 were used for PCR ampli�
fication of the downstream fragment of PG37 lipI, while
LD and R2 or R3 were used for PCR amplification of the
promoter region (upstream fragment of PG37 lipI). All
primers were synthesized by Sangon (China).

Genomic DNA extraction. Extraction of genomic
DNA from P. cyclopium PG37 was performed according
to the method [17] with appropriate modification. P. cy�
clopium PG37 was cultivated on above mentioned liquid
medium at 28°C for 24 h on a rotary shaker at 220 rpm.
The mycelia were collected through filtration and washed
three times with SE buffer (0.15 mM NaCl, 0.1 M EDTA,
pH 8.0). The washed mycelia were homogenized in
10 volumes (w/v) of DNA extraction buffer (0.2 M Tris�
HCl, 0.5 M NaCl, 10 mM EDTA, 2% SDS, pH 8.0) for
3–5 min, and then incubated at 65°C for 1 h with shaking
at 100 rpm. The homogenate was cooled at room tem�

perature and mixed with isovolumic phenol/chloro�
form/isoamylalcohol (25 : 24 : 1), followed by vigorous
vortexing for 15 s. The supernatant was collected by cen�
trifugation at 15000 rpm at 4°C for 10 min and re�ex�
tracted with isovolumic chloroform/isoamylalcohol
(24 :1). 2.5 volumes (v/v) of ethanol were added to the re�
sulting supernatant and then allowed to stand at –20°C
for 30 min, followed by centrifugation at 15000 g for
10 min. After washed twice with 75% ethanol and air
dried, the resulting DNA precipitate was dissolved in TE
buffer (10 mM Tris�HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) supple�
mented with 50 μg/ml RNase.

Cloning of the downstream fragment. The down�
stream fragment of PG37 lipI was amplified from genom�
ic DNA of P. cyclopium PG37 using primers F1 and R1,
which were located at the 5'� and 3'�ends of the cDNA
sequence. The aimed band was purified with DNA Gel
Extraction Kit and ligated to pUCm�T vector. The re�
sulting mixture was transformed into E. coli JM109 com�
petent cells, followed by blue�white screening. The re�
combinant plasmid was identified by PCR amplification.

Cloning of the promoter region. Ligation�mediated
PCR amplification of the promoter region was per�
formed by four steps, as shown in Fig. 1. The genomic
DNA of P. cyclopium PG37 was digested with restriction
enzyme EcoRI. The derived DNA was ligated with an
adapter, which was an equimolar mixture of two oligonu�
cleotides, 8�N and LD. The ligated DNA sample was
amplified with primers LD and R2, and then subjected to
a second round of PCR amplification with primers LD
and R3 for confirmation. The purified PCR product was
ligated to pUCm�T vector for sequencing.

DNA sequence analysis. By aligning the nucleotide
sequences of the 2 cloned DNA fragments, the complete
gene encoding PG37 LipI was obtained. The sequence of
PG37 lipI was analyzed by bioinformatics. The predic�
tion of promoter region and its characterization was car�
ried out using the TFSEARCH (http://www.cbrc.jp/re�
search/db/TFSEARCH.html), along with the PLACE
(http://www.dna.affrc.go.jp /PLACE/signalscan.html).
For the exact localization of the exon/intron boundaries,
the GeneMark (http://opal.biology.gatech.edu/Gene�
Mark/eukhmm.cgi) was used. The ORF was determined
by the program of NCBI ORF Finder (http://www.nc�
bi.nlm.nih. gov/gorf/gorf.html).

Amino acid sequence analysis. The deduced amino
acid sequence of PG37 LipI was analyzed by the Expert
Protein Analysis System (http://www.expasy.org/). The
ProtScale (http://au.expasy.org/tools/protscale.html)
and the TMHMM (http://www.cbs. dtu.dk/servic�
es/TMHMM�2.0/) were used for predicting the hydro�
phobic regions and the transmembrane domains, respec�
tively. The SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ servic�
es/SignalP/) was used to identify the signal peptide of
PG37 LipI. The physicochemical properties of PG37 Li�
pI were analyzed by Protparam (http://au.expasy.
org/tools/protparam.html). Motifs of PG37 LipI were
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predicted by the InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/
Tools/InterProScan/). Protfun (http://www.cbs.dtu.dk/
services/ProtFun/) was used for the function prediction.
Secondary and tertiary structures were predicted by
SOPMA (http://npsa�pbil.ibcp.fr/cgi�bin/npsa_automat.
pl?page=npsa_sopma.html) and ESyPred3D (http://
www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/
esypred/), respectively.

RESULTS AND DISSCUSSION

Cloning of the downstream fragment of PG37 lipl. Ac�
cording to the cDNA sequence of PG37 LipI, a forward
primer F1 located at ATG start codon region and a re�
verse primer R1 complementary to transcription termi�
nal region were used to amplify the downstream fragment
of PG37 lipI from the genomic DNA of P. cyclopium
PG37. A 1.3 kb DNA fragment was amplified (Fig. 2a,
lane 1), and then purified and cloned for sequencing. Re�
sult showed that the cloned downstream fragment of
PG37 lipI is 1.316 bp in length and contains the complete
nucleotide sequence of the cDNA with 5 short interven�
ing introns ranging from 50 to 70 bp as indicated in Fig. 3.

Cloning of the promoter region of PG37 lipl. Amplifi�
cation of the unknown 5' flanking promoter region of
PG37 lipl was based on a ligation�mediated PCR ap�
proach [15]. The extracted genomic DNA of P. cyclopi�
um PG37 and the digested DNA to which an adapter was
ligated were indicated in Fig. 2b. Using the ligated DNA
sample as template, a 750 bp DNA fragment was ampli�

fied with primers LD and R2 (Fig. 2a, lane 2) and then
cloned on pUCm�T vector. To verify the result, the re�
combinant vector was subjected to a second round of
PCR amplification with primers LD and R3 (Fig. 2a,
lane 3), followed by sequencing. Result showed that the
cloned promoter region of PG37 lipI is 740 bp in length,
harboring putative TATA box, CAAT box and several
transcription factor binding sites.

DNA sequence characterization of PG37 lipl. There
was 36 bp in common between 3'�end of 740 bp promoter
region and 5'�end of 1.316 bp downstream fragment. By
aligning, the complete gene PG37 lipI is 2.020 bp in
length as shown in Fig. 3. Compared with cDNA se�
quence, 632 bp of the promoter region and 1.388 bp of
the downstream fragment originating from the start point
of transcription (+1, G) in PG37 lipI were identified.

By computer�assisted analysis, it was revealed that
2 TTATTT sequences located at –576 bp and –40 bp up�
stream the transcription start site and 3 CAAT boxes ex�
isted in the promoter region of PG37 lipI. It was demon�
strated that several gene promoters miss the classical TA�
TA box. In this case, other consensus sequences such as
TTATTT could act as substitutes for TATA box [18, 19].
A putative TATA box (–40 bp position) was in agreement
with the consensus distances generally found in promot�
ers. In eukaryote, functional CAAT box is typically found
about –75 bp upstream the transcriptional start site.
However, some CAAT boxes might locate further from
the transcriptional start site [20]. PG37 lipI contains no

Step 1: Genomic DNA of P. cyclopium PG37
digested with EcoR I

Step 2: Annealing of LD and 8�N as adapter

Step 3: Digested DNA ligated with adapter

annealing

ligation

EcoR I

aattc.... atgttgttcaactaccaatc....
g.... tacaacaagttgatggttag....

5'�atcccttcactctcaagtggaattc........ atgttgttcaactaccaatc..........
3'�caccttaag ........ tacaacaagttgatggttag..........

+(LD)5'�atcccttcactctcaagtgg�3'

Step 4: Nested PCR amplification

(8�N) 3'�caccttaa�5'

LD R3 R2

5'�atcccttcactctcaagtgg�3' +
LD

5'�aattccac�3'
8�N

Fig. 1. Diagramatic representation of the ligation�mediated PCR amplification.
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CAAT box at about –75 bp position, although it does
contain 3 CAAT boxes at –13, –384 and –590 bp, re�
spectively. The CAAT at –384 or –590 bp of PG37 lipI
was identified as putative CAAT box.

Bioinformatics analysis indicated that the pro�
moter region possesses several putative transcription
factor binding sites. 5 HSF (heat shock factor) bind�
ing sites (–5, –46, –242, –433 and –584 bp); four
ADR1 (alcohol dehydrogenase gene regulator 1)
binding sites (–16, –56, –272 and –437 bp); and
several other cis�elements (data not shown) were
found in PG37 lipI promoter region in response to
various stresses. The fact that many cis�elements
present in promoter region suggests that PG37 lipI is
controlled by a complicated regulatory mechanism.

Amino acid sequence characterization of PG37 Lipl.
SignalP predicted an unambiguous signal peptide cleav�
age site between Ser20 and Ala21, indicating PG37 LipI as
a secretory protein. The preprolipase of 285 amino acid
residues was predicted to contain a 20�aa signal peptide,
a 7�aa propeptide and a 258�aa mature peptide [15].
Propeptide also exists in Rhizopus oryzae [21], Fusarium
heterosporum [22] and many other microbial lipases. In
fungal lipases, it has been shown that the propeptide that
is normally removed from the lipase during its maturation
eliminates the phospholipolytic activity of the proen�
zyme while increasing the lipolytic activity [1]. It was
predicted by TMHMM that there is no obvious trans�
membrane domain in PG37 LipI. The hydrophobicity of
PG37 LipI was analyzed using ProtScale. As shown in
Fig. 4, the minimum and maximum hydrophobic values

were – 2.389 and 2.478, respectively; and four major hy�
drophobic regions are MLFNYQSLLVGVSLISQALS
(1–20 aa), VHRPWSAV (126–133 aa), AHVALA (168–
173 aa) and AVTPGHIA (263–270 aa).

Molecular weight of 27291.8 Da and isoelectric point
(pI) of 6.16 are calculated from the mature PG37 LipI,
and its formula is C1215H1887N323O374S9. The total num�
ber of negatively charged residues (Asp, Glu) is 22, while
for the positively charged residues (Arg, Lys) it is 19. The
hydrophobic residues (Ala, Ile, Phe, Leu, Met, Pro, Val
and Trp) and uncharged residues (Asn, Cys, Gln, Gly,
Ser, Thr and Tyr) occupy 44.9% and 35.1% of the total
number, respectively. According to extremely low average
of hydrophilicity (0.057), PG37 LipI is identified as a hy�
drophobic protein. Estimated instability index of 17.03
that is less than 40 and half�life of 4.4 h both suggest that
PG37 LipI is a stable protein. Molecular weight of the
native PG37 LipI was estimated to be about 29 kD by gel
filtration using Sephadex G�150 and that of the dena�
tured PG37 LipI was determined to be about 27.5 kD by
its mobility on SDS�PAGE, which were almost in agree�
ment with the calculated molecular weight. Nevertheless,
the calculated pI is different from the pI (5.4) of native
LipI determined by isoelectric focusing gels [15]. Post�
translational modifications and higher structures of pro�
tein may account for the different pIs [23].

The result of motifs predicted by InterProScan
showed that PG37 LipI contains a Lipase_3 motif and
belongs to α/β hydrolase superfamily. Analyzed by Prot�
fun, PG37 LipI was supposed to possess the function of
fatty acid metabolism and amino acid biosynthesis.

23130 bp

9416 bp

4316 bp

6557 bp

2322 bp

4500 bp

3000 bp
2250 bp

1500 bp

1000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

(а) (b)
М 1 23М 1 2

Fig. 2. Cloning of PG37 lipI from P. cyclopium PG37. (a) Amplification of the downstream fragment and promoter region of lipI
from P. cyclopium PG37 by usual PCR and ligation�mediated PCR: M – 250 bp DNA marker; lane 1 – the usual PCR amplifi�
cation of the downstream fragment of PG37 lipI; lane 2 – the first round of ligation�mediated PCR amplification of the promoter
region of PG37 lipI; lane 3 – the second round of PCR amplification of the promoter region of PG37 lipI. (b) The genomic DNA
of P. cyclopium PG37 and the DNA digested with restriction enzyme EcoRI: M, λ�HindIII digest DNA marker; lane 1 – PG37
genomic DNA; lane 2 – PG37 genomic DNA digested with restriction enzyme EcoRI.
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Fig. 4. Prediction of hydrophobicity by ProtScale.

BLAST analysis of PG37 LipI showed 32, 30, 28 and
26% identity with lipases of A. parasiticus (GenBank:
AAO17920), P. camembertii (PDB: 1TIA), T. lanugino�
sus (Swiss�Prot: O59952) and R. miehei (Swiss�Prot:
P19515), respectively. The result of alignment showed
that the pentapeptide sequence, G�H�S�L�G, in 5 lipas�
es mentioned above is identical, with the consensus se�
quence in PG37 LipI locating at from 157 to 161 residue
(Fig. 5). A catalytic triad, Ser132�Asp188�His241 which ex�
ists in almost all lipases, was also found in PG37 LipI.

Structure analysis of PG37 LipI. The secondary
structure was analyzed by SOPMA and the result showed
that the PG37 LipI contains 31.78% α�helix, 19.77% ex�
tended strand, 5.81% β�turn, and 42.64% random coil.
The α�helix and random coil constitutes the main part of
the secondary structure. P. camemberti lipase crystal
structure (PDB: 1TIA) was selected as a suitable template
by a BLAST search. The tertiary structure of PG37 LipI
was predicted in EsyPred3D Protein Modelling Server
(Fig. 6). The core structure of PG37 LipI, where β�sheets
are surrounded by α�helices, is in accordance with α/β
hydrolase fold.

Although the overall homology between lipases is low,
all known lipases share a comparable tertiary structure
which is common to the α/β hydrolase family [21]. In

most lipase structures, the active center, Ser�Asp�His, is
inaccessible due to coverage by a flexible alpha helical lid
(residues Thr66 to Val72). The lid would most likely be in�
volved in a conformational change that allows the sub�
strate access to the active site [24]. These studies provided
a structural basis for the well�known phenomenon of in�
terfacial activation. On the contrary, Karkhane et al. [25]
used site�directed mutagenesis to introduce mutation
that Phe181 was substituted with alanine in the lid domain
of Bacillus thermocatenulatus lipase. F181A mutation in�
creased the distance between Phe181 and catalytic Ser114,
which led to a decrease in steric hindrance. F181A muta�
tion increased overall lipase activity by up to 2.6�fold
(4670 U/mg) toward C8 substrate. It also resulted in op�
timal lipase activity at 65°C rather than 55°C.

In this study, we reported the cloning of the complete
DNA gene encoding an alkaline lipase of P. cyclopium
and bioinformatics analysis of the DNA sequence of
PG37 lipI and its deduced amino acid sequence. The elu�
cidation of the primary structure of the lipase of P. cyclo�
pium with bioinformatics approaches provided us with a
solid basis not only for the regulation and expression of
PG37 lipI, but also for PG37 LipI rational modification.

Fig. 3. Nucleotide sequence of PG37 lipI. DNA sequences of introns are shown in gray shadows. The letters in boxes, TTATTT
and CAAT, indicate the putative TATA box and CAAT box, respectively; the letter G marked with “+1” indicates the starting
point of transcription; the start codon and stop codons are shown in italic; the polyadenylation signal, AATAAA, is shown as un�
derlined letters.
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Lid structure

ASp 188

His 241

Ser 132

Fig. 6. Prediction of the tertiary structure of PG37 LipI. Ser132�Asp188�His241, three amino acid residues compose the active cen�
ter in the tertiary structure. The alpha helical lid structure was marked.
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Fig. 5. Alignment of lipases from A. parasiticus (APAL), P. camembertii (PCAL), P. cyclopium (PCYL), R. miehei (RMIL) and
T. lanuginosus (TLAL). The identical amino acid residues are highlighted in shadow.
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Биосинтез антибиотиков у актиномицетов стро�
го координирован с ростом культуры и морфологи�
ческой дифференциацией, а также контролируется
регуляторными элементами разных уровней [1].
Изучение механизмов регуляции биосинтеза анти�
биотиков и манипуляции с отдельными генами или
элементами регуляторных систем является одним
из важнейших направлений исследований, которое
открывает возможности направленного поиска и
создания штаммов с повышенным уровнем био�
синтеза антибиотиков [1–4]. 

Streptomyces nogalater LV65 (=IMET43360) синте�
зирует антрациклиновый противоопухолевый ан�
тибиотик ногаламицин (рис. 1). Он состоит из по�
ликетидного агликона, гликозилированного остат�
ками ногалозы и ногаламина. Ногаламицин
угнетает рост грамположительных бактерий, а так�
же ряд клеток опухолевых линий [5]. Отдельные ге�
ны биосинтеза этого антибиотика эффективно ис�
пользуются в комбинаторном биосинтезе полике�
тидов [6–8]. Ранее в хромосоме S. nogalater
идентифицирован ген snorА, который кодирует
транскрипционный активатор экспрессии струк�
турных генов биосинтеза ногаламицина и имеет вы�
сокую степень гомологии с регуляторными белками
SARP�семейства (Streptomyces antibiotic regulatory
protein), контролирующими биосинтез антибиоти�
ков у ряда стрептомицетов [8, 9]. Однако экспери�
менты по целенаправленному использованию гена
snorА для получения продуцентов с повышенным
уровнем синтеза антибиотика не проводились, а от�

сутствуют также данные о роли генов глобальной
регуляции в биосинтезе ногаламицина.

Цель работы – изучение влияния гена snorА,
клонированного в составе мультикопийной и инте�
гративной плазмиды, а также гетерологической
экспрессии глобальных регуляторов вторичного
метаболизма у актиномицетов на уровень синтеза
ногаламицина штаммом S. nogalater LV65. 

МЕТОДИКА

В работе использовали штаммы дикого типа
S. nogalater LV65 (продуцент ногаламицина), его
производные, S. ghanaensis ATCC14672 (продуцент

КОНСТРУИРОВАНИЕ ШТАММОВ Streptomyces nogalater LV65 
С ПОВЫШЕННЫМ УРОВНЕМ СИНТЕЗА НОГАЛАМИЦИНА 

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ РЕГУЛЯТОРНЫХ ГЕНОВ
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Исследовано влияние клонированных регуляторных генов на биосинтез ногаламицина у Streptomy%
ces nogalater LV65. Ген snorA из генома S. nogalater был клонирован в составе мультикопийной репли�
кативной плазмиды pSOKA и интегративной – pR3A. Введение этих плазмид в клетки штамма ди�
кого типа S. nogalater LV65 приводило к увеличению синтеза ногаламицина. Подобный эффект на�
блюдался при гетерологической экспрессии гена ppGpp�синтетазы relA, клонированного из
S. coelicolor A3(2). В то же время гетерологическая экспрессия генов absA2 из S. ghanaensis
ATCC14672 и lndYR из генома S. globisporus 1912 снижала уровень синтеза антибиотика. Полученный
результат указывает на наличие в хромосоме S. nogalater гомологов этих генов и их возможное уча�
стие в регуляции биосинтеза ногаламицина, а также открывает возможности генетического кон�
струирования штаммов с повышенным уровнем синтеза этого антибиотика.
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Рис. 1. Структурная формула ногаламицина. 
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моеномицина А), а также штаммы Escherichia coli:
E. coli DH5α (F�ϕ80d Δ(lacZ)M15 recA1
endA1gyrA96thi1deoR(lacZYA%argF) U169) и E. coli
ET12567 (dam–13::Tn9(Cmr) dcm–6 hsdM), содержа�
щий конъюгативную плазмиду pUB307 (производ�
ную плазмиды RК2). Штаммы актиномицетов, а
также E. coli и Sarcina lutea KA37 хранятся в Коллек�
ции культур микроорганизмов – продуцентов анти�
биотиков Львовского национального университета
имени Ивана Франко. Использованные в работе
плазмидные ДНК представлены в таблице.

Штаммы стрептомицетов культивировали на ов�
сяной, кукурузной [10] и в жидких средах TSB, SG
[11] при температуре 28°С, а E. сoli, и S. lutea – на LA
и LB при температуре 37°С [11]. 

Трансформацию E. coli проводили согласно
стандартной “кальциевой” методики [10]. Конъ�
югацию E. coli – S. nogalater LV65 осуществляли, как
описано в работе [12]. Апрамицин (50 мкг/мл) ис�
пользовали для селекции трансконъюгантов, нали�
диксовую кислоту (100 мкг/мл) – для удаления
штамма�донора. В контроле определяли частоту по�
явления спонтанных апрамицин�устойчивых му�
тантов S. nogalater. Стабильность наследования

плазмид клонами трансконъюгантов определяли,
как отношение числа колоний, сохранивших устой�
чивость к антибиотику, детерминированную мар�
керным геном плазмид, после пяти пассажей в не�
селективных условиях к общему числу колоний. 

Антибиотическую активность штаммов
S. nogalater изучали методом диффузии в агар с ис�
пользованием тест�культуры Sarcina lutea. Штаммы
стрептомицетов выращивали в жидкой среде SG,
ногаламицин экстрагировали из культуральной
среды хлороформом в соотношении культурная
жидкость–хлороформ 1 : 1. Экстракты сушили при
температуре 37°C, сухой остаток растворяли в мета�
ноле, наносили на диски из фильтровальной бумаги
одинакового диаметра и накладывали на среду LA с
0.7%�ным агаром, содержащим клетки тест�культу�
ры (109 КОЕ). Чашки инкубировали при температу�
ре 28°C в течение 12 и 72 ч. Индекс продуктивности
определяли по методике, описанной в работе [10]. 

Тонкослойную хроматографию экстрактов анти�
биотиков проводили на силикагелевых пластинках
Silufol UV254 (Чехия), в системе растворителей хло�
роформ–метанол–этанол–дистиллированная вода

Характеристика плазмидных ДНК, использованных в работе

Плазмида Характеристика Источник получения

pRT801
5.2 т.п.н.

Конъюгационная интегративная плазмида, содержащая 
ген устойчивости к апрамицину apmr, систему интегра�
ции фага ϕBT1

Р. Тил, Нотингемский ун�т, Вели�
кобритания

pSOK101, 
7.1 т.п.н.

Конъюгационная челночная плазмида, содержащая гены 
устойчивости к апрамицину apmr и тиостриптону tsrr; 
репликон плазмиды pIJ101

С. Зотчев, ун�т г. Тронхейм, 
Норвегия

pKC1139, 
6.5 т.п.н.

lacZ α oripUC19 oriTRP4 oripSG5 aac(3)IV [11]

pBluesnorA, 
5.4 т.п.н.

pBluescript II KS/SK (+), с клонированным фрагментом 
хромосомы S. nogalater размером 2.5 т.п.н., содержащим 
ген snorA

[9]

pR3A,
8.1 т.п.н.

pRT801, несущая 2.9 т.п.н. PvuII�фрагмент плазмиды 
pBluesnorA

создана в работе

pSOKA, 
9.5 т.п.н.

pSOK101, несущая 2.5 т.п.н. EcoRI–HindIII�фрагмент 
pKCEA

то же

pKCEA,
8.4 т.п.н.

pKC1218E, несущая ген snorA под контролем промотора 
гена устойчивости к эритромицину ErmEp, Saccha%
ropolyspora erythraea

[9]

pKCabsA2,
9.5 т.п.н.

pKC1139, несущая фрагмент хромосомы S. ghanaensis 
размером 3.0 т.п.н., содержащий ген absA2

создана в работе

pIJ8647,
5.5 т.п.н.

pOJ260, несущая N�терминальный 0.8 т.п.н. фрагмент
гена absA2 под контролем промотора tipAp

М. Бибб, Джон Иннес центр, 
Норвич, Великобритания

pKCЕafsS,
8.9 т.п.н.

pKC1218E, несущая ген afsS под контролем промотора 
гена устойчивости к эритромицину ErmEp, S. erythraea

Л. Горбаль, ЛНУ им. И. Франко, 
Украина

pKC1218ElndY2%2,
7.1 т.п.н.

pKC1218E, несущая ген lndYR под контролем промотора 
гена устойчивости к эритромицину ErmEp, S. erythraea

[16]

3*
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(120 : 25 : 6 : 4.5). Определение антибиотиков прово�
дили при 254 нм. 

Все молекулярно�биологические процедуры вы�
полняли по стандартным протоколам [11]. EcoRI�
фрагмент плазмиды pKCEА (таблица) размером
2.5 т.п.н. клонировали в вектор pSOK101. В резуль�
тате получена плазмида pSOKА размером 9.5 т.п.н
(рис. 2а). Для конструирования pR3A плазмиду
pBluesnorA (таблица) обработали эндонуклеазой
рестрикции PvuII и элюировали фрагмент разме�
ром 2.9 т.п.н, содержащий ген snorA. Этот фраг�
мент клонировали в уникальный EcoRV�сайт
плазмиды pRT801. В итоге получена плазмида
pR3A (рис. 2б). Строение этих плазмид подтвер�
ждено рестрикционным анализом. Пару прайме�
ров 5'%AAAGGATCCGCCCGAGATCGATCTTG�
CAG%3' и 5'%TTTAAGCTTCGCTGTTCAGC�
CTCTCCTAC%3 (в которые введены сайты BamHI
и HindIII соответственно) использовали для ам�
плификации из генома S. ghanaensis ATCC14672
фрагмента, несущего ген аbsA2. Ампликон разме�
ром 3.0 т.п.н. перенесли в pKC1139 как BamHI/Hin�
dIII%фрагмент. В результате получена плазмида
pKCаbsA2. 

Первичный анализ последовательностей нук�
леотидов и определение сайтов узнавания для эндо�
нуклеаз рестрикции проводили с помощью про�
грамм DNA�Star и VECTOR NTI.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для введения в штамм S. nogalater LV65 допол�
нительных копий гена snorA использовали муль�
тикопийную плазмиду pSOKА и интегративную –
pR3A (таблица). Плазмида pR3A, полученная на

основе интегративного вектора pRT801, который
интегрируется в два сайта хромосомы S. nogalater,
не утрачивается трансконьюгантами при выра�
щивании в неселективных условиях, не влияет на
уровень продукции ногаламицина и морфологи�
ческие признаки бактерий [13], что делает ее ис�
пользование удобным инструментом для генно�
инженерных манипуляций в клетках S. nogalater.
Плазмида pSOKА создана на основе мультикопий�
ного вектора pSOK101. Эффективность использо�
вания этого вектора для введения дополнительных
копий регуляторных генов продемонстрирована
для ряда стрептомицетов, в частности продуцента
ландомицина Е – S. globisporus 1912 [14].

Плазмиды pSOKА и pR3A перенесены в клетки
штамма дикого типа S. nogalater LV65 при помощи
конъюгационных скрещиваний с E. coli EТ12567.
Частота образования трансконъюгантов pR3A+ и
pSOKА+ в среднем составляла 4.0 × 10–6 и 1.7 × 10–7

соответственно. Фенотип апрамицин�устойчиво�
сти наследовался трансконъюгантами с частотой
100% pR3A+ после пяти пересевов в жидкой среде
TSB при отсутствии селективного давления. В тех
же условиях трансконъюганты S. nogalater, несущие
автономную плазмиду, полностью теряли pSOKА.
Однако она стабильно наследовалась при выращи�
вании штаммов в присутствии апрамицина в конеч�
ной концентрации 50 мкг/мл. Для последующих
исследований отобрано по одному независимому
трансконъюганту, содержащему плазмиды pR3A и
pSOKА. 

При анализе экстрактов, полученных из мице�
лия антибиотиков штаммов S. nogalater рR3A+ и
S. nogalater pSOKА+, было показано увеличение

(а)

snorA

EcoRV

oriT

ϕBT1
pSOKA

9.5 т.п.н.

snorA

BamHI

BamHI

BamHIBamHI
PvuII

PvuII
EcoRI

EcoRI

oriT

ori
pIJ101

thrr

ampr pR3A

8.1 т.п.н.

ampr

HindIII
attP

int

XbaI ϕBT1

XhoI

pBR322
ori

(б)

Рис. 2. Схема плазмид pSOKА (а) и pR3A (б): apmr – ген устойчивости к апрамицину, ori pBR322 – репликон плазмиды
pBR322, oriT – участок инициации конъюгационного переноса, int (ϕBT1) – ген фага ϕBT1, обеспечивающий инте�
грацию плазмиды pR3A в хромосому. Указаны сайты узнавания ендонуклеаз рестрикции, которые использовались в
этой работе. 
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уровня синтеза ногаламицина в случае обоих штам�
мов (рис. 3). Это свидетельствовало об эффективно�
сти примененного подхода клонирования дополни�
тельных копий гена snorA для создания штаммов
S. nogalater с повышенным уровнем синтеза ногала�
мицина. Использование плазмиды pR3A для кон�
струирования таких штаммов было более эффек�
тивным, поскольку она интегрировалась в хромосо�
му и стабильно поддерживалась в геноме в
неселективных условиях. 

Можно предположить, что увеличение уровня
экспрессии гена snorA за счет увеличения его ко�
пийности приводило к увеличению пула соответ�
ствующего регуляторного белка–активатора тран�
скрипции структурных генов биосинтеза ногалами�
цина у S. nogalater в клетке, которое обеспечивало
повышенную экспрессию регулируемых им генов.
Похожий эффект клонирования регуляторов–ак�
тиваторов транскрипции структурных генов пока�
зан для ряда актиномицетов [1, 2, 4]. 

В связи с отсутствием информации относи�
тельно глобальной регуляции вторичного метабо�
лизма у S. nogalater необходимо было изучить влия�
ние гетерологической экспрессии этих генов в клет�
ках продуцента ногаламицина. С этой целью
использовали гены: absA2 [15], клонированный из
генома S. ghanaensis ATCC14672, lndYR [16] – из ге�
нома S. globisporus 1912, relA [17, 18] и afsS [19] – из
генома S. coelicolor A3(2), продукты которых хорошо
изучены у этих актиномицетов. В условиях гетеро�
логической экспрессии глобальных регуляторов
можно ожидать как увеличения уровня биосинтеза
ногаламицина, так и ингибирования процессов ан�
тибиотикообразования у S. nogalater LV65. 

Изучение влияния гена relA на характер синтеза
ногаламицина у S. nogalater показало, что введение
этого регулятора в составе плазмиды pIJ8647 повы�

шало уровень синтеза ногаламицина (рис. 4). Воз�
можно, это объясняется взаимосвязью между ско�
ростью роста бактерий и биосинтезом их вторичных
метаболитов [17, 18]. В частности, у S. coelicolor важ�
ную роль в этих процессах играет полифосфорили�
рованный нуклеотид – ppGpp [17]. Он образуется
при участии связанной с рибосомами ppGpp�синте�
тазы, которая кодируется геном relA. Возможно, что
результатом накопления ppGpp и является значи�
тельное изменение экспрессии отдельных регуля�
торных генов у S. nogalater, что объясняет увеличе�
ние уровня синтеза ногаламицина.

В результате введения дополнительных копий
глобальных регуляторов absA2 в плазмиде pKCabsA2
и lndYR в составе pKC1218ElndY2%2 мы обнаружили,
что экспрессия этих генов приводила к снижению
уровня синтеза ногаламицина (рис. 4). Подобный
эффект ингибирования процессов антибиотикооб�
разования продуктами этих генов также описан для
ряда актиномицетов [15, 16]. Можно предположить,
что этот результат свидетельствовал о наличие го�
мологов absA2 и lndYR в геноме S. nogalater. Иденти�
фикация таких ингибиторов с целью их направлен�
ной инактивации является важным механизмом
получения генетически стабильных штаммов с по�
вышенным уровнем биосинтеза антибиотиков. 

Введение гена afsS в клетки S. nogalater LV65 не
повлияло на синтез ногаламицина (рис. 4). Возмож�
но, его гомологи отсутствуют у S. nogalater либо для
их активации необходимы дополнительные факто�
ры, например определенные источники питания
или регуляторные механизмы [19].

Таким образом, введение дополнительных ко�
пий гена snorА в клетки S. nogalater LV65 в состав
автономной мультикопийной pSOKA и интегра�
тивной – pRT801 плазмид приводит к повышению
уровня синтеза антибиотика. Похожий эффект на�

2

4

1

3

Рис. 3. Зоны угнетения роста тест�культуры экстрак�
тами антибиотиков штаммов: 1 – S. nogalater LV65, 2 –
S. nogalater pR3A+, 3 – S. nogalater pSOKА+, 4 – нега�
тивный контроль (метанол, использованный как рас�
творитель ногаламицина). Тест�культура – Sarcina
lutea. В эксперименте антибиотики экстрагировали
из одинакового количества биомассы.

1

2

34

5
6

Рис. 4. Зоны угнетения роста тест�культуры экстрак�
тами антибиотиков штаммов: 1 – S. nogalater LV65, 2
– S. nogalater relA+, 3 – S. nogalater lndYR+, 4 – S.
nogalater absA2+, 5 – S. nogalater afsS+, 6 – негативный
контроль (метанол, использованный как раствори�
тель ногаламицина). Тест�культура – S. lutea. В экспе�
рименте антибиотики экстрагировали из одинаково�
го количества биомассы.
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блюдался также в результате гетерологической экс�
прессии гена relА, клонированного из хромосомы
S. ghanaensis. Экспрессия этих генов не влияла на
морфологические характеристики S. nogalater. Сле�
довательно, используя эти регуляторные гены,
можно получать генетически стабильные штаммы с
повышенным уровнем синтеза ногаламицина. По�
давление процессов антибиотикообразования у
S. nogalater LV65 наблюдается вследствие гетероло�
гической экспрессии absA2 и lndYR. Очевидно, что
гомологи absA2 и lndYR в хромосоме S. nogalater
LV65 ингибируют синтез ногаламицина, а их иден�
тификация и направленная инактивация будет спо�
собствовать увеличению уровня биосинтеза анти�
биотика. Генетические манипуляции с отдельными
регуляторными элементами в клетках S. nogalater,
путем введения их дополнительных копий либо
инактивации дает возможность конструировать
штаммы с повышенной способностью к синтезу
важного противоопухолевого антибиотика ногала�
мицина.

Авторы выражают благодарность М. Биббу,
Р. Тилу и C. Зотчеву за любезно предоставленные
плазмиды. 
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Abstract—Influence of cloned regulatory genes on biosynthesis of nogalamicin by Streptomyces nogalater
LV65 strains has been studied. Gene snorA from the S. nogalater genome was cloned in multicopy replicative
plasmid pSOKA and integrative plasmid pR3A. Introduction of these plasmids into the cells of wild type
strain of S. nogalater LV65 resulted in higher synthesis of nogalamicin. A similar effect was observed at heter�
ologous expression of gene ppGpp of synthetase relA cloned in S. coelicolor A3(2). Heterologous expression of
genes absA2 from S. ghanaensis ATCC14672 and lndYR from genome S. globisporus 1912 decreased synthesis
of antibiotic. The study results indicate the presence of homologs of these genes in chromosome of
S. nogalater, their possible participation in regulation of nogalamicin biosynthesis, and provide us with a pos�
sibility for genetic design of the strains with higher synthesis of this antibiotic.
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Одной из наиболее актуальных проблем совре�
менности является загрязнение окружающей среды
токсичными, устойчивыми соединениями, образу�
ющимися в результате промышленной деятельно�
сти человека. В 2001 г. международным сообществом
принята Стокгольмская конвенция, где определен
состав стойких органических загрязнителей (СОЗ),
особо опасных для человека, запрещенных к произ�
водству и использованию [1].

Согласно конвенции, полихлорированные би�
фенилы (ПХБ) включены в состав СОЗ. По химиче�
ской структуре ПХБ представляют два С–С�связан�
ных ароматических кольца, в которых присутствуют
в качестве заместителей от 1 до 10 атомов хлора.
Коммерческие смеси полихлорбифенилов включа�
ют в свой состав 40–60 гомологов и изомеров ПХБ
из 209 возможных. Уровень содержания данных ве�
ществ в окружающей среде очень высок [2]. Несмот�
ря на прекращение их промышленного производ�
ства, ПХБ продолжают поступать в окружающую
среду при сгорании промышленных отходов, нару�
шении целостности электрооборудования, вывозе и
размещении на складах, свалках и полях аэрации.
Липофильность ПХБ способствует их биоаккумуля�
ции в тканях животных и человека, что ведет к раз�
витию ряда тяжелых заболеваний, а химическая
инертность предопределяет устойчивость к воздей�
ствию абиотических факторов [3]. 

К настоящему времени известно, что одним из
наиболее перспективных способов снижения содер�
жания ПХБ в окружающей среде является их пере�
работка с использованием метаболического потен�
циала природной микрофлоры. Способность к
трансформации отдельных хлорбифенилов описана
для широкого круга природных бактерий [2, 4].

Установлено, что бактерии трансформируют ПХБ
как в анаэробных, так и в аэробных условиях. Наи�
более опасные для животных и человека высокохло�
рированные бифенилы подвергаются восстанови�
тельному дегалогенированию (анаэробные усло�
вия), в результате чего степень хлорирования
молекулы понижается, но полного разложения не
происходит. Наибольший интерес вызывает процесс
аэробного разложения, так как только в этом случае
бактериями осуществляется полная минерализация
ПХБ [4, 5]. Однако большинство из исследованных
аэробных бактерий�деструкторов высокоактивны
по отношению к моно� и дихлорбифенилам и лишь
единичные штаммы проявляют деградирующую ак�
тивность к средне� и высокохлорированным бифе�
нилам. Скорость биодеструкции ПХБ также зависит
от способности микроорганизмов разлагать проме�
жуточные продукты трансформации хлорбифени�
лов. Известно лишь несколько природных и генети�
чески модифицированных штаммов аэробных бак�
терий, осуществляющих полную минерализацию
моно� и дихлорбифенилов [2, 5–7]. В остальных слу�
чаях в среде в процессе микробиологического разло�
жения ПХБ накапливаются токсичные, устойчивые
к воздействию химических и физических факторов
продукты разложения хлорбифенилов. 

Известно, что бактерии рода Rhodococcus прояв�
ляют деградирующую активность к широкому кругу
ароматических соединений природного и антропо�
генного происхождения [8]. Среди организмов этого
рода описано несколько штаммов�деструкторов
ПХБ [4, 5, 7, 9–11]. Наиболее изученными из них яв�
ляются Rhodococcus jostii RHA1 и R. globerulus P6, ко�
торые осуществляют разложение полихлорбифени�
лов как индивидуально, так и в составе смесей [12–

РАЗЛОЖЕНИЕ СМЕСИ (ТРИ�ГЕКСА)ХЛОРИРОВАННЫХ 
БИФЕНИЛОВ ШТАММАМИ РОДА Rhodococcus
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Исследовано разложение полихлорированных бифенилов (ПХБ) штаммами�деструкторами Rhodo$
coccus ruber P25, Rhodococcus sp. B7a и Rhodococcus sp. G12a. Показано, что эти штаммы разлагают
78–95% смеси ПХБ, содержащей в своем составе (три�гекса)хлорированные бифенилы. Родококки
осуществляют деструкцию всех присутствующих в смеси три�, тетра�, пента� и гексахлорбифенилов
без накопления токсичных хлорированных метаболитов. Исследуемые бактерии способны разла�
гать наиболее устойчивые к окислению ПХБ: 2,5,2',5'�ХБ, 3,4,3',4'�ХБ и 2,4,5,2',4',5'�ХБ. R. ruber
P25, Rhodococcus sp. B7a и Rhodococcus sp. G12a – перспективные бактерии�деструкторы ПХБ, мета�
болический потенциал которых может быть использован в биотехнологиях очистки окружающей
среды от высокотоксичных поллютантов.
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14]. Данные родококки активны по отношению к
низкохлорированным бифенилам, осуществляя
трансформацию этих соединений по пути окисли�
тельного расщепления с образованием конечного
продукта разложения – хлорбензойной кислоты
(ХБК) (рис. 1) [5, 15, 16].

Цель работы – изучение деструкции экспери�
ментальной смеси, содержащей хлорбифенилы со
средней степенью хлорирования (от трех до шести
заместителей в молекуле бифенила), штаммами ро�
да Rhodococcus, выделенными нами из техногенно�
загрязненных почв.

МЕТОДИКА

Реагенты. В работе использованы минеральные
соли производства ЗАО “НПО Экрос” (Россия); би�
фенил, додецилсульфат натрия (“Sigma”, Герма�
ния); H2SO4, гексан, ацетонитрил (НПК “Крио�
хром”, Россия); экспериментальная смесь хлорби�
фенилов (смесь А) (Институт органического синтеза
УрО РАН, Россия).

Бактериальные штаммы. Штаммы Rhodococcus sp.
B7a, Rhodococcus sp. G12a и R. ruber P25 (=ИЭГМ
896) выделены из техногенных почв, загрязненных
отходами химических и соледобывающих пред�
приятий (г. Березники, Пермский край). Исследу�
емые штаммы обладают высоким биодеградирую�
щим потенциалом по отношению к различным
(хлор)ароматическим соединениям, в том числе
бифенилу и моно�, ди�, трихлорбифенилам [7, 9,
17, 18].

Получение биомассы бактериальных культур. Ис�
пользовали минеральную среду К1 (г/л): K2HPO4 –
4.0, NaH2PO4 – 0.4, (NH4)2SO4 – 0.5, Ca(NO3)2 –
0.01, MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.15, рН среды 7.3 [19]. В каче�
стве источника углерода добавляли бифенил (1 г/л).
Культивирование осуществляли в колбах объемом
250 мл с 50 мл среды К1 на термостатируемой качал�
ке (120 об/мин) при 28°С.

Деструкция смеси хлорбифенилов. Деструкцию
проводили с “отмытыми” клетками, как описано
[6]. Смесь А вносили в виде ацетонового раствора до
конечной концентрации 32 мг/л. В контрольных об�
разцах использовали бактериальную биомассу,
инактивированную автоклавированием (1 атм.,
30 мин). Количественное и качественное определе�
ние хлорбифенилов (ХБ) в смеси А до и после бакте�
риальной трансформации осуществляли согласно
[9]. Количественное содержание ХБ вычисляли на
основании сравнения высоты и площади пиков на
хроматограмме в экспериментальных и контроль�
ных образцах с высотой и площадью пиков ХБ в ис�
ходной смеси А. Величину деструкции (Д) рассчи�
тывали по формуле:

где Сконтр – концентрация ХБ в контроле, мг/л;
Сэксп – концентрация ХБ в экспериментальном
образце, мг/л.

Деградация ХБ. Продукты деградации определя�
ли на спектрофотометре BioSpec�mini (“Shimad�
zu”, Япония) и методом высокоэффективной
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) (хромато�
граф LC�10ADvp и детектор RF�10Axl “Shimadzu”,
Япония, колонка Lichrosorb RP�18 10U 250 × 4.6 мм
“Alltech”, США) в культуральной жидкости, предва�
рительно очищенной от бактериальных клеток цен�
трифугированием при 9660 g в течение 3 мин (цен�
трифуга miniSpin, “Eppendorf”, Германия). 

Образование продуктов мета�расщепления аро�
матического кольца хлорбифенилов – (хлор)2�гид�
роксо�6�оксо�фенилгекса�2,4�диеновые кислоты
(ГОФДК) определяли спектрофотометрически при
длине волны от 390 до 440 нм [15, 16]. 

Наличие в надосадочной жидкости ХБК и 4�гид�
роксибензойной кислоты (4�ГБК) определяли ме�
тодом ВЭЖХ. Вносили 20 мкл очищенной от кле�
ток культуральной жидкости в установку ВЭЖХ.
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Рис. 1. Схема микробной деструкции полихлорбифенилов: 1 – полихлорбифенил (ПХБ); 2 – (хлор)бифенилдигидро�
диол; 3 – (хлор)дигидроксибифенил (ДГБ); 4 – (хлор)2�гидрокси�6�оксо�6�фенилгекса�2,4�диеновая кислота
(ГОФДК); 5 – хлорбензойная кислота (ХБК); 6 – (хлор)2�гидроксипента�2,4�диеновая кислота. Ферменты, катализи�
рующие деструкцию ПХБ: а – бифенил 2,3�диоксигеназа (БДО); б – бифенил�2,3�дигидродиол 2,3�дегидрогеназа
(Б2,3Д); в – бифенил�2,3�диол 1,2�диоксигеназа (2,3ДГБ ДО); г – ГОФДК гидролаза [5, 15, 16].

Clx



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 47  № 6  2011

РАЗЛОЖЕНИЕ СМЕСИ (ТРИ�ГЕКСА)ХЛОРИРОВАННЫХ БИФЕНИЛОВ 657

Подвижная фаза – смесь ацетонитрил–0.1%�ный
Н3РО4 (70 : 30), скорость протока – 0.70 мл/мин.
Продукты деградации ХБ определяли в УФ при
длине волны 205 нм. Идентификацию проводили с
помощью сравнения времени удерживания на ко�
лонке исследуемых и стандартных соединений. Ко�
личество образовавшихся продуктов оценивали по
величине площади и высоты пиков на хромато�
грамме относительно данных величин стандартных
соединений.

Наличие свободных ионов хлора контроли�
ровали измерением оптической плотности хло�
рида серебра при длине волны 460 нм, образу�
ющегося после реакции ионов хлора с азотно�
кислым серебром [20].

Образование (хлор)дигидроксибифенила (ДГБ)
и (хлор)бифенилдигидродиола определяли в обезво�
женных гексановых экстрактах культуральной жид�
кости [9]. Анализ проводили на газовом хроматогра�
фе GC6890N (“Agilent Technology”, США) с масс�се�
лективным детектором MSD5973N (“Agilent
Technology”, США) и кварцевой капиллярной ко�
лонкой HP�5MS SN US15189741�1 (30 м × 0.25 мм)
(“Agilent Technology”, США) в режиме, аналогичном
определению хлорбифенилов [9]. Метаболиты
идентифицировали с помощью программ MSD Pro�
ductivity ChemStation Software Rev.C.00.01 (“Agilent
Technology”, США) и Mass Spectral Libraries NIST 98
(“Scientific Instrument Services”, США).

Статистическая обработка результатов. Все экс�
перименты проводили в трехкратной повторности.
Полученные данные обрабатывали с использовани�
ем стандартных пакетов компьютерных программ
Microsoft Excel и STATISTICA 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ смеси полихлорированных бифенилов. Для
изучения процесса разложения ПХБ штаммами ро�
да Rhodococcus была использована смесь А с преиму�
щественным содержанием тетрахлорированных би�
фенилов, которые составляли 88.3% от остальных
ХБ смеси (табл. 1, 2). Элементный анализ смеси А
показал, что по содержанию хлора данная смесь
наиболее близка к известному коммерческому про�
дукту Ароклор 1248 (табл. 1) [21]. В смеси А так же,
как и в Ароклор 1242 и 1248, преобладают тетрахло�
рированные бифенилы и, в отличие от данных для
Ароклор, незначительно представлены три�, пента�
и гексазамещенные ХБ (2.5, 8.5, 0.7% соответствен�
но). Полностью спектр ПХБ смеси А встречается в
составе Ароклор 1242 (табл. 2) [21].

Биодеградация хлорбифенилов смеси А. Штаммы
R. ruber P25, Rhodococcus sp. B7a и Rhodococcus sp.
G12a активно разлагали хлорбифенилы смеси А
(рис. 2). Анализ динамики убыли ХБ позволил кон�
статировать, что наибольшую деструктивную актив�
ность проявлял штамм G12a, значительно снижая

содержание хлорбифенилов (71%) в течение первых
2 сут эксперимента. Суммарная концентрация хлор�
бифенилов при использовании штамма В7а умень�
шалась на 40% в течение первых 2 сут и на 3 сут – на
55%. Напротив, динамика убыли хлорбифенилов
при разложении штаммом R. ruber P25 была близка к
линейной и составляла около 26% за 1 сут. За весь пе�
риод эксперимента (3 сут) уровень деструкции хлор�
бифенилов смеси А исследуемыми штаммами со�
ставил 78–95% (рис. 2).

В литературе описаны бактериальные штаммы,
осуществляющие деструкцию коммерческих смесей
ПХБ–Ароклор 1242 и 1248, близких к смеси А по
изомерному и гомологичному составу ПХБ и содер�
жанию хлора (табл. 1, 2). Так, штамм Alcaligenes eutro$
phus H850 разлагал около 81% ХБ данных смесей в
течение 2 сут, Pseudomonas aeruginosa TMU56 – 57.5–
73.3% хлорбифенилов (Ароклор 1242) – за 4 сут, а
штаммы родов Enterobacter, Ralstonia и Pseudomonas
осуществляли деструкцию на 37–91% ХБ (Ароклор
1242) – за 12 сут [22–24]. A.B. Kolar с сотр. были вы�
делены и описаны штаммы рода Rhodococcus, спо�
собные разлагать 50–61% ХБ (Ароклор 1248) в тече�
ние 14 сут [10]. R. erythropolis Z6 трансформировал
56–60% ХБ в коммерческих смесях Ароклор 1248 и
ПХБ 50 за 14 сут [11]. Таким образом, результаты на�
стоящей работы свидетельствуют, что уровень де�
струкции хлорбифенилов смеси А штаммами Rhodo$
coccus sp. B7a, Rhodococcus sp. G12a и R. ruber P25 со�
поставим с уровнем разложения смесей ПХБ
грамотрицательными бактериями и значительно

 
Таблица 1.  Состав экспериментальной (смесь А) и
коммерческих (Ароклор) [21] смесей полихлориро�
ванных бифенилов (%)

Группа ХБ Смесь А
Ароклор

1242 1248 1254

Моно� – 3 – –

Ди� – 13 2 –

Три� 2.5 28 18 –

Тетра� 88.3 30 40 11

Пента� 8.5 22 36 49

Гекса� 0.7 4 4 34

Гепта� – – – 6

Окта� – – – –

Нана� – – – –

[Cl], мас. % ≈48.1 41.3 48.6 54.4

Примечание: знак (–) – в смеси отсутствуют.
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превышает аналогичный показатель, выявленный
для известных штаммов рода Rhodococcus.

Аэробное разложение полихлорированных би�
фенилов бактериями происходит преимущественно
по пути окислительного разложения (хлор)бифени�
ла (рис. 1) [5, 15, 16]. В результате действия фермен�
тов осуществляется окисление одного из колец мо�
лекулы, в случае хлорбифенилов, как правило,
наименее замещенного, с последовательным обра�
зованием гидроксипроизводных (хлор)бифенила до
расщепления молекулы на (хлор)пентадиеновую и
(хлор)бензойную кислоты. Рядом авторов отмечено,
что образующиеся при этом хлорированные дигид�
родиолбифенилы, дигидроксибифенилы и бензо�
аты могут быть более токсичны, чем исходные хлор�
бифенилы [2, 4, 5]. 

В экспериментах показано, что при культиви�
ровании исследуемых штаммов со смесью А в сре�
де наблюдалось наличие продуктов метаболизма
ХБ: (хлор)дигидроксибифенилы, (хлор)гидрокси�
оксо�фенилгексадиеновые кислоты, хлор� и гид�
рокси�замещенные бензойные кислоты (табл. 3).
Несмотря на то что в среде не было зафиксировано
присутствие хлорбифенилдигидродиолов, можно
утверждать, что разложение хлорбифенилов смеси

осуществляется штаммами по классическому пути
окислительного расщепления бифенила (рис. 1).
Отсутствие первого метаболита пути разложения
(хлор)бифенилов может быть обусловлено двумя
факторами: 1) высокой активностью бифенил�2,3�
дигидродиол 2,3�дегидрогеназы (КФ 1.3.1.56)
(Б2,3Д) исследуемых штаммов к образующимся
(хлор)бифенилдигидродиолам; 2) способностью
бифенил 2,3�диоксигеназы (КФ 1.14.12.18) (БДО)
при атаке пары углеродных атомов молекулы хлор�
бифенила, один из которых несет ион хлора, обра�
зовывать (хлор)ДГБ, минуя стадию образования
(хлор)бифенилдигидродиолов. Подобная схема
окисления (ди�пента)хлорбифенилов описана для
бифенил 2,3�диоксигеназы штаммов Rhodococcus
globerulus P6 и Burkholderia xenovorans LB400 [13, 16]. 

Установлено, что при деструкции ХБ смеси А
штаммами Rhodococcus sp. B7a и Rhodococcus sp.
G12a не происходило накопления в среде в значи�
тельном количестве (хлор)дигидроксибифени�
лов, но регистрировалось образование различных
ГОФДК с λмакс = 397, 398, 440 нм (табл. 3). Полу�
ченные данные свидетельствуют о высокой ак�
тивности бифенил�2,3�диол 1,2�диоксигеназы
(КФ 1.13.11.39) (2,3ДГБ ДО) данных штаммов.

Таблица 2.  Содержание (%) индивидуальных ПХБ в смеси А (настоящее исследование) и в коммерческих смесях
торговой марки Ароклор [21]

№ ПХБ* Положение хлора в 
молекуле бифенила Смесь А, %

Ароклор, %

1242 1248 1254

17 2,4,2'� 2.04 3.22 1.27 0.03

28 2,4,4'� 0.44 6.08 3.36 0.06

41 2,3,4,2'� 0.52 0.59 0.89 0.74

44 2,3,2',5'� 1.61 3.32 5.95 0.61

47 2,4,2',4'� 12.49 0.96 1.4 0.07

49 2,4,2',5'� 7.41 2.91 4.24 0.30

52 2,5,2',5'� 22.61 3.22 6.22 0.78

56 2,3,3',4'� 2.09 1.28 2.83 1.19

60 2,3,4,4'� 2.24 0.91 1.90 0.68

64 2,3,6,4'� 5.28 1.68 3.35 0.31

68 2,3,3',5'� 0.94 0.01 – –

71 2,6,3',4'� 1.22 0.85 1.21 0.09

72 2,5,3',5'� 10.12 0.02 – –

75 2,4,6,4'� 7.20 0.90 0.05 –

77 3,4,3',4'� 14.54 0.23 0.36 0.11

85 2,3,4,2',4'� 1.65 0.28 0.96 2.28

105 2,3,4,3',4'� 0.66 0.41 1.32 6.06

110 2,3,6,3',4'� 4.68 0.77 2.67 7.42

118 2,4,5,3',4'� 1.50 0.69 2.18 12.27

153 2,4,5,2',4',5'� 0.77 0.08 0.34 3.07

* Классификация ИЮПАК, (–) – в смеси отсутствует.
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Напротив, при разложении ХБ штаммом R. ruber
P25 не отмечено образование ГОФДК, но зафик�
сировано накопление ДГБ (табл. 3). Известно, что
хлорированные ДГБ осуществляют обратимое
субстратное ингибирование бифенил�2,3�
диол 1,2�диоксигеназы [25]. Можно предполо�
жить, что 2,3ДГБ ДОP25 менее устойчива к ингиби�
рующему действию (хлор)дигидроксибифенилов,
чем 2,3ДГБ ДОВ7а и 2,3ДГБ ДОG12a. 

Ограничивать утилизацию ПХБ может также не�
способность ГОФДК гидролазы (КФ 3.7.1.8) транс�
формировать ряд изомеров хлорированных
ГОФДК. Так, ГОФДК, несущие ионы хлора в дие�
ноатной части, слабо трансформируются гидролаза�
ми штаммов R. globerulus P6 и B. xenovorans LB400,
тогда как ГОФДК с заместителями в фенольной ча�
сти молекулы являются более доступным субстра�
том для ГОФДК гидролаз данных штаммов [14].
Анализ состава смеси А (табл. 2) и возможных мета�

болических схем разложения ХБ смеси (данные не
представлены) показал, что основная доля образую�
щихся ГОФДК содержит ионы хлора в обеих частях
молекулы. ГОФДК гидролазы штаммов Rhodococcus
sp. B7a, Rhodococcus sp. G12a и R. ruber P25 проявля�
ют активность к хлорированным ГОФДК, о чем сви�
детельствует накопление невысоких концентраций
ГОФДК в культуральной среде и присутствие хлор�
бензойных кислот.

По нашим данным, штаммы R. ruber P25, Rhodo$
coccus sp. B7a и Rhodococcus sp. G12a утилизируют
2�хлорбензойную (2�ХБК) и(или) 4�хлорбензойную
(4�ХБК) кислоты [7, 9, 17, 18]. Как видно из табл. 3,
при разложении смеси А образуются хлор� и гид�
роксибензойные кислоты. Следует отметить, что
4�гидроксибензойная кислота является основным
метаболитом гидролитического дехлорирования
4�ХБК [19]. Анализ динамики изменения концен�
трации 2�ХБК и 4�ГБК у штамма Rhodococcus sp.
B7a и 4�ХБК у штаммов R. ruber P25 и Rhodococcus
sp. G12a показал, что хлорбензойные кислоты не яв�
ляются конечным продуктом в случае конверсии
смеси А данными штаммами. Аналогичная способ�
ность к разложению пара�, но не орто�, замещенных
моно� и дихлорбензойных кислот, образующихся
при деструкции тетраХБ, описана для штамма Alcali$
genes sp. JB1 [26].

Для штамма Rhodococcus sp. B7a определено со�
держание свободных ионов хлора в среде через 72 ч
деструкции смеси А. Установлено, что концентра�
ция ионов хлора составляла 83.8% от максимально
возможной при полном дехлорировании исходной
смеси хлорбифенилов. Полученные данные могут
свидетельствовать, что при утилизации смеси А
штаммом Rhodococcus sp. B7a не происходит накоп�
ления значительных количеств токсичных хлориро�
ванных метаболитов.

Деструкция индивидуальных ПХБ. Снижение
концентрации ПХБ в смесях под действием аэроб�
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Рис. 2. Разложение (мг/л) смеси А штаммами рода
Rhodococcus: 1 – Rhodococcus sp. B7a, 2 – R. ruber P25,
3 – Rhodococcus sp. G12a.

Таблица 3.  Продукты разложения смеси А штаммами рода Rhodococcus

Штамм Время, ч
(хлор)ДГБ,

% от общего 
состава смеси

(хлор)ГОФДК Производные бензойной кислоты, мг/л

λмакс, нм ОП, ед. 2�ХБК 4�ХБК 2,4�ХБК 4�ГБК

В7а

24 1.51 ± 0.02 440 0.156 н.д. н.д. н.д. 1.883 ± 0.004

48 2.62 ± 0.03 0.181 0.079 ± 0.001 н.д. н.д. 0.646 ± 0.002

72 2.32 ± 0.02 0.206 0.057 ± 0.003 н.д. н.д. 0.333 ± 0.002

G12a

24 3.88 ± 0.04 440 1.289 1.008 ± 0.002 3.180 ± 0.004 н.д. 0.382 ± 0.003

48 5.45 ± 0.01 398 1.334 1.509 ± 0.001 1.789 ± 0.001 0.031 ± 0.005 0.935 ± 0.002

72 5.16 ± 0.03 397 1.408 3.573 ± 0.004 1.607 ± 0.003 0.384 ± 0.004 4.191 ± 0.003

P25

24 6.71 ± 0.07 н.д. н.д. н.д. 0.004 ± 0.001 н.д. н.д.

48 19.42 ± 0.05 н.д. 0.103 ± 0.002 н.д. н.д.

72 21.85 ± 0.02 н.д. 0.073 ± 0.002 н.д. 0.031 ± 0.001

Примечание: (н.д.) – не детектировалось.



660

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 47  № 6  2011

ЕГОРОВА и др.

ных бактериальных культур обусловлено деструкци�
ей отдельных гомологов или изомеров, чаще всего –
моно�, ди� и трихлорированных. При этом средне� и
высокохлорированные бифенилы, наиболее устой�
чивые к микробной атаке и высокотоксичные для
живых организмов, остаются не трансформирован�
ными [4, 11, 12, 26]. В результате наших исследова�
ний установлено, что штаммы Rhodococcus sp. B7a,
Rhodococcus sp. G12a и R. ruber P25 проявляют де�
структивную активность по отношению ко всем
ПХБ, присутствующим в смеси А (табл. 2, 4). Штам�
мы активно разлагали три� и тетрахлорированные
бифенилы, содержащие монохлорированное коль�
цо с заместителями в орто� или пара�положении
(2,4,2'�, 2,4,4'�, 2,3,4,2'�, 2,3,4,4'�, 2,3,6,4'�, 2,4,6,4'�
ХБ). Аналогичный уровень деструкции данных
хлорбифенилов описан для штаммов A. eutrophus

H850, Rhodococcus jostii RHA1 и B. xenovorans LB400
[12, 16, 22]. 

Анализ деструкции отдельных ПХБ смеси А по�
казал, что бифенил 2,3�диоксигеназа штаммов
Rhodococcus sp. B7a, Rhodococcus sp. G12a и R. ruber
P25 проявляет активность к моно�, ди� и тризаме�
щенным кольцам молекулы ПХБ (табл. 4). Ранее
нами установлена способность БДОP25 окислять ди�
хлорированное кольцо 2,4,2'�ХБ (данные не показа�
ны). Известно, что на активность бифенил 2,3�ди�
оксигеназы оказывает влияние не только количе�
ство заместителей, но и их положение в молекуле
ПХБ [13, 16, 27]. Активность БДОLB400 уменьшается
в ряду – незамещенное кольцо, орто�, мета�, пара�
замещенное, а БДОР6 – мета�, пара�, ди�орто�хлори�
рованное кольцо молекулы ПХБ [13, 16]. Получен�

Таблица 4.  Деструкция (%) индивидуальных хлорбифенилов смеси А штаммами рода Rhodococcus 

ПХБ, поло�
жение хлора 
в молекуле

Rhodococcus sp. B7a Rhodococcus ruber P25 Rhodococcus sp. G12a

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

2,4,2'� 100 100 100 100 100 100 100 100 100

2,3,4,2'� 100 100 100 100 100 100 42.3 ± 0.2 69.1 ± 0.5 95.7 ± 0.1

2,4,4'� 100 100 100 100 100 100 48.6 ± 0.1 82.9 ± 0.4 94.0 ± 0.2

2,3,4,4'� 100 100 100 18.7 ± 0.2 100 100 20.1 ± 0.2 44.4 ± 0.4 95.1 ± 0.2

2,3,6,4'� 100 100 100 88.5 ± 0.4 100 100 93.1 ± 0.4 97.7 ± 0.2 98.7 ± 0.3

2,4,6,4'� 44.5 ± 0.2 61.1 ± 0.6 100 13.0 ± 0.3 19.7 ± 0.2 100 45.8 ± 0.2 88.6 ± 0.3 97.1 ± 0.1

2,4,2',4'� 78.0 ± 0.3 100 100 79.1 ± 0.4 100 100 32.5 ± 0.1 49.2 ± 0.3 74.7 ± 0.2

2,3,4,2',4'� 9.3 ± 0.1 100 100 46.7 ± 0.4 100 100 29.5 ± 0.3 51.4 ± 0.2 78.6 ± 0.3

2,4,2',5'� 8.2 ± 0.1 50.4 ± 0.4 100 14.9 ± 0.1 23.6 ± 0.1 100 23.4 ± 0.1 46.6 ± 0.1 76.7 ± 0.3

2,3,2',5'� 8.7 ± 0.4 19.1 ± 0.4 100 51.2 ± 0.6 100 100 17.4 ± 0.2 39.9 ± 0.1 77.0 ± 0.3

2,5,2',5'� 0 35.9 ± 0.2 89.2 ± 0.2 2.9 ± 0.1 7.1 ± 0.2 29.2 ± 0.2 40.1 ± 0.5 97.1 ± 0.2 97.9 ± 0.1

2,3,3',4'� 9.0 ± 0.2 28.2 ± 0.3 100 77.8 ± 0.3 100 100 19.0 ± 0.5 41.1 ± 0.5 81.6 ± 0.4

2,6,3',4'� 0.6 ± 0.1 100 100 50.1 ± 0.5 100 100 48.1 ± 0.3 51.1 ± 0.5 97.8 ± 0.2

3,4,3',4'� 1.6 ± 0.2 52.1 ± 0.1 100 32.4 ± 0.2 36.7 ± 0.2 78.7 ± 0.2 60.1 ± 0.4 66.5 ± 0.4 81.4 ± 0.1

2,3,6,3',4'� 0 31.3 ± 0.1 100 35.7 ± 0.1 36.5 ± 0.1 48.7 ± 0.1 23.0 ± 0.2 47.6 ± 0.1 77.0 ± 0.1

2,4,5,3',4'� 0 100 100 59.5 ± 0.3 100 100 29.4 ± 0.6 48.9 ± 0.1 78.1 ± 0.2

2,3,4,3',4'� 100 100 100 100 100 100 24.4 ± 0.2 54.4 ± 0.2 79.8 ± 0.3

2,5,3',5'� 72.3 ± 0.5 100 100 17.5 ± 0.2 79.9 ± 0.1 100 58.6 ± 0.1 77.4 ± 0.2 98.2 ± 0.4

2,3,3',5'� 100 100 100 100 100 100 40.3 ± 0.3 43.5 ± 0.1 44.2 ± 0.2

2,4,5,2',4',5'� 100 100 100 100 100 100 39.5 ± 0.1 49.3 ± 0.1 85.8 ± 0.1
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ные нами результаты не позволяют выявить законо�
мерность в активности бифенил 2,3�диоксигеназы
исследуемых штаммов по отношению к дизамещен�
ным кольцам хлорированным в орто�, мета� или па�
ра�положении, однако можно утверждать, что
БДОР25, БДОВ7a и БДОG12a окисляют орто�пара�, ор�
то�мета, мета�пара� и мета�мета�дихлорированные
кольца в молекуле ПХБ (табл. 4).

К концу 3 сут биодеструкции исследуемая смесь
ПХБ была представлена: 1) при разложении штам�
мом В7а – 2,5,2',5'�ХБ; 2) при разложении штаммом
Р25 – 2,5,2',5'�ХБ, 3,4,3',4'�ХБ и 2,3,6,3',4'�ХБ; 3) при
разложении штаммом G12a отмечено наличие в не�
значительном количестве большинства соединений
исходной смеси (табл. 4). Согласно ряду работ, наи�
более устойчивыми к микробному окислению явля�
ются симметрично замещенные ПХБ, у которых в
обоих кольцах молекулы присутствуют ионы хлора в
орто�мета�, орто�пара� или мета�пара�положениях
[4, 5, 22]. Помимо симметричного расположения за�
местителей, важную роль играет концентрация дан�
ных ХБ [27]. Штаммы Rhodococcus sp. B7a и Rhodo$
coccus sp. G12a осуществляли трансформацию
2,5,2',5'�ХБ эффективнее, чем известные ПХБ�де�
структоры родов Rhodococcus, Arthrobacter и Ralstonia
[11, 12, 22, 24, 28].

Нами было установлено, что родококки разлага�
ют 78–100% 3,4,3',4'�ХБ в концентрации 15.75 мкМ
(начальная концентрация в смеси А) за 3 сут. Ли Ксу
с сотр. [27] показали, что штамм Enterobacteria sp.
LY402 трансформирует 50% 3,4,3',4'�ХБ от исходной
концентрации 0.05 мкМ за 8 сут, повышение кон�
центрации хлорбифенила до 0.5 мкМ приводило к
полному ингибированию деструкции. Уровень де�
струкции данного соединения в коммерческих сме�
сях ПХБ штаммами R. jostii RHA1 и A. eutrophus H850
составлял 20–26% [12]. 

Исследуемые штаммы осуществляли разложение
гексахлорированного бифенила, несущего по 3 за�
местителя в каждом кольце молекулы. Уровень де�
струкции 2,4,5,2',4',5'�ХБ составил 85–100% (на�
чальная концентрация в смеси А – 6.8 мкМ). Из ли�
тературы известно, что данный хлорбифенил
является устойчивым к микробной атаке. Способ�
ность к его разложению отмечена для R. jostii RHA1
(34%), A. eutrophus H850 (20%) и Enterobacteria sp.
LY402 (7–50% при начальной концентрации 5 мкМ)
[12, 22, 27]. Полученные результаты свидетельству�
ют о высокой деградирующей активности штаммов
рода Rhodococcus по отношению к труднодоступным
полихлорированным бифенилам.

Следует отметить, что динамика разложения
ПХБ, оставшихся в культуральной жидкости к кон�
цу инкубации (табл. 4), позволяет предположить,
что возможно достижение их полной деструкции
исследуемыми штаммами.

Таким образом, штаммы Rhodococcus sp. B7a,
Rhodococcus sp. G12a и R. ruber P25 эффективно ути�

лизируют смесь полихлорированных бифенилов,
основную долю которой составляют тетрахлориро�
ванные изомеры (88.3%), и могут быть рекомендова�
ны для использования в технологиях утилизации
ПХБ и восстановлении загрязненных территорий.

Авторы выражают благодарность Гусеву В.А и
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ческого масс�спектрометрического анализа. 
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Destruction of Mixture of Tri�Hexa�Chlorinated Biphenyls 
by Rhodococcus Genus Strains
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Abstract—Destruction of polychlorinated biphenyls (PCBs) by strain�destructors Rhodococcus sp. B7a and
Rhodococcus sp. G12a has been studied. It was shown that these strains destruct 78–95% of PCB mixture contain�
ing tri�hexa�chlorinated biphenyls. Rhodococcus destruct all components of the mixture of tri�, tetra�, penta�, and
hexa�chlorinated biphenyls without accumulation of toxic chlorinated metabolites. The studied bacteria
destruct PCB that are the most stable for oxidation, such as 2,5,2',5'�CB; 3,4,3',4'�CB; and 2,4,5,2',4',5'�CB. The
most perspective strains are R. rubber P25, Rhodococcus sp. B7a and Rhodococcus sp. G12a whose metabolic
potential can be used for biotechnological refinement of the environment from highly toxic pollutants.
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Переработка медных сульфидных руд может осу�
ществляться двумя способами – пиро� и гидроме�
таллургическими. Пирометаллургические способы
извлечения меди основаны на сочетании процессов
обогащения руд, плавки полученных концентратов
на штейн, конвертирования штейна и электролити�
ческого рафинирования с последующей плавкой
медных катодов. Процессы плавки требуют высоких
температур, сопровождаются выбросами в атмосфе�
ру пыли и диоксида серы. Кроме того, имеется еще
ряд серьезных недостатков: большие капитальные
затраты при строительстве заводов, невозможность
перерабатывать концентраты с высоким содержа�
нием токсичных элементов (мышьяк и др.), потеря
благородных металлов с отходами обогащения руд,
нерентабельность переработки низкосортных руд,
потери меди со шлаками. При этом химический со�
став концентратов вторичных сульфидов меди, ха�
рактеризующийся низким отношением S/Cu, не
позволяет плавить их автогенно, что приводит к до�
полнительным расходам [1].

Гидрометаллургические способы включают вы�
щелачивание при повышенном давлении (автоклав�
ные процессы) [2], бактериальное выщелачивание в
реакторах или кучах [3], а также выщелачивание в
хлоридных растворах [4] или с применением различ�
ных окислителей (озон, пероксид водорода и др.) [5].
Способы автоклавного выщелачивания цветных ме�
таллов из сульфидного сырья характеризуются вы�
сокой энергоемкостью, большими капитальными
затратами, использованием специального оборудо�
вания, работающего под давлением и, вследствие
этого, значительной опасностью производства. Ис�
пользование “экзотических” окислителей, таких,

как озон и пероксид водорода, характеризуется вы�
сокой токсичностью и высокой стоимостью. Упо�
требление хлоридных сред для процессов выщела�
чивания требует применения специальных коррози�
онностойких конструкционных материалов, а также
систем специальной очистки отходов.

Наибольшее распространение получило кучное
бактериальное выщелачивание, которое применя�
ется для переработки низкосортных и труднообога�
тимых руд вторичных сульфидов меди. Данный спо�
соб показал свою эффективность на двух десятках
месторождений, работающих более 30 лет [3]. Ос�
новные недостатки способа – большая длитель�
ность процесса, варьирующаяся от нескольких ме�
сяцев до 2 лет, загрязнение окружающей среды
ионами тяжелых токсичных металлов, а также зави�
симость от климатических условий. 

Биогидрометаллургические процессы, основан�
ные на выщелачивании цветных металлов из руд и
концентратов в реакторах с системами перемешива�
ния, экологически безопасны, просты в эксплуата�
ции, характеризуются сравнительно низкими капи�
тальными и эксплуатационными расходами [6]. Од�
нако их промышленное внедрение сдерживается
недостаточно высокой скоростью и, вследствие это�
го, большой продолжительностью [7]. 

Химические реакции, протекающие при биовы�
щелачивании меди из вторичных сульфидов (в част�
ности, халькозина и ковеллина), могут быть выра�
жены в виде следующих уравнений [3]:

Сu2S + 2Fe3+ = CuS + Cu2+ + 2Fe2+, (1)

СuS + 2Fe3+ = S0 + Cu2+ + 2Fe2+, (2)

БИОГИДРОМЕТАЛЛУРГИЧЕСКАЯ ТЕХНОЛОГИЯ ПОЛУЧЕНИЯ МЕДИ 
ИЗ СЛОЖНОГО МЕДНОГО КОНЦЕНТРАТА
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Исследовано выщелачивание сульфидно�окисленного медного концентрата руды Удоканского ме�
сторождения с содержанием меди 37.4%. В процессе обработки в растворе серной кислоты при
pH 1.2 скорость выщелачивания меди составила 6.9 г/кг ч в течение 22 ч, что позволило извлечь
40.6% меди. При последующем химическом выщелачивании при 80°С в течение 7 ч раствором сер�
нокислого трехвалентного железа, полученным после биоокисления ассоциацией микроорганиз�
мов, скорость извлечения меди составила 52.7 г/кг ч. Общее извлечение меди достигало 94.5% (за
29 ч). Регенерация ионов Fe3+ осуществлялась ассоциацией умеренно термофильных микроорга�
низмов, включающей бактерии рода Sulfobacillus и архей Ferroplasma acidiphilum, со скоростью
1.0 г/л ч при 40°С в присутствии 3% твердой фазы, полученной при химическом выщелачивании
медного концентрата. Предложена технологическая схема переработки сложного медного концен�
трата с применением бактериально�химического выщелачивания.

УДК 66.061.34+579.66
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Сu2S + 0.5O2 + 2H+ = CuS + Cu2+ + H2O, (3)

СuS + 0.5O2 + 2H+ = S0 + Cu2+ + H2O, (4)

4Fe2+ + 4H+ + O2 = 4Fe3+ + 2H2O, (5)

2S0 + 3O2 + 2H2O = 2H2SO4. (6)

При этом реакции (1) и (2) являются чисто хими�
ческими, а реакции (3)–(6) в основном катализиру�
ются микроорганизмами. 

Известно, что на гетерофазные реакции, проте�
кающие в кинетической области, наибольшее
влияние оказывает температура. На этом прин�
ципе основан, в частности, процесс BioCOP, в ко�
тором биоокисление сульфидного концентрата
осуществляется при температуре 78°C ассоциа�
цией экстремально термофильных ацидофиль�
ных архей [8]. Однако при такой температуре рез�
ко снижаются парциальное давление кислорода и
диоксида углерода в аэрирующем воздухе, необхо�
димые для дыхания и конструктивного метаболизма
микроорганизмов. Поэтому на коммерческом заво�
де в Чили, использовавшем процесс BioCOP с 2003 г.,
в аэрирующий воздух перед подачей в биореакторы
добавляли необходимые количества кислорода и ди�
оксида углерода. Кроме того, ассоциация использу�
емых экстремально термофильных архей позволяла
работать при содержании твердой фазы в суспензии
не больше 12.5%. Комплекс указанных причин при�
вел к прекращению эксплуатации завода через не�
сколько лет после открытия [9].

Более перспективным представляется двухста�
дийный бактериально�химический процесс, в кото�
ром химическая и биологическая стадии проводятся
последовательно в разных аппаратах. При этом со�
здаются условия, интенсифицирующие протекание
химических процессов окисления на первой стадии,
и благоприятные для микробиологического окисле�
ния – на второй. Двухстадийная технология показа�
ла свою эффективность при выщелачивании медно�
цинкового промпродукта [10] и медной руды [11].
На этом принципе основана технология BRISA для
выщелачивания меди из сульфидных минералов [12,
13]. Недостатком процесса является проведение хи�
мического выщелачивания при низком содержании
твердой фазы в суспензии (до 2%), а также использо�
вание в качестве катализатора соли серебра, что су�
щественно удорожает этот способ. 

Ранее нами была показана перспективность ис�
пользования на второй стадии двухстадийного бак�
териально�химического процесса выщелачивания
сульфидного медного концентрата ассоциации уме�
ренно термофильных микроорганизмов [14]. Одна�
ко в процессе испытаний в течение 20 ч общее из�
влечение меди в раствор составило около 90%, что
связано, по�видимому, с недостаточным окислени�
ем халькопирита при значении окислительно�вос�
становительного потенциала (Eh) выше 700 мВ от�
носительно стандартного водородного электрода

(данный минерал быстрее разрушается в диапазоне
значений от 450 до 650 мВ) [15, 16].

Цель работы – исследование двухстадийного
процесса бактериально�химического выщелачива�
ния сложного медного концентрата и разработка
эффективной технологии получения из него меди.

МЕТОДИКА

Характеристика медного концентрата. В качестве
объекта исследований был использован образец
флотационного сульфидно�окисленного медного
концентрата руды Удоканского месторождения ме�
ди (Россия). Основной химический состав концен�
трата следующий – медь (37.40%), железо общее
(4.34%), железо(II) оксид (2.30%), сера общая
(10.40%), сера сульфидная (9.92%), кальций (0.75%),
магний (0.53%), углерод (0.76%). Минералогиче�
ский состав определен фазовым рентгенографи�
ческим методом с использованием рентгеновско�
го дифрактометра Philips “X�pert Pro” (Нидерлан�
ды). Результаты представлены в табл. 1. Анализ
представленных данных показал, что около 80%
меди в концентрате присутствовало в составе
сульфидов и около 20% в составе окисленных ми�
нералов.

Микроорганизмы и условия их культивирования.
Для проведения стадии биоокисления была экспе�
риментально создана умеренно термофильная ассо�
циация микроорганизмов. При этом использовали
музейные штаммы бактерий Sulfobacillus thermotole#
rans Kr1T, S. sibiricus N1T, штаммы бактерий рода Sul#
fobacillus Sh1, Sh8, культуральную жидкость из реак�
торов Олимпиадинской золотоизвлекательной
фабрики, а также ассоциацию, полученную при
выщелачивании медно�цинкового концентрата
Учалинского горно�обогатительного комбината.
Культуральные жидкости каждого штамма или
ассоциаций микроорганизмов смешивали в рав�
ном количестве. Полученный посевной материал
вносили в питательную среду из расчета 10% от
объема. Культивирование ассоциации микроорга�
низмов осуществляли на модифицированной среде
9K Сильвермана и Лундгрена при 40°С [17]. 

Адаптацию ассоциации микроорганизмов к
ионам меди проводили культивированием на ука�
занной выше среде с внесением необходимого коли�
чества соли CuSO4 ⋅ 5H2O. Опыты проводили в кол�
бах Эрленмейера объемом 250 мл с 100 мл среды на
ротационной качалке при 170 мин–1 и 40°С до пол�
ного окисления ионов железа в каждом пассаже.
При этом была получена умеренно термофильная
ассоциация микроорганизмов, адаптированная к
концентрации ионов меди в среде 4 г/л.

Кислотная обработка концентрата. В реактор объ�
емом 2.5 л загружали навеску концентрата, добав�
ляли необходимое количество дистиллированной
воды. Механическое перемешивание осуществ�
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ляли при частоте оборотов турбинной мешалки
430 мин–1. Термостатирование осуществляли с
помощью U�образного теплообменника, соеди�
ненного с термостатом Elmi TW2.02 (Латвия). До�
водили значение pH до необходимой величины до�
бавлением 98.5%�ной серной кислоты.

Химическое выщелачивание концентрата. Рас�
твор, содержащий трехвалентное железо, для хими�
ческого выщелачивания в периодическом режиме
получали путем окисления соли FeSO4 ⋅ 7H2O в среде
9К [18] ассоциацией микроорганизмов. Химическое
выщелачивание концентрата проводили в том же
реакторе, что и кислотную обработку. В реактор вно�
сили обработанный кислотой концентрат, добавля�
ли предварительно нагретый до необходимой тем�
пературы раствор с концентрацией ионов трехва�
лентного железа 30.7 г/л, полученный после
окисления микроорганизмами, и проводили цикл
химического выщелачивания. Значения pH на нуж�
ном уровне поддерживали периодическим добавле�
нием 98.5%�ной серной кислоты. После прекраще�
ния цикла выщелачивания пульпу осаждали на цен�
трифуге Sigma 6K 15 (Германия) при 7000 g в течение
1 мин. Осадок возвращали в реактор для проведения
следующего цикла.

Биоокисление концентрата. При исследовании
процессов биоокисления концентрата в качестве
жидкой фазы использовали раствор минеральных
солей среды 9К. Количество вносимой соли
FeSO4 ⋅ 7H2O соответствовало концентрации
ионов Fe2+ 17.1 г/л. В среду также дополнительно
вносили 0.02% дрожжевого экстракта. Содержа�
ние твердой фазы составляло 3%. Инокулят –

10% от объема полученной суспензии. Биоокис�
ление проводили в биореакторах объемом 2.5 л с
объемом суспензии в них 1 л при частоте враще�
ния вала турбинной мешалки 430  мин–1, аэрации
4 мин–1 и температуре 40°С, поддерживаемой с
помощью U�образного теплообменника.

Аналитические методы. Концентрацию клеток
микроорганизмов определяли прямым счетом в све�
товом микроскопе с фазово�контрастным устрой�
ством Olympus CX41 (Япония). Величины рН и Eh
измеряли с помощью рН�метра�милливольтметра
рН�150МA (Беларусь); редокс�потенциал измеряли
платиновым электродом относительно хлорсереб�
ряного электрода, значения выражали относительно
нормального водородного электрода. Концентра�
цию ионов Fe3+ и Fe2+ в жидкой фазе определяли с
роданидом калия [19] на фотометре КФК�3 (Россия)
при длине волны 475 нм.

Концентрацию ионов меди определяли на атом�
но�абсорбционном спектрометре с пламенной ато�
мизацией Perkin Elmer 3100 (США).

Для анализа твердой фазы суспензию осаждали в
центрифуге Sigma 6K 15 (Германия) при 7000 g в те�
чение 1 мин. Осадок ресуспендировали в водопро�
водной воде и снова осаждали. Процедуру проводи�
ли до тех пор, пока промывной раствор не приобре�
тал нейтральную реакцию. Полученный осадок
высушивали до постоянного веса при 55°С и опре�
деляли его выход от исходного количества выщела�
чиваемого концентрата. 

Содержание меди в твердой фазе определяли рас�
творением последней в смеси концентрированных
соляной и азотной кислот (3 : 1 об./об.) при кипяче�

Таблица 1.  Минералогический состав медного концентрата

Минерал Формула Содержание, % Содержание меди 
в концентрате, %

Дигенит Cu9S5 24.0 18.8

Борнит Cu5FeS4 14.0 8.3

Делафоссит CuFeO2 3.0 1.3

Халькопирит CuFeS2 2.5 0.9

Халькозин Cu2S 1.0–2.0 0.8–1.6

Малахит Cu2(OH)2CO3 ~5.0 ~2.9

Азурит Cu3(OH)2(CO3)2 ~5.0 ~2.8

Тенорит CuO <1.0 <0.8

Кварц SiO2 15.0 –

Плагиоклаз (Na, Ca)(AlSi)2Si2O8 11.0 –

Калиевый полевой шпат KAlSi3O8 7.0 –

Иллит (K, H2O)Al2Si3AlO10(OH)2 5.0 –

Хлорит (Mg, Fe)6(Si, Al)4O10 3.5 –

Кальцит CaCO3 1.0 –

Магнетит Fe3O4 1.0–2.0 –

4
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нии в течение 0.5 ч (до полного растворения всех
медных минералов) с последующим определением
концентрации меди в растворе атомно�абсорбцион�
ным методом. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование режимов кислотной обработки. В
состав исследуемого концентрата руды месторожде�
ния Удокан входили окисленные минералы меди –
малахит, азурит, а также делафоссит и тенорит. Кро�
ме того, в концентрате присутствовали минерал
кальцит. Данные минералы достаточно активно реа�
гируют с серной кислотой:

Сu2(OH)2CO3 + 2H2SO4 = 2CuSO4 + CO2 + 3H2O,(7)

Cu3(OH)2(CO3)2 + 3H2SO4 = 3CuSO4 + 2CO2 + 4H2O,(8)

CaCO3 + H2SO4 = CaSO4 + CO2 + H2O. (9)

Это приводит к значительному повышению
значений pH суспензии в технологических про�
цессах, образованию пены в реакторах и, как
следствие, негативно сказывается на эффектив�
ности процессов химического выщелачивания

концентрата раствором, содержащим ионы трех�
валентного железа.

Одним из способов удаления указанных минера�
лов перед процессом химического окисления может
являться растворение их в растворе серной кислоты.
Кроме того, полученный таким образом раствор
сульфата меди содержит меньшее количество при�
месей (главным образом железа), что позволит более
эффективно извлекать из него медь последующей
жидкостной экстракцией и электролизом (SX/EW). 

Кислотную обработку проводили при содержа�
нии твердой фазы около 17% в течение 22 ч при
50°С. Данная температура была выбрана с учетом
возможного разогрева суспензии в промышленных
реакторах при перемешивании, что эксперимен�
тально установлено на действующих предприятиях.

Изучено влияние значения pH пульпы на интен�
сивность и эффективность извлечения меди в рас�
твор. Для опытов были выбраны значения pH 0.6, 1.2
и 1.6. Наибольшая скорость выщелачивания меди
наблюдалась в первый час процесса (рис. 1) и была
приблизительно одинаковой во всех случаях – око�
ло 15 г/л ч. Средние скорости выщелачивания меди
составили 1.64, 1.38 и 0.79 г/л ч при кислотной обра�
ботке при значении pH 0.6, 1.2 и 1.6 соответственно.
Конечные концентрации меди в растворе после
окончания кислотной обработки концентрата при
значениях pH 0.6, 1.2 и 1.6 составили 36.0, 30.4 и
17.4 г/л соответственно. Конечные концентрации
железа в растворе были низкими и составили для тех
же значений pH 5.0, 4.2 и 3.0 г/л соответственно,
причем основное количество железа переходило в
раствор в первый час обработки, вероятно, за счет
растворения делафоссита (CuFeO2):

CuFeO2 + 2H2SO4 = CuSO4 + FeSO4 + 2H2O. (10)

Основные результаты исследований процесса
кислотной обработки представлены в табл. 2. Срав�
нение полученных результатов указывает на то,
что наиболее перспективным значением рН для
кислотной обработки является 1.2, т.к. при под�
держании рН на уровне 0.6 требуется слишком
большой расход кислоты (405 кг/т) без значитель�
ного улучшения технологических показателей по
сравнению с рН 1.2. Извлечение меди в раствор
при рН 1.2 составило 40.6% после 22 ч кислотной
обработки, что свидетельствует о растворении не
только окисленных минералов меди, в которых
содержится около 20% меди, но и, вероятно, суль�
фидов. При кислотной обработке при рН 1.6 из�
влечение меди в раствор было существенно ниже –
23.3%, однако на последующей стадии химического
выщелачивания возможно значительное увеличе�
ние этого показателя. 

Для определения влияния предварительной кис�
лотной обработки на последующее химическое вы�
щелачивание (окисление) медного концентрата бы�
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Рис. 1. Динамика изменения концентраций меди в
растворе в процессе кислотной обработки медного
концентрата при значениях pH 0.6 (1), 1.2 (2) и 1.6 (3).

Таблица 2.  Основные результаты кислотной обработки
медного концентрата

pH
Выход 
осадка, 

%

Содержа�
ние Cu в 

осадке, %

Извле�
чение 
Cu, %

Расход 
H2SO4, 

г/кг

Средняя 
скорость 

выщелачи�
вания Cu, 

г/л ч

0.6 68.3 28.4 48.1 405 1.64

1.2 73.4 30.2 40.6 313 1.38

1.6 80.0 35.9 23.3 202 0.79
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ли выбраны образцы концентрата после его кислот�
ной обработки при рН 1.2 и 1.6.

Исследование режимов химического выщелачива;
ния. Химическое выщелачивание исследуемого
медного концентрата основано на окислении суль�
фидных минералов меди, главным образом дигени�
та, борнита и халькопирита, ионами Fe3+ в соответ�
ствии с уравнениями реакций [3]:

Сu9S5 + 8Fe3+ = 5CuS + 4Cu2+ + 8Fe2+, (11)

Сu5FeS4 + 4Fe3+ = 2CuS + СuFeS2 + 2Cu2+ + 
4Fe2+, (12)

СuFeS2 + 4Fe3+ = Cu2+ + 2S0 + 5Fe2+. (13)

Представленные уравнения показывают, что
процесс химического выщелачивания может харак�
теризоваться накоплением ионов меди (Cu2+) в рас�
творе и снижением концентрации ионов Fe3+, и со�
ответственно, повышением концентрации ионов
Fe2+.

Кроме того, в системах с сернокислым раствором
трехвалентного железа может протекать реакция с
образованием ярозита по уравнению (14), причем с
повышением температуры интенсивность ее увели�
чивается.

(14)

где M = K+, Na+,  H3O
+.

В работах [20, 21] показано, что поддержание зна�
чений pH в необходимом диапазоне (1.2–1.5, в зави�
симости от температуры) позволяет существенно
снизить интенсивность этого негативного процесса,
приводящего к снижению концентрации основного
окислителя сульфидных минералов.

Химическое выщелачивание концентрата
проводили в периодических условиях при 80°С,
содержании твердой фазы в суспензии 9% и кон�
центрации ионов Fe3+ в исходном растворе 30.7 г/л
при рН 1.2–1.3.

Изменения концентрации меди и ионов трехва�
лентного железа в жидкой фазе в процессе химиче�
ского выщелачивания представлены на рис. 2 и 3 со�
ответственно. Как следует из представленных дан�
ных, при химическом выщелачивании концентрата,
предварительно обработанного при pH 1.6, процесс

3Fe2 SO4( )3 12H2O M2SO4  =+ +

=  2M Fe3 SO4( )2 OH( )6[ ] 6H2SO4,+

NH4
+

,
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Рис. 2. Динамика изменения концентраций ионов
Cu2+ в жидкой фазе при химическом выщелачивании
медного концентрата, предварительно обработанно�
го в растворе серной кислоты при pH 1.6 (1, 3) и 1.2 (2, 4)
в первом (1, 2) и втором (3, 4) циклах.
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Рис. 3. Динамика изменения концентрации ионов Fe3+ в жидкой фазе при химическом выщелачивании медного кон�
центрата, предварительно обработанного в растворе серной кислоты при pH 1.6 (1, 3) и 1.2 (2, 4) в первом (1, 2) и вто�
ром (3, 4) циклах.
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интенсивно протекал в первом цикле в первые
40 мин, а во втором – в течение 1 ч. При этом дина�
мика накопления Cu2+ в растворе (рис. 2) согласует�
ся с динамикой убыли Fe3+ в выщелачивающем рас�
творе (рис. 3). В конце первого цикла концентрация
меди при выщелачивании образца, предварительно
обработанного при pH 1.2, составила 15.4 г/л, а сред�
няя скорость накопления меди в растворе за цикл
составила 7.7 г/л ч, в конце второго цикла – 12.0 г/л
при средней скорости накопления меди за цикл –
1.4 г/л ч. При выщелачивании образца, полученного
при рН 1.6, показатели по скорости выщелачивания
меди были 6.3 г/л ч в первом цикле и 2.5 г/л ч во вто�
ром при конечной концентрации меди 15.7 г/л и
12.6 г/л соответственно. В конце циклов выщелачи�
вания даже при наличии в среде остаточной кон�
центрации трехвалентного железа в среде 5–7 г/л,
интенсивность выщелачивания меди была отно�
сительно низкой. Средняя скорость восстановле�
ния ионов Fe3+ по снижению их концентрации в
растворе составила при рН 1.6 в первом цикле –
10.3 г/л ч, а во втором – 5.0 г/л ч, при рН 1.2 – 11.8
и 4.5 г/л ч соответственно. Значения окислитель�
но�восстановительного потенциала на протяже�
нии большего времени находились в диапазоне
600–650 мВ, что благоприятно для окисления
халькопирита. Основные результаты первого и
второго циклов химического выщелачивания
медного концентрата в зависимости от рН кис�
лотной обработки представлены в табл. 3.

Сравнение процессов химического выщелачива�
ния концентрата, предварительного обработанного
серной кислотой при pH 1.6 и 1.2, показывает, что в
последнем случае процесс протекал значительно
эффективнее. Так, суммарное извлечение меди в
раствор в первом случае составило только 81.2%, в то
время как во втором – 94.5%. Кроме того, при хими�
ческом выщелачивании концентрата, обработанно�
го кислотой при pH 1.2, отмечен более низкий выход
осадка (94%), чем при рН 1.6 (105%), что свидетель�
ствовало о меньшем образовании ярозита.

Таким образом, более благоприятным продук�
том для химического выщелачивания раствором
трехвалентного железа, полученным после окис�
ления микроорганизмами, является концентрат,
обработанный при pH 1.2. Проведение процесса в
таком режиме позволяло достичь извлечения ме�
ди в раствор около 95% в течение общего времени
выщелачивания (кислотного и химического иона�
ми Fe3+) 29 ч при содержании меди в осадке после
выщелачивания 3.0%. 

Исследование биоокисления медного концентрата
и регенерации трехвалентного железа. Биоокисление
медного концентрата после химического выщела�
чивания применяется для более полного извлечения
из него меди и получения раствора, содержащего
ионы Fe3+, т.е. для биорегенерации раствора после
химического выщелачивания для его повторного
использования.

В качестве инокулята была использована умерен�
но термофильная ассоциация микроорганизмов.
Исследования проводились при содержании твер�
дой фазы в суспензии 3%, исходной концентрации
ионов Fe2+ – 17.1 г/л, Fe3+ – 0.3 г/л. Проведены мо�
дельные опыты по окислению двухвалентного желе�
за при 40°С в присутствии твердой фазы, получен�
ной после двух циклов химического выщелачивания
медного концентрата, предварительно обработан�
ного в растворе серной кислоты при pH 1.2. Полу�
ченный образец твердой фазы содержал 3.0% меди, а
суммарное извлечение меди в раствор на предыду�
щих стадиях составило 94.5%.

Физико�химические параметры жидкой фазы в
процессе биоокисления концентрата представлены
в табл. 4. Как следует из данных таблицы, полное
окисление ионов Fe2+ протекало в течение 2 сут со
средней скоростью 8.6 г/л сут, скорость выщелачи�
вания меди при этом составляла 0.2 г/л сут, а удель�
ная скорость выщелачивания – 0.15 г/кг ч. В после�
дующие 5 сут наблюдалось выпадение ионов Fe3+ в
осадок, о чем свидетельствовало снижение концен�
трации их в растворе, и снижение скорости выщела�

Таблица 3.  Основные результаты химического выщелачивания медного концентрата после его кислотной обра�
ботки

pH на стадии 
кислотной 
обработки

№ цикла вы�
щелачивания

Продолжи�
тельность, ч

Выход осадка 
за 2 цикла, %

Содержание 
Cu в осадке, %

Общее извле�
чение Cu, %

Расход H2SO4, 
г/кг

1.6 1 2.5 Н.д.* 22.3 56.8 103

2 5 105.0 8.4 81.2 0

1.2 1 2 Н.д. Н.д. 70.6 54

2 5 94.0 3.0 94.5 38

* Н.д. – нет данных.
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чивания меди до 0.056 г/л сут. Поэтому эффективное
время выщелачивания совместно с окислением
ионов железа составило 2 сут. 

Подавляющее количество микроорганизмов в
активной стадии процесса биоокисления было
представлено сульфобациллами. С третьих суток
процесса отмечалось снижение концентрации суль�
фобацилл в среде и преобладание умеренно термо�
фильных архей, а также замедление выщелачивания
меди. Это, возможно, связано с высокими значени�
ями окислительно�восстановительного потенциала
(768–744 мВ), при которых медь плохо выщелачива�
ется из минерала халькопирита, являющегося наи�
более трудноокисляемым из всех присутствующих в
концентрате медных минералов. 

Извлечение меди в раствор и содержание ее в
твердой фазе в процессе биоокисления медного
концентрата представлено в табл. 5. Показано,
что биорегенерация окислителя умеренно термо�
фильной ассоциацией микроорганизмов в при�
сутствии 3% твердой фазы в течение 2 сут приво�
дила к увеличению общего извлечения меди до
97%, т.е. на 2.5% больше по сравнению с химиче�
ским выщелачиванием и снижению ее содержа�
ния в осадке в 2 раза (до 1.49%). Последующее
биоокисление в течение 5 сут не давало суще�
ственного увеличения извлечения меди в раствор,
суммарное значение которого составило 98%.

Рассчитаны удельные скорости выщелачивания
меди на стадии кислотной обработки при рН 1.2, на
стадии химического выщелачивания, а также на ста�
дии последующего биоокисления. Полученные
результаты свидетельствуют о том, что наиболее
интенсивной была стадия химического выщела�
чивания (окисления) концентрата раствором

трехвалентного железа при 80°С. Удельная ско�
рость выщелачивания меди при кислотной обра�
ботке при pH 1.2 составила 6.9 г/кг ч, на стадии
последующего химического выщелачивания –
52.7 г/кг ч, а при дальнейшем биоокислении –
только 0.15 г/кг ч.

Таким образом, показано, что медь из сложного
концентрата руды месторождения Удокан наиболее
интенсивно извлекалась в раствор на стадии высо�
котемпературного химического выщелачивания в
течение 7 ч, где выщелачивалось 94.5% меди. При
этом на стадии биоокисления в течение 2 сут обеспе�
чивалась регенерация раствора для химического вы�
щелачивания с дополнительным повышением сум�
марного извлечения меди из концентрата до 97%.

Предложения по переработке медного концен;
трата. На основании проведенных исследований
предложена технологическая схема переработки
сложного медного концентрата, представленная
на рис. 4. В соответствии с ней концентрат обраба�
тывают в растворе серной кислоты, затем получен�
ная суспензия разделяется на твердую и жидкую фа�
зы отстаиванием и фильтрацией, а полученный
осадок подвергается высокотемпературному хи�
мическому выщелачиванию. Выщелачивание про�
водится раствором сернокислого трехвалентного

 
Таблица 4.  Физико�химические параметры жидкой фазы процесса биоокисления медного концентрата

Продолжи�
тельность, 

сут

Концентрация, г/л

pH Eh, мВ Концентрация, 
кл.  ⋅ 107/мл*

Fe3+ Fe2+
ΣFe Cu2+

0 0.3 17.1 17.4 0.20 1.61 529 S – 0.6

1 6.9 10.7 17.6 0.29 2.00 624 S – 4.0

2 15.5 0 15.5 0.40 1.55 768 S – 2.0, А – 3.0

3 14.9 0 14.9 0.49 1.48 763 S – 1.0, A – 10.0

4 14.6 0 14.6 0.52 1.46 733 S – 0.3, A – 10.0

7 14.5 0 14.5 0.68 1.40 744 S – 0.1, A – 70.0

* S – сульфобациллы, А – археи.

 
Таблица 5.  Результаты биоокисления медного концен�
трата

Продолжитель�
ность, сут

Содержание Cu 
в осадке, %

Общее извлече�
ние Cu, %

2 1.49 97.0

7 0.96 98.0
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МУРАВЬЁВ и др.

железа, поступающего со стадии биоокисления.
Далее суспензия поступает на отстаивание, осадок
подается на биоокисление, а раствор – на экстрак�
цию меди. Раствор, содержащий сульфат двухва�
лентного железа, после экстракции меди направля�
ется также на биоокисление для его регенерации. Из
экстракта медь вымывается серной кислотой в виде
сульфата меди, который поступает на электролиз
вместе с сульфатом меди, полученным после кис�
лотной обработки медного концентрата. В процессе
электролиза получается катодная медь и отработан�
ный электролит, который утилизируется на стадии
биоокисления. 

В процессе биоокисления образуется раствор
сульфата трехвалентного железа для стадии химиче�
ского выщелачивания, а также осадок, содержащий
около 1.5% меди, который может быть отправлен на
стадию обогащения для доизвлечения из него меди и
получения отвального по содержанию меди продук�
та (0.2–0.3%).

Таким образом, в результате изучения режимов
кислотной обработки концентрата, его последую�
щего выщелачивания ионами Fe3+ и регенерации
окислителя в процессе биоокисления предложена
технологическая схема переработки сложного мед�
ного концентрата, которая характеризуется высо�
ким извлечением меди и замкнутыми водными по�
токами.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Программы № 23 Фундаментальных исследований
Президиума РАН.
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Рис. 4. Схема переработки сложного медного концен�
трата руды Удоканского месторождения.
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Abstract—Leaching of sulfide�oxidized copper concentrate of the Udokan deposit ore with a copper content
of 37.4% was studied. In the course of treatment in a sulfuric acid solution with pH 1.2, a copper leaching rate
was 6.9 g/kg h for 22 h, which allowed extraction of 40.6% of copper. As a result of subsequent chemical
leaching at 80°C during 7 h with a solution of sulphate ferric iron obtained after bio�oxidation by an associ�
ation of microorganisms, the rate of copper recovery was 52.7 g/kg h. The total copper recovery was 94.5%
(over 29 h). Regeneration of the Fe3+ ions was carried out by an association of moderately thermophilic
microorganisms, including bacteria of genus Sulfobacillus and archaea of genus Ferroplasma acidiphilum, at
1.0 g/l h at 40°C in the presence of 3% solids obtained by chemical leaching of copper concentrate. A tech�
nological scheme of a complex copper concentrate process with the use of bacterial�chemical leaching is pro�
posed.
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До сих пор с микробиологически индуцируемой
коррозией (МИК) борются в основном с помощью
биоцидов, представляющих определенную экологи�
ческую опасность. Кроме того, их воздействие ино�
гда кратковременно или недостаточно эффективно,
поэтому необходим поиск альтернативных методов
борьбы с МИК. 

Одним из перспективных способов борьбы с
МИК является использование защитных биопленок
некоторых микроорганизмов. Так, в частности, бы�
ло показано, что Pseudomonas S9 и Serratia marcescens
в 8 раз уменьшали весовые потери металла [1], а
биопленки Escherichia coli и Pseudomonas fragi умень�
шали коррозионные потери от 4 до 40 раз [2]. Иссле�
дование 42 штаммов хемоорганотрофных бактерий,
выделенных из биопленок и воды промышленных
охлаждающих систем, показало, что коррозия ме�
таллов уменьшалась в присутствии большинства
этих микроорганизмов [3]. Таким образом, в литера�
туре сложилось деление микроорганизмов на инду�
цирующих коррозию и на защищающих от нее, то
есть на деструкторов и пассиваторов коррозии. Об�
ратимость воздействия микроорганизмов на корро�
зию металлов связывалась с секрецией экзополиса�
харидов [4], поглощением клетками кислорода [5] и
образованием специфических антимикробных ве�
ществ [6], которые предотвращают развитие корро�
зионно агрессивных бактерий.

Однако при изучении биокоррозии, как правило,
эксперименты проводят или в средах, специально
подобранных для изучаемых микробов (например,
среды Постгейта для сульфатвосстанавливающих
бактерий (СВБ)) [7], или в средах, близких к произ�
водственным [3] или природным [4, 8] условиям.
Неоднократно делались попытки определить усло�
вия окружающей среды, ограничивающие возмож�
ность протекания МИК [9–11]. Однако до сих пор
влиянию состава среды на процессы биокоррозии,

протекающих с участием микроорганизмов, уделя�
лось недостаточно внимания. 

Ранее нами была проверена коррозионная актив�
ность 10 аэробных бактерий, принадлежащих к раз�
личным таксономическим группам, на глюкозо�ми�
неральной среде с пептоном (ГМП) и питательном
бульоне (ПБ) [12]. Оказалось, что величина биокор�
розионного повреждения полностью определялось
составом питательной среды. Так, на среде ГМП в
присутствии чистых культур этих микроорганизмов
скорость коррозии относительно контроля возрас�
тала с 2 до 13 раз. В то же время в среде ПБ те же бак�
терии уменьшали коррозионные потери относи�
тельно контроля с 2 до 8 раз. 

На примере Klebsiella rhinoscleromatis также было
показано, что интенсивность и величина как повре�
ждающего действия, так и защищающего эффекта
определялись концентрацией соответствующего ис�
точника углерода [13].

При анализе полученных результатов возникло
предположение, что величина и направление мик�
робиологического воздействия на коррозию зависит
от того, насколько источник углерода способствует
образованию кислых или щелочных продуктов ме�
таболизма. Для проверки этого предположения бы�
ло исследовано влияние на биокоррозию замены
глюкозы в среде ГМП на различные углеводы, ути�
лизация которых в микроаэрофильных условиях со�
провождается разной степенью закисления среды.
Исследовали те же десять микроорганизмов, а в ка�
честве источника углерода вместо глюкозы – рамно�
зу, дульцит и сорбит. В результате была получена ста�
тистически достоверная корреляционная зависи�
мость между величиной коррозионных потерь и
значением рН культуральной жидкости в конце ин�
кубации. Очевидно, что в среде ГМП, состав кото�
рой не вызывал коррозии, микроорганизмы потреб�
ляли способствующие пассивации ионы фосфатов и
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использовали глюкозу с образованием ионов Н+,
что приводило к увеличению коррозионных потерь.
В среде ПБ те же клетки, используя пептон в каче�
стве источника углерода и энергии, защелачивали
прилегающую к поверхности металла среду, защи�
щая ее тем самым от коррозии [12]. 

Таким образом, изложенные выше результаты
наших исследований позволили сделать вывод о
том, что воздействие чистых аэробных культур на
коррозионные процессы определяется прежде всего
видом и концентрацией питательного субстрата.
Однако, как известно, в реальных процессах биопо�
вреждений участвуют не чистые культуры микроор�
ганизмов, а их природные ассоциации, поведение
которых является значительно более сложным [14,
15], поэтому остается не ясно, применимы ли к есте�
ственным микробным ассоциациям закономерно�
сти проявления коррозионной активности, обнару�
женные для чистых культур. 

Цель работы – изучение влияния состава пита�
тельной среды и режима аэрации на коррозионную
активность природных микробных ассоциций.

МЕТОДИКА

Выделение ассоциаций и их культивирование. В ра�
боте использовали следующие природные ассоциа�

ции микроорганизмов: ассоциация “Стоки”, вы�
деленная из нефтепромысловых вод Альметьевского
месторождения (Татарстан); ассоциация “Почва”,
выделенная из суглинистой почвы (г. Серпухов,
Московская обл.); ассоциация “Ил”, выделенная из
прудового ила; ассоциация “Река”, выделенная из
воды реки Нара. В отдельном эксперименте (рис. 2)
были использованы микробные ассоциации, выде�
ленные их различных географических регионов и
экологических ниш. 

В работе использовали следующие питатель�
ные среды (г/л): LB – среда Лурия–Бертани:
NaCl – 10.0; дрожжевой экстракт, “Sigma”
(США) – 5.0; пептон (“Sigma”) – 10.0. ГМП –
глюкозо�минеральная среда с пептоном:
(NH4)2SO4 – 1.0; K2HPO4 – 6.0; KH2PO4 – 3.0; пептон
(“Sigma”) – 0.5; глюкоза – 10.0. DSM – среда для вы�
ращивания СВБ [16]: KH2PO4 – 0.5; NH4Cl – 1.0;
Na2SO4 – 1.0; CaCl2 – 0.1; MgSO4 ⋅ 7H2O – 2.0;
дрожжевой экстракт (“Sigma”) – 1.0; 60%�ный
раствор лактата натрия – 3.0 мл; NaHCO3 – 1.0;
FeSO4 ⋅ 7H2O – 0.04; Na2S ⋅ 9H2O – 0.08. Среда
МСК содержала минеральные соли и керосин,
как единственный источник углерода и энергии:
K2HPO4 – 0.1; KH2PO4 – 0.05; NH4Cl – 1.0;
Na2SO4 – 1.0; керосин – 5.0 мл. ГРМ агар – сухой
питательный агар для культивирования микроор�
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Рис. 1. Коррозионные потери мягкой стали в присутствии естественных ассоциаций при аэробных (I), микроаэро�
фильных (II) и анаэробных (III) условиях культивирования в разных средах: (а) – среда ГМП; (б) – среда LB; (в) – сре�
да DSM; (г) – среда МСК: 1 – стерильная среда (контроль), 2 – “Стоки”, 3 – “Почва”, 4 – “Ил”, 5 –“Река”.
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ганизмов (ГНЦ ПМБ, Оболенск): панкреатиче�
ский гидролизат рыбной муки – 24.0; NaCl – 5.0;
агар – 12.0.

Для обеспечения разных режимов аэрации на
средах ГМП, LB и DSM использовали следующие
варианты культивирования микробных ассоциа�
ций:

– анаэробный, в пробирках, до верху заполнен�
ных средой и плотно закрытых резиновыми пробка�
ми, в стационарном режиме; 

– микроаэрофильный, в пробирках с 10 мл сре�
ды, закрытых ватными пробками, в стационарном
режиме; 

– аэробный, в конических колбах объемом
700 мл, с 200 мл среды на качалке (200 об/мин).

На среде МСК культивирование проводили в
конических колбах объемом 700 мл, закрытых ват�
ными пробками. В этом случае различные режимы
аэрации создавались за счет различной степени
поглощения кислорода воздуха биопленкой неф�
теокисляющих микроорганизмов, образующейся
на поверхности среды. Анаэробное культивирова�
ние ассоциаций осуществляли в колбах с 700 мл
среды в стационарном режиме. При этом среда на
несколько сантиметров не достигала края гор�
лышка колбы, из�за чего площадь ее контакта с
кислородом воздуха была минимальной. Можно
предположить, что весь или почти весь кислород
поглощался биопленкой аэробных нефтеокисля�
ющих микроорганизмов, вырастающей под слоем
керосина. Микроаэрофильный режим культиви�
рования ассоциаций создавали в 200 мл среды в
стационарном режиме. В данном случае отноше�
ние площади контакта среды с воздухом к объему
среды гораздо больше по сравнению с предыду�

щим вариантом, поэтому биопленка аэробных
нефтеокисляющих микроорганизмов не полно�
стью поглощала кислород, поступающий в пита�
тельную среду. Обозначения этих режимов в дан�
ном случае в значительной степени условно и от�
ражало лишь различную степень аэрации. 

Ассоциации выделяли, внося 10% образца почвы
или воды в указанные выше среды. Накопительные
культуры на средах ГМП и LB получали в микро�
аэрофильных условиях, а на средах DSM и МСК – в
анаэробных. Все варианты культивирования прово�
дили при 28°С. Инкубацию на средах ГМП, LB и
МСК проводили в течение 3 нед, а на среде DSM – в
течение 5 нед.

Инокуляция и определение коррозионных потерь.
Стальные диски из мягкой стали диаметром 1 см и
толщиной 0.4 мм зачищали наждачной бумагой и
обезжиривали этиловым спиртом, высушивали в
эксикаторе, взвешивали и помещали в предвари�
тельно простерилизованные пробирки или колбы. 

В стерильные среды вносили 1% инокулята из
накопительных культур, разливали в пробирки и
колбы с дисками, закрывали пробками и ставили на
инкубацию при 28°С. После завершения опытов в
культуральной жидкости определяли рН, концен�
трацию сероводорода [17], а также делали высев для
определения количества аэробных гетеротрофных
бактерий и СВБ. Титр аэробных гетеротрофных бак�
терий определяли путем высева на чашки с ГРМ ага�
ром из серии десятикратных разведений культураль�
ной жидкости. Количество СВБ определяли путем
титрования культуральной жидкости методом деся�
тикратных серийных разведений в среде DSM [10].

Стальные диски промывали водой, 5%�ной со�
ляной кислотой в течение 10–30 с, затем снова во�
дой. Такая обработка позволяла быстро удалять
продукты коррозии без изменения массы металла.
После промывания диски предварительно обезво�
живали фильтровальной бумагой и окончательно
высушивали в эксикаторе до постоянной массы. О
коррозионной активности ассоциаций судили по
уменьшению массы диска на единицу площади
поверхности за время инкубации. Каждый опыт
проводили в 5 повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Во всех вариантах культивирования зафиксиро�
ван высокий (108–109 кл./мл) итоговый титр клеток
как гетеротрофных, так и СВБ. Это означает, что во
всех проведенных экспериментах существовали до�
статочно благоприятные условия для развития как
аэробных, так и анаэробных микроорганизмов. По�
видимому, при культивировании в аэробных услови�
ях СВБ развивались внутри клеточных конгломера�
тов, взвесь из которых появлялась в среде через не�
сколько суток инкубации. 

Рис. 2. Коррозионные потери стали на среде МСК в
присутствии естественных микробных ассоциаций,
выделенных из различных географических регионов
и экологических ниш: 1 – стерильная среда (кон�
троль); 2 – река Белка, Башкирия, Россия; 3 – река
Днепр (Смоленск, Россия); 4 – река Дунай (Буда�
пешт, Венгрия); 5 – пресноводный аквариум; 6 – пес�
чаный карьер (г. Орел, Россия); 7 – пруд (г. Орел, Рос�
сия); 8 – городской канал (Манчестер, Великобрита�
ния); 9 – грунт из околотрубного пространства
магистрального газопровода (Ухта, республика Коми,
Россия).
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На среде ГМП при всех режимах аэрации все
испытанные ассоциации (“Стоки”, “Почва”,
“Ил”, “Река”) вызывали значительное (в несколь�
ко раз) усиление коррозии по сравнению с контро�
лем (рис. 1а). Исключение составила только ассо�
циация “Стоки”, которая в анаэробных условиях
показала незначительное (около 20%) усиление
коррозии на этой среде.

Культивирование ассоциаций на среде ГМП в
анаэробных и микроаэрофильных условиях сопро�
вождалось закислением среды и накоплением серо�
водорода (таблица): почернение среды, очевидно,
было результатом накопления сульфида железа. В
аэробных условиях культивирования изменения рН
и цвета среды в процессе инкубации не наблюдали.

В отличие от среды ГМП на остальных средах
воздействие ассоциаций на коррозию изменялось в
зависимости от режима аэрации. Так, на среде LB
все ассоциации в аэробных и микроаэрофильных
условиях ингибировали коррозию, а в анаэробных –
усиливали ее (рис. 1б). При инкубации на качалке в
аэробных условиях были зафиксированы очень
большие коррозионные потери как в контрольных,
так и в опытных образцах, что, очевидно, связано с
воздействием кислорода. Однако в опытных вари�
антах в результате жизнедеятельности микроорга�
низмов зафиксировано также и резкое увеличение
рН (таблица), что, по�видимому, значительно затор�

мозило коррозию. В микроаэрофильных стацио�
нарных условиях доступ кислорода к поверхности
металла был ограничен, что уменьшало коррозион�
ные потери примерно в 50 раз в контроле по сравне�
нию с аэробным вариантом культивирования. Здесь
также отмечено сильное защелачивание, ингибиру�
ющее действие которого привело к уменьшению
коррозии по сравнению с контролем в несколько
раз. В анаэробных условиях из�за отсутствия кисло�
рода коррозионные потери в контроле уменьшились
в несколько раз по сравнению с микроаэрофильны�
ми условиями. Однако в опытных вариантах они
возросли, по�видимому, из�за повышения концен�
трации сероводорода и закисления среды. 

В результате роста всех ассоциаций на среде DSM
в микроаэрофильных условиях наблюдалось инги�
бирование коррозии, а в анаэробных все ассоциа�
ции коррозию ускоряли (рис. 1в). При этом во всех
вариантах культивирования происходило защелачи�
вание среды (таблица). В микроаэрофильных усло�
виях цвет среды не изменялся, сероводород накап�
ливался в незначительных количествах. В анаэроб�
ных условиях рост ассоциаций сопровождался
почернением среды и значительным увеличением
концентрации сероводорода.

На среде МСК в аэробных условиях как в контро�
ле, так и в присутствии ассоциаций зафиксированы
приблизительно одинаковые высокие коррозион�

 
Результаты химического анализа культуральной жидкости после окончании опыта

Режим 
аэрации

Ассоциация
Среда ГМП Среда LB Среда DSM Среда МСК

рН H2S, мг/л рН H2S, мг/л рН H2S, мг/л рН H2S, мг/л

Аэробный

Контроль 7.3 –* 6.8 – – – 7.9 –

“Стоки” 7.1 – 8.7 – – – 6.0 –

“Почва” 7.1 – 9.7 – – – 5.9 –

“Ил” 7.2 – 9.7 – – – 6.4 –

“Река” 7.2 – 9.7 – – – 6.7 –

Микроаэро�
фильный

Контроль 7.2 – 7.5 – 7.2 – 7.7 –

“Стоки” 4.3 4.8 7.9 10.1 8.2 2.3 5.9 1.0

“Почва” 6.6 9.0 9.1 0.8 9.3 0.7 6.5 0.4

“Ил” 6.5 5.2 9.1 1.5 9.3 0.2 6.1 0.8

“Река” 6.1 2.7 9.1 0.5 9.1 0.3 7.7 1.8

Анаэробный

Контроль 7.1 – 7.1 – 7.3 – 8.2 –

“Стоки” 4.2 2.3 6.6 10.2 8.4 58.3 6.5 4.9

“Почва” 6.6 1.5 6.6 4.2 8.8 7.7 7.2 1.1

“Ил” 5.5 1.3 6.2 2.7 8.8 8.8 7.2 2.4

“Река” 5.2 0.7 6.8 1.1 8.8 39.9 7.5 2.2

* – не определяли.
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ные потери с большим разбросом эксперименталь�
ных данных (рис. 1г). В анаэробных и микроаэро�
фильных условиях коррозионные потери в присут�
ствии ассоциаций относительно контроля
уменьшились в несколько раз. 

На среде МСК во всех вариантах культивирова�
ния визуально наблюдалась интенсивная утилиза�
ция керосина. В анаэробных условиях, начиная со
второй недели инкубации, наблюдалось почернение
среды. В остальных вариантах опыта цвет среды не
изменялся. Концентрации сероводорода в микро�
аэрофильном и анаэробном вариантах различались
незначительно. В конце опыта в контрольных вари�
антах наблюдалось защелачивание среды, в то время
как в опытных колбах в аэробных условиях зафикси�
ровано закисление, а в микроаэрофильных и анаэ�
робных условиях как закисление, так и защелачива�
ние среды (таблица). 

Таким образом, полученные результаты показы�
вают, что все ассоциации в целом одинаково влияли
на коррозию мягкой стали, протекающую в различ�
ных средах и при разных условиях аэрации. При
определенном наборе питательных веществ в среде
и режиме аэрации все ассоциации или усиливали
коррозию, или ингибировали ее, или их воздействие
достаточно слабо проявлялось на фоне химических
коррозионных процессов.

Полученные результаты в целом подтвердили
высказанное нами ранее предположение об опреде�
ляющем влиянии состава среды на характер воздей�
ствия микроорганизмов на коррозионные процессы
[12]. Подавляющее большинство природных ассо�
циаций должно различаться не по видовому составу,
а по соотношению входящих в них видов микроор�
ганизмов, поэтому при росте инокулятов из разных
ассоциаций в одних и тех же условиях в них проис�
ходит отбор микроорганизмов, метаболизм которых
в наибольшей степени подходит для утилизации
данного питательного субстрата при данном режиме
аэрации. Даже если в ассоциации присутствуют еди�
ничные клетки нескольких видов, которые в наи�
большей степени способны адаптироваться к дан�
ным условиям окружающей среды или для которых
эти условия являются благоприятными для роста, то
через определенное время при поддержании данных
условий эти виды могут стать доминирующими. Та�
ким образом, независимо от природного источника
инокулята в одних и тех же условиях роста происхо�
дит отбор наиболее адекватных данным условиям
процессов метаболизма. Исходное различие в коли�
чественном составе образующих ассоциацию таксо�
номических групп должно влиять только на время,
приводящее к конечному результату, но не на сам ре�
зультат. Одинаковый метаболизм предполагает и
одинаковые продукты метаболизма, а значит и оди�
наковое воздействие на коррозионные процессы. 

Очевидно, что во всех 4 испытанных ассоциаци�
ях содержались гетеротрофные микроорганизмы,
способные утилизировать пептоны, входящие в
большом количестве в состав среды LB. В присут�
ствии кислорода воздуха происходило их полное
окисление до углекислого газа, воды и аммиака. По�
следний способствовал защелачиванию среды, что
приводило к ингибированию коррозии мягкой ста�
ли на среде LB в аэробном и микроаэрофильном ре�
жимах. В анаэробных условиях сахара и пептоны
окислялись не полностью. Сахара сбраживались в
органические кислоты, а пептоны разлагались до
органических кислот и низкомолекулярных азотсо�
держащих соединений. Судя по слабокислой реак�
ции культуральной жидкости (таблица), кислых
продуктов образовывалось больше, чем щелочных,
что и вызывало ускорение коррозии. Не исключено,
что в этом случае свой вклад в ускорение коррозии
вносили и СВБ, входящие в состав ассоциаций. Они
начинали развиваться, используя продукты метабо�
лизма других микроорганизмов во второй период
инкубации, что приводило к почернению питатель�
ной среды.

В отсутствие микроорганизмов коррозионные
потери на среде LB, очевидно, определяются содер�
жанием кислорода в среде непосредственно у по�
верхности металла. Максимальные потери наблю�
дались на этой среде в аэробных условиях, а мини�
мальные – в анаэробных.

В отличие от этого на среде ГМП в контрольных
вариантах даже в условиях интенсивной аэрации
коррозионные потери были сравнительно неболь�
шими. По всей видимости, это объясняется пасси�
вирующим действием содержащихся в этой среде
высоких концентраций фосфатов. В этой среде
единственным источником углерода и энергии была
глюкоза. В аэробных условиях она полностью окис�
лялась до углекислого газа и воды без образования
кислых продуктов метаболизма, поэтому зафикси�
рованное в аэробных условиях ускорение коррозии
можно связать с разрушением микроорганизмами
защитной фосфатной пленки. Помимо этого уско�
рению коррозии в микроаэрофильных и анаэроб�
ных условиях, очевидно, способствовало закисле�
ние среды, вызванное неполным окислением глю�
козы. 

Защелачивание среды DSM в результате процес�
са сульфатредукции оказывало ингибирующий эф�
фект только в микроаэрофильных условиях. Образу�
ющийся сероводород, очевидно, окислялся ограни�
ченным количеством кислорода воздуха, что
приводило к снижению концентрации этих двух
коррозионно активных веществ. Несмотря на низ�
кое содержание кислорода в анаэробных условиях,
коррозионные потери возросли, по�видимому, из�за
накопления сероводорода, концентрация которого
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по сравнению с микроаэрофильным вариантом уве�
личилась более чем на порядок.

Особый интерес представляют результаты, полу�
ченные на среде МСК, содержащей минеральные
соли и керосин в качестве единственного источника
углерода и энергии, поскольку этот случай наиболее
близок к реальным условиям в нефтедобывающей
промышленности. Здесь в процессе культивирова�
ния можно выделить два взаимосвязанных и проти�
воположных по воздействию на значение рН про�
цесса – биодеградацию керосина и сульфатредук�
цию. Как известно, биодеградация углеводородов
сопровождается закислением [18], а сульфатредук�
ция – защелачиванием [7] среды. 

В начале инкубации доминировали процессы де�
струкции углеводородов, а процессы сульфатредук�
ции ускорялись по мере снижения в культуральной
жидкости концентрации кислорода и накопления в
ней продуктов биодеградации керосина, служащих
для СВБ питательным субстратом. За время инкуба�
ции по мере потребления запасов керосина кисло�
тообразующий процесс его биодеградации посте�
пенно замедлялся и доминирующим становилось
защелачивание среды в результате сульфатредук�
ции. Момент смены и характер протекания этих
противоположно направленных процессов должен
быть индивидуален для каждой ассоциации и, види�
мо, этим объяснялось наличие у разных ассоциаций
как кислой, так и щелочной реакции при микро�
аэрофильном и анаэробном вариантах инкубации
(таблица).

Таким образом, в процессе культивирования на
среде МСК величина рН должна колебаться вблизи
нейтрального значения, что означало незначитель�
ное влияние этого показателя на коррозионные
процессы. Поскольку фосфатов на этой среде на два
порядка меньше, чем на среде ГМС, то их пассиви�
рующий эффект тоже должен быть незначитель�
ным. Из этого следует, что коррозионные потери на
среде МСК должны определяться, главным обра�
зом, концентрацией кислорода и сероводорода. По�
лученные результаты полностью подтвердили это
(рис. 1г). 

Так, в аэробных условиях коррозионные потери
из�за агрессивного воздействия кислорода в опыт�
ных и контрольных вариантах были одинаково вы�
соки, поскольку определялись только воздействием
кислорода. В микроаэрофильных условиях из�за
меньшего доступа кислорода коррозионные потери
в опытных вариантах были в 2–3 раза меньше, чем в
контроле. В анаэробных условиях в результате боль�
шего поглощения доступного кислорода нефте�
окисляющими микроорганизмами защитный био�
логический эффект оказался еще сильнее.

Учитывая практическую значимость полученно�
го результата, нами был поставлен аналогичный до�
полнительный опыт с использованием других есте�

ственных ассоциаций, полученных из восьми уда�
ленных друг от друга географически регионов. Как
видно из результатов, представленных на рис. 2, все
восемь различных природных микробных ассоциа�
ций также тормозили коррозию в анаэробных усло�
виях на среде МСК. Это позволило утверждать, что
независимо от места расположения нефтепромысла
характер микробиологического воздействия на кор�
розию нефтепромыслового оборудования будет
определяться не составом аборигенной микрофло�
ры, а концентрацией кислорода в нефтепромысло�
вой воде и ее химическим составом.

Наблюдавшееся в конце инкубации почернение
среды и накопление сероводорода в анаэробных
условиях на среде МСК указывало на определенную
активность СВБ, что, однако, не оказало какого�ли�
бо существенного влияния на коррозию. По�види�
мому, как и в случае со средой LB, это было связано
с относительно коротким сроком инкубации.

Таким образом, полученные результаты полно�
стью подтвердили правильность сделанного нами
ранее вывода об условности разделения микроорга�
низмов на деструкторов и пассиваторов. Так же, как
и чистые культуры, различающиеся по видовому со�
ставу ассоциации, при изменении условий культи�
вирования одинаковым образом изменяют свое воз�
действие на коррозионные процессы. 

Обсуждение полученных результатов не может
претендовать на исчерпывающее объяснение всех
происходивших в эксперименте процессов. Тем не
менее, они позволяют предположить, что законо�
мерности микробиологического воздействия на
коррозию можно прогнозировать, исходя из извест�
ных законов протекания электрохимической корро�
зии, учитывающих воздействие кислорода, серово�
дорода, а также кислых или щелочных продуктов
метаболизма. 
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Abstract—Influence of microbial associations isolated from different ecological niches on corrosion of mild
steel was changed depending on composition of medium and aeration regime. Both decrease and increase in
corrosion losses were observed, which indicated that the subdivision of microorganisms into destructors and
passivators of corrosion is merely conventional.
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С целью повышения устойчивости растений к
абиотическим стрессовым факторам и болезням,
стимуляции роста, продуктивности и качества уро�
жая в последние годы широкое распространение
получили биорегуляторы на основе продуктов ме�
таболизма микроорганизмов и/или растений, со�
держащие органические (аминокислоты, витами�
ны, фитогормоны) и минеральные вещества. Они
характеризуются полифункциональным действием
на сельскохозяйственные культуры, отсутствием
негативного влияния на окружающую среду, высо�
кой экономической эффективностью [1]. К таким
препаратам относятся никфан, симбионта, эми�
стим, агропон (продукты метаболизма грибов эндо�
фитов облепихи, женьшеня, Асrетоniит lichenicola,
микромицета Cylindrocarpon magnusianum соответ�
ственно) [2], силк, новосил, растстим, срезар, ла�
риксин (растительные метаболиты хвойных) [3, 4],
ПТМБ (продукты термофильного метанового бро�
жения) [5] и др. 

Перспективным биорегулятором, стимулирую�
щим рост и увеличивающим продуктивность расте�
ний пшеницы, ячменя, озимой ржи, гороха [6–10],
риса [11], картофеля [12], повышающим их устой�
чивость к стрессам и болезням, является стифун –
лиофилизат экстракта озимой ржи [6]. Стифун не
оказывает общетоксического действия на организм
млекопитающих, не обладает сенсибилизирующи�
ми свойствами при естественном пути поступления
в организм, не влияет на формирование клеточного
и гуморального иммунитета [13]. На растениях
пшеницы установлено, что стифун повышал энер�
гию прорастания и всхожесть семян, способствовал
интенсивному корнеобразованию и росту надзем�

ной части, увеличению общей и продуктивной ку�
стистости, озерненности колоса и массы 1000 семян
[7, 8]. Наряду с увеличением урожайности зерна на
18–27% при его применении отмечалось увеличе�
ние содержания белка и клейковины. 

Цель работы – оценка влияния препарата сти�
фун на метаболические процессы у растений яро�
вой пшеницы.

МЕТОДИКА

Опыты проводились на мягкой яровой пшенице
(Triticum aestivum L.) сорта Жница. Препаративную
форму стифуна (водорастворимый порошок) полу�
чали по ранее описанной методике [6]. В экспери�
ментах использовали водные растворы стифуна в
концентрациях 3.3, 33 и 330 мг/л. Семена растений
перед посевом стерилизовали в 70%�ном этаноле. В
работе использовались различные способы приме�
нения стифуна: обработка семян или проростков в
течение 20 и 60 мин соответственно и проведение
биохимических анализов через 4, 8, 12 сут или 3, 24,
48 ч; проращивание семян в чашках Петри на филь�
тровальной бумаге, увлажненной раствором биоре�
гулятора в течение 48 ч при 24°С; выращивание рас�
тений в стеклянных стаканах с раствором биорегу�
лятора в течение 14 сут на плотиках из пробкового
материала с отверстиями (диаметр 4 мм), на кото�
рые размещали предварительно пророщенные в те�
чение 24 ч в термостате при 24°С семена, а также из
семян, обработанных биорегулятором, на перлите в
течение 9 сут. 

Морфометрические параметры ядрышек в ядрах
интерфазных меристематических клеток оценива�

МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ У РАСТЕНИЙ ПШЕНИЦЫ 
(Triticum aestivum L.) ПРИ ДЕЙСТВИИ БИОРЕГУЛЯТОРА СТИФУНА
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При действии ростстимулирующих концентраций биорегулятора стифуна на растениях пшеницы
выявлено увеличение функциональной активности ядрышек меристематических клеток, увеличе�
ние содержания лектина (агглютинина зародыша пшеницы), повышение активности протеиназ, ин�
гибиторов трипсина и АТФазы. При применении биорегулятора возрастал пул свободных амино�
кислот, увеличивалось содержание цистеина, лизина, лейцина, тирозина и значительно – метиони�
на и фенилаланина. Полученные результаты позволяют предполагать активацию стифуном
биосинтеза белка в растениях пшеницы.
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ли с использованием микроскопа Amplival (“Carl
Zeiss”, Германия) после окрашивания азотнокис�
лым серебром [14]. Хроматографическое разделе�
ние и количественное определение аминокислот
проводили на аминокислотном анализаторе “Hita�
chi 835” (Япония). Локализацию и активность
Mg2+�активируемой АТФазы (КФ 3.6.1.3) в расти�
тельных клетках оценивали по методу Ваxштейна и
Майзеля [15]. Содержание агглютинина зародыша
пшеницы (АЗП) определяли методом непрямого
конкурентного иммуноферментного анализа
(ИФА) [16].

Растворимые белки экстрагировали 0.05 М
трис�HCl�буфером, рН 8.2, с 0.02 М CaCl2. Экс�
тракты центрифугировали при 3500 g, 10 мин
(MPV�310, “MECHANIKA”, Польша). 

Активность протеиназ и ингибиторов трипсина
определяли по гидролизу синтетического суб�
страта N,α�бензоил�DL�аргинин�4�нитроанили�

да (БАПНА) [17]. Активность ферментов выража�
ли в относительных единицах (Е), активность ин�
гибиторов – в ингибиторных единицах (ИЕ). За
единицу активности фермента принимали такую
активность, при которой в стандартных условиях
за 1 мин образовывалось 1 мМ п�нитроанилида.
ИЕ в стандартных условиях ингибирует 1 единицу
(Е) активности трипсина при гидролизе БАПНА
или желатины.

Опыты проводились в 3–4 повторностях и вос�
производились не менее 3 раз. В одной биологиче�
ской повторности использовали не менее 10 расте�
ний. При проведении биохимических анализов ис�
пользовали 4–7 повторностей. Цитохимические
эксперименты включали оценку не менее 3000 кле�
ток на каждый вариант опыта. Статистическую зна�
чимость между вариантами оценивали с помощью
t�критерия Стьюдента при доверительной вероят�
ности 0.95.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты, представленные в табл. 1, свидетель�
ствуют о том, что стифун стимулировал рост расте�
ний пшеницы. Увеличение сухой массы корней и
побегов предполагает возможность активации сти�
фуном биосинтетических процессов. В ядрах мери�
стематических клеток этих органов увеличивались
количество и объем ядрышек, что может свидетель�
ствовать о повышении их функциональной актив�
ности. Ранее обсуждалась связь между суммарным
объемом ядрышек и метаболической активностью
клеток и было показано, что регуляторы роста рас�
тений фузикокцин, эмистим, гексахлорат, кинетин
могли увеличивать синтез рРНК в клетках меристем
[18, 19]. Известно, что размер ядрышка отражает
интенсивность метаболических процессов в клетке
[20], чем крупнее ядрышко, тем интенсивнее в нем
происходит синтез рРНК и, соответственно, выше
интенсивность синтеза белка [21].

Таблица 1.  Влияние стифуна на линейные размеры, массу, ядрышковые параметры меристематических клеток
корней (в знаменателе) и побегов (в числителе) у 48 ч проростков пшеницы

Концентрация 
стифуна, мг/л Длина, мм Сухая масса, мг Число ядрышек Объем ядрышек, 

мкм3

0 (контроль)

3.3

33

330

* Различия по сравнению с контролем значимы при  p < 0.05.

5.70 0.17±

13.60 0.41±
������������������������ 0.41 0.01±

1.20 0.04±
��������������������� 1.46 0.07±

2.40 0.16±
��������������������� 2.10 0.11±

3.70 0.25±
����������������������

7.40 0.33*±

15.70 0.71*±
�������������������������� 0.58 0.03*±

1.40 0.06*±
������������������������ 2.10 0.08*±

2.76 0.20*±
������������������������ 2.90 0.14*±

4.60 0.32*±
������������������������

6.30 0.28*±

15.30 0.69*±
��������������������������� 0.56 0.28*±

1.30 0.06±
������������������������ 2.30 0.10*±

2.50 0.18±
������������������������ 3.00 0.18*±

4.50 0.30*±
������������������������

6.20 0.25±

14.70 0.59±
������������������������ 0.55 0.02±

1.30 0.05±
���������������������� 2.55 0.14*±

2.50 0.19±
������������������������ 3.20 0.19*±

4.50 0.31*±
������������������������

200

180

160

140

120

100
1284

% от контроля

1 3

сут

2

Влияние стифуна (33 мг/л) на биомассу растений
пшеницы и содержание лектина (АЗП): 1 – АЗП в по�
бегах, 2 – АЗП в корнях, 3 – масса 1 растения.
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Структурными единицами вновь синтезируе�
мых белков и регуляторами многих биохимиче�
ских процессов в растениях являются свободные
аминокислоты, которые также участвуют в био�
синтезе разнообразных вторичных соединений.
Применение стифуна увеличивало пул свободных
протеиногенных аминокислот у растений пшени�
цы на 48% по сравнению с контролем (табл. 2).
Суммарное содержание аминокислот увеличива�
лось в надземной части растений на 87%, а в кор�
нях – уменьшалось на 23%. Из 17 исследованных
аминокислот для 5 (лизин, метионин, тирозин,
фенилаланин, цистеин) показано возрастание их
уровня и в корнях, и в надземной части, для 9 (ала�
нин, аспарагиновая кислота, валин, гистидин,
глицин, изолейцин, лейцин, пролин, серин) – уве�
личение в надземной части и уменьшение в кор�
нях, для аргинина и треонина – снижение и в кор�
нях, и в листьях, а для глутаминовой кислоты –
уменьшение в корнях. 

В контрольных растениях доминировала аспа�
рагиновая кислота. В корнях в значительном коли�
честве присутствовали валин и глутаминовая кис�
лота. При действии стифуна в надземной части
растений наиболее представленными аминокис�
лотами были аспарагиновая кислота, лизин и неза�
ряженные гидрофобные аминокислоты (фенил�

аланин, тирозин, валин, аланин), а в корнях – ти�
розин и лизин (табл. 2). Следует отметить, что
глутамат и аспартат играют важную роль в реакци�
ях переаминирования с образованием различных
аминокислот, в том числе лизина, фенилаланина,
метионина. В наших экспериментах уровень метио�
нина в контроле был наименьшим из всех исследо�
ванных аминокислот и значительно возрастал при
действии стифуна. Известно, что в процессе синте�
за белка метионин, помимо участия в построении
полипептида, выполняет и особую роль в инициа�
ции трансляции мРНК [22]. В растениях через его
производное – S�аденозилметионин осуществляет�
ся контроль уровня таких метаболитов, как этилен,
полиамины, биотин и регуляция процессов клеточ�
ного деления, синтеза клеточной стенки, хлоро�
филла и др. [22]. 

Следует отметить, что в данном опыте при дей�
ствии стифуна линейные размеры растений увели�
чивались с 30.3 в контроле до 33.2 см в варианте с
биорегулятором, биомасса – с 17.1 до 20.0 мг соот�
ветственно. Увеличение уровня метионина при дей�
ствии стифуна, по�видимому, свидетельствует об
активации метаболических процессов. Ранее иссле�
дователями уже была выявлена положительная кор�
реляция между количеством в растениях метионина
и лизина, а повышенный уровень лизина способ�

Таблица 2.  Влияние стифуна (3.3 мг/л) на концентрацию свободных аминокислот в корнях и надземной части
14�суточных растений пшеницы 

Аминокислота

Концентрация, мг/100 мг сухого вещества

корни надземная часть

контроль стифун контроль стифун

Асп 0.208 ± 0.019  0.080 ± 0.007 0.545 ± 0.044  0.974 ± 0.088

Tре 0.051 ± 0.004  0.021 ± 0.002 0.176 ± 0.016  0.127 ± 0.013

Сер 0.031 ± 0.002  0.019 ± 0.003 0.066 ± 0.007  0.077 ± 0.009

Глу 0.112 ± 0.013  0.092 ± 0.011 0.101 ±0.012  0.106 ± 0.010

Про 0.044 ± 0.004  0.020 ± 0.002 0.077 ± 0.007  0.127 ± 0.011

Гли 0.030 ± 0.003  0.016 ± 0.001 0.027 ± 0.004  0.040 ± 0.004

Ала 0.082 ± 0.009  0.037 ± 0.003 0.096 ± 0.012  0.241 ± 0.022

Цис 0.026 ± 0.004  0.043 ± 0.006 0.037 ± 0.003  0.087 ± 0.010

Вал 0.122 ± 0.015  0.054 ± 0.008 0.195 ± 0.020  0.284 ± 0.028

Мет 0.003 ± 0.001  0.021 ± 0.002 0.018 ± 0.002  0.047 ± 0.004

Иле 0.087 ± 0.010  0.029 ± 0.003 0.108 ± 0.013  0.167 ± 0.017

Лей 0.069 ± 0.011  0.041 ± 0.004 0.056 ± 0.007  0.188 ± 0.017

Тир 0.066 ± 0.009  0.101 ± 0.012 0.123 ± 0.010  0.246 ± 0.025

Фен 0.050 ± 0.005  0.097 ± 0.008 0.114 ± 0.008  0.609 ± 0.055

Лиз 0.062 ± 0.008  0.138 ± 0.012 0.110 ± 0.010  0.268 ± 0.032

Гис 0.028 ± 0.003  0.018 ± 0.002 0.069 ± 0.008  0.081 ± 0.009

Арг 0.030 ± 0.003  0.020 ± 0.002 0.065 ± 0.007  0.043 ± 0.005

Сумма 1.10 ± 0.09  0.85 ± 0.09 1.98 ± 0.22  3.71 ± 0.45

5
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ЯХИН и др.

ствовал увеличению синтеза метионина или умень�
шал его катаболизм [22].

Фенилаланин является предшественником мно�
гих фенольных соединений, которые могут обла�
дать антиоксидантными свойствами и участвуют в
процессе лигнификации растительных клеток. Воз�
растание в растениях после применения стифуна
(табл. 2) содержания тирозина и фенилаланина –
аминокислот, являющихся у пшеницы предше�
ственниками ксилана, могло быть связано с усиле�
нием процессов элонгации стебля в фазе кущения,
как это было показано в опытах с применением мо�
либдена [23]. Так, в полевых экспериментах приме�
нение стифуна приводило к увеличению длины,
диаметра и толщины стенок междоузлий растений
пшеницы [7].

Повышение уровня свободных аминокислот, ак�
тивация их синтеза при применении физиологиче�
ски активных веществ обсуждаются в литературе в
связи с устойчивостью растений к стрессовым фак�
торам. Так, повышение эпибрассинолидом засухо�
устойчивости растений было обусловлено увеличе�
нием уровня свободных аминокислот, участвующих
в осморегуляции [24]. Активация синтеза амино�
кислот у озимой пшеницы при использовании мо�
либдена могла способствовать повышению устой�
чивости растений к холоду [23]. Результаты, полу�
ченные при изучении влияния стифуна на
содержание свободных аминокислот, позволяют
предположить возможность активации данным
биорегулятором неспецифических защитных реак�
ций растений, которые могут рассматриваться в ка�
честве факторов предадаптации к неблагоприят�
ным воздействиям различной природы. 

В процессах формирования устойчивости и ро�
ста растений важная роль, обусловленная как регу�
ляторными, так и защитными функциями, при�
надлежит также протеолитическим ферментам и их
ингибиторам [25, 26]. Так, при действии салицило�
вой кислоты наблюдалось повышение активности
протеиназ и ингибиторов трипсина [27]. Примене�
ние стифуна приводило к увеличению через 3, 24,
48 ч после обработки активности трипсиноподоб�

ных протеиназ и их ингибиторов как в побегах, так
и в корнях пшеницы (табл. 3). Применение стифу�
на у 48 ч растений вызывало также увеличение ли�
нейных размеров и сухой массы (табл. 1).

Другой ответной реакцией растений на действие
биотических и абиотических стрессовых факторов
может являться увеличение содержания лектинов
[28, 29]. Обработка семян стифуном приводила к
практически 2�кратному возрастанию уровня лек�
тина–агглютинина зародыша пшеницы (АЗП) в
корнях 4�суточных растений, при этом увеличива�
лась и биомасса проростков (рисунок). В побегах
значительное повышение его содержания наблюда�
лось лишь к концу опыта (12 сут). Вероятно, разли�
чия в скорости ответа корней и побегов на воздей�
ствие биорегулятора связаны с тем, что корни явля�
ются местом преимущественного синтеза и
локализации АЗП [30]. По мнению исследователей,
увеличение содержания АЗП в растениях пшеницы
под влиянием фитогормонов и элиситоров природ�
ного происхождения свидетельствует о вовлечении
этого белка в формирование защитных реакций
растительных клеток [29, 31–33]. Как нами было
показано ранее, применение стифуна приводило к
снижению распространенности и степени развития
ряда возбудителей болезней пшеницы [8]. Также
стифун предотвращал негативное действие засоле�
ния, гипертермии, водного дефицита на рост и про�
дуктивность растений.

Характер изменений содержания свободных
аминокислот при применении стифуна (табл. 2)
может свидетельствовать о том, что данный биоре�
гулятор воздействует на уровень и перераспределе�
ние отдельных метаболитов в растениях. Согласно
литературным данным стифун влиял на распреде�
ление ассимилятов в растениях, повышая аттраги�
рующую способность оплодотворенных завязей,
увеличивая при оптимальных условиях минераль�
ного питания отложение запасных веществ в классе
выполненных семян [11]. 

Важная роль в транспорте органических ве�
ществ принадлежит мембранным АТФазам. Об�
суждается транспортная функция Мg2+�АТФазы,

Таблица 3. Активность протеиназ (мЕ/г сырой массы) и ингибиторов трипсина (мИЕ/г сырой массы) у проростков
пшеницы при действии стифуна (33 мг/л)

Вариант
3 ч 24 ч 48 ч

корни побеги корни побеги корни побеги

Протеиназы, мЕ/г сырой массы

Контроль 87.6 ± 5.0 150.7 ± 9.2 91.0 ± 6.2 167.7 ± 8.2 134.4 ± 7.6 134.8 ± 7.4

Стифун 120.9 ± 7.2* 281.1 ± 12.6* 180.0 ± 5.7* 232.4 ± 15.7* 186.9 ± 14.3* 158.0 ± 10.7

Ингибиторы трипсина, мИЕ/г сырой массы

Контроль 291.4 ± 16.2 306.4 ± 9.0 235.7 ± 18.7 270.1 ± 16.9 308.7 ± 15.0 242.9 ± 18.7

Стифун 354.6 ± 16.4* 382.2 ± 17.7* 331.3 ± 15.1* 379.0 ± 31.2* 487.5 ± 24.8* 392.1 ± 35.4

* Различия по сравнению с контролем значимы при p < 0.05.
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которая может быть вовлечена в регулирование ак�
тивности зародыша посредством воздействия на
транспорт растворов от корней и (или) листьев [34].
По данным исследователей АТФазная активность
обнаруживалась на плазматической мембране, ин�
тенсивная реакция происходила в транспортных
клетках ксилемы с обеих сторон кольца ксилемы и
элементов флоэмы [34]. Как показали наши ре�
зультаты (табл. 4), в корнях пшеницы АТФаза
(КФ 3.6.1.3) выявлялась в первичной коре, пери�
цикле, межклетниках. При действии стифуна на�
блюдалось значительное увеличение активности
АТФазы во всех рассмотренных структурах корня.
Механизм ростстимулирующего действия таких
регуляторов роста растений как фузикокцина, аук�
сина, гуминовые кислоты может быть сопряжен с
АТФазной активностью как в результате ее актива�
ции, так и с синтезом ее de novo [35]. Совокупность
имеющихся данных позволяет предполагать актива�
цию также стифуном поглотительной и транспорт�
ной способности корня.

Таким образом, результаты исследований могут
указывать на стимуляцию стифуном метаболиче�
ских процессов у растений пшеницы. Совокуп�
ность экспериментальных данных позволяет пред�
положить активацию белкового биосинтеза при
действии стифуна, о чем может свидетельствовать
увеличение функциональной активности ядрышек
и отдельных белков, сопряженность активации
протеиназно�ингибиторной системы и увеличения
пула свободных аминокислот с интенсификацией
ростовых процессов. Выявленное возрастание ак�
тивности АТФазы, обладающей транспортной
функцией, может указывать на активацию транс�
порта ассимилятов при действии стифуна. Из полу�
ченных нами данных также следует, что стифун
влиял на биохимические процессы растений, спе�
цифичность изменения которых при действии раз�
личных индукторов устойчивости, как показано в
ряде исследований, свидетельствовала об их уча�
стии в регуляции устойчивости к абиотическим и
биотическим стрессовым факторам. В связи с этим
можно предположить, что стифун является регуля�
тором неспецифической устойчивости растений.
Наши следующие исследования будут посвящены

изучению механизмов антистрессового действия
стифуна при неблагоприятных воздействиях раз�
личной природы.

Выражаем благодарность Ф.М. Шакировой и
М.В. Безруковой за методическую помощь при
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Abstract—Under action of growth�stimulating concentrations of bioregulator stifun on wheat plants, an
increase of functional activity of nucleoli of meristematic cells; contents of lectin (wheat germ agglutinin);
and activity of proteinases, tripsin inhibitors, and ATPase activity was established. The pool of free amino
acids was increased under bioregulator use. Levels of methionine, phenylalanine, cysteine, lysine, and
tyrosine were increased. It is likely that stifun could activate protein biosynthesis in wheat plants.
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 В настоящее время антибиотики широко ис�
пользуются как для борьбы с заболеваниями чело�
века, так и для профилактики и лечения болезней
животных. Существенным фактором риска стано�
вятся контаминация антибиотиками пищевых цепей
и их нетерапевтическое поступление в организм че�
ловека с продуктами питания, которое может вызы�
вать развитие устойчивых форм микроорганизмов,
дисбактериозы, аллергические реакции, подавление
активности некоторых ферментов и т.д. [1–5]. В свя�
зи с этим содержание антибиотиков является важ�
ным параметром при оценке безопасности продук�
тов питания. Для контроля антибиотиков наиболее
интенсивно используются микробиологические и
химические методы [4].

Микробиологическое тестирование основано на
подавлении антибиотиками, содержащимися в
пробе, роста тестового микроорганизма (обычно
это стрептококки, микрококки или спорообразую�
щие аэробы) или синтеза этим микроорганизмом
определенного фермента. Добавление тестового
микроорганизма к образцам молока может вызвать
сдвиг рН, контролируемый растворами лакмуса,
бромкрезолового пурпурного и др., и окислитель�
но�восстановительные реакции, ход которых тести�
руют с помощью метиленового синего или трифе�
нилтетразолия [6–9]. Хотя микробиологические ме�
тоды дают адекватную информацию о содержании в
пробе физиологически активных молекул антибио�
тиков, их реализация требует длительного времени
и накладывает ограничения на помещение, в кото�
ром ведется работа с микроорганизмами.

Альтернативой микробиологическим являются
химические методы тестирования. Для детекции
антибиотиков различных классов разработаны раз�

нообразные методы, основанные, как правило, на
хроматографии с масс�спектрометрией или капил�
лярном электрофорезе [10–13]. Несмотря на низ�
кие пределы обнаружения (до 0.1 нг/мл), эти мето�
ды обладают существенными недостатками. Для их
реализации необходимо сложное дорогостоящее
оборудование и квалифицированный персонал. К
тому же хроматографический анализ довольно тру�
доемок, т.к. предполагает многоэтапную пробопод�
готовку – экстракцию, концентрирование и др. Эти
факторы определяют высокую себестоимость те�
стирования и невозможность применения данных
методов для широкого мониторинга.

С учетом вышеизложенного основные требова�
ния, предъявляемые к разрабатываемым новым ме�
тодам определения антибиотиков, заключаются в
минимальной трудоемкости и соответствии рабо�
чих диапазонов предельно допустимым концентра�
циям контаминантов в продуктах питания. Эти
условия выполняются при переходе к иммуноана�
литическим методам. Применение антител обеспе�
чивает высокую селективность анализа, а их мече�
ние – усиление сигнала и возможность выявления
низких концентраций антибиотиков�антигенов. В
настоящее время иммуноаналитические методы
успешно применяются для решения разнообразных
практических задач, прежде всего в медицинской и
ветеринарной диагностике [14–16], что свидетель�
ствует об их перспективности и для целей контроля
пищевых продуктов.

Традиционный микропланшетный иммунофер�
ментный анализ (ИФА), наиболее интенсивно ис�
пользуемый иммуноаналитический метод [17–20],
в силу диффузионных ограничений длится около
2 ч. Возможность использования иммунохимиче�
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Разработан иммунохроматографический метод определения β�лактамного антибиотика ампицил�
лина. Метод основан на конкурентном взаимодействии молекул антибиотика, содержащихся в про�
бе, и иммобилизованного на мембране конъюгата пенициллин–белок со специфическими антите�
лами, меченными коллоидным золотом, которое происходит при движении вдоль мембраны реа�
гентов и тестируемой пробы. Комплектация тест�системы обеспечивает контроль превышения
предельно допустимого содержания антибиотика в молоке и молочных продуктах – 10 нг/мл. По�
казана возможность тестирования молока�сырья, молочных и кисло�молочных продуктов в тече�
ние 10 мин при комнатной температуре без пробоподготовки.
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ских подходов существенно увеличило в последние
годы число альтернативных форматов с временем
анализа 10–20 мин [14, 21, 22]. Из различных фор�
матов иммуноанализа наибольший интерес для
экспрессного мониторинга представляет иммуно�
хроматография, в которой все специфические реак�
ции и формирование детектируемого сигнала ини�
циируются контактом тест�полоски с пробой и не
требуют вспомогательных реагентов, приборов, до�
полнительных манипуляций и т.п. [23, 24]. Однако
для реальных проб анализ часто требует некоторого
методического усложнения, т.к. нативная проба мо�
жет плохо перемещаться по тест�полоске или пре�
пятствовать иммунохимическим взаимодействиям.
Так, при тестировании проб молока обычно реко�
мендуется помещение тест�полосок в термостат с
температурой от 45 до 56°С [www.charm.com].

Ранее нами был реализован иммунохроматогра�
фический анализ (ИХА) хлорамфеникола [25] и
стрептомицина [26] без предобработок и инкуба�
ции, что достигалось за счет сочетания параметров
антител, коллоидных частиц и мембран.

Цель исследования – разработка и характери�
стика экспрессного ИХА для ампициллина – пред�
ставителя широко распространенного класса анти�
биотиков – β�лактамов.

МЕТОДИКА

При разработке тест�системы были применены
моноклональные антитела против β�лактамных ан�
тибиотиков и конъюгат пенициллин – бычий сыво�
роточный альбумин (БСА) фирмы “DCN” (США).
Также использовали антитела козы (GAMIss), кро�
лика (RAMIss) и овцы (SAMIss) против IgG мыши и
антитела овцы (SARIss) против IgG кролика (“Им�
тек”, Россия), антитела козы (GAMI) против IgG
мыши (“Arista Biologicals”, США), конъюгат анти�
тел быка против IgG мыши с пероксидазой (“Мед�
гамал”, Россия), ампициллин, пенициллины G и V,
амоксициллин, клоксациллин, хлорамфеникол,
стрептомицин, гентамицин, канамицин, тетрацик�
лин, рифампицин, сульфаниламид, трис, Тритон
Х�100, дигидрохлорид 3,3',5,5'�тетраметилбензиди�
на, азид натрия (“Sigma”, США), неомицин, цефа�
лексин, ципрофлоксацин, сульфаквиноксамин,
сульфаметоксипиридазин, золотохлористоводо�
родная кислота (“Fluka”, Германия), Твин�20,
БСА, цитрат натрия, диметилсульфоксид (ДМСО,
“MP Biomedicals”, Великобритания), глицерин,
NaCl, K2CO3 (“ДиаэМ”, Россия), Na2CO3,
NaHCO3, KH2PO4, KOH (“Химмед”, Россия). Все
вспомогательные реагенты (соли, кислоты, щело�
чи, органические растворители) были аналитиче�
ской или химической чистоты.

Растворы для получения коллоидного золота
(КЗ) и его конъюгатов готовили на воде, деионизи�

рованной с помощью установки Milli�Q (“Milli�
pore”, США).

Исходные растворы антибиотиков (1–5 мг/мл в
50 мМ цитратном буфере, рН 6.4) готовили в день
эксперимента, кроме хлорамфеникола, рифампи�
цина, сульфаниламида и сульфаквиноксамина.
Исходные растворы хлорамфеникола в этаноле,
рифампицина в ДМСО, сульфаниламида и суль�
факвиноксамина в метаноле использовали как
свежеприготовленные, так и хранившиеся при 4°С
до 1 мес.

ИФА проводили в 96�луночных прозрачных по�
листироловых микропланшетах Costar 9018 (“Co�
rning Costar”, США). Для изготовления иммуно�
хроматографических тест�полосок использовали
мембраны из набора mdi Easypack (“Advanced Mi�
crodevices”, Индия), включавшего рабочую мем�
брану, закрепленную на твердой основе, подложку
для коллоидного конъюгата, мембрану для нанесе�
ния пробы, конечную адсорбирующую мембрану и
защитную ламинирующую пленку.

Конкурентный ИФА ампициллина. Конъюгат пе�
нициллин–БСА в концентрации 2 мкг/мл в 50 мМ
К�фосфатном буфере, рН 7.4, с 0.1 М NaCl (ФБС)
иммобилизовали из объема 100 мкл в лунках микро�
планшета в течение ночи при 4°С. Затем четырех�
кратно отмывали микропланшет ФБС с 0.05%
Тритона Х�100 (ФБСТ). Далее в лунки микро�
планшета вносили по 50 мкл раствора ампицил�
лина (интервал концентраций от 1 мкг/мл до
10 пг/мл) в ФБСТ и добавляли по 50 мкл специ�
фических антител в концентрации 0.02 мкг/мл в
ФБСТ. Микропланшет инкубировали 1 ч при
37°С, затем четырехкратно отмывали ФБСТ, до�
бавляли в лунки по 100 мкл иммунопероксидазно�
го конъюгата (разведение 1 : 6000 в ФБСТ) и снова
инкубировали 1 ч при 37°С. После отмывки (три�
жды ФБСТ и один раз – дистиллированной водой)
определяли пероксидазную активность связавшей�
ся с носителем ферментной метки. Для этого в лун�
ки микропланшета вносили по 100 мкл 0.4 мМ рас�
твора 3,3',5,5'�тетраметилбензидина в 40 мМ Na�
цитратном буфере, рН 4.0, с 3 мМ Н2О2, инкубиро�
вали 15 мин при комнатной температуре, останав�
ливали реакцию добавлением 50 мкл 1 М H2SO4 и
измеряли D450.

В иммуноферментных экспериментах по харак�
теристике специфичности антител вместо ампи�
циллина использовали пенициллины G и V, амок�
сициллин и клоксациллин в концентрациях от
10 мкг/мл до 1 нг/мл.

Зависимости оптической плотности (y) от кон�
центрации антигена в пробе (x) аппроксимировали
4�параметрической сигмоидной функцией y = (A –
– D)/(1 + (x/C)B) + D с помощью программного
обеспечения Origin 7.5 (”OriginLab”, США). Значе�
ние параметра С соответствует концентрации анти�
гена, ингибирующей связывание антител на 50%
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(IC50). Концентрацию антигена, вызывающую 10%�
ное ингибирование (IC10), рассчитывали с исполь�
зованием той же функции и рассматривали, как
предел обнаружения анализа.

Получение КЗ цитратным методом [25, 27]. К
97.5 мл деионизированной воды добавляли 1.0 мл
1%�ного раствора HAuCl4, доводили до кипения и
при перемешивании добавляли 1.5 мл 1%�ного рас�
твора цитрата натрия. Смесь кипятили еще 25 мин,
затем охлаждали и хранили при 4–6°С.

Просвечивающая электронная микроскопия. Пре�
параты КЗ наносили на сеточки (300 меш., “Pelco
International”, США), покрытые пленкой�подлож�
кой из поливинилформаля, растворенного в хлоро�
форме. Снимки получали на электронном микро�
скопе CX�100 (“Jeol”, Япония) при ускоряющем
напряжении 80 кВ и увеличении 3300000. Фото�
графии в цифровой форме анализировали в про�
грамме Image Tool.

Получение конъюгатов КЗ с антителами. Предва�
рительную характеристику связывания антител с
КЗ проводили по рекомендациям [28]. С этой це�
лью к 0.1 мл растворов антител в воде (концентра�
цию варьировали от 5 до 250 мкг/мл) добавляли по
1.0 мл раствора КЗ (D520 = 1.0), перемешивали и ин�
кубировали 10 мин при комнатной температуре. За�
тем в каждую пробу добавляли по 0.1 мл 10%�ного
NaCl, перемешивали и через 10 мин измеряли D580.

Перед конъюгацией с КЗ антитела диализовали
против 1000�кратного объема 10 мМ трис�HCl�бу�
фера, рН 8.5, в течение 2 ч при 4°C. К раствору КЗ
(D520 = 1.0) добавляли 0.2 М К2СО3 до достижения
рН 8.5 и вносили в раствор антител выбранной кон�
центрации. Смесь инкубировали 30 мин при ком�
натной температуре и перемешивании, после чего
вносили БСА до конечной концентрации 0.25%.
Частицы КЗ с иммобилизованными на них антите�
лами отделяли от непровзаимодействовавших ан�
тител центрифугированием при 8000 g в течение
30 мин. После удаления супернатанта осадок ресус�
пендировали в ФБС, содержащем 0.25% БСА. При
необходимости длительного хранения к получен�
ному продукту добавляли NaN3 до конечной кон�
центрации 0.02%.

Изготовление иммунохроматографических тест�
систем [25]. Нанесение реагентов на мембраны,
входящие в состав тест�системы, проводили с по�
мощью автоматического диспенсера IsoFlow (“Ima�
gene Technology”, США). Конъюгат КЗ с антитела�
ми наносили на подложку в разведении, соответ�
ствующем D520 = 2.0 (32 мкл на 1 см ширины
подложки). Для формирования аналитической зо�
ны использовали конъюгат пенициллин–БСА
(0.2 мг/мл в 0.2 М карбонатном буфере, рН 9.6),
контрольной зоны – антитела козы против IgG мы�
ши (GAMI, 0.25 мг/мл в ФБС). Оба раствора стаби�
лизировали и наносили по 2.0 мкл на 1 см ширины

рабочей мембраны. Полученные подложки и рабо�
чие мембраны сушили на воздухе при 20–22°C не
менее 20 ч. Собирали мультимембранный компо�
зит, из которого с помощью автоматического гильо�
тинного нарезчика Index Cutter�1 (“A�Point Techno�
logies”, США) получали полоски шириной 3.5 мм.
Эти тест�полоски с силикагелем в качестве осуши�
теля герметично упаковывали в пакеты из ламини�
рованной алюминиевой фольги с помощью запаи�
вателя с миниконвейером FR�900 (“Wenzhou dingli
packing machinery”, Китай). Нарезку и упаковку
проводили при 20–22°C в специальном помещении
с относительной влажностью воздуха не более 30%.

Приготовление проб молока�сырья, молочных и
кисло�молочных продуктов. Коровье молоко жирно�
стью от 0.5 до 6.0%, кефир жирностью 1.0%, просто�
квашу жирностью 3.2% и питьевой фругурт жирно�
стью 1.5% покупали в розничной торговой сети;
цельное коровье молоко�сырье было предоставлено
Е.А. Юровой (ВНИИ молочной промышленности
РАСХН). В пробы добавляли разные количества ан�
тибиотиков и перемешивали. Пробы готовой мо�
лочной и кисло�молочной продукции анализирова�
ли иммунохроматографическим методом без про�
боподготовки, а цельное молоко�сырье перед
тестированием разбавляли дистиллированной во�
дой в соотношении 3 : 1 (об./об.).

ИХА и регистрация его результатов. Анализ про�
водили при комнатной температуре. Вскрывали па�
кет, извлекали тест�полоску и в вертикальном поло�
жении ее нижний конец погружали на 1 мин в
аликвоту пробы (50 мкл), после чего помещали
тест�полоску на горизонтальную поверхность. Че�
рез 10 мин после начала анализа контролировали
результат, получая цифровое изображение тест�по�
лоски на сканере Bear Paw 4800TA pro (“Mustek”,
Тайвань) и рассчитывая интегральную интенсив�
ность окрашивания аналитической и контрольной
зон, как описано в работе [29].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение и характеристика иммунореагентов,
используемых в ИХА. Аналитические возможности
коммерческих иммунореагентов были предвари�
тельно охарактеризованы методом ИФА. Как сле�
дует из полученной в оптимизированных условиях
градуировочной кривой ИФА (рис. 1), монокло�
нальные антитела в сочетании с конъюгатом гап�
тен–белок позволяют определять ампициллин в
концентрациях вплоть до 0.05 нг/мл. Отметим, од�
нако, что при визуальном контроле результатов
конкурентного иммунохроматографического ана�
лиза регистрируемое исчезновение окрашивания в
аналитической зоне соответствует выходу градуи�
ровочной кривой на нижнее, а не на верхнее плато.
Применительно к микропланшетному ИФА дан�
ный эффект достигался при концентрации ампи�
циллина, равной 10 нг/мл. Эта величина соответ�
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ствует предельно допустимому содержанию ампи�
циллина в молоке и молочных продуктах [СанПиН
2.3.2.1078–01] и позволяет рекомендовать реагенты
для разработки экспрессных аналитических систем.
Действительно, в наших предыдущих эксперимен�
тах порог раcпознавания положительных и отрица�
тельных образцов в иммунохроматографии и выход
градуировочной кривой ИФА на нижнее плато со�
ответствовали практически равным концентраци�
ям определяемого соединения [30].

Антитела характеризовались специфичностью к
ампициллину (100%) и цефалексину (150%) и низ�
кой перекрестной реактивностью по отношению к
другим бета�лактамам: пенициллин G – 0.05%, пе�
нициллин V – 0.04%, амоксициллин – 0.07%, клок�
сациллин – 0.03%.

КЗ получали по методу Френса [27]. Электрон�
ная микроскопия показала высокую степень одно�
родности частиц по размерным характеристикам
[25]. Среднее значение максимальной оси состави�
ло 37 ± 8 нм, минимальной оси – 30 ± 5 нм. Таким
образом, частицы характеризовались средним диа�
метром 34 нм, что соответствует общепринятым ре�
комендациям по оптимальному размеру КЗ для им�
мунохроматографии – 30–40 нм [31]. Для получен�
ных частиц адсорбционная иммобилизация
позволила сформировать монослой, содержащий
до 180 молекул антител на одну частицу коллоидно�
го золота (предположительно средняя площадь
контакта равна 20 нм2).

Выбор условий конъюгирования антител с КЗ
проводили на основании фотометрических данных,

отражающих агрегацию продукта данной реакции
при высокой ионной силе раствора. Полученная
концентрационная зависимость (рис. 2) характери�
зуется ростом оптической плотности до 2.5 мкг/мл,
резким спадом до 6 мкг/мл и последующим медлен�
ным спадом с выходом на плато до 12 мкг/мл. Отме�
тим, что при концентрации антител, равной
6 мкг/мл, мольное соотношение антитела–КЗ со�
ставляет 190 : 1, т.е. практически совпадает с теоре�
тическим пределом насыщения поверхности ча�
стиц при монослойной иммобилизации антител.
Для конъюгирования выбирали, как рекомендова�
но в [28], концентрацию антител, на 10–15% пре�
восходящую точку выхода D580 на плато, что позво�
ляло стабилизировать поверхность коллоидной ча�
стицы антителами и предотвратить формирование
агрегатов. Таким образом, при синтезе использова�
ли антитела в концентрации 12 мкг/мл. Избыток
непрореагировавших антител удаляли на стадии
осаждения конъюгата.

Разработка конкурентного ИХА ампициллина.
Прежде всего нами была проверена способность
синтезированного конъюгата КЗ–антитела к взаи�
модействию в контрольной и аналитической зонах
тест�полоски и выбраны оптимальные реагенты для
нанесения в эти зоны.

Серия препаратов антител против IgG мыши бы�
ла сопоставлена по связыванию конъюгата КЗ–ан�
титела в ходе иммунохроматографии. При насыща�
ющих концентрациях интенсивность окраски кон�
трольной линии составляла для козьих антител
115 отн. ед. (GAMIss) и 133 отн. ед. (GAMI), для
кроличьих антител (RAMIss) – 80 отн. ед. и для ове�
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Рис. 1. Определение ампициллина в буфере методом
конкурентного ИФА. Параметры аппроксимирую�
щей кривой: А = 1.00996; D = 0.07089; С = 0.43601; B =
1.23197.
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Рис. 2. Определение концентрации (мкг/мл) специфи�
ческих антител, используемой для конъюгации с КЗ.
Нулевой уровень D580 соответствует раствору КЗ без ан�
тител и без добавления 10%�ного NaCl. Выбранная кон�
центрация антител (12 мкг/мл) отмечена стрелкой.
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чьих антител (SAMIss) – 95 отн. ед. Хотя отличия не
очень велики, для дальнейшего использования в
анализе были выбраны козьи антитела GAMI фир�
мы “Arista Biologicals”, обеспечивающие макси�
мальное связывание коллоидного маркера. Опти�
мальная концентрация антивидовых антител при
иммобилизации в контрольной зоне составила
0.25 мг/мл, соответствуя выходу на плато концен�
трационной зависимости связывания коллоидного
конъюгата.

Для формирования аналитической зоны тест�
полоски был использован конъюгат пенициллин–
БСА. На первом этапе выбирали буфер, в котором
конъюгат наносили в аналитическую зону. Как вид�
но из рис. 3, интенсивности окрашивания анали�
тической зоны в отсутствие аналита в пробе и при
насыщающей (0.5 мг/мл) концентрации конъ�
югата пенициллин–БСА значительно отлича�
лись: 155 отн. ед. при иммобилизации из карбо�
натного буфера, рН 9.6, 83 отн. ед. – из ФБС,
рН 7.4 и 17 отн. ед. – из цитратного буфера,
рН 6.4. Очевидно преимущество карбонатного
буфера, который и был использован в дальней�
шем при изготовлении тест�полосок.

Исходя из данных наших предшествующих ра�
бот [25, 26, 30], конъюгат КЗ–антитела наносили из
раствора, концентрация которого соответствовала
D520 = 2.0, что обеспечивало формирование интен�
сивно окрашенных зон в ходе анализа в сочетании с
полнотой вымывания реагента из стартовой зоны и
отсутствием неспецифического окрашивания рабо�
чей мембраны.

Для производительного иммунохроматографи�
ческого тестирования важно, чтобы изменение ка�

чественного результата анализа (исчезновение окра�
шивания в аналитической зоне) строго соответство�
вало установленному контролируемому уровню
содержания соединения (его предельно допустимой
концентрации) и не требовало, таким образом, до�
полнительного разведения пробы перед тестирова�
нием в определенное число раз или ее концентриро�
вания. Трудоемкое решение этой задачи состоит в
скрининге большого числа антител, отличающихся
по аффинности, что не всегда возможно. Для регу�
лирования порога различения положительных и от�
рицательных проб было использовано изменение
концентрации конъюгата гаптен–белок (пеницил�
лин–БСА) при иммобилизации.

На рис. 4 представлены полученные зависимо�
сти интенсивности окраски аналитической зоны от
содержания ампициллина в пробе при разных кон�
центрациях конъюгата пенициллин–БСА. Как ви�
дим, уменьшение концентрации конъюгата при
иммобилизации от 0.4 до 0.2 мг/мл позволило в
10 раз снизить предел обнаружения ампициллина
(от 100 до 10 нг/мл). Дальнейшее уменьшение кон�
центрации конъюгата пенициллин–БСА до
0.1 мг/мл приводило к существенному (в 2.5 раза)
снижению амплитуды градуировочной кривой
ИХА. Поэтому для иммобилизации была выбрана
концентрация конъюгата пенициллин–БСА, рав�
ная 0.2 мг/мл, что обеспечивало необходимый по�
рог детекции (10 нг/мл в соответствии с [СанПиН
2.3.2.1078–01]) при достаточной интенсивности
окрашивания аналитической зоны и низком расхо�
де реагента.

Полученные результаты свидетельствуют о воз�
можности при оптимизации иммунохроматогра�
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Рис. 3. Зависимость градуировочной кривой ИХА ам�
пициллина от вида буфера, используемого при иммо�
билизации конъюгата пенициллин–БСА в аналити�
ческой зоне тест�полоски: 1 – 0.2 М карбонатный бу�
фер, рН 9.6; 2 – 50 мМ фосфатный буфер, рН 7.4, с
0.1 М NaCl; 3 – 0.1 М цитратный буфер, рН 6.4.
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Рис. 4. Зависимость градуировочной кривой ИХА ам�
пициллина от концентрации конъюгата пенициллин–
БСА, используемой при его нанесении в аналитиче�
скую зону тест�полоски: 1–4 – концентрации раство�
ра конъюгата пенициллин–БСА, 0.4, 0.3, 0.2 и
0.1 мг/мл соответственно.
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фической тест�системы на порядок сдвинуть порог
различения положительных и отрицательных проб
с минимальными потерями в амплитуде сигнала (и
соответственно – в точности и достоверности изме�
рений).

Характеристика разработанной иммунохромато�
графической тест�системы. На основе результатов
оптимизации были изготовлены тест�полоски и
проведены эксперименты по иммунохроматогра�
фическому контролю наличия ампициллина в стан�
дартных растворах, молочных и кисло�молочных
продуктах.

На рис. 5 представлены результаты анализа проб
(ФБС и молоко жирностью 3.5%) с разной концен�
трацией ампициллина. При проведении ИХА ис�
чезновение окраски в аналитической зоне соответ�
ствовало превышению предельно допустимого со�
держания ампициллина (10 нг/мл) в тестируемой
пробе. Точность определения составляла 10%.

Через 5 мин после начала движения фронта жид�
кости (молока) интенсивность окрашивания ана�
литической зоны составляла 50% от максимума, че�
рез 7 мин – 70%, а через 10 мин – 85% (рис. 6). С
учетом этого рекомендуемая продолжительность
анализа равняется 10 мин.

В иммунохроматографической системе не на�
блюдалось перекрестных реакций с антибиотиками
других групп (хлорамфеникол, стрептомицин, тет�
рациклин, гентамицин, неомицин, канамицин, ци�
профлоксацин, рифампицин) и бактериостатиками
(сульфаметоксипиридазин, сульфаниламид, суль�
факвиноксамин) в концентрациях до 10 мкг/мл.

Разработанная тест�система была применена
для анализа цельного молока�сырья, молочных
(жирностью от 0.5 до 6.0%) и кисло�молочных про�
дуктов (кефира жирностью 1%, простокваши жир�
ностью 3.2% и питьевого фругурта жирностью
1.5%). Полученные результаты представлены на
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Рис. 5. Иммунохроматографическое определение ампициллина в буфере (а, б) и молоке жирностью 3.5% (в, г): а, в –
внешний вид тест�полосок после проведения анализа (I – аналитическая зона, II – контрольная зона); 1–7 – концен�
трации ампициллина 0, 0.3, 1, 3, 10, 30 и 100 нг/мл соответственно; б, г – зависимость интенсивности окраски в ана�
литической зоне (отн. ед.) от концентрации ампициллина (нг/мл).
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рис. 7. Для всех испытанных проб показана возмож�
ность надежного обнаружения ампициллина с той
же минимальной выявляемой концентрацией, как
и в буфере – 10 нг/мл.

Отметим, что при иммунохроматографическом
тестировании цельного молока�сырья уровень жид�
кости не поднимался вдоль тест�полоски до конца
рабочей мембраны, что не позволило провести до�
стоверную оценку результатов анализа. Предвари�
тельное разведение пробы дистиллированной во�
дой в соотношении 3 : 1 (об./об.) исключало эти

проблемы (рис. 8), незначительно влияя на слож�
ность и трудоемкость анализа в целом. При этом
окрашивание в аналитической зоне наблюдалось
для концентраций ампициллина в разбавленной
пробе менее 10 нг/мл (в исходной пробе – менее
13.3 нг/мл).

Важным достоинством предложенного метода
является возможность его реализации при комнат�
ной температуре. Доступные в настоящее время
мембранные тесты для определения ампициллина
требуют предварительной инкубации при повы�
шенной температуре либо образцов молока со спе�
циальными рецепторами (Twinsensor BT, “Twinsen�
sor”, Бельгия; Beta star, “USB�Bioproducts”, США;
SNAP, “IDEXX”, США), либо тест�полосок с нане�
сенной пробой молока (Сharm SL Beta�lactam Test,
“Сharm”, США). Ряд иммунохроматографических
тестов для определения β�лактамных антибиоти�
ков, таких, как PENs�204R4 (“NKBIO”, Китай),
Penicillin G Rapid Test (“Quicking Biotech”, Китай),
предусматривают предварительную многоступен�
чатую подготовку проб молока. В отличие от выше�
перечисленных тестов анализ молока с помощью
разработанной тест�системы может проводиться
при комнатной температуре и без пробоподготовки.
Важным преимуществом тест�систем является так�
же их пригодность для контроля безопасности кис�
ло�молочных продуктов, так как для них преду�
смотрены те же пороговые уровни контаминации, а
пригодность для этих целей коммерчески доступ�
ных тест�систем не охарактеризована.

Результаты анализа можно контролировать ви�
зуально или с использованием портативного фото�
метрического детектора с программным обеспече�
нием [32]. Скорость определения и методическая
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Рис. 6. Динамика окрашивания аналитической зоны
в иммунохроматографической системе определения
ампициллина в молоке жирностью 1.5% в отсутствие
аналита.
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Рис. 7. Иммунохроматографическое определение ампициллина в молоке�сырье, молочных и кисло�молочных про�
дуктах: 1 – молоко�продукт жирностью 0.5%; 2 – молоко�продукт жирностью 3.2%; 3 – молоко�продукт жирностью
6.0%; 4 – цельное молоко�сырье, разбавленное перед тестированием дистиллированной водой в соотношении
(об./об.) 3 : 1; 5 – кефир жирностью 1.0%; 6 – простокваша жирностью 3.2%; 7 – питьевой фругурт жирностью 1.5%.
Левая тест�полоска для каждого матрикса соответствует отсутствию ампициллина в пробе, правая – присутствию ам�
пициллина в концентрации 10 нг/мл.
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простота позволяют рассматривать разработанную
тест�систему как эффективное средство для массо�
вого скрининга молока�сырья, молочной и кисло�
молочной продукции на содержание ампициллина.

Авторы выражают признательность И.В. Сафен�
ковой (Институт биохимии им. А.Н. Баха РАН) за
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Работа выполнена при поддержке государствен�
ными контрактами № 02.740.11.0868 от 28.06.2010,
№ 14.740.11.0615 от 05.10.2010 и № 16.512.11.2125 от
25.02.2011, грантами РФФИ 09�08�01209, 11�04�
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ствование методов химического анализа и исследо�
вания структуры веществ и материалов”.
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Рис. 8. Иммунохроматографическое определение ам�
пициллина в цельном молоке�сырье (пробы 1 и 2) и
молоке�сырье (проба 3), разбавленном перед тести�
рованием дистиллированной водой в соотношении
3 : 1 (об./об.). Левая тест�полоска для каждой пробы
соответствует отсутствию ампициллина, правая –
присутствию ампициллина в концентрации 10 нг/мл.
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Immunochromatographic Technique for Express Determination
of Ampicillin in Milk and Dairy Products
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Abstract—An immunochromatographic method for determination of β�lactam antibiotic ampicillin has
been developed. The method is based on the competitive interaction between antibiotic molecules contained
in the sample and protein conjugate of penicillin immobilized on a membrane for binding with specific anti�
bodies labeled with colloidal gold, which occurs during movement of the sample to be tested and reagents
along the membrane. The completion of the test system ensures control of exceeding the maximum permis�
sible content of the antibiotic in milk and dairy products (10 ng/ml). The possibility of testing milk, raw milk,
and dairy products for 10 minutes at room temperature without sample preparation has been demonstrated.
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 В последнее десятилетие широко распростра�
ненным подходом к одному из важнейших направ�
лений биотехнологии – выделению и очистке
сложных по химическому строению и обладающих
высокой структурной лабильностью биологически
активных веществ, является использование высо�
коспецифичных полимерных сорбентов, предна�
значенных для селективной сорбции целевого
объекта из многокомпонентных биологических
жидкостей [1]. Современным подходом к получе�
нию селективных сорбентов является метод моле�
кулярного импринтинга. Метод молекулярного
импринтинга заключается в синтезе полимерной
матрицы в присутствии целевой молекулы, кото�
рая играет роль молекулы�шаблона. После удале�
ния такой молекулы из сетчатого полимера в
структуре матрицы образуются сайты, комплемен�
тарные целевой молекуле по расположению сорб�
ционных центров [2–4].

Ранее были синтезированы “настроенные” на
молекулу эритромицина карбоксильные катиони�
ты, имеющие в своей структуре как участки, ком�
плементарные по отношению к молекуле антибио�
тика, так и свободные карбоксильные группы [5, 6].
К недостаткам такого синтеза можно отнести как
наличие импринт�сайтов, так и ионогенных групп,
способных к взаимодействию с другими вещества�
ми культуральной среды, что снижало селектив�
ность данного типа сорбентов. 

Цель работы – получение и изучение свойств мо�
лекулярно�импринтированных полимерных сор�
бентов, которые содержат только сорбционные цен�
тры, настроенные на молекулу эритромицина, а
также могут быть использованы в динамическом
колоночном режиме для создания процесса выделе�

ния и очистки антибиотика непосредственно из
культуральной среды Saccharopolyspora erythreus. Та�
кие сетчатые сорбенты представляют полимерную
модель биологического рецептора эритромицина.

МЕТОДИКА

В качестве неионогенного сомономера для
синтеза сетчатых полимеров в работе использова�
ли 2�гидроксиэтилметакрилат (ГЭМА, “Acros Or�
ganics”, США). Сшивающим агентом служил диме�
такрилат этиленгликоля (ДМЭГ) той же фирмы. 

Контрольные полимеры (КП), так же, как и мо�
лекулярно�импринтированные полимеры (МИП),
синтезировали путем трехмерной осадительной со�
полимеризации с той лишь разницей, что синтез
неимпринтированных КП проводили в отсутствие
молекулы метакрилата эритромицина (МЭ). Вме�
сто нее в полимеризационную смесь вводили мета�
криловую кислоту (МАК) в той же пропорции по
отношению к остальным мономерам, что и МЭ. В
результате после удаления эритромицина из им�
принтированного полимера сохранялся одинако�
вый химический состав КП и МИП. МЭ был полу�
чен из эритромицина–основания (ОАО “Биосин�
тез”, г. Курган, Россия) [5].

Таким образом, МИП представляли собой сопо�
лимеры ГЭМА, МЭ и ДМЭГ, из которых после
окончания синтеза удаляли эритромицин. КП яв�
лялись сополимерами ГЭМА, МАК и ДМЭГ. 

При синтезе полимерных сорбентов в качестве
растворителя использовали 45%�ный водный рас�
твор изопропилового спирта. Инициатором ради�
кальной сополимеризации служила окислительно�
восстановительная система персульфат аммония–

МОЛЕКУЛЯРНО�ИМПРИНТИРОВАННЫЕ ГИДРОФИЛЬНЫЕ 
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Методом молекулярного импринтинга синтезированы новые гидрофильные полимерные сорбен�
ты, несущие сайты, комплементарные молекуле антибактериального антибиотика эритромицина.
Для сравнительного изучения сорбционных свойств синтезирована серия аналогичных по структу�
ре сорбентов, не несущих импринт�сайтов. На обоих типах синтезированных полимерных сорбен�
тов изучена сорбция эритромицина в широком диапазоне значений рН и ионной силы. Показано,
что избирательность сорбции эритромицина на молекулярно импринтированных сетчатых полиме�
рах обусловлена вкладом специфичного взаимодействия целевой молекулы с матрицей сорбента.
Данный тип сорбента перспективен для разработки очистки антибиотика непосредственно из куль�
туральной среды Saccharopolyspora erythreus.
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аскорбиновая кислота (1.0% от массы мономеров).
Синтезированные сополимеры прогревали на ки�
пящей водяной бане в течение 1 ч, отмывали от не�
прореагировавших сомономеров, сушили, измель�
чали в фарфоровой ступке и фракционировали с
помощью набора сит. В экспериментах использова�
ли фракцию размером 100–200 мкм. 

Физико�химические характеристики сорбентов
определяли по методикам, которые описаны в [6–
8]. Особое внимание было уделено полноте удале�
ния эритромицина из импринтированных сополи�
меров. Полное удаление антибиотика было достиг�
нуто путем экстракции сополимеров этанолом в
аппарате Сокслета. Процесс продолжался до пол�
ного отсутствия антибиотика в пробе. О наличии
эритромицина–основания в спиртовой пробе су�
дили по окраске индикатора метилрота, при отсут�
ствии в пробе основания она не изменялась.

Эксперименты по изучению равновесной сорб�
ции проводили в среде Na�ацетатного буфера в ши�
роком диапазоне значений рН и ионной силы. Кон�
центрацию антибиотика в водном растворе опреде�
ляли спектрофотометрически при длине волны
280 нм по предварительно построенным калибро�
вочным кривым.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез гетеросетчатых биосорбентов наиболее
эффективен при применении растворителей, хоро�
шо сольватирующих образующиеся микрозаготов�
ки сетчатого полимера [1, 9]. Поэтому при разра�
ботке условий синтеза таких сорбентов особенно
важен выбор исходных мономеров и кросс�агента,
а также растворителя. Для эритромицина наиболь�
ший интерес представляет ГЭМА. Сополимериза�
ция ГЭМА с ДМЭГ позволяет получить гидро�
фильную и в то же время не содержащую ионоген�
ных функциональных групп матрицу сорбента.
Наиболее подходящим растворителем для этой па�
ры мономер–кросс�агент являются водно�спирто�
вые смеси на основе изопропилового или н�пропи�
лового спиртов. 

Изучена радикальная сополимеризация ГЭМА
с ДМЭГ, а также ГЭМА, ДМЭГ и МЭ в различных
растворителях при разных мольных соотношениях
и различной концентрации мономеров в раствори�

теле. Установлено, что наиболее подходящим рас�
творителем, позволяющим варьировать мольные
соотношения компонентов мономерной смеси в
широком диапазоне, являлся 50%�ный водный
раствор изопропанола (ИП). При концентрации
мономеров в этом растворителе, равной 20 мол. %,
удалось ввести в мономерную смесь максимальное
количество эритромицина�шаблона (вплоть до 15
мол. %). 

Изучение влияния содержания сшивающего
агента на свойства образующихся сетчатых сополи�
меров было проведено при вышеуказанных услови�
ях при содержании МЭ – 6 мол. %. Как видно из по�
лученных данных (табл. 1), увеличение содержания
в полимеризационной смеси кросс�агента ДМЭГ
до 40 мол. % приводило к образованию сетчатого
полимера с низкой насыпной плотностью. Это ис�
ключало его применение в колоночном процессе. В
диапазоне 20–30 мол. % ДМЭГ наиболее структур�
но устойчивым, то есть обладающим наименьшим
различием при набухании в воде и 50%�ном водном
ИП, являлся сорбент, содержащий 25 мол. % ДМЭГ.

Таким образом, были найдены оптимальные
условия синтеза новых гидрофильных сетчатых по�
лиэлектролитов импринтированных молекулами
эритромицина (20%�ная концентрация мономеров
в 50%�ном водном растворе ИП и 25 мол. % ДМЭГ
в качестве кросс�агента).

В этих условиях были получены две серии сор�
бентов: КП – в отсутствие эритромицина в полиме�
ризационной смеси и МИП, которые были синтези�
рованы в присутствии шаблона�антибиотика и “на�
строены” на селективную сорбцию антибиотика. 

Из анализа данных, приведенных в табл. 2, вид�
но, что синтез КП, то есть сополимеризация МАК,
ГЭМА и ДМЭГ в найденных нами условиях, проте�
кала с практически количественным выходом. Со�
ответствие полной обменной емкости, найденной
путем потенциометрического титрования карбок�
сильных групп, теоретически вычисленным значе�
ниям также указывало на полноту вхождения моно�
меров. 

При синтезе МИП (табл. 3) наблюдали уменьше�
ние выхода сополимеров с увеличением количества
эритромицина�шаблона, а также различие найден�
ных и вычисленных значений полной обменной ем�

Таблица 1.  Оптимизация условий синтеза импринтированных сополимеров (содержание МЭ в полимеризаци�
онной смеси – 6 мол. %)

№ п/п ГЭМА, мол. % ДМЭГ, мол. % Выход, % Насыпная 
плотность, г/мл

Кнаб. 
в воде

Кнаб. 
в 50%�ном ИП

1 74 20 65 0.73 2.8 8.9

2 69 25 70 0.72 4.0 6.2

3 64 30 75 0.68 6.0 10.5

4 54 40 20 0.19 2.0 2.5
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кости. Вместе с тем обе реакционные серии привели
к синтезу сорбентов, обладающих примерно одина�
ковой насыпной плотностью, что существенно при
использовании их в колоночном процессе.

Как видно из рис. 1 и 2, наибольшие различия в
структуре КП и МИП были обнаружены при изуче�
нии набухания полимерных сорбентов в воде и
50%�ном водном ИП. КП обладали гидрофильной
природой наряду с высокой структурной устойчи�
востью. Величины коэффициентов набухания на�
ходились в диапазоне 5.0–6.5, что согласовывалось

с исходной концентрацией мономеров в раствори�
теле (рис. 1). Коэффициенты набухания КП прак�
тически не зависели от процентного содержания
МАК, что позволило предположить незначитель�
ные различия в пористости для всех пяти образцов
данной серии. Это дало возможность использовать
только один из них (КП�9) для исследования основ�
ных сорбционных свойств всей реакционной серии
и сравнения КП с МИП. 

При переходе к МИП наблюдали значительные
изменения в величинах коэффициентов набухания

 
Таблица 2.  Сополимеризация МАК с ГЭМА и 25 мол. % ДМЭГ (КП)

№ п/п МАК, мол. % ГЭМА, мол. % Выход, % ρ, г/см³
ПОЕ, мг�экв/г

вычислено найдено

1 3 72 99 0.75 0.21 0.21

2 6 69 99 0.76 0.42 0.41

3 9 66 99 0.76 0.63 0.61

4 12 63 98 0.74 0.85 0.84

5 15 60 98 0.74 1.07 1.04

Таблица 3.  Сополимеризация МЭ с ГЭМА и 25 мол. % ДМЭГ (МИП)

№ п/п МЭ, мол. % ГЭМА, мол. % Выход, % ρ, г/см³
ПОЕ, мг�экв/г

вычислено найдено

1 3 72 93 0.75 0.21 0.28

2 6 69 70 0.77 0.42 0.50

3 9 66 53 0.75 0.63 0.62

4 12 63 53 0.76 0.85 0.78

5 15 60 42 0.76 1.07 0.87
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Рис. 1. Зависимость набухания КП от концентрации
МАК (мол. %) в воде (1) и 50%�ном водном ИП (2).
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Рис. 2. Зависимость набухания МИП от концентра�
ции МЭ (мол. %) в воде (1) и 50%�ном водном ИП (2).
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по мере увеличения количества МЭ в полимериза�
ционной смеси (рис. 2). Снижение величин коэф�
фициентов набухания МИП в воде по мере увели�
чения количества МЭ можно объяснить окклюзией
все большего количества гидроксильных групп
ГЭМА вокруг гидрофобной части молекулы�шаб�
лона. Значительное увеличение набухания в исход�
ном растворителе (50%�ный водный ИП), то есть в
том, в котором данная сетка была сформирована,
однозначно свидетельствует об образовании значи�
тельных пустот, оставшихся после удаления моле�
кулы�шаблона.

Изучение равновесной сорбции эритромицина
на КП и МИП проводили в Na�ацетатном буфере
при различной ионной силе (рис. 3 и 4). Ранее бы�
ло установлено, что зависимость емкости сорбции
данного антибиотика от рН внешнего раствора но�
сит экстремальный характер, причем максималь�
ная сорбция наблюдалась в диапазоне значений
4.0–5.0 [6]. 

Зависимость сорбционной емкости эритроми�
цина от содержания МАК на КП исследовали при
рН 4.0. Как видно из рис. 3, этот параметр незначи�
тельно зависел от содержания МАК, но заметно за�
висел от ионной силы внешнего раствора. При уве�
личении ионной силы от 0.05 до 0.2 н. значения
сорбционной емкости антибиотика уменьшались в
2.5 раза. 

В аналогичных условиях изучали зависимость
сорбционной емкости эритромицина от содержа�
ния МЭ на МИП (рис. 4). При анализе данных вид�
но, что ионная сила внешнего раствора мало влияла
на величину сорбционной емкости МИП. Ранее
аналогичный характер этих зависимостей выявлен
для МИП, импринтированных молекулами лизина
[9]. Это явление связано с возникновением специ�

фичных гидрофобных взаимодействий молекулы
шаблона с МИП, когда молекуле термодинамиче�
ски “выгодно” занять комплементарные пустоты
вне зависимости от степени диссоциации сорбента
и целевого объекта.

На величину сорбционной емкости заметно вли�
яло лишь количество целевых молекул в полимери�
зационной смеси – максимальные величины на�
блюдались при 3 и 15 мол. % МЭ. При содержании
3 мол. % МЭ наблюдалось максимальное набухание
сорбентов в воде (рис. 2), затем набухание по мере
увеличения содержания МЭ снижалось, а количе�
ство импринт�сайтов увеличивалось. Эти два фак�
тора, по всей видимости, формировали вид зави�
симости (рис. 4) с минимальными значениями
сорбционных емкостей для сорбентов МИП�9 и
МИП�12 (сорбентов, синтезированных в присут�
ствии 9 и 12 мол. % МЭ соответственно).

Таким образом, разработаны методы синтеза и
изучены свойства новых гидрофильных полимер�
ных сорбентов, содержащих импринт�сайты анти�
биотика – макролида эритромицина. Сравнитель�
ное изучение сорбции антибиотика на ненастроен�
ных и молекулярно импринтированных сорбентах
показало различный характер межмолекулярного
взаимодействия целевой молекулы с сорбционны�
ми центрами МИП и КП. По сравнению с нена�
строенными сорбентами МИП сорбируют эритро�
мицин с большей емкостью и избирательностью
сорбции, причем межмолекулярное взаимодей�
ствие антибиотика с МИП практически не зависело
от ионной силы внешнего раствора. Так как содер�
жание минеральных солей в культуральной среде
Saccharopolyspora erythreus зависит от условий куль�
тивирования и изменяется в широких пределах, то
это обстоятельство является чрезвычайно полез�
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Рис. 3. Зависимость емкости сорбции эритромицина на
КП от концентрации МАК (мол. %). Cисх = 2 мг/мл;
pH 4.0. Измерения проводили при различной ионной
силе сорбционного раствора: 0.05 (1), 0.1 (2), 0.2 (3).
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Рис. 4. Зависимость емкости сорбции эритромицина на
МИП от концентрации МЭ (мол. %). Cисх = 2 мг/мл;
pH 4.0. Измерения проводили при различной ионной
силе сорбционного раствора: 0.05 (1), 0.1 (2), 0.2 (3).
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ным для реализации одноактного высокоселектив�
ного сорбционного процесса выделения и очистки
эритромицина непосредственно из культуральной
среды. 

Работа осуществлялась при поддержке ФЦП
“Научные и научно�педагогические кадры иннова�
ционной России на 2009–2013 годы” (контракт
№ 14.740.11.0382).
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Molecularly Imprinted Hydrophilic Polymer Sorbents for Selective 
Sorption of Erythromycin
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Abstract—New hydrophilic polymer sorbents comprising reactionary sites which are complementary to a
molecule of antibiotic erythromycin were synthesized by the method of molecular imprinting. A series of sim�
ilar sorbents without reactionary sites was used for comparison of sorption characteristics. Sorption of eryth�
romycin on both types of polymer sorbents synthesized was studied in a wide range of pH and ionic strength.
Selectivity of erythromycin sorption on molecularly imprinted cross�linked polymers was shown to depend
on the specific interaction of target molecule with polymer matrix. This type of sorbent is perspective for the
development of antibiotic purification directly from a culture medium Saccharopolyspora erythreus.
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Полисахариды, обладающие биологической ак�
тивностью, такие, как инулин, декстраны, альгина�
ты, глюко� и галактоманнаны, хитозаны, широко
используются в пищевой, косметической, фарма�
цевтической и других отраслях промышленности и
медицине. Известно, что, помимо собственной био�
логической активности, некоторые полисахариды
изменяют активность других химических соедине�
ний. Так, полисахариды способны обеспечивать ад�
ресную доставку лекарственных средств в организме
[1, 2], а также пролонгировать их действие [3]. На�
пример, конъюгат галактоманнана с антибиотиком
адриамицином используется для доставки послед�
него к рецепторам гепатоцитов, специфичным к
α�галактозе [4]. 

Сульфатированный по N и 6�O хитозан значи�
тельно увеличивал активность in vitro и in vivo факто�
ра роста костной ткани [5]. Выявлено, что хитозаны
в составе вакцин способны усиливать иммунный от�
вет животных [6, 7]. 

Известны нанопрепараты пролонгированного
действия на основе полисахаридов [8, 9]. Нано�
структуры комплекса хитозан–альгинат с нифе�
дипином [8] обеспечивают снижение артериального
давления в течение длительного времени. Хитозан�
гиалуроновые наночастицы, содержащие гепарин,
используются при антиастматической терапии [9].
Подобные результаты вызывают интерес к изуче�
нию влияния нетоксичных и широко распростра�
ненных полисахаридов на функциональную актив�
ность белков. 

В качестве модельного белка был выбран исполь�
зуемый в практической медицине лактоферрин
(ЛФ) человека – полифункциональный железосо�
держащий гликопротеин из семейства трансферри�
нов. Макромолекула белка состоит из одной поли�
пептидной цепи (~700 аминокислотных остатков),
которая образует 2 глобулярные N� и C�доли, каж�
дая из которых содержит железосвязывающий до�
мен. Лактоферрин способен связывать ионы железа
и других металлов переменной валентности, что
придает ему свойства активного антиоксиданта. Бе�
лок в высокой степени гликозилирован, его молеку�
лярная масса (ММ) составляет около 80 кДа [10]. Он
содержится в секреторных жидкостях, нейтрофилах
и плазме крови. 

ЛФ обладает антиоксидантной (АОА), антимик�
робной и иммуномодулирующей активностью, бла�
годаря чему осуществляет детоксицирующее и про�
тивовоспалительное действие при патологических
состояниях организма различного генеза [11–14].
Распространенность ЛФ косвенно свидетельствует
о его защитной роли в организме, а недостаточный
уровень ЛФ коррелирует с продолжительным и тя�
желым течением воспалительных заболеваний. На
основе природного ЛФ, выделенного из женского
молока, разработан и зарегистрирован препарат
“Лапрот” (№ ЛС�002374 от 15.12.2006 г.). Результаты
испытаний препарата показали его высокую тера�
певтическую эффективность при лечении токсиче�
ских состояний, обусловленных различными забо�

ВЛИЯНИЕ ПОЛИСАХАРИДОВ НА БИОЛОГИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ 
ЛАКТОФЕРРИНА ЧЕЛОВЕКА
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Исследовано влияние нейтральных и ионогенных полисахаридов на антиоксидантную (АОА) и де�
токсицирующую активности лактоферрина (ЛФ), длительность его циркуляции в организме. Помимо
природных полимеров, были синтезированы производные хитозана с различными функциональными
группами. На основании теста АОА из них отобрано 5 полисахаридов. При изучении детоксицирующего
действия ЛФ на двух моделях индуцированного токсикоза выявлены полисахариды, которые сохраняли
или усиливали эту активность ЛФ. Установлено, что образование комплекса лактоферрина с двумя га�
лактоманнанами и сукциноилхитозаном приводило к положительным изменениям свойств ЛФ: де�
токсицирующая активность белка оставалась неизменной или увеличивалась на фоне замедления
его выведения из организма.
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леваниями, в частности гнойно�воспалительными,
септическими и др. [14–16]. 

Однако при введении экзогенного ЛФ в крово�
ток он быстро элиминируется из организма и для
поддержания эффективной концентрации требует�
ся его систематическое введение. Увеличение про�
должительности нахождения ЛФ в кровотоке гипо�
тетически возможно с помощью создания высоко�
молекулярных комплексов ЛФ с полисахаридами.
Такие препараты отсутствуют в настоящее время как
в России, так и за рубежом. Имеется лишь сообще�
ние о начале разработки препарата длительного дей�
ствия на основе микрочастиц хитозана, содержащих
ЛФ [17].

Для выбора полисахаридов, способных образо�
вывать комплексы с ЛФ и пролонгировать его дей�
ствие, было необходимо провести скрининг полиса�
харидов. Для этой цели нами был выбран ряд мало�
токсичных, растворимых в воде полисахаридов
различного состава, структуры и происхождения –
растительные глюко� и галактоманнаны, арабинога�
лактан; хитозан ракообразных и его синтетические
производные, декстран. Наличие реакционноспо�
собных функциональных групп в молекулах ото�
бранных полисахаридов имеет принципиальное
значение для дальнейших химических модифика�
ций, которые могли бы обеспечить либо усиление
присущих этим полисахаридам свойств, либо появ�
ление новых. 

Важными характеристиками функциональной
активности ЛФ являются антиоксидантная актив�
ность, детоксицирующая способность и скорость
выведения из организма.

Цель работы – изучение влияния полисахаридов
на функциональную активность ЛФ человека и вы�
явление гликополимеров, обладающих способно�
стью пролонгировать его действие.

МЕТОДИКА

Полисахариды. Использовали хитозан, галакто�
маннан, глюкоманнан, арабиногалактан и декстран.

Галактоманнан (ГМ) семян Cyamopsis tetragonolo�
ba (L.) Taub сем. бобовых выделен и очищен из ком�
мерческого источника (Gum Guar, “Sigma”,
США) по методике, описанной ранее [18]. Ча�
стичной кислотной деполимеризацией получены
4 фракции полисахарида с различными ММ 89,
110, 147 и 226 кДа, которые определяли вискози�
метрическим методом [18]. 

Глюкоманнан (ГЛМ) получен и очищен из кор�
ней растения Eremurus comosus O. Fedtsch. сем. ли�
лейных по методике, описанной в [19]. 

Арабиногалактан (АРГ) получен в НПФ “Фла�
вит” (Пущино, Россия).

Декстран с ММ 60 кДа выпускается ОАО “Био�
химик” (Саранск, Россия).

Исходный хитозан с ММ 700 кДа и степенью дез�
ацетилирования (СД) 85 ± 3% получен в ЗАО “Био�
прогресс” (Щелково, Россия).

Для синтеза производных хитозана использова�
ли реагенты: янтарный и малеиновый ангидриды,
2�гидрокси�3�метоксибензальдегид, йодистый ме�
тил и пиросульфит натрия (“Fluka”, Швейцария).

Степень замещения (СЗ) и СД производных
определяли аналитическими и спектральными ме�
тодами [20, 21].

Молекулярную массу низкомолекулярных хито�
занов и арабиногалактана определяли методом вы�
сокоэффективной гельпроникающей хроматогра�
фии [22]. Средневязкостную ММ исходного и гид�
ролизованного хитозана (700 и 387 кДа) измеряли в
вискозиметре Уббелоде при 25°С в Na�ацетатном
буфере [23]. Для глюко� и галактоманнанов исполь�
зовали вискозиметр Оствальда.

Моносахаридный состав арабиногалактана, глю�
ко� и галактоманнанов устанавливали в их гидроли�
затах в виде ацетатов полиолов на хроматографе
“Shimadzu GC 2010” (Япония).

Лактоферрин. В работе использовали лактофер�
рин человека, выделенный из женского молока
(“МНИОИ им. П.А. Герцена”, Россия) [24], поли�
клональные антитела кролика к ЛФ человека (“ICN
Biomedicals”, США), конъюгат антител к ЛФ чело�
века с пероксидазой хрена (“МНИОИ им. П.А. Гер�
цена”, Россия), цисплатин (“Эбеве”, Австрия). 

Молекулярную массу ЛФ человека определяли
методом электрофореза в ПААГ [25], используя на�
бор белков�маркеров (“Sigma”, США).

Аналитический электорофорез по методу Лемли
[26] проводили в 7.5%�ном ПААГ в денатурирую�
щих и неденатурирующих условиях. Гели окрашива�
ли по стандартной методике раствором Кумасси
R�250 бриллиантового голубого в уксусной кислоте.

Антигенную аутентичность белковых комплек�
сов подтверждали с помощью Вестерн�блоттинг�
анализа. В качестве хромогена использовали 3,3�ди�
аминобензидинтетрахлорид (“Sigma”, США) с
0.03% H2O2. 

Антиоксидантная активность. АОА ЛФ (индиви�
дуального и в составе комплекса) определяли in vitro
в гомогенате печени мышей (линия BDF1, самки).
Метод основан на способности исследуемого веще�
ства ингибировать перекисное окисление липидов
(ПОЛ) в гомогенате печени мышей [27]. Антиокси�
дантную активность рассчитывали, как обратную
величину от концентрации исследуемого образца,
необходимой для 50% ингибирования ПОЛ, и выра�
жали в условных единицах (усл. ед.).

Детоксицирующее действие. Активность изучали
на моделях токсикоза, индуцированного введением
токсической дозы (LD50) цитостатического препа�
рата цисплатина – цис�дихлордиаминплатины –
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ДДП или введением гепатотропного яда – четырех�
хлористого углерода (ССl4).

Определение содержания ЛФ. Концентрацию ЛФ
в биологических образцах определяли методом
твердофазного иммуноферментного анализа в
“сэндвич” варианте [28]. 

Дифференциальная сканирующая калориметрия
(ДСК). Термодинамические характеристики свя�
зывания лактоферрина с галактоманнаном иссле�
довали с помощью калориметра изотермического
титрования iTC200 (“MicroCal”, США), как описа�
но ранее [29]. Эксперименты проводили при 25°C
в изотоническом растворе. Аликвоты лиганда
(2.5 мкл) добавляли в калориметрическую ячейку
объемом 200 мкл до получения полной изотермы
связывания. Концентрацию белка в калориметри�
ческой ячейке варьировали в пределах 10–20 мкМ,
а концентрацию галактоманнана в титрующем
шприце – 100–400 мкM. Теплоту разбавления опре�
деляли титрованием буфера раствором лиганда, по�
сле чего изотерму разбавления вычитали из изотер�
мы связывания, а полученную кривую обрабатыва�
ли и анализировали с помощью программного
пакета MicroCal Origin 7.0.

Измерение параметров денатурации белка произ�
водили при помощи микрокалориметра DASM�4M
(СКБ Научного приборостроения РАН, Пущино,
Россия) с капиллярными ячейками объемом 467 мкл.
Скорость нагрева 1°С/мин, давление 2.2 бар.

Системы. Растворы ЛФ–полисахарид готовили
следующим образом: лиофильно высушенный об�
разец полисахарида растворяли в 0.15 М хлориде на�
трия (3 мг/мл), затем добавляли раствор лактофер�
рина (2.5 мг/мл) до конечной концентрации по ЛФ
и полисахариду 1 мг/мл. Раствор тщательно переме�
шивали в течение 20 мин, получая системы ЛФ–по�
лисахарид с соотношением компонентов 1 : 1 по
массе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследовали широкий спектр полисахаридов:
полусинтетические производные хитозана, галакто�

маннаны с различной степенью полимеризации,
глюкоманнан, арабиногалактан и декстран.

Для синтеза производных хитозана (рис. 1) ис�
пользовали образцы низкомолекулярного полиса�
харида (ММ 387, 60 и 7 кДа), полученные в результа�
те ферментативного и кислотного гидролиза [30, 31]
высокомолекулярного препарата (ММ 700 кДа, СД
85%). В результате дальнейшей химической моди�
фикации хитозана в состав полисахарида были вве�
дены 3 вида заместителей: несущие кислотные и ос�
новные функции и группы, придающие соединени�
ям антиоксидантные свойства.

Для синтеза первой группы производных хитоза�
на были осуществлены реакции: сукцинилирование
полисахарида янтарным ангидридом методом, опи�
санным в работе [32]; сульфосукцинилирование с
помощью малеинового ангидрида и метабисульфи�
та натрия по [33]; сульфатирование сульфотриокси�
дом пиридина в диметилформамиде по [34]. Полу�
чены 3 вида производных: сукциноилхитозан с СЗ
0.80 (рис. 1, I, исходный хитозан ММ 387 кДа, СД
85%); сульфат сукциноилхитозана с СЗ 0.40 (рис. 1,
II, исходный хитозан ММ 7 кДа, СД 98%); и сульфат
хитозана с СЗ 1.5 (рис. 1, III, исходный хитозан ММ
60 кДа, СД 85%).

Для получения второй группы производных ис�
пользовали хитозан с ММ 7 кДа, СД 98%. Метили�
рованное производное – квартенизированный хи�
тозан (рис. 1, V) был синтезирован действием
йодистого метила на полисахарид в щелочной сре�
де N�метилпирролидона [35]. 

Третья группа производных представлена со�
единением – N�3�метокси�2�гидроксибензилхи�
тозаном (рис. 1, IV), полученным взаимодействи�
ем полисахарида (ММ 7кДа, СД 98%) с 3�меток�
си�2�гидроксибензальдегидом и последующим
восстановлением имина боргидридом натрия [36].

Галактоманнаны представляют собой линейный
1�4�β�D�маннан, часть моносахаридных остатков
которых замещена по С�6 единичными остатками
α�галактозы. Частичной кислотной деполимериза�
цией были получены фракции полисахарида с ММ
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 I – n = 5; m = 15; p = 80; X = NHCOCH3 ; Y = NHCOCH2CH2COOH; R = H
II – n = 60; m = 2; p = 38; X = NHCOCH3; Y = NHCOCH2CH(SO3H)COOH; R = H
III – n = 85; m = 15; p = 0; X = NHCOCH3; Y = NH2; R = SO3H
IV – n = 78; m = 2; p = 20; X = NHCOCH3; Y = 2�гидрокси�3�метоксибензиламин; R = H
V – n = 83; m = 2; p = 15; X = NHCOCH3; Y = N+(CH3)3I–; R = H

Рис. 1. Структура производных хитозана: I – сукциноилхитозан; II – сульфат сукциноилхитозана; III – сульфат хито�
зана; IV – N�3�метокси�2�гидроксибензилхитозан; V – метилированное производное хитозана.
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МЕСТЕЧКИНА и др.

89, 110, 147 и 226 кДа. Соотношение Ман : Гал во всех
фракциях составило 1.66 ± 0.03.

Глюкоманнаны – полисахариды, линейная цепь
которых содержит 1,4�β�манно� и глюкопираноз�
ные остатки и 2.4% ацетильных групп, локализован�
ных при С�2 и/или С�3 остатках маннозы. Соотно�
шение Ман : Глю полисахарида составило 1.60 ±
± 0.04, ММ – 87.8 кДа.

Арабиногалактан – полисахарид, главная цепь
которого состоит из 1,3�β�галактопираноз; к части
звеньев по С�6 присоединены ответвления из араби�
нозы в фуранозной и пиранозной форме, β�галакто�
пиранозы. Остатки в боковых цепях связаны между
собой 1,3� и 1,6�гликозидными связями. Соотноше�
ние Гал : Ара = 8.6 ± 0.2, ММ – 16.5 кДа.

Растворы систем ЛФ–полисахарид готовили, как
описано в разделе “Методика”.

Для подтверждения идентичности индивидуаль�
ного ЛФ и в комплексе с полисахаридами был ис�
пользован следующий подход. Комплексы ЛФ с по�
лисахаридами анализировали методом электрофо�
реза в ПААГ в денатурирующих условиях. Образцы
индивидуального ЛФ и в комплексе с полисахарида�
ми образуют узкую, хорошо очерченную полосу
(рис. 2), которая соответствует компоненту с моле�
кулярной массой 75.5 ± 0.5 кДа, что хорошо совпа�
дает со значением для коммерческого ЛФ человека. 

Антигенную аутентичность подтверждали с по�
мощью Вестерн�блоттинг�анализа. Для этого после
окончания электрофореза в неденатурирующих
условиях гель переносили на нитроцеллюлозную
мембрану. В результате было показано специфиче�
ское взаимодействие ЛФ, входящего в состав ком�
плексов с полисахаридами и контрольного образца
ЛФ человека, с поликлональными антителами к ЛФ
человека (рис. 3). 

Для установления влияния присутствия полиса�
харидов на антиоксидантную активность ЛФ, образ�

цы анализировали в биологической тест�системе in
vitro, основанной на способности исследуемого ве�
щества ингибировать ПОЛ в гомогенате печени
контрольных животных. Данные по изучению АОА
представлены в таблице. В качестве контроля ис�
пользовали ЛФ человека. При его концентрации в
пробе 118 ± 8 мкг/мл достигалось 50%�ное ингиби�
рование ПОЛ. Ни один из исследованных полисаха�
ридов не обладал собственной АОА, однако они зна�
чительно различались по своему влиянию на анти�
оксидантную активность лактоферрина. 

Производные хитозана, имеющие в структуре
кислые группировки (рис. 1, I, II, III; таблица, ком�
плексы 1, 2 и 3), приводят к уменьшению АОА ЛФ,
что, по�видимому, связано с ионными взаимодей�
ствиями между разноименно заряженными группа�
ми полисахарида и белка, влияющими на активный
центр лактоферрина. 

В случае производного IV (рис. 1), увеличение
АОА ЛФ на 10% (таблица, 4) до 934 усл. ед. (контроль
ЛФ – 847 усл. ед.), по�видимому, связано с наличием
в полисахариде метоксигидроксибензильной груп�
пировки, способной к окислению, а также и к коор�
динации с ионами железа. 

Квартенизированное производное хитозана
(рис. 1, V) увеличивало общий положительный
заряд, что, вероятно, и приводило к увеличению
активности ЛФ (таблица, 5) на 8% (917 усл. ед.). Та�
ким образом, производные хитозана с заместителя�
ми, способными к окислению, или с группами, не�
сущими положительный заряд, могут рассматри�
ваться, как перспективные полисахариды для
повышения АОА ЛФ при образовании комплексов с
гликопротеином. 

Как видно из таблицы, системы 6 и 7 высокомо�
лекулярных галактоманнанов и система 10 глюко�
маннана понижают АОА лактоферрина. Большая
молекулярная масса двух фракций галактоманнана

1 2 3 4 5
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Рис. 2. Электрофорез в ПААГ в денатурирующих
условиях: 1 – ЛФ человека; 2 – ЛФ–ГМ (ММ 89); 3 –
ЛФ–ГМ (ММ 110); 4 – ЛФ–АРГ; 5 – ЛФ–сукцино�
илхитозан. Белки метчики (кДа): a – фосфорилаза
(94), б – бычий сывороточный альбумин (67), в –
яичный альбумин (43), г – карбоангидраза (30).

1 2 3 4

Рис. 3. Иммуноблоттинг ЛФ человека, входящего в
состав комплексов с полисахаридами, с использо�
ванием поликлональных антител кролика к ЛФ че�
ловека: 1 – ЛФ; 2 – ЛФ–ГМ (ММ 89); 3 – ЛФ–АРГ;
4 – ЛФ–сукциноилхитозан.
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(ММ 226 и 147 кДа), по�видимому, создает стериче�
ские затруднения для ЛФ, что и приводит к умень�
шению его АОА. Вероятно, аналогичный эффект
наблюдается и для линейной, более жесткой струк�
туры макромолекулы глюкоманнана.

Комплекс ЛФ с декстраном и тройная система
(таблица, 11, 12) ЛФ–декстран–ГМ (ММ 110 кДа)
также обладали меньшей активностью (556 и
621 усл. ед.) – 65 и 73% от активности нативного
ЛФ – 847 усл. ед. Подобный результат может объ�
ясняться глобулярной структурой декстрана. 

Анализ полученных данных в группе галактоман�
нанов (ГМ) показал, что в условиях используемой
нами тест�системы, комплексы 8 (ГМ с ММ
110 кДа) и 9 (ГМ с ММ 89 кДа) практически не изме�
няли величину АОА ЛФ – 840 и 826 усл. ед. соответ�
ственно. Незначительно изменял активность ЛФ
также и арабиногалактан (система 13) – 800 усл. ед.
(на 5.5%).

Таким образом, в результате исследования влия�
ния нейтральных и ионогенных полисахаридов на
антиоксидантную активность лактоферрина выяв�
лено 5 физиологически активных полисахаридов, а
именно: производные хитозана – N�3�метокси�2�
гидроксибензилхитозан и метилированный хито�
зан, а также галактозосодержащие полисахариды –
ГМ (110 кДа), ГМ (89 кДа) и АРГ. 

Влияние гликополимеров на детоксицирую�
щее действие ЛФ оценивали на двух моделях ток�
сикоза у животных: индуцированного противо�
опухолевым препаратом – цисплатином, широко
используемым в схемах полихимиотерапии и гепа�
тотропным ядом – четыреххлористым углеродом.

Цисплатин вызывает целый комплекс токсиче�
ских реакций. Применение этого препарата в высо�
ких дозах вызывает гибель животных от острой ток�
сичности. Из результатов, представленных на рис. 4,
следует, что однократное введение ДДП в дозе
16 мг/кг приводило к 60 ± 10%�ной гибели живот�
ных от острого токсикоза.

В контрольной группе животных, получавших
ЛФ человека (Лапрот), гибель от токсического дей�
ствия ДДП составила 20 ± 10%. Для индивидуаль�
ных полисахаридов аналогичная величина состави�
ла 60 ± 10%, т.е. полисахариды не проявляли деток�
сицирующей активности. В группах животных,
которым вводили системы из группы производных
хитозана – ЛФ–N�3�метокси�2�гидроксибензилхи�
тозан, ЛФ–метилированное производное, ЛФ–сук�
циноилхитозан и ЛФ–АРГ наблюдалось снижение
гибели животных до 30 ± 10%, а в группах животных,
которые получали комплексы из группы галакто�
маннанов – ЛФ–ГМ (ММ 89 кДа) и ЛФ–ГМ (ММ
110 кДа) летальность составила только 20 ± 10%
(рис. 4). 

Антиоксидантная активность лактоферрина в присутствии полисахарида

№ Система Ингибирование (50%), мкг/мл Активность, ед.

Производные хитозана

1 ЛФ–сукциноилхитозан 140 714

2 ЛФ–сульфосукциноилхитозан 160 625

3 ЛФ–сульфат хитозана 152 657

4 ЛФ–N�3�метокси�2�гидроксибензилхитозан 107 934

5 ЛФ–метилированное производное хитозана 109 917

Галактоманнаны (ГМ)

6 ЛФ–ГМ, ММ 226 кДа 239 418

7 ЛФ–ГМ, ММ 147 кДа 181 552

8 ЛФ–ГМ, ММ 110 кДа 119 840

9 ЛФ–ГМ, ММ 89 кДа 121 826

10 ЛФ–ГЛМ 157 637

11 ЛФ–декстран 180 556

12 ЛФ–декстран + ГМ (ММ 110 кДа) 161 621

13 ЛФ–арабиногалактан 125 800

Контроль ЛФ 118 ± 8 847

Контроль (полисахариды): сукциноилхито�
зан, сульфосукциноилхитозан, сульфат хито�
зана, N�3�метокси�2�гидроксибензилхито�
зан, метилированное производное хитозана; 
ГМ – ММ 226 кДа, 147 кДа, 110 кДа, 89 кДа; 
ГЛМ; декстран; арабиногалактан

не ингибируют
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Таким образом, в эксперименте в этой модели
индуцированного токсикоза установлено, что поли�
сахариды, не обладая собственным детоксицирую�
щим эффектом, практически не влияют на соответ�
ствующую активность лактоферрина. 

Токсикоз, вызываемый введением ССl4, прояв�
ляется в нарушении функций печени, что может
быть оценено, например, по продолжительности
наркотического (тиопенталового) сна. Влияние по�
лисахаридов на детоксицирующую актиность ЛФ в
составе комплексов оценивали по уменьшению
продолжительности этого сна, при этом исследуе�
мые системы вводили за 1 и за 24 ч до тиопентала.

Из результатов, представленных на рис. 5, следу�
ет, что введение CCl4 вызывало значительное увели�
чение продолжительности сна животных. Примене�
ние ЛФ человека и его комплексов с полисахарида�
ми за 1 ч до инъекции CCl4 приводило к
биологически значимому уменьшению продолжи�

тельности сна животных. При модификации теста,
т.е. при введении ЛФ за 24 ч до инъекции CCl4, кар�
тина изменялась. Время сна в контроле (чистый ЛФ)
увеличивалось на 86% по сравнению с предыдущим
тестом. Для трех систем (рис. 5) продолжительность
сна также увеличивалась. В то же время у трех си�
стем – ЛФ–сукциноилхитозана и ЛФ–галактоман�
нанов с ММ 89 и 110 кДа, продолжительность нар�
котического сна совпала с таковой при введении за
1 ч до CCl4. Таким образом, показано, что эти систе�
мы увеличивали или пролонгировали детоксициру�
ющую активность ЛФ.

Приведенные выше результаты побудили нас ис�
следовать влияние полисахаридов на время фукцио�
нирования ЛФ в печени и в кровяном русле модель�
ных животных – мышей. Через 3 ч после введения
ЛФ в организм его содержание в печени животных
контрольной группы составляло всего 5%. В то же
время в системах ЛФ–ГМ (89 кДа) и ЛФ–сукцино�
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Рис. 4. Влияние систем ЛФ–полисахарид на токсическое действие ДДП: 1 – контроль ДДП, 2 – контроль полисаха�
риды, 3 – ЛФ–N�3�метокси�2�гидроксибензилхитозан, 4 – ЛФ–метилированное производное хитозана, 5 – ЛФ–
сукциноилхитозан, 6 – ЛФ–ГМ (ММ 89), 7 – ЛФ–ГМ (ММ 110), 8 – ЛФ–АРГ, 9 – контроль ЛФ. Образцы вводили в
разовой дозе 10 мг/кг в течение 3 сут (курсовая доза 30 мг/кг). 
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Рис. 5. Продолжительность тиопенталового сна животных, получавших CCl4: 1 – контроль СCl4, 2 – контроль изото�
нический раствор, 3 – контроль полисахариды, 4 – контроль ЛФ, 5 – ЛФ–N�3�метокси�2�гидроксибензилхитозан,
6 – ЛФ–метилированное производное хитозана, 7 – ЛФ–сукциноилхитозан, 8 – ЛФ–ГМ (ММ 89), 9 – ЛФ–ГМ
(ММ 110), 10 – ЛФ–АРГ. Образцы вводили в разовой дозе 10 мг/кг в течение 3 сут (курсовая доза 30 мг/кг). 
I – тест за 1 ч, II – тест за 24 ч до введения CCl4.
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илхитозан (через 3 ч) и ЛФ–АРГ (через 2 ч) наблю�
дался высокий уровень ЛФ, который составил 90 ±
± 3%, 74 ± 9% и 89 ± 4% от введенной дозы. Даже че�
рез 1 сут после инъекций содержание ЛФ не падало
ниже 20% от введенной дозы.

Исследование сыворотки крови показало следу�
ющее. Через 3 ч после инъекции содержание ЛФ со�
ставляло 4%. Введение его в составе системы ЛФ–
сукциноилхитозан повышало уровень белка до 55 ±
± 13% от введенной дозы, который постепенно
снижался, достигая через 7 ч 25 ± 7%. При введе�
нии систем с галактоманнаном и арабиногалакта�
ном наблюдали аналогичный эффект: уровень ЛФ
через 3 ч также был выше (35 ± 5% и 25 ± 6% соот�
ветственно) и через 7 ч составлял 7 ± 1% и 3 ± 0.8%.
Следует отметить, что белок в составе всех комплек�
сов, введенных животным, мог быть выявлен через
24 ч, в то время как у животных контрольной группы
ЛФ человека через такой же срок наблюдения пол�
ностью отсутствовал.

Приведенные данные свидетельствуют о том, что
присутствие полисахаридов в исследованных систе�
мах способствует увеличению времени циркуляции
ЛФ в кровотоке и повышению его концентрации в
печени. Следовательно, полисахариды препятство�
вали элиминации ЛФ из организма.

Полученные результаты побудили нас проверить
предположение о взаимодействии белка и полисаха�
рида (на примере галактоманнана с ММ 89 кДа) с
помощью ДСК. Было использовано два подхода:
изотермическая калориметрия титрования и тепло�
вая денатурация белка.

Исходя из формы калориметрической кривой и
расчетов термодинамических параметров, можно
предположить, что лактоферрин имеет два типа
центров связывания с галактоманнаном: один с
константой 5–10 нМ, второй с константой около
0.5 мМ, исходя из средней молекулярной массы по�
лисахарида 89 кДа. Причем с каждым типом сайтов
белка связывается не более 2 молекул полисахирида. 

Для оценки возможных изменений стабильности
структуры молекулы ЛФ в результате взаимодей�
ствия с полисахаридом также была исследована теп�
ловая денатурация белка методом сканирующей ка�
лориметрии. 

ДСК лактоферрина в изотоническом растворе,
150 мM NaCl, не обнаружила явных различий тер�
модинамических параметров необратимой тепло�
вой денатурации индивидуального ЛФ и в присут�
ствии галактоманнана. Небольшие различия в эн�
тальпии и температуре максимума скорости
денатурации оказались меньше предела разреше�
ния метода для соответствующих величин, что не
исключает возможности взаимодействия белка с
галактоманнаном (данные изотермической кало�
риметрии титрования), оказывающего стабилизи�
рующее влияние на структуру молекулы ЛФ.

Таким образом, проведенные исследования по�
казали взаимодействие лактоферрина с галактоман�
наном in vitro в изотоническом растворе при 37°C,
которое, однако, не влияет на стабильность вторич�
ной и третичной структуры собственно макромоле�
кулы белка. Увеличение времени нахождения лакто�
феррина в организме в присутствии галактоманнана
позволяет предположить, что молекулы полисаха�
рида экранируют белок от действия протеаз или за�
трудняют его участие в других биохимических про�
цессах, замедляя его выведение. 

* * *

Приведенные результаты демонстрируют воз�
действие нейтральных и ионогенных полисахари�
дов на антиоксидантную и детоксицирующую ак�
тивности лактоферрина, а также на длительность
циркуляции его в организме. Использование теста
АОА позволило отобрать группу из 5 полисахари�
дов, активность которых в составе системы с ЛФ,
была выше или на уровне активности индивиду�
ального белка.

На двух моделях индуцированного токсикоза in
vivo показано, что ЛФ в составе отобранных систем
оказывал детоксицирующее действие в отношении
острых токсических реакций, вызванных введени�
ем цитостатика – ДДП и гепатотропного яда –
CCl4, что позволило говорить о сохранении биоло�
гической активности белка в комплексе с полиса�
харидами.

Определение ЛФ в составе комплексов в крови и
печени показало, что белок детектируется вплоть до
24 ч после введения, в то время как индивидуальный
ЛФ к этому сроку не детектируется вовсе. 

При совокупной оценке полученных результатов
выявлено, что образование комплексов лактофер�
рина с галактоманнанами (ММ 89 и 110 кДа) и сук�
циноилхитозаном приводит к наиболее выражен�
ным положительным изменениям физиологиче�
ских свойств ЛФ: детоксицирующая активность
белка остается неизменной или увеличивается на
фоне замедления его выведения из организма. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ: грант 09�04�13714�офи�ц.
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Abstract—The influence of neutral and ionic polysaccharides on the antioxidant (AOA) and detoxifying activities
of lactoferrin (LF) and the duration of its circulation in the body was studied. In addition to natural polymers, we
studied artificial chitosan derivatives with different functional groups. On the basis of AOA test, five polysaccharides
were selected. The study of the detoxifying effect of LF in two models of induced toxicity revealed polysaccharides
that maintained or increased the detoxifying activity of LF. We established that the formation of a complex of lacto�
ferrin with two galactomannans and succinyl chitosan caused positive changes in LF properties: the detoxifying
activity of the protein remained unchanged or increased, whereas its elimination from the body was decelerated.
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