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Растительно�микробные симбиозы (РМС),
которые формируются в результате мутуалисти�
ческого (взаимовыгодного) взаимодействия рас�
тений и микроорганизмов – эффективная страте�
гия ко�адаптации партнеров к неблагоприятным
условиям среды [1, 2]. Симбиозы с бактериями
или грибами улучшают минеральное питание
растений (на основе фиксации N2 или мобилиза�
ции питательных ресурсов почвы), а также их
устойчивость к патогенам и фитофагам (благодаря
синтезу токсинов и антибиотиков, либо индукции
иммунных реакций растений) и к ряду абиотиче�
ских стрессов [3]. Поэтому интродукция растений
в новые местообитания (которая происходит в
процессе как естественной эволюции, так и доме�
стикации растений) наиболее успешна в том слу�
чае, если она осуществляется в комплексе с полез�
ной микрофлорой, обеспечивающей быструю
адаптацию хозяев к стрессовым условиям [4]. 

Удобной моделью для изучения адаптивных
процессов, происходящих при совместной ми�
грации растений и бактерий в новые условия, яв�
ляется N2�фиксирующий бобово�ризобиальный
(клубеньковый) симбиоз, изучение которого про�
водится с помощью широкого арсенала совре�

менных подходов, включая методы молекуляр�
ной экологии и математического моделирования
[5, 6]. Развитие клубенькового симбиоза опреде�
ляется комплементарными генными системами
партнеров, которые возникли в результате их
продолжительной (60–70 млн. лет) коэволюции
[2]. Ключевую роль в развитии симбиоза играют
бактериальные nod�гены, которые кодируют син�
тез липо�хито�олигосахаридных Nod�факторов –
сигналов, активирующих системные и локальные
ответы у растений. В результате сигнального вза�
имодействия партнеров происходит инфициро�
вание и развитие клубеньков, кульминацией ко�
торого является эндоцитоз бактерий в раститель�
ные клетки, где образуются N2�фиксирующие
бактероиды (у эволюционно продвинутых бобо�
вых “галегоидного” комплекса, включающего ро�
ды Galega L., Medicago L., Pisum L., Trifolium L.,
дифференцировка бактерий в бактероиды явля�
ется необратимой). Бактероиды поддерживаются
в органеллоподобных внутриклеточных компарт�
ментах, симбиосомах, которые осуществляют ак�
тивный экспорт продуктов нитрогеназной реак�
ции (главным образом, аммоний) и импорт С�со�
единений (дикарбоновые кислоты), используемых
для ее обеспечения энергией. 
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ПРОВОРОВ и др.

Повышение эффективности РМС и их широ�
кое использование в сельскохозяйственной прак�
тике основано на изучении эколого�генетических
и молекулярных механизмов взаимодействия
партнеров, определяющего их взаимную адапта�
цию к различным агроклиматическим условиям.
Хотя в условиях почвы не способные к азотфик�
сации штаммы ризобий часто проявляют более
высокую экологическую приспособленность, чем
активные азотфиксаторы, основным направлени�
ем коэволюции партнеров клубенькового симбио�
за является повышение эффективности симбио�
трофного питания растений азотом, сопровождае�
мое возрастанием структурной организованности
и функциональной целостности симбиоза. Знания
о популяционных факторах и молекулярных меха�
низмах этой эволюции могут быть использованы
для конструирования улучшенных РМС и их ши�
рокого внедрения в экологически устойчивое аг�
ропроизводство, основанное на замене химика�
тов микробными препаратами [3].

Интродукция растительноAмикробных систем из
центров происхождения в регионы возделывания.
Эволюция РМС в условиях агроценоза определя�
ется совместной миграцией растений и микро�
организмов из центров происхождения (где на�
блюдается большое разнообразие партнеров и
их высокая зависимость от симбиоза) в регионы
возделывания (где разнообразие партнеров сни�
жено, а эффективность их взаимодействия огра�
ничена активным применением удобрений и
пестицидов). В том случае, если новые условия
обитания неблагоприятны для исходных сим�
бионтов (ИС), мигрировавших совместно с хо�
зяевами, эволюция РМС может идти по разным
сценариям. Один из них заключается в адапта�
ции ИС к новым условиям, которая приводит к
выживанию ограниченного спектра микробных
генотипов. Второй сценарий подразумевает воз�
никновение новых симбионтов (НС) путем пере�
носа симбиотических (sym) генов из ИС в местные
бактерии, интенсивность которого может повы�
шаться в ходе симбиотического взаимодействия. И
наконец, третий эволюционный сценарий преду�
сматривает расширение спектра симбионтов, спо�
собных вступать в симбиоз с растением, за счет
утраты последним избирательности взаимодей�
ствия с почвенными микроорганизмами.

Первый сценарий был показан для ризобий
клевера (Rhizobium leguminosarum bv. trifolii), ин�
тродукция которых вместе с клевером перемен�
чивым (Trifolium ambiguum Bieb.) из кавказского
центра происхождения в североамериканские ре�
гионы возделывания резко снизила полиморфизм
бактериальных популяций [7]. Широкое таксоно�
мическое разнообразие симбионтов культурной
сои, Glycine max (L.) Merr. и G. soja Siebold & Zucc.
(Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii, Sinorhizobium
fredii) наблюдается в Китайском центре проис�

хождения, тогда как в сельскохозяйственных зо�
нах США это разнообразие ограничено лишь не�
которыми генотипами B. japonicum [2].

Второй сценарий – возникновение НС путем
переноса sym�генов из ИС в местные бактерии
(таблица) – обеспечивается локализацией генов
симбиоза на Sym�плазмидах (pSym) или в “геном�
ных островах”, которые содержат гены образова�
ния клубеньков (nodAгены) и фиксации N2 (nif/fixA
гены, кодирующие синтез и функционирование
нитрогеназы). Хотя частоты переноса этих генов
невелики, его вклад в эволюцию симбиотических
бактерий весьма значителен, поскольку при взаи�
модействии с растениями редко возникающие ре�
комбинанты подхватываются частотнозависимым
отбором и быстро вовлекаются в микроэволюци�
онные процессы [8].

Такая адаптивная стратегия была осуществлена
при интродукции: а) фасоли (Phaseolus vulgaris L.)
из южноамериканского центра происхождения в
Европу совместно с ризобиями R. tropici и R. etli, ко�
торые послужили для местных бактерий донорами
pSym [9, 10]; б) лядвенца (Lotus corniculatus L.) из
Средиземноморья в Австралию совместно с ри�
зобиями Mesorhizobium loti, которые послужили для
местных бактерий донорами хромосомных “сим�
биотических” островов [11]. Рекомбинанты, воз�
никающие при гибридизации интродуцированных
и местных бактерий, закрепляются в популяциях
благодаря экспрессии nod�генов, обеспечиваю�
щей размножение бактерий в клубеньках. Однако
N2�фиксирующая активность вновь возникших
НС обычно является низкой или нулевой, что
связано с нарушениями экспрессии nif/fix�генов
на новом генетическом фоне [12].

Мы изучили эти эволюционные процессы,
сравнив полиморфизм популяций R. leguminosa�
rum bv. viciae из Украины (область интенсивного
возделывания вики, Vicia sativa L. и V. villosa
Roth.) и Средней Азии (центр разнообразия рода
Vicia L.) [13]. Среднеазиатские популяции R. legu�
minosarum bv. viciae оказались высоко полиморф�
ными по составу плазмид (что связано с таксоно�
мическим разнообразием хозяев, представлен�
ных более чем 15 видами Vicia) и обладали низкой
активностью утилизации сахаров (отсутствующих
в низкоплодородных сероземных почвах полупу�
стынной зоны, покрытых редкой растительно�
стью). Однако эти штаммы проявляли высокую
активность симбиоза, которая отражает сильную
зависимость бактерий от растений. 

В противоположность этому, украинская по�
пуляция R. leguminosarum bv. viciae была низко по�
лиморфной по составу плазмид, активно усваивала
сахара (доступные в плодородных черноземных
почвах, покрытых плотной растительностью). Од�
нако симбиотическая эффективность украинских
штаммов по сравнению со среднеазиатскими была
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снижена, что отражало меньшую зависимость от
хозяев, которая проявлялась у бактерий в благо�
приятных эдафических условиях [13]. 

Высокая зависимость популяционной струк�
туры бактерий, интродуцированных вместе с хо�
зяевами в новую экологическую зону, от адапта�
ции к местным эдафическим факторам была по�
казана также для популяций R. leguminosarum bv.
trifolii, мигрировавших совместно с красным и бе�
лым клевером (Trifolium pratense L., T. repens L.) в
бореальную экосистему о. Средний (Белое море),
где эти бактерии взаимодействовали с генетически
родственными штаммами R. leguminosarum bv. vici�
ae – симбионтами местных видов вики (Vicia L.) и
чины (Lathyrus L.) [14]. Эта адаптация выразилась
в повышенном разнообразии хромосомных марке�
ров у R. leguminosarum bv. trifolii (показанного путем
ПЦР�анализа локуса IGS), тогда как разнообразие
находящихся на pSym локусов nod и nif было низ�
ким, показывая, что интродуцированные ри�
зобии клевера эволюционировали путем адапта�
ции к почвенным нишам, контролируемой в ос�
новном хромосомными генами. В объединенной
популяции R. leguminosarum (bv. trifolii + bv. viciae)
выявлена высокая панмиктичность (случайное
комбинирование плазмидных и хромосомных
локусов), показавшая значительный вклад гори�

зонтального переноса sym�генов в формирова�
ние популяционной структуры. Этот фактор иг�
рает ключевую роль в эволюции симбиоза, обес�
печивая формирование у ризобий новых генных
систем, контролирующих взаимодействие с рас�
тениями [2].

Для того чтобы выяснить, почему бактерии,
интродуцированные совместно с хозяевами в но�
вые условия, эволюционируют главным образом
благодаря адаптациям к эдафическим факторам,
а не к растению�хозяину, мы использовали мето�
дологию математического моделирования эволю�
ционных процессов, которые происходят в бакте�
риальных популяциях на автономных и симбио�
тических стадиях жизненного цикла. 

Моделирование коэволюционных процессов.
Используя методы математической композиции,
мы разработали схемы компьютерных экспери�
ментов по изучению эволюции РМС в природных
экосистемах и агроценозах [15]. Созданные моде�
ли позволили нам объединять процессы конку�
ренции ризобий за почвенные, ризосферные и
клубеньковые ниши в серию циклов, представля�
ющих длительный (неограниченный во времени)
эволюционный процесс. Компьютерные экспе�
рименты показали, что возникновение у микро�
симбионтов адаптаций к выживанию в почве и к

Эволюция новых видов ризобий путем горизонтального переноса sym�генов в местные бактерии, связанного с
интродукцией бобовых растений�хозяев в новые местообитания (библиография дана в обзоре [2]).

Растение�хозяин
Направление 

(возраст) интро�
дукции растений

Ризобии, интро�
дуцированные 
вместе с хозяи�

ном, доноры 
sym�генов

Местные бакте�
рии, предполагае�
мые реципиенты 

sym�генов

Новые симбионты, 
возникшие в обла�
стях интродукции

Передаваемые 
генетические 

элементы 

Lotus corniculatus L. Европа → Новая 
Зеландия (7 лет)

Mesorhizobium loti Асимбиотиче�
ские штаммы 
Mesorhizobium

Mesorhizobium sp. Хромосомные 
острова 
(до 611 т.п.н.)

Biserrula pelecinus L. Средиземномо�
рье → Австралия 
(12 лет)

Mesorhizobium sp. То же То же То же 

Robinia 
pseudoacacia L.

Северная Амери�
ка → Европа 
(≈300 лет)

Mesorhizobium 
huakuii

Местные 
ризобии и агро�
бактерии

M. loti, M. amor�
phae, R. leguminosa�
rum, R. tropici

Возможно, 
симбиотиче�
ские 
острова

Amorpha fruticosa L. Северная Амери�
ка → Китай
(≈50 лет)

Mesorhizobium 
amorphae

Местные
 ризобии

Mesorhizobium sp., 
R. leguminosarum, 
B. elkanii 

То же

Phaseolus vulgaris L. Северная и Цен�
тральная Амери�
ка → Европа 
(≈500 лет)

Rhizobium tropici, 
R. etli

Местные ри�
зобии и агробак�
терии

R. leguminosarum bv. 
phaseoli, R. gallicum, 
R. giardinii

Возможно, 
Sym�плазмиды

Glycine max (L.) 
Merr.

Северная Амери�
ка → Южная 
Америка
(≈80 лет)

Bradyrhizobium 
japonicum 

Местные 
ризобии и агро�
бактерии

Rhizobium sp., 
B. elkanii

Нет данных



232

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 49  № 3  2013

ПРОВОРОВ и др.

образованию клубеньков являются результатом
быстро протекающих микроэволюционных про�
цессов, которые зависят от индивидуального (Дар�
виновского, частотно�зависимого) отбора, проис�
ходящего при конкуренции между различными
штаммами бактерий на ранних стадиях симбиоза
(преинфекция, проникновение в корневые волос�
ки). Благодаря этим процессам из почв могут “из�
влекаться” очень редкие (возникающие с частота�
ми менее 10–12) рекомбинанты, для закрепления
которых в ассоциированных с растениями мик�
робных популяциях оказывается достаточным
небольшого числа (10–15) микроэволюционных
циклов [2].

В то же время эволюция высокой активности
N2�фиксации является гораздо более длительным
процессом, основанным на групповом отборе,
который происходит при конкуренции между
внутриклубеньковыми клонами за трофические
ресурсы, предоставляемые хозяином на поздних
стадиях симбиоза (функционирование глубоко
дифференцированных бактероидов в составе зре�
лых симбиосом). Этот отбор особенно важен для
эволюции ризобий – симбионтов бобовых “гале�
гоидного” комплекса, поскольку характерная для
них необратимая дифференцировка бактероидов
является результатом межвидового альтруизма,
“запрещенного” в рамках Дарвиновской пара�
дигмы адаптивной эволюции [16].

Кроме того, эволюция ризобий на повышение
активности N2�фиксации происходит in planta,
где она определяется дифференциальным раз�
множением N2�фиксаторов под контролем мета�
болических обратных связей с растением�хозяи�
ном, поставляющим С�соединения в активно фик�
сирующие N2 клубеньки [17]. Если растения
испытывают дефицит азота, характерный для при�
родных экосистем, то эти обратные связи весьма
эффективны, что и позволяет растениям разви�
ваться на основе симбиотрофного питания азотом.
Однако регуляторные связи партнеров могут нару�
шаться при активном внесении удобрений, про�
дукты ассимиляции которых подавляют развитие
симбиоза. Поэтому в естественных экосистемах
эволюция НС продолжается вплоть до их преоб�
разования в активные азотфиксаторы, тогда как в
агроценозах это преобразование резко замедлено
или даже полностью блокировано, в связи с чем в
почвенных популяциях накапливаются виру�
лентные штаммы, не способные к активной фик�
сации N2.

Результаты математического моделирования
эволюционной динамики симбиоза показали, что
интродукция РМС в агроценозы должна базиро�
ваться на быстро возникающих ко�адаптациях
партнеров и будет успешной лишь в том случае,
если совместно мигрировавшие генотипы обла�
дают высоко специфичными механизмами узна�

вания, обеспечивающими избирательную иноку�
ляцию растений эффективными микросимбионта�
ми [18]. Такие механизмы позволяют исключить
неэффективные штаммы (НС или местные геноти�
пы) из инфицирования растений, которые таким
образом инокулируются только специально подо�
бранными или сконструированными активными
N2�фиксаторами. Моделирование популяционной
динамики симбиоза может быть использовано и
для оценки эколого�генетических последствий
интродукции в агроценозы модифицированных
штаммов ризобий, которые могут оказаться по
отношению к аборигенному микробиоценозу
источниками генов, влияющих на развитие рас�
тений [2, 18].

Интродукция коAадаптированных микробноA
растительных систем в агроценозы. На молекуляр�
ном уровне сопряженная эволюция растений и
бактерий основана на их высокоспецифичном
узнавании и сигнальном взаимодействии, которые
обеспечивают формирование коадаптированных
генетических комбинаций партнеров и, как след�
ствие, устойчивость симбиоза к неблагоприятным
факторам среды. Образуемые бактериями Nod�
факторы имеют высокое сходство с сигнальными
молекулами грибов арбускулярной микоризы –
Myc�факторами [19, 20]. Бобовые растения спо�
собны распознавать структуру Nod�факторов за
счет белковых комплексов, в состав которых вхо�
дит не менее двух высокоспецифичных рецептор�
ных киназ [21]. Одиночные замены аминокислот в
последовательностях данных белков могут приво�
дить к смене специфичности распознавания Nod�
факторов различными видами бобовых [22–24].
Генетическая трансформация растений люцерны
M. truncatula Gaertn. экспрессионными конструк�
циями с генами, кодирующими рецепторные ки�
назы Nfr1 и Nfr5 лядвенца японского (Lotus
japonicus (Regel) K. Larsen), приводит к тому, что
люцерна начинает формировать клубеньки с
“чужеродными” симбионтами лядвенца, Me�
sorhizobium loti [25]. Однако фиксации азота в та�
ких клубеньках не происходит, что указывает на
различие лядвенца и люцерны по генам, контро�
лирующим последующие стадии симбиоза, на�
пример, глубокую дифференцировку бактерои�
дов [26]. В ходе эволюции система узнавания
Nod�факторов растением, вероятно, возникла на
основе рецепторов, распознающих Myc�факторы,
либо хитинподобные элиситоры защитных реак�
ций растения. У бобовых данная система обеспе�
чивает проникновение в растение лишь строго
определенных ризобий, не допуская, таким обра�
зом, превращения мутуалистических взаимодей�
ствий в паразитические.

Рассмотренный выше третий сценарий эволю�
ции РМС, предполагающий расширение симбио�
тической специфичности растения при интро�
дукции в новые местообитания, вероятно, реали�
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зуется благодаря молекулярной эволюции генов,
кодирующих рецепторы Nod�факторов. В преде�
лах вида горох посевной (Pisum sativum L.) выде�
ляется группа дикорастущих “афганских” линий
(представители подвида P. sativum ssp. abyssini�
cum), несущих аллель гена sym2A, которая блоки�
рует инфицирование растений подавляющим
большинством штаммов ризобий из европейских
почв [27, 28]. Устойчивость, кодируемая аллелью
sym2A, может быть преодолена штаммами R. legu�
minosarum bv. viciae, которые несут ген nodX, редко
встречающийся в европейских популяциях [29–
31]. Этот эффект связан с тем, что ген nodX коди�
рует повторное ацетилирование Nod�фактора, ко�
торый приобретает сродство к гипотетическому
белковому рецептору, кодируемому геном Sym2.

В то же время вариант рецептора, кодируемый
доминантной аллелью Sym2E, характерной для
культурных форм гороха (P. sativum ssp. sativum),
обладает низкой специфичностью к бактериаль�
ным сигналам и “разрешает” нодуляцию расте�
ний широким спектром штаммов R. leguminosa�
rum bv. viciae, как содержащих ген nodX, так и ли�
шенных его. Вероятно, возникновение такой
аллели явилось необходимой предпосылкой для
продвижения предковых форм культурного горо�
ха из Малой Азии в Европу, где широко распро�
странены аборигенные штаммы R. leguminosarum
bv. viciae – симбионтов дикорастущих видов
Lathyrus spp. и Vicia spp. Эти штаммы не несут гена
nodX, однако подавляют инокуляцию гороха
nodX�содержащими штаммами, интродуцирован�
ными совместно с горохом. 

На основе описанного эволюционного сцена�
рия может быть разработана эффективная страте�
гия для интродукции комплементарных сочета�
ний генотипов партнеров в агроценозы. Такая ин�
тродукция очень важна для гороха (P. sativum),
производственная инокуляция которого часто
неэффективна из�за того, что штаммы R. legumi�
nosarum bv. viciae, отселектированные на высокую
азотфиксирующую активность, оказываются не�
способными конкурировать за образование клу�
беньков с аборигенными штаммами R. legumi�
nosarum bv. viciae – симбионтами чины и вики. По
отношению к гороху эти штаммы неэффективны,
однако при его инокуляции оказываются более
конкурентоспособными, чем эффективные ком�
мерческие штаммы�инокуляты. 

Для обеспечения высокой конкурентоспособ�
ности производственных штаммов в сорта культур�
ного гороха (P. sativum ssp. sativum) из дикорастущих
“афганских” линий (P. sativum ssp. abyssinicum) пу�
тем возвратного скрещивания была введена аллель
sym2A, которая блокирует инфицирование расте�
ний подавляющим большинством аборигенных
штаммов. Введение гена nodX в производствен�
ные штаммы R. leguminosarum bv. viciae позволяет

им вступать в симбиоз со специально сконструи�
рованными линиями P. sativum ssp. sativum гено�
типа sym2A/sym2A, устойчивыми к инфицирова�
нию неэффективными (аборигенными или вновь
возникшими) штаммами. Специфичность этой
системы “ген�на�ген” может быть еще более по�
вышена благодаря замене гена nodX на гетероло�
гичный (выявленный у ризобий сои, но отсут�
ствующий у ризобий гороха) ген nodZ, который
позволяет рекомбинантным штаммам R. legumi�
nosarum bv. viciae преодолевать sym2A�кодируемую
устойчивость гороха к инокуляции ризобиями
благодаря фукозилированию Nod�фактора [31].

Однако участие подобных систем “ген�на�ген”
и кодируемых ими высокоспецифичных факторов
узнавания в контроле бобово�ризобиального сим�
биоза ограничено [27], поскольку, в отличие от фи�
топаразитарных взаимодействий, при мутуализме
растение “заинтересовано” в сохранении способ�
ности к симбиозу с широким спектром микросим�
бионтов, находящихся в почве. В отсутствие таких
систем проблема конкуренции между производ�
ственными и местными штаммами ризобий мо�
жет быть решена путем конструирования реком�
бинантных штаммов, у которых интенсивная фик�
сация N2 сочетается со способностью активно
конкурировать с неактивными азотфиксаторами
за образование клубеньков и выживание в почве. У
клубеньковых бактерий клевера (R. leguminosarum
bv. trifolii) такое сочетание было достигнуто благо�
даря введению генов tfx, кодирующих синтез оли�
гопептидного антибиотика трифолиотоксина, в
симбиотически активные штаммы: полученные
рекомбинанты приобрели высокую конкуренто�
способность донора, сохранив характерный для
реципиента уровень нитрогеназной активности
[32]. Аналогичный эффект был достигнут и при
передаче tfx�генов в ризобии фасоли (R. etli) и лю�
церны (Sinorhizobium meliloti): полученные реком�
бинанты приобрели способность успешно конку�
рировать с родительским штаммом за образова�
ние клубеньков у Phaseolus vulgaris L. и Medicago
sativa L. соответственно [33].

Для комбинирования высокой симбиотиче�
ской активности и выживаемости в почве у ри�
зобий вики (R. leguminosarum bv. viciae) мы [34] ис�
пользовали плазмиду pSym1032 штамма Rl1032,
кодирующую широкий комплекс адаптивно зна�
чимых признаков, включая активную фиксацию
N2, успешную конкуренцию за образование клу�
беньков у вики мохнатой (Vicia villosa) и устойчи�
вость к кислой реакции среды. Конъюгативный
перенос этой плазмиды в штаммы R. leguminosa�
rum bv. viciae, обладающие низкой активностью
N2�фиксации (изоляты из местных популяций
Украины) позволил получить широкий спектр ре�
комбинантов, среди которых 10% оказались ак�
тивными N2�фиксаторами, обладающими высо�
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кой конкурентоспособностью и кислотоустойчи�
востью [34].

Для генетического конструирования ризобий
люцерны (S. meliloti), обладающих повышенной
конкурентоспособностью, мы [35] с использова�
нием метода неспецифического Tn5�мутагенеза
получили серию мутаций, вызывающих наруше�
ния данного признака. Гены cmp, маркированные
этими мутациями, были локализованы на всех
трех репликонах (хромосома и две мегаплазмиды)
высокоэффективного и конкурентоспособного
штамма СХМ1�105 S. meliloti. Некоторые из этих
генов кодируют адаптивно значимые признаки
бактерий, которые могут быть изучены на лабора�
торных средах (скорость роста, устойчивость к
антибиотикам или фагам, синтез липо�, экзо� или
капсулярных полисахаридов). Однако для целей
генетического конструирования наиболее при�
влекательными оказались гены, лишенные про�
явления ex planta, так как перенос этих генов (пу�
тем трансдукции фагом ϕM12 или конъюгации с
помощью различных векторных плазмид) в ис�
ходные мутанты вызывает повышение их конку�
рентоспособности до уровня “дикого типа”. При
введении одного из этих генов, cmp�107 (располо�
жен на мегаплазмиде�1, кодирует мембранный
белок с неизвестными функциями) в дефектный
по данному гену мутант в составе низкокопийной
плазмиды pLw107�8 удалось добиться повышения
конкурентоспособности рекомбинантов по срав�
нению с высокоактивным родительским штам�
мом [36].

Приведенные примеры показывают возмож�
ность использования знаний об эволюционной
генетике и молекулярной экологии РМС для раз�
вития сельскохозяйственных биотехнологий, ос�
нованных на широком использовании микроб�
ных препаратов в растениеводстве. Изучение
происходящей в природе коэволюции растений и
микроорганизмов дает исследователям продук�
тивные подходы для улучшения РМС, которое
направлено на повышение эффективности взаи�
модействия партнеров [2]. 

Работа поддержана грантами РФФИ (11�04�
01899а, 12�04�00409a), Президента РФ НШ�
337.2012.4 и Госконтрактами с Минобрнауки РФ
(16.552.11.7085, 12.740.11.0233).
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Abstract—The review summarizes the results of studies on the comigration of tubercular bacteria and bean
plants to new habitats, which is often accompanied by a decrease in the symbiosis efficiency due to a loss of
the diversity of genes responsible for the interaction. This migration may lead to a rise in new symbionts as a
result of gene transfers from initial symbionts to local bacteria. It was demonstrated that typically new sym�
bionts lack an ability for N2 fixation but are highly competitive, blocking the inoculation of bean cultures by
industrial strains. The design of coadapted systems of recognition and signal interaction of partners is a per�
spective approach to ensure competitive advantages of efficient rhizobia strains introduced into agrocenoses,
together with host plants, over inactive local strains.
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Мутуалистический симбиоз между клубенько�
выми бактериями (Rhizobium leguminosarum) и
бобовыми растениями (Leguminosae) – уникаль�
ное биологическое явление, изучение теорети�
ческих основ которого важно в практическом ас�
пекте для получения высоких урожаев бобовых
растений, повышения азотного плодородия
почв, сохранения экологической стабильности
почвенной среды. В отличие от патогенеза, бо�
бово�ризобиальный симбиоз – полезное для
обоих организмов сожительство. Проникая в
клетки растения, клубеньковые бактерии спо�
собствуют формированию “эндоэкологической
ниши” в виде корневых клубеньков, в которых
ризобии фиксируют атмосферный азот (N2) за
счет энергетических ресурсов растения�хозяина,
давая растению взамен усвояемый им минераль�
ный азот (NH3).

Формирование бобово�ризобиального симбио�
за требует успешного инфицирования корней бо�
бовых растений ризобиями (микросимбионт) и об�
разования симбиотических структур. Это сложные
постепенно развивающиеся процессы, осуществ�
ляемые клубеньковыми бактериями под контро�
лем растения�хозяина (макросимбионт) [1, 2].

Необходимым условием для инфицирования и
образования клубеньков (нодуляция) бобовых
растений является прикрепление ризобий к кон�
чику корневого волоска. У адсорбированных на
поверхности корня бактерий под влиянием спе�
цифических для ризобий растительных флавоно�

идов (дайдзеин, апигенин, лютеолин и др.) ини�
циируется экспрессия Nod�генов, конечными
продуктами которых являются бактериальные
сигнальные молекулы – липохитоолигосахари�
ды – Nod�факторы (NF). Эти сигналы воспри�
нимаются эпидермальными клетками корня, на
плазмалемме которых локализованы рецепторы
NF – рецептор�подобные киназы (receptor�like
kinases, RLK): LysM RLK и LRR (leucine rich re�
peat) RLK. Первая из них содержит внеклеточные
лизиновые мотивы, вторая (LRR) – богата лейци�
новыми повторами [3]. Наличие двух (или более)
рецепторов в эпидермальных клетках объясняет�
ся, вероятно, их разной ролью в инициации
включения сигнальных путей, ведущих к инфи�
цированию растения ризобиями и образованию
корневых клубеньков [4, 5]. Молекулярное взаи�
модействие NF и RLK включает определенные
ответы макросимбионта, такие, как ионные из�
менения, защелачивание цитоплазмы, колебания
концентрации Са2+ и экспрессия генов, которые
приводят к бактериальной инвазии и формирова�
нию клубенька [6, 7]. В первые минуты после воз�
действия на клетки корня очищенного NF или
ризобий наблюдается быстрый транспорт ионов
кальция в цитоплазму через плазмалемму, что
сопровождается деполяризацией мембраны и отто�
ком ионов хлора и калия из цитоплазмы во внекле�
точное пространство корневых волосков. Колеба�
ния в концентрации цитозольного Са2+ наблюдают�
ся спустя 10–15 мин после индукции потока

ВЛИЯНИЕ РИЗОБИАЛЬНОЙ (Rhizobium leguminosarum) ИНОКУЛЯЦИИ
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кальция в цитоплазму [8]. Подобные изменения в
концентрации Са2+ вызывают (с участием активи�
рованной Са2+�кальмодулинзависимой киназы)
фосфорилирование белков – транскрипционных
факторов, дальнейшую трансдукцию NF�сигнала и
экспрессию ядерных симбиотических генов [9]. Та�
ким образом, этим самым Са2+�сигнальная система
участвует в рецепции симбиотических сигналов
на самых ранних стадиях взаимодействия сим�
бионтов.

Кроме ионов Са2+ сигнальную роль на ранних
этапах симбиоза играют активные формы кисло�
рода (АФК), такие, как супероксидный анион�ра�

дикал  пероксид водорода (Н2О2) и др. Пока�

зано, что АФК активируют Са2+�каналы, которые
являются сигнальным механизмом, ведущим к
полярному росту корневого волоска [10]. Много�
численные исследования по вовлечению АФК в
систему сигнализации растений также подтвер�
ждают участие Са2+ в этих процессах [11–13].

Одним из важных источников генерации АФК в
растениях является НАДФН�оксидазная фермент�
ная система, локализованная на плазматической
мембране клетки. Ингибирование активности
НАДФН�оксидазы ведет не только к уменьшению
генерации АФК, но и к торможению образования
инфекционных нитей при симбиотических взаи�
моотношениях люцерны и Sinorhizobium meliloti [14,
15]. Необходимо отметить, что усиление Са2+�сиг�
нала происходит в том числе и за счет его взаимо�
действия с различными белками, которые после
этого способны осуществлять ионный транспорт,
функциональные, регуляторные и другие функ�
ции, поддерживать определенный уровень кальция
в структурах и органеллах клетки. 

С ферментом НАДФН�оксидазой (КФ 1.6.3.1)
связывают, по крайней мере, два звена в метабо�
лизме: генерацию АФК и потоки Са2+ [16]. Пред�
полагается, что АФК и Са2+ являются основными
сигнальными элементами в механизме регуляции
активности мембранной НАДФН�оксидазы у
растений [17]. НАДФН�оксидаза растений лока�
лизована на плазмалемме клеток корня и активи�
руется при действии на растение абиотических и
биотических стрессоров [18]. Образовавшиеся в
результате активации этого фермента АФК защи�
щают растение от патогенов путем участия в реак�
ции сверхчувствительности клеток, системной
приобретенной и индуцированной устойчивости, в
укреплении клеточной стенки как механического
барьера на пути инфекции [19]. Роль АФК при му�
туалистических взаимодействиях неоднозначна: с
одной стороны, они способствуют развитию бобо�
во�ризобиального симбиоза; с другой – выполня�
ют защитную роль как сигнальные и цитотоксиче�
ские соединения [20]. 

( )O•
2 ,−

В отличие от патогенного воздействия на рас�
тения, роль НАДФН�оксидазы и связанного с ее
функциональной активностью кальция в мутуа�
листических взаимодействиях до конца не ясна. В
частности, нерешенным остается вопрос о меха�
низмах регуляции НАДФН�оксидазы растений.
Как уже отмечалось, важную роль в этом меха�
низме может играть Са2+ [16]. Этим растительная
НАДФН�оксидаза отличается от животной, по�
скольку содержит на цитозольном N�терминаль�
ном участке Са2+�связывающие мотивы (EF�ру�
ка) [17]. Это обеспечивает непосредственное сти�
мулирование активности фермента с помощью
ионов кальция, выход которых из внеклеточного
пространства в цитоплазму инициируется экзо�
генными и эндогенными факторами. 

Цель работы – изучение влияния ионов Са2+ на
функциональную активность НАДФН�оксидазы в
корнях этиолированных проростков гороха и влия�
ние клубеньковых бактерий на этот процесс. 

МЕТОДИКА

Объектом исследований служили проростки
гороха посевного (Pisum sativum L.), сорт Ямаль�
ский, выращенные в пластмассовых кюветах на
влажной фильтровальной бумаге при 22°С. Для
поддержания заданной температуры с точностью
до ±0.5°С использовали электрический термостат
с водяной рубашкой ЗЦ�1125М (Россия). Перед
замачиванием семена трижды промывали теп�
лой проточной водой с мылом и обеззараживали
3%�ным раствором Н2О2 в течение 15 мин. За�
тем семена заливали дистиллированной водой
(60°С) и помещали в термостат для набухания
при 22°С на 3–4 ч. После этого семена перекла�
дывали в кювету на влажную фильтровальную
бумагу и проращивали при 22°С в течение 48 ч.
Полученные таким образом исходные растения
использовали для дальнейшей работы, для чего
выбирали проростки с одинаковыми размерами
корней. В экспериментах использовали 48�часо�
вые проростки гороха, которые в зависимости от
варианта опыта инокулировали клубеньковыми
бактериями Rhizobium leguminosarum bv viceae,
эффективного производственного штамма 1060
в концентрации 2 × 108 кл./мл (1 мл/проросток).
Штамм получен из коллекции Всероссийского
научно�исследовательского института сельско�
хозяйственной микробиологии РАСХН (Санкт�
Петербург, Россия). Контрольным вариантом слу�
жили неинокулированные ризобиями проростки,
выращенные на дистиллированной воде.

Проростки инкубировали на растворах изучае�
мых соединений в течение 5, 10, 20 и 30 мин. В ис�
следованиях применяли экзогенный кальций
(100 мкМ CaCl2), а интенсивность потока в клет�
ках эндогенного кальция изменяли путем дей�
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ствия на проростки активатора кальциевых кана�
лов амиодарона (“Sigma�Aldrich”, США) в концен�
трации 300 мкМ и блокатора кальциевых каналов
хлорида лантана в концентрации 400 мкМ. В каче�
стве хелатора ионов кальция использовали 100 мкМ
раствор этиленгликоль тетрауксусной кислоты
(ЭГТА) (“Sigma�Aldrich”, CША). 

Активность НАДФН�оксидазы измеряли в
микросомальной клеточной фракции корней, по�
лученной методом дифференциального центри�
фугирования. Для этого корни отмывали дистил�
лированной водой, взвешивали и гомогенизиро�
вали в предварительно охлажденной ступке в
буферном растворе (50 мМ HEPES�KOH, рН 7.8),
содержащем 250 мМ сахарозу и 0.1 мМ ЭДТА [23].
Далее гомогенат фильтровали через капроновую
ткань и центрифугировали при 600 g в течение
15 мин для осаждения тяжeлых органелл и компо�
нентов клетки. Надосадочную жидкость центри�
фугировали при 42000 g в течение 20 мин для оса�
ждения митохондрий. Полученный супернатант
вновь центрифугировали при 140000 g в течение
1 ч. Микросомальную клеточную фракцию выде�
ляли с помощью дифференциального центрифу�
гирования на препаративной цетрифуге “Sorvall
Discovery 90SE” (“Hitachi”, Япония�США). Су�
пернатант, содержавший цитозольную фракцию,
отделяли, осадок (микросомальная фракция,
включающая в себя плазмалемму, тонопласт,
мембраны аппарата Гольджи и эндоплазматиче�
ский ретикулум) суспендировали в том же буфе�
ре, который использовали для гомогенизации
корней. 

В полученной таким образом микросомальной
фракции определяли НАДФН�оксидазную ак�
тивность. Для этого к реакционной среде, состоя�
щей из 0.8 мл буферного раствора (50 мМ НЕРЕS�
KOH, pH 7.8), 0.1 мМ ЭДТА и 1.0 мкМ КСN до�

бавляли 0.2 мл пробы и инкубировали 1 мин при
30°С. Реакцию инициировали добавлением
100 мкМ НАДФН. Скорость окисления реги�
стрировали на спектрофотометре Specord S�100
(“Analytik Jena”, Германия) по уменьшению в
адсорбции при λ = 340 нм (А340) в течение 5 мин и
рассчитывали с коэффициентом экстинции
6.22 мМ–1 см–1. Активность фермента выражали в
нмоль/мин ⋅ мг белка. Содержание белка в фер�
ментном препарате определяли с красителем ами�
до�черным [21]. Средние значения и их стандарт�
ные ошибки вычислены из трех независимых экс�
периментов, каждый из которых состоял из трех
повторений. Достоверность различий оценивали
по критерию Стъюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Экспериментами было установлено, что на
фоне экзогенного источника кальция (СаCl2,
100 мкМ) наблюдались колебания в активности
НАДФН�оксидазы (рис. 1). Так, активность фер�
мента значительно повышалась через 5 и 20 мин
(на 56 и 80% соответственно), а через 10 и 30 мин,
наоборот, снижалась: в первом случае до уровня
контроля, во втором – на 40% ниже контрольного
уровня. Эти данные, очевидно, свидетельствуют
о наличии в растительных клетках механизма,
регулирующего активность НАДФН�оксидазы
путем изменения концентрации ионов кальция.
При этом первая фаза связана с притоком Са2+ в
цитоплазму и вызывает активацию фермента, а
вторая – обусловлена накоплением Са2+ в цито�
плазме и ведет к снижению активности фермен�
та. Возможные механизмы влияния кальция на
активность НАДФН�оксидазы описаны в ста�
тьях [19, 22]. Так, по мнению Уонг с соавт. [22],
основным фактором, модулирующим активность
НАДФН�оксидазного ферментного комплекса,
является концентрация Са2+ в цитоплазме рас�
тительной клетки, регулирующей взаимодей�
ствие между субъединицами фермента – цито�
зольной Rac�ГТФазы и мембранной субъедини�
цей gp91phox, гомологичной субъединице
НАДФН�оксидазы (NOX2) из животных клеток.
Однако, по данным Саги и Флюр [19], расти�
тельная НАДФН�оксидаза может продуциро�

вать  и в отсутствие цитозольного компонента
Rac�ГТФазы.

Таким образом, увеличение образования АФК
при активации НАДФН�оксидазы может вызы�
вать вторую фазу накопления кальция в цито�
плазме в результате стимулирования открытия
Са2+�каналов на плазматической мембране, а это
является причиной ингибирования активности
фермента. 

Присутствие в среде экзогенного Са2+ усили�
вало при экспозиции в течение 20 мин актив�
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Рис. 1. Динамика активности НАДФН�оксидазы кор�
ней проростков гороха на фоне экзогенного источни�
ка кальция. I – контроль, II – 100 мкМ CaCl2.
На рис. 1, 2 и 3: * – достоверно при Р ≥ 0.95, ** – при
Р ≥ 0.99. 
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ность фермента на 80% по сравнению с контро�
лем (рис. 2). Добавление в среду с СаCl2 хелатора
кальция – ЭГТА, приводило к снижению актив�
ности изучаемого фермента до уровня контроля
при экспозиции 20 мин. При этом сама ЭГТА
при той же экспозиции не вызывала достовер�
ных изменений в активности НАДФН�оксидазы
по сравнению с контролем. Таким образом, свя�
зывание кальция хелатором ведет к снижению ак�
тивности фермента, что свидетельствует о вовле�
чении кальция в регуляцию активности его в кор�
нях проростков гороха. В этих вариантах действие
Са2+ проявляется как в увеличении, так и в сни�
жении активности НАДФН�оксидазы, что может
быть связано с регуляцией уровня АФК в клетке. 

Цель последующих экспериментов – изучение
влияния ризобиальной инокуляции на актив�
ность НАДФН�оксидазы. Из полученных данных
(рис. 3) следует, что инокуляция проростков клу�
беньковыми бактериями приводила через 5 мин к
увеличению активности фермента в 3.9 раза по
сравнению с контролем (без инокуляции). Воз�
можный механизм активации фермента может
быть также связан с Са2+�гомеостазом. По дан�
ным Шоу и Лонг [8], спустя 1–5 мин после ризо�
биальной инфекции наблюдается быстрый при�
ток ионов кальция в цитоплазму. Предполагается,
что цитозольные потоки кальция активируют
Са2+�зависимые протеинкиназы, которые фос�
форилируют N�терминальный участок НАДФН�
оксидазы и тем самым активируют фермент [23].
Влияние ризобий на Са2+�каналы, очевидно, обу�
словлено взаимодействием бактериального NF и
растительного рецептора (LysM RLK), что ведет к
открыванию Са2+�каналов и усилению притока
кальция в цитоплазму. Считают, что кальций и
кальмодулинзависимая киназа являются ключе�

выми медиаторами симбиотического взаимодей�
ствия [24].

Чтобы проверить предположение об актива�
ции НАДФН�оксидазы ризобиальной инфекци�
ей через ее влияние на поток Са2+ из внеклеточ�
ного пространства в цитоплазму, были проведены
опыты с амиодароном – активатором Са2+�кана�
лов в дрожжевых клетках [25] и блокатором кана�
лов – хлоридом лантана [26]. Представленные на
рис. 3 данные свидетельствуют о том, что амиода�
рон в применяемой концентрации сам по себе
стимулирует активность фермента на 30% по
сравнению с контролем, а в сочетании с ризобиаль�
ной инокуляцией снимает стимулирующее влия�
ние ризобий на активность фермента до уровня
контроля, уменьшая его активность в 3.4 раза. Та�
ким образом, стимуляция активности НАДФН�ок�
сидазы под влиянием амиодарона в концентрации
300 мкМ свидетельствует об участии ионов кальция
в функционировании фермента. Снижение актив�
ности НАДФН�оксидазы под влиянием амиода�
рона на фоне ризобиальной инокуляции, воз�
можно, связано с избыточным поступлением
Са2+ в цитозоль, вызванного активирующим дей�
ствием амиодарона на Са2+�каналы. 

Неселективный блокатор кальциевых каналов
хлорид лантана, как и амиодарон, снимает стиму�
лирующее влияние клубеньковых бактерий на ак�
тивность фермента, что проявилось в снижении
активности фермента в 2.9 раза. Однако в отличие
от амиодарона снижение активности фермента в
этом варианте, вероятно, связано с недостатком
ионов кальция в цитоплазме для активации фер�
мента. В варианте опыта с влиянием только одно�
го хлорида лантана наблюдалось снижение актив�
ности НАДФН�оксидазы на 36% по сравнению с
контролем (без инокуляции). Это, по�видимому,
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Рис. 2. Влияние хелатора кальция (ЭГТА) на актив�
ность НАДФН�оксидазы корней проростков гороха
на фоне экзогенного источника кальция (CaCl2) при
времени экспозиции 20 мин. I – контроль (Н2О), II –
100 мкМ CaCl2, III – 100 мкМ ЭГТА, IV – 100 мкМ
CaCl2 + 100 мкМ ЭГТА.
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Рис. 3. Влияние ризобиальной инокуляции, амиода�
рона (АМД) и хлорида лантана (LaCl3) на активность
НАДФН�оксидазы корней проростков гороха, экспо�
зиция 5 мин. I – контроль (Н2О), II – инокуляция,
III – 300 мкМ АМД, IV – 300 мкМ АМД + инокуля�
ция, V – 400 мкМ LaCl3, VI – 400 мкМ LaCl3 + иноку�
ляция.
В скобках указана достоверность по сравнению с ва�
риантом “инокуляция”.
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можно объяснить недостаточным количеством в
цитоплазме ионов кальция вследствие блокиро�
вания Са2+�каналов хлоридом лантана. Эти дан�
ные согласуются с представлением о том, что
кальций играет двойную роль в клетке [27]. Так,
он в зависимости от концентрации может способ�
ствовать формированию бобово�ризобиального
симбиоза или подавлять этот процесс. 

В заключение следует отметить, что участие Са2+

в бобово�ризобиальном симбиозе тесно связано с
его взаимодействием с АФК, а также с активными
формами азота (АФА) [27]. Полученные нами дан�
ные подтверждают необходимость ионов кальция
для функционирования НАДФН�оксидазы – гене�

ратора  и Н2О2. В литературе есть также данные
о потребности Са2+ для функционирования рас�
тительного фермента(ов), генерирующего(их)
другую сигнальную молекулу – оксид азота (NO),
которая может повышать или тормозить поток
Са2+ в цитоплазму путем изменения проницаемо�
сти кальциевых каналов с участием сигнальных
белков, подвергшихся посттрансляционной мо�
дификации NO (S�нитрозилирование, металло�
нитрозилирование и нитрование белков) [28, 29].
Этот механизм регуляции потоков Са2+ на плаз�
малемме и мембранах внутриклеточных органелл
с участием NO (АФА) также может быть приме�
нен для объяснения функциональной активности
НАДФН�оксидазы при бобово�ризобиальном
симбиозе. Участие Са2+ в этих процессах очевид�
но, но каков механизм влияния бобово�ризоби�
ального симбиоза на функции кальция и каким
образом кальциевый сигнал реализуется при сим�
биотическом взаимодействии, предстоит выяс�
нить.

Авторы выражают благодарность Путилиной Т.Е.,
Галиченко В.А., Грабельных О.И. за техническую
помощь при проведении экспериментов.
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Influence of Rhizobial (Rhizobium leguminosarum) Inoculation 
and Calcium Ions on the NADPH Oxidase Activity in Roots

of Etiolated Pea (Pisum sativum L.) Seedlings
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Abstract—Changes in the functional activity of the NADPH oxidase in the microsomal fraction of roots of
etiolated pea seedlings, caused by rhizobial inoculation and calcium ions (Ca2+), are shown. The enzyme
activity in a medium with an exogenous source of Ca2+ (CaCl2, 100 µM) fluctuated, increasing 5 to 20 min
and decreasing 10 and 30 min after addition. A calcium chelator (ethylene glycol tetraacetic acid (EDTA),
100 µM) potentiated the decrease in the enzyme activity in the presence of exogenous calcium. Rhizobial
inoculation caused a 3.9�fold increase in the enzyme activity 5 min after inoculation compared to the control
(without inoculation). The Ca2+�channel activator (amiodarone, 300 µM) and the Ca2+�channel blocker
(lanthanum chloride, 400 µM) reduced the NADPH oxidase activity after rhizobial inoculation compared to
the control level (without inoculation). It is concluded that Ca2+ and reactive oxygen species are involved in
the regulation of the membrane NADPH oxidase activity in roots of pea seedlings.
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Одним из направлений использования нано�
технологий в биологии и медицине является раз�
работка и усовершенствование методов визуали�
зации, идентификации и анализа биоматериала,
обеспечивающих высокую степень разрешения. В
качестве успешного примера внедрения таких
технологий можно назвать диагностику заболева�
ний при помощи антител, иммобилизированных
на поверхности магнитных частиц [1–3]. В насто�
ящее время наиболее часто используемым мето�
дом иммобилизации иммуноглобулинов является
химическая сшивка антител с поверхностью ча�
стиц [4]. Открытие магнитотактических бактерий,
способных синтезировать магнетосомы – магнит�
ные частицы, содержащие однодоменные кри�
сталлы магнетита (Fe3O4) или грейгита (Fe3S4), раз�
мером от 35 до 120 нм, открыло новые возможно�
сти развития данного направления [5]. 

Принципиальной отличительной особенно�
стью частиц, продуцируемых магнитотактиче�
скими бактериями, является их компартментали�
зация в липопротеиновые везикулы. Липопроте�
иновая мембрана является удобной платформой
для экспонирования диагностических мишеней
на их поверхности. Существует несколько спосо�
бов модификации поверхности бактериальных
магнитных наночастиц. Один из наиболее пер�
спективных методов заключается в конструиро�
вании гибридных белков мембраны магнетосом,
содержащих искусственно добавленные иммуно�
глобулинсвязывающие домены, к примеру, ста�
филококкового белка А, и последующее их встра�
ивание в мембрану магнетосом in vitro. Данный
подход потенциально более перспективен, чем
метод химической сшивки, т.к. предполагает бо�
лее строгое ориентирование антител на поверх�

ности наночастиц [6]. Для конструирования ги�
бридных белков нами был выбран белок мембра�
ны магнетосом магнитотактической бактерии
Magnetospirillum magnetotacticum Mam12. В других
исследованиях было показано, что белок Mam12
мембраноактивен и потенциально является эф�
фективной якорной молекулой [7]. 

Цель работы – получение и исследование
функциональной активности гибридных белков,
состоящих из белка Mam12 мембраны магнето�
сом магнитотактической бактерии M. magneto�
tacticum и иммуноглобулинсвязывающих доменов
белка А Staphylococcus aureus.

МЕТОДИКА

Бактериальные штаммы и питательные среды. В
работе были использованы штаммы Magnetospiril�
lum magnetotacticum MS�1 (DSM�3856) и Staphylo�
coccus aureus (ВКПМ 1899), штаммы Escherichia
coli XL�1 Blue (“Stratаgene”, США) и BL21(DE3)
(“Novagene”, СШA). Для генно�инженерных ма�
нипуляций использовали вектор pET23a(+)
(“Novagene”, СШA), нуклеотидная последова�
тельность, кодирующая домен Z, была синтези�
рован компанией “Евроген” (Россия).

Бактериальные клетки E. coli XL�1 Blue выра�
щивали в питательной среде LB [8]. Экспрессию
рекомбинантных белков осуществляли в питатель�
ной среде TB [9]. Твердую среду для выращивания
одиночных колоний E. coli на чашках Петри полу�
чали добавлением к LB 2% агара. 

Конструирование экспрессионных векторов
pET23a(+)/mb, pET23a(+)/mbb, pET23a(+)/mzz.
Приготовление компетентных клеток E. coli,
трансформация клеток плазмидной ДНК, выде�
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ление плазмидной ДНК, гидролиз эндонуклеаза�
ми рестрикции, фосфорилирование, электрофо�
рез в агарозном геле и другие стандартные манипу�
ляции проводились в соответствии с методиками
[9] и согласно рекомендациям фирм�производите�
лей соответствующих ферментов. 

Генетические конструкции mb, mbb, mzz были
получены с помощью ПЦР лигазных интермеди�
атов (рис. 1). Амплификацию проводили с ис�
пользованием разработанных праймеров (табли�

ца). Генетические конструкции гидролизовали
рестриктазами NdeI и XhoI и клонировали по со�
ответствующим сайтам в вектор pET23a(+), обес�
печивающий высокий уровень конститутивной
экспрессии целевого гена. Наличие гистидиново�
го тага на C�конце гетерологично экспрессируе�
мых белков позволяет в дальнейшем легко иден�
тифицировать и очищать при помощи хелатиру�
ющих сорбентов. Рекомбинантными плазмидами
pET23a(+)/mb, pET23a(+)/mbb, pET23a(+)/mzz
(рис. 2) трансформировали клетки E. coli XL�1

2MSF

NdeI

5'

MGSR 1Bf 2Spr

XhoI

mam12 GS B�домен spa

(а)

2MSF

NdeI

5'

MGSR 1Bf 2Spr

XhoI

mam12 GS B�домен

(б)
3Br GSBf

GS B�домен

2MSF

NdeI

5'

MGSR zf zXhor

XhoI

mam12 GS Z�домен

(в)
zValr zf

Z�домен

3'

Рис. 1. Схема получения генетических конструкций mb (а), mbb (б), mzz (в).

Праймеры, использованные для проведения ПЦР

Название Нуклеотидная последовательность 5'�3'

MGSr TCCACTTCCACTTCCGGCCAGTTCGTCCCGCAAGATGT

3BR TTTTGGTGCTTGTGCATCATTTAGC

1BF GATAACAAATTCAACAAAGA

2MSF GGGCATATGCCCTTTCACCTTGCCCC

2SpR GGGCATATGCCCTTTCACCTTGCCCC

GSBf GGAAGTGGAAGTGGAGATAACAAATTCAACAAAGAAC

T7F TAATACGACTCACTATAGG

T7R GCTAGTTATTGCTCAGCGG

GSBf GGAAGTGGAAGTGGAGGATAACAA

zf GACAACAAATTCAACAAAGAACAAC

zValr TACTTTCGGCGCCTGAGCATCATT

zXhoTr AGTCGTATTACTCGAGTACTTTCGGCGCCTGAGCATCAT

2*
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Blue. Клоны, несущие плазмиды с целевыми
вставками, были отобраны с помощью ПЦР�
скрининга и последующего секвенирования вста�
вок с использованием набора реактивов BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (“Applied Bio�
systems”, США). Нуклеотидные последователь�
ности определяли на автоматических секвенато�
рах ABI 3730 (“Applied Biosystems”, США). 

Получение гибридных белков. Экспрессионны�
ми векторами pET23a(+)/mb, pET23a(+)/mbb,
pET23a(+)/mzz трансформировали клетки E. coli
BL21 (DE3). Экспрессию генетических конструк�
ций проводили методом автоиндукции [9]. 

Анализ суммарного белка клеток E. coli
BL21(DE3). Клетки, собранные из 1 мл среды, сус�
пендировали в 100 мкл ТЭД�буфера (10 мМ трис�
HCl, pH 6.8, 1 мМ ЭДТА, 1%�ный ДДС�Na), а за�
тем инкубировали при 100°С в течение 5 мин. По�
лученный лизат анализировали при помощи
электрофореза в ПААГ в денатурирующих усло�
виях по Лэммли. Концентрацию белков в раство�
ре определяли по методу, предложенному Бред�
форд, исходя из калибровочной кривой для БСА.

Вестерн>блот. Для визуализации при помощи
вестерн�блота разделенные гель�электрофорезом
по методу Лэммли белки переносили на нитроцел�
люлозную мембрану “Hybond�Р” (“GE Health�
care”, США) по методу [10]. Окрашивание мем�
браны проводили с помощью моноклональных ан�
тител к гистидиновому тагу в разведении 1 : 1000 и
конъюгата вторичных антител с щелочной фосфа�
тазой в разведении 1 : 5000. Хромагенные субстра�
ты BCIP�T и NBT (“Fermentas”, Литва) применяли
согласно инструкции фирмы�изготовителя.

Фракционирование растворимых клеточных
белков E. coli. Клетки, собранные из 1 мл среды,
суспендировали в 50 мкл буфера I (100 мМ трис�
НСl, рН 8.0, 0.5 М сахароза, 0.5 мМ ЭДТА). До�
бавляли фенилметилсульфонилфторид (ФМСФ)
до конечной концентрации 0.1 мМ и 2.5 мкл рас�
творенного в том же буфере лизоцима (2 мг/мл).

Инкубировали при комнатной температуре в тече�
ние 20 мин, добавляли 100 мкл буфера I и 100 мкл
воды, перемешивали и инкубировали 10 мин. До�
бавляли равный объем водного раствора Triton
Х�100 (0.2%) и инкубировали в течение 1 ч при
комнатной температуре. Клеточную суспензию
трижды замораживали при –20°С и разморажива�
ли при комнатной температуре. Центрифугиро�
вали при 12000 g в течение 3 мин. Супернатант
представлял собой фракцию растворимых бел�
ков, а осадок – фракцию нерастворимых белков.
Осадок ресуспендировали в 100 мкл лизирующего
буфера с добавлением Triton Х�100 до конечной
концентрации 0.1%. 

С целью получения препарата мембранной
фракции 150 мл ночной культуры центрифугиро�
вали при 12000 g в течение 10 мин. Клетки суспен�
дировали в 15 мл буфера I, добавляли 3 мл лизо�
цима (2 мг/мл), растворенного в том же буфере.
Суспензию инкубировали при комнатной темпе�
ратуре 30 мин, после чего добавляли 135 мл буфе�
ра I, 150 мкл 0.1 мМ ФМСФ, 300 мкл 0.5 М ЭДТА.
Обрабатывали образец ультразвуком на приборе
Sonopuls UW2070 (“Bandelin”, Германия) с часто�
той 20 кГц, в течение 10 мин. Клеточный дебрис
отделяли центрифугированием при 6000 g в тече�
ние 30 мин. Мембранную фракцию осаждали
центрифугированием супернатанта при 100000 g в
течение 2 ч при +4°С. 

Очистка гибридных белков. Очистка гибрид�
ных белков была осуществлена с помощью метал�
лохелатной аффинной хроматографии (МХАХ).
Полученный препарат мембранной фракции сус�
пендировали в буфере A (20 мМ трис�HCl, pH 8.0,
500 мМ NaCl, 5%�ный глицерин, 10 мМ β�мер�
каптоэтанол, 10 мМ имидазол, 2 мМ ФМСФ,
1.5%�ный лаурил саркозин) и инкубировали в те�
чение 1 ч при комнатной температуре. Солюби�
лизированную мембранную фракцию наносили
на сорбент “Ni�NTA agarose” (“Invitrogen”,
США), предварительно уравновешенный буфе�

ter 6H B
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NdeIpET23a(+)/mb
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(а)
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(б)

T7promoter

B
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H6 Z
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(в)
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Рис. 2. Карта плазмид pET23a(+)/mb (а), pET23a(+)/mbb (б), pET23a(+)/mzz (в). Нуклеотидная последовательность,
кодирующая: глицин�сериновый шарнир (GS), домен B белка А (B), домен Z (Z), H6 – гексагистидиновый таг (Н6).
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ром А. Далее осуществляли промывку сначала бу�
фером А (не менее 3 объемов сорбента), а затем 3
объемами сорбента буфером В (20 мМ трис�HCl,
pH 8.0, 1 М NaCl, 5%�ный глицерин, 5 мМ имида�
зол, 1%�ный лаурил саркозин). Элюцию целевого
белка проводили буфером С (20 мМ трис�HCl,
pH 7.5, 130 мМ NaCl, 5%�ный глицерин, 500 мМ
имидазол, 0.5%�ный лаурил саркозин). Элюат
диализовали против буфера 20 мМ трис�HCl,
pH 7.5, 50 мМ NaCl, 10%�ный глицерин, 14.6 мМ
лаурилсаркозин в течение ночи при +4°С.

Иммуноферментный анализ. Способность свя�
зывания модифицированных белков с антитела�
ми определяли с помощью ИФА. В лунках сорби�
ровали 1 мг инсулина человека в течение ночи
при +4°С. Остаточную сорбцию блокировали
1.5%�ным раствором БСА в твин�фосфатном бу�
фере (137 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4,
1.8 мМ KH2PO4, 0.01%�ный NaN3, 0.05%�ный
твин 20) в течение 1 ч. Далее добавляли 0.1 мкг
моноклональных антител мыши против инсулина
человека (“Имтек”, Россия) и инкубировали в те�
чение 1 ч при комнатной температуре. Лунки от�
мывали 4 раза твин�фосфатным буфером, после
чего наносили с заданными разведениями гибрид�
ные белки и инкубировали в течение 1 ч. После
аналогичной отмывки в течение 1 ч инкубировали
0.1 мкг антител мыши против гистидинового тага
(“Имтек”, Россия); система детекции – перок�
сид водорода/пероксидаза хрена, хромогенный
субстрат 3,3',5,5'�тетраметилбензидин (“Sigma”,
США). В качестве отрицательного контроля ис�
пользовали полипептид, несущий гистидино�
вый таг на С�конце. 

Специфичность взаимодействия определяли
путем вычисления константы диссоциации ком�
плекса гибридного белка с антителом, согласно
[11]. В условиях данного эксперимента в каждую
лунку наносили по 1 мкг гибридного белка. После
блокирования поверхности лунки, добавляли ан�
титела кролика к Fc�фрагменту иммуноглобули�
на G мыши, конъюгированные с пероксидазой
хрена в заданных разведениях. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Проектирование и сборка генетических кон>
струкций. Было осуществлено проектирование
трех генетических конструкций – mb, mbb и mzz.
В состав всех конструкций входила нуклеотидная
последовательность, кодирующая мебранный бе�
лок Mam12 магнетосом M. magnetotacticum. Белок
Mam12 имеет два трансмембранных домена и
район между этими трансмембранными домена�
ми, который находится внутри магнетосомаль�
ных везикул. Короткий N�конец (11 аминокис�
лот) и длинный C�конец (36 аминокислот), обра�
щены в цитоплазму [4]. Ранее было показано, что

Mam12 является эффективным якорным белком,
поскольку наиболее распространен в мембране
магнетосом, выдерживает триптический гидро�
лиз и способен прочно удерживаться в мембране
при различных условиях [12].

Генетическая конструкция mb содержала
нуклеотидную последовательность, кодирую�
щую гибридный полипептид, в котором бакте�
риальный белок Mam12 соединен C�концом че�
рез глицин�сериновый линкер с одним иммуно�
глобулинсвязывающим доменом B белка A.
Генетическая конструкция Mbb два домена B,
разделенные глицин�сериновым линкером, и в
Mzz – с двумя доменами Z (синтетическим ана�
логом домена B белка А S. aureus) [13]. Наличие
гибких глицин�сериновых линкеров помогает
избежать потенциальных проблем с фолдингом
гибридных белков. 

Экспрессия генетических конструкций mb, mbb
и mzz. В качестве штамма�хозяина E. coli был вы�
бран BL21(DE3). Преимуществом штамма Е. coli
BL21(DE3) является наличие фенотипа Lon
OmpT, что позволяет исключить возможность
протеолитического расщепления синтезируе�
мого рекомбинантного белка и загрязнения
препарата протеазами Е. coli. В хромосомную
ДНК BL21(DE3) интегрирован ген, кодирую�
щий Т7�РНК полимеразу, что, совместно с ис�
пользованием Т7 промотора и Т7 терминатора в
плазмиде pET23a(+), обеспечивает быструю и
эффективную продукцию белка в клетках Е. coli
после индукции лактозой [9].

Методом автоиндукции была проведена экс�
прессия полученных генетических конструкций.
В результате экспрессии генетической конструк�
ции mb на электрофореграмме (рис. 3) выявляет�
ся полоса белка с молекулярной массой ~21 кДа,
конструкций mbb и mzz ~26 кДа, что соответству�
ет расчетным массам модифицированных белков. 

С целью получения максимального выхода
белка в растворимой форме проводили оптимиза�
цию температуры выращивания бактерий (37, 28
или 13°С). Гибридные белки Mb, Mbb и Mzz при
температуре клеточного роста 37°С накаплива�
лись преимущественно в тельцах включения. При
температуре культивирования 28 или 13°С ги�
бридные белки были локализованы в мембран�
ной фракции белков штамма�продуцента. Так как
рост бактерий происходил значительно быстрее
при 28°С, эта температура была выбрана в каче�
стве оптимальной для экспрессии запланирован�
ных генетических конструкций. 

С помощью вестерн�блот�анализа (рис. 4) с
окрашиванием антителами к гистидиновому тагу,
было показано, что произошла экспрессия целе�
вых генетических конструкций.

Для определения локализации целевого белка
в клетке было проведено исследование фракций



246

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 49  № 3  2013

ГРУЗДЕВ и др.

(а) (б) (в)

25.0 кДа

18.4 кДа

35 кДа

25 кДа

M 12

35 кДа

25 кДа

M M1 12 2

Рис. 3. Электрофоретический анализ накопления белка Мb (а), Mbb (б), Mzz (в) в клетках E. coli BL�21(DE3). (а) M – маркер
молекулярной массы белка, лизат клеток штамма после автоиндукции (1), лизат клеток штамма до индукции (2).

M Mb Mbb Mzz

37 кДа
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20 кДа
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Рис. 4. Вестерн�блот�анализ экспрессии генетических конструкций. 
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Рис. 5. Электрофоретический анализ накопления белков Мb, Mbb, Mzz в клетках E. coli BL�21(DE3). M – маркер мо�
лекулярной массы белка, фракции растворимых белков (1), нерастворимых белков (2), мембранных белков (3). Поло�
сы, соответствующие целевым белкам, указаны стрелкой.
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растворимых, нерастворимых и мембранных бел�
ков клеточного лизата штамма�продуцента и по�
казано, что гибридные белки находятся преиму�
щественно в мембранной фракции (рис. 5).

Наличие гексагистидиновой последователь�
ности на С�конце гибридных белков позволило
одностадийно получить высокоочищенный пре�
парат белков при помощи МХАХ (рис. 6). 

Активность модифицированных белков. Для
определения способности гибридных белков свя�
зывать иммуноглобулины проводили ИФА. С ин�
сулином человека, адсорбированным на поверх�

ности лунок, связывали первичные антитела про�
тив инсулина, что обеспечивало однозначную
ориентацию первичных антител. Гибридные бел�
ки, имеющие в своем составе иммуноглобулин�
связывающий домен, связывали Fc�фрагмент
первичных антител. Результаты ИФА свидетель�
ствуют о проявлении иммуноглобулинсвязываю�
щей активности гибридными белками (рис. 7).

Для определения уровня связывания антител
гибридными белками была вычислена константа
аффинности комплекса гибридного белка с анти�
телом. В результате было показано, что белки
Mbb и Mzz проявляют сравнимый высокий уро�
вень специфичности взаимодействия с антите�
лами: Кaff (Mbb) = 1.59 ± 0.12 нМ, Кaff (Mzz) =
= 1.44 ± 0.16 нМ, тогда как константа аффинно�
сти между белком Mb и антителами существенно
различалась – Кaff (Mb) = 4.83 ± 0.34 нМ, что сви�
детельствует о более низком уровне специфич�
ности взаимодействия.

На основании результатов ИФА был сделан вы�
вод, что все модифицированные белки проявляют
иммунноглобулинсвязывающую активность. Бел�
ки Mbb и Mzz связывали большее количество ан�
тител по сравнению с Mb, что подтверждает боль�
шую эффективность связывания с Fc�фрагментом
антител двойного B домена и его синтетического
аналога домена Z по сравнению с одинарным. По�
лученные данные позволяют сделать вывод, что
гибридные белки пригодны для модификации
бактериальных магнетосом in vitro. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
Государственного контракта Минобрнауки РФ
16.512.11.2128 на оборудовании АЦКП “Биоин�
женерия” в рамках ФЦП “Исследования и разра�
ботки по приоритетным направлениям развития

M

35.0 кДа

25.0 кДа

18.4 кДа

Mb Mbb Mzz

Рис. 6. Электрофоретический анализ очищенных ги�
бридных белков с помощью МХАХ. M – маркер мо�
лекулярной массы белка.

λ450
1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

4 8 16 32 64 96 128 256 нг
0

I

II

III

Рис. 7. Уровень связывания антител гибридными белками: Mb (I), Mbb (II), Mzz (III).
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научно�технологического комплекса России на
2007–2013 годы”.
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Abstract—Genetic constructs coding for the fusion of the Mam12 membrane protein from the magnetotac�
tic bacteria Magnetospirilium magnetotacticum with one B�domain (mb) or two B or Z domains (mbb and
mzz, respectively) of Staphylococcus aureus protein A have been synthesized. Expression, fractionation, and
purification of fusion proteins have been performed, and the activity of the modified proteins has been char�
acterized. ELISA results showed that all modified proteins displayed immunoglobulin�binding activity.
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Nitro�aromatics compounds are found as potential
environmental pollutants representing their wide use
as explosives, pesticides, dyes, polyurethane foams,
pharmaceuticals and plastics, etc. [1–5]. They are sta�
ble and persistent in the environment and toxic to liv�
ing organisms. Its exposure poses many health hazards
by affecting reproductive and central nervous systems,
heart and liver, many eventually leading to death [6–
9]. Moreover, its reduced intermediates also exhibit
mutagenic and carcinogenic potentials in humans [2,
3, 10–11].

Most reports suggested the physico�chemical meth�
ods for removal of nitroaromatic compounds from
waste water. Use of microorganisms for removal of these
compounds is the best and cost effective approach [12].
Microorganisms can transform the nitro aromatic com�
pounds by reducing the aromatic ring by means of the
monooxygenase and dioxygenase enzyme. Monooxy�
genase and dioxygenase insert a single oxygen atom or
two hydroxyl groups into the aromatic ring, respec�
tively, which lead to an elimination of nitro group. In
addition, nitroreductase is able to carry out the reduc�
tion of the nitro group to the corresponding amino de�
rivatives [13]. 

In biotransformation, enzymes which catalyze the
reduction of nitro aromatic compounds are termed as
nitroreductases. The sensitivity of a particular nitrore�
ductase towards oxygen has been used to classify these
enzymes into oxygen�sensitive and insensitive type.
The mechanism underlying the observed oxygen sen�
sitivity of certain nitroreductases was found to involve
the re�oxidation of the one�electron reduced nitro�
anion radical to the parent compound with the con�

comitant formation of superoxide [14] while, the oxy�
gen�insensitive enzymes catalyze an obligatory two�
electron reduction of this substrate [15–17].

More recently, studies have discovered partial re�
duction of the nitro group to a hydroxyl amino deriva�
tive which eventually releases nitrogen as ammonia.
The reductive pathway requires one mole of an oxygen
and one mole of NADH to convert nitro aromatic
compound to important metabolic intermediates and
release ammonia [4, 5, 13]. 

Alkaliphiles are the microorganisms that grow op�
timally at pH above 9.0 but cannot or slowly grow near
neutral pH values. Differences between internal and
environmental pH across the plasma membrane of the
cell lead to rapid transportation of ions and substanc�
es. Accordingly, the cell keeps the intracellular pH in
the range between 7.0 and 8.5 in order to thrive in al�
kaline environments [18–20]. Various enzymes isolat�
ed and well characterized from alkaliphiles were
azoreductase, pullulanases, alkaline amylases and cel�
lulases, xylanases and pectinases, etc. [21–23]. 

However, a thorough exploration of the biochemi�
cal and kinetic properties of nitroreductase purified
from alkaliphiles has not been well focused in the liter�
ature. The aim of the study was to purify and carry out
of preliminary characterization of a nitroreductase
from red alkaliphilic bacterium Aquiflexum sp. DL6.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Nutrient agar, EDTA, DTT, NADH
and nitro compounds were obtained from SRL (In�
dia). DEAE�cellulose and Sephadex G�100 were pur�

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF NITROREDUCTASE 
FROM RED ALKALIPHILIC BACTERIUM Aquiflexum sp. DL6
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Nitroaromatic compounds are toxic to living organisms. Most of them exhibit human mutagenic and carcino�
genic potential. Biotransformation and bioremediation processes can convert these compounds into non�toxic
compounds. Acclimatization of bacterial strain Aquiflexum sp. DL6 with nitro�aromatics resulted in significant
induction of nitroreductase (EC 1.5.1.34). The enzyme was purified by the combination of DEAE�cellulose and
Sephadex G�100 column chromatography with 80�fold purification and 22% yield. Molecular weight of puri�
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matic compounds. The kinetic parameters like Michaelis constant and velocity maxima were determined with
o�nitrophenol and NADH as substrates. 

DOI: 10.7868/S0555109913030124

UDC 577.15:576.80



250

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 49  № 3  2013

MISAL et al.

chased from Sigma, (USA ) and Pharmacia Fine Che�
micals (Sweden), respectively. All other chemicals
were of the highest grade of purity and commercially
available.

Microorganism and growth conditions. The Aqui�
flexum sp. DL6 strain was collected from alkaline Cra�
ter Lake of Lonar (India). Isolation of pure strain of a
microorganism was done by serial dilution and plate
methods. The Aquiflexum sp. DL6 bacterial strain was
identified by 16S rRNA method described earlier [23]
(data not shown). The sequence of the 16S rRNA gene
of the strain Aquiflexum sp. DL6 is available on NCBI
database (GenBank ID: JF812063). 

Aquiflexum sp. DL6 bacterial strain was grown in the
cultivation medium containing (g/l): yeast extract –
5.0, peptone – 5.0 and sodium chloride – 5.0 with trace
elements (mg/l): KH2PO4 – 300, Na2HPO4 – 980 and
MgSO4 – 10. The pH was adjusted to 9.0. Flasks con�
taining 100 ml of a medium were inoculated with 5 ml
of microorganism suspension and incubated at 37°C.
After sufficient growth for 24 h, nitro compounds were
added from the stock solutions, with final concentra�
tion 1 g/l. 

Crude extract preparation. After 24 h incubation,
the bacterial cells were harvested by centrifugation at
10,000 × g for 10 min at 4°C, washed with physiologi�
cal saline (0.85% NaCl) and thrice with 0.1 M sodium
phosphate buffer (pH 7.4). The pellet was suspended
in 50 ml of the same buffer containing 1 mM EDTA,
1 mM DTT, 1 mM lysozyme and 20% glycerol 
Cells were disrupted at 4°C by sonication for 30 sec�
onds, 6 times with 70% outputs using a Sartorius lab�
sonic (Germany). Cell debris was removed by centrif�
ugation at 10,000 × g for 15 min at 4°C. The superna�
tant obtained constituted the crude bacterial extract
and was used for further studies.

Estimation of protein. Concentration of protein at
each step of purification was checked by Lowry’s
method using BSA as a standard. Protein concentra�
tion in the chromatographic fractions was monitored
by measuring absorbance at 280 nm. 

Assay of nitroreductase activity. The activity of ni�
troreductase was determined spectrophotometrically
at 37°C using a UV�visible spectrophotometer, Jasco
V 630 (Japan) by monitoring a decrease of OD410

based on the procedure described by Bryant et al. with
slight modifications [15]. The reaction mixture 3 ml
contained 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.4),
1 mM NADH and 0.2 mM substrate o�nitrophenol
(ONP) and 100 μl of enzyme solution. One unit of en�
zyme activity was defined as the amount of enzyme re�
quired to reduce 1 mM of ONP per min. All experi�
ments were performed at least in triplicates. 

Purification of nitroreductase from Aquiflexum sp.
DL6. The bacterial culture of Aquiflexum sp. DL6 was
incubated with various nitro compounds for the spe�
cific induction of nitroreductase enzyme. After the ac�

( ) .v v

climatization for 72 h at 37°C for various nitro com�
pounds, nitroreductase was isolated and purified with
the combination of following procedures at 4°C.

Ammonium sulfate precipitation. Solid ammonium
sulfate was added with constant stirring to the crude
extract over a period of 12 h at 4°C to get 40% of the
salt saturation. The resulting precipitate was separated
by centrifugation at 4°C and 15,000 × g for 20 min and
the supernatant saturated up to 80% with solid ammo�
nium sulfate. The resulting precipitate was collected
and dissolved in a minimal volume of 0.1 M phosphate
buffer (pH 7.4). The protein solution was dialyzed
against the same buffer at 4°C for 24 h. 

Ion�exchange chromatography. After dialysis, the so�
lution was loaded on pre�equilibrated DEAE–cellulose
column (2 × 30 cm) with equilibrating buffer 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.4. The protein was eluted with
a linear gradient of NaCl (0–500 mM) in the same
buffer. Fractions of 5 ml were collected, those frac�
tions showed higher nitroreductase activity were
pooled and reverse dialyzed against solid sucrose at
4°C to reduce the volume.

Molecular exclusion chromatography. The reverse
dialyzed enzyme preparation was applied to a Sepha�
dex G�100 column (2 × 30 cm) equilibrated with 2 bed
volumes of equilibrating buffer. The enzyme was elut�
ed by the same buffer at a flow rate of 6 ml/h. Fractions
of 3 ml were collected and those that showed higher
nitroreductase activity were pooled and reverse dia�
lyzed against solid sucrose at 4°C to concentrate the
protein. 

Characterization of purified nitroreductase from
Aquiflexum sp. DL6. SDS�PAGE was made with 4.5%
stacking and 10% resolving polyacrylamide gels as de�
scribed by Laemmli [24]. Electrophoresis was per�
formed with at least 20 µg of protein samples per well
and 20 µg of protein molecular weight markers in a
Bangalore Genei Midi Vertical Unit (India) at constant
voltage of 100 V for 1 h. To check the homogeneity of
nitroreductase, native PAGE was performed without
SDS according to the method of Laemmli. Protein mo�
lecular mass standards (Bio Lit, India) were used. Gels
were stained for proteins with silver [25].

Determination of optimal pH and temperature of pu�
rified nitroreductase. The influence of pH on the ni�
troreductase activity was studied over a wide range of
pH (from 3.6 to 10.7) using a mixture of different buffers
adjusted to the same ionic strength 100 mM (carbonate,
sodium phosphate, and sodium acetate). At each pH the
enzyme was incubated with buffer for 30 min at 37°C,
and residual activity was checked with UV�visible spec�
trophotometer. 

Effect of temperature on activity of nitroreductase
was studied by detecting the nitroreductase assay at
temperature range from 10 to 90°C in 100 mM sodium
phosphate buffer (pH 7.4).

Determination of thermal stability. The purified en�
zyme samples were pre�incubated with 100 mM phos�
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phate buffer (pH 7.4) at different temperatures be�
tween 10 to 90°C for 30 min, brought to room temper�
ature and the enzyme activity was measured.

Inhibition studies of nitroreductase activity. The ef�
fect of EDTA, SDS and metal salts such as MgCl2,
ZnSO4, AgNO3, CuSO4 and HgCl2 on nitroreductase
activity was explored. The purified enzyme from Aqui�
flexum sp. DL6 was incubated with different concen�
trations of EDTA, SDS (0.2 to 2 mM) and metal salts
for 30 min at 37°C followed by the measurement of re�
sidual activity under the standard assay conditions. 

Kinetic studies of puried nitroreductase. Initial ve�
locities of the enzymatic reactions were performed by
varying the concentration of one substrate, o�nitro�
phenol (from 0.05 to 1 mM) or NADH (from 0.05 to
1 mM), while the concentration of the second sub�
strate was kept constant. Michaelis constants (KM) and
maximal velocity (Vmax) for the reduction of o�nitro�
phenol and the oxidation of NADH by the puried ni�
troreductase from Aquiflexum sp. DL6 were deter�
mined from Lineweaver–Burk plots.

In vitro transformation of nitro compounds by ni�
troreductase from Aquiflexum sp. The reaction mixture
3 ml contained 0.1 M sodium phosphate buffer
(pH 7.4), 1 mM NADH and 0.2 mM nitro com�
pounds and 0.2 ml of the purified enzyme solution.
The reactions were monitored with constant stirring in
water bath at 37°C, and the decrease of OD410 was
measured at every 30 min. 

RESULTS

Purification of nitroreductase from Aquiflexum sp.
DL6. Acclimatization of bacterial strain Aquiflexum
sp. DL6 with nitro�aromatics for 72 h resulted in sig�
nificant induction of nitroreductase. Total 520 mg of
protein was obtained from crude extract of disrupted
cells of Aquiflexum sp. (11.34 g wet weight). In the pu�
rification steps of the enzyme, more than 90% of con�
taminating proteins were eliminated during ammoni�
um sulfate precipitation. The sample was then dia�
lyzed to remove the salts and loaded on DEAE
cellulose column; all the fractions were collected and
checked for its activity. The concentrated enzyme so�
lution applied to Sephadex G�100 yielding approxi�
mately 80�fold purification (Table 1). The molecular

weight of nitroreductase was estimated by native and
SDS�PAGE and found to be ~29 kDa (Fig. 1). 

Characterization of purified nitroreductase from
Aquiflexum sp. DL6. Effect of pH and temperature on
the nitroreductase activity. The effect of pH on purified
nitroreductase from Aquiflexum sp. DL6 was deter�
mined at various pH from 3.6 to 11.2 at 37°C and the
optimum pH was found to be 9.5 (Fig. 2). 

Effect of temperature was studied by incubation of
assay mixture of nitroreductase from 10 to 90°C. Op�
timum enzyme activity was observed around 40°C and
further increase in temperature showed a decrease in
activity, the enzyme activity retained more than half of
its total activity at 60°C (Fig. 3). 

Thermal stability was determined by incubating
the purified enzyme with phosphate buffer at various
temperatures. It was found that the nitroreductase
from Aquiflexum sp. DL6 had maximum thermal sta�
bility at 40°C. 

Inhibition studies of nitroreductase activity. Influ�
ence of metal ions on nitroreductase activity was test�
ed with addition of equimolar concentration of metal

Table 1. The purification of the Aquiflexum sp. DL6 nitroreductase

Purification step Total protein, 
mg

Total activity, 
U

Specific activity, 
U/mg protein

Purification, 
�fold Yield, %

Crude extract  519.87 346.42 0.67 1 100

(NH4)2SO4 precipitation 46.50 154.73 3.33 4.99 45

DEAE�cellulose 3.00 92.84 30.95 46.19 27

Sephadex G�100 1.40 74.79 53.61 80.45 22

kD
116.0

66.0

45.0

35.0

25.0

18.4

14.4

M C N

Fig. 1. SDS�PAGE pattern of the purified nitroreductase
from Aquiflexum sp. DL6 (lane N). Lane M – protein mo�
lecular markers, C�crude extract. 
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Fig. 2. Effect of pH (a) and temperature (b) on the Aquiflexum sp. DL6 nitroreductase activity. 1 – effect of temperature; 2 – ther�
mal stability.

Fig. 3. UV�visible spectra of in vitro reduction of nitro compounds by the purified Aquiflexum sp. DL6 nitroreductase in the pres�
ence of 1 mM NADH. a – 3�nitrobenzaldehyde, b – m�nitrobenzoic acid, c – o�nitroaniline, d – m�nitrotoluene. 1 – 0 min,
2 – 30 min, 3 – 1 h, 4 – 2 h, 5 – 5 h, 6 – 12 h, 7 – 24 h , 8– 48 h of incubation.

salts. Addition of 2 mM AgNO3 completely inhibited
the activity of nitroreductase while ZnSO4, HgCl2 and
CuSO4 taken in the same concentration inhibited en�
zyme activity from 50 to 68%. MgCl2 did not inhibit
the nitroreductase activity. Addition of EDTA and
SDS in the reaction mixture at the concentration 0.2

to 2.0 mM resulted in concentration�dependent de�
crease in the nitroreductase activity, at 2.0 mM con�
centration of both EDTA and SDS had shown around
45% decrease in the activity (Table 2). 

Substrate specificity of nitroreductase. To determine
the substrate specificity of nitroreductase, the activity

U/mg

OD

nm
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of the enzyme was determined by using 7 different ni�
tro�aromatic compounds as a substrate at equimolar
concentrations. The assay conditions were identical
and ONP was considered as a control. The Aquiflexum
sp. DL6 nitroreductase also effectively reduced other
nitro compounds such as p�nitrophenol, 3�nitroben�
zaldehyde, 4�nitrobenzoic acid, o�nitroaniline, m�ni�
trotoluene and 1�chloro�2�nitrobenzene. After addi�
tion of p�nitro phenol or 4�nitro benzoic acid more
than 80% of nitroreductase activity was revealed. In the
presence of 3�nitrobenzaldehyde or 1�chloro�2�ni�
trobenzene more than 50% of enzyme activity was
found but o�nitroaniline or m�nitrotoluene showed less
than 50% activity.

Kinetic studies of nitroreductase. The KM and Vmax

(velocity maxima) was obtained by measuring the en�
zyme activity by varying the concentrations of one of
the substrates or NADH and keeping the concentration
of the second substrate fixed. In case of ONP, the KM

and Vmax, values were 1.28 mM and 12.5 U, respectively.
While, in case of NADH, the KM and Vmax were found
to be 0.35 mM and 56 U, respectively for 0.2 mM ONP. 

In vitro reduction of some nitro compounds with the
purified nitroreductase. The nitro reduction potential
of the purified nitroreductase from Aquiflexum sp.
DL6 has been examined by incubating 4 nitro aromat�
ic compounds like 3�nitrobenzaldehyde, m�nitroben�
zoic acid, o�nitroaniline, o�nitrotoluene. The de�
crease in absorbance and shift in peak position in some
cases resulted in formation of aromatic amines (Fig. 4).
During this in�vitro transformation, NADH served as
an electron donor. 

DISCUSSION

There is no available data on the nitroreductase
from alkaliphiles and especially from red Aquiflexum
sp. in literature. We purified the enzyme from Aquiflex�
um sp. DL6 by three�step procedure resulting in 80�fold
purification and 22% at final step. A single band was ob�
served in native and SDS�PAGE indicating that the ni�
troreductase active form might be a monomer. The pu�
rified Aquiflexum sp. DL6 enzyme was found capable of
reducing nitroaromatic compounds under aerobic con�
ditions indicating that the mechanism involved an
obligatory two electron transfer from NADH. Thus,
this enzyme could be classified as an oxygen�insensi�
tive nitroreductase [15].

The nitroreductase of Aquiflexum sp. DL6 had opti�
mum pH at around 9.5; however, it demonstrated com�
parable activity over the range of pH 7 to 11. Commonly,
it is the ability of alkaliphilic microorganisms to live in
high pH conditions by successfully lowering the pH
across the cell wall and membrane keeping the intracel�
lular pH near to neutral values. We observed that the ni�
troreductase from Aquiflexum sp. DL6 had the tempera�
ture optimum at 40°C. Temperature optima for different
nitroreductases reported in the literature ranged from 25

to 50°C [26, 27]. The purified enzyme from Aquiflexum sp.
DL6 was found thermally stable about 75% at 60°C.
Hence, this might be the most thermostable nitroreduc�
tase ever reported. The substrate specificity of the en�
zyme was tested with 7 different nitro compounds. The
rate of decolorization or reduction changed depending
on structure of the compound. Purified nitroreductase
from Aquiflexum sp. DL6 was able to utilize all the ni�
tro compounds used as a substrate with different effi�
ciency according to the substituted groups on the aro�
matic ring present in structure that coincided with
similar data in the literature [1, 9, 28, 29].

The majority of the reported nitroreductases are
known to be flavoproteins [29]. For Aquiflexum sp.
DL6 enzyme, the flavin was not detected in thin layer
chromatography and any significant peak did not
shown between 350–500 nm in UV�visible spectrum,
indicating the absence of a bound flavin to the en�
zyme. 

In conclusion, the purified nitroreductase from
Aquiflexum sp. DL6 differed from those described pre�
viously from other bacteria. The enzyme could utilize
NADH as cofactor and electron donor. AgNO3 could
inhibit the nitroreductase activity completely. It ex�
hibited wide substrate specificity for nitro aromatic
compounds and optimal activity at high alkaline con�
ditions. The revealed enzyme properties might have
economic potential in many industrial and biotechno�
logical processes, specifically, agriculture, food, deter�
gents, textile, leather and paper industries. It is expect�
ed that numerous nitroreductases will be found in al�
kaliphiles in the coming years and they will be used in
novel biocatalytic processes and biotransformation re�
actions.

Table 2. Influence of inhibitors on the Aquiflexum sp. DL6
nitroreductase activity

Inhibitors Concentration, 
mM

Residual nitroreduc�
tase activity, % 

Control (NADH) 2.0 100

EDTA 0.2 91

0.6 81

1.0 80

1.4 78

1.8 58

2.0 49

SDS 0.2 79

0.6 72

1.0 66

1.4 61

1.8 57

2.0 55
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Природные нуклеозиды, меченные дейтерием
(2Н), представляют значительный научно�прак�
тический интерес для прикладной биохимии и
микробиологии, многочисленных биохимиче�
ских и диагностических целей [1], структурно�
функциональных исследований [2], а также для
изучения клеточного метаболизма [3]. Тенденция
к их предпочтительному использованию обуслов�
лена отсутствием радиационной опасности и воз�
можностью определения локализации метки в
молекуле спектроскопией 1НЯМР [4], ИК� и ла�
зерной спектроскопией [5], а также масс�спектро�
метрией [6]. Развитие технической и компъютер�
ной оснащенности современных аналитических
методов за последние годы позволило существенно
повысить эффективность проведения биологиче�
ских исследований de novo, а также изучать струк�
туру и функции нуклеозидов и их аналогов на мо�
лекулярном уровне [7]. В частности, дейтерирован�
ные рибонуклеозиды и их аналоги применяются в
матричных синтезах молекул дейтерированных
РНК для изучения их пространственной структуры
и конформационных изменений [8]. 

Важным фактором в исследованиях с дейтери�
рованными нуклеозидами и их аналогами являет�
ся их доступность. 2Н�меченые нуклеозиды могут
быть синтезированы с использованием химиче�
ских [9], ферментативных [10] и микробиологи�
ческих методов [11]. Химические синтезы часто
многостадийны, требуют больших расходов доро�
гостоящих реагентов и 2Н�меченых субстратов и
приводят к конечному продукту, представляюще�
му собой рацемическую смесь D� и L�форм, для
разделения которых требуются специальные ме�
тоды [12]. Более тонкие химические технологии
синтеза [2Н]нуклеозидов связаны с комбинацией
химических [13] и ферментативных [14] подходов. 

Для многих научно�прикладных целей микро�
биология предлагает альтернативный микробио�
логический метод синтеза [2Н]нуклеозидов, кото�
рый характеризуется высокими выходами синте�
зируемых продуктов, эффективным включением
дейтерия в молекулы и сохранению природной
конфигурации синтезируемых соединений [15].
Традиционным подходом при этом является вы�
ращивания штаммов�продуцентов в средах с мак�
симальными концентрациями 2Н2О и дейтериро�

МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ [2H]ИНОЗИНА ВЫСОКОГО 
УРОВНЯ ДЕЙТЕРИРОВАННОСТИ ГРАМПОЛОЖИТЕЛЬНОЙ 

ХЕМОГЕТЕРОТРОФНОЙ БАКТЕРИЕЙ Bacillus subtilis
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Осуществлен микробиологический синтез 2H�меченого пуринового рибонуклеозида инозина (выход
3.9 г/л культуральной жидкости, КЖ) с использованием адаптированного к дейтерию штамма грам�
положительных хемогетеротрофных бактерий Bacillus subtilis в тяжеловодородной среде высокого
уровня дейтерированности (99.8 атом. % 2Н) с 2%�ным гидролизатом дейтерированной биомассы фа�
культативной метилотрофной бактерии Brevibacterium methylicum как источника 2Н�меченых росто�
вых субстратов, полученной в минимальной среде М9 с 98%�ной 2Н2О и 2%�ным [2H]метанолом.
Фракционирование инозина из КЖ штамма�продуцента производили адсорбцией(десорбцией) на
поверхности активированного угля, экстракцией 0.3 М NH4�формиатным буфером (рН 8.9) с после�
дующей перекристаллизацией в 80%�ном этаноле и колоночной ИОХ на катионообменнике
AG50WX 4, уравновешенном 0.3 М NH4�формиатным буфером с 0.045 М NH4Cl. Уровень дейтериро�
ванности инозина, исследованный методом масс�спектрометрии с бомбардировкой быстрыми атома�
ми (ББА), составил 5 атомов дейтерия (62.5% 2Н) с включением 3 атомов дейтерия в рибозный и 2 ато�
мов дейтерия в гипоксантиновый фрагменты молекулы. 
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ванных субстратов [16]. Однако основным препят�
ствием практической реализации этого метода
является недостаток 2Н�меченых ростовых суб�
стратов высокого уровня дейтерированности.
Прежде всего это связано с ограниченной доступ�
ностью и дороговизной высокоочищенного дей�
терия, выделяемого из природных источников.
Природная распространенность дейтерия состав�
ляет 0.015 атом. %, однако несмотря на невысокое
содержание дейтерия в пробах, разработанные в
последние годы методы обогащения и очистки
дейтерия позволяют получать 2Н�меченые суб�
страты высокого уровня изотопной чистоты [17]. 

Начиная с первых экспериментов по выращи�
ванию природных объектов в тяжелой воде, в на�
шей стране разрабатываются подходы с исполь�
зованием гидролизатов дейтерированной био�
массы бактерий и микроводорослей как ростовых
субстратов для биосинтеза штаммов�продуцентов
[18]. Эксперименты обнаружили бактериостати�
ческий эффект 2Н2О, заключающийся в ингиби�
ровании жизненно�важных функций клетки, ока�
зываемой 50%�ным 2Н2О на растительные клетки
[19] и 80–90%�ным 2Н2О на клетки простейших и
бактерий [20]. Попытки использовать для синтеза
в 2Н2О природных объектов различной таксоно�
мической принадлежности, включая бактерии,
микроводоросли и дрожжи [21], не получили ши�
рокого распространения в биотехнологии из�за
трудности биосинтеза, использования комплекс�
ных ростовых сред, сложности технологической
схемы и т.п. Поэтому целый ряд практических во�
просов биосинтеза природных дейтерированных
соединений в 2Н2О остается неизученным. 

Более перспективны технологические схемы
синтеза с использованием в качестве дейтериро�
ванных ростовых субстратов биомассы метило�
трофных бактерий, ассимилирующих метанол по
рибулозо�5�монофосфатному (РМФ) и серино�
вому пути фиксации углерода, интерес к которым
возрастает благодаря интенсивному развитию тех�
нологии химического синтеза метанола [22, 23].
Усваиваемость метилотрофной биомассы клетка�
ми простейших организмов и эукариот составляет
85–98%, а их производительность, измеренная по
уровню биоконверсии метанола в клеточные ком�
поненты, достигает 50–60% [24]. Как было пока�
зано нами раннее, метилотрофные бактерии –
неприхотливые объекты, растут на минимальных
средах с 2–4% [2Н]метанола, в которых другие
бактерии не размножаются, и достаточно легко
адаптируются к максимальным концентрациям
2Н2О, что существенно для биосинтеза дейтери�
рованных природных соединений [25, 26]. 

Большой научно�практический интерес к ис�
пользованию дейтерированной биомассы мети�

лотрофных бактерий для биосинтеза рибонуклео�
зидов определил направление исследования. 

Цель работы – изучение принципиальной
возможности микробиологического синтеза
[2H]инозина штаммом грамположительных хе�
могетеротрофных бактерий Bacillus subtilis за
счет использования в качестве источника дейте�
рированных субстратов 99.8%�ной 2Н2O и 2%�
ного гидролизата дейтеро�биомассы факульта�
тивных метилотрофных бактерий Brevibacterium
methylicum, полученной со среды с максималь�
ным содержанием дейтерия.

МЕТОДИКА

Объект исследования. Объектом исследования
являлся полиауксотрофный по гистидину, тиро�
зину, аденину и урацилу (потребность 10 мг/л)
штамм спорообразующих аэробных грамположи�
тельных хемогетеротрофных бактерий Bacillus
subtilis ВКПМ В�3157 – продуцент инозина, по�
лученный из коллекции культур ГОСНИИ Гене�
тики и селекции промышленных штаммов мик�
роорганизмов. Исходный штамм был предвари�
тельно адаптирован к дейтерию рассевом до
отдельных колоний на 2%�ном агаре со ступен�
чато увеличивающимся градиентом концентра�
ции 2Н2О и последующей селекции по признаку
устойчивости к 2Н2О.

Для приготовления ростовых сред использова�
ли 2Н2О (99.8 атом. % 2Н), 2НСl (95.5 атом. % 2Н)
и [2H]метанол (97.5 атом. % 2Н) (ЗАО “Изотоп”,
Санкт�Петербург, Россия). Неорганические соли
и D, L�глюкозу (“Reanal”, Венгрия) предвари�
тельно перекристаллизовывали в 2Н2О, 2H2O ди�
стиллировали над KMnO4 с последующим кон�
тролем изотопной чистоты 1НЯМР�спектроско�
пией на приборе Brucker WM�250 (“Brucker
Daltonics”, ФРГ) (рабочая частота 70 МГц, внут�
ренний стандарт Me4Si). Согласно данным 1НЯМР,
уровень дейтерированности ростовой среды был
ниже на 8–10 атом. % изотопной чистоты исход�
ной 2Н2О.

Биосинтетический [2H]инозин. [H2]инозин
получен с выходом 3.9 г/л на тяжеловодородной
(ТВ) среде (89–90% атом. 2Н). В качестве источ�
ника 2Н�меченых ростовых субстратов исполь�
зовали 2%�ный гидролизат дейтерированной
биомассы метанолассимилирующего штамма
факультативных грамотрицательных метило�
трофных бактерий Brevibacterium methylicum ВКПМ
B�5662, полученного селекцией в условиях много�
ступенчатой адаптации на твердой (2%�ный агар)
минимальной среде М9 ((г/л): KH2PO4 – 3,
Na2HPO4 – 6, NaCl – 0.5, NH4Cl – 1) с 2%�ным
[2Н]метанолом и ступенчато увеличивающимся
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градиентом концентрации тяжелой воды (от 0,
24.5, 73.5 до 98% 2Н2О). Сырую метилотрофную
биомассу (выход 200 г/л среды) суспендировали
в 100 мл 0.5 н. 2НCl (в 2Н2О), автоклавировали
30–40 мин при 0.8 атм. Полученную суспензию
нейтрализовали 0.2 н. КОН (в 2Н2О), до рН 7.0,
после чего использовали в качестве источника ро�
стовых субстратов при выращивании штамма�
продуцента инозина. Для этого посевной материал
в количестве 5–6 мас. % переносили в ТВ�среду с
2Н2О (мас. %): глюкоза – 12, гидролизат дейтеро�
биомассы B. methylicum – 2, NH4NO3 – 2, MgSO4 ⋅

⋅ 7H2O – 1, СаСО3 – 2, аденин – 0.01, урацил –
0.01. В качестве контроля использовали протони�
рованную среду с 2%�ным белково�витаминным
концентратом (БВК) дрожжей. Выращивание
бактерий проводили в колбах Эрленмейера на
500 мл со 100 мл среды в течение 3–4 сут при 32°С
в условиях интенсивной аэрации на орбитальной
качалке S�380 (“Biorad Labs”, Венгрия). Бактери�
альный рост контролировали по способности к
образованию отдельных колоний на поверхности
твердых агаризованных (2%�ный агар) сред, а
также по величине ОП суспензии клеток, изме�
ренной на спектрофотометре Beckman DU�6
(“Beckman Coulter”, США) при λ = 540 нм в
кварцевой кювете с длиной оптического пути
10 мм. Уровень биоконверсии углеродного суб�
страта определяли, используя глюкозооксидазу
(КФ 1.1.3.4).

Аналитическое определение инозина. Определе�
ние проводили в пробах КЖ, объемом 10 мкл на
хроматографических пластинках (150 × 150 мм) с
закрепленным слоем флуоресцирующего носите�
ля Silufol UV�254 (“Kavalier”, Чехия) с использо�
ванием стандартного набора рибонуклеозидов
фирмы “Beckman�Spinco” (США) в системе рас�
творителей: н�бутанол–уксусная кислота–вода
(2 : 1 : 1, об. %). Элюцию пятен проводили 0.1 н.
HCl. УФ�поглощение элюатов определяли на
спектрофотометре Beckman DU�6 (“Beckman
Coulter”, США), используя стандартную калиб�
ровочную кривую. 

Выделение [2H]инозина. Пробы КЖ разделяли
на центрифуге Т�26 (“Carl Zeiss”, ФРГ) при 2000 g,
10 мин, концентрировали при 10 мм рт. ст. в ротор�
ном испарителе РВО�6 (“Microtechna”, Венгрия)
до объема, в два раза меньше исходного, добав�
ляли ацетон при 0°С (3 × 5 мл). Смесь выдержи�
вали ~10 ч при 4°С, осадок отделяли центрифуги�
рованием при 1200 g, 5 мин. К супернатанту до�
бавляли 10 г активированного угля, выдерживали
24 ч при 4°С. Водную фракцию отделяли филь�
трованием, к твердой фазе добавляли 20 мл 50%�
ного этанола в 25%�ном аммиаке (1 : 1, об. %), на�
гревали при 60°С с обратным водяным холодиль�
ником. Через 2–3 ч смесь фильтровали и упарива�

ли при 10 мм рт. ст. Продукт экстрагировали 0.3 М
NH4�формиатным буфером (рН 8.9), промывали
ацетоном (2 × 10 мл), сушили над безводным
СaCl2. Инозин перекристаллизовывали из 80%�

ного этанола (  = +1.61°, выход 3.1 г/л, 80%).
Конечная очистка инозина производилась методом
ИОХ на откалиброванной колонке (150 × 10 мм) с
катионообменной смолой АG50WX 4 (“Pharma�
cia”, США). Колонку уравновешивали 0.3 М
NH4�формиатным буфером (рН 8.9) c 0.045 М
NH4Cl и элюировали тем же буфером в условиях
изократической элюции (хроматографическая
чистота 92%). Элюат подвергали лиофильной
сушке и хранили в запаянных ампулах при –4°С. 

[2H]инозин. Выход 3.1 г/л (80%); Тпл. = 68–70°С;
 = +1.61° (этанол); Rf = 0.5; рКa = 1.2 (фосфат�

ный буфер, рН 6.87). УФ�спектр (0.1 н. НСl):
(λмакс = 249 нм, ε249 = 7100 М–1 см–1); масс�спектр
ББА (глицериновая матрица Cs+, ускоряющее
напряжение 5 кВ, ионный ток 0.6–0.8 мА): [M +
+ H]+ m/z (I, %): 273, 20% (4 атом. 2Н); 274, 38%
(5 атом. 2Н); 275, 28% (6 атом. 2Н); 276, 14%
(7 атом. 2Н), [А + H]+ 136, 46%; [В + Н]+ 138, 55%;
[В – НCN]+ 111, 49%; [В – HCN]+ 84, 43%.

Гидролиз белков биомассы. К 10 мг сухой био�
массы после обработки смесью хлороформ–мета�
нол–ацетон (2 : 1 : 1, об. %) добавляли 5 мл 6 н.
2HCl (в 2H2O). Ампулы выдерживали при 110°С в
течение ~24 ч. После этого реакционную массу
суспендировали в горячей 2H2O, фильтровали.
Гидролизат упаривали при 10 мм рт. ст. Остатки
2HCl удаляли путем выдерживания в эксикаторе
над твердым NaOH. 

Гидролиз внутриклеточных полисахаридов. 50 мг
сухой биомассы помещали в круглодонную колбу
вместимостью 250 мл, добавляли 50 мл дист. Н2О
и 1.6 мл 25%�ной H2SO4 (в 2H2О) и кипятили с об�
ратным водяным холодильником в течение
~90 мин. После охлаждения реакционную смесь
суспендировали в одном объеме горячей дист.
Н2О и нейтрализовали 2 н. Ba(ОН)2 (в 2H2О) до
рН 7.0. Выпавший осадок BaSO4 отделяли цен�
трифугированием (1500 g, 5 мин), супернатант де�
кантировали и упаривали при 10 мм рт. ст.

УФ>спектры. Регистрировали на программи�
руемом спектрофотометре Beckman DU�6
(“Beckman Coulter”, США) в диапазоне длин
волн λ = 220–280 нм. 

Аминокислотный анализ. Анализ гидролизатов
биомассы проводили на катионообменной ко�
лонке Biotronic LC�5001 (“Eppendorf�Nethleler�
Hinz”, ФРГ) (230 × 3.2); неподвижная фаза –
сульфированная стирольная (7.25% сшивки) смо�
ла UR�30 (“Beckman�Spinco”, США); диаметр
гранул 25 мкм; элюент 0.2 н. Na�цитратный буфер

D
20[ ]α

D
20[ ]α

3
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(pH 2.5); рабочее давление 50–60 атм; скорость
подачи элюента 18.5 мл/ч; нингидрина 9.25 мл/ч;
детекция при λ = 570 нм и λ = 440 нм (для пролина).

Анализ углеводов. Анализ осуществляли на жид�
костном хроматографе Knauer Smartline (“Knauer”,
ФРГ), снабженном насосом Gilson (“Gilson Inc.”,
ФРГ) и рефрактометром Waters К 401 (“Water Asso�
ciates”, ФРГ); неподвижная фаза: Ultrasorb CN; га�
баритные размеры колонки 250 × 10 мм; диаметр
гранул 10 мкм; подвижная фаза: ацетонитрил–вода
(75 : 25, об. %); скорость подачи 0.6 мл/мин. 

Масс>спектры ББА. Получены на импульсном
масс�спектрометре VG�70 SEQ (“Fisons VG Analit�
ical”, США), снабженным цезиевым источником
Cs+ на глицериновой матрице с ускоряющим на�
пряжением 5 кВ и ионным током 0.6–0.8 мА. 

Масс>спектры электронного удара (ЭУ). Получе�
ны на приборе МB�80A (“Hitachi”, Япония) с двой�
ным фокусированием (энергия ионизирующих
электронов 70 эВ, ускоряющее напряжение 8 кВ,
температура катодного источника 180–200°С) по�
сле модификации аминокислот в метиловые эфи�
ры N�(диметиламино)нафтален�1�сульфонил хло�
ридных (дансильных) производных аминокислот
по разработанной ранее методике [27].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение 2Н>меченой биомассы B. methylicum.
В качестве продуцента инозина использовали му�
тантный полиауксотрофный по гистидину, тиро�
зину, аденину и урацилу штамм грамположитель�
ных хемогетеротрофных бактерий Bacillus subtilis
ВКПМ В�3157 (предварительно адаптированный
к дейтерию селекцией до отдельных колоний),
который из�за нарушения метаболических путей
регуляции биосинтеза пуриновых рибонуклеози�
дов синтезирует в стандартных условиях выращи�
вания (БВК�среда, поздний экспоненциальный
рост, 32°С) 17–20 г инозина на 1 л КЖ [28]. Мак�
симальный выход инозина достигался при ис�
пользовании протонированной среды, содержа�
щей в качестве источника углерода и энергии
глюкозу (не менее 12 мас. %), а в качестве источ�
ника ростовых факторов и аминного азота –
2%�ный БВК дрожжей. При проведении био�
синтеза требовалось заменить протонирован�
ные ростовые субстраты их дейтерированными
аналогами, а также использовать 2Н2О высокого
уровня изотопной чистоты. Для решения по�
ставленной задачи использовали автолизиро�
ванную биомассу адаптированного к дейтерию
грамотрицательного штамма факультативных
метилотрофных бактерий Brevibacterium methyli&
cum ВКПМ B�5662, ассимилирующего метанол
по рибулозо�5�монофосфатному циклу фикса�
ции углерода, который благодаря 50–60%�ному
уровню биоконверсии метанола (при эффектив�

ности конверсии 15.5–17.3 г сух. биомассы на
1 г потребленного субстрата) и устойчивому ро�
сту в минимальной дейтерированной среде М9 с
2Н2О и [2H]метанолом оказался очень удобным
источником для наработки дейтеро�биомассы, а
затраты на биоконверсию определяются, в ос�
новном, стоимостью 2Н2О и [2Н]метанола [29].
Проведение адаптации для B. methylicum опреде�
лялось необходимостью улучшения ростовых ха�
рактеристик штамма и достижения высокого вы�
хода микробной биомассы в максимально дейте�
рированной среде М9. Для этого использовали
ступенчато увеличивающийся градиент концен�
трации 2Н2О в ростовых средах М9 (от 24.5, 49.0,

73.5 до 98% 2Н2О
1) в присутствии 2%�ного мета�

нола и его дейтерированного аналога, так как
предполагалось, что постепенное привыкание
клеток к 2Н2О будет оказывать благоприятный
эффект на ростовые параметры штамма. 

Для изучения влияния уровня дейтерирован�
ности источника углерода на ростовые параметры
штамма в опытах (1, 3, 5, 7, 9) использовали про�
тонированный метанол, а в опытах (2, 4, 6, 8, 10)
[2Н]метанол (табл. 1). Согласно полученным дан�
ным, замена протонированного метанола его
дейтерированным аналогом в условиях одинако�
вой концентрации 2Н2О в среде приводила к не�
большим уменьшениям ростовых характеристик
штамма (табл. 1, опыты 2, 4, 6, 8, 10). Поэтому в
дальнейших опытах использовали среды М9 с
2Н2О и [2Н]метанолом. При росте исходного
штамма B. methylicum в контрольной протониро�
ванной среде с водой и метанолом продолжитель�
ность лаг�периода и времени клеточной генера�
ции составили 20 и 2.2 ч, а выход микробной био�
массы 200 г на 1 л КЖ (табл. 1, опыт 1). В
промежуточных опытах (2–10) биосинтетические
параметры изменялись пропорционально кон�
центрации 2Н2О (табл. 1). Выявленная законо�
мерность заключалась в увеличении продолжи�
тельности лаг�периода и времени клеточной ге�
нерации при уменьшении выходов микробной
биомассы с фиксированием самых низких значе�
ний этих параметров в опыте 10 с использованием
максимально дейтерированной среды с 98%�ной
2Н2О и 2%�ным [2H]метанолом, где продолжи�
тельность лаг�периода и время генерации увели�
чивались в 3 и 2.2 раза по сравнению с контроль�
ными условиями (табл. 1, опыт 1) на обычной во�
де и метаноле, а выход микробной биомассы
уменьшался в 3.1 раза. Улучшить ростовые харак�
теристики штамма B. methylicum в максимально
дейтерированной среде М9 позволила адаптация
к дейтерию, условия которой показаны в опыте
10' (табл. 1). За ходом адаптации наблюдали, сни�

1 Здесь и далее использованы проценты по объему.
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мая динамики роста исходного (рис. 1, кривая 2)
и адаптированного к дейтерию (рис. 1, кривая 3)
штамма B. methylicum в максимально дейтериро�
ванной среде М9, содержащей 98%�ную 2Н2О и

2%�ный [2H]метанол (рис. 1, кривая 1 (контроль),
получен в протонированной среде), а также по из�
менению продолжительности лаг�периода, вре�
мени генерации и выходов микробной биомассы
(рис. 2а–2в). В отличие от адаптированного

штамма (рис. 1, кривая 3), динамика роста ис�
ходного штамма (рис. 1, кривая 2) в максималь�
ной дейтерированной среде ингибировались
дейтерием.

Согласно данным эксперимента выход мик�
робной биомассы у адаптированного штамма
B. methylicum (рис. 2в) уменьшался на 13% по
сравнению с контрольными условиями (рис. 2а)
при увеличении времени генерации до 2.8 ч, а про�
должительности лаг�периода до 40 ч (рис. 2в). По�

Таблица 1. Условия адаптации, изотопный состав ростовых сред и характеристики роста B. methylicum

Номер 
опыта

Компоненты среды, об. %
Лаг�период, ч Выход микробной био�

массы, % от контроля
Время 

генерации, чH2O 2H2O метанол [2H] метанол

1 98.0 0 2 0 20 100 2.2

2 98.0 0 0 2 30 92.3 2.4

3 73.5 24.5 2 0 32 90.6 2.4

4 73.5 24.5 0 2 34 85.9 2.6

5 49.0 49.0 2 0 40 70.1 3.0

6 49.0 49.0 0 2 44 60.5 3.2

7 24.5 73.5 2 0 45 56.4 3.5

8 24.5 73.5 0 2 49 47.2 3.8

9 0 98.0 2 0 58 32.9 4.4

10 0 98.0 0 2 60 30.1 4.9

10' 0 98.0 0 2 40 87.0 2.8

Примечание. Данные опытов 1–10 приведены для B. methylicum при выращивании в минимальной среде М9, содержащей 2%�
ный метанол/[2Н]метанол и указанное количество (%) 2Н2О. Данные опыта 10’ приведены для адаптированной к максималь�
ному содержанию дейтерия в среде бактерии B. methylicum при выращивании в среде, содержащей 98%�ную 2Н2О и 2%�ный
[2Н]метанол. В качестве контроля использовали опыт 1, где применяли обычную воду и метанол.
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Рис. 1. Динамики роста B. methylicum в различных
экспериментальных условиях: исходный метилотроф
в протонированной среде М9 с обычной водой и ме�
танолом (1); исходный метилотроф в максимально
дейтерированной среде М9 (2); адаптированный к
дейтерию метилотроф в максимально дейтерирован�
ной среде М9 (3).
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Рис. 2. Выход биомассы (% от контроля, I) B. methyli&
cum, величина лаг�периода (ч, II) и время генерации
(ч, III) в различных экспериментальных условиях: ис�
ходный метилотроф в протонированной среде M9 с
обычной водой и метанолом (a); в максимально дей�
терированной среде M9 (б); адаптированный к дейте�
рию на максимально дейтерированной среде M9 (в).
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сле переноса в протонированную среду адаптиро�
ванный штамм возвращался к нормальному росту
после некоторого лаг�периода, что наблюдалось
для других адаптированных нами штаммов бакте�
рий [30]. Эффект реверсии роста в протонирован�
ной(дейтерированной) средах доказывает, что
адаптация к 2Н2О является фенотипическим явле�
нием, хотя не исключается, что определенный ге�
нотип детерминирует проявление одного и того же
фенотипического признака в средах различного
изотопного состава. В целом, улучшенные росто�
вые характеристики адаптированного метилотро�
фа существено упрощают схему получения дейте�
робиомассы, оптимальным условиям которой удо�
влетворяет максимально дейтерированная среда
М9 с 98%�ной 2Н2О и 2%�ным [2Н]метанолом с
инкубационным периодом 3–4 сут при 35°С.

Микробиологический синтез [2H]инозина.
Стратегия биосинтеза 2Н�меченого инозина за
счет использования в качестве ростовых субстра�
тов метилотрофной биомассы B. methylicum раз�
рабатывалась с учетом способности метилотроф�
ных бактерий синтезировать большое количество
белка (выход 50% от массы сухого вещества), 15–
17% полисахаридов, 10–12% липидов (в основ�

ном, фосфолипиды) и 18% зольных веществ [31].
Для обеспечения высоких выходов этих соедине�
ний и минимизации реакций обратного (1Н–2Н)
обмена в аминокислотных остатках молекул бел�
ков гидролиз биомассы проводили автоклавиро�
ванием в 0.5 н. 2НCl (в 2Н2O). Поскольку штамм
B. subtilis – продуцент инозина является полиаук�
сотрофным штаммом, нуждающимся для роста в
тирозине и гистидине, исследовали качественный
и количественный состав ароматических амино�
кислот гидролизата метилотрофной биомассы, по�
лученного в максимально дейтерированной среде
с 98%�ной 2Н2О и 2%�ным [2Н]метанолом, а также
уровни их дейтерированности (табл. 2). Каче�
ственный и количественный состав аминокислот
метилотрофного гидролизата изучали на катионо�
обменной колонке Biotronic LC�5001 (“Eppendorf�
Nethleler�Hinz”, ФРГ) с сульфированной смолой
UR�30, а уровни дейтерированности молекул –
масс�спектрометрией ЭУ метиловых эфиров N(ди�
метиламино)нафтален�1�сульфонил хлоридных
производных аминокислот, полученных обработ�
кой смеси белкового гидролизата дансилхлоридом
и диазометаном. Метилотрофный гидролизат
представлен пятнадцатью идентифицированными

Таблица 2. Аминокислотный состав гидролизата биомассы факультативной метилотрофной бактерии B. methyli&
cum, полученный с максимально дейтерированной среды М9 с 98%�ной 2Н2О и 2%�ным [2Н]метанолом и уровни
дейтерированности молекул

Аминокислота Выход, % 
Величина молекуляр�

ного иона производных 
аминокислот [M]+*

Количество включен�
ных атомов дейтерия 
в углеродный скелет 

молекулы**

Уровень дейтерирован�
ности молекул, % 

от общего количества 
атомов водорода***

Глицин 9.69 324 2 90.0

Аланин 13.98 340 4 97.5

Валин 3.74 369 4 50.0

Лейцин 7.33 383 5 49.0

Изолейцин 3.64 383 5 49.0

Фенилаланин 3.94 420 8 95.0

Тирозин 1.82 669 7 92.8

Серин 4.90 355 3 86.6

Треонин 5.51 не детектировался – –

Метионин 2.25 не детектировался – –

Аспарагин 9.59 396 2 66.6

Глутаминовая кислота 10.38 411 4 70.0

Лизин 3.98 632 5 58.9

Аргинин 5.27 не детектировался – –

Гистидин 3.72 не детектировался – –

* Данные получены для метиловых эфиров N�(диметиламино)нафтален�1�сульфонил хлоридных (дансильных) производ�
ных аминокислот.

** При подсчете уровня дейтерированности протоны (дейтероны) при карбоксильных СООН� и амино NH2�группах моле�

кул аминокислот не учитывались из�за легкости изотопного (1Н–2Н) обмена.
*** Прочерк означает отсутствие данных.
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аминокислотами (за исключением пролина, кото�
рый детектировался при λ = 440 нм) при содержа�
нии тирозина и гистидина в 1 г сухого метилотроф�
ного гидролизата 1.82 и 3.72%, что удовлетворяет
ауксотрофности штамма�продуцента в этих ами�
нокислотах. Содержания других аминокислот в
гидролизате также сопоставимы с потребностями
штамма в источниках углерода и аминного азота
(табл. 2). Индикатором, определяющим высокую
эффективность включения дейтерия в синтезируе�
мый продукт, служат высокие уровни дейтериро�
ванности молекул аминокислот, которые варьиру�
ют от 49% для лейцина(изолейцина) до 97.5% для
аланина (табл. 2). Это позволило использовать
гидролизат дейтеро�биомассы метилотрофных
бактерий B. methylicum как источник ростовых суб�
стратов для выращивания штамма B. subtilis – про�
дуцента инозина.

Ростовые и биосинтетические характеристики
штамма�продуцента инозина B. subtilis изучали в
протонированной БВК�среде с обычной водой и
2%�ным БВК дрожжей и ТВ�среде с 98%�ной
2Н2О и 2%�ным гидролизатом дейтерированной
биомассы B. methylicum (рис. 3). Во всех опытах
отмечена корреляция в характере изменения ро�
стовой динамики B. subtilis (рис. 3, кривые 1, 1'),
выхода инозина (рис. 3, кривые 2, 2') и ассимиля�
ции глюкозы (рис. 3, кривые 3, 3'). Максималь�
ный выход инозина (17 г/л) зафиксирован на
протонированной БВК�среде при уровне асси�
милируемой глюкозы 10 г/л (рис. 3, кривая 2). На
ТВ�среде выход инозина снижался в 4.4 (3.9 г/л)
(рис. 3, кривая 2'), а уровень ассимиляции глюко�
зы – в 4 раза (рис. 3, кривая 3'). Эксперименталь�
ные данные показали, что при росте в ТВ�среде
глюкоза ассимилируется менее эффективно, чем в
контрольных условиях.

Полученный результат требовал изучения со�
держания глюкозы и других внутриклеточных
углеводов в биомассе штамма�продуцента
B. subtilis, методом обращенно�фазовой ВЭЖХ на
колонке Ultrasorb CN, 10 мкм, 10 × 250 мм с по�
движной фазой ацетонитрил–вода (75 : 25, об. %)
(табл. 3). Фракция внутриклеточных углеводов
в табл. 3 представлена моносахаридами (глюко�
за, фруктоза, рамноза, арабиноза), дисахарида�
ми (мальтоза, сахароза), а также четырьмя дру�
гими неидентифицированными углеводами с
временами удерживания 3.08 (15.63%), 4.26
(7.46%), 7.23 (11.72%) и 9.14 (7.95%) мин (не по�
казаны). Как ожидалось, выход глюкозы в
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Рис. 3. Динамики роста (кл./мл) B. subtilis (1, 1'), на�
копления инозина в КЖ (г/л) (2, 2') и ассимиляции
глюкозы (г/л) (3, 3') в различных экспериментальных
условиях: протонированная БВК�среда (1, 2, 3); ТВ�
среда с 2%�ным гидролизатом дейтерированной био�
массы B. methylicum (1', 2', 3').

Таблица 3. Качественный и количественный состав внутриклеточных углеводов B. subtilis при росте в ТВ�среде
и уровни дейтерированности молекул

Углевод

Содержание в биомассе, % 
Уровни

дейтерированности молекул, %Протонированный 
образец (контроль)

Образец, полученный 
в ТВ�среде

Глюкоза 20.01 21.40 80.6

Фруктоза 6.12 6.82 85.5

Рамноза 2.91 3.47 90.3

Арабиноза 3.26 3.69 90.7

Мальтоза 15.30 11.62 –

Сахароза 8.62 не детектировалась –
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дейтерированном гидролизате составляет 21.4%
от сух. массы, т.е. выше, чем фруктозы (6.82%),
рамнозы (3.47%), арабинозы (3.69%) и мальтозы
(11.62%) (табл. 3). Их выходы существенно не от�
личались от контроля на Н2О, за исключением са�
харозы, которая не детектируется в дейтериро�
ванном гидролизате. Уровни дейтерированности
углеводов составили 90.7% для арабинозы до
80.6% для глюкозы.

Выделение [2H]инозина из КЖ. Применение
комбинации физико�химических методов для
выделения биосинтетического 2Н�меченого ино�
зина из КЖ штамма�продуцента диктовалось не�
обходимостью получения инозина высокой сте�
пени хроматографической чистоты, не менее
95%. Поскольку в КЖ наряду с инозином присут�
ствуют примеси неорганических солей, белков и
полисахаридов, а также сопутствующие вторич�
ные метаболиты нуклеиновой природы (адено�
зин, гуанозин) и непрореагировавшие субстраты
(глюкоза, аминокислоты), проводилось ступенча�
тое фракционирование КЖ с целью выделения
[2H]инозина. Повышенная чувствительность ино�
зина к кислотам и щелочам и его нестабильность
при выделении требовали использование кислот�

ных и щелочных растворов низкой концентрации,
а также проведения выделения при низких темпе�
ратурах, избегая длительного перегрева реакцион�
ной смеси. Фракционирование КЖ заключалось
в низкотемпературном осаждении высокомоле�
кулярных примесей органическими растворите�
лями – ацетоном и метанолом, адсорбции(де�
сорбции) на поверхности активированного угля,
экстракции продукта, перекристаллизации и
ИОХ. Белки и полисахариды удаляли низкотем�
пературным осаждением ацетоном при 4°С, про�
водя последующую адсорбцию суммы рибонук�
леозидов активированным углем на холоду. Де�
сорбированные рибонуклеозиды извлекали из
прореагировавшей твердой фазы элюцией эта�
нольно�аммиачным раствором при 60°С, а сам
инозин экстракцией 0.3 М NH4�формиатным бу�
фером (рН 8.9) с последующей перекристаллиза�
цией в 80%�ном этаноле. Окончательная стадия
очистки заключалась в колоночной ИОХ на ка�
тионообменнике AG50WX 4, уравновешенном
0.3 М NH4�формиатным буфером с 0.045 М
NH4Cl со сбором фракций при Rf = 0.5. Данные
по выделению инозина из КЖ штамма�проду�
цента представлены в виде спектров УФ�погло�
щения на рис. 4, кривые 1–3. Наличие в получен�
ном образце (рис. 4, кривая 3) основной полосы
поглощения Ι, соответствующей природному ино�
зину (λмакс 249 нм, ε249 7100 М–1 см–1) и отсутствие
вторичных метаболитов ΙΙ и ΙΙΙ доказывает его
однородность и эффективность разработанного
метода выделения.

Изучение уровня дейтерированности [2H]инози>
на. Уровень дейтерированности инозина иссле�
довали методом масс�спектрометрии ББА из�за
высокой чувствительности, позволяющей детек�
тировать 10–8–10–10 моль вещества в пробе, что
существенно выше, чем при использовании
1НЯМР�спектроскопии [32]. Для этого получали
масс�спектры ББА дейтерированного и прото�
нированного инозина, по разности величин пи�
ков молекулярных ионов, для которых проводили
расчет уровня дейтерированности молекулы.
Формирование пика молекулярного иона инозина
в масс�спектрометрии ББА сопровождался мигра�
цией протона Н+. Биосинтетический 2Н�меченый
инозин (масс�спектр приведен на рис. 5б относи�
тельно контроля (рис. 5а)), представлял смесь изо�
топнозамещенных форм молекул с различным ко�
личеством атомов водорода, замещенных на дей�
терий. Поэтому пик молекулярного иона инозина
[М + Н]+ полиморфно расщеплялся на отдельные
кластеры с примесью молекул со статистическим
набором массовых чисел m/z с различным вкла�
дом в суммарный уровень дейтерированности мо�
лекулы. Его подсчет проводили по вкладу наибо�
лее интенсивного пика молекулярного иона (пик
с наибольшим вкладом в уровень дейтерирован�
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Рис. 4. Спектры УФ�поглощения (%) инозина (0.1 н.
раствор НCl): исходная КЖ после выращивания
штамма продуцента B. subtilis в ТВ�среде (1); природ�
ный инозин (2); инозин, выделенный из КЖ штамма�
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инозин (а); [2H]инозин, выделенный из ТВ�среды (б). Интервал сканирования при m/z 50–350, базовые пики с отно�
сительной интенсивностью 100% при m/z 52 и m/z 54, условия ионизации: цезиевый источник, ускоряющее напряже�
ние 5 кВ, ионный ток 0.6–0.8 мА. Разрешающая способность 7500 усл. ед. I – относительная интенсивность пиков (%).
I – инозин, II – рибозный фрагмент, III – гипоксантиновый фрагмент.

ности), зарегистрированным в данных условиях
масс�спектрометром. Этим условиям удовлетво�
рял пик [М + Н]+ при m/z 274, 38% (вместо [М +
+ Н]+ при m/z 269, 42% в контрольных условиях

(рис. 5а)), что соответствует включению 5 атомов
дейтерия в молекулу инозина (рис. 5б). В пике мо�
лекулярного иона инозина также фиксировались
менее интенсивные пики с примесями молекул с
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включением 4 (m/z 273, 20%), 5 (m/z 274, 38%),
6 (m/z 275, 28%) и 7 атомов дейтерия (m/z 276, 14%)
(табл. 4). 

С учетом вклада пиков молекулярных ионов
суммарный уровень дейтерированности (УД)
молекулы инозина, вычисленный по нижепри�
веденной формуле, составил 62.5% от общего
количества атомов водорода в углеродном скеле�
те молекулы. 

(где  – величины пиков молекулярного иона
инозина; Сn – вклад в уровень дейтерированно�
сти, мол. %).

Более точную информацию о распределении
дейтерия в молекуле инозина дает фрагментация
молекулы, показанная на рис. 6. Пути фрагмента�
ции молекулы инозина методом ББА приводят к
распаду инозина I на фрагмент рибозы II при мас�
совом соотношении m/z 133 и гипоксантиновый
фрагмент III при m/z 136 (их распад сопровожда�
ется миграцией протона Н+), который в свою оче�
редь расщепляется на ряд менее низкомолекуляр�
ных осколочных фрагментов при m/z 109, 108, 82,
81 и 54 за счет элиминирования НСN и СО из ги�

[ ] [ ] [ ]
УД 1 21 2

...
,nr r rn

n

M C M C M C

C

+ + +

+ + +
=

Σ

[ ]r
M +

поксантина (рис. 6). Следовательно, присутствие
в масс�спектре ББА инозина двух “тяжелых” пи�
ков фрагментов рибозы II m/z 136, 46% (вместо
m/z 133, 41%) и гипоксантина III m/z 138, 55%
(вместо m/z 136, 48%), а также пиков низкомоле�
кулярных фрагментов, продуктов распада гипо�
ксантина при m/z 111, 49% (вместо m/z 109, 45%)
и m/z 84, 43% (вместо m/z 82, 41%) свидетельству�
ет о включении трех атомов дейтерия в рибозный
и двух атомов дейтерия в гипоксантиновый фраг�
менты молекулы инозина (рис. 5 и рис. 6). Таким
образом, экспериментальные данные свидетель�
ствуют о включении 5 атомов дейтерия по 1', 3', 4',
2, 8 положениям молекулы инозина, что подтвер�
ждается 1НЯМР�спектроскопией. 

При анализе дейтерированности инозина учи�
тывалось, что уровень и характер включения дей�
терия в молекулу определялся способом получе�
ния дейтерированного инозина микробиологиче�
ским синтезом. Вследствие того, что протоны

(дейтероны) в –  положениях рибозного
фрагмента молекулы инозина могли происходить
из глюкозы, характер биосинтетического включе�
ния дейтерия в рибозный фрагмент определяется,
в основном, функционированием процессов гек�
созо�6�монофосфатного (ГМФ) шунта, связан�
ного с ассимиляцией глюкозы и других углеводов.

С1' С 2'

Таблица 4. Величины пиков [М + Н]+ в масс�спектрах ББА и уровни дейтерированности инозина, выделенного
с ТВ�среды

Величина пика 
[М + Н]+ 

Вклад в уровень 
дейтерированности, мол. %

Количество 
aтомов дейтерия

Уровень дейтерированности, 
% от общего количества атомов водорода* 

273 20 4 20.0

274 38 5 62.5

275 28 6 72.5

276 14 7 87.5

* При вычислении уровня дейтерированности протоны (дейтероны) при гидроксильных ОН�группах, а также имидазольные
NH�протоны при гетероатомах азота не учитывались из�за легкости изотопного (1Н–2Н) обмена в 2Н2О.
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Рис. 6. Схема фрагментации молекулы инозина методом ББА.
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Поскольку глюкоза использовалась в протониро�
ванном виде, ее вклад в уровень дейтерирован�
ности рибозного фрагмента пренебрегался. Од�
нако, вопреки этому предположению, наблюда�
лось включение дейтерия в рибозный фрагмент
молекулы инозина за счет сохранения минорных
путей биосинтеза глюкозы de novo. Многочис�
ленные (1Н–2Н) обменные процессы также мог�
ли привести к специфическому включению ато�
мов дейтерия по определенным положениям в
молекуле инозина. Такими доступными положе�
ниями в молекуле инозина являются гидроксиль�
ные протоны ОН– и имидазольные протоны при
гетероатомах NH+, которые могут обмениваться
на дейтерий в 2Н2О за счет кето�енольной тауто�
мерии. Три атома дейтерия в рибозном фрагменте
инозина могли происходить за счет функциони�
рования реакций ГМФ�шунта, два атома дейте�
рия в гипоксантиновом фрагменте могли синте�
зироваться de novo за счет [2Н]аминокислот, ис�
точником которых являлся метилотрофный
гидролизат. В частности, гликозидный протон в
положении  в рибозном фрагменте мог заме�
ститься на дейтерий в процессе реакции элими�
нирования СО2 на стадии образования рибуло�
зо�5�монофосфата из 3�кето�6�фосфоглюконо�
вой кислоты с последующим присоединением
протона(дейтерона) по С1�положению рибулозо�
5�монофосфата. В целом, наши исследования под�
тверждают эту схему. Следует подчеркнуть, что уро�
вень дейтерированности инозина определяется
изотопной чистотой 2Н2О и дейтерированных суб�
стратов. 

Таким образом, в работе показана возможность
препаративного микробиологического синтеза
[2H]инозина штаммом грамположительных хемо�
гетеротрофных бактерией B. subtilis за счет исполь�
зования в качестве источников ростовых субстра�
тов гидролизата биомассы факультативных мети�
лотрофных бактерий B. methylicum, полученной с
максимально дейтерированной ростовой среды.
Выход [2H]инозина на максимально дейтерирован�
ной среде с 2%�ным гидролизатом 2H�меченой
биомассы B. methylicum составил 3.9 г/л, а уровень
дейтерированности – 62.5% (5 атомов с включени�
ем 3 атомов дейтерия в рибозный и 2 атомов дейте�
рия в гипоксантиновый фрагменты молекулы).
Для достижения более высокого уровня дейтериро�
ванности конечного продукта необходимо тща�
тельным образом контролировать изотопный со�
став ростовой среды и исключить все источники
дополнительных протонов, в т.ч. использовать
[2H]глюкозу. В будущем планируется получать раз�
работанным методом другие дейтерированные
природные нуклеозиды и их аналоги. 

Настоящая работа осуществлялась при фи�
нансовой поддержке Научно�исследовательско�

С1'

го центра медицинской биофизики (Болгария).
Грант № 32. 
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Microbiological Synthesis of [2H]�Inosine with a High Degree
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Bacterium Bacillus subtilis
O. V. Mosina, V. I. Shvetsa, D. A. Skladnevb, and I. Ignatovc

a Lomonosov State University of Fine Chemical Technology, Moscow, 117571 Russia
e�mail: mosin�oleg@yandex.ru

b State Research Center of Genetics and Selection of Industrial Microorganisms, Moscow, 113545 Russia
e�mail: genetika@genetika.ru

c Scientific Research Center of Medical Biophysics, Sofia, 1111 Bulgaria
e�mail: mbioph@dir.bg
Received May 11, 2012

Abstract—A 2H�labeled purine ribonucleoside inosine was microbiologically synthesized (yield, 3.9 g/L of
culture liquid) using a deuterium�adapted strain of the gram�positive chemoheterotrophic bacterium Bacillus
subtilis, cultivated in a heavy water medium with a high degree of deuteration (99.8 at % 2H) containing 2%
hydrolysate of deuterated biomass of the methylotrophic bacterium Brevibacterium methylicum as a source of
2H�labeled growth substrate produced in an M9 minimal medium with 98% 2H2O and 2% [2H]�methanol.
The inosine extracted from the culture liquid of the producer strain was fractionated by adsorption (desorp�
tion) on an activated carbon surface, extraction with 0.3 M ammonium–formate buffer (pH 8.9), subsequent crys�
tallization in 80% ethanol, and ion exchange chromatography on a column with AG50WX 4 cation exchange resin
equilibrated with 0.3 M ammonium–formate buffer containing 0.045 M NH4Cl. Fast atom bombardment (FAB)
mass spectrometry demonstrated incorporation of five deuterium atoms in the inosine molecule (62.5% 2H), three
of which were contained in the ribose moiety and two in the hypoxanthine moiety.
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В результате промышленной деятельности че�
ловека увеличивается поступление в окружаю�
щую среду моно(поли)ароматических углеводо�
родов и их производных, которые устойчивы к
внешним воздействиям, обладают токсичностью
и канцерогенными свойствами [1], что представ�
ляет существенную опасность для здоровья че�
ловека и биосферы в целом. Большое количество
таких соединений обнаруживается в отходах
горнодобывающих производств, в том числе в
глинисто�солевых шламах, избыточных (маточ�
ных) рассолах, образующихся в результате про�
мышленной разработки Верхнекамского место�
рождения калийно�магниевых солей (Пермский
край) [2]. Высокий уровень загрязнения в про�
цессе добычи калийных солей обусловлен ис�
пользованием в технологическом цикле обогаще�
ния калийных руд целой гаммы реагентов: окси�
этилированных жирных кислот, нефтепродуктов,
диоксановых спиртов и других соединений. При
подобной комплексной нагрузке (поллютанты и
высокий уровень минерализации) возникают
условия для формирования уникальных микро�
биоценозов. Микробные сообщества и индивиду�
альные микроорганизмы, способные выживать в
условиях осмотического стресса и разлагать ши�
рокий спектр ароматических соединений, вызы�
вают повышенный интерес у исследователей [3]. 

Анализ литературы показывает, что способ�
ность к трансформации и утилизации моно(по�
ли)ароматических соединений в условиях повы�
шенной солености среды встречается среди бак�
терий различных таксономических групп [3, 4].
Рассматривается вопрос об использовании бак�
терий�деструкторов в биоремедиации загрязнен�
ных (засоленных) почв. Наиболее перспектив�
ными претендентами для таких многофакторных
биоэкотехнологий являются актинобактерии ро�
да Rhodococcus. Кроме того, что родококки про�
являют деградирующую активность к самому
широкому спектру ароматических соединений,
они обладают способностью адаптироваться к
экстремальным условиям существования [4–7].
В то же время встречаются лишь единичные со�
общения о разложении и использовании арома�
тических соединений в качестве субстратов
штаммами рода Rhodococcus в условиях повы�
шенной минерализации [4–6]. В связи с вышеиз�
ложенным, изучение родококков, выделенных
из экотопов с экстремальными экологическими
нагрузками (в том числе, химическая загрязнен�
ность, высокая минерализация, климатические
факторы), представляет особый интерес. 

Цель работы – изучение особенностей разло�
жения моно(поли)ароматических соединений
штаммом Rhodococcus wratislaviensis КТ112�7, вы�

ДЕСТРУКЦИЯ АРОМАТИЧЕСКИХ УГЛЕВОДОРОДОВ ШТАММОМ 
Rhodococcus wratislaviensis KT112�7, ВЫДЕЛЕННЫМ ИЗ ОТХОДОВ 
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Исследована деструкция ароматических углеводородов штаммом Rhodococcus wratislaviensis KT112�7,
выделенным из техногенно�минеральных образований предприятия БКРУ1 ОАО “Уралкалий” (г. Бе�
резники, Пермский край). Показано, что R. wratislaviensis КТ112�7 осуществляет утилизацию высоких
концентраций о$фталевой кислоты (о�ФК) (8 г/л), бензойной кислоты (БК) (3.4 г/л) и растет на
о�ФК, БК, бифениле при содержании NaCl в среде культивирования до 75, 90 и 100 г/л соответствен�
но. На основании анализа метаболического профиля и нуклеотидных последовательностей генов
bphA1, benA и phtB установлено, что штамм KT112�7 осуществляет разложение о�ФК через стадии об�
разования 3,4�дигидроксифталевой и 3,4�дигидроксибензойной кислот, разложение бифенила – че�
рез БК и далее, при низких концентрациях NаCl (до 50 г/л) через образование 4�гидроксибензойной
кислоты с последующим ее окислением, а при высоких концентрациях NaCl (от 60 г/л) – путем пря�
мого окисления бензойной кислоты до катехола. Полученные данные указывают на перспективность
использования штамма�деструктора Rhodococcus wratislaviensis KT112�7 при разработке новых биотех�
нологий, направленных на утилизацию (трансформацию) ароматических соединений, в том числе в
условиях повышенной минерализации.
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деленным из шламохранилища соледобывающе�
го предприятия.

МЕТОДИКА

Объект исследования. Штамм КТ112�7 был вы�
делен методом накопительного культивирования
из техногенно�минеральных образований (ТМО)
предприятия БКРУ1 ОАО “Уралкалий” (г. Берез�
ники, Пермский край). Образец ТМО был ото�
бран с глубины 10 см шламохранилища. Накопи�
тельная культура была получена путем инкубиро�
вания 1 г образца в 100 мл минеральной среды
Раймонда (МСР) [8], содержащей о$фталевую
кислоту (о�ФК) (1 г/л) и NaCl (3 г/л), в условиях,
описанных ранее [4]. Из накопительной культуры
путем высева на агаризованную МСР, содержа�
щую о�ФК (1 г/л) и NaCl (3 г/л), были выделены
8 штаммов бактерий�деструкторов. Чистоту куль�
тур контролировали по однородности колоний
при высеве на агаризованную богатую среду Рай�
монда (БСР), в качестве которой использовали
МСР с добавлением 5 г/л триптона и 2.5 г/л дрож�
жевого экстракта. ПЦР�анализ изолятов при ис�
пользовании праймеров, комплементарных кон�
сервативным повторяющимся внегенным полин�
дромным последовательностям бактериальной
ДНК [9], показал, что все они имеют одинаковый
набор ПЦР�продуктов (данные не показаны).
Для дальнейших исследований был отобран один
из штаммов, обозначенный КТ112�7.

Определение таксономического положения изо�
лированного штамма. Морфологические и физио�
логические свойства штамма КТ112�7 изучали по
общепринятым методикам [10]. Амплификацию
нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК
проводили, как описано ранее, с использованием
бактериальных праймеров 27F и 1492R [11]. Нук�
леотидные последовательности гена 16S рРНК
определяли с применением набора реактивов Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit на автоматиче�
ском секвенаторе Genetic Analyser 3500XL (“Applied
Biosystems”, США). Полученные нуклеотидные по�
следовательности были проанализированы с ис�
пользованием программы CLUSTAL X 1.83 [12].
Поиск гомологичных последовательностей произ�
водили по базам данных GenBank (http://www.nc�
bi.nlm.nih.gov) и EzTaxon (http://www.eztaxon.org). 

Рост на ароматических углеводородах. Способ�
ность штамма КТ112�7 разлагать ароматические
углеводороды оценивали путем культивирования
на агаризованой МСР при 28°С с добавлением в ка�
честве источника углерода и энергии моно(по�
ли)ароматических углеводородов (“Fluka”, США).
Фенантрен, нафталин, бифенил, бензол, толуол и
фенол помещали на крышку перевернутой чашки
Петри; о�ФК, бензойную кислоту (БК), 2�гид�
роксибензойную кислоту (ГБК), 4�ГБК, 2,5�ГБК и
3,4�ГБК вносили в среду до конечной концентра�

ции 1 г/л. Способность штамма расти на выше�
перечисленных субстратах оценивали по обра�
зованию колоний диаметром более 2 мм. Для
исключения ложноположительного результата
осуществляли высев штамма на агаризованную
МСР без внесения органического субстрата. 

Рост штамма на ароматических углеводородах
оценивали также при культивировании в жидкой
МСР, не содержащей NaCl, при условиях, описан�
ных ниже. о�ФК, БК, бензол, бифенил, нафталин
вносили до конечной концентрации 1 г/л. Оптиче�
скую плотность (ОП) культуральной жидкости
определяли на спектрофотометре UV�Visible Bio�
Spec�mini (“Shimadzu”, Япония) при 600 нм в кю�
вете толщиной 10 мм. 

Рост штамма при изменении осмолярности сре�
ды или концентрации субстрата. Ростовые харак�
теристики штамма изучали в периодической
культуре при выращивании в колбах Эрленмейе�
ра объемом 250 мл в 100 мл жидкой среды при
28°С и аэрации на круговой качалке со скоростью
180 об/мин: 1) в БСР без NaCl и при содержании
соли до 120 г/л; 2) в МСР, не содержащей NaCl, с
внесением в качестве субстрата о�ФК до конеч�
ной концентрации от 1.0 до 8.0 г/л, и БК– от 0.4
до 5.0 г/л; 3) в МСР с БК (0.5 г/л), о�ФК (1 г/л)
или бифенилом (1 г/л), и NaCl в концентрации от
10 до 120 г/л (интервал между концентрациями
NaCl – 10 г).

Утилизация о�ФК и БК. Концентрацию о�ФК
и БК в среде при периодическом культивирова�
нии штамма КТ112�7 определяли методом ВЭЖХ
в культуральной жидкости, освобожденной от
клеток (центрифуга miniSpin, “Eppendorf”, Гер�
мания, 9660 g, 3 мин), как описано [13]. 

Деструкция бифенила, БК и о�ФК. Деструкцию
проводили с отмытыми клетками. Бактериаль�
ную культуру выращивали в жидкой МСР с соот�
ветствующим субстратом (1 г/л) при 28°С до
ОП600 = 1.0. Отмытые дважды в МСР клетки (1 мл,
ОП600 = 2.0) переносили во флаконы с тефлоно�
выми крышками. Бифенил добавляли до конечной
концентрации 100 мг/л, БК и о�ФК – до 500 мг/л,
хлорид натрия – до концентрации от 10 до 60 г/л
(интервал концентраций – 10 г). Флаконы встряхи�
вали на круговой качалке (180 об/мин) при 28°С.
Анализ количества бифенила проводили методом
ГХ�МС в гексановых экстрактах [13]; анализ БК,
о�ФК и продуктов деструкции – методами ВЭЖХ
и спектрофотометрии, как описано [13, 14]. Кон�
центрацию веществ рассчитывали согласно ка�
либровочных графиков. 

Статистическая обработка результатов. Все экс�
перименты были выполнены в трехкратной по�
вторности. Полученные данные обрабатывали с
использованием стандартных пакетов компьютер�
ных программ Microsoft Excel.
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Анализ функциональных генов. Амплификацию
функциональных генов с использованием тоталь�
ной ДНК штамма КТ112�7 [5] и праймеров, пред�
ставленных в табл. 1 осуществляли на приборе
MyCycler (“Bio�Rad Laboratories”, США) при
условиях, приведенных в публикациях (табл. 1)
[5, 15–24]. Анализ продуктов амплификации и
документирование полученных результатов осу�
ществляли, как описано ранее [5]. Секвенирова�
ние ампликонов и анализ нуклеотидных последо�
вательностей осуществлялся, как описано выше. 

Метаболические пути бифенила, БК и о�ФК.
Пути разложения бифенила, БК и о�ФК штам�
мом КТ112�7 анализировали, основываясь на
базах данных Brenda (http://www.brenda�en�
zymes.info), KEGG (http://www.genome.jp), Ex�
plorEnz (http://www.enzyme�database.org), Gen�
Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), с учетом экспе�
риментальных результатов по метаболическому
профилю и исследованию функциональных генов.

Плазмидная ДНК. Наличие плазмидной ДНК
выявляли методом пульс�электрофореза с исполь�
зованием прибора CHEF DR II (“Bio�Rad Laborato�
ries”, США). Штамм выращивали в 10 мл БСР без
внесения NaCl, или в 10 мл МСР, содержащей
10 мг/мл NaCl и один из углеводородов (о�ФК, БК,
бифенил (1 г/л)), до ОП600 = 1.0. Клетки осаждали
центрифугированием (9660 g, 3 мин) и отмывали
дважды в ТЭ�буфере (10 мМ трис/HCl, pH 7.6;
1 мM ЭДТА, рН 8.0). Агарозные блоки готовили
согласно рекомендациям производителя (“Bio�
Rad Laboratories”, США). Блоки обрабатывали
лизоцимом (1 мг/мл) при 37°С в течение 5–16 ч,
протеиназой К (1 мг/мл) – при 50°С в течение
12–18 ч, нуклеазой S1 (5 ед. на агарозный блок) –
при 37°С, 3.5 ч. Электрофорез образцов осу�
ществляли в 1%�ном агарозном геле (Pulsed Field
Certified Agarose, “Bio�Rad Laboratories”, США) в
0.5 ТБЭ�буфере (108 г трис, 55 г борная кислота,
40 мл 0.5 М ЭДТА, до 1 л H2O) при 14°С, 6 В/см,
время пульсации от 60 с до 120 с, в течение 24 ч.
Гель окрашивали бромистым этидием (0.5 мг/л,
10 мин) и фотографировали в ультрафиолете с
использованием системы гель�документации
(“Bio�Rad Laboratories”, США). Размер внехро�
мосомальной ДНК оценивали в сравнении с
электрофоретической подвижностью маркера
молекулярных масс “DNA Size Markers – Yeast
Chromosomal” (“Bio�Rad Laboratories”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика штамма КТ112�7. Штамм вы�
делен из техногенно�минеральных образований
калийного производства (г. Березники, Пермский
край) путем накопительного культивирования на
о�ФК (см. Методику). При инкубировании в те�
чение 3 сут на агаризованной БСР штамм КТ112�7

образует округлые, матовые, светло�розовые ко�
лонии размером 1–3 мм. Клетки штамма грампо�
ложительные, неподвижные, не образуют спор,
каталазоположительные, с трехстадийным мор�
фогенетическим циклом развития. Штамм растет
при температуре 10–45°С с оптимумом роста
28°С. Анализ нуклеотидной последовательности
гена 16S рРНК штамма КТ112�7, размером
1400 п.н., показал 100% сходство с аналогичным
геном типового штамма Rhodococcus wratislaviensis
NCIMB 13082T (GenBank Z37138). На основании
морфо�физиологических и молекулярно�генети�
ческих признаков на настоящем этапе работы
штамм идентифицирован как Rhodococcus wrat$
islaviensis.

В клетках штамма KT112�7, выращенных на
БСР, методом пульс�электрофореза обнаружено
две мега�плазмиды размером около 470 т.п.н. и
500 т.п.н. (рис. 1), сопоставимые по размеру с мега�
плазмидами pRHL2 (443 т.п.н.) и pRHL3 (332 т.п.н.)
активного деструктора ароматических соединений
R. jostii RHA1 [25]. Стоит отметить, что плазмидный
профиль штамма КТ112�7 не изменялся при куль�
тивировании как в полноценной среде, так и на
ароматических субстратах: бифенил, БК, о�ФК
(данные не показаны).

Так как штамм КТ112�7 был выделен из отхо�
дов соледобывающего производства, нами иссле�
дованы возможности штамма расти в условиях
повышенной минерализации среды. При культи�
вировании в БСР штамм был способен расти как
без NaCl, так и при концентрации соли до 105 г/л.

565 т.п.н.

450 т.п.н.

1 2

Рис. 1. Электрофореграмма плазмидных ДНК штам�
ма R. wratislaviensis KT112�7, выращенного на БСР:
1 – маркер молекулярных масс “DNA Size Markers –
Yeast Chromosomal” (“Bio�Rad Laboratories”, США),
2 – плазмидные ДНК штамма КТ112�7.
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Установлена прямая корреляционная зависи�
мость между повышением концентрации соли в
среде и увеличением продолжительности лаг�фа�
зы роста (до 245 ч при 105 г/л NaCl). Величина
максимальной оптической плотности культуры
при этом уменьшалась незначительно (c 2.08 отн.
ед. до 1.87 отн. ед.). Скорость экспоненциального
роста культуры (µ) составляла 0.06–0.04 ч–1, вре�
мя удвоения (td) 11.5–16.2 ч. Полученная законо�
мерность вероятно обусловлена адаптационными
процессами, протекающими в клетках штамма.
Известно, что увеличение концентрации NaCl
выше 3% приводило к изменениям в строении
клеточной стенки штамма Rhodococcus erythropolis
DCL14 и снижению его ростовых параметров [6].

Биодеградационный потенциал штамма КТ112�7.
Показано, что штамм КТ112�7 обладает широкой
субстратной специфичностью и способен расти на
ароматических углеводородах и продуктах их раз�
ложения, используя их в качестве единственного
источника углерода и энергии (табл. 2).

При выращивании штамма в жидкой среде наи�
более эффективный рост был отмечен при культи�
вировании на о�ФК, БК и бифениле (рис. 2). Рост
штамма при использовании в качестве субстра�
та о�ФК и бифенила наблюдался практически без
подготовительной фазы роста, в то время как при
выращивании культуры на нафталине или бензоле
рост культуры начинался только через 168 и 237 ч
соответственно. Удельная скорость роста при куль�
тивировании на бифениле (µ = 0.040 ± 0.003 ч–1),
о�ФК и БК (µ = 0.050 ± 0.004 ч–1) незначительно
отличалась от таковой при культивировании штам�
ма на бензоле и нафталине (µ = 0.030 ± 0.007 ч–1).

Изучена способность штамма расти при содер�
жании высоких концентраций о�ФК и БК в среде
(рис. 3). С увеличением количества субстрата в
среде происходило накопление биомассы штамма,
оптическая плотность при выращивании на 8 г/л
о�ФК или на 3.4 г/л БК достигала ОП600 = 2.2. Од�
нако характер роста культуры на данных субстра�
тах отличался. Увеличение концентрации о�ФК
приводило к повышению удельной скорости роста
(от 0.050 ± 0.002 до 0.070 ± 0.003 ч–1), снижению
времени удвоения культуры (от 13.8 ± 0.1 до 9.6 ±
± 0.1 ч) и практически не влияло на продолжи�
тельность подготовительной фазы роста. В отли�
чие от ряда штаммов рода Pseudomonas штамм
КТ112�7 рос при высоких концентрациях о�ФК
(до 8 г/л) [26, 27]. При этом удельная скорость ро�
ста на сопоставимых концентрациях субстрата у
исследуемого штамма была в два раза ниже, что
может быть обусловлено метаболическими и фи�
зиологическими особенностями псевдомонад и
родококков. 

Повышение концентрации БК приводило к
увеличению подготовительной фазы роста, а ди�
намика изменения ростовых параметров носила

обратный характер. Максимальная удельная ско�
рость роста наблюдалась при минимальной кон�
центрации субстрата и составляла 0.24 ± 0.02 ч–1,
при концентрации БК в диапазоне 0.8–1.7 г/л
удельная скорость роста составляла 0.05 ± 0.01 ч–1,
при 2.5–3.4 г/л БК – 0.01 ± 0.002 ч–1. При содер�
жании в среде БК в концентрации 4.2–5.0 г/л рост
культуры не был зафиксирован, но отмечалось
потемнение среды, что свидетельствовало о ча�
стичной трансформации бензоата, предположи�
тельно, до производных катехола. Полученные ре�
зультаты для штамма КТ112�7 были сопоставимы с
данными для штамма Halomonas campisalis ATCC
700597 и не уступали штаммам родов Pseudomonas
и Alcaligenes, культивируемых при соответствую�
щих концентрациях бензоата [28].

Таким образом, нами обнаружено, что кинети�
ка ростовых параметров штамма R. wratislaviensis
КТ112�7 при культивировании при различных

Таблица 2. Рост штамма R. wratislaviensis КТ112�7 на
МСР на ароматических углеводородах

Субстрат Рост* Субстрат Рост

Бензол ++++ 4�ГБК +++

Толуол ++ 2,5�ГБК +++

Фенол ++ 3,4�ГБК ++

о�ФК ++++ Бифенил ++++

БК ++++ Нафталин ++++

2�ГБК – Фенантрен –

* Диаметр колоний: “+” – до 1 мм, “++” – “+++” – 1–2 мм,
“++++” – больше 2 мм, “–” – рост отсутствует.
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Рис. 2. Рост штамма R. wratislaviensis KT112�7 в МСР
на ароматических углеводородах: 1 – о�ФК, 2 – БК,
3 – бензол, 4 – бифенил, 5 – нафталин. 
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концентрациях о�ФК и БК носит разнонаправлен�
ный характер.

Деструкция ароматических углеводородов при
разной солености среды. В минеральной среде
Раймонда с о�ФК в качестве единственного ис�
точника углерода и энергии исследуемый штамм
способен к росту при содержании до 90 г/л NaCl
(рис. 4). Повышение концентрации соли в среде
приводило к значительному увеличению подгото�
вительной фазы роста (24–480 ч), снижению

удельной скорости роста (от 0.050 ± 0.004 до 0.006 ±
± 0.001 ч–1), но практически не сказывалось на
максимальной плотности культуры. Отмечена
корреляционная зависимость между ростом куль�
туры и убылью о�ФК (r = –0.92). 

Анализ культуральной среды в экспериментах
с отмытыми клетками показал присутствие трех
метаболитов разложения о�ФК (табл. 3). С повы�
шением содержания NaCl в среде отмечалось уве�
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Рис. 3. Рост штамма R. wratislaviensis KT112�7 в МСР на о�ФК (а) и БК (б) (г/л): (а) 1 – 1, 2 – 2, 3 – 3, 4 – 4, 5 – 5, 6 –
6, 7 – 7, 8 – 8; (б) 1 – 0.4, 2 – 0.8, 3 – 1.3, 4 – 1.7, 5 – 2.5, 6 – 3.4, 7 – 4.2.
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Рис. 4. Рост штамма R. wratislaviensis KT112�7 в МСР на о�ФК (а) и убыль субстрата (б) при различных концентрациях
NaCl (%): 1 – 0, 2 – 3, 3 – 7, 4 – 9, 5 – 10, 6 – 11, 7 – 12.
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личение концентрации интермедиатов и сниже�
ние уровня деструкции субстрата. 

При культивировании штамма KT112�7 в МСР
с БК в качестве субстрата рост штамма наблюдал�
ся при содержании в среде до 75 г/л NaCl (рис. 5).
Подготовительная фаза роста была сопоставима с
таковой при культивировании на о�ФК при ана�
логичных концентрациях соли в среде. Повыше�
ние концентрации NaCl приводило к снижению
максимальной оптической плотности культуры
(ОП600 = 0.65 – 0.45) и уменьшению удельной
скорости роста (от 0.23 ± 0.01 до 0.040 ± 0.005 ч–1).
Рост штамма КТ112�7 сопровождался убылью
субстрата (r = –0.93).

Основные метаболиты деструкции БК штам�
мом КТ112�7 установлены в опытах с отмытыми

клетками (табл. 4). При высоком содержании со�
ли (60 г/л) был обнаружен только катехол и сни�
жался уровень деструкции БК. При концентра�
ции NaCl до 50 г/л зафиксировано образование
катехола, 4�ГБК и 3,4�ГБК в качестве промежу�
точных соединений.

В условиях, когда источником углерода и энер�
гии являлся бифенил, штамм R. wratislaviensis
KT112�7 был способен расти в присутствии NaCl
в концентрации до 100 г/л (рис. 6). Продолжи�
тельность подготовительной фазы роста находи�
лась в прямой зависимости от количества NaCl в
среде. Максимальная оптическая плотность куль�
туры с увеличением концентрации соли снижа�
лась (ОП600 = 1.4 – 0.9). Удельная скорость роста
была сопоставима с аналогичным показателем
при культивировании на о�ФК и соответствую�

Таблица 3. Разложение о�ФК штаммом R. wratislaviensis KT112�7 при разной концентрации NaCl

NaCl, % Время, ч Деструкция, %
Метаболиты

3,4�ГФК*, ОП309, ед. 3,4�ГБК, мг/л катехол, мг/л

0 2 78.3 ± 0.1 0.372  н.д.** н.д.

24 99.9 ± 0.1 0.374 н.д. н.д.

3 2 80.1 ± 0.2 0.336 н.д. 26.5 ± 0.2

24 93.2 ± 0.2 0.371 15.2 ± 0.2 59.1 ± 0.1

5 2 79.6 ± 0.4 0.315 н.д. 41.9 ± 0.1

24 90.5 ± 0.3 0.377 88.8 ± 0.2 30.4 ± 0.1

6 2 75.8 ± 0.4 0.421 92.0 ± 0.3 268.5 ± 0.4

24 86.6 ± 0.3 0.376 66.9 ± 0.1 167.6 ± 0.3

* 3,4�ГФК – 3, 4�дигидроксифталевая кислота, ** н.д. – не детектировалось.
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Рис. 5. Рост штамма R. wratislaviensis KT112�7 в МСР на БК (а) и убыль субстрата (б) при различных концентрациях
NaCl (%): 1 – 0, 2 – 3, 3 – 6, 4 – 7.5, 5 – 9.
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щем содержании NaCl в среде (от 0.040 ± 0.003 до
0.009 ± 0.001 ч–1). 

В опытах с отмытыми клетками установлено,
что эффективность деструкции бифенила не из�
менялась при содержании NaCl до 40 г/л и состав�
ляла 100% (различия лежат в пределах интервала
достоверности). Дальнейшее увеличение концен�
трации хлорида натрия в среде приводило к сни�
жению уровня деструкции до 60–67% (табл. 5).
Анализ метаболитов, обнаруженных методом
ВЭЖХ, показал, что начальные этапы трансфор�

мации субстрата (разложение бифенила до БК)
не зависят от солености среды. При дальнейшей
трансформации образовавшегося метаболита
(БК) до соединений основного обмена, как и в
случае культивирования на БК, зафиксированы
различия в спектре метаболитов при повышении
концентрации соли в среде (табл. 5).

Полученные данные об отрицательном влия�
нии повышения концентрации соли в среде на
эффективность деструкции ароматических со�
единений у R. wratislaviensis КТ112�7 согласуются
и с результатами, обнаруженными при культиви�
ровании других бактерий в условиях различной
минерализации среды [4, 6, 28–30]. Так, увеличе�
ние концентрации NaCl от 50 до 100 г/л приводи�
ло к снижению скорости деструкции БК штам�
мом Halomonas campisalis АТСС700597 в 1.7 раза
[28]. При культивировании штамма Pseudomonas
fluorescens B�1 в диапазоне концентраций NaCl от
0 до 35‰, максимальная скорость деструкции
н�бутил бензил фталата отмечена при 15‰ NaCl
[29]. Значительное снижение эффективности де�
струкции бифенила штаммом Dyella ginsengisoli
LA�4 отмечено при превышении 30 г/л NaCl в
среде [30]. Таким образом, штамм КТ112�7 активно
разлагает о�ФК и бифенил при более высоком со�
держании NaCl в среде, чем описанные бактерии.

Функциональные гены деструкции ароматиче�
ских соединений. Путем выявления ключевых ге�
нов, контролирующих разложение ароматических
углеводородов, был исследован генетический по�
тенциал штамма�деструктора R. wratislaviensis
KT112�7. В табл. 1 приведены результаты ампли�
фикации при использовании праймеров, скон�
струированных для обнаружения генов деструк�
ции ряда моно(поли)ароматических соединений.

Таблица 4. Разложение БК штаммом R. wratislaviensis KT112�7 при разной концентрации NaCl

NaCl, % Время, ч Деструкция, %
Метаболиты, мг/л

4�ГБК 3,4�ГБК катехол

0 2 81.3 ± 0.3 27.7 ± 0.3  н.д.* н.д.

24 99.9 ± 0.1  5.4 ± 0.2  8.84 ± 0.4  2.3 ± 0.1

3 2 65.4 ± 0.2 14.2 ± 0.1 н.д. 52.7 ± 0.2

24 92.3 ± 0.2  6.9 ± 0.1  3.2 ± 0.2 27.5 ± 0.1

5 2 66.4 ± 0.4 27.1 ± 0.3  9.4 ± 0.2 71.4 ± 0.1

24 87.3 ± 0.2 37.4 ± 0.2 15.5 ± 0.5 86.8 ± 0.2

6 2 62.0 ± 0.3 н.д. н.д. 110.8 ± 0.4

24 85.4 ± 0.4 н.д. н.д. 136.1 ± 0.3

* н.д. – не детектировалось.
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Рис. 6. Рост штамма R. wratislaviensis KT112�7 в МСР
на бифениле при различных концентрациях NaCl
(%): 1 – 0, 2 – 3, 3 – 7, 4 – 9, 5 – 10, 6 – 11, 7 – 12.
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Показано, что при использовании праймеров к ге�
нам clcA, benA, bphA1, bphB, bphC, bphD, phtB с то�
тальной ДНК штамма KT112�7 получены ампли�
коны, соответствующие по размеру фрагментам
генов референтных нуклеотидных последователь�
ностей. Результаты позволяют предположить на�
личие у штамма KT112�7 генов, кодирующих хлор�
катехол 1,2�диоксигеназу (КФ 1.13.11.1), бензоат
1,2�диоксигеназу (КФ1.14.12.18), бифенил 2,3�ди�
оксигеназу (КФ 1.14.12.18), бифенил дигидро�
диол�дегидрогеназу (КФ 1.3.1.56), бифенил�2,3�
диол 1,2�диоксигеназу (КФ1.13.11.39), гидрокси�
оксо�фенилгексадиеноат�гидролазу (КФ 3.7.1.8),
фталат�3,4�дегидрогеназу (КФ 1.3.1.�).

Нами были получены и проанализированы
нуклеотидные последовательности амплифици�
рованных фрагментов генов bphA1, benA и phtB
штамма КТ112�7. Наибольшее сходство фрагмен�
та гена bphA1 (99%) наблюдалось с геном bphA1
штамма�деструктора бифенила (полихлориро�
ванных бифенилов) Rhodococcus sp. Р1 (GenBank
FJ752167). Сходство гена bphA1 штамма КТ112�7 с
аналогичными последовательностями известного
деструктора полихлорированных бифенилов R. jos$
tii RHA1 (GenBank CP000432.1) составляло 95%.
Анализ нуклеотидной последовательности фраг�
мента гена benA штамма КТ112�7 показал, что наи�
больший уровень сходства (98%) наблюдался с ана�
логичными участками гена бензоат 1,2�диокси�
геназы деструкторов ароматических соединений

R. jostii RHA1 (GenBank AB055706.1) и Rhodococ$
cus sp. DK17 (GenBank EU833983.1). Наиболь�
ший уровень сходства (97%) фрагмента гена phtB
штамма КТ112�7 отмечен с геном нафталин�ди�
гидродиол�дегидрогеназы штамма Rhodococcus
opacus B4 (GenBank AP011117.1).

Метаболические пути деструкции бифенила,
о�ФК и БК у штамма R. wratislaviensis KT112�7.
Анализ соединений, образующихся при культи�
вировании штамма R. wratislaviensis КТ112�7 на
о�ФК, БК и бифениле (табл. 3–5), а также анализ
функциональных генов (табл. 1) позволил предста�
вить вероятную схему метаболических путей де�
струкции данных соединений у исследуемого
штамма (рис. 7). Разложение бифенила осуществ�
ляется по классическому пути, через стадию обра�
зования 2�гидроксо�6�оксо�фенилгекса�2,4 диено�
вой кислоты (ГОФДК) до расщепления молекулы
бифенила на пентадиеновую и бензойную кисло�
ты. Такой путь описан для большинства известных
деструкторов бифенила, в том числе наиболее изу�
ченных Burkholderia xenovorans LB400 и R. jostii
RHA1 [31]. 

Известно, что разложение о�ФК аэробными
бактериями может осуществляться через стадию
образования 3,4�дигидрокси� или 4,5�дигидрок�
сифталевой кислоты, каждая из которых далее
трансформируется до 3,4�дигидроксибензойной
кислоты [27]. На основании анализа метаболитов
нами показано, что штамм КТ112�7 осуществляет

Таблица 5. Разложение бифенила штаммом R. wratislaviensis KT112�7 при разной концентрации NaCl

NaCl, % Время, ч Деструкция, %
Метаболиты, мг/л

ГОФДК, ОП434, ед. БК 4�ГБК 3,4�ГБК Катехол

0 2 11.4 ± 0.01 0.034 1.15 ± 0.02 н.д.* н.д. н.д.

24 100 н.д. 0.97 ± 0.03 3.76 ± 0.04 9.98 ± 0.04 4.6 ± 0.1

1 2 97.9 ± 0.01 0.134 1.26 ± 0.02 1.0 ± 0.2 н.д. 0.4 ± 0.1

24 99.4 ± 0.05 0.121 1.16 ± 0.02 21.3 ± 0.1 1.26 ± 0.04 16.0 ± 0.2

2 2 79.9 ± 0.02 0.133 9.2 ± 0.1 8.6 ± 0.3 н.д. н.д.

24 98.1 ± 0.09 0.149 11.6 ± 0.1 4.1 ± 0.3 н.д. 1.75 ± 0.05

3 2 93.0 ± 0.1 0.241 27.8 ± 0.1 11.7 ± 0.1 н.д. 3.9 ± 0.2

24 99.8 ± 0.02 0.045 30.6 ± 0.2 1.53 ± 0.1 4.36 ± 0.02 4.35 ± 0.1

4 2 98.1 ± 0.05 0.230 21.3 ± 0.2 6.24 ± 0.2 н.д. н.д.

24 100 0.175 12.7 ± 0.1 19.8 ± 0.1 н.д. 3.67 ± 0.03

5 2 25.6 ± 0.04 0.139 16.2 ± 0.1 н.д. н.д. 1.4 ± 0.1

24 66.9 ± 0.05 0.161 3.6 ± 0.4 6.7 ± 0.2 1.7 ± 0.1 1.2 ± 0.1

6 2 40.5 ± 0.04 0.145 6.9 ± 0.4 н.д. н.д. 1.8 ± 0.4

24 58.4 ± 0.08 0.256 6.1 ± 0.3 н.д. н.д. 1.6 ± 0.3

* н.д. – не детектировалось.

4*



276

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 49  № 3  2013

ЕГОРОВА и др.

разложение о�ФК через 3,4�дигидроксифталевую
кислоту. Данное предположение подтверждает и
тот факт, что в результате специфичной амплифи�
кации получен фрагмент гена phtB, кодирующий
фталат�3,4�цис�дигидродиол дегидрогеназу (табл. 1).
В работе [27] представлен путь трансформации
о�ФК, в котором 3,4�дигидроксибензойная кисло�
та, один из основных метаболитов, окисляется
протокатехат 3,4�диоксигеназой (КФ 1.13.11.3) до
3�карбокси�цис, цис�муконовой кислоты. Однако
отсутствие специфичной амплификации с прайме�
рами к гену pcaH позволяет предположить, что у

штамма КТ112�7 разложение образующейся
3,4�ГБК идет по пути, отличному от описанного
для штаммов Pseudomonas sp. PPD, P. aeruginosa
PP4 и Acinetobacter lwoffii ISP4 [27]. 

Интересный результат получен при анализе ме�
таболического пути разложения БК (как самостоя�
тельного субстрата, так и метаболита бифенила)
штаммом КТ112�7 (табл. 4, 5, рис. 7). ВЭЖХ�ана�
лиз показал присутствие в среде 4�гидроксибен�
зойной, 3,4�дигидроксибензойной кислот и ка�
техола. При этом при высоких концентрациях со�
ли (60 г/л), для которых отмечено снижение
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эффективности деструкции бифенила, среди воз�
можных метаболитов бензойной кислоты фикси�
ровался только катехол. Мы предполагаем, что в
штамме R. wratislaviensis КТ112�7 присутствуют
два метаболических пути разложения бензоата и
при высоком уровне осмотической нагрузки на
клетки штамма активируется только классиче�
ский путь трансформации БК [3, 7]. Известно,
что окисление БК до катехола осуществляется
бензоат 1,2�диоксигеназой (ген benA). С ДНК ис�
следуемого штамма амплифицирован фрагмент
гена benA, характеризующийся высоким уровнем
гомологии с геном бензоат 1,2�диоксигеназы –
известных деструкторов R. jostii RHA1 и Rhodococ$
cus sp. DK17.

Анализ литературы и баз данных показал, что
среди бактерий метаболический путь, при кото�
ром БК под действием бензоат 4�монооксигеназы
(КФ 1.14.13.12) окисляется до 4�ГБК, встречается
крайне редко и описан для ряда штаммов рода
Pseudomonas [32] и для штамма Burkholderia sp. 383
(GenBank СР 000152). Стоит отметить, что у
штамма Burkholderia sp. 383 трансформация БК
осуществляется последовательно путем образова�
ния 4�ГБК, 3,4�ГБК и катехола (http://www.ge�
nome.jp). В результате проведенного исследова�
ния нами впервые для штаммов рода Rhodococcus
описан путь разложения БК через стадию образо�
вания 4�ГБК.

Окисление 4�ГБК до 3,4�ГБК описано для ши�
рокого круга бактерий [3, 7]. Присутствие среди
метаболитов 3,4�ГБК и катехола (табл. 3–5), а
также тот факт, что у штамма КТ112�7 отсутство�
вала специфичная амплификация с праймерами
к гену протокатехат 3,4�диоксигеназы (табл. 1),
позволяет предположить, что трансформация
3,4�ГБК происходит путем декарбоксилирования
(http://www.brenda�enzymes.info). 

Известно, что разложение катехола осуществля�
ется бактериями по пути орто� или мета�расщепле�
ния [7]. Анализ функциональных генов показал,
что в клетках штамма КТ112�7 может присутство�
вать фермент пути мета�расщепления катехола –
хлоркатехол 1,2�диоксигеназа (табл. 1). Стоит от�
метить, что у штаммов Pseudomonas sp. XP�M2 и
P. putida KT2440, активно разлагающих БК, так же
выявлено наличие хлоркатехол 1,2�диоксигеназы,
но не катехол 2,3�диоксигеназы [33, 34]. 

Таким образом, штамм R. wratislaviensis KT112�7
обладает уникальным сочетанием путей разложе�
ния ароматических соединений и способен осу�
ществлять эффективную деструкцию о�ФК, БК и
бифенила в условиях высокой солености среды.
Полученные результаты позволяют рекомендо�
вать данный штамм для использования в биотех�
нологиях утилизации (трансформации) аромати�
ческих соединений в условиях повышенной ми�
нерализации.

Авторы выражают благодарность Гусеву В.А. и
Шишкину М.А. (ИЭГМ УрО РАН) за помощь в
исследовании образцов деструкции бифенила ме�
тодом газохроматографического масс�спектро�
метрического анализа. 
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Destruction of Aromatic Hydrocarbons by the Rhodococcus 
wratislaviensis KT112�7 Strain Isolated from Waste Products 

of a Salt�Mining Factory
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Abstract—The destruction of aromatic hydrocarbons by the Rhodococcus wratislaviensis KT112�7 strain iso�
lated from technogenic mineral waste products of the BKRU1 Uralkalii factory has been investigated (city of
Berezniki, Perm krai). The R. wratislaviensis KT112�7 was shown to utilize increased concentrations of o�
phthalic (o�PA) (8 g/L) and benzoic (BA) (3.4 g/L) acids. The strain grows with o�FA, BA, and biphenyl at
a NaCl content of up to 50, 90, and 75 g/L in the culture medium, respectively. Based on an analysis of the
metabolic profile and nucleotide sequences of the bphA1, benA, and phtB genes, the KT112�7 strain was
established to decompose o�PA via the formation of 3,4�dihydroxyphthalic and 3,4�dihydroxybenzoic acids.
The decomposition of biphenyl is carried out via the formation of BA and then at low concentrations of NaCl
(up to 50 g/L) via the formation of 4�hydroxybenzoic acid followed by its oxidation; at high concentrations
of NaCl (over 60 g/L), via the direct oxidation of benzoic acid with the production of catechol. These data
indicate that the Rhodococcus wratislaviensis KT112�7 destructor strain is a promising strain for the develop�
ment of new biotechnologies directed at the utilization (transformation) of aromatic compounds, including
under the conditions of increased mineralization.
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Rapid advancements in technology have lead to an
increasing amount of electronic waste (e�waste), as
older electronic equipment, such as computers and
mobile phones, are discarded or approach the end of
their usefulness. Interestingly, e�waste has a low level
of recycling because its complex composition makes
the separation of each component difficult. 

It is believed that biotechnology is one of the most
promising technologies in metallurgical processing.
For many years, bioleaching has been used for the sol�
ubilization of metals from ores [1]. Bioleaching is use�
ful for treating ores with low concentrations of metals;
it is also simple and cheap to operate. It has been suc�
cessfully applied toward the leaching of metals from
ores, though it has not yet been commercially applied
toward the recovery of metals from printed circuit
boards (PCB) [2]. Several authors [2–7] have recently
published studies on the bioleaching of metals from
electronic waste. Xin and colleagues [8] and Mishra
with coworkers [9] have reported attempts to extract
metals from waste batteries.

The aim of the study was to formulate microbial
consortium for solubilization of metals from waste
PCB and evaluate its efficacy.

MATERIALS AND METHODS

Growth of consortium. The bioleaching consortium
was selected using the simple “top down” approach
following Rawlings and Johnson in 2007 [10]. In the
“top down” approach (“see�who�wins” approach), a
mixture of microorganisms is used to inoculate the test
material (in laboratory or pilot�scale operations), and
it is assumed that a limited number of these acido�
philes will emerge as a stable and effective bioleaching
consortium. 

In the present investigation, the microorganisms
were derived from natural environments. Bauxite
(Radhanagari, Kolhapur, India) and pyrite (Chitra�
durga, India) ore samples were used as a source of ac�
idophiles. The acidophiles were cultivated in modified
9K medium having composition (g/l): part A –
(NH4)2SO4 – 3.0; KCl – 0.20; K2HPO4 – 0.050;
MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.050; part B – FeSO4 ⋅ 7H2O – 45.
Part A was sterilized by autoclaving at 121°C for 15 min
at 15 lb pressure and part B was sterilized by filtration
using 0.25 μm filter (Merck Millipore, USA). After ster�
ilization equal amount of part B was added to part A,
aseptically. The pH of the medium (2.4) was adjusted
using 1.0 N H2SO4. The enriched acidophiles obtained
from both the ore samples were mixed and again culti�
vated in the same medium. The obtained consortium
was used for the bioleaching studies. The complete bi�
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With the current rapid developments in technology, there is an increasing accumulation of outdated electronic
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waste. Bioleaching offers a promising solution for this problem. 
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oleaching experiments were carried out in non�sterile
conditions to obtain a stable and compatible consor�
tium and mimic the conditions of the commercial bi�
oleaching process. 

The individual organisms from the consortium
were not purified. However, the presence of iron oxi�
dizers and acidophilic heterotrophs was confirmed us�
ing solid Fe�TSB non�overlay medium [11]. The Fe�
TSB non�overlay medium was prepared in 3 parts. Part
A was prepared as follows: 0.36 g ammonium sulfate,
0.005 g di�potassium hydrogen phosphate, 0.14 g
magnesium sulfate, and 0.070 g tryptone soya broth
(TSB) was added to 140 ml of double distilled water in
a 250�ml Erlenmeyer flask. The pH was adjusted to
2.3. For part B, 2.0 g of agarose was dissolved in 70 ml
of double distilled water in a 150 ml conical flask and
maintained at a neutral pH. Parts A and B were auto�
claved at 121°C and 15 lbs of pressure for 15 min. For
part C, 6.9 g of ferrous sulfate heptahydrate was added
to 10 ml of double distilled water, pH 2.15–2.3, and
the concentration of the final solution was 2.5 M. The
solution was filter�sterilized using a 0.25�µm filter
(Merck Millipore, USA). A volume of 1.5 ml of part C
was added to part A. Part B was added to the mixture
of A and C, and the plates were poured. All reagents
used were of analytical grade. 

Preparation of the waste PCB sample. Printed cir�
cuit board assemblies (PCBA) were collected from a
scrap market. The PCBA consisted of different elec�
tronic components, such as random access memory
(RAM) chips, peripheral component interconnect
(PCI) slot, condensers, transistors, heat sink, etc., at�
tached to PCB. The PCB consisted of metals required
for the functioning of electronic equipment and non�
metallic support.

The attached plastic parts, including RAM, PCI
slots, and chip slots were removed from the PCBA.
The PCB were shredded using a file (a file is a metal
and woodworking tool used to cut fine particles of ma�
terial from a workpiece). The obtained powder was
composed of metallic and nonmetallic components of
varied composition (mainly epoxy or phenolic resin).

The powder was sieved using a –14/+20 mesh. It
was not pretreated prior to the bioleaching studies.

Chemical analysis of the waste PCB powder. A
chemical analysis of the waste PCB powder was con�
ducted to determine the heavy metal content in it. The
content was determined using 2 different methods:

I) Approximately 1.0 g of homogenized powder was
added to 100 ml of aqua regia, heated at 100°C for 1 h,
cooled and subsequently filtered through Whatman
filter paper no. 1 (UK). The volume was increased to
100 ml with double distilled water. The prepared sam�
ple was used for the detection of heavy metals with an
atomic absorption spectrophotometer (Perkin Elmer
A Analyst 300, USA).

II) A few drops of HNO3 were added to 1.0 g of ho�
mogenized powder in a 100�ml volumetric flask, and
the volume was made to 100 ml with double distilled
water. The sample was filtered with Whatman filter pa�
per no. 1 prior to heavy metal analysis. The heavy met�
als were detected using method of atomic absorption
spectroscopy.

Determining the metal solubilization ability and tol�
erance of the consortium. The metal solubilizing abili�
ty was determined using pure copper and solder. This
metal adaptation increased the efficiency of the con�
sortium in solubilizing the metals from PCB powder.

Solubilization of elemental copper. To determine
the solubilization of elemental copper, we used 0.1–
0.8% copper turnings of <0.5 mm in length and
<0.05 mm in width. Copper turnings were added to
a 500�ml Erlenmeyer flask containing 200 ml of
modified 9K medium and a 15% inoculum of con�
sortium. The flask was incubated at 30°C on a rotary
shaker at 140 rpm for 10 days.

Solubilization of lead from solder. The solder was
purchased from the market and shredded into pieces
of 1–2 cm in length. Approximately 0.1% of these
pieces were treated in the same way as copper chips. 

Bioleaching of metals from PCB. PCB powder (10,
20, 30, 40 and 50 g/l) was added to separate 500�ml
Erlenmeyer flasks containing 200 ml of non�sterile
modified 9K medium previously adjusted to pH 2.4
and a 15% microbial consortium inoculum. The flasks
were subsequently incubated at 30°C on a rotary shak�
er at 140 rpm for 10 days. Samples were collected every
48 h for 10 days to determine the pH, and the ferrous
iron and soluble metal content. The pH was measured
using a digital pH meter (Elico LI 127, India). The fer�
rous iron content was measured using phenyl anthra�
nilic acid [12], and the soluble metal content (Cu, Pb,
Zn and Ni) was detected using method of atomic ab�
sorption spectroscopy. After 240 h, the precipitate
formed during bioleaching was collected, dried and

Chemical analysis of metals (%) in waste PCB powder

Metal
Solvent use for extraction*

aqua regia nitric acid

Copper 19.10 28.68

Iron 0.002 0.002

Zinc 0.81 0.46

Lead 2.81 5.14

Nickel 0.042 0.432

Aluminum 1.383 Nil

Silver 0.0044 Nil

Chromium 0.029 0.0033

Manganese 0.0007 0.00133

Cadmium Nil Nil

Silicon 0.1678 N.D.

Calcium 2.8405 9.77

* N.D. – not performed; Nil – absence of metal.
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mounted on carbon�coated copper grids for scanning
electron micrograph and energy dispersive X�ray anal�
ysis (SEM�EDAX). The micrographs were obtained
using a JEOL (6360) JED�2300 analysis station (Ja�
pan) operating at 200 keV.

RESULTS AND DISCUSSION

Growth of microbial consortium. The objective of
this study was to evaluate the solubilization of metals
from PCB; therefore, the specificity of microorgan�
isms that carried out this process was not important.
However, the most efficient organisms for bioleaching
were typically the most desirable. Because the process
was conducted under non�sterile conditions, there was
a continuous selection of more efficient microorgan�
isms for the bioleaching system, which included the
selection for genes present in the horizontal gene pool
(e.g., genes for metal resistance) that might improve
the efficiency of the resident microorganisms [10, 13,
14]. Furthermore, in many leaching experiments con�
ducted in laboratories, minerals or e�waste were inoc�
ulated with a pure or defined mixture of cultures, and
it was uncertain whether these organisms would be

competitive in the non�sterile conditions of the com�
mercial bioleaching process [1].

The presence of iron oxidizers and acidophilic het�
erotrophs in microbial consortium obtained using a
simple “top down” approach was confirmed using sol�
id Fe�TSB non�overlay medium, which yielded red�
dish brown�colored colonies of iron oxidizers and off�
white colored colonies of acidophilic heterotrophs.

Chemical analysis of the PCB. Chemical analysis of
the PCB was performed to determine its heavy metal
content. It was conducted using 2 different dissolving
agents: aqua regia and nitric acid. The metals in the
solution were detected by atomic absorption spectros�
copy. The results obtained are given in table. When
aqua regia was used as a dissolving agent, the major
metals detected were copper (19.1%), lead (2.81%),
aluminum (1.383%) and zinc (0.81%). When nitric
acid was used as a solvent, the main metals revealed
were copper (28.68%), lead (5.14%) and zinc (0.46%). 

Aqua regia was a good solvent for the most metals,
which were less soluble in nitric acid. However, copper
and lead were more soluble in nitric acid than in aqua
regia. 
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Fig. 1. Copper (a), zinc (b), lead (c) and nickel (d) mobilization under different concentrations of PCB powder (g/l: 1 – 10; 2 –
20; 3 – 30; 4 – 40; 5 – 50) relative to the time of incubation with microbial consortium. The data present the average of 3 repli�
cates.
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Detection of metal solubilization ability and metal
tolerance of microbial consortium. In the pure metal
solubilization experiments, it was observed that 0.8%

 copper was completely solubilized (100% solu�
bilization) by microbial consortium within 7 days.
This result confirmed the copper bioleaching activity
of the consortium and its tolerance to 0.8%  cop�
per. In contrast, even 0.1% solder  did not get com�
pletely solubilized, and only 0.004% solubilization of
lead was achieved in 10 days. These results demonstrated
the high copper solubilization and poor lead solubiliza�
tion ability of the microbial consortium used.

Bioleaching of PCB. The purpose of using a con�
sortium of iron oxidizers and acidophilic heterotrophs
was to provide natural conditions for the oxidation of
iron. Acidophilic heterotrophs do not directly partici�
pate in iron oxidation but contribute to the stability of
the mixed mineral�oxidizing population by consum�
ing organic excretion products produced by mineral
oxidizers [15]. 

The percent metal mobilization was determined
from the higher values obtained in the chemical anal�
ysis of the corresponding metals, irrespective of the
solvent used for dissolving the PCB powder. 

We observed that the solubilization of Cu by mi�
crobial consortium after 240 h of incubation was
96.93, 87.34, 73.68, 66.42 and 49.93% at 10, 20, 30,
40 and 50 g/l of PCB powder in the medium, respec�
tively (Fig. 1a). The dissolution of Zn after the same
time reached 93.33, 81.23, 66.66, 73.45, 73.45 and
70.61% at 10, 20, 30, 40 and 50 g/l of PCB powder
in the broth, respectively (Fig. 1b). The maximum

( )w v

( )w v

( )w v

solubilization of Pb during bioleaching after 48 h of
incubation was 0.39, 0.58, 0.35, 0.25 and 0.20% at 10,
20, 30, 40 and 50 g/l of PCB powder in the broth, re�
spectively (Fig. 1c). After 240 h the concentration of
Pb in bioleachate amounted 0.19, 0.03, 0.03, 0.03 and
0.02% at 10, 20, 30, 40 and 50 g/l of PCB powder, re�
spectively. The solubilization of Ni by microbial con�
sortium after 240 h was 9.44, 8.66, 10.26, 7.76 and
9.50% at 10, 20, 30, 40 and 50 g/l of PCB powder in
the medium, respectively (Fig. 1d).

During the bioleaching of the PCB powder, the sol�
ubilization of copper was achieved at a faster rate com�
pared with the other metals (Fig. 1). The maximum
copper solubilization (96.93%) and zinc (93.33%) was
obtained at 10 g/l of PCB powder (Figs. 1a and 1b).
The solubilization rate of these metals increased with
time. In case of lead mobilization (Fig. 1c), the maxi�
mum mobilization (0.58%) was achieved when 20 g/l
of PCB powder was used. Interestingly, the lead con�
tent slowly decreased with increasing incubation time,
reaching 0.03%. However, when 10 g/l of PCB powder
was used, the soluble lead content decreased during
bioleaching from 2.038 mg/l (0.40%) to 0.520 mg/l
(0.10%), and subsequently increased, reaching
0.998 mg/l (0.19%). One possible reason for the lat�
er increase would be the decreasing pH. Compared
with the leaching of copper and zinc, the lead solu�
bilization rate was low. The nickel solubilization was
less compared with Cu and Zn. The highest dissolu�
tion achieved was 10.26% (Fig. 1d). Moreover, even at
50 g/l of PCB powder, the solubilization was 9.5%.

Brandl with coworkers [3] observed that at scrap
concentrations of 5 and 10 g/l, Thiobacilli were able to
leach more than 90% of the available Al, Cu, Ni and
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Fig. 2. Changes in pH under different concentrations of
PCB powder (1 – 10; 2 – 20; 3 – 30; 4 – 40; 5 – 50 g/l)
relative to the time of incubation with microbial consor�
tium. The data present the average of 3 replicates.
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Fig. 3. Fe2+ amount under different concentrations of
PCB powder (1 – 10; 2 – 20; 3 – 30; 4 – 40; 5 – 50 g/l)
relative to the time of incubation with microbial consor�
tium. The data present the average of 3 replicates.
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Zn, but at higher scrap concentrations, metal solubili�
zation was reduced, especially for Al and Cu. 

According to Ilyas and colleagues [6], approximately
64, 80, 86 and 74% of Al, Zn, Cu and Ni, respectively,
were leached out (in 300 days) using a mixed consortium
of metal�adapted cultures of Sulfobacillus thermosulfi�
dooxidans and the acidophilic heterotrophs.

During the bioleaching studies, the pH of the me�
dium was continuously monitored as a change in pH
affects the leaching efficiency [2]. The changes in pH
during the metal solubilization by microbial consor�
tium in this study are shown in Fig. 2. We observed that
the pH of the medium increased initially due to the al�
kalinity of the PCB powder that corresponded to pre�
vious results [3] and subsequently decreased.

Fig. 3 shows the pattern of Fe2+ change during bio�
leaching. The results obtained demonstrated that
when 10 g/l of PCB powder was used, the rate of Fe2+

oxidation (biological reaction) was minimal, but the
rate of oxidation of copper and zinc by Fe3+ (chemical
reaction) was maximal (Figs. 1a, 1b, 3). In contrast,
when 50 g/l of PCB powder was used, the rate of Fe2+

oxidation was maximal, while the rate of oxidation of
copper and zinc by Fe3+ was minimal. The rate of Fe2+

oxidation increased with increasing PCB powder con�
centration. Hence, it is rational to conclude that the
PCB powder concentration stimulated Fe2+ oxidation
(biological reaction) but adversely affected the rate of
oxidation of copper and zinc by Fe3+ (chemical reac�
tion).

Figs. 4a, 4b show the slope of the curves obtained in
Figs. 1a, 1b, respectively. The largest positive slope ob�
tained for Cu was at 192 h of incubation with microbial
consortium when 40 g/l of PCB powder was used. In the
case of Zn, the largest slope was observed at 144 h using
10 g/l of PCB powder. Because there was a continuous
selection for microorganisms during bioleaching, the
largest positive slope might suggest the point where the
optimum consortium composition and pH for the bio�
leaching of PCB powder could be obtained. These re�
sults suggest that pH 2.94 and 2.45 could be the opti�
mum pH for the solubilization of Cu and Zn, respec�
tively (Fig. 2). 

For the overall bioleaching efficiency, we observed
that the microbial consortium used could solubilize up
to 7620 mg/l of copper, 286 mg/l of zinc, 6 mg/l of
lead and 21 mg/l of nickel. This result indicates not
only the high metal tolerance of the consortium but al�
so its high metal solubilization ability.

The mechanism for the dissolution of metals from
PCB powder is similar to that of the metal sulfide [4]. Un�
der acidic conditions, iron oxidizers use ferrous iron as an
energy source and convert it to ferric iron. The last oxidiz�
es zero valent metals present in the PCB powder and con�
verts them to soluble forms (Equations 1 and 2) [2].

(1)

(2)

2 3iron oxidizer
2 2Fe O H Fe H O,+ +

+ + ⎯⎯⎯⎯⎯→ +

3 2 2Cu 2Fe 2Fe Cu0 ,+ + +

+ ⎯⎯→ +

 

A reddish brown�colored precipitate was formed
during the bioleaching process (Fig. 5). After its ana�
lyzing using SEM�EDX, the presence of Sn, Cu and
Pb was confirmed. The precipitate obtained in the
bioleaching experiment was composed of Tin
(59.96%), Cu (23.97%), Pb (9.30%) and Fe (5.92%).
According to the previous reports, Pb and Sn were not
detected in the leachate, rather these metals were
speculated to be precipitated as PbSO4 and SnO, re�
spectively [3]. The presence of Pb and Sn was also
confirmed by Ilyas with coworkers [6] through a min�
eralogical analysis of the precipitate, which also con�
tained 0.65 ± 0.08% aluminum, 1.88 ± 0.05% copper,
2.5 ± 0.07% iron, 27.0 ± 0.08% lead, 0.22 ± 0.005%

o
f 82 9 kJ mol. 0 .G = −
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Fig. 4. Rate of change in copper (a) and zinc (b) mobiliza�
tion under different concentrations of PCB powder (1 –
10; 2 – 20; 3 – 30; 4 – 40; 5 – 50 g/l), relative to the time
of incubation with microbial consortium. The data present
the average of 3 replicates.
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nickel, 74 ± 0.07% tin and 0.10 ± 0.01% zinc. Choi and
colleagues [4] observed the presence of 63% copper in
the precipitate, though the copper content was mini�
mized to approximately 18% by the addition of 1.0%
citric acid. 

The copper precipitation could occur due to a ce�
mentation reaction in which the presence of Fe, Zn or
Al led to copper precipitation [16] as shown in Equa�
tion 1 [17]. The process of cementation generally re�
covers soluble copper from pregnant liquor following
the addition of scrap iron after the bioleaching process
is complete. In the present investigation, the precipi�
tation of copper during bioleaching could be attribut�
ed to the presence of Fe, Zn or Al in the PCB powder,
which could have led to the precipitation of copper,
assuming that the rate of the solubilization of copper
was faster than that of Fe, Zn or Al. Due to the faster
solubilization of copper, dissolved copper would be ce�
mented on Fe, Zn or Al. The occurrence of ‘early ce�
mentation’ also makes it difficult to distinguish
whether any PCB powder is left after the completion
of bioleaching experiment.

(3)

From the present study, we concluded that bio�
leaching is a possible alternative for extracting metals
from PCB.

The chemical analysis of the PCB powder was per�
formed using two solvents: aqua regia and nitric acid.
The combination of the two solvents provided more
accurate results for the chemical analysis. 

The present study revealed the effectiveness of the
natural microbial consortium obtained from bauxite
and pyrite ore samples in terms of leaching efficiency
compared with the conventional use of pure cultures
or a defined consortium. The microbial consortium
used for metal solubilization was efficient, as 96.93%
copper and 93.33% zinc solubilization was achieved in
240 h (with 10 g/l PCB powder). More importantly,

2 2Cu Fe Fe Cu0 0,+ +

+ ⎯⎯→ +

o
f 144 6 kJ mol. .G = −

the consortium used in the present study would be
competitive under the non�sterile conditions of the
commercial bioleaching process.

These studies provide evidence for the presence of
Sn and Pb in the precipitate. Hence, further studies
should be conducted to avoid the precipitate formation.
For this purpose, a consortium growing at pH < 2.0
could be useful because increased acidic conditions
minimize precipitate formation. Using a consortium
growing at pH < 2.0 might lead to an increase in
leaching efficiency.

An alternative strategy needs to be developed to
deal with the problem of ‘early cementation.’
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Структурный каркас почти всех наземных рас�
тений состоит из полимеров: лигнина, гемицел�
люлозы и целлюлозы. Объединяясь в разных про�
порциях, они образуют лигноцеллюлозный ком�
плекс. Лигнин (в составе данного комплекса)
является природным трехмерным гетерополиме�
ром на основе фенилпропановых единиц. Лигнин
чрезвычайно медленно разлагается в естествен�
ных условиях и среди других биополимеров наи�
более устойчив к микробной деградации. Дерево�
разрушающие грибы являются единственными
организмами, способными разрушать лигноцел�
люлозу за счет использования набора внеклеточ�
ных лигнолитических ферментов.

Как известно, наиболее активными биодеструк�
торами лигнина древесины являются базидиоми�
цеты – возбудители белой гнили. В состав лигно�
литического комплекса базидиомицетов входят
ферменты лигнинпероксидаза, марганецперокси�
даза и лакказа.

Лигнинпероксидаза представляет собой гем�
содержащий гликопротеин с молекулярной мас�
сой 39–45 кДа. Это ключевой фермент, способ�
ный частично деполимеризовать нативный и
синтетический лигнин, а также расщеплять неко�
торые модельные соединения [1].

Другой представитель этого комплекса – мар�
ганецзависимая пероксидаза – может катализи�
ровать окисление нефенольных подструктур лиг�
нина в присутствии пероксида водорода, ионов
марганца(II) и лактата. Марганецпероксидаза
имеет молекулярную массу 46 кДа и содержит в
своей структуре гем (простетическая группа) [2].

В лигнолитический комплекс входит и лакка�
за – медьсодержащий гликопротеин, катализи�
рующий реакции окисления различных произ�

водных фенола (о�, n�дифенолов, аминофенолов,
производных пара�гидроксикоричной кислоты и
др.) кислородом воздуха. Молекулярная масса лак�
каз из различных источников варьирует в пределах
14–390 кДа. Некоторые грибы способны продуци�
ровать одновременно несколько изоформ лакказы
с различными молекулярными массами. 

Очищенная лакказа слабо действует на лиг�
нин, поэтому было высказано предположение,
что основная функция фермента заключается в
окислении не самих лигнинов, а низкомолеку�
лярных продуктов их деполимеризации. С этим
процессом связана и детоксицирующая функция
лакказы: окисление токсичных низкомолекуляр�
ных фенольных компонентов с последующей по�
лимеризацией приводит к образованию полиме�
ров, для которых клеточная стенка непроницае�
ма. Лакказа считается эффективной “ловушкой”
кислородных радикалов и, таким образом, может
предохранять клеточные белки от взаимодей�
ствия с гидроксилрадикалом [3].

Комплекс лигнолитических ферментов имеет
первостепенное значение в биодеградации лиг�
нина, что открывает перспективы их использова�
ния для биоотбеливания тканей и бумаги; для
очистки окружающей среды от ксенобиотиков, в
том числе ароматических соединений; в качестве
маркеров в иммуноферментном анализе [4].

Несмотря на активное изучение ферментов
лигнолитического комплекса базидиомицетов и
кодирующих их синтез генов, спектр исследуе�
мых грибов ограничен отдельными представите�
лями родов Trametes, Phanerochaete. 

Цель работы – выявить гены, кодирующие
лигнолитические ферменты у изолятов базидио�
мицетов, выделенных в лесах Кировской области.

ВЫЯВЛЕНИЕ ГЕНОВ, КОДИРУЮЩИХ ЛИГНОЛИТИЧЕСКИЕ 
ФЕРМЕНТЫ, У ПРИРОДНЫХ ИЗОЛЯТОВ БАЗИДИОМИЦЕТОВ
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Рис. 1. Гель�электрофорез продуктов амплификации
последовательностей гена лигнинпероксидазы в 6%�
ном нативном полиакриламидном геле. Праймеры
LgpF/LgpR. 1 – D. quercina(6); 2 – F. pinicola (7); 3 –
F. pinicola (8); 4 – F. pinicola (9); 5 – F. pinicola (11); 6 –
G. lipsiense (15); 7 – B. fumosa (8k); 8 – положительный
контроль T. versicolor (Tv); 9 – отрицательный кон�
троль (вода); М – маркер “СибЭнзим”.

МЕТОДИКА

Плодовые тела были собраны в 2008–2010 гг. в
лесной зоне Кировской области в период их мас�
сового появления, в сухую погоду. Для выделения
культуры выбирали молодые, неповрежденные
плодовые тела. Определение вида грибов прово�
дили на основании изучения культуральных, мак�
ро� и микроморфологических признаков. При
этом учитывали форму и цвет плодового тела,
форму и цвет гименофора, цвет и структуру тка�
ней плодового тела [5]. Структуру мицелия иссле�
довали с помощью светового микроскопа (“Primo
Star, Zeiss”, Германия).

Получение культуры базидиомицетов из пло�
довых тел осуществляли методом, описанным в
работе Билай В.И. [6]. Плодовое тело очищали,
быстро обеззараживали дистиллированной во�
дой, затем стерильной водой. Предварительно
обработанное плодовое тело разламывали, и ку�
сочек «ткани» из середины стерильным скальпе�
лем переносили в чашку Петри на смоченную
стерильной водой фильтровальную бумагу. Чаш�
ки Петри для предохранения от высыхания закле�
ивали и помещали в термостат при температуре
27 ± 1°С. Когда инокулюм покроется растущим
мицелием, его переносили на сусло�агар с анти�
биотиками (500 мг пенициллина и 150 мг амфоте�
рицина B на 250 мл среды). 

Мицелий снимали шпателем с поверхности
плотной питательной среды с площади 1 см2. К
массе мицелия добавляли 1 мл буфера NET 100
(50 мM трис�HCl; 10 мM ЭДTA; 100 мM NaCl;

pH 8.0) и стерильный кварцевый песок (1/2 от
объема мицелия), растирали в ступке стерильным
пестиком. Затем отбирали 500 мкл полученного
лизата в микропробирку типа эппендорф объе�
мом 1.5 мл, добавляли раствор Na�ДДС до конеч�
ной концентрации 1%, инкубировали 40 мин при
55°С. Добавляли равный объем смеси фенол�хло�
роформ (1 : 1), перемешивали и центрифугирова�
ли (5 мин, 10000 g). После этого отбирали водную
фазу и повторяли с ней предыдущую процедуру.
Затем к водной фазе, образовавшейся после вто�
рой экстракции смесью фенол�хлороформ, до�
бавляли равный объем хлороформа, перемешива�
ли и центрифугировали (5 мин, 10000 g), отбира�
ли водную фазу. К водной фазе, полученной
после обработки хлороформом, добавляли 1/10
объема 5 М раствора ацетата натрия (рН 5.2) и 2
объема охлажденного до –20°С этанола, перемеши�
вали и центрифугировали (15 мин, 10000 g). Полу�
ченный осадок промывали 70%�ным этанолом, вы�
сушивали и растворяли в деионизированной воде. 

Для амплификации искомых участков ДНК
было подобрано несколько пар праймеров; ис�
пользовали полные последовательности генов и
мРНК лигнинпероксидазы, марганецпероксида�
зы и лакказы из базы данных NCBI. Выбор прай�
меров осуществляли с использованием резидент�
ных программ AliBee – Multiple alignment Release
3.0. и BLAST с сайта http://www.genebee.msu.su.
Последовательности используемых праймеров,
температура отжига и размер ожидаемых ПЦР�
продуктов представлены в табл. 1. Праймеры были
синтезированы АО “Синтол” (г. Москва, Россия).

Рис. 2. Гель�электрофорез продуктов амплификации
последовательностей гена лакказы в 1.5%�ном ага�
розном геле. Праймеры LсcF и LсcR. 1 – D. quercina
(6); 2 – F. pinicola (7); 3 – F. pinicola (8); 4 – F. pinicola
(9); 5 – F. pinicola (11); 6 – F. penicola (23); 7 – F. fomen$
tarius (35); 8 – A. mellea (10); 9 – P. ostreatus (1В); 10 –
F. fomentarius (17); 11 – положительный контроль
T. versicolor (Tv); 12 – отрицательный контроль (вода);
13 – маркер “СибЭнзим”. 
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Таблица 1. Характеристика выбранных праймеров для определения генов лигнолитических ферментов

Наимено�
вание 

праймера

Структура праймера
(5' – 3')

Расчетная 
температура 
отжига, °С

Ожидаемый 
размер ампли�

фиката, п.н.

№ последовательностей 
в GenBank*

Лакказа

LсcF GAC�AAC�(AT)TG�ACG�AAC�CA(CT)�
ACC�ATG

52 350

DQ431715.1, 
EU492907.1, AF414808.1, 
AY839940.1, AY839941.1, 
DQ234060.1, AY081188.1

LсcR CCC�CT(GC)�A(AG)A�CCA�TCA�CAG�
TAC�TG

Лакказа

1LccF TTC�CAG�(AC)TC�AA(CT)�GTC�
(AG)T(CT)�GAC

67 130

AY616035.1, AF053472.2, 
AJ542532.1, BK004111.1, 
BK004112.1, BK004113.1, 
BK004114.1, BK004116.1, 
BK004118.1, BK004119.1, 
BK004122.1, BK004125.1, 
DQ431715.1,EU282002.1, 
AY485826.1, AF185275.2, 
FJ231092.1, AY686700.1, 
AB089612.1,  AJ005017.2, 
AJ344434.2, FJ473384.2, 
AF170093.1, EU492907.1, 
AF414808.1, AY839940.1, 
AY839941.1, DQ234060.1, 
AY081188.1

1LccR T(AC)G�G(AG)C�ACT�GGT�T(AG)A�
(CT)GA�A(GC)G�C

Марганецпероксидаза

MnpF CTC�A(CT)C�TTC�CAC�GAC�GC(GC)�
ATC�GGC

68 450

Z30668, AJ745879, 
AJ745080, AY677131, 
AY677130, AY677129, 
AY677128, D86493, 
AF008585, AF102515, 
PCU10306, PHAMNP2A, 
PHAMNP1A, 
PHAMP1A, PHAMNP1, 
PHAMNP, E39216, 
E39215, E39214, E39213, 
E39212, E39211, 
AB078606, AB078604, 
AB078605, E39210

MnpR CTC�GA(CT)�GAA�GAA�CTG�
(GC)G(CT)�GTC�G

Лигнинпероксидаза

LgpF GAC�GG(CT)�CT(CT)�GT(CT)�CC(GTC)�
GAG�CC

67 207

Z30667, Z30666, Z31011, 
AB158478, PHALIPERE, 
EU289404, AB455007, 
AB455006, PHALIP2X, 
PHALIGPER, EU649680, 
Z31011, X75655, X54257, 
X15599, X55343, 
AM397952, X51590, 
E07702, E05520, E05519, 
E05517, E03952, 
AY743218, AY749105, 
AB237774, AB191466, 
AB158478, X14446, 
TMTVLG2A, PHALPO, 
TMTLIGPERO, 
PHALIP6, PHALIG�
PERM, PHALIGPERG, 
AF140063, AF140062, 
PHALNPOX

LgpR C(AT)G�NG(ATC)�CTC�GA(CT)�GAA�
GAA�CTG

* Последовательности мРНК и генов, использованные при подборе праймеров, взяты из базы данных www.ncbi.nlm.nih.gov. 
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Состав реакционной смеси: 0.5 мкл пробы
(50 нг ДНК), 1 мкл 10X буферного раствора для
ПЦР без ионов магния (“Сибэнзим”, Россия),
0.5 мкл смеси дидезоксинуклеозидтрифосфатов,
прямого и обратного праймеров по 1 мкл каждо�
го. Taq�полимеразы (“Сибэнзим”, Россия), вода
до конечного объема 10 мкл; концентрация хло�
рида магния – 2.0 мМ для пар праймеров
LсcF/LсcR, MnpF/MnpR и 3.0 мМ – для пар
праймеров 1LссF/1LссR, LgpF/LgpR.

Амплификацию проводили с использованием
программируемого термостата “Терцик” (“ДНК�
технология”, г. Москва). Условия ПЦР:1 цикл
95°С – 3 мин; 35 циклов 94°C по 30 с, температура
отжига, подобранная для каждой из указанных
пар праймеров – 30 с и 72°C – 1.5 мин; 1 цикл
68°C – 5 мин.

Продукты амлификации последовательностей
генов лакказы (праймеры LссF/LссR), лигнинпе�

роксидазы и марганецпероксидазы разделяли с
помощью гель�электрофореза в 1.5%�ном агароз�
ном геле, фрагментов генов лакказы (праймеры
1LссF/1ссR) разделяли в 6%�ном нативном полиа�
криламидном геле, гели окрашивали этидиумом
бромидом [7]. Размер амплификатов определяли с
использованием стандартного набора маркеров
“Сибэнзим” (Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЯ

Всего было выделено и получены мицелиаль�
ные культуры 50 природных изолятов базидиоми�
цетов, преимущественно трутовиков. Из 50 изо�
лятов видовая принадлежность была определена у
42, 3 изолята были идентифицированы до рода.
Результаты видовой идентификации представле�
ны в табл. 2.

Пять изолятов идентифицировать не удалось.
Среди изолятов встречались как представители
классических продуцентов лигнолитических
ферментов – виды рода Trametes (изоляты 42, 65,
70, 71, 72, 73, 700), так и менее изученный в этом
отношении вид Pleurotus ostreatus (вешенка обык�
новнная, изолят 10). Также были получены мице�
лиальные культуры представителей малоизучен�
ных родов Pycnoporus, Daedaleopsis, Lenzites. Такие
виды, как Trametes gibbosa, Fomitopsis penicola; Fo$
mes fomentarius; Phellinus pini и др., были представ�
лены несколькими изолятами (от 2 до 8).

Культуры грибов использовали для выделения
ДНК и последующей идентификации генов фер�
ментов лигнолитического комплекса. Для выяв�
ления генов марганецпероксидазы и лигнинпер�
оксидазы мы использовали по одной паре прай�
меров; для обнаружения гена(ов) лакказы
выбрали две пары праймеров – первая
(LccF/LccR) – по референс�последовательности
наиболее изученного объекта (Trametes versico$
lor), вторая (1LccF/1LccR) – по последователь�
ностям двух видов грибов рода Trametes (T. hirsu$
ta). Первая пара соответствовала более специфи�
ческому участку гена по сравнению с участком,
который был использован для выбора второй па�
ры. В качестве положительного контроля ис�
пользовали ДНК классического продуцента лиг�
нинпероксидазы – Trametes (Coriolus) versicolor,
штамм Tv из коллекции культур кафедры микро�
биологии ВятГУ. Результаты детекции продуктов
амплификации приведены в табл. 3. В качестве
примера на рис. 1–3 представлены электрофоре�
граммы амплификатов ДНК некоторых изолятов. 

С помощью пары праймеров LссF/LссR про�
дукты амплификации были выявлены у A. mellea
(10), F. penicola (7), G. trabeum (56), L. betulina
(708), P. betulinus (39), T. gibbosa (700, 42) и у не�
идентифицированного изолята (31к). Размеры
амплификатов ни в одном случае не совпадали с

Таблица 2. Результаты видовой идентификации изо�
лятов базидиомицетов

Видовое название Номера изолята

Antrodiella 67

Armillaria mellea 10

Bjerkandera fumosa 8k, 66

Datronia mollis 64

Daedaleopsis confragosa 706

Daedaleopsis quercina 6

Fomes fomentarius 17, 35, 55

Fomes pinicola 37

Fomitopsis penicola 3k, 23, 7, 8, 9, 11, 16, 60

Ganoderma applanatum 22

Ganoderma lucidum 2k

Gloeophyllum trabeum 56, 59

Hypholoma fasciculare 68, 69

Lenzites betulina 708

Pleurotus ostreatus 1В

Piptoporus betulinus 39

Phellinus hartigii 13k

Phellinus igniarius 1k

Phellinus pomaceus 5k

Phellinus pini 57, 58, 61, 62

Polyporus betulinus 36

Pseudotrametes gibbosa 4k

Pycnoporus cinnabarinus 704

Trametes 72, 73

Trametes gibbosa 42, 700

Trametes hirsuta 65, 70, 71

Не определен 706', 503, 31k, 26, 29
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Таблица 3. Продукты амплификации последовательностей генов лигнолитических ферментов природных изо�
лятов базидиомицетов

Видовое название Изолят
Размер амплификата (п.н.), полученного с использованием праймеров…

LсcF–LссR 1LссF–1LссR LgpF–LgpR MnpF–MnpR

Trametes versicolor (контроль) Tv 350 130 200, 300 500, 750

Armillaria mellea 10 1000 130, 210, 400 200 700

Bjerkandera fumosa 8k – – – –

Datronia mollis 64 – 100, 220 130, 190 –

Daedaleopsis confragosa 706 – 130 200, 250 –

Daedaleopsis quercina 6 – 130 200, 300 –

Fomes fomentarius 17 – – – –

35 – 210 200, 300 400

55 – – >300 –

Fomes pinicola 37 – – – –

Fomitopsis penicola 3k – 130 200, 300 –

7 1000 140, 210, 300 180, 200, 300 600, 850

8 – 130, 140, 210 180, 200, 300 850

9 – 130, 140, 210 180, 200, 300 600, 850

11 – – 150, 300 –

16 – – 100, 200, 300 600

23 1000 – – 850

60 – – – –

Ganoderma applanatum 22 – – – –

Ganoderma lucidum 2k – 130, 150 – –

Gloeophyollum trabeum 56 300, 1000 300, 320 150 300, 500

59 – – 300 700

Hypholoma fasciculare 69 – 160, 210, 400 200, 300 200, 250

Lenzites betulina 708 1000 – 200, 250, 300 200

Pleurotus ostreatus 1В – 210, 250, 300 180, 300 800, 900

Piptoporus betulinus 39 200 130 200 200, 500

Phellinus hartigii 13k – – – –

Phellinus igniarius 1k – 130, 150 200, 250 –

Phellinus pomaceus 5k – – 200, 300 900

Phellinus pini 57 – 400 300 220, 280

61 – 400 300 –

Polyporus betulinus 36 – – – –

Pseudotrametes gibbosa 4k – 130 200 –

Pycnoporus cinnabarinus 704 – 200 200 400, 750

Trametes gibbosa 42 200 180 200 500

700 650 – 150, 200, 180, 300 600

Не определен 26 – 130, 200 200, 250 –

29 200 – 200, 250 –

31k – – – –

706' – 130, 300 200, 250 –

503 – 130 200 350, 500

Примечание: Знак “–” – амплификат не обнаружен.

5



290

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 49  № 3  2013

ШЕВЧЕНКО и др.

ожидаемым, даже у представителей близкого вида
T. gibbosa, что подтверждает высокую специфич�
ность пары праймеров LccF/LccR для вида T. ver$
sicolor.

С использованием менее специфичной пары
праймеров 1LссF/1LссR последовательности гена
лакказы были выявлены у 23 изолятов, относящих�
ся к 16 идентифицированным и 3 неидентифици�
рованным видам. Размер полученного ПЦР�про�
дукта соответствовал ожидаемому у A. mellea (10),
D. confragosa (706), D. quercina (6), F. penicola (3k, 8,
9), G. lucidum (2k), P. igniarius (1k), P. gibbosa (4k) и у
двух неидентифицированных изолятов (26, 706').
Амплификаты у остальных изолятов различались
по размерам, что свидетельствует о высокой вариа�
бельности последовательностей генов лакказы у
разных видов базидиомицетов. Более чем у полови�
ны изолятов, проявивших положительную реак�
цию с праймерами 1LссF/1LссR, обнаружено по
два и более амплификата разных размеров. Это мо�
жет быть связано с наличием у одного изолята не�
скольких изоформ фермента. Так, было показано
наличие двух изоформ лакказы у одного гриба –
продуцента [8].

Ген марганецпероксидазы был выявлен у 18
идентифицированных и 1 неидентифицирован�
ного изолята, относящихся к 13 видам. Размер

ПЦР�продукта был близок к ожидаемому у
G. trabeum (56), P. betulinus (39), T. gibbosa (42) и
неидентифицированного изолята (503). Как и
при детекции гена лакказы с помощью прайме�
ров 1LссF/1LссR обнаружена вариабельность
ампликонов у большинства изолятов и наличие
у некоторых из них двух продуктов реакции с
праймерами MnpF/MnpR. Гены марганецпер�
оксидазы образуют суперсемейство последова�
тельностей, кодирующих изоформы этого фер�
мента; также некоторые грибы могут продуци�
ровать несколько изоформ одновременно [9].

Последовательности гена лингнинпероксида�
зы были выявлены у 30 изолятов, относящихся к
17 идентифицированным и 4 неидентифициро�
ванным видам. Ампликоны, соответствующие
ожидаемому по длине (200 и 300 п.н.), были вы�
явлены почти у всех из них, за исключением трех
(D. mollis (64), F. fomentarius (55) и G. trabeum
(56)). У ряда изолятов обнаружены продукты
ПЦР, отличные по длине как друг от друга, так от
ампликонов ожидаемого размера. Так же, как и
другие ферменты лигнолитического комплекса,
лигнинпероксидазы имеют несколько изоформ.
Различия ампликонов по размерам и обнаружение
дополнительных полос могут быть связаны с этим.

Последовательности генов всех трех фермен�
тов одновременно были выявлены у 15 изолятов:
A. mellea (10), F. fomentarius (35), F. penicola (7, 8,
9), G. trabeum (56), H. fasciculare (69), L. betulina
(708), P. ostreatus (1В), P. betulinus (39), P. pini (57),
P. cinnabarinus (704), T. gibbosa (700, 42) и неиден�
тифицированного изолята (503).

Не у всех изолятов, отнесенных к одному виду,
показана идентичность спектров продуктов ам�
плификации генов лигнолитических ферментов.
Такие результаты могут быть связаны с тем, что
один гриб может синтезировать несколько изо�
форм ферментов, следовательно, возможны раз�
личия и между изолятами. Ферменты лигнолити�
ческого комплекса различаются и по катализиру�
емым реакциям, и по субстратам, следовательно,
могут окислять различные мономеры и фрагмен�
ты молекулы лигнина или промежуточные про�
дукты на разных этапах его деградации [1]. Эта
особенность лигнолитического комплекса позво�
ляет объяснить тот факт, что, помимо видов, име�
ющих гены всех трех лигнолитических фермен�
тов, существуют еще и виды, имеющие по два или
по одному из этих генов; возможно, данные гри�
бы либо одновременно обитают на одном суб�
страте, либо сменяют друг друга по мере разруше�
ния древесины.

В результате проделанной работы выявлены
15 изолятов грибов 11 видов, имеющих гены всех
трех ферментов лигнолитического комплекса, в
том числе: A. mellea (10), F. pinicola (35), F. penicola
(7, 8, 9), G. trabeum (56), H. fasciculare (69), L. betu$

1 2 3 4 5 6 7 8 M

1000 п.н.

500 п.н.

100 п.н.

Рис. 3. Гель�электрофорез продуктов амплификации
последовательностей гена марганецпероксидазы в
1.5%�ном агарозном геле. Праймеры MnpF / MnpR.
1 – T. gibbosa (700); 2 – P. cinnobarinus (704); 3 – D. con$
fragosa (706); 4 – 706'; 5 – 503; 6 – P. igniarius (1k); 7 –
T. gibbosa (№ 42); 8 – положительный контроль T. ver$
sicolor (Tv); М – маркер “СибЭнзим”.



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 49  № 3  2013

ВЫЯВЛЕНИЕ ГЕНОВ, КОДИРУЮЩИХ ЛИГНОЛИТИЧЕСКИЕ ФЕРМЕНТЫ 291

lina (708), P. ostreatus (1В), P. betulinus (39), P. pini
(57), P. cinnabarinus (704), Tr. gibbosa (700, 42), не�
идентифицировaнный изолят (503). У большин�
ства указанных видов активность лигнолитиче�
ских ферментов ранее не изучалась. Впервые ге�
ны лигнолитических ферментов обнаружены у
D. mollis, D. quercina, F. pinicola, G. trabeum, G. luci$
dum, H. fasciculare, L. betulina, P. betulinus, P. igni$
arius, P. pomaceus, P. pini, P. cinnabarinus. Ото�
бранные изоляты перспективны для дальнейшего
изучения как возможные продуценты ферментов
лигнолитического комплекса, сравнительного ис�
следования указанных ферментов, их субстратной
специфичности, физико�химических характери�
стик и роли в биодеструкции лигнина древесины.
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Abstract—The presence of genes encoding lignin peroxidase, laccase, and manganese peroxidase was
assessed in more than 20 types of polypore fungi collected in the woods of Kirov oblast; the fungi studied had
not been previously characterized with regard to ligninolytic enzyme production. Fifteen isolates of eleven
basidiomycete species were shown to contain genes coding for all three ligninolytic enzymes. Genes coding
for these enzymes were detected in D. mollis, D. quercina, F. pinicola, G. trabeum, G. lucidum, H. fasciculare,
L. betulina, P. betulinus, P. igniarus, P. pomaceus, P. pini, and P. cinnabarinus for the first time.
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С того момента, когда Коэн и Габриель в 1982 г.
впервые показали, что грибы могут расти непо�
средственно на угле и метаболизировать его [1],
процессы биологической конверсии угля, прежде
всего, бурого, являются предметом многочислен�
ных исследований [2–7]. 

В последнее время интерес к биоконверсии уг�
ля неуклонно растет, что обусловлено негативны�
ми последствиями для окружающей среды, воз�
никающими при использовании угля в качестве
источника энергии. Особенно актуальна эта про�
блема для стран, характеризующихся высоким
уровнем производства угля, к которым относится
и Россия, занимающая второе место после ФРГ
по этому показателю. Производство бурого угля в
нашей стране составляет около 90 млн. т в год [8].
По сравнению с конверсией химическими или
физическими методами, микробиологические и
энзиматические способы обладают рядом преиму�
ществ, такими, как отсутствие необходимости со�
здания повышенных температур и давления [9].

Несмотря на перспективность использования
биологического подхода для конверсии угля, его
разработка требует тщательного выбора микроор�
ганизма, на основе которого планируется создание
технологий биоконверсии. Это обусловлено осо�
бенностями угля как субстрата, накладывающими
целый ряд ограничений на предлагаемый микро�
организм. Одно из основных свойств угля – его

токсичность, которая затрудняет его биодеграда�
цию, объясняется присутствием труднодеградиру�
емых соединений, например, полиядерных арома�
тических углеводородов, а также высокая гетеро�
генность структуры и твердофазное состояние [8].
Указанные негативные, с точки зрения биотранс�
формации, свойства угля определяют относитель�
но небольшой спектр микроорганизмов, способ�
ных к его разложению, к которым, прежде всего,
относятся базидиальные грибы – продуценты
лигнолитических ферментов. Они принадлежат
к немногочисленной группе микроорганизмов,
обладающих уникальной системой экстрацел�
люлярных лигнолитических ферментов и спо�
собных благодаря этому разрушать труднодегра�
дируемые вещества со сложной структурой фе�
нольной природы, такие, как лигнин и уголь.
Установлено, что ведущую роль в этом процессе
играет лигниндеградационная система, в кото�
рую входят ферменты лигнолитического ком�
плекса: лигнинпероксидаза, Mn�пероксидаза и
лакказа, а также низкомолекулярные вторичные
метаболиты [10–14]. Эффективность процесса
деградации лигнина под действием этой систе�
мы в значительной мере зависит от доступности
источника углерода. Показано, что присутствие
в питательной среде легкодоступного источника
углерода интенсифицирует процесс биодеграда�
ции лигнина [14]. Однако взаимосвязь между

ТРАНСФОРМАЦИЯ ГУМИНОВЫХ ВЕЩЕСТВ ВЫСОКООКИСЛЕННОГО 
БУРОГО УГЛЯ БАЗИДИАЛЬНЫМИ ГРИБАМИ

Trametes hirsuta И Trametes maxima
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Исследована способность базидиальных грибов белой гнили Trametes hirsuta и Trametes maxima транс�
формировать гуминовые вещества (ГВ) угля в условиях твердофазного культивирования в присут�
ствии и отсутствие легкодоступного источника углерода (глюкоза). Показано, что в процессе роста
выбранных штаммов грибов на средах, содержащих ГВ, одновременно протекают деструктивные и
конденсационные процессы трансформации ГВ. На основании сравнительного физико�химического
анализа исходных и трансформированных грибами ГВ установлено, что, хотя внесение глюкозы мо�
жет способствовать более глубокой трансформации ГВ базидиомицетами, общее направление их мо�
дификации – преимущественное восстановление или окисление – определяется физиолого�биохи�
мическими особенностями штамма. 
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эффективностью деградации угля и составом
питательной среды остается неизученной.

Цель работы – сравнительное изучение биоде�
градации бурого угля под действием продуцентов
высокоактивных пероксидаз и лакказ – базидио�
мицетов Trametes hirsuta и Trametes maxima на пол�
ной питательной среде и при недостатке легкодо�
ступного источника углерода (бедная среда). 

МЕТОДИКА

При проведении экспериментов использовали
штаммы T. hirsuta (Wulf.:Fr.) Pil. и T. maxima
(Mont.) David & Rajchenb из коллекции культур
Ботанического института им. В.Л. Комарова
РАН. Для изучения деградации угля выбранными
штаммами базидиальных грибов проводили их
твердофазное культивирование на угле высокой
степени разложения – леонардите (Солнцевское
месторождение, о. Сахалин) согласно [15]. 

При твердофазном культивировании в колбы
объемом 750 мл вносили 20 г измельченного лео�
нардита с размером частиц ≤1 мм и 5 мл полной или
бедной питательной среды. При выращивании
грибов на полной среде использовали питательную
среду следующего состава (г/л): глюкоза – 10.0;
пептон 3.0; – NaNO3 – 3.0; КН2РО4 – 0.6; ZnSО4 ⋅

⋅ 2Н2О – 0.001; K2НРО4 – 0.4; FeSО4 ⋅ 7Н2О – 0.0005;
MnSО4 ⋅ 7Н2О – 0.05; MgSО4 ⋅ 7Н2О – 0.5; CaCl2 –
0.5; CuSО4 – 0.25; рН 6.0). Среда без легкодоступ�
ного источника углерода (бедная) имела анало�
гичный состав, но не содержала глюкозы. Далее
проводили засев субстрата мицелием базиди�
альных грибов (объем инокулята 20 мл). В ходе
эксперимента влажность в колбах поддержива�
ли на уровне 80–90%. Стерилизацию угля про�
водили путем автоклавирования (120°С, 1 атм.,
30 мин). Культивирование проводили в течение
30 сут при 28°С.

Для оценки функционального состояния вы�
ращиваемых базидиальных грибов при культиви�
ровании проводили мониторинг основных фер�
ментов, входящих в лигнолитический комплекс:
лигнинпероксидазы, Mn�пероксидазы и лакказы. 

Определение активности лигнинпероксидазы.
Активность фермента оценивали по скорости
окисления вератрового спирта до вератрового
альдегида, измеряя снижение поглощения при
310 нм в 0.1 М Na�тартратном буфере, рН 3.0 [16]. 

Определение активности Mn7пероксидазы. Ак�
тивность фермента определяли согласно [17], ис�
пользуя в качестве субстрата Mn2+. За единицу ак�
тивности принимали окисление 1 мкмоль Mn(II)
за 1 мин.

Определение активности лакказы. Активность
лакказы определяли спектрофотометрически при
длине волны 410 нм, используя в качестве хромо�
генного субстрата 10 мМ катехол в 0.1 М Na�аце�

татном буфере, рН 4.5 [18]. За условную единицу
активности принимали увеличение оптической
плотности на 1 ед. за 1 мин. Скорости фермента�
тивных реакций регистрировали на спектрофото�
метре “PerkinElmer” (США). Для перевода фер�
ментативных активностей в международные еди�
ницы (МЕ) проводили нормирование условных
единиц на коэффициент экстинкции использо�
ванного субстрата.

Для контроля структурных изменений леонар�
дита при культивировании базидиальных грибов,
после окончания эксперимента проводили выде�
ление из него гуминовых веществ (ГВ) и последу�
ющую характеристику их физико�химических
свойств. Для этого к леонардиту прибавляли 0.1 М
NaOH в весовом соотношении 1 : 2, получаемую
кашеобразную массу количественно переносили
в диализный мешок с размером пор 12–14 кДа и
диализовали против дистиллированной воды 48 ч
с многократной сменой воды при комнатной
температуре для удаления избытка щелочи. За�
тем ГВ центрифугировали в течение 20 мин при
3000 g и собирали супернатант. Полученный рас�
твор ГВ высушивали в сушильном шкафу при
температуре 50°С. В качестве контрольного об�
разца использовали ГВ, полученные из леонар�
дита, прошедшего аналогичную обработку (ав�
токлавирование, добавление питательных сред,
инкубирование), но без внесения грибов. Харак�
теристику основных физико�химических свойств
ГВ проводили по таким параметрам, как элемент�
ный состав, молекулярная масса и структурно�
групповой состав.

Элементный анализ. Анализ C, H и N был вы�
полнен на элементном анализаторе модели 1106
фирмы “Carlo Erba Strumentazione” (Италия). Со�
держание кислорода рассчитывали по разнице
между массой навески и суммарным содержани�
ем золы и СНN. Зольность определяли сжигани�
ем препарата в муфельной печи (850°С, 40 мин). 

Определение молекулярной массы. Молекуляр�
ную массу ГВ определяли с помощью эксклюзи�
онной хроматографии по методике, описанной в
работе [19]. Фракционирование препаратов осу�
ществляли на колонке, заполненной гелем Toyo�
pearl�HW�50(S) (Япония), в качестве калибровоч�
ных веществ использовали полистиролсульфона�
ты с молекулярными массами 4.48, 14.0, 20.7, 45.1
и 80.8 кДа (“Polymer Standard Service” Германия).
Концентрация ГВ в анализируемых пробах со�
ставляла 40 мг/л. Подвижной фазой служил фос�
фатный буфер (0.028 M, pH 6.8), скорость элюиро�
вания составляла 1 мл/мин. Регистрацию ГВ на
выходе из колонки проводили с помощью УФ�де�
тектора по поглощению при 254 нм. Расчет сред�
невесовых молекулярных масс (ММ) проводили с
помощью программы GelTreat [20].
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Структурно7групповой состав ГВ. Анализ
структурно�группового состава ГВ проводили ме�
тодом 13С ЯМР�спектроскопии. Спектры реги�
стрировали на спектрометре Avance (“Bruker”,
ФРГ) при времени задержки 4 с. Указанное вре�
мя задержки позволяет достичь полной релакса�
ции ядер углерода практически всех типов, что
обеспечивает количественность получаемых 13С
ЯМР�спектров [21]. Концентрация ГВ в измеряе�
мых пробах составляла около 30 г/л. Содержание
углерода различных структурных фрагментов опре�
деляли интегрированием соответствующих спек�
тральных областей (м.д.): 5–108 – атомы С�незаме�
щенных, O� и N�замещенных алифатических
фрагментов (ΣCAlk), 108–165 – атомы С�незаме�
щенных, O� и N�замещенных ароматических фраг�
ментов (ΣCAr), 165–187 – атомы С карбоксильных
и эфирных групп (CCOO), 187–220 – атомы С кетон�
ных и хинонных групп (CC=O). 

Растровая сканирующая электронная микроско7
пия (РСЭМ). Для визуализации изменений, про�
исходящих с леонардитом, использовали метод
РСЭМ. Частицы леонардита после окончания сов�
местного культивирования исследуемых штаммов
высушивали до постоянной массы при 50°С, поме�
щали на титановый столик и фиксировали при по�
мощи проводящего двухстороннего скотча. Для
получения изображений поверхности угля исполь�
зовали сканирующий электронный микроскоп вы�

сокого разрешения с автоэмиссионным катодом
JSM�7500F фирмы “JEOL” (Япония). Изображе�
ния получали в режиме низкоэнергетических вто�
ричных электронов, поскольку этот режим обес�
печивал наиболее высокое разрешение. При
энергии первичного пучка 1 кэВ разрешение со�
ставляло 1.5 нм, при 5 кэВ – 1 нм. Перед микро�
скопированием на образцы наносили металличе�
скую пленку платины толщиной порядка 5 нм ме�
тодом магнетронного распыления. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Как показали результаты РСЭМ, исследован�
ные штаммы базидиальных грибов активно взаи�
модействовали с леонардитом, что приводило к за�
метному разрыхлению его поверхности (рис. 1а–1в),
что является прямым доказательством способно�
сти базидиальных грибов деградировать угли высо�
кой степени разложения, используя их в качестве
источника питательных веществ. Ранее способ�
ность к биосолюбилизации углей была продемон�
стрирована у таких базидиальных грибов, как Gym�
nopus erythropus [22], Clitocybula dusenii и Nematoloma
frowardii [23], Phanerochaete chrysosporium [24], Tram�
etes versicolor и Lentinula edodes [25].

При большем увеличении (рис. 1г, д, е) хорошо
видно систему гиф, демонстрирующую рост ис�
следуемых грибов на леонардите. На среде без
глюкозы видны отдельные гифы на поверхности

(а) 1 мм

0.41 мм
0.44 мм

0.32 мм

0.24 мм

0.35 мм

0.34 мм

0.47 мм

0.25 мм

(б) 1 мм (в) 1 мм

(г) 10 мкм (д) 10 мкм (е) 10 мкм

Рис. 1. РСЭМ образцов леонардита после взаимодействия со штаммами T. hirsuta + T. maxima; а, г – контроль; б, д –
на среде без глюкозы; в, е – на среде с глюкозой, а, б, в – ×25, г, д, е – ×300.
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и гифы, проросшие внутрь частиц леонардита,
тогда как на полной среде, где рост грибной куль�
туры был более интенсивный, мицелий образо�
вывал пленку на поверхности угля. Интенсивный
поверхностный рост базидиомицетов не позво�
лил визуализировать их рост внутрь леонардита. 

Исследование элементного состава исходных
и трансформированных ГВ леонардита показало,
что наблюдаемые изменения определяются толь�
ко использованным штаммом, но мало зависят
от наличия в среде легкодоступного источника
углерода. В случае культивирования T. hirsuta из�
менения содержания углерода и водорода прак�
тически не наблюдали, в то время как для T. max�
ima происходило снижение содержания водоро�
да и углерода в ГВ (табл. 1). Принимая во
внимание, что содержание азота практически не
изменялось, можно предположить, что культи�
вирование T. hirsuta сопровождается частичным
восстановлением ГВ, а культивирование T. max�
ima – их окислением. 

Для проверки высказанного предположения
были рассчитаны атомные отношения O/C и
H/C, позволяющие оценить степень окисленно�
сти и степень ненасыщенности ГВ. Результаты
расчетов, представленные на диаграмме ван Кре�
велена (рис. 2), показывают, что изменение
свойств ГВ происходило в двух направлениях. В
случае T. hirsuta одновременно снижались оба ис�
следуемых атомных отношения, т.е. модифика�
ция ГВ этим штаммом базидиомицета протекала
по пути восстановления и дегидратации. При
трансформации ГВ под действием T. maxima или
в варианте совместного культивирования T. hirsu�
ta и T. maxima также наблюдали снижение отно�
шения H/C, но при этом одновременно происхо�
дил рост показателя O/C, т.е. можно предполагать
протекание окислительных процессов, таких, как
карбоксилирование. 

Связь между трансформацией ГВ и восстанови�
тельной способностью грибов была ранее проде�
монстрирована для большого количества базидио�
мицетов, включая представителей родов Polystictus,
Hypholoma, Trametes и Polyporus [10]. На основании
скрининга более чем 20 штаммов грибов было
установлено, что способностью обесцвечивать
растворы ГВ обладают только штаммы, в присут�
ствии которых наблюдается восстановление окси�
бензойных и метоксибензойных кислот до первич�
ных спиртов. Таким образом, восстановление сле�
дует рассматривать как обязательный этап
деградации ГВ базидиальными грибами. Предпо�
лагается, что за процессы восстановления может
отвечать целлобиозодегидрогеназа – флавоцито�
хром, способный осуществлять процессы одно�

Таблица 1. Элементный состав и ММ исходных и трансформированных базидиальными грибами T. hirsuta и T. max�
ima ГВ

Вариант
Содержание, %

ММ, кДа
C H N зольность

Контроль 72.4 5.8 3.3 22.4 14.3

Среда без глюкозы

T. hirsuta 75.3 5.9 3.6 22.5 26.9

T. maxima 70.4 5.1 3.1 20.2 28.5

T. hirsuta + T. maxima 69.5 5.1 2.9 19.9 25.1

Среда с глюкозой

T. hirsuta 73.9 5.6 3.7 21.2 31.0

T. maxima 69.2 5.2 3.0 19.7 22.7

T. hirsuta + T. maxima 70.0 4.9 3.2 19.5 25.7

Н/С
0.98

0.94

0.90

0.86

0.82
0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

1

2

3

4

5 6

7

О/С

Рис. 2. Диаграмма Ван Кревлена для исходных (1) и
трансформированных базидиальных грибами T. hir�
suta и T. maxima ГВ леонардита. 2–4 – среда без глю�
козы, 5–7 – среда с глюкозой. 
2, 5 – T. hirsuta; 3, 6 – T. maxima; 4, 7 – T. hirsuta +
+ T. maxima. 
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электронного восстановления ароматических ра�
дикалов или двухэлектронного восстановления
хинонов с параллельным окислением полуаце�
тального гидроксила сахаров до карбонила [26].
Следовательно, восстановление ароматических
кислот до спиртов можно считать первым этапом
трансформации ГВ базидиальными грибами.

Во всех исследованных вариантах было отме�
чено снижение отношения H/C, что указывает на
уменьшение доли алифатических цепочек в
структуре ГВ. Интересно отметить, что измене�
ния, наблюдаемые при модификации ГВ в при�
сутствии T. hirsuta, аналогичны изменениям, ха�
рактерным при переходе от фульво� к гуминовым
кислотам почв, тогда как трансформация ГВ под
действием T. maxima аналогична процессам, про�
текающим при формировании фульвокислот из
растительных остатков [27].

Возрастание ММ ГВ во всех исследованных
вариантах (табл. 1) указывает на процессы поли�
меризации, происходящие при трансформации
ГВ и связанные, по�видимому, с процессами опо�
средованной ферментативной деградации, базиру�
ющейся на формировании радикалов в качестве
основных и побочных продуктов ферментативных
реакций с последующим запуском радикальных
процессов [28]. Другим объяснением отмеченной
полимеризации продуктов частичной деградации
ГВ может являться такая особенность лигнолити�
ческого ферментативного комплекса выбранных
для исследования штаммов, как присутствие высо�
коредокспотенциальных лакказ, которые, как
правило, обладают конденсирующей активно�
стью по отношению к широкому ряду субстратов
фенольной природы [28]. В любом случае, полу�
ченные данные свидетельствуют об одновремен�
ном протекании деструктивных и конденсацион�
ных процессов в ГВ при их трансформации T. hirsuta
и T. maxima. Аналогичная разнонаправленность
процессов была ранее показана при изучении взаи�

модействия базидиальных грибов белой гнили с
лигнинами [26]. Было установлено, что лигнины
осиновой и лиственничной древесины, подверг�
шиеся трансформации под действием Phanerochae�
te sanguinea, могли иметь ММ, превышающие ММ
лигнинов исходной древесины в 1.5 раза. Анализ
показал, что конденсационные процессы преиму�
щественно идут через C5 ароматического кольца.

Исследование структурно�группового состава
ГВ методом 13С ЯМР�спектроскопии (рис. 3,
табл. 2) подтвердило ранее установленные зако�
номерности и позволило установить более де�
тально изменения, происходящие с ГВ при взаи�
модействии с исследованными штаммами бази�
диомицетов. Было обнаружено, что снижение
содержания углерода в ГВ практически во всех ва�
риантах обусловлено, главным образом, уменьше�
нием относительного содержания алифатических
структурных фрагментов. Об этом свидетельству�
ет как уменьшение показателя ΣCAlk, так рост сте�
пени ароматичности ΣCAr/ΣCAlk. Исключение со�
ставил вариант T. hirsuta + T. maxima на среде с
глюкозой, где падение доли углерода было обу�
словлено одновременным уменьшением содержа�
ния углерода как алифатических, так и ароматиче�
ских фрагментов, что привело к отсутствию роста
показателя степени ароматичности ΣCAr/ΣCAlk.
Следовательно, можно предположить, что при ис�
пользовании базидиальными грибами ГВ в каче�
стве источника питательных веществ, прежде все�
го, происходит отщепление именно алифатических
цепочек, а не ароматических структур. Более выра�
женное снижение содержания алифатических
групп в ГВ при трансформации штаммами T. hirsuta
и T. maxima наблюдали в вариантах полной пита�
тельной среды. Это может быть обусловлено как
ускоренным ростом биомассы и, как следствие,
увеличением продукции лигнолитических фер�
ментов, так и использованием глюкозы в качестве
субстрата радикальных реакций. 

Таблица 2. Структурно�групповой состав исходных и трансформированных базидиальными грибами T. hirsuta и
T. maxima ГВ

Вариант
Содержание, %

ΣCAr/ΣCAlk
ΣCAlk ΣCAr CCOO CC=O

Контроль 31.7 46.0 18.3 4.5 1.5

Среда без глюкозы

T. hirsuta 27.7 52.8 15.3 4.2 1.9

T. maxima 28.3 45.3 18.1 8.3 1.6

T. hirsuta + T. maxima 19.9 56.1 18.6 5.4 2.8

Среда с глюкозой

T. hirsuta 26.5 47.6 18.3 7.5 1.8

T. maxima 21.2 53.8 18.9 6.1 2.5

T. hirsuta + T. maxima 28.1 42.8 16.7 12.5 1.5
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При культивировании T. hirsuta на среде без
глюкозы было отмечено снижение содержания в
ГВ углерода карбоксильных групп CCOO, что согла�
суется с данными элементного анализа по умень�
шению содержания кислорода в ГВ в этих услови�
ях. Это подтверждает высказанное предположение
о восстановлении карбоксильных групп до спирто�
вых на первом этапе деградации ГВ. В присутствии
глюкозы содержание углерода карбоксильных
групп не изменялось, а кетонных и хинонных

групп – возрастало. Возможно, это указывает на
более глубокие процессы деградации ГВ, включаю�
щие в себя также окисление спиртов, образовав�
шихся на первом этапе трансформации, до кето�
нов. Снижение степени окисленности ГВ, установ�
ленное при анализе элементного состава (рис. 2),
обусловлено, по�видимому, потерей ГВ кислород�
замещенных алифатических фрагментов. Таким
образом, присутствие легкодоступного источника

K

ppm

250 200 150 100 50 0

I II(а)

ppm

250 200 150 100 50 0

ppm

250 200 150 100 50 0

(б)

ppm

250 200 150 100 50 0

ppm

250 200 150 100 50 0

(в)

ppm

250 200 150 100 50 0

ppm

250 200 150 100 50 0

Рис. 3. Спектры 13С ЯМР исходных (К) и трансформированных базидиальными грибами T. hirsuta (а) и T. maxima (б),
T. hirsuta + T. maxima (в) ГВ; Ι – среда без глюкозы, ΙΙ – среда с глюкозой.
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углерода способствует более глубокой трансформа�
ции ГВ этим штаммом базидиальных грибов. 

При трансформации ГВ штаммом T. maxima на
бедной среде происходило увеличение относитель�
ного содержания углерода кетонных и хинонных
групп при одновременном незначительном сниже�
нии алифатических, ароматических и карбоксиль�
ных фрагментов. Принимая во внимание общее
увеличение окисленности по данным элементного
анализа (рис. 2), можно предположить, что транс�
формация ГВ в данном случае протекала по меха�
низму окисления спиртовых групп до кетонов. Так
как содержание карбоксильных групп, которые
могут служить источником спиртовых групп, при
этом не уменьшалось, окислению подвергались

алифатические фрагменты. В присутствии глюко�
зы содержание CC=O также возрастало, однако при
этом параллельно происходило также и увеличение
карбоксильных групп. Это указывает на то, что, как
и в случае T. hirsuta, внесение легкодоступного
источника углерода приводит к более глубокой
трансформации ГВ.

Таким образом, проведенный анализ измене�
ний основных физико�химических свойств ГВ
при трансформации их исследованными штам�
мами базидиальных грибов позволяет предполо�
жить следующую последовательность основных
процессов деградации ГВ под действием фермен�
тов лигнолитического комплекса базидиальных
грибов:

Ароматические
кислоты

восстановление Спирты окисление Кетоны
Альдегиды

окисление Алифатичесие
кислоты

Мониторинг ферментативной активности куль�
туральных жидкостей показал, что динамика ак�
тивности всех трех исследуемых ферментов имела
сложный характер и зависела от фазы развития
культуры. Поэтому для сравнения использовали
средние значения активностей за изучаемый пери�
од трансформации ГВ (табл. 3).

Данные, представленные в табл. 3, показыва�
ют, что в лигнолитическом комплексе T. hirsuta и
T. maxima наблюдалась преимущественная лак�
казная активность, что характерно для выбранных
штаммов [15]. На среде без глюкозы исследован�
ные штаммы обладали одинаковыми активностя�
ми лигнинпероксидазы и лакказы, но различались
по активности Mn�пероксидазы, которая была зна�
чительно выше у T. hirsuta. Ранее было показано,
что в этих условиях под действием T. hirsuta проис�
ходит уменьшение содержания карбоксильных
групп в ГВ (табл. 2). Трансформация в этих услови�
ях под действием T. maxima не приводила к сниже�
нию карбоксильных групп, но способствовала ро�

сту количества кетонных и хинонных фрагментов в
ГВ. Следовательно, можно предположить, что под
действием Mn�пероксидазы происходило де�
карбоксилирование ГВ. Действительно, проведен�
ный корреляционный анализ показал, что суще�
ствует обратная линейная зависимость (r2 = –0.86)
между активностью присутствующей в среде Mn�
пероксидазы и содержанием карбоксильных групп
в трансформированных ГВ (рис. 4). Полученная за�
висимость хорошо согласуется с данными других
исследователей, отмечавших декарбоксилирова�
ние ГВ под действием грибной Mn�пероксидазы,
катализирующей образование низкомолекулярно�
го медиатора с высоким редокс�потенциалом – хе�
латированного иона Mn(III) [23].

При выращивании на полной питательной сре�
де активность Mn�пероксидазы и лигнинперокси�
дазы была выше у T. hirsuta, чем у T. maxima. Изме�
нение ферментативного профиля привело к тому,
что при трансформации ГВ T. hirsuta наблюдали
более выраженное увеличение содержания кетон�

Таблица 3. Сравнительная оценка активности лигнинпероксидазы, Mn�пероксидазы и лакказы базидиальных
грибов T. hirsuta и T. maxima при культивировании на леонардите

Вариант
Активность, МЕ

лигнинпероксидаза, ×103 Mn�пероксидаза, ×103 лакказа

Среда без глюкозы

T. hirsuta 5 18 0.2

T. maxima 6 8 0.3

T. hirsuta + T. maxima 3 7 0.1

Среда с глюкозой

T. hirsuta 15 10 0.2

T. maxima 4 8 0.2

T. hirsuta + T. maxima 10 14 1.9
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ных и хинонных групп. Следовательно, можно
предположить, что лигнинпероксидаза, синтезиру�
емая T. hirsuta, отвечает за окисление спиртовых
фрагментов в ГВ до кетонов, что соответствует суб�
стратной специфичности лигнинпероксидаз [28]. 

Интересно отметить, что на двух выбранных
питательных средах, наблюдалась положительная
линейная зависимость (r2 = 0.73) между активно�
стью лигнинпероксидазы и ММ ГВ (рис. 5). Веро�
ятно, установленное влияние лигнинпероксида�
зы на ММ ГВ свидетельствует о роли этого фер�
мента в полимеризации продуктов частичной
деградации ГВ.

Проведенное исследование показало, что в слу�
чае T. hirsuta наличие легкодоступного источника
углерода влияет, главным образом, на соотноше�
ние в продуцируемом мультиферментном ком�
плексе лигнинпероксидазы и Mn�пероксидазы.
При отсутствии глюкозы отмечалась более высо�
кая активность Mn�пероксидазы, а в ее присут�
ствии – лигнинпероксидазы. Изменение соотно�
шения этих ферментов приводило к тому, что про�
цесс восстановительного декарбоксилирования
ГВ, преобладающий в условиях бедной среды и яв�
ляющийся, по�видимому, первым этапом транс�
формации ГВ, менялся на более глубокие процес�
сы окислительной деструкции, приводящие к об�
разованию кетонных фрагментов и алифатических
карбоновых кислот. Несмотря на наличие окисли�
тельных процессов при трансформации ГВ иссле�
дуемым штаммом T. hirsuta, в целом как на среде
с глюкозой, так и без нее, преобладали восстано�
вительные процессы.

При выращивании T. maxima влияние легко�
доступного источника углерода на продукцию
компонентов мультиферментного комплекса бы�
ло менее выражено: активность Mn�пероксидазы
не менялась, а активность лигнинпероксидазы
немного уменьшалась при внесении в питатель�

ную среду глюкозы. Это приводило к меньшему
образованию кетонных групп в ГВ и росту содер�
жания карбоксильных фрагментов. 

Таким образом, полученные результаты свиде�
тельствуют о том, что наличие глюкозы в среде
способствует более глубокой трансформации ГВ
исследованными штаммами базидиальных гри�
бов, однако общее направление модификации –
преимущественное восстановление или окисле�
ние – определяется физиолого�биохимическими
особенностями штамма. Можно предположить,
что преобладание восстановительных процессов
при трансформации ГВ определялось присут�
ствием в составе комплекса внеклеточных целло�
биозодегидрогеназ, однако для проверки этого
предположения требуется проведение дополни�
тельных исследований.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства образования и науки РФ в рамках
ФЦП “Научные и научно�педагогические кадры
инновационной России на 2009–2013 годы” (Со�
глашение 8111).
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Abstract—The ability of the white rot basidiomycetes Trametes hirsuta and Trametes maxima to transform
coal humic substances (HS’s) under the conditions of solid phase cultivation in the presence or absence of an
easily available source of corbon (glucose) has been studied. It was shown that during the growth of the fungal
strains used in media containing HS’s, destructive and condensation processes of HS transformation pro�
ceeded simultaneously. Based on a comparative physicochemical analysis of the initial HS’s and HS’s trans�
formed by the fungi, it was established that, despite the introduction of glucose may favor a deeper transfor�
mation of HS’s by basidiomycetes, the general direction of their modification is dominant reduction or oxi�
dation and is determined by the physiological biochemical peculiarities of the strain used.
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Липазы (триацил�глицерол эфир гидролазы,
К.Ф. 3.1.1.3) природных микроорганизмов – бак�
терий, дрожжей и микроскопических грибов,
предназначены для первичной атаки молекул ма�
ло� или нерастворимых триглицеридов и осу�
ществляют гидролиз масел и жиров до жирных
кислот, диглицеридов, моноглицеридов и глице�
рина. Эти ферменты являются преимущественно
внеклеточными, секретируются в среду при куль�
тивировании микроорганизмов. Коммерческие
ферментные препараты липаз давно используют в
производстве моющих средств как биодобавки. В
настоящее время проводятся интенсивные иссле�
дования по применению липаз в других областях
промышленности, таких, как тонкий органиче�
ский синтез (разделение рацематов, синтез энан�
тиомеров фармацевтических соединений), био�
конверсия масел и жиров (переэтерификация,
ацидолиз), производство биодизеля (гидролиз,
синтез эфиров жирных кислот) [1, 2]. Внимание
уделяется применению липаз в качестве биоката�
лизаторов процессов переэтерификации в смесях
растительных масел и жиров для получения цен�
ных продуктов масложировой промышленности –
специализированных жиров как важнейших ин�

гредиентов пищевых продуктов, а также замени�
телей масла какао и молочных жиров [3–6]. Ком�
мерческие биокатализаторы компании No�
vozymes, предназначенные для этих процессов,
приготовлены путем иммобилизации рекомби�
нантных липаз на различных носителях – сили�
кагеле, ионообменных смолах [5–7]. 

В настоящее время для иммобилизации липаз
исследуют современные силикатные материалы,
такие, как синтетические силикаты с контролиру�
емой пористостью, кремниевые аэрогели. На мезо�
пористом диоксиде кремния SBA�15 (с удельной
поверхностью 1007 м2/г и диаметром пор 6.7 нм)
проводили иммобилизацию липазы из Mucor jav�
anicus путем физической адсорбции фермента с
последующей кросс�сшивкой глутаровым диаль�
дегидом [8]. Приготовленный биокатализатор про�
являл высокую активность в реакции гидролиза
трибутирина и очень низкую активность в реакции
гидролиза триолеина, после проведения 10 реакци�
онных циклов его активность уменьшалась незна�
чительно. В работе [9] описаны биокатализаторы,
приготовленные методом адсорбции липазы из
Mucor miehei на губчатых мезопористых силикат�
ных материалах MCM�41 с контролируемой пори�
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Исследованы многокомпонентные композитные биокатализаторы с липолитической активностью,
приготовленные путем включения клеток рекомбинантного штамма�продуцента термостабильной
липазы из Thermomyces lanuginosus в SiO2�ксерогеле, содержащем наноуглеродный компонент – мно�
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стью. При прогревании в оливковом масле при 100°С константа инактивации и время полуинактива�
ции составили, соответственно, 6 × 10–3 мин–1 и 2 ч, что на порядок превышает термостабильность
липазы в буфере. Биокатализаторы с введенными в их состав агрегированными “толстыми” нано�
трубками диаметром 20–22 нм проявляли максимальную начальную активность – 250 Е/г. 
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стостью и различными гидрофобно�гидрофиль�
ными свойствами поверхности. Для приготов�
ления активных биокатализаторов подбирали
оптимальный баланс по гидрофильности�гид�
рофобности поверхности адсорбентов: гидро�
фильный носитель – чистый диоксид кремния,
гидрофобный – силикагель с привитыми бутил�
группами. Было обнаружено, что активность липа�
зы в реакциях гидролиза и переэтерификации рас�
тительных масел возрастала при иммобилизации
на гидрофобных носителях, что, по�видимому, бы�
ло связано с массопереносом гидрофобных суб�
стратов к иммобилизованному ферменту [9]. Био�
катализатор для гидролиза октил лаурата готовили
путем инкапсулирования липазы из Pseudomonas
сepacia в аэрогель диоксида кремния, полученный
при гидролизе производных силанов, затем биока�
тализаторы сушили в сверхкритических условиях с
участием CO2 [10]. В работе [11] предложен много�
стадийный способ приготовления биокатализато�
ра путем инкапсулирования липазы из P. cepacia в
силикатную матрицу, полученную при гидролизе
различных производных силанов в водном рас�
творе, содержащем фермент. Сначала к водному
раствору фермента добавляли катализатор (NaF)
и силан. Образовавшийся гель с включенной ли�
пазой сушили и многократно промывали для уда�
ления токсичных примесей (метанол, силика�
нол). После отмывки высушенный тонкодис�
персный биокатализатор использовали в реакции
гидролиза соевого масла в периодическом режи�
ме. После завершения реакционного цикла на�
бухший биокатализатор отфильтровывали и ис�
пользовали в следующем реакционном цикле. 

Биокатализатор для этерификации лауриновой
кислоты октан�1�олом в среде изо�октана был при�
готовлен путем иммобилизации липазы из P. cepa�
cia внутри силикатной матрицы, которую в свою
очередь получали путем сшивки природной глины
и силикатного полимера, образующегося при гид�
ролизе тетра�метил�орто�силана в присутствии со�
ли алкиламмония и неорганического катализатора
[12]. В работе [13] липазы из Candida rugosa были
инкапсулированы в аэрогель диоксида кремния,
упрочненного кварцевым войлоком. Для этого
кварцевый войлок пропитывали золем, содержа�
щим фермент, с последующим переходом золя в
гель. Приготовленные биокатализаторы исполь�
зовали многократно без существенной потери ак�
тивности. 

Как отмечалось выше, большинство коммер�
ческих биокатализаторов приготовлено путем
иммобилизации частично очищенных фермен�
тов. Очевидно, что если для приготовления био�
катализаторов использовать биомассу микроор�
ганизмов, продуцирующих внутриклеточную ли�
пазу, то стадии выделения и очистки ферментов
исключаются, и стоимость биокатализаторов су�
щественно снижается, что важно для крупнотон�

нажных процессов, например для получения био�
дизеля. 

Микроорганизмы, продуцирующие внутри�
клеточную липазу, встречаются в природе доволь�
но редко. Описан единственный штамм Geotri�
chum candidum 4013, продуцирующий как вне�,
так и внутриклеточную липазу [14]. В реакции
гидролиза масла, выделенного из черной сморо�
дины, было обнаружено различие в специфично�
сти этих двух форм липазы. Целые микробные
клетки с активностью липазы, иммобилизован�
ные на гранулированных минералах и синтетиче�
ских волокнах, использовали в патенте [15] для
проведения различных реакций с участием расти�
тельных масел. Например, в реакции этерифика�
ции кукурузного масла этанолом выход конечных
продуктов составил 60–95% [15]. В работе [16]
были получены клетки E. coli и P. putida GM730 с
иммобилизованной на клеточной стенке термо�
стабильной липазой из P. fluorescens. Иммобили�
зацию фермента проводили с помощью “якорно�
го” белка (ice�nucleation protein, INP) из P. syrin�
gae. При таком способе иммобилизации была
ликвидирована проблема массопереноса субстра�
та внутрь клетки. Активность биокатализатора
составила 350 ЕА/г сухих клеток. Иммобилизо�
ванная таким способом липаза полностью сохра�
нила свою активность в двухфазной реакционной
среде “вода–изо�октан” при гидролизе оливко�
вого масла, синтезе триацилглицерида и разделе�
нии хиральных изомеров. Несомненно, что поиск
природных и конструирование новых штаммов�
продуцентов внутриклеточных липаз с заданны�
ми свойствами, является интересным и перспек�
тивным направлением в молекулярной биологии,
микробиологии и гетерогенном биокатализе.

Цель работы – исследование многокомпо�
нентных гетерогенных биокатализаторов с липо�
литической активностью, приготовленных путем
иммобилизации целых клеток рекомбинантного
штамма�продуцента термостабильной липазы из
T. lanuginosus. Исследование свойств (активность,
термостабильность) внутриклеточной рекомби�
нантной липазы как в суспензиях рекомбинант�
ного штамма�продуцента E. сoli BL21(DE3), так и
в иммобилизованном состоянии. Изучение свой�
ств приготовленных многокомпонентных биока�
тализаторов в зависимости от структуры и дис�
персности вводимого в состав наноуглеродного
компонента. 

МЕТОДИКА

Рекомбинантный штамм�продуцент был скон�
струирован методами генетической инженерии пу�
тем клонирования химически синтезированного
гена зрелой липазы из Thermomyces lanuginosus в со�
ставе экспрессирующего вектора pJExpress401 в
клетках E. сoli BL21(DE3) (обозначен rE.сoli/lip).
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Кодирующая область гена была оптимизирована
для экспрессии в E. сoli с помощью компьютер�
ной программы Gene Designer2 фирмы DNA2.0
(США) и с учетом частот встречаемости пар кодо�
нов [17] и положения второго аминокислотного
остатка с N�конца полипептидной цепи [18].
Штамм rE.сoli/lip обеспечивал экспрессию гена,
индуцируемую изопропил�β�D�1�тиогалактопи�
ранозидом (ИПТГ), под контролем промотора
бактериофага Т5. 

Глубинное выращивание клеток rE.сoli/lip
проводили на качалке (150 об/мин) в 2 л колбах
Эрленмейера в течение 12 ч при 30°С. Питатель�
ная среда имела следующий состав (г/л): пептон
ферментативный – 10.0, NaCl – 10.0, дрожжевой
экстракт – 5.0, канамицин – 0.03, рН 7.5. В каче�
стве посевного материала в колбу вносили 10 мл
культуры клеток rE.сoli/lip, выращенных на опи�
санной выше среде в течение 18–20 ч при 37°С.
После внесения посевного материала клетки вы�
ращивали до оптической плотности (ОП), равной
1.0 при 600 нм (l = 1 см), после чего вносили
ИПТГ до конечной концентрации 0.5, 1 или 2 мМ
и продолжали культивирование в течение 18 ч
при 30°С. По окончании культивирования клетки
отделяли центрифугированием (5 000×g, 20 мин,
+4°С). Для расчета концентрации клеток (мг/мл)
и удельной активности (Е/мг) использовали ко�
эффициент, равный 0.32 мг/мл ОП (l = 1 см). 

Иммобилизацию клеток rE.сoli/lip и приготов�
ление гетерогенных биокатализаторов проводили
методом включения клеточной биомассы в струк�
туру ксерогеля диоксида кремния, как описано в
[19–21]. В качестве компонента № 1 и связующего
использовали отмытый и отфильтрованный гидро�
гель диоксида кремния, полученный путем взаи�
модействия силиката натрия с аммонийными со�
лями азотной кислоты при рН 8.0 и 50°С. Содержа�
ние SiO2 в гидрогеле составило 12 мас. %. Активная
биомасса rE.сoli/lip (компонент № 2) была полу�
чена в описанных выше условиях и содержала
20–25 мас. % сухих клеток. В качестве компо�
нента № 3 использовали тонкодисперсные по�
рошки наноуглеродных материалов – много�
слойные углеродные нанотрубки (МУНТ) раз�
ного диаметра и наноуглерод луковичной
структуры (НУЛС). Многослойные углеродные
нанотрубки диаметром 9–11 нм (МУНТ�1, “тон�
кие”) имели удельную поверхность (Sуд ), равную
320 м2/г. Нанотрубки диаметром 20–22 нм
(МУНТ�2, “толстые”) имели Sуд = 140 м2/г, НУЛС
с диаметром сферы 5–6 нм (“нанолук”) – 485 м2/г.
Для приготовления биокатализаторов использова�
ли МУНТ как в виде агрегатов размером ≥150 нм,
получаемых в пиролитической установке, так и
предварительно диспергированные ультразвуком.
Диспергирование “тонких” МУНТ проводили
следующим образом: смешивали агрегированные

нанотрубки с SiO2�гидрогелем, добавляли дистил�
лированной воды и проводили диспергирование
при частоте 22 кГц и мощности излучения 300 Вт в
течение 30 мин в водоохлаждаемой емкости. Полу�
ченную суспензию МУНТ�1 фильтровали, и ис�
пользовали для приготовления биокатализаторов.
Состав приготовленных биокатализаторов был
следующим, в мас. % сухих веществ: биомасса –
35–40, наноуглерод – 10, SiO2 – 50–55. 

Реакцию гидролиза триглицеридов – триаце�
тина, трибутирина, оливкового масла, проводи�
ли в периодическом режиме в замкнутых систе�
мах при интенсивном встряхивании и темпера�
турах от 0 до 60°С. Реакцию инициировали
путем внесения рекомбинантной липазы в реак�
ционную среду следующего состава: 0.2 М три�
бутирин, 1.2 М глицерин, 0.6% гуммиарабик,
0.02 М фосфатный буфер, рН 7.0. Кинетику ре�
акции гидролиза триглицеридов до жирной кисло�
ты изучали, отбирая пробы. Концентрацию обра�
зующейся жирной кислоты определяли титримет�
рически на установке, состоящей из рН�метра,
блока автоматического титрования БАТ�15 и бю�
ретки, заполненной титрантом 0.025 н. NaOH. По�
сле завершения каждого реакционного цикла био�
катализаторы оставляли в реакционной среде на
1–3 сут, затем среду сливали и заливали свежей
эмульсией триглицерида и снова следили за ско�
ростью гидролиза субстрата, периодически от�
бирая пробы. За единицу ферментативной ак�
тивности (Е) принимали скорость реакции, рав�
ную 1 мкмоль/мин. Активность выражали в Е/мг
сухих клеток или в Е/г биокатализатора для кле�
ток в суспензии и в иммобилизованном состоя�
нии соответственно. Поскольку эмульсии триг�
лицеридов не стабильны, и через 15–20 мин на�
блюдалось укрупнение “масляных” частиц и
расслоение реакционной среды на две фазы, то
измерения проводили в начальный период време�
ни (1–5 мин) с погрешностью 15–20%. 

Обработку приготовленных биокатализаторов
маслом проводили путем выдерживания сухих
гранул в оливковом масле (“MP Biomedicals,
LLC”, США) в течение 18–20 ч при 20–22°С. За�
тем масло тщательно удаляли, и биокатализаторы
использовали в реакции гидролиза трибутирина.

Определение термостабильности рекомбинант�
ной липазы проводили путем прогревания клеток
rE.сoli/lip в буфере, рН 7.0, и в оливковом масле при
60–100°С. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Рекомбинантный штамм rE.сoli/lip продуци�
ровал термостабильную липазу из T. lanuginosus,
содержащую дополнительную аминокислотную
последовательность из 6 гистидиновых остатков
на С�конце полипептидной цепи, в количестве
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~30–40% от суммарного белка клетки. Было по�
казано, что синтезируемая штаммом рекомби�
нантная липаза локализуется как в цитоплазме в
растворимом виде (до 70% от общего количества
фермента), так и в ассоциированной с мембрана�
ми субклеточной фракции и в тельцах включения
в количествах ~10 и ~20 соответственно. 

Удельная активность рекомбинантной липазы в
реакции гидролиза триацетина (С2), трибутирина
(С4) и оливкового масла (преимущественно С18)
составила соответственно 0.06, 149 и 2.3 Е/мг сухих
клеток, т.е. в одинаковых условиях скорости ре�
акции гидролиза триацетина и оливкового масла
в ~1000 и ~100 раз меньше, чем скорость гидро�
лиза трибутирина, поэтому дальнейшие исследо�
вания были проведены с использованием эмуль�
сий трибутирина. Проведено сравнение свойств
рекомбинантой липазы штамма rE.сoli/lip со
свойствами хроматографически очищенной липа�
зы, впервые выделенной в 80 годы XX века из при�
родного термофильного штамма микроскопиче�
ских грибов Thermomyces (Humicola) lanuginosa и
описанной в работе [22]. В этой работе было найде�
но, что скорость гидролиза трибутирина была в
~2 раза выше, чем скорость гидролиза триацетина
и триолеина.

Кинетика реакции. Изучена реакция гидролиза
трибутирина в суспензиях rE.сoli/lip при различ�
ных температурах. В первые 1–5 мин наблюда�
лось резкое увеличение концентрации выделив�
шейся масляной кислоты, прирост (Сt–С0) являл�
ся положительной величиной, ΔC > 0. При 20 и
30°С через 10 мин прирост масляной кислоты не
происходил, ΔС = 0, скорость реакции dC/dt = 0.
При 50 и 60°С через 10 мин концентрация кисло�
ты в реакционной среде достигала максимально�
го значения, затем уменьшалась, ΔС < 0, что могло
указывать на возможное протекание обратной ре�
акции с участием масляной кислоты и глицерина.
Однако в модельных экспериментах, проведен�
ных в реакционной среде, содержащей масляную

кислоту (0.01 М) и глицерин (0.01 М), при 50 и
60°С концентрация масляной кислоты не изме�
нялась в течение 30 мин, т.е. химическая связь
между жирной кислотой и глицерином под дей�
ствием липазы не образовывалась. Трибутирин
гидролизовался полностью через 2–4 сут при
20°С. Реакционная среда становилась гомоген�
ной, не содержала “масляных” частиц триглице�
рида; концентрация масляной кислоты, рассчи�
танная из предположения полного гидролиза
трибутирина в 1,3�положениях, соответствовала
анализируемой. Следовательно, процесс гидроли�
за трибутирина является необратимым, и лимити�
рующей стадией этого процесса является переход
молекул трибутирина из “масляной” частицы в
раствор. Именно в микроокружении “масляной”
частицы и/или на границе раздела фаз протекает
ферментативная реакция. Величина ΔС опреде�
ляется концентрацией молекулярного триглице�
рида в реакционной среде и суммарной активно�
стью внесенного фермента. Для корректного рас�
чета удельной липолитической активности в
каждом эксперименте подбирали не только коли�
чество внесенного фермента/или биомассы/или
биокатализатора, но и время отбора первых проб.

Кинетика Михаэлиса–Ментен. Исследование
реакции гидролиза трибутирина в суспензиях
клеток rE.сoli/lip показало, что в изученных усло�
виях кинетическая кривая в координатах Миха�
элиса–Ментен имеет выраженный максимум
(рис. 1а, 2). Известно, что максимум на кинетиче�
ской кривой Михаэлиса–Ментен в большинстве
случаев обусловлен ингибированием продуктами
реакции, в данном случае масляной кислотой
и/(или) глицерином. Было обнаружено, что по�
вышение концентрации масляной кислоты (от 10
до 50 мМ), добавленной в начальный момент в
реакционную смесь, содержащую 0.2 М трибути�
рина, незначительно (на 10–20%) снижает ско�
рость гидролиза. Учитывая погрешности измере�
ния, можно сказать, что масляная кислота прак�
тически не ингибирует процесс гидролиза
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Рис. 1. Изменение относительной скорости реакции гидролиза (%) в зависимости от начальной концентрации трибу�
тирина (М) (а): 1 – с участием гетерогенного биокатализатора, 2 – в суспензии клеток rE.сoli/lip; и от температуры ре�
акции (б).
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триглицерида. Увеличение концентрации глице�
рина от 0 до 1.2 М также не приводит к уменьше�
нию скорости реакции гидролиза трибутирина,
т.е. глицерин также не является ингибитором.

Максимум на кинетической кривой Михаэли�
са–Ментен, представленной на рис. 1а, может
быть обусловлен уменьшением стойкости эмуль�
сий “масло–вода”. Действительно, при повыше�
нии концентрации трибутирина, стойкость
эмульсий уменьшается, и реакционная среда рас�
слаивается на две фазы. Поверхность раздела фаз,
доступная для каталитической атаки липазой,
уменьшается обратно пропорционально радиусу
“масляной” частицы. Уменьшение скорости ре�
акции, близкое к линейному после прохождения
максимума на кинетической кривой Михаэлиса–
Ментен, вероятно, обусловлено именно укрупне�
нием “масляных” частиц эмульгированного триг�
лицерида. Дополнительно было обнаружено, что
при уменьшении стойкости эмульсий, например
в отсутствие эмульгатора, скорость реакции гид�
ролиза трибутирина падает. Так, если в “стандарт�
ной” реакционной среде активность rE.сoli/lip со�
ставила 83.3 Е/мг сухих клеток, то в средах без
глицерина или без глицерина + гуммиарабик ли�
политическая активность клеток была равной
75.8 и 50.8 ЕА/мг соответственно. Таким образом,
максимум на кинетической кривой возникает из�
за уменьшения стойкости эмульсий трибутирина
при повышении его концентрации.

Температурный оптимум. Показано, что Топт в
реакции гидролиза трибутирина в клеточных
суспензиях E. сoli/lip является очень широким
(рис. 1б). Так, реакция протекает с достаточной
скоростью даже на холоду (2–10°С), а при тем�
пературах выше 40–45°С наблюдается резкое па�
дение начальной скорости гидролиза трибути�
рина; и при 60–65°С скорость реакции равна ну�
лю (рис. 1б). Эта зависимость отличается от
температурной кривой для очищенного фермен�

та, описанной в работе [22]; так, в реакции гид�
ролиза оливкового масла Топт = 45°С, а при 70°С
начальная скорость реакции составляет ~20% от
максимальной скорости. 

Термостабильность. Изучена термостабиль�
ность рекомбинантной липазы при прогревании
клеток rE.сoli/lip в буферном растворе, рН 7.0.
Было обнаружено, что кратковременный прогрев
клеток в буфере при 60 и 65°С приводит к актива�
ции рекомбинантной липазы в 2.6 и 1.6 раз соответ�
ственно (рис. 2а, 2, 3). При 60°С клетки rE.сoli/lip
проявляют сравнительно высокую активность в
течение >5 ч прогрева, а при 70°С наблюдается
полная потеря активности в течение 1 ч (рис. 2а, 1).
Константы инактивации (kин) рекомбинантной
липазы составляют 0.007 и 0.11 мин–1 при 65 и
70°С соответственно. Эти результаты совпадают
с данными, описанными в работе [22]. Таким об�
разом, рекомбинантная липаза выдерживает
продолжительный прогрев при повышенных
температурах, тогда как температурный оптимум
реакции гидролиза трибутирина лежит в диапазо�
не 20–45°С. В этом случае, можно предположить,
что при температурах выше 60°С равновесие
сдвинуто в сторону образования триглицеридов
(обратная реакция), и скорость прямой реакции
гидролиза приближается к нулю. 

Исследована термостабильность рекомби�
нантной липазы в оливковом масле. Клетки
rE.сoli/lip предварительно высушивали, затем по�
мещали в масло и прогревали. При 70 и 80°С тер�
мостабильность липазы была практически одина�
ковой; и время полуинактивации составило 6 ч
(рис. 2б, 2, 3). При 100°С константа инактивации
kин составила 0.006 мин–1, время полуинактива�
ции – 2 ч (рис. 2б, 1). Такая же величина констан�
ты инактивации, kин = 0.007 мин–1, наблюдалась
при прогреве при 65°С в буфере. Таким образом,
термостабильность рекомбинантной липазы в
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Рис. 2. Изменение удельной активности рекомбинантной липазы (Е/мг) в зависимости от температуры (°С) и продол�
жительности прогрева (мин) клеток rE.сoli/lip в буферном растворе, рН 7.0 (а: 1 – 70, 2 – 65, 3 – 60) и в оливковом масле
(б: 1 – 100, 2 – 80, 3 – 70).
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КОВАЛЕНКО и др.

масле на порядок выше, чем в водной среде, что
является очень важной характеристикой фермен�
та для его успешного практического применения
в реакциях переэтерификации масел и жиров,
протекающих при 60–70°С.

Исследованы свойства гетерогенных биоката�
лизаторов, приготовленных путем включения
клеток rE.сoli/lip в ксерогель диоксида кремния.
При сравнении данного метода с методами, опи�
санными в работах [10–13], видно, что для приго�
товления биокатализаторов не используются до�
рогостоящие силаны; и токсичные побочные
продукты их гидролиза и конденсации (метанол,
силиканол) не образуются. Используемый гидро�
гель диоксида кремния отличается химической
инертностью и микробиологической устойчиво�
стью.

Кинетика Михаэлиса–Ментен. Исследование
кинетики реакции гидролиза трибутирина иммо�
билизованными клетками rE.сoli/lip показало,
что кинетические кривые в координатах Миха�
элиса–Ментен имеют выраженный максимум в
диапазоне концентраций субстрата 0.1–0.4 М
(рис. 1а, 1), аналогично суспендированным клет�
кам. Значение константы Михаэлиса (KМ), оце�
ненные в координатах Лайнуивера–Берка, для
рекомбинантной липазы в клеточных суспензиях
и для гетерогенного биокатализатора составили
0.1 М и 0.08 М соответственно, т.е. при включе�
нии биомассы в SiO2�ксерогель KМ практически
не изменилась. 

Температурный оптимум. На температурной
кривой для реакции гидролиза трибутирина с
участием гетерогенного биокатализатора наблю�
дается более узкий и выраженный максимум по
сравнению с рекомбинантной липазой в суспен�
зиях, Топт = 40–45°С. При температуре выше 45°С
наблюдается резкое падение скорости реакции,
аналогичное наблюдаемому в суспензиях; при
60°С скорость гидролиза трибутирина с участием
биокатализатора практически равна нулю.

Активность и стабильность гетерогенных биока�
тализаторов в реакции гидролиза трибутирина. При

включении клеток rE.сoli/lip в SiO2�ксерогель со�
храняется не более 1–2% липолитической актив�
ности суспендированных клеток. Такая “драмати�
ческая” потеря активности при иммобилизации
может быть обусловлена разными причинами:
(1) инактивацией липазы при приготовлении био�
катализаторов – высушивание + прессование,
(2) внутридиффузионными ограничениями при
массопереносе субстрата внутрь пористой гра�
нулы биокатализатора и отвода продукта, обла�
дающего ингибирующим действием, (3) чрезвы�
чайно малой величиной поверхности раздела
фаз “масло–твердый биокатализатор”, на кото�
рой протекает реакция гидролиза эмульгирован�
ного трибутирина. 

Сначала определили, как влияет заморажива�
ние�размораживание, а также сушка биомассы
rE.сoli/lip на липолитическую активность, реги�
стрируемую в клеточных суспензиях. Было обна�
ружено, что удельная липолитическая активность
(Ауд) интактных клеток rE.сoli/lip, собранных сра�
зу после глубинного культивирования центрифу�
гированием, была очень низкая, не более 2.5 Е/мг
сухих клеток при 20°С (табл. 1). Удельная липоли�
тическая активность размороженной биомассы
составила от ~10 до 50 Е/мг (в среднем, ~40), что
на порядок выше удельной активности интакт�
ных клеток. При высушивании интактных клеток
rE.сoli/lip при 20–22°С и влажности воздуха 20–
30% наблюдаемая удельная липолитическая ак�
тивность также увеличивалась в среднем на поря�
док. При высушивании размороженной биомассы
rE.сoli/lip удельная липолитическая активность не
изменялась даже при многократной сушке. Из
табл. 1 видно, что независимо от способа воздей�
ствия на биомассу, ее удельная активность повы�
шается на порядок по сравнению с интактными
клетками, что указывает на увеличение доступно�
сти внутриклеточной липазы для субстрата.
Удельная липолитическая активность клеточных
лизатов, полученных при обработке биомассы
лизоцимом и ультразвуком, является максималь�
ной (табл. 1). Таким образом, стадия сушки не яв�
ляется причиной значительной потери фермента�

Таблица 1. Влияние обработки биомассы rE.сoli/lip на липолитическую активность в реакции гидролиза трибу�
тирина

Условия обработки Удельная активность, Е/мг сухих клеток

Интактные клетки, без обработки 2.5

Сушка, 22°С, 20 ч 43.5

Обработка толуолом, 1 : 1, 22°С, 20 ч 59.6

Замораживание (–20°С) – размораживание 36.0

Размораживание + сушка 45.0

Лизоцим (3 мг/мл, 0°С, 5 мин) + ультразвук (20 кГц, 3 раза, 30 с) 117.2

Лизоцим + ультразвук + сушка 211.0
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тивной активности при приготовлении биокатали�
заторов. Стадия прессования также не оказывала
существенного влияния на величину начальной ак�
тивности биокатализаторов с одинаковым содер�
жанием биомассы (30–45%). Так, начальная липо�
литическая активность биокатализаторов практи�
чески не зависела от того, используют или нет
прессование для их приготовления. Для непрес�
сованных биокатализаторов скорость гидролиза,
измеренная в 2–3 реакционном циклах, была в
~1.5–2 раза больше, чем скорость гидролиза, из�
меренная в первом цикле, что, вероятно, было
обусловлено частичным разрушением SiO2�мат�
рицы и выходом рекомбинантной липазы в реак�
ционную среду. Для биокатализаторов, приготов�
ленных путем прессования при 50–150 атм, ско�
рость реакции в течение 6 реакционных циклов
монотонно падала на 10–15% в каждом цикле, за�
тем оставалась постоянной. Все приготовленные
биокатализаторы после 6 циклов реакции (через
144 ч) сохранили не более 20% первоначальной
активности свежеприготовленного биокатализа�
тора. Гранулы биокатализаторов, запрессованные
при 150 атм, сохраняли высокую механическую
прочность в течение более 10 циклов реакции
(каждый по 24–72 ч, т.е. в течение 600 ч) и не раз�
рушались. Таким образом, наблюдаемая потеря
липолитической активности на 2 порядка не обу�
словлена сушкой и прессованием при приготов�
лении биокатализаторов. 

Влияние массопереноса субстрата внутрь по�
ристой гранулы на наблюдаемую скорость гидро�
лиза трибутирина (область внутренней диффузии)
оценивали, изучая зависимость скорости реакции
от размера гранул и текстурных характеристик био�
катализаторов. Известно, что масштаб внутридиф�
фузионного торможения оценивается по величине
фактора эффективности f, равного отношению на�
блюдаемой скорости реакции к скорости реакции в
кинетической области. Фактор эффективности
приближенно вычисляется по формуле

 

где r – радиус гранулы катализатора, W – скорость
реакции в кинетической области, Deff – эффектив�
ный коэффициент диффузии субстрата, [S] – по�
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верхностная концентрация субстрата, VΣ – сум�
марный объем пор. Из формулы следует, что если
процесс протекает во внутридиффузионной об�
ласти, то уменьшение радиуса гранулы в 2 раза,
приводит к ~4�кратному увеличению наблюдае�
мой скорости реакции. Было показано, что при
уменьшении размера гранул в 2 раза (1–2 мм до
0.3–0.6 мм) начальная скорость реакции гидро�
лиза и характер инактивации биокатализаторов
не изменились. 

Методом азотной порометрии было найдено,
что в пористой структуре всех приготовленных
биокатализаторов преобладают нанопоры диа�
метром 15–25 нм (табл. 2). При прессовании с
увеличением давления удельная поверхность
биокатализаторов (Sуд) уменьшается незначи�
тельно (на ~10 м2/г), а суммарный объем пор VΣ,
уменьшается в 2 раза (табл. 2). Из формулы, при�
веденной выше, следует, что при наличии внутри�
диффузионного торможения при уменьшении VΣ

в 2 раза величина f падает также в ~2 раза. Однако,
как отмечалось выше и видно из табл. 2, началь�
ная активность биокатализаторов, а также их ста�
бильность в периодическом процессе гидролиза
трибутирина, не столь существенно зависят от то�
го, используют или не используют прессование
при их приготовлении (табл. 2). Анализируя все
полученные результаты, можно сделать вывод о
том, что гетерогенный гидролиз трибутирина
протекает в области, близкой к кинетической.
Наблюдаемые незначительные диффузионные
ограничения не могут вызвать потерю активности
на 2 порядка при включении клеток rE.сoli/lip в
SiO2�ксерогель. 

Исключая причины (1) и (2), описанные вы�
ше, можно прийти к заключению, что “драмати�
ческая” потеря липолитической активности при
включении биомассы клеток rE.сoli/lip в SiO2�
ксерогель происходит по причине (3), а именно,
из�за чрезвычайно малой величины поверхности
раздела фаз “масло–твердый биокатализатор”, на
которой протекает реакция гидролиза эмульгиро�
ванного трибутирина. Очевидно, что в гетероген�
ных условиях поверхность раздела фаз, доступная
для биокатализа, значительно меньше, чем в
эмульсиях. Поскольку, как отмечалось выше, при
измельчении гранул и соответствующем увеличе�

Таблица 2. Характеристика и свойства биокатализаторов в зависимости от прессования*

Давление при 
прессовании, атм Syд, м2/г VΣ, см3/г Диаметр пор 

(средний), нм
Активность 

(начальная), ЕА/г
Время полуинак�

тивации, ч
Активность после 

6 циклов, %

0 92.0 0.58 25 324 72 12

50 88.7 0.51 23 339 84 16

150 81.6 0.30 15 252 48 9

* Состав биокатализаторов (в мас. %): биомасса – 40, SiO2 – 60.

6*
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нии геометрической поверхности, доступной для
контакта биокатализаторов с “масляной” части�
цей, наблюдаемая скорость реакции практически
не увеличивается, то определяющую роль, по�ви�
димому, играет размер “масляных” частиц трибу�
тирина, а также их возможное сродство к твердо�
му биокатализатору. 

Для увеличения устойчивости эмульсий и
сродства частиц трибутирина было предложено
дополнительно вводить в SiO2�ксерогель гуммиа�
рабик. Известно, что гуммиарабик является эф�
фективным стабилизатором дисперсных систем
(эмульсии, пены), а также пленко�образователем.
Было обнаружено, что введение гуммиарабика в
состав многокомпонентного биокатализатора (в
количестве от 2 до 10 мас. %) не изменило актив�
ности приготовленных биокатализаторов в реак�
ции гидролиза трибутирина. 

Для увеличения сродства “масляных” частиц
к биокатализаторам было предложено также
вводить в их состав наноуглеродные материалы,
которые обладали выраженными гидрофобны�
ми свойствами. На электронно�микроскопиче�
ских изображениях гранул биокатализаторов и
их сколов видно, что углеродные нанотрубки
включены в структуру SiO2�ксерогеля вместе с
клетками rE.сoli/lip (рис. 3), и даже присутству�
ют на поверхности прессованных биокатализа�
торов (рис. 3, 2). Следует отметить, что предва�
рительное диспергирование “тонких” МУНТ�1
приводило к более равномерному распределе�
нию наноуглеродного компонента в объеме
биокатализатора, при этом устойчивость гранул
и их механическая прочность в реакционной
среде существенно возрастали. 

В результате сравнительных исследований ли�
политической активности наноуглерод�силикат�
ных биокатализаторов было установлено, что уве�
личение гидрофобности путем введения наноугле�
родных компонентов МУНТ�1 и НУЛС приводит к
уменьшению начальной активности биокатализа�
торов по сравнению с исходными образцами (без
углерода); причем, чем гидрофобнее наноуглерод,
тем меньше начальная активность приготовленных
биокатализаторов. По�видимому, в результате гид�
рофобного взаимодействия трибутирина с углерод�
ными материалами МУНТ�1 и НУЛС концентра�
ция субстрата внутри биокатализатора существен�
но возрастала, и реакция гидролиза протекала в той
области кинетической кривой Михаэлиса–Ментен
(рис. 1а, 1), где наблюдается падение активности
после прохождения максимума. Как видно из
рис. 4а, наиболее активными были биокатализа�
торы, приготовленные с использованием агреги�
рованных “толстых” МУНТ�2. Очевидно, что
внутри данных биокатализаторов концентрация
трибутирина также повышается, но неравномер�
но, образуя локальные депо субстрата, и реакция
гидролиза протекает в области максимума на ки�
нетической кривой, представленной на рис. 1, 1.
Можно сказать, что в этом случае гидрофильно�
гидрофобный баланс внутри приготовленного
биокатализатора является оптимальным. 

Исследование влияния дисперсности углерод�
ных нанотрубок, вводимых в состав биокатализа�
торов, на их активность и стабильность показало,
что предварительное диспергирование агрегатов
“тонких” МУНТ�1 и, как отмечалось выше, их
более равномерное распределение в силикатной
матрице приводит к 4�кратному падению началь�
ной активности биокатализаторов. Агрегаты
МУНТ�1, аналогично агрегатам МУНТ�2, рас�

1 1 мкм 2 1 мкм

Рис. 3. Электронно�микроскопическое изображение биокатализаторов, приготовленных путем включения клеток
rE.сoli/lip в SiO2�ксерогель, содержащий наноуглеродный компонент: 1 – диспергированные МУНТ�1, 2 – МУНТ�2.
Стрелками показаны МУНТ.
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пределены внутри биокатализатора неравномер�
но, и значительная доля объема гранул приходит�
ся на SiO2. Введение агрегированных МУНТ�1 не
изменяет величину начальной активности биока�
тализаторов (~220 Е/г) по сравнению с исходным,
контрольным образцом (без углерода, ~220 Е/г).
Таким образом, увеличение гидрофобности био�
катализаторов путем введения в их состав наноуг�
леродных материалов по�разному влияет на их
липолитическую активность, что определяется
типом и дисперсностью вводимого наноуглерода.
По влиянию введенного наноуглеродного компо�
нента на активность свежеприготовленных био�
катализаторов (А0) изученные материалы можно
расположить в следующий ряд: агрегатыМУНТ�2
(А0 ~ 250 ЕА/г) > агрегатыМУНТ�1 и без углерода
(~220 ЕА/г) > “нанолук” (106 ЕА/г) > диспергиро�
ван.МУНТ�1 (~50 ЕА/г) (рис. 4а). Анализируя эти
результаты, можно сделать вывод о необходимо�
сти оптимального соотношения гидрофильно�
сти–гидрофобности внутри биокатализаторов,
учитывая особенности ферментативной реак�
ции – гидролиза эмульгированного триглице�
рида. Более гидрофобные материалы – “тон�
кие” МУНТ�1 и “нанолук”, обладающие удель�
ной поверхностью выше 300 м2/г, значительно
повышают концентрацию трибутирина внутри
матрицы SiO2�ксерогеля, и реакция переходит в
область кинетической кривой Михаэлиса–Мен�
тен после прохождения максимума. Как отмеча�
лось выше, агрегаты МУНТ�1 и МУНТ�2 распре�
делены в SiO2�ксерогеля неравномерно, формируя
локальные депо субстрата внутри биокатализато�
ра, и реакция протекает в области максимума на
кинетической кривой Михаэлиса–Ментен. 

Характерной особенностью наноуглерод�си�
ликатных биокатализаторов являлось увеличение

их активности после проведения первого реакци�
онного цикла (рис. 4а). Масштаб такого увеличе�
ния, равный отношению максимально наблюдае�
мой активности (Амакс) к начальной активности
свежеприготовленного биокатализатора (А0), со�
ставил 1.2–1.5. Стабильность МУНТ�содержа�
щих биокатализаторов была сравнительно высо�
кой: после проведения 7 циклов реакции (по 24 ч
каждый) биокатализаторы сохранили ≥50% ак�
тивности свежеприготовленных биокатализато�
ров (рис. 4а). Ранее в работе [21] было показано,
что стабильность биокатализаторов увеличивает�
ся за счет адсорбции/адгезии ферментативно�ак�
тивного компонента на наноулеродном материале
и его удерживания внутри силикатной матрицы
биокатализатора. Биокатализаторы, содержащие
диспергированные МУНТ�1, после 4 реакционно�
го цикла достигали стационарного состояния с ак�
тивностью 26 ЕА/г (рис. 4а, 1), по�видимому, из�за
сравнительно прочной адсорбции рекомбинант�
ной липазы на “тонких” МУНТ�1. Биокатализато�
ры, содержащие агрегаты МУНТ�2 и “нанолук”, а
также контрольные (без углерода), монотонно те�
ряли активность в последующих циклах периоди�
ческого процесса гидролиза (рис. 4а, 2–4). 

Были изучены биокаталитические свойства
иммобилизованных клеток rE.сoli/lip после обра�
ботки оливковым маслом. Как отмечалось выше,
термостабильность рекомбинантной липазы в
масле на порядок выше, чем в буферном растворе.
Было обнаружено, что биокатализаторы, выдер�
жанные в оливковом масле, в реакции гидролиза
эмульгированного трибутирина проявляют актив�
ность, на порядок меньшую, чем контрольные об�
разцы, не обработанные маслом. По�видимому,
масло блокировало доступ субстратов – трибути�
рина и, в особенности, воды, к иммобилизованной
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Рис. 4. Зависимость активности приготовленных биокатализаторов (Е/г) от количества реакционных циклов и типа
введенного наноуглеродного компонента в состав биокатализаторов (а): 1 – диспергированные МУНТ�1, 2 – “нано�
лук”, 3 – без наноуглерода (контрольный биокатализатор), 4 – МУНТ�2; а также биокатализаторов, обработанных в
оливковом масле (б): 1 – диспергированные МУНТ�1, 2 – “нанолук”, 3 – контрольный биокатализатор (без наноуг�
лерода и без обработки в масле), 4 – МУНТ�2. 
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рекомбинантной липазе. Для наноуглерод�сили�
катных биокатализаторов, обработанных в масле,
наблюдался суммарный эффект как от негативного
влияния масла, так и от введенного наноуглерода
(рис. 4б), причем все зависимости, описанные для
наноуглеродного компонента ранее, сохранились.
Так, максимальной активностью обладали биока�
тализаторы, в состав которых были введены аг�
регаты “толстых” МУНТ�2, минимальной –
диспергированные “тонкие” МУНТ�1 (рис. 4б).
Характерной особенностью наноуглерод�сили�
катных биокатализаторов, обработанных в мас�
ле, являлось продолжительное увеличение актив�
ности после проведения 1 реакционного цикла в
течение 3–4 последующих циклов (рис. 4б). На�
блюдаемое увеличение активности свежеприготов�
ленных биокатализаторов, по�видимому, происхо�
дило из�за вымывания оливкового масла из матри�
цы и оптимизации гидрофильно–гидрофобного
баланса внутри биокатализатора. Величина отно�
шения Амакс/А0 определялась структурой наноуг�
леродного компонента. Так, для агрегатов
МУНТ�2 Амакс/А0 = 9.6, для агрегатов МУНТ�1 и
“нанолука” Амакс/А0 = 4.1–4.5, для диспергиро�
ванных МУНТ�1 – Амакс/А0 = 3.4, без углерода –
Амакс/А0 = 1.8. После проведения 6 реакционных
циклов реакции активность биокатализаторов,
содержащих агрегаты МУНТ�2 и МУНТ�1, была
соответственно в 6.5 и 2 раза выше активности
свежеприготовленных биокатализаторов. Видно,
что введение в состав биокатализаторов агрегатов
МУНТ оказывает наиболее выраженный поло�
жительный эффект. 

Таким образом, для приготовления гетероген�
ных биокатализаторов с липолитической актив�
ностью был сконструирован рекомбинантный
штамм rE.сoli/lip, продуцирующий термостабиль�
ную липазу из Thermomyces lanuginosus в количе�
стве ~30–40% от суммарного белка. Многоком�
понентные биокатализаторы с липолитической
активностью были приготовлены путем включе�
ния клеток штамма�продуцента rE.сoli/lip в нано�
углеродсодержащий SiO2�ксерогель. В качестве
наноуглеродного компонента использовали мно�
гослойные углеродные нанотрубки (МУНТ) раз�
ного диаметра, а также “нанолук”. 

Активность рекомбинантной липазы в кле�
точных суспензиях rE.сoli/lip, измеренная в ре�
акции гидролиза трибутирина, составила в сред�
нем 50 Е/мг сухих клеток при 20°С. Термостабиль�
ность рекомбинантной липазы при прогревании в
оливковом масле на порядок выше, чем в буфере; и
при 100°С константа инактивации в масле соста�
вила 6 × 10–3 мин–1, время полуинактивации – 2 ч.
С другой стороны, после обработки оливковым
маслом липолитическая активность многоком�

понентных биокатализаторов уменьшалась на
порядок. 

Исследование эффектов от введения наноугле�
родного компонента в состав многокомпонентных
биокатализаторов показало, что использование аг�
регатов “толстых” МУНТ диаметром 20–22 нм
приводило к получению биокатализатора с мак�
симальной величиной начальной активности
(250 Е/г). При введении диспергированных “тон�
ких” МУНТ�1 диаметром 9–11 нм активность био�
катализаторов была минимальной (50 Е/г). 

Полученные результаты позволили сделать
вывод о необходимости оптимального баланса
гидрофильно–гидрофобных свойств внутри био�
катализаторов с учетом особенностей фермента�
тивной реакции гидролиза гидрофобного суб�
страта – трибутирина. Так, увеличение гидрофоб�
ности за счет введения диспергированных
МУНТ�1 и “нанолука” приводит к многократной
потере активности наноуглерод�силикатных био�
катализаторов по сравнению с силикатными био�
катализаторами (без углерода). Оптимальный ба�
ланс гидрофильности–гидрофобности был до�
стигнут при введении агрегатов “толстых”
МУНТ�2, что привело к увеличению липолитиче�
ской активности в 1.3–1.5 раз по сравнению с
биокатализаторами без углерода. 
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Abstract—Multicomponent composite biocatalyzers with lipolytic activity have been studied. These biocat�
alyzers were prepared through the immobilization of a recombinant producer strain of thermostable lipase
from Thermomyces lanuginosus into SiO2 xerogel, which contains a nanocarbon component, i.e., multilay�
ered carbon nanotubes with varying diameters, and also bulblike structured carbon nanospheres (“nanob�
ulb”). The properties of lipase were studied both in cell suspensions of a recombinant producer strain con�
structed based on E. coli BL21(DE3) and in the immobilized state with regard to the structure and dispers�
ibility of the nanocarbon component used in the composition of the biocatalyzers. It was shown that the
recombinant intracellular lipase exerted its activity in a reaction of tributirin hydrolysis on average comprising
50 U/mg of dried cells and had a high level of thermostability. Upon heating in olive oil at 100°C, the inacti�
vation constant and the period of semi�inactivation comprised 6 × 10–3 min–1 and 2 h, respectively, exceeding
by one order the thermostability of lipase in a buffer solution. Biocatalyzers that contained aggregated “thick”
nanotubes with a diameter of 20–22 nm had the maximum initial activity—250 U/g.
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 Пиретроиды – один из классов синтетических
инсектицидов различных по строению, но сход�
ных по механизму действия с пиретринами (есте�
ственные инсектициды, выделяемые такими рас�
тениями, как Pyrethrum сinerariifolium и Tanacetum
сinerariifolium). Долгое время пиретроиды счита�
лись безопасными для человека [1], что способ�
ствовало их широкому применению в сельском
хозяйстве, ветеринарии и санитарно�эпидемио�
логическом контроле. Как следствие, эти химиче�
ские соединения в значительных количествах мо�
гут поступать в организм человека с продуктами
питания и водой. В ходе последних исследований
установлено, что пиретроиды могут оказывать не�
гативное влияние на иммунную систему [2], вы�
зывать нарушения в работе эндокринной систе�
мы [3] и даже обладать канцерогенным действием
[4]. В связи с этим в настоящее время большое
внимание уделяется разработке методов контро�
ля содержания этих веществ в продуктах питания,
почве и естественных водоемах.

Поскольку сами молекулы пиретроидов быст�
ро разлагаются под действием света, детекцию
обычно осуществляют по их метаболитам. Среди
производных, наиболее часто использующихся
для оценки загрязнения окружающей среды, про�

 Список сокращений. ППР – поверхностный плазмонный ре�
зонанс, ДМФА – диметилформамид, 3�ФБК – 3�фенокси�
бензойная кислота, БСА – бычий сывороточный альбумин,
ФСБ – фосфатно�солевой буфер, АПТЭC – (3�аминопро�
пил)триэтоксисилан, ГОТС – глицидоксипропилтриэтокси�
силан.

дуктов питания или дозы пиретроидов, попавших
в организм человека, следует отметить 3�фе�
ноксибензойную кислоту (3�ФБК) [5]. Этот мета�
болит был выбран в качестве маркера пиретрои�
дов из�за своей стабильности и универсальности:
он является продуктом деградации целого ряда
пиретроидов второго поколения, например ци�
перметрина, перметрина и дельтаметрина [6].
Отсутствие других распространенных источни�
ков 3�ФБК делают ее одним из самых часто упо�
требляемых маркеров, использующихся для эко�
логического мониторинга [7]. 

Для детекции малых молекул, к которым отно�
сится 3�ФБК, традиционно используются жид�
костная хроматография [8] и масс�спектрометрия
[9]. Эти методы обладают высокой чувствительно�
стью на уровне десятков пикограмм на 1 мл. Одна�
ко необходимость длительной пробоподготовки,
высокая цена оборудования и расходных материа�
лов ограничивают их применение. 

В последнее время все большее развитие полу�
чают иммунологические методы детекции 3�ФБК
[5, 7]. Это связано с тем, что иммуноанализ поз�
воляет существенно сократить время пробопод�
готовки и значительно повысить специфичность
анализа. Для детекции малых молекул, как прави�
ло, используется конкурентный иммунофермент�
ный анализ (ИФА), позволяющий специфично
определять вещества по их взаимодействию с анти�
телами. Наиболее быстрые ИФА�методы дают воз�
можность определять концентрацию вещества в
образце за 2 ч [7] при пределе детекции, на уровне
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нескольких нанограмм на 1 мл, что достаточно для
многих практических целей.

Использование оптических безмаркерных ме�
тодов на основе поверхностного плазмонного ре�
зонанса (ППР) [10] позволяет значительно сокра�
тить время анализа, например до 0.5 ч при реги�
страции атразина [11]. Более того, такие методы
дают возможность наблюдать также кинетику
сорбции биомолекул, что увеличивает динамиче�
ский диапазон анализа. Коммерчески доступные
биосенсорные системы, основанные на ППР, хоро�
шо зарекомендовали себя как удобный инструмент
для проведения биохимических исследований. Од�
нако их применение для задач экологического мо�
ниторинга и иммунодиагностики затруднено в си�
лу высокой стоимости расходных материалов –
сенсорных чипов. Это связано с тем, что для таких
методов необходимо с точностью до единиц нано�
метров напылять пленки золота. Кроме того, ППР�
методы обладают паразитной чувствительностью к
объемному показателю преломления, который, в
свою очередь, сильно зависит от температуры ис�
следуемой жидкости.

Ранее авторами данной работы был предложен
метод спектрально�корреляционной интерферо�
метрии [12, 13] для высокочувствительной реги�
страции в реальном времени биохимических ре�
акций на сенсорных чипах, в качестве которых
могут применяться недорогие покровные микро�
скопные стекла без нанесения каких�либо метал�
лических или диэлектрических покрытий. Этот ме�
тод позволяет регистрировать изменение усреднен�
ной по поверхности сенсорного чипа оптической
толщины слоя молекул, сорбировавшихся за время
протекания биохимической реакции. Такой подход
обеспечивает сигнал, не зависящий от показателя
преломления исследуемого раствора. Метод спек�
трально�корреляционной интерферометрии был
успешно использован для разнообразных иммуно�
химических исследований [14], выявления меха�
низмов действия лекарственных препаратов [15],
изучения взаимодействия белков с новыми поли�
мерами [16], детекции ряда аутоантител в сыворот�
ке крови человека [17].

Цели работы – адаптация спектрально�корре�
ляционного интерферометрического метода для
высокочувствительной детекции ряда пиретрои�
дов по их стабильному метаболиту – 3�ФБК, а
также разработка с помощью данного метода про�
токолов модификации поверхности стекла для
использования в качестве твердой фазы для ши�
рокого круга иммуноанализов. 

МЕТОДИКА

Реагенты. В работе использовались серная
кислота (H2SO4), пероксид водорода (H2O2), ди�
метилформамид (ДМФА) (квалификация о.с.ч.,

“Диаэм”, Россия), метанол (СH3OH) (маркиров�
ка “Аналитический реагент”, “LabScan”, США),
биотин, биотин�NHS, бычий сывороточный аль�
бумин (БСА), малеимидо�R�N�сукцинимидный
эфир (“Sigma�Aldrich”, США), стрептавидин
(“Thermo Scientific”, США). Все прочие реактивы
имели маркировку “Аналитический реагент”.

Иммунореагенты. 3�феноксибензойная кисло�
та, конъюгат 3�ФБК с БСА и кроличья антисыво�
ротка на него, титр 1 : 10000, были предоставлены
Государственным научным центром прикладной
микробиологии и биотехнологии (г. Оболенск,
Россия).

Приготовление буферов. Фосфатно�солевой
буфер (ФСБ) – NaCl 130 мМ, KCl 3мМ, Na2HPO4

10 мМ, KH2PO4 2 мМ, pH 7.4. Для приготовления
карбонатно�бикарбонатного буфера (КББ) ис�
пользовались готовые таблетки (“Sigma�Aldrich”,
США, pH 8.6). Блокирующий буфер (ББ) состоял
из КББ и 10 мМ глицина. Для конъюгации ис�
пользовался буфер (КБ) со следующим составом:
100 мM Na2CO3, 300 мM NaCl, pH 8.5.

Метод спектрально�корреляционной интерфе�
рометрии. Протекание биохимических реакций
регистрировалось в реальном времени с помо�
щью оптического безмаркерного биосенсора Пи�
коскоп® [16, 17], принцип действия которого ос�
нован на методе спектрально�корреляционной
интерферометрии. Метод позволяет применять в
качестве сенсорных чипов стандартные покров�
ные микроскопные стекла толщиной 100 мкм.
Подача реагентов осуществлялась с помощью
специально сконструированной проточной си�
стемы, имеющей 3 независимых канала. Один из
каналов являлся опорным. Два других канала,
каждый размером 3 мм × 2 мм × 0.1 мм и объемом
0.6 мкл, использовались для проведения и мони�
торинга биохимических реакций в реальном вре�
мени. По одному из них пропускался контроль�
ный образец, который содержал поликлональные
антитела и 3�ФБК в концентрации 100 нг/мл и,
соответственно, не вызывающий прирост сигна�
ла при используемом формате анализа. По второ�
му каналу пропускался исследуемый образец. 

Иммобилизация органосиланов на поверхность
стекла. Для аминирования и эпоксилирования
поверхности покровных микроскопных стекол
они в течение 1 ч промывались в кислоте Каро
(1 : 3 30%�ный пероксид водорода – серная кисло�
та) при 70°C. Затем стекла погружались в 5%�ный
раствор соответственно (3�аминопропил)триэток�
сисилана или глицидоксипропилтриметоксисила�
на в метаноле. Продолжительность силанизации, а
также объемная доля воды, содержащаяся в раство�
рителе, являлись предметом оптимизации для це�
лей настоящего исследования. Результаты такой
оптимизации описаны ниже. Затем, после трое�
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кратной промывки ДМФА, стекла подвергались
термической обработке при 105°C в течение 1 ч.

Оценка эффективности силанизации стекла. Для
проверки качества аминирования стекла биотини�
лировались. Для этого на каждое стекло наноси�
лась смесь, состоящая из 200 мкл ДМФА, 12.5 мкл
триэтиламина и 1 мг биотин�NHS. Стекла в тече�
ние 2 ч инкубировались в камере, предотвращаю�
щей испарение растворителя. После троекратной
промывки ДМФА они нагревались до 105°C для
удаления физически сорбированного растворите�
ля. Модифицированные таким образом стекла ис�
пользовались в качестве сенсорных чипов. В про�
точной системе биосенсора наблюдалась посадка
на данные стеклянные сенсорные чипы стрептави�
дина в ФСБ, концентрация белка – 50 мкг/мл. По
величине сигнала оценивалось качество аминиро�
вания слайдов. 

Для оценки эффективности эпоксилирования в
проточной системе биосенсора наблюдалась сорб�
ция на сенсорный чип иммуноглобулина G в ФСБ,
концентрация белка – 50 мкг/мл.

Иммобилизация конъюгата на сенсорные чипы.
Для аминированных чипов малеимидо�R�N�сук�
цинимидный эфир растворялся в ДМФА до кон�
центрации 20 мМ. Затем на сенсорный чип нано�
силось по 50 мкл полученного раствора. Стекла
инкубировались в течение 3 ч при комнатной
температуре. Для предотвращения испарения ис�
пользовался плотно закрывающийся контейнер.
После троекратной промывки ДМФА на поверх�
ность наносилось по 200 мкл конъюгата 3�ФБК с
БСА в КБ, концентрация конъюгата 50 мкг/мл.
Стекла инкубировались в течение 16 ч при 4°C.
Для блокировки поверхность обрабатывалась 3%�
ным раствором обезжиренного молока в ФСБ в
течение 4 ч при комнатной температуре. После
трехкратной промывки дистиллированной водой
стекла высушивались и хранились при 4°C.

Иммобилизация конъюгата на поверхность
эпоксилированных сенсорных чипов осуществ�
лялась непосредственно перед началом анализа в
проточной системе биосенсора. Она производи�
лась в КББ при рН 8.6 и концентрации конъюгата
50 мкг/мл. Для снижения неспецифического свя�
зывания поверхность стекла дополнительно об�
рабатывалась ББ.

Приготовление тестовых образцов. 3�ФБК рас�
творяли в смеси вода–метанол (6 : 4) до получения
необходимой концентрации. Затем к полученному
раствору добавлялся БСА в количестве, необходи�
мом для получения концентрации белка 50 мкг/мл.
Перед анализом к полученному раствору добавля�
лось по 20 мкл антисыворотки на 1 мл образца. 

Конкурентный иммуноанализ. В проточной си�
стеме биосенсора регистрировалась сорбция сво�
бодных поликлональных антител из образца, при�
готовленного, как описано выше, на сенсорный

чип с иммобилизованным конъюгатом. Скорость
протекания раствора устанавливалась равной
5 мкл/мин. Сигналом считалось регистрируемое
при пропускании образца изменение толщины
биослоя. Для контроля величины неспецифиче�
ского сигнала проводилось два типа эксперимен�
тов: использовались сенсорные чипы с иммоби�
лизованным БСА, не содержащим сайтов для
специфической сорбции, и образцы с концентра�
цией 3�ФБК 100 нг/мл, которой достаточно для
связывания всех антител в образце.

Статистическая обработка результатов. В каче�
стве итогового значения в каждой серии экспери�
ментов принималось среднее арифметическое
между результатами отдельных экспериментов се�
рии, а в качестве погрешности – среднеквадратич�
ное отклонение. Предел детекции определялся по
критерию двух σ, т.е. принимался равным такой
концентрации, при которой сигнал отличался от
получаемого в отсутствие антигена в образце на
удвоенное среднеквадратичное отклонение нуле�
вого контроля. Значение верхней границы дина�
мического диапазона вычислялось, как концен�
трация, при которой сигнал отличается от нуля на
значение, равное удвоенному среднеквадратич�
ному отклонению.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Специфичность и чувствительность иммуно�
анализа во многом зависят от способа иммобили�
зации биомолекул на твердую фазу, поскольку
именно он определяет плотность центров специ�
фической сорбции и степень нарушения натив�
ной структуры биораспознающих молекул. Исхо�
дя из этого, при разработке метода детекции ма�
лых молекул, особое внимание было обращено на
оптимизацию протоколов присоединения конъ�
югата к твердой фазе.

Один из возможных подходов к иммобилиза�
ции биологических молекул на стеклянную по�
верхность – использование самоорганизующихся
монослоев (СОМ) [18], состоящих из молекул,
способных соединяться с поверхностью стекла и
между собой. При этом образуется упорядочен�
ный монослой, ковалентно прикрепленный к
сенсорному чипу во многих точках. Примерами
коммерчески доступных СОМ являются три�
этокси� и триметоксисиланы. При работе с бел�
ками удобно использовать аминопропилтри�
этоксисилан (АПТЭС) и глицидокситриметок�
сисилан (ГОТС). При их иммобилизации на
стекло на поверхности образуется упорядочен�
ный слой из амино� или эпокси�групп, которые
могут применяться для ковалентного присоеди�
нения биомолекул или низкомолекулярных ли�
гандов.
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Многостадийность процесса иммобилизации
белков на сенсорные чипы затрудняет разработ�
ку соответствующих протоколов с помощью тра�
диционных методов, использующих флуорес�
центные и ферментные метки. Такие методы
позволяют наблюдать только конечный резуль�
тат и требуют одновременной оптимизации всех
стадий анализа. Использование спектрально�
корреляционной интерферометрии существен�
но облегчает и ускоряет процесс разработки про�
токолов, поскольку позволяет наблюдать все
стадии иммуноанализа в реальном времени. Со�
ответственно, оптимизация каждого этапа мо�
жет проводиться независимо от других.

Первым этапом при иммобилизации биомо�
лекул на сенсорный чип, роль которого в предла�
гаемом методе выполняет микроскопное по�
кровное стекло, является модификация его по�
верхности органосиланами. Для оптимизации
этой стадии исследовалась зависимость плотно�
сти посадки сорбционных центров на получае�
мых модифицированных стеклах от таких пара�
метров, как продолжительность силанизации
стекла и объемная доля воды в растворе. Для
оценки указанной характеристики сенсорного
чипа с помощью биосенсора Пикоскоп® наблю�
далась специфическая сорбция белка, как описа�
но в разделе “Методика”. Зависимость сигнала
для аминированных слайдов от времени инкуба�
ции приведена на рис. 1.

Из приведенного графика видно, что спустя
16 ч достигалась сорбционная емкость поверх�
ности, отличающаяся от максимально достигну�
той в экспериментах не более, чем на 5%. Такое
время является оптимальным для практического
использования, поскольку дальнейшее увеличе�
ние длительности инкубирования приводило к
ухудшению оптического качества получаемых
сенсорных чипов из�за сорбции полимеризовав�
шихся агломератов молекул АПТЭС. 

В ходе экспериментов было установлено, что
эффективность аминирования слабо зависит от
объемной доли воды в растворе при изменении
данного параметра в пределах от 0.01 до 3%. В
дальнейшем для изготовления сенсорных чипов
аминирование стекла проводилось в течение 16 ч,
объемная доля воды в используемом метаноле
при этом составляла 1%.

Максимальная величина сигнала при сорбции
стрептавидина составила 1.2 нм. Теоретическая
оценка показывает, что сигнал при иммобилизации
плотного монослоя данного белка должен состав�
лять около 3.5 нм. Таким образом, разработанный
протокол аминирования позволяет получить сте�
пень заполнения поверхности чипа около 30%.

При оптимизации протоколов эпоксилирова�
ния покровных стекол было экспериментально
показано, что величина сигнала при сорбции бел�

ка на сенсорные чипы не зависит от времени си�
ланизации в диапазоне от 2 до 24 ч. Зависимость
от объемной доли воды в растворе при этом носит
более сложный характер, а максимум достигается
при значении 0.1%. Согласно проведенным экс�
периментам, наиболее оптимальными для изготов�
ления сенсорных чипов являются время эпоксили�
рования 16 ч и объемная доля воды 0.1%. При сорб�
ции стрептавидина на изготовленные по данному
протоколу стеклянные сенсорные чипы наблюдал�
ся сигнал величиной 2.4 нм, что соответствовало
степени заполнения поверхности 60%.

Таким образом, в результате проведенных экс�
периментов были разработаны протоколы созда�
ния аминированных и эпоксилированных сенсор�
ных чипов. Для последних была достигнута в два
раза большая сорбционная емкость, что эквива�
лентно увеличению количества иммобилизован�
ных центров специфической сорбции. При этом
эпоксилированные чипы позволяют использовать
простые и удобные протоколы иммобилизации на
них белка за счет ковалентного связывания с ами�
ногруппами последнего.

Поскольку для многих практических примене�
ний важным параметром является время хране�
ния сенсорных чипов, была проведена серия экс�
периментов, направленных на изучение зависимо�
сти регистрируемого сигнала от времени хранения
модифицированного стекла. Было установлено,
что при применении разработанных протоколов
эпоксилирования, сигнал остается неизменным
при хранении до полугода. Так, разница между сиг�
налами, наблюдаемыми при сорбции белка на
эпоксилированный чип непосредственно после его
изготовления и после хранения в течении 6 месяцев
при 4°С, не превышала 10%. Ввиду того, что основ�
ная причина снижения специфических сигналов –
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Рис. 1. Зависимость сигнала (нм), наблюдаемого при
сорбции стрептавидина, от времени аминирования (ч).
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гидролиз эпокси�групп на поверхности, хранение в
инертной атмосфере может дополнительно увели�
чить срок годности. Аминирование слайдов поз�
воляет снизить влияние времени хранения чипа
на сигнал, такая поверхность обеспечивает ста�
бильный сигнал более 1 года. Однако для иммо�
билизации биомолекул на аминированную по�
верхность требуются более сложные протоколы,
включающие стадию предварительной актива�
ции, что несколько увеличивает время проведе�
ния анализа. 

Поскольку для обоих исследованных вариан�
тов сенсорных чипов существуют практические
задачи, в которых их преимущества наиболее вос�
требованы, дальнейшие эксперименты проводи�
лись как с аминированными, так и с эпоксилиро�

ванными по оптимизированным протоколам
сенсорными чипами. 

Полученные сенсорные чипы далее использо�
вались при проведении конкурентного иммуно�
анализа для детектирования малых молекул. С
помощью биосенсора Пикоскоп® в режиме ре�
ального времени регистрировалась сорбция по�
ликлональных антител из образцов, приготов�
ленных, как описано в разделе “Методика”, со�
держащих различную концентрацию 3�ФБК, на
поверхность сенсорных чипов с иммобилизо�
ванным конъюгатом – 3�ФБК�БСА. Характер�
ный вид регистрируемых при этом сенсограмм
приведен на рис. 2.

В качестве сигнала Δ рассматривается прирост
толщины биослоя на этапе пропускания образца.
Как видно из рис. 2, специфическая сорбция анти�
тел из образцов с высокой концентрацией 3�ФБК
отсутствует. Аналогично в контрольных опытах от�
сутствовали сигналы при пропускании образцов
над поверхностью с иммобилизованным БСА. Это
свидетельствует об отсутствии неспецифического
связывания компонентов образца с поверхностью.
При отсутствии 3�ФБК в образцах для аминиро�
ванных стекол величина сигнала составляла 0.3 нм
при среднеквадратичном отклонении 0.02 нм, для
эпоксилированных слайдов значения этих пара�
метров составили соответственно 1.1 и 0.05 нм.

Зависимость сигнала от концентрации 3�ФБК
при сорбции антител из образца для эпоксилиро�
ванных слайдов приведена на рис. 3а. Как видно
из приведенной зависимости, предел детекции
3�ФБК на эпоксилированных сенсорных чипах
составил 0.2 нг/мл, что почти на порядок лучше,
чем у существующих методов определения мета�
болитов пиретроидов с помощью ИФА, позволяю�
щего детектировать концентрации больше 1 нг/мл
[7]. Динамический диапазон составил 3 порядка
величины, что охватывает весь спектр концен�
траций, важных с точки зрения задач экологиче�
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Рис. 2. Сенсограммы при пропускании в проточной
системе биосенсора Пикоскоп® по поверхности
эпоксилированного сенсорного чипа: I – конъюгата
3�ФБК с БСА, II – карбонатно�бикарбонатного бу�
фера с добавлением глицина, III – тестируемого об�
разца.
1 – нулевой контроль (образец, не содержащий 3�ФБК),
2 – образец 3�ФБК в концентрации 100 нг/мл. 
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Рис. 3. Зависимость сигнала (нм) при проведении конкурентного анализа от концентрации 3�ФБК в образце (нг/мл). 
а – на эпоксилированных чипах, б – на аминированных чипах. 
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ского мониторинга и проведения токсикологи�
ческого анализа.

Дальнейшее улучшение предела детекции бы�
ло достигнуто путем иммобилизации конъюгата
на поверхность аминированных сенсорных чи�
пов. Полученная зависимость сигнала от концен�
трации 3�ФБК в образце приведена на рис. 3б.
Как видно из приведенной зависимости, предел
детекции 3�ФБК на аминированных слайдах со�
ставил 0.015 нг/мл, что на порядок лучше пока�
занного для эпоксилированных сенсорных чипов
и находится на уровне результатов, получаемых
методами жидкостной хроматографии и масс�
спектрометрии [19]. Такой результат был достиг�
нут благодаря малому разбросу результатов, полу�
чаемых в отсутствие 3�ФБК и большему наклону
кривой вблизи предела детекции. Динамический
диапазон при этом составляет 2 порядка. Более
широкий диапазон в случае эпоксилированных
сенсорных чипов может объясняться большей
сорбционной емкостью. 

Достигнутые пределы детекции как в случае
эпоксилированных, так и аминированных сен�
сорных чипов, позволяют использовать их для це�
лей высокочувствительной биосенсорики. Боль�
шой динамический диапазон, удобство работы и
скорость проведения анализа делают эпоксили�
рованные слайды привлекательным решением
для задач токсикологической проверки продук�
тов питания. Высокая чувствительность, достиг�
нутая при использовании аминированных сен�
сорных чипов, может быть востребована в эколо�
гическом мониторинге и контроле потенциально
опасных производств.

Таким образом, проведенная оптимизация про�
токолов модификации поверхности сенсорных чи�
пов и адаптация разработанного оптического мето�
да мониторинга в реальном времени конкурентных
иммунохимических реакций позволяют оператив�
но определять концентрацию малых молекул с вы�
сокой чувствительностью. Эффективность данного
подхода продемонстрирована на примере детекции
3�ФБК. Достигнут предел детекции 15 пг/мл, что
превосходит существующие методы детекции пи�
ретроидов с помощью иммуноанализа более чем в
50 раз и находится на уровне современных методов
жидкостной хроматографии и масс�спектромет�
рии. Использование стандартных микроскопных
покровных стекол в качестве широкодоступных
расходных материалов – сенсорных чипов, а так�
же компактность и простота используемого обо�
рудования наряду с малым временем анализа,
позволяют применять разработанную техноло�
гию не только в исследовательских целях, но и
для экологического мониторинга окружающей
среды.
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Abstract—A marker�free method of highly sensitive detection of pyrethroids was developed on the basis of
spectral correlation interferometry using competitive immunoanalysis on the surface of sensor chips made of
readily available microscopy cover slips. The method was demonstrated to allow for the independent optimi�
zation of each step of sensor surface modification which may be used to increase the efficiency in the devel�
opment of protocols for a wide spectrum of immunoanalyses using a glass surface as a solid phase. One of the
most stable metabolites of a number of pyrethroids—3�phenoxybenzoic acid—at a level of 15 pg/mL on the
surface of optimized sensor chips; the assay sensitivity exceeded that of the enzyme�linked immunosorbent
assay 50 times.
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Использование результатов фундаментальных
исследований для решения конкретных задач по
обеспечению максимально комфортных условий
жизнедеятельности человека, особенно связанных
с охраной его здоровья, является главной задачей
любой прикладной науки. Одной из наиболее
сложных таких задач является создание систем,
способных моделировать отдельные функции ор"
ганов живого организма, например выделять в
окружающую среду по сигналу самого организма
биологически активные вещества по мере воз"
никновения в них потребности. 

Примером таких систем служат глюкозочув"
ствительные гидрогели, моделирующие одну из
функций поджелудочной железы, а именно спо"
собность выделять инсулин (гормон белковой
природы, отсутствие которого приводит к сахар"
ному диабету) в ответ на появление глюкозы в
окружающей среде [1–3]. Такие гидрогели пред"
ставляют собой трехмерные сополимеры N"акри"
лоилглюкозамина (АГА), дополнительно сшитые
между собой конканавалином А (Кон А) – бел"
ком, имеющим четыре места связывания глюко"
зы. При появлении глюкозы в окружающей среде
она вытесняет остатки АГА из их комплекса с Кон
А, что приводит к повышению степени набухания
гидрогеля и выделению предварительно введенно"
го в гидрогель инсулина. Выделение инсулина
происходит при строго определенной концентра"
ции глюкозы, значение которой можно регулиро"
вать изменением количества остатков ненасы"
щенного производного глюкозы в сополимере.

Практическое использование таких гидроге"
лей, естественно, подразумевает их длительное
пребывание в контакте с кровью без инициирова"

ния ее свертывания, что обычно происходит при
взаимодействии крови с любым чужеродным ма"
териалом. 

Цель работы – изучение тромборезистентно"
сти полимерных гидрогелей, содержащих иммо"
билизованные в их объеме производные глюкозы.

МЕТОДИКА

Гидроксиэтилметакрилат (ГЭМА), сшиваю"
щий агент – тридекаэтиленгликольдиметакрилат
(ТГМ
13), конканавалин А, глюкозу и инсулин
фирмы “Sigma"Aldrich” (США) использовали без
дополнительной очистки.

N"акрилоилглюкозамин (АГА) синтезировали
реакцией D"(+)"глюкозамина с хлорангидридом
акриловой кислоты [4].

Гидрогели в виде пленки толщиной 0.5 мм по"
лучали полимеризацией между двух стекол вод"
ного раствора, содержащего 55% ГЭМА, 1.5%
ТГМ"13 и 0.3, 1.0 или 2.0% АГА, используя в каче"
стве инициатора систему N,N,N',N'"тетраметил"
этилендиамин–персульфат аммония. Получен"
ные гидрогели затем инкубировали с 0.1%"ным
раствором Кон А в течение 2 ч. В качестве контро"
ля были использованы пленки, полученные в от"
сутствиe АГА.

Оценку тромборезистентности проводили по
общепринятым методикам, определяя количе"
ство адгезированных тромбоцитов и оценивая
константу скорости активации системы компле"
мента как показателя степени денатурации бел"
ков в результате взаимодействия с полимером [5].
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Для определения количества адгезированных
тромбоцитов на поверхность гидрогеля наносили
плазму, обогащенную тромбоцитами. Гидрогель и
плазму инкубировали при 20°C в течение 10 мин.
Образцы промывали 0.9%"ным раствором NaCl
для удаления неадгезированных тромбоцитов и
белков, а затем образцы обрабатывали 2.5%"ным
раствором глутарового альдегида в течение 1 ч и
последовательно промывали водой, 20, 70, 90 и
100%"ным этанолом. Образцы высушивали и по"
крывали медью. На поверхности образца выбира"
ли 20 площадок (28 × 28 мкм) и в каждой площадке
определяли количество тромбоцитов с использо"
ванием метода сканирующей электронной микро"
скопии.

Для определения константы скорости актива"
ции системы комплемента свежую человеческую
сыворотку инкубировали с гидрогелем при 37°C в
течение 60 мин. Затем измеряли время полулизи"
са эритроцитов барана человеческой сывороткой
до и после ее контакта с гидрогелем и рассчитыва"
ли константу скорости активации системы ком"
племента. В качестве контроля была использова"
на поверхность гидратцеллюлозной мембраны
Купрофан (k = 1.8 × 10–6 с–1 см–2) [5].

Биологическую активность инсулина оценива"
ли путем измерения концентрации глюкозы в кро"
ви кроликов или крыс после инъекционного вве"
дения раствора инсулина в количестве 0.2 мг/кг
массы кролика или 0.6 мг/кг массы крысы. Кон"
центрацию глюкозы определяли с использованием
глюкометра “Johson & Johson” (США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Первой стадией взаимодействия крови с чуже"
родной поверхностью является адсорбция белков.
Затем на поверхности материала происходит адге"
зия тромбоцитов и их агрегация с разрушением
клеточной мембраны и выделением в окружающую
среду внутреннего содержимого клеточных гранул,
которое, в свою очередь, ускоряет адгезию этих
форменных элементов. Коэффициент диффузии
белков в плазме крови (~10–6–10–7 см2/с) значи"
тельно выше, чем коэффициент диффузии тромбо"

цитов (~10–9 см2/с), поэтому контакт клеток крови
с поверхностью происходит, как правило, с участи"
ем адсорбированных молекул белка [5]. При этом в
многочисленных экспериментах, в том числе на
животных, было установлено, что определяющим
для адгезии тромбоцитов является состав адсорб"
ционного слоя белка (соотношение между коли"
чеством альбумина и фибриногена). Повышение
концентрации альбумина на поверхности поли"
мера в значительной степени предотвращает ад"
гезию тромбоцитов, в то время как увеличение
концентрации фибриногена в адсорбционном
слое приводит к повышению количества адгези"
рованных тромбоцитов [6, 7]. Предполагают, что
этот эффект обусловлен биоспецифическим взаи"
модействием полисахаридного участка молекулы
фибриногена с ферментом – гликозилтрансфера"
зой, локализованной на мембране тромбоцита.

Подтверждением этого предположения является
тот факт, что в природных кровеносных сосудах ин"
гибиторы гликозилтрансферазы, например глюко"
замин, взаимодействуя с этим ферментом и подав"
ляя его активность, эффективно предотвращают ад"
гезию тромбоцитов к стенкам поврежденного
сосуда [8–10].

Естественно, возникал вопрос, в какой мере
химически связанное с гидрогелем производное
глюкозы способно повышать адгезию тромбоци"
тов на его поверхности за счет взаимодействия с
гликозилтрансферазой на мембране тромбоцита. 

Проведенные исследования показали, что им"
мобилизация глюкозамина практически не изме"
няет характер взаимодействия тромбоцитов с по"
верхностью гидрогеля (табл. 1). Причина этого,
скорее всего, связана с невозможностью взаимо"
действия иммобилизованного глюкозамина с мем"
браной тромбоцита из"за возникающих при этом
стерических препятствий.

В проявлении полимером тромборезистент"
ных свойств важная, если не определяющая, роль
принадлежит степени изменения нативной кон"
формации белков крови в результате их контакта
с поверхностью полимера. В настоящее время ин"
дикатором конформационных изменений белков
принято считать систему комплемента [5]. У че"
ловека эта система состоит из 21 белка глобули"
новой природы. Компоненты этой системы сво"
бодно циркулируют в крови в форме неактивных
предшественников, которые активируются, в том
числе и в результате взаимодействия с чужерод"
ным материалом, и приобретают свойства фер"
ментов. Ферментативную активность оценивают,
измеряя время полулизиса эритроцитов барана
плазмой крови. Из табл. 1 видно, что введение в
состав гидрогеля остатков глюкозы приводило к
некоторому уменьшению константы скорости ак"
тивации системы комплемента, т.е. способствова"
ло сохранению белками нативной конформации.

Отсутствие драматических изменений в харак"
тере адгезии тромбоцитов и степени денатурации

Таблица 1. Тромборезистентность глюкозосодержащих
гидрогелей

Содержание АГА 
в гидрогеле, 

мас. %

Адгезия 
тромбоцитов, 

шт./100 мкм2 ±0.3

 k*,
 с–1 cм–2 

× 106 ± 0.2

0 2.1 3.3

0.3 2.3 2.7

1.0 1.8 2.4

2.0 2.0 1.9

* Константа скорости активации системы комплeмента.
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белков крови обеспечивает неизменность биоло"
гической активности инсулина, выделяющегося
из гидрогеля (табл. 2). Видно, что инъекционное
введение раствора исходного и выделившегося из
гидрогеля инсулина приводило к практически
одинаковому снижению уровня глюкозы в крови
подопытных животных.

Таким образом, полученные результаты свиде"
тельствуют о высокой тромборезистентности
глюкозочувствительных полимерных гидрогелей,
что позволяет высказать надежду на возможность
их практического использования в качестве моде"
ли поджелудочной железы, обеспечивающей выде"
ление необходимого количества инсулина в ответ
на повышение концентрации глюкозы в крови.
Это, в свою очередь, может открыть достаточно ин"
тересные перспективы в плане разработки новой
стратегии лечения сахарного диабета.

Авторы выражают искреннюю благодарность
профессору Л.К. Старосельцевой (Эндокрино"
логический научный центр РАМН) за организа"
цию и помощь в проведении экспериментов на
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Abstract—The thromboresistance of glucose�sensitive polymer hydrogels, modeling one of the functions of
the pancreas, namely, the ability to secrete insulin in response to the introduction of glucose into the environ�
ment, has been studied. Hydrogels were synthesized by the copolymerization of hydroxyethyl methacrylate
with N�acryloyl glucosamine in the presence of a cross�linking agent and subsequently treated with con�
canavalin A. Introduction of glucose residues into the hydrogel did not result in significant changes in either
the number of trombocytes adhered to the hydrogel or the degree of denaturation of blood plasma proteins
interacting with the hydrogel. Consequently, the biological activity of insulin did not change after release from
the hydrogel. The use of glucose�sensitive hydrogels is supposed to contribute to the development of a novel
strategy for the treatment of diabetes.

Таблица 2. Зависимость концентрации глюкозы в крови от времени после подкожного введения инсулина (0.2 мг/кг
массы кролика или 0.6 мг/кг массы крысы). Приведены средние значения для 3"х животных

Животное  Препарат
Концентрация глюкозы в крови, мг/100 мл ±5%

 0 15* 30* 60* 90* 120*

Кролик Исходный 124 96 65 60 44 42

Выделившийся 116 102 58 56 40 40

Крыса Исходный 145 126 84 62 51 56

Выделившийся 132 112 78 56 50 50

* Время после инъекции инсулина (мин).

7
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Усниновая кислота (УК) [2,6диацетил7,9дигид
рокси8,9bдиметилдибензофуран1,3(2Н,9bH)ди
он] – один из метаболитов лишайников, обладаю
щих широким спектром антимикробного, противо
вирусного и противовоспалительного действия [1].
Многие годы УК использовали для лечения особо
опасных инфекций, а в наши дни, несмотря на до
казанную аллергенность и токсичность, продолжа
ют рекомендовать в качестве профилактического
средства в диетологии и косметологии [2]. Биопре
параты на основе лишайников готовят, как прави
ло, из экстрактов слоевищ, поэтому они всегда со
держат сложный комплекс структурно подобных и
совершенно различных по строению физиологиче
ски активных веществ. Многие из них могут оказы
вать прямое или опосредованное негативное воз
действие на организм, поэтому контроль компо
нентного состава подобных препаратов является
обязательным. 

В настоящее время в распоряжении исследова
телей есть несколько методов определения УК на
основе газовой и жидкостной хроматографии с
ультрафиолетовым, фотодиодным и массспек
трометрическим детектированием, обеспечиваю
щих нижние пределы измерения от 50 до 400 нг/мл
[3–6]. Однако иммунохимический анализ, кото
рый не уступает хроматографическим методам
по селективности, обладает гораздо большей
чувствительностью и требует минимальной про
боподготовки, для определения УК до сих пор не
разработан. 

Цель работы – создание и применение имму
ноферментного анализа (ИФА) для количествен

ного определения УК в составе экстрактивных
веществ лишайников разной видовой и родовой
принадлежности.

МЕТОДИКА

Использовали (+)УК (кат. № 329967) (“Ald
rich”, Швейцария), эмодин (кат. № Е 7881) (“Sig
ma”, США), формальдегид, диметилформамид
(ДМФА) фирмы “Fluka” (Германия), бычий сы
вороточный альбумин (БСА), яичный альбумин
(ЯА) и желатин (Жел) производства “Биохимре
актив” (Россия). Антивидовой ферментный
конъюгат получали по методу [7] из пероксидазы
хрена (КФ 1.11.1.7) (“Sigma”, США) и гаммагло
булина антисыворотки осла к иммуноглобулинам
кролика (НИИ эпидемиологии и микробиологии
им. Н.Ф. Гамалеи РАМН). Атранорин предостав
лен сотрудниками кафедры микологии и альголо
гии биологического факультета МГУ им. М.В. Ло
моносова. ИФА выполняли на высокосвязываю
щих полистирольных планшетах (# 9018, “Costar”,
США), для измерений использовали фотометр
АКИЦ01 (Россия). УФспектры записывали на
приборе Hitachi557 (“Hitachi”, Япония).

Синтез белковых конъюгатов УК осуществля
ли методом формальдегидной конденсации. Для
получения БСАУК(10), т.е. конъюгата с 10крат
ным мольным избытком УК, а также БСАУК(30)
и БСАУК(100), к растворам, содержащим по 5 мг
БСА (0.07 мкмоль) в 1.5 мл 0.1 М водного раство
ра ацетата натрия, добавляли 24, 72, 241 мкл рас
твора УК в ДМФА с концентрацией 10 мг/мл (241,
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723 и 2410 мкг УК соответственно). Для получе
ния ЖелУК(30) и ЯАУК(30) к растворам, со
держащим по 4 мг ЯА (0.1 мкмоль) и 8 мг Жел
(0.05 мкмоль) в 1.5 мл 0.1 М водного раствора
ацетата натрия, добавляли 1032 и 516 мкг УК в ви
де раствора в ДМФА с концентрацией 10 мг/мл.
Далее к каждой смеси добавляли по 300 мкл 37%
ного формальдегида (3690 мкмоль) и после 6 ч
перемешивания при 30°С реакционные смеси
диализовали против трех смен 1000кратного
объема 0.5%ного раствора хлористого натрия.
Для получения БСАУК(100/16) после добавле
ния формальдегида реакционную смесь переме
шивали 16 ч при 30°С и диализовали. Затем ко
всем диализатам добавляли равный объем глице
рина и хранили при минус 10–15°С. Для записи
УФспектров использовали водные растворы
конъюгатов с концентрацией 100 мкг/мл.

Иммунизацию кроликовсамцов серой масти
(2–3 кг) проводили конъюгатом БСАУК(100/16). В
первую инъекцию животные получали 200 мкг им
муногена в полном адъюванте Фрейнда подкожно в
10–15 точек области спины, во вторую и третью –
по 300 мкг в физиологическом растворе. Повтор
ные инъекции осуществляли с 1 мес интервалом.
Через 7 сут после третьей инъекции антигена у
животных из краевой вены уха отобрали кровь,
отделили сыворотку, добавили равный объем гли
церина и хранили при минус 10–15°С.

Для выполнения анализа ячейки планшетов
заполняли 0.2 мл растворов конъюгатов, предна
значенных для иммобилизации, в 0.05 М карбо
натбикарбонатном буфере, рН 9.5, и инкубиро
вали 16 ч при 4°С. Затем ячейки отмывали 4–5 раз
0.15 М фосфатносолевым буфером, рН 7.5, со
держащим твин 20 (ФСБ-т), и в ячейки вносили
по 0.1 мл растворов анализируемого вещества и
антител в этом же буфере. Через 1 ч инкубации
ячейки вновь отмывали и заполняли 0.2 мл рабо
чего раствора ферментного конъюгата. После 1 ч
инкубации и отмывки вносили по 0.2 мл суб
стратного раствора, содержащего 0.4 мг/мл офе
нилендиамина и 0.005% Н2О2 в 0.15 М цитрат
фосфатном буфере, рН 5.0. Через 45 мин в ячейки
добавляли по 50 мкл 4 М серной кислоты, содер
жащей 0.1 М Na2SO3, и проводили измерение оп
тической плотности при 492 нм.

Приготовление рабочих растворов УК для кон
курентного ИФА проводили из исходного раствора
в ацетонитриле с концентрацией 10 мкг/мл, опре
деленной спектрофотометрически (λ = 282 нм, ε =
= 25350). Градуировочный график в координатах
“процент связывания антител – концентрация рас
твора УК” получали в условиях промежуточной
прецизионности (n = 10) ежедневно или с интерва
лами 1–2 сут.

Объектами анализа были образцы слоевищ ли
шайников, использованные ранее для микоток
сикологического анализа [8], а также эпилитные,
эпифитные и эпигейные лишайники, отобран
ные в 2010–11 гг. в Лапландском, ПечороИлыч
ском заповедниках, на Таймыре, в окрестностях
ПетропавловскаКамчатского и Якутска. Способ
экстракции материала не отличался от описан
ного [8].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Конденсация УК, взятой в 10, 30 и 100крат
ных мольных избытках по отношению к БСА, в
присутствии формальдегида при 30°С в течение 6 ч
завершилась получением продуктов, имеющих
вполне ожидаемые спектральные характеристики.
Следует отметить, что нередко формальдегидная
конденсация сопровождается изменением спек
тров поглощения конъюгатов, что, однако, не при
водит к утрате их иммунореактивности как в слу
чаях с альтернариолом и тетрациклином [9, 10].
Максимумы УФпоглощения УК, которые нахо
дятся при длинах волн 233 нм (ε 34740) и 282 нм
(ε 25350) [8], перекрываются поглощением БСА
при 280 нм, поэтому факт присутствия гаптена в
конъюгатах можно было обнаруживать только
по приросту оптической плотности на этой длине
волны. У всех полученных конъюгатов наблюда
лось усиление поглощения при 280 нм в сравне
нии с исходным БСА (рис. 1). Интенсивность его
закономерно возрастала с увеличением количе
ства гаптена в реакции, и значения эпитопных
плотностей у первых трех продуктов составили
3.1, 7.3 и 14.3. Конъюгированием БСА со 100крат
ным мольным избытком УК в условиях более про
должительного – 16 ч выдерживания реакционной
смеси с формальдегидом (рис. 1) эпитопную плот
ность удалось повысить до 15.8. Отношение к тео
ретически возможным значениям эпитопной плот
ности составило в среднем 21%, оно оказалось
близким такому же показателю для других физио
логически активных веществ, например ципро
флоксацина (20%) [11], циклопиазоновой кислоты
(29%) [12] и было гораздо выше, чем у цитринина
(8%) [13]. У белковых конъюгатов УК не наблюда
лось равенства эпитопных плотностей теоретиче
ски возможным значениям или их превышения,
как это было отмечено для микотоксина зеаралено
на при аналогичной процедуре связывания [14].

Конъюгат БСАУК(100/16), взятый для имму
низации, обеспечил получение антисыворотки с
рабочими титрами 1:1000–1:5000, которая могла
быть использована в конкурентном анализе УК
при иммобилизации всех синтезированных конъ
югатов (табл. 1). С твердофазным антигеном
ЖелУК (30) оказалось возможным определять

7*
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УК в растворах вплоть до концентрации 1 нг/мл.
Линейность аналитического сигнала сохранялась
в интервале концентраций от 1 до 100 нг/мл, а зна
чения доверительных интервалов, рассчитанных
по 10 определениям, составили 5–8% (рис. 2).

Известно, что, кроме дибензофуранов, в со
ставе ароматических веществ лишайников пред
ставлены и другие структурные группы, такие,
как депсиды, депсидоны и антрахиноны. Антите
ла в условиях конкурентного анализа не обнару

живали два из них – депсид атранорин и соедине
ние антрахинонового ряда – эмодин даже в кон
центрации 1 мкг/мл. Это указывало на высокую
специфичность анализа и возможность использо
вания его при работе с нативными экстрактами. С
иммунологической точки зрения интересно было
бы оценить перекрестную реактивность получен
ных антител в отношении оптического изомера
(–)усниновой кислоты, а также ее ближайших
структурных аналогов, но мы, к сожалению, не
имели такой возможности. 

C помощью созданной тестсистемы при ана
лизе исходных водноацетонитрильных экстрак
тов лишайников, разведенных в 10 раз ФСБт,
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Рис. 1. Спектры УФпоглощения 1 – БСА, 2 –
БСАУК(10), 3 – БСАУК(30), 4 – БСАУК(100),
5 – БСАУК(100/16), 6 – УК.

Таблица 1. Конкурентное взаимодействие (процент связывания антител) анти БСАУК(100/16) сыворотки с раз
ными твердофазными антигенами

Твердофазный антиген 
и его концентрация, мкг/мл

 
Рабочий титр антител

Концентрация раствора УК, нг/мл

100 10 1

БСАУК(10) 0.15 1:3000 42 73 92

БСАУК(30) 0.15 1:5000 34 77 97

БСАУК(100) 0.05 1:4000 39 76 93

БСАУК(100/16) 0.05 1:4000 43 76 95

ЯАУК(30) 0.5 1:1000 35 72 91

ЖелУК(30) 0.5 1:1000 33 61 88
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Рис. 2. Градуировочная кривая ИФА с антиБСА
УК(100/16) сывороткой и твердофазным антигеном
ЖелУК(30) (n = 10) для растворов УК в присутствии
ацетонитрила.
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оказалось возможным проводить определение
УК в диапазоне содержания от 0.1 до 10 мкг/г су
хого вещества или 0.00001–0.001%. Для того что
бы перейти к определению УК в тех лишайниках,
где она преобладает среди других метаболитов и
накапливается в количествах от сотых долей до
десятков процентов, необходимо было разбав
лять экстракты в 100 и более раз. Методом хрома
тографического анализа ранее было показано,
что среди представителей рода Cladonia (семей
ство Cladoniaceae) накопление УК более 0.05%
свойственно всем обследованным видам секции
Unciales [15], большинству видов Cladina [16],
многим видам секции Cocciferae [17] и подсекции
Foliosae в секции Helopodium [18], а также отдель
ным видам секции Perviae [19], секции Cladonia и
группы Furcatae [20].

Выполненная нами оценка лишайников из се
мейства Cladoniaceae показала, что у видов Cla�
donia наблюдаются существенные различия по
содержанию УК. В Cladonia amaurocraea, C. defor�
mis, C. stellaris, C. sulphurina и С. uncialis количество
УК составляет 0.5–2.3% (табл. 2), что вполне со
гласуется с ранее полученными данными [15–
17, 21]. Для другой группы – C. arbuscula, C. mac�
roceras, C. mitis, C. rangiferina накопление этого ве
щества соответствовало диапазону 0.05–0.4%
(табл. 2). Однако ранее в двух образцах C. arbuscu�
la, собранных в Ленинградской области и в Эсто
нии на о. Ворсми, количество УК составило 0.99 и
1.60%, а C. mitis – 0.97 и 1.72% [21]. В одном образ
це C. macroceras из Финляндии, исследованным
хроматографическим методом с порогом обнару
жения 0.05%, УК найти не удалось [20], а в двух
анализированных нами образцах, отобранных на
севере Мурманской области (в окрестностях г.
Кола) и на побережье Белого моря вблизи Поляр
ного круга, ее содержание составило 0.1 и 0.2%
(табл. 2).

При анализе лишайников C. cenotea (Ach.)
Schaer., C. cornuta, C. rangiformis методом ВЭЖХ с
чувствительностью 0.05% были получены отри
цательные результаты [15, 16]. По нашим данным,
УК присутствует в слоевищах этих видов, но в ко
личествах менее 0.02%, при этом для C. cornuta от
мечена значительная изменчивость по местам cбо
ра (табл. 2).

Все эти сведения имеют непосредственное от
ношение к выпуску биопрепаратов, поскольку
нередко основным действующим началом в них
заявляют просто смесь видов p. Cladonia, часто без
какойлибо конкретизации и уточнений по усло
виям сбора материала.

Для того чтобы получить достоверные сведения
при таксономических исследованиях р. Cladonia,
необходимо использовать большие выборки. Пока

выводы о видовых особенностях накопления УК
сделаны лишь на немногих или единичных образ
цах. Использование ИФА позволит в дальнейшем
значительно расширить знания в этой области, по
скольку появляется возможность одновременного
испытания десятков образцов. 

Среди лишайников семейства Parmeliaceae вы
сокие уровни содержания УК от 0.7 до 2.6% имели
представители рода Flavocetraria (табл. 3), а также
виды Vulpicida pinastri и Alectoria sarmentosa (табл. 3).
У A. ochroleuca количество УК было ниже – от 0.1 до
0.4%. По данным работы [22], виды р. Alectoria ча
сто являются богатым источником УК и накаплива
ют ее до 6% от сухого образца. Ранее сообщенный
уровень накопления УК у Flavocetraria cucullata
(=Cetraria cucullata) [21], соответствовал нижней
границе определенного нами содержания (табл. 3).

Лишайники р. Evernia и р. Usnea, а также Cet�
raria islandica уступали по этому показателю
(табл. 3). Уровни накопления УК у E. mesomorpha
варьировали от 0.05 до 0.6%, а у E. prunastri – от
0.01 до 0.02%. Для двух видов рода Usnea – U. dasy�
poga и U. subfloridana – диапазоны измеренных ко
личеств были близки – 0.06–0.1 и 0.01–0.1%.

В 6 образцах C. islandica из географически
различных мест количество УК варьировало от 25
до 1200 мкг/г, что, повидимому, связано с усло
виями их обитания. Тот факт, что в этом лишай

Таблица 2. Содержание усниновой кислоты в лишай
никах семейства Cladoniaceae

Вид лишайника
(исследовано образцов)

УК, мкг/г 
мин.–среднее–макс.

Cladonia amaurocraea (Flörke) 
Schaerer (4)

9200–13100–20900

C. arbuscula (Wallr.) Flot. (6) 480–2020–4100

C. cenotea (Ach.)Schaer. (1) 158

C. cornuta (L.) Hoffm. (7) 5–63–200

C. deformis (L.) Hoffm.(3) 13000–14100–14700

C. macroceras (Flörke) Ahti (2) 1350, 2500

C. mitis Sandst. (6) 600–900–1600

C. rangiferina (L.) Web. (9) 390–840–1900

C. rangiformis Hoffm. (2) 4, 5

C. stellaris (Opiz) Pouz. et V zda (4) 10000–15600–23200

C. sulphurina (Michx.) Fr. (9) 9000–12600–19600

C. uncialis (L.) Wigg. (4) 5000–5800–6400
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нике УК может содержаться на уровне 0.1%, за
служивает внимания, поскольку некоторые фар
мацевтические компании на основе C. islandica
выпускают лекарства от простуды [2]. С другой
стороны, есть сообщение о том, что в этих лишай
никах, собранных на территории Исландии, УК
не смогли обнаружить даже в фоновом содержа
нии [1]. Для Arctoparmelia centrifuga и Platismatia
glauca характерны уровни накопления УК около
0.03%, а у представителей родов Bryoria, Melano�
halea, Parmelia, Hypogymnia и вида Pseudevernia fur�
furacea они оказались еще ниже (табл. 3).

Низкое содержание УК было найдено в ли
шайниках из семейств Peltigeraceae и Umbilica
riaceae, а также у 4 видов, представляющих дру
гие семейства – Thamnolia vermicularis, Lobaria
scrobiculata, Nephroma arcticum и Xanthoria parie�
tina (табл. 4). У видов Lobaria scrobiculata и Neph�
roma arcticum количества УК в среднем состави
ли 0.02%, а у всех остальных – ниже 0.01%. Наи
меньший уровень накопления 0.0002–0.0005%
был найден в образцах Melanohalea exasperata,
Pseudevernia furfuracea (Parmeliaceae) (табл. 3),

Таблица 3. Содержание усниновой кислоты в лишайниках семейства Parmeliaceae

Вид лишайника (исследовано образцов) УК, мкг/г мин.–среднее–макс.

Alectoria ochroleuca (Hoffm.) Massal. (4) 1200–2900–3800

A. sarmentosa (Ach.) Ach. (9) 7900–11600–25100

Arctoparmelia centrifuga (L.) Hale (2) 200, 360

Bryoria capillaris (Ach.) Brodo et D. Hawksw. (3) 14–25–40

B. chalybeiformis (L.) Brodo et D. Hawksw. (4) 9–41–100

B. fremontii (Tuck.) Brodo et D. Hawksw. (3) 6–39–98

B. fuscescens (Gyeln.) Brodo et D. Hawksw. (2) 25, 33

B. implexa (Hoffm.) Brodo et D. Hawksw. (4) 8–13–16

B. nadvornikiana (Gyeln.) Brodo et D. Hawksw. (1) 51

B. simplicior (Vain.) Brodo & D. Hawksw. (1) 130

B. subcana (Nyl. ex Stizenb.) Brodo et D. Hawksw. (1) 12

Cetraria islandica Ach.(6) 25–350–1200

Evernia mesomorpha Nyl. (6) 500–3000–6200

E. prunastri (L.) Ach. (5) 100–150–250

Flavocetraria cucullata (Bellardi) Kärnefelt et A. Thell (7) 7100–12600–26000

F. nivalis (Bellardi) Kärnefelt et A. Thell (9) 7700–10600–16500

Hypogymnia farinacea Zopf (1) 164

H. physodes (L.) Nyl. (9) 14–27–65

Melanohalea exasperata (DeNot.) O. Blanco et al. (2) 2, 5

M. olivacea (DeNot.) O. Blanco et al. (6) 4–28–64

M. septentrionalis (DeNot.) O. Blanco et al. (4) 18–42–90

Parmelia saxatilis (L.) Ach.(5) 9–83–250

P. sulcata Taylor (4) 10–62–138

Platismatia glauca (L.) W.L. Culb. et C.F. Culb. (3) 100–350–780

Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf (2) 2, 3

Usnea dasypoga (Ach.) Nyl. (3) 580–900–1300

U. hirta (L.) Wigg. emend. Mоt.(1) 316

U. subfloridana Stirt. (7) 130–500–1200

Vulpicida pinastri (Scop.) J.E. Mattsson et M.J. Lai (5) 11300–16300–26600
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Peltigera horizontalis, P. scabrosa (Peltigeraceae) и
Xanthoria parietina (табл. 4).

Таким образом, УК в количествах 0.0002–2.6%
выявлена во всех 236 исследованных образцах ли
шайников, относящихся к 53 видам и 8 семей
ствам. Указания на отсутствие или редкую встре
чаемость УК в некоторых видах лишайников (на
пример, в Pseudevernia furfuracea, Cetraria islandica,
Thamnolia vermicularis, Xanthoria parietina, p. Pelti�
gera, Evernia prunastri и некоторых других) [23–25]
обусловлены недостаточной чувствительностью
использованного метода.

Применение ИФА, с помощью которого можно
получать исчерпывающую информацию о содержа
нии УК в составе экстрактивных веществ лишайни
ков, позволит повысить безопасность и эффектив
ность пищевых биодобавок и лечебных препаратов
на их основе, а также расширить представления о
биосинтетических возможностях этих симбионт
ных организмов. Этот метод можно использовать
также в целях систематики. 
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Abstract—An enzyme immunoassay for usnic acid in lichens was developed, the sensitivity of which was
0.1 µg/g of air�dried material (0.00001%). Polyclonal rabbit antibodies against bovine serum albumin conju�
gated to (+)�usnic acid under the conditions of formaldehyde condensation made it possible to determine the
analyzed substance in solutions at concentrations from 1 ng/mL when it interacts with an immobilized gelatin
conjugate homologous in the binding mode. Usnic acid in 2–26600 µg/g (0.0002–2.6%) amounts was found
in all 236 studied samples of lichens belonging to 53 species and 8 families. 
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