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КОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРАКОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА

К читателям

В третьем номере представлен широкий спектр тематики и участия различных регионов. Всего включено 10 
оригинальных статей и 3 обзора.

В статье Никифорова А.К. с коллегами (РосНИПЧИ «Микроб», Саратов) рассмотрены практические 
аспекты применения метода тангенциальной ультрафильтрации в производстве препаратов на основе бактериофагов 
для диагностики возбудителей опасных инфекций. Коллектив авторов из Саратовского аграрного государственного 
университета (Гнеушева И.А. и др.) изучили антитоксическое действие энтеросорбентов на основе недревесного 
растительного сырья из соломы овса, гречихи и ржи. Евдокимовым И.Ю. и др. (Алтайский государственный 
университет», Барнаул) оценена эффективность совместного и раздельного культивирования B. pumilus B-13250 
и B. toyonensis B-13249.

Сидоренко С.В., Рыжкова Г.Ф. из Курской государственной сельскохозяйственной академии исследовали 
влияние внесения в рацион цыплятам-бройлерам пробиотиков «Зоонорм» и «Ветом 4» на профиль кишечной 
микробиоты. Супрунчук В.Е. (Северо-Кавказский федеральный университет, Ставрополь) показана возможность 
создания наночастиц на основе фукоидана, модифицированного магнетитом, применимых при разработке адресных 
систем доставки. Специалисты из учреждений Саратова (Гаврилова Ю.К. и др.) сконструировали флуоресцирую-
щие конъюгаты на основе антител к рибонуклеопротеину вируса бешенства «Москва 3253Vero» с флуорохромами 
ФИТЦ и Alexa Fluor (532 нм).

В работе Н.Ф. Бираговой и др. (Владикавказ) установлены основные оптимальные условия для брожения 
просяного сусла t=30 °C, pH=4,5–5,3. Группа специалистов из Алтайского государственного университета (Яценко 
Е.С. и др.) публикуют результаты исследования ингибиторной активности растений на штамм бактерий Pseudomonas 
fluorescens АP-33. Котова Н.В. с коллегами (Санкт-Петербургский государственный химико-фармацевтический 
университет) разработали схему выделения и очистки антибиотика немедицинского назначения имбрицина из куль-
туральной жидкости Streptomyces imbricatus.

Авторский коллектив из учреждений Саратова и Республики Узбекистан (Шаповал О.Г. и др.) провел 
сравнительную оценку антибактериальной активности эфирных масел тимьянов Thymus serpyllum L., Thymus 
marshallianus Willd. и Pimpinella anisum L. в отношении штаммов уропатогенных грамотрицательных бактерий, 
выделенных от беременных женщин.

Обзоры представлены тремя группами. Специалисты из Ростовского-на-Дону противочумного института 
(Гаевская Н.Е. и др.) осуществили обзор литературы по использованию бактериофагов в терапии и профилактике 
особо опасных инфекций. Другая группа работников того же института (Якушева О.А. и др.) систематизировала 
сведения о клеточных линиях кишечника человека, которые применяют как альтернативу биомоделям для получения 
новых сведений о холерных вибрионах. Исследователи из Анапы (Потапов П.К. и др.) рассмотрели потенциальные 
возможности производства биотоплива третьего поколения с применением зеленых микроводорослей, способных 
расти на доступных и дешевых отходах пищевого и коммунального хозяйства.

В заключение помещены исторические материалы к 150-летию со дня рождения выдающегося отечественного 
биолога Николая Константиновича Кольцова (1872–1940).

Главный редактор, 
президент Общества биотехнологов России, 
профессор Р.Г. ВАСИЛОВ
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 616-079 

ПРИМЕНЕНИЕ ТАНГЕНЦИАЛЬНОЙ УЛЬТРАФИЛЬТРАЦИИ  
В ПРОИЗВОДСТВЕ ДИАГНОСТИЧЕСКИХ БАКТЕРИОФАГОВ

А.К. НИКИФОРОВ, М.В. ОВЧИННИКОВА, А.В. КОМИССАРОВ,  
О.С. ЗИНИНА, К.С. ГУМАЮНОВА*, Ю.В. СИНЯГИНА

ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора, Саратов

Рассмотрены практические аспекты применения метода тангенциальной ультрафильтрации в производстве препаратов 
на основе бактериофагов для диагностики возбудителей опасных инфекций. Изучены параметры барометрического процесса – 
степень концентрирования, давление, номинальная отсечка по молекулярной массе ультрафильтрационных мембран и качество 
целевых продуктов, время проведения процедуры. Показана возможность применения тангенциальной ультрафильтрации в 
решении проблемы низкой репродуктивности маточных линий бактериофагов и получения целевого продукта в концентрациях, 
соответствующих требованиям нормативной документации.

Ключевые слова: ультрафильтрация, бактериофаги, концентрирование.

© 2022 г. Никифоров А.К., Овчинникова М.В., Комиссаров А.В.,  
Зинина О.С., Гумаюнова К.С., Синягина Ю.В.
* Автор для переписки:
Гумаюнова Кристина Сергеевна
младший научный сотрудник  лаборатории диагностических препара-
тов, ФКУН РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора, Саратов
E-mail: kristina.gumayunova@gmail.com

Введение

Бактериофаги нашли широкое применение во 
многих сферах деятельности человека благодаря своей 
высокой специфичности, технической доступности поста-
новки анализа и экспрессности метода. Они по-прежнему 
остаются актуальными в лечении и профилактике ин-
фекционных болезней, индикации и идентификации их 
возбудителей [5].

Основополагающим аспектом изготовления фа-
говых препаратов, обеспечивающих высокую специфи-
ческую активность готового препарата диагностических 
бактериофагов, является качество посевного материала 
– маточных культур фагов.

Маточные культуры фагов – жидкие специфи-
чески стерильные фагофильтраты бульонных культур 
микроорганизмов, содержащие взвесь частиц соот-
ветствующих фагов. Каждая маточная культура имеет 
ограниченный срок хранения, по истечении которого у 
части фагов констатируется уменьшение содержания 
активных частиц. Также отмечено, что при использовании 
маточного фага с высокой активностью при получении 
полуфабрикатов диагностических препаратов (фаго-

фильтратов), в силу ряда причин, выращенный продукт 
может характеризоваться низкой урожайностью фаговых 
частиц, приводящей к потере специфических свойств – 
активности и специфичности.

Традиционный трудоемкий процесс концентри-
рования бактериофагов на плотных питательных средах 
привел к поиску альтернативных методик, позволяющих 
не только упростить, но и повысить эффективность 
процесса получения фагового потомства в стабильно 
высоких концентрациях. Решить проблему получения 
фагового материала с необходимыми концентрациями 
даст возможность метод тангенциальной (кросс-флоу) 
ультрафильтрации, который является одним из перспек-
тивных методов фильтрации в тангенциальном режиме на 
установках с плоскорамными фильтрующими элементами 
с использованием мембран, оптимально соответствующих 
молекулярной массе получаемого продукта. 

Ультрафильтрация – это процесс мембранного 
разделения, при котором из раствора отделяются моле-
кулы и частицы размером от 10 до 200 Å [3]. Технология 
кросс-флоу достаточно широко применяется для очистки 
и концентрирования целевых продуктов (белка, клеточ-
ного супернатанта, различных вирусов) при производстве 
иммунобиологических лекарственных препаратов [1, 6]. 
Комплексное применение каскада микрофильтрации и 
ультрафильтрации фаголизатов микроорганизмов IV 
групп патогенности для извлечения балластных веществ 
из полупродуктов (остатков питательной среды, белков, 
метаболитов бактерий) обеспечивает возможность полу-
чать высокоочищенные препараты, пригодные для парен-
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терального введения [2, 4]. Однако ультрафильтрация 
фаголизатов бактериофагов, специфичных в отношении 
возбудителей опасных инфекций (ПБА I–III групп па-
тогенности), для получения фагофильтратов с высоким 
содержанием БОЕ/мл до настоящего времени не нашла 
широкого применения в биотехнологической практике. 
При этом следует учитывать, что уменьшение объема 
фагофильтрата бульонных культур опасных инфекций 
позволяет получить пропорциональное увеличение кон-
центрации фаговых частиц на единицу объема.

Материалы и методы

В эксперименте использовали установку тангенци-
альной ультрафильтрации, состоящую из фильтрацион-
ного модуля Vivaflow 200 и перистальтического насоса 
Masterflex с регулируемой скоростью. Выбор в пользу 
установки Vivaflow 200 был обусловлен ее высокой на-
дежностью, эффективностью и производительностью. 
При необходимости существует возможность подклю-
чения двух и более одинаковых модулей для быстрого 
концентрирования большого объема растворов в 50 раз; 
практически полного извлечения образца из большинства 
жидкостей («мертвый» объем составляет менее 500 
мкл). Немаловажно, что конструкция канала контура 
рециркуляции может обеспечить высокие скорости про-
цесса фильтрации/концентрирования при минимальных 
требованиях, предъявляемых к мощности используемого 
насоса. Прозрачный дизайн корпусов модуля предо-
ставляет возможность контроля как фильтровальной 
жидкости, так и состояния мембраны.

С целью апробации методики, позволяющей эф-
фективно осуществлять концентрацию маточных культур 
бактериофагов, специфичных в отношении возбудителей 
опасных инфекций I–III групп патогенности, была про-
ведена серия экспериментов по концентрированию фа-
гофильтратов бульонной культуры Y. pseudotuberculosis.

Предварительное выращивание штамма-про-
дуцента Y. pseudotuberculosis 158 (1) осуществляли в 
жидкой питательной среде – бульоне Хоттингера, рН 
7,2±0,1 при температуре 37±1 °С в течение 23±1 ч. В 
жидкую питательную среду засевали бульонную культуру 
Y. pseudotuberculosis 158 (1) и маточный псевдотуберку-
лезный бактериофаг с известным титром из расчетного 
соотношения: в 1 мл жидкой питательной среды – 5×109 

микробных клеток культуры и 5×108 БОЕ/мл. Полу-
ченную смесь инкубировали при температуре 37±1 °С 
в течение 23±1 ч. В целях соблюдения требований 
биологической безопасности фаголизат подвергали 

стерилизующей фильтрации с дальнейшей постановкой 
контроля специфической стерильности. В дальнейшем 
эксперименте использовали специфически стерильный 
фагофильтрат.

В ходе проведения опытов по концентрированию 
фагофильтрата псевдотуберкулезного бактериофага 
подбирали оптимальные значения показателей процесса 
тангенциальной ультрафильтрации.

Проводили экспериментальное концентриро-
вание фагофильтратов через фильтрующие модули с 
материалом мембран из полиэтиленсульфона (ПЭС) 
с НОММ 50, 100 и 200 кДа. Значение давления на 
линии возврата концентрируемого продукта составляло  
0,15 МПа. Для определения оптимального номинального 
объема фильтруемой жидкости с целью получения вы-
соких значений БОЕ/мл исследовали фагофильтраты 
Y. pseudotuberculosis 158 (1) в количестве 1,0, и 5,0 л, 
концентрирование проводили до уменьшения объемов 
исходных жидкостей в 2 и 10 раз соответственно. Эф-
фективность баромембранного процесса определяли 
по изменению содержания количества фаговых частиц 
(БОЕ/мл) в полученных концентратах относительно 
количества фаговых частиц, содержащихся в исходном 
продукте, двуслойным методом по Грациа, наличию 
(отсутствию) фаговых частиц в отсекаемых жидкостях 
методом фаговой дорожки (метод Фишера) и по значе-
нию средней скорости потока. 

Применяя ранее полученные оптимальные зна-
чения начального объема фагофильтрата (л), средней 
скорости потока (мл/мин) и номинальной отсечки 
по молекулярной массе (НОММ) для используемых 
мембран, определяли возможность использования кон-
центрирования тангенциальной фильтрацией фагофиль-
тратов бульонных культур, специфичных в отношении 
возбудителей опасных инфекций (I–III групп патоген-
ности), для получения полуфабрикатов, отвечающих 
требованиям нормативной документации.

Для изучения возможности применения тан-
генциальной ультрафильтрации при производстве 
бактериофагов, специфичных в отношении возбу-
дителей опасных инфекций (I–III групп патоген-
ности), провели серию экспериментов на фильтратах 
182/154 фага бульонной культуры V. choleraе 145 
классического биовара; Л-413С бульонной культуры  
Y. pestis EV, фильтрата псевдотуберкулезного фага бу-
льонной культуры Y. pseudotuberculosis 158 (1). Объем 
каждого исходного образца составлял 5 л, уменьшение 
количества жидкости проводили в 100 раз – до 50 
мл. Применяли фильтрационный модуль с мембраной 
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НОММ 100 кДа, средняя скорость потока – 50,2 мл/
мин. 

Эффективность процесса концентрирования 
определяли изменением количества фаговых частиц в 
полученных концентратах двуслойным методом по Гра-
циа. Отсутствие (наличие) фаговых частиц в отсекаемой 
жидкости определяли методом фаговой дорожки (метод 
Фишера). В целях соблюдения требований биологиче-
ской безопасности фаголизат подвергали стерилизующей 
фильтрации с дальнейшей постановкой контроля специ
фической стерильности. 

Были проведены эксперименты с фильтратом фага 
184/152 бульонной культуры V. choleraе 145 классиче-
ского биовара. Выращивание штамма-продуцента V. 
choleraе 145 классического биовара осуществляли в жид-
кой питательной среде – бульоне Хоттингера, рН 7,6 
при температуре 37±1 °С в течение 4 часов. В жидкую 
питательную среду засевали бульонную V. choleraе 145 
классического биовара и маточный бактериофаг 184/152 
из расчетного соотношения: на 1 мл бульона Хоттингера 
рН 7,6±0,1 посевная доза культуры составляла 6×106 
микробных клеток и 6×106 фаговых частиц. Полученную 
смесь инкубировали при температуре 37±1 °С в течение 
4 часов. 

При выращивании бактериофага Л-413С ис-
пользовали штамм-продуцент Y. pestis EV. Засев 

бактериофага и культуры в жидкую питательную среду 
– бульон Хоттингера рН 7,2±0,1 проводили из расчета 
5×105 микробных клеток и 2×105 фаговых частиц на 1 мл 
питательной среды. 

Лизат псевдотуберкулезного бактериофага бу-
льонной культуры Y. pseudotuberculosis 158 (1) полу-
чали инкубированием смеси бульонной культуры Y. 
pseudotuberculosis 158 (1) и маточного псевдотуберку-
лезного бактериофага из расчетного соотношения: 5×109 
микробных клеток культуры и 5×108 фаговых частиц на 
1 мл жидкой питательной среды.

Результаты и обсуждение

Результаты определения эффективности кон-
центрирования фагофильтратов бульонной культуры Y. 
pseudotuberculosis 158 (1) в зависимости от НОММ 
мембран представлены в таблице 1. При анализе полу-
ченных данных установлено:

	- применение мембран с НОММ 200 кДа нецеле-
сообразно в силу того, что в отсекаемой жидкости 
обнаруживаются фаговые частицы;

	- наиболее эффективным является применение филь-
трационного модуля с мембраной с НОММ 100 
кДа: в сравнении с мембраной с НОММ 50 кДа 
средняя скорость потока выше практически в 5 раз.

Таблица 1 
Эффективность концентрирования фагофильтратов бульонной культуры Y. pseudotuberculosis 158 (1)

Определяемые 
параметры

Значения НОММ, кДа
50 100 200

И* К** О*** И К О И К О

Номинальный объем фагофильтрата 1,0 л (уменьшение объема – в 10 раз)

Количество 
фаговых частиц 

(БОЕ/мл)
5×10

7
1,8×10

8

от
су

тс
тв

уе
т

5×10
7

2×10
8

от
су

тс
тв

уе
т

5×10
7

6,2×10
7

15
 ф

аг
ов

ых
 

ко
рп

ус
ку

л

Средняя скорость 
потока (мл/мин) 10,4 50,2 76,0

Номинальный объем фагофильтрата 5,0 л (уменьшение объема – в 100 раз)

Количество 
фаговых частиц 

(БОЕ/мл)
5×10

7
3,8×10

9

от
су

тс
тв

уе
т

5×10
7

2,4×10
9

от
су

тс
тв

уе
т

5×10
7

5,7×10
7

21
 ф

аг
ов

ая
 к

ор
пу

ск
ул

а

Средняя скорость 
потока (мл/мин) 10,4 50,2 76,0

Примечание: * – исходные фагофильтраты; ** – концентраты фаголизатов; *** – отсекаемая жидкость
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Результаты концентрирования фагофильтратов 
бульонных культур, специфичных в отношении возбу-
дителей опасных инфекций (I–III групп патогенности), 
представлены в таблице 2.

При сравнительном анализе показателей исходных 
фагофильтратов, концентратов фаголизатов и отсекаемой 
жидкости, представленных в таблице 2, установлено:

	- при уменьшении объема концентрируемых фаго-
вых фильтратов в 100 раз происходит увеличение 
концентрации фаговых частиц в 100 раз;

	- полученные концентраты фаговых лизатов отвеча-
ют всем необходимым требованиям нормативной 
документации по показателю количества фаговых 
частиц.

Таблица 2
Эффективность концентрирования фагофильтратов бульонных культур, специфичных в отношении возбу-

дителей опасных инфекций (I–III групп патогенности)

Фагофильтрат 
Количество фаговых частиц, БОЕ/мл

Исходный фагофильтрат Концентрат фагофильтратов Отсекаемая жидкость

Фагофильтрат бульонной 
культуры V. choleraе 145 
классического биовара 

8×10
5

2×10
7 отсутствует

7×10
5

2,1×10
7 отсутствует

6,5×10
5

1,5×10
7 отсутствует

6×10
5

3×10
7 отсутствует

Согласно требованиям нормативной документации, готовый препарат должен содержать  
не менее 1×107 фаговых частиц в 1 мл

Фагофильтрат 
Количество фаговых частиц, БОЕ/мл

Исходный фагофильтрат Концентрат фагофильтратов Отсекаемая жидкость

Фагофильтрат бульонной 
культуры Y. pestis EV

5×10
3

3×10
5 отсутствует

7×10
3

2,5×10
5 отсутствует

8×10
3

4×10
5 отсутствует

7×10
3

3×10
5 отсутствует

Согласно требованиям нормативной документации, готовый препарат должен содержать  
не менее 1×105 фаговых частиц в 1 мл

Фагофильтрат 
Количество фаговых частиц, БОЕ/мл

Исходный фагофильтрат Концентрат фагофильтратов Отсекаемая жидкость

Фагофильтрат бульонной 
культуры  

Y. pseudotuberculosis 158 (1)

8×10
5

3,5×10
7 отсутствует

7,5×10
5

3,2×10
7 отсутствует

6×10
5

1,5×10
7 отсутствует

7,8×10
5

4×10
7 отсутствует

Согласно требованиям нормативной документации, готовый препарат должен содержать  
не менее 1×107 фаговых частиц в 1 мл

А.К. Никифоров и др., с. 8–13

Заключение

Таким образом, результаты, добытые в ходе про-
ведения экспериментов, показывают принципиальную 
возможность применения ультрафильтрации в танген-
циальном потоке для получения полуфабрикатов диа-
гностических бактериофагов. 

Следует отметить, что применение тангенциальной 
ультрафильтрации при производстве бактериофагов, 
специфичных в отношении возбудителей опасных инфекций  

(I–III групп патогенности), для повышения содержания 
фаговых частиц (БОЕ/мл) возможно только при зна-
чительном объеме исходного фагофильтрата.

Данный методический прием может быть 
использован как в производстве диагностических 
фаговых препаратов, при поддержании коллекции 
маточных культур бактериофагов, так и применяться 
при проведении научных изысканий, связанных с по-
исками новых бактериофагов и совершенствованием 
существующих.
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APPLICATION OF TANGENTIAL ULTRAFILTRATION  
IN THE PRODUCTION OF DIAGNOSTIC BACTERIOPHAGES

A.K. NIKIFOROV, M.V. OVCHINNIKOVA, A.V. KOMISSAROV,  
O.S. ZININA, K.S. GUMAYUNOVA, Yu.V. SINYAGINA

Russian Research Anti-Plague Institute «Microbe» of the Rospotrebnadzor, Saratov

The practical aspects of the application of the method of tangential ultrafiltration in the production of preparations based on 
bacteriophages for the diagnosis of pathogens of dangerous infections are considered. The parameters of the barometric process were 
studied: the degree of concentration, pressure, nominal cutoff by molecular weight of ultrafiltration membranes and the quality of the 
target products, the time of the procedure. The possibility of using tangential ultrafiltration in solving the problem of low reproduction of 
bacteriophage uterine lines and obtaining the target product in concentrations that meet the requirements of regulatory documentation 
is shown.
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В статье приведены исследования по применению энтеросорбентов на основе недревесного растительного сырья из соломы 
овса, гречихи и ржи. Установлена высокая сорбционная способность энтеросорбентов на основе соломы гречихи при контакте 
с маркерными модельными растворами метиленового синего и желатина. Эффективность лечебного и профилактического дей-
ствия энтеросорбентов изучали на белых лабораторных мышах, зараженных острым эшерихиозом. Показано, что применение 
энтеросорбента на основе соломы гречихи указывает на потенциальную возможность удаления токсинов различной природы.
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Введение

В настоящее время отходы сельскохозяйственного 
производства (недревесное растительное сырье) не на-
ходят должного применения в производстве. Потенциал 
данного сырья используют нерационально. Большая 
часть отходов либо складируется в отвалы, либо сжи-
гается, остальную часть запахивают или используют в 
подсобном хозяйстве.

Приоритетное направление переработки соломы 
овса (Avena sativa L.), гречихи (Fagopyrum esculentum 
Moench.), ржи (Secale sp.) и пшеницы (Triticum sp.), в 
том числе недревесных отходов сельскохозяйственного 
производства, – это создание сорбентов на основе 
пшеничных отрубей, свекловичного жома, которые по-
глощают тяжелые и радиоактивные металлы [7, 8], а 
также для очистки природных сред, таких как сточные 
воды, газовые выбросы, грунт [1, 9].

В ветеринарии для удаления токсинов различного 
рода используется энтеросорбция, которая является ак-
туальной областью применения сорбентов, содержащих 
в своей основе недревесное растительное сырье [4, 10].

Наиболее распространенным отходом сельскохо-
зяйственного производства представляется недревесное 
сырье, что обуславливает целесообразность использо-
вания этого потенциала для получения энтеросорбентов 
как перспективного, доступного и дешевого субстрата. 
И, действительно, солома овса, гречихи, ржи и пшеницы 
богата значительным количеством лигнина, характеризу-
ется высокой долей целлюлозы, гемицеллюлозы. 

Перспективно также получение сорбентов на 
основе целлюлозы в экономическом плане, в том числе 
материалов, содержащих ферроцианиды, сульфиды, 
гидроксиды [2, 5]. Использование энтеросорбентов 
в ветеринарной практике способствует уменьшению 
токсического действия веществ, патогенных бактерий 
и продуктов их жизнедеятельности [3]. Вещества раз-
нообразной химической структуры – энтеросорбенты 
– посредством процессов адсорбции, ионообмена, 
абсорбции, комплексообразования осуществляют в 
желудочно-кишечном тракте связывание экзогенных и 
эндогенных веществ.

Важное преимущество сорбентов в сравнении с 
другими фармакологическими препаратами заключается 
в опосредованности их действия, которая заключается в 
воздействии именно на токсин; при этом наблюдается 
ослабление в организме аллергических и воспалительных 
реакций [6].

Цель данной работы – обоснование возможности 
применения энтеросорбентов на базе недревесного рас-
тительного сырья в ветеринарной практике в качестве 
средства для лечения и профилактики желудочно-ки-
шечных инфекций в опытах in vivo.
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Материалы и методы

Объекты исследования. Для получения энте-
росорбентов в качестве исходного сырья использовали 
измельченную (0,5 мм) воздушно-сухую массу соломы 
овса, гречихи посевной, ржи (влажность 10–11%). 

Получение сорбентов. Полученное измельчен-
ное сырье экстрагировали последовательно холодной, 
горячей водой и смесью, состоящей из спирта и бензола, 
затем подвергали обработке 1%-ным раствором гидрок-
сида натрия при следующих условиях: гидромодуль 1:25, 
температура 90–95 °С, в течение 1 часа при постоянном 
перемешивании на качалочной платформе. Полученный 
водный раствор щелочи по окончании процесса отделяли 
с помощью нутч-фильтра от реакционной смеси. Для 
нейтрализации остатков щелочи применяли 0,1 н. раствор 
соляной кислоты, дополнительно промывая сорбент во-
дой. После удаления жидкости сорбент сушили до сухой 
массы при температуре 55–60 °С, затем измельчали до 
размера частиц 0,3–0,5 мм. 

Сорбционную активность энтеросорбентов из 
соломы овса (Эсо), соломы гречихи (Эсг), соломы 
ржи (Эср) определяли, используя вещества-маркеры, 
которые имеют различную молекулярную массу: 0,15% 
– метиленовый синий – МС – и 0,60% – желатин). 

Для изучения кинетики сорбции энтеросорбен-
тами МС и желатина продолжительность контакта вы-
держивали в интервале от 30 до 180 минут при рН 5,5, 
постоянно перемешивая. 

В качестве образцов сравнения использовали про-
мышленные препараты для клинической ветеринарии 
«Полифепан» (ЗАО Сайтек, Санкт-Петербург) – для 
сельскохозяйственных животных и «Цамакс» (АО Ца-
макс, Россия) – для домашних животных. 

Оценку эффективности лечебно-профилактиче-
ского действия энтеросорбентов, содержащих солому 
овса, гречихи, ржи, проводили на лабораторных мы-
шах, имеющих острые желудочно-кишечные инфекции 

(формировали 10 экспериментальных групп, в каждой 
из которых было 5 животных) на базе Орловского 
государственного аграрного университета имени Н.В. 
Парахина. Животных заражали культурой E. coli се-
ротипа О138 К99 (в 1 мл 500 млн. микробных тел), 
полученной после 18 часов культивирования. Культуру 
животным вводили внутрибрюшинно. Энтеросорбент 
вводился в течение трех суток до момента заражения 
культурой E. coli. Чтобы оценить лечебные свойства 
сорбента, его начинали вводить при появлении первых 
клинических признаков заражения вплоть до полного 
выздоровления мышей.

Группа лабораторных мышей получала энтеросор-
бент для профилактики один раз в сутки из расчета 0,2 
г на 1 кг массы животного. Для лечебных целей другая 
группа животных получала 0,2 г сорбента на 1 кг массы 
тела животного.

В течение всего эксперимента осуществляли оценку 
продолжительности проявления клинических признаков, 
тяжести течения заболевания, сохранность животных, 
определяли показатели бактериальной обсемененности 
культурой E. coli. Животные, которые погибли во время 
эксперимента, подвергались патологоанатомическому 
вскрытию.

Результаты и обсуждение

Возможность применения энтеросорбентов в 
клинической практике характеризуется посредством 
основного показателя – сорбционной активности.

Сорбционную способность энтеросорбентов опре-
деляли с помощью метиленового синего (АМС), который 
способен моделировать токсичные вещества, имеющие 
молекулярную массу до 500 атомных единиц массы (со-
единения, содержащие фосфор, креатинин, барбитураты 
и др.), и желатина (Ажел), способного моделировать 
белковые токсины, а также содержание в них водорас-
творимых веществ (ВРВ) (табл. 1).

Таблица 1 
Значение показателей основных характеристик энтеросорбентов из недревесного растительного сырья 

Показатели
Энтеросорбент

Эсо Эсг Эср «Полифепан» «Цамакс»

АМС, мг/г 53,8±1,1 55,1±1,2 54,9±2,1 54,6±0,9 53,9±1,4

Ажел, мг/г 28,4±0,8 31,1±0,7 28,9±0,9 28,7±0,8 29,1±0,9

ВРВ, масс% 4,6±0,1 4,5±0,1 4,4±0,2 4,3±0,1 5,0±0,1

Зола, % 1,15±0,2 1,25±0,2 1,1±0,2 1,2±0,2 1,1±0,2
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Установлено, что исследуемые энтеросорбенты из 
недревесного растительного сырья не превосходят образ-
цы сравнения по способности сорбировать метиленовый 
синий и желатин.

Необходимо отметить, что энтеросорбент из со-
ломы гречихи проявляет незначительно большую сорбци-
онную активность в отношении желатина на 6–8%, что 
говорит о потенциальной способности удаления токсинов 
белковой структуры.

Уровень остаточных ВРВ в исследуемых энтеросор-
бентах находится в пределах допустимых норм (уровень, 
который допустим для медицинского назначения). Анало-
гичный вывод относится и к показателям содержания золы 

– важная характеристика энтеросорбента, поскольку энте-
росорбенты с малой зольностью способствуют сведению к 
минимуму минеральных компонентов, которые поступают 
в желудочно-кишечный тракт животного. В исследуемых 
препаратах уровень золы составляет 1,1–1,25%. 

Энтеросорбенты из недревесного растительного 
сырья обладают достаточно быстрой сорбцией исследу-
емых маркерных веществ (рис. 1, 2). 

Рисунки 1, 2 показывают, что, используя модель-
ные растворы метиленового синего и желатина, дости-
жение сорбционного равновесия наблюдали в среднем 
через 90 минут сорбции, которое составило 69,3–71,9 
и 31,5–32,9 мг/г соответственно.

Рис. 1. Кинетические кривые сорбции метиленового синего при рН 5,5 (мг/г)

Рис. 2. Кинетические кривые сорбции желатина при рН 5,5 (мг/г)
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По истечении 60 минут взаимодействия с метиле-
новым синим и желатином энтеросорбенты поглощают 
большую часть от равновесной сорбции. Данный факт 
говорит о способности энтеросорбентов удалять орга-
нические токсины. 

Результаты изучения свойств исследуемых эн-
теросорбентов из растительного сырья недревесного 
происхождения для профилактики и лечения острых 
желудочно-кишечных инфекций экспериментальных 
животных представлены в таблице 2. 

Таблица 2 
Эффективность лечебного и профилактического действия энтеросорбентов  

(0,2 г на кг массы животного) из недревесного растительного сырья для профилактики  
и при остром эшерихиозе экспериментальных животных

Группы животных
Купирование  

клинических признаков 
заболевания, ч

Показатель зараженности 
тестовой культурой,  

КОЕ/г химуса

Сохранность  
лабораторных мышей, %

Лечебная группа

Опытная Эсо Не купировано Более 300 0

Опытная Эсг 48 12 90

Опытная Эср 48 24 60

Контрольная «Полифепан» 48 12 80

Контрольная «Цамакс» Не купировано Более 300 0

Профилактическая группа

Опытная Эсо 48 18 80

Опытная Эсг 48 6 100

Опытная Эср 48 12 90

Контрольная «Полифепан» 48 6 100

Контрольная «Цамакс» 48 12 90

И.А. Гнеушева и др., с. 14–19

Изучая лечебную эффективность энтеросорбентов 
через 48 ч в опытных группах с экспериментальными 
животными, наблюдали после введения препаратов 
нормализацию аппетита и активность при использовании 
сорбентов на основе ржаной и гречишной соломы. 

Экспериментальные животные были сохранены на 
60–90%. В контрольной группе при лечении препаратом 
«Цамакс» и в опытной при введении энтеросорбента на 
основе соломы овса у всех животных наступила смерть 
от инфекции. При проведении вскрытия установили, 
что отсутствуют признаки воспаления, ткани печени без 
признаков воздействия токсинов. Это позволяет сделать 
вывод о незначительном влиянии токсинов бактерий на 
органы и ткани экспериментальных мышей.

Использование опытного энтеросорбента на 
основе гречишной соломы и контрольного препарата 
«Полифепан» в терапевтических целях привело к сохра-
нению большей части лабораторных мышей вследствие 
эффективной сорбции токсинов бактерий, которая спо-
собствовала ограничению их проникновения в клетки. 

У контрольной и опытной групп лабораторных 
мышей, зараженных эшерихиозом, применение сорбента 
в профилактических целях способствовало легкому тече-
нию заболевания без признаков поражения желудочно-
кишечного тракта. 

При проведении исследований в профилакти-
ческой группе сохранность лабораторных животных с 
применением энтеросорбента на основе гречишной со-
ломы достигал 100%. Аналогичный показатель сохран-
ности наблюдался и в контрольной группе с препаратом 
«Полифепан». В опытной группе мышей, получавших 
энтеросорбент на основе ржаной соломы и в контрольной 
с препаратом «Цамакс», показатель сохранности живот-
ных составил 90%. Наименьший показатель сохранности 
лабораторных мышей наблюдали в группе при введении 
препарата на основе соломы овса – 80%.

Исследуя показатели зараженности тестовой куль-
турой (КОЕ/г) химуса у экспериментального животного 
выявлено, что у опытной лечебной группы мышей, кото-
рая получала энтеросорбент на основе соломы гречихи, 
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а также препарат «Полифепан», наблюдалось снижение 
количества микроорганизмов E. coli в 25 раз, а в про-
филактической группе животных – в 50 раз.

Таким образом, энтеросорбент, который был полу-
чен на основе соломы гречихи и препарат «Полифепан», 
полученный на основе лигнина в промышленности, в 
данном исследовании показали высокоэффективное 
лечебно-профилактическое действие в отношении E. coli 
серотипа О138 К 99. 

Заключение

На основании полученных результатов можно сде-
лать вывод, что солома, являясь отходом сельскохозяй-
ственного производства, служит сырьем для получения 
сорбентов, обладающих свойствами, определяющими 
существенные преимущества перед традиционными 
энтеросорбентами.

Энтеросорбент, полученный на основе соломы гре-
чихи, при эшерихиозе обладает лечебно-профилактиче-
ским действием, что показано с помощью биологических 
моделей с маркерными веществами.

На перспективность применения энтеросорбентов 
из соломы гречихи указывают результаты экспериментов, 
в ходе которых получены данные, свидетельствующие 
о способности сорбентов удалять токсичные вещества 
различной природы. 

Экологическая чистота, низкая себестоимость, до-
ступная сырьевая база, высокие сорбционные характери-
стики позволяют рекомендовать солому гречихи для полу-
чения энтеросорбентов для использования в ветеринарии.
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The article presents studies on the use of enterosorbents based on non-wood plant materials from oat, buckwheat and rye straw. 
A high sorption capacity of enterosorbents based on buckwheat straw in contact with marker model solutions of methylene blue and 
gelatin has been established. The effectiveness of the therapeutic and prophylactic action of enterosorbents was studied on laboratory 
white mice infected with acute escherichiosis. It is shown that the use of an enterosorbent based on buckwheat straw indicates the 
potential possibility of removing toxins of various nature.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 579.66

ОПТИМИЗАЦИЯ ТЕХНОЛОГИИ ПРОИЗВОДСТВА ПРОБИОТИКА  
НА ОСНОВЕ СПОРОВЫХ БАКТЕРИЙ BACILLUS PUMILUS B-13250  

И BACILLUS TOYONENSIS B-13249 

И.Ю. ЕВДОКИМОВ*, А.Н. ИРКИТОВА, А.В. МАЛКОВА, М.В. ШИРМАНОВ, Д.Е. ДУДНИК

ФГБОУ ВО «Алтайский государственный университет», Барнаул

В данной работе оценена эффективность совместного и раздельного культивирования B. pumilus B-13250 и B. 
toyonensis B-13249. В ходе культивирования B. toyonensis и B. pumilus в ферментере установлено, что спорообразо-
вание и при раздельном, и при совместном способах культивирования начинается через 4–8 часов с момента внесения 
инокулята в ферментер. Масса готовых концентратов в обоих случаях составила 120,29±17,07 г. Отмечено, что при 
сокультивировании оба штамма дорастают до необходимого производственного титра (не менее 1×1011 КОЕ/г в сухом 
концентрате). Описана возможность совместного культивирования B. pumilus и B. toyonensis, что уменьшает время и 
трудозатраты при производстве биологического препарата. Также выявлен синергический эффект и большая стабиль-
ность при хранении готового продукта. 

Ключевые слова: Bacillus pumilus, Bacillus toyonensis, совместное культивирование, пробиотики, аквакультура.
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Введение

Важным приоритетом в развитии современных 
биотехнологий является оптимизация условий культи-
вирования уже хорошо известных микроорганизмов, 
используемых в промышленном производстве, а также 
расширение пула используемых штаммов микробов. В 
опубликованной литературе много исследований, посвя-
щенных описанию исходных микроорганизмов, подбору 
условий культивирования, способам обогащения сред для 
получения целевых продуктов: биомассы, метаболитов, 
ферментов и т.д. При этом главными задачами при про-
мышленном производстве бактериальных препаратов 
по-прежнему являются ускорение процесса ферментации 
с экономической точки зрения, а также наибольший 
выход целевого продукта [5, 9, 11, 12]. Большинство 
современных исследований – это работы по оптимиза-
ции условий культивирования за счет их изменения для 
наиболее благоприятного роста организмов. Подбор 
pH, уровня растворенного кислорода, температуры, 
применение световой индукции и т.д. направлены на 
наибольшее накопление биомассы микроорганизма за 

более короткий промежуток времени, что значительно 
уменьшает финансовые затраты при производстве био-
продуктов [7, 8, 20, 22]. 

Постоянно увеличивается категория исследований 
по оптимизации именно питательных сред, подбора ком-
понентов, их количества, более дешевых альтернатив для 
культивирования микроорганизмов с целью удешевления 
производства без потери эффективности и качества, так 
как положительный эффект от подобных исследований 
экономически выгоден при промышленном производстве 
биологических препаратов [1, 13, 15]. В исследованиях 
по улучшению технологий культивирования споровых 
бактерий для получения целевых активных метаболи-
тов: ферментов, аминокислот, витаминов и т.д. ученые 
пытаются улучшить питательные среды путем добав-
ления специализированных компонентов, либо посадки 
организмов на субстраты, или же изменением состава 
стандартных сред [4, 15, 16, 18, 21].

Еще одним способом увеличения экономической 
выгоды микробного производства служит совместное 
культивирование разных бактерий [10, 14]. Новой и наи-
более актуальной темой по использованию совместного 
культивирования микроорганизмов является наработка 
более эффективных вторичных метаболитов путем со-
культивирования [17, 19].

Цель данной работы: оптимизация технологии 
производства пробиотика для аквакультуры и животных 
путем совместного культивирования B. pumilus B-13250 
и B. toyonensis B-13249.
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Материалы и методы

В качестве объектов исследования использова-
ны два штамма ризосферных споровых бактерий B. 
toyonensis В-13249 и B. pumilus В-13250 из коллекции 
ИЦ «Промбиотех» Алтайского государственного уни-
верситета (рис. 1).

Рис. 1. Внешний вид штаммов микроорганизмов:  
А – чистые культуры B. toyonensis на скошенном 
агаре (слева), на L-агаре (справа), 10×; B – чистые 
культуры B. pumilus на скошенном агаре (слева), на 
L-агаре (справа), 10×

Как для раздельного, так и для совместного куль-
тивирования исследуемых штаммов споровых бактерий 
использовали одинаковые питательные среды и условия 
культивирования. 

Питательные среды: L-среда для приготовления 
на ней посевного материала; среда Эндо для проверки 
наличия в пробах бактерий группы кишечной палочки; 
ферментативная питательная среда непосредственно 
для культивирования микроорганизмов в ферментере; 
желатиновая криопротекторная среда для защиты микро-
организмов при заморозке [3, 6]. 

Доля посевного материала составляла около 10% 
от объема стерильной питательной среды инокулируемо-
го ферментера. Для приготовления посевного материала 
штаммы глубинно засевали петлей в колбы объемом 500 
мл с помещенной в них питательной средой, объемом 150 
мл. На этапе получения материнской культуры штаммы 
выращивали всегда раздельно. Культивирование велось 
в шейкер-инкубаторе «Innova 44» при температуре 
37 °С в течение 24 часов, скорость – 250 оборотов в 
минуту (эксцентриситет держателя 5 см). Численность 
микроорганизмов, а также проверку чистоты процессов 
ферментаций и сухих концентратов осуществляли при 

помощи поверхностного посева на среды и дальнейшего 
инкубирования в термостате «Binder BD 115» при 37 °С 
в течение 24 часов [3].

Глубинное культивирование каждого штамма, а 
затем и совместное, проводили в ферментере объемом 
15 литров (производства ООО «Сторге», г. Санкт-
Петербург) с рабочим объемом 10 л. Для сокультиви-
рования использовали посевной материал B. toyonensis 
и B. pumilus объемом 1 л в соотношении 50:50 каждого 
штамма. Для раздельного культивирования использо-
вали посевной материал объемом 1 л для каждого из 
штаммов. Для статирования необходимого pH исполь-
зовали 10%-ный р-р NaOH. В качестве пеногасителя 
использовался лапрол. После посева температуру куль-
туральной жидкости поддерживали на уровне 37±1 °С. В 
самом начале процесса в ферментер непрерывно подавали 
стерильный воздух в количестве 0,5 л/мин на 1 л среды и 
поддерживали давление 0,02–0,03 MPa, перемешивали 
со скоростью 250 об/мин. Каждые 2 часа проводился 
стерильный отбор проб для осуществления наблюдений 
за развитием бактериальной культуры, морфологическим 
состоянием и отсутствием посторонней микрофлоры, а 
также измерения оптической плотности (ОП490) куль-
туральной жидкости. Время культивирования составляло 
22–24 часов. Процесс завершали, опираясь на такие 
показатели, как процент спорообразования, количество 
растворенного кислорода, рН, оптическая плотность 
среды.

Целевым продуктом ферментации являлась био-
масса микроорганизмов, поэтому проводилось концен-
трирование на напольной центрифуге SIGMA 4-16S/KS 
в течение 20 минут при 4100 об/мин. Затем биомассу 
смешивали с криопротекторной средой, замораживали 
и отправляли в камеру лиофильной сушки Epsilon 1-4 
LSCplus. Время сушки составляло 39 ч и 50 мин, после 
чего биомассу извлекали, измельчали и проверяли на 
содержание влаги с помощью анализатора влажности 
MOC63u Shimadzu. 

Полученные результаты выражали через среднее 
значение (M) со стандартным отклонением (m).

Результаты

Согласно полученным нами ранее данным [2], 
L-среда является оптимальной для подращивания посев-
ного материала в колбах с целью последующего внесения 
в ферментационный аппарат. Показатели посевного 
материала, полученные в рамках данного исследования, 
приведены в таблице 1. 
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Таблица 1
Параметры посевного материала перед внесением в 

аппарат на L-среде (M±m)

Штамм Титр, КОЕ/мл ОП pH
B. toyonensis 

В-13249 (2,24±0,33)×108 0,45±0,02 6,89±0,32
B. pumilus 
В-13250 (1,84±0,55)×109 0,40±0,08 6,87±0,68

В начале ферментации в обоих случаях наблюда-
лось увеличение количества клеток микроорганизмов, 
при этом размер бацилл уменьшался, шло активное по-
требление питательных веществ из среды – о чем сви-
детельствуют снижение рН и количество растворенного 
кислорода. Через 6–8 часов культивирования уровень 

pH начинал расти, происходило выделение ферментов и 
других продуктов жизнедеятельности бактерий в среду. 
Также в этот период наблюдалось активное пенообразо-
вание. После того как все питательные вещества среды 
были использованы микроорганизмами, происходило 
повышение уровня рН (8,0–9,0). При достижении рН 
8,0–8,5 начиналось активное спорообразование, что 
подтверждалось результатами микроскопии. Во время 
спорообразования бациллы активно дышали, поэтому в 
данный период интенсивная аэрация не прекращалась, 
вплоть до полного прекращения цикла (24 ч). 

В таблице 2 представлены показатели фермента-
ций штаммов B. pumilus и B. toyonensis на фермента-
тивной питательной среде при раздельном и совместном 
культивировании. 

Таблица 2
Показатели культивирования в 15 л ферментере на ферментативной среде (M±m)

Штамм ОП по часам роста pH по часам роста
2 4 6 24 2 4 6 24

B. toyonensis В-13249 0,98±0,30 1,56±0,18 1,53±0,06 2,04±0,13 6,97±0,26 8,29±0,08 8,61±0,06 8,79±0,97

B. pumilus В-13250 0,76±0,34 1,46±0,65 1,67±0,31 2,18±0,23 6,90±0,07 7,45±0,11 7,63±0,30 8,07±0,16

B. toyonensis В-13249 + 
B. pumilus В-13250 0,78±0,07 1,20±0,18 1,64±0,07 1,80±0,29 7,09±0,02 7,54±0,33 7,73±0,04 8,67±0,04

Культура B. toyonensis в процессе индивидуально-
го роста сильнее смещает pH среды от первоначального 
значения, чем B. pumilus. После 4 часов культивиро-
вания, вплоть до окончания процесса (24 ч) среднее 
значение pH составляло 8,29±0,08 – 8,79±0,97 у B. 
toyonensis и 7,45±0,11 – 8,07±0,16 – у B. pumilus, 
соответственно. При совместном культивировании иссле-
дуемых штаммов значение pH биомассы принципиально 

не отличается: через 4 ч культивирования – 7,54±0,33, 
через 24 ч культивирования – 8,67±0,04. При этом 
в обоих случаях к 20–24 часам культивирования и у 
B. toyonensis, и у B. pumilus заканчивается процесс 
спорообразования и вегетативных клеток фактически не 
остается, обе культуры переходят в споры. На рисунке 2 
представлена морфология клеток бацилл в ходе совмест-
ного культивирования штаммов в биореакторе. 

Рис. 2. Морфология клеток бацилл в пробе через 6 часов совместного культивирования, 1000×:  
А – штамм B. toyonensis; В – штамм B. pumilus
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По микроскопии визуально заметна разница в 
морфологии бактериальных клеток: длина и диаметр 
палочек B. toyonensis больше, чем B. pumilus.

Параметры центрифугирования в обоих вариантах 
(раздельном и совместном способе культивирования) не 
различались: 20 минут при 4100 об/мин. При этом оба 
штамма легко отделялись, не слипались и соответство-
вали своим первоначальным морфологическим и физио-
логическим характеристикам.

Условия и время процесса лиофилизации так-
же были одинаковыми. Условия сушки: охлаждение 
полки и замораживание продукта до -35 °С, прогрев 
до -20 °С и сушка с увеличением на каждые +5 гра-
дусов с шагом в 5 часов, до +25 °С, при постоянном 
вакууме в 220 мбар. Время сушки: 39 ч 50 мин. Оба 
штамма легко перенесли сушку и их общий титр со-
ставлял (4,36±1,42)×1011 КОЕ/г в сухом концен-
трате (табл. 3).

Таблица 3
Изменение численности бацилл после процесса глубинного культивирования в 15 л ферментере (M±m)

Штамм Титр с ферментера, 
КОЕ/мл

Титр высушенного  
концентрата, КОЕ/г

Масса  
концентрата, г

B. toyonensis В-13249 (1,21±0,30)×109 (3,0±1,0)×1011 (90,95±9,47)

B. pumilus B-13250 (3,83±0,29)×1011 (2,66±0,24)×1011 (151,28±12,06)

В консорциуме: B. toyonensis В-13249 (3,95±1,48)×1010

(4,36±1,42)×1011 (118,65±29,13)
В консорциуме: B. pumilus В-13250 (3,10±1,56)×1010

Общий:
B. toyonensis В-13249+

B. pumilus В-13250
(6,71±0,80)×1010

И.Ю. Евдокимов и др., с. 20–27

В соответствии с полученными данными, масса 
концентратов как при раздельном культивировании, так 
и при совместном (суммарно) составила 120,29±17,07 г. 

На ферментативной питательной среде исследован-
ные штаммы дорастают до высокой численности как при 
раздельном (B. toyonensis В-13249 – (1,21±0,30)×109; 
B. pumilus B-13250 – (3,83±0,29)×1011), так и со-
вместном культивировании (B. toyonensis В-13249 
– (3,95±1,48)×10 10;  B. pumilus  В-13250 – 
(6,71±0,80)×1010). Титр, по окончанию ферментации, 
не опускается при каждом типе культивирования ниже 
1×109 КОЕ/мл. После окончания процесса сушки 
численность бактерий возрастает еще на 1–2 порядка 
(B. toyonensis В-13249 при монокультивировании титр 
КОЕ/мл в ферментере (1,21±0,30)×109, после суш-
ки – (3,0±1,0)×1011 КОЕ/г; при сокультивировании 
(3,95±1,48)×1010 КОЕ/мл с ферментера, после суш-
ки (3,6±0,94)×1011 КОЕ/г. Аналогично B. pumilus 
B-13250: при монокультивировании титр КОЕ/мл в 
ферментере ненамного разнится в сторону повышения с 
высушенным концентратом в пределах одного порядка, 
но при сокультивировании в ферментере дорастал до 
(3,10±1,56)×1010 КОЕ/мл, после сушки же КОЕ/г – 
(4,2±0,11)×1011.

На рисунке 3 изображены морфологически раз-
личимые колонии штаммов, посев осуществлен из вы-

сушенного концентрата, полученного после проведения 
цикла сокультивирования. Отчётливо видны различия 
в морфологическом строении выращенных колоний: B. 
pumilus образует округлые колонии, ровной формы, бело-
го цвета, приподнятые, матовые, со складчатой каймой; 
B. toyonensis – колонии мутно-белого цвета, с блеском, 
приподнятые, с неровным краем. 

Рис. 3. Морфология колоний бацилл из концентрата, 
полученного совместным культивированием: А – ко-
лонии B. toyonensis; B – колонии B. pumilus

Количество каждого штамма Bacillus spp. в кон-
сорциуме составило не менее 2×1010 КОЕ/г, минималь-
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ный титр по окончанию ферментации при взятии пробы 
из аппарата составлял 6,04×1010 КОЕ/мл, минимальный 
же титр готового лиофилизированного концентрата – 
3,48×1011 КОЕ/г (табл. 3). Таким образом, итоговая 
численность B. pumilus в ходе раздельного и совместного 
культивирования как в пробах с послеферментационной 
среды, так и после сушки остается постоянно высокой 
и не опускается ниже 1,54×1010. Численность же B. 
toyonensis в пробах из ферментера, при совместном куль-
тивировании была на порядок выше – с (1,21±0,30)×109 
до (3,95±1,48)×1010, что косвенно также может свиде-
тельствовать о синергическом эффекте штаммов и об уве-
личении степени сохранности смешанных концентратов 
разных бацилл. 

Обсуждение

Изучение динамики роста при совместном культи-
вировании обоих штаммов микроорганизмов привело к 
постановке нескольких задач: создание пробиотического 
продукта, синергизм входящих в него организмов, уста-
новление реальных сроков хранения и сохранение свойств 
готового продукта, а также экономическая выгода при 
укорочении сроков производства и уменьшении трудо-
затрат [10]. Консорциум используемых промышленных 
штаммов, оказывающих взаимное действие друг на друга 
на этапах культивирования и изготовления препарата в 
каждом индивидуальном препарате мало изучен, либо не 
изучен совсем, хотя задача подобного плана должна быть 
одной из приоритетных при создании биопрепаратов. 
Таким образом, исходя из полученных данных, одним из 
вариантов производства нового пробиотика для аквакуль-
туры, а также схожих микробиологических биопродуктов 
является совместное культивирование штаммов. 

Полученные результаты доказывают возможность 
совместного культивирования таких разных видов, как B. 
pumilus и B. toyonensis, а также свидетельствует о синер-
гическом эффекте и большей стабильности при хранении 
смешанного концентрата или готового продукта. Исходя 
из исследований, проводимых нами ранее, по изучению 
сроков хранения, показано, что карантинная партия го-
тового продукта сохраняла исходный заявленный титр в 
течение 12 месяцев с соблюдением условий хранения [6]. 
Полученные в настоящей работе данные доказывают, 
что подобранные микроорганизмы консорциума, даже 
в активной стадии жизни (при культивировании), не 
оказывают негативного влияния друг на друга. Соот-
ветственно, хранение сухого продукта с высушенными 
споровыми организмами более стабильно, и срок потре-

бления данного продукта может быть увеличен. И даже 
в случае несоблюдения условий хранения (температура, 
влажность), данный пробиотик останется эффективным 
еще достаточно продолжительный промежуток времени. 

Использование данного метода оптимизации 
культивирования позволяет решить сложную биотех-
нологическую задачу получения многокомпонентных 
пробиотических препаратов путем укорочения времени 
на производство партий продуктов, что в свою очередь 
повышает экономическую эффективность производства. 
При необходимости точного, определенного состава и 
соотношения частей концентратов микробов, либо про-
порции, требуется стандартное раздельное культивиро-
вание. Имея готовые концентраты каждого из штаммов, 
возможно более корректно осуществлять смешивание и 
соблюдение доли каждого компонента. 

Заключение

На основании проделанного исследования можно 
сделать такие выводы:

1.	  Доказана возможность совместного глубинного 
культивирования B. pumilus B-13250 и B. toyonensis 
B-13249 с использованием режима, применяемого для 
раздельного культивирования.

2.	 Показана вероятность синергического эффекта 
и стабильность при хранении смешанного концентрата и 
готового продукта.

3.	Выявлено, что при совместном культивировании 
оба штамма микроорганизмов дорастают до необходи-
мого для производства титра (1×1011 КОЕ/г в сухом 
концентрате).
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In this work, the effectiveness of joint and separate cultivation of B. pumilus B-13250 and B. toyonensis B-13249 was evaluated. 
During the cultivation of B. toyonensis and B. pumilus in bioreactors, it was found that spore formation in both separate and joint 
cultivation methods begins 4–8 hours after the inoculum introduction into the fermenter. The mass of finished concentrates in both 
cases was 120.29±17.07 g. It was noted that during co-cultivation, both strains grow to the required production titer (at least 1×1011 
CFU/g in dry concentrate). The possibility of joint cultivation of B. pumilus and B. toyonensis is described. This reduces time and 
labor costs in the production of a biological preparation. A synergistic effect and greater stability during storage of the finished product 
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Введение

Птицеводство – это наиболее динамично раз-
вивающаяся отрасль сельского хозяйства, призванная 
в короткие сроки обеспечить население высококаче-
ственной белковой продукцией. Отрицательной сторо-
ной внедрения интенсивных технологий выращивания 
служит всевозрастающая нагрузка на организм птицы, 
ослабление защитных систем организма. В результате 
промышленных условий содержания многотысячного 
поголовья на ограниченной территории происходит 
снижение естественной резистентности, возрастает 
стрессовая нагрузка.

Иммунная система очень чувствительна к возник-
новению различного рода стрессов, в силу чего она за-
служивает особого внимания. Разбалансировка иммунной 
системы приводит к снижению естественной резистент-
ности и возникновению различных заболеваний.

Пробиотики – это живые микроорганизмы, спо-
собные возместить недостаток собственной нормофлоры 
за счет конкурирования за места адгезии в кишечнике с 
патогенной и условно-патогенной микробиотой. 

Цель данной работы – изучить комплексное влия-
ние пробиотических препаратов «Зоонорм» и «Ветом 4» 

на кишечный микробиоценоз и, кроме того, рассмотреть 
влияние изменений кишечного профиля микробиоты на 
показатели иммунного статуса птицы.

Материалы и методы

Для реализации поставленной цели в условиях вива-
рия ОБУ «Курская областная ветеринарная лаборатория» 
был поставлен опыт, в ходе которого были сформированы 
три группы цыплят-бройлеров кросса «Ross-308», вклю-
чавшие в себя по 50 цыплят суточного возраста. Корм-
ление цыплят групп осуществляли кормовыми смесями 
одного и того же состава, согласно рекомендуемым нормам 
кормления. В рацион цыплятам первой опытной группы 
вносили дополнительно пробиотик «Зоонорм» с титром 
1×107 КОЕ Bifidobacterium bifidum – добавлялся в воду. 
В рацион второй опытной группы добавлялся пробиотик 
«Ветом 4», в одном грамме которого содержится 1×106 
КОЕ живых микробных клеток генетически модифици-
рованного штамма спорообразующих бактерий Bacillus 
amyloliquefaciens ВКПМ В-10643.

Забор крови для определения иммунологических 
показателей крови и естественной резистентности цы-
плят-бройлеров осуществляли на 14-, 28- и 42-е сутки. 
Содержание Т-лимфоцитов и В-лимфоцитов по реакции 
розеткообразования определяли по И.Ю. Ездоковой, 
О.М. Чуйко, Е.О. Чадиной; фагоцитарную активность 
лейкоцитов – по методу В.М. Бермана и Е.М. Славской; 
иммуноглобулинов, -, -, -глобулинов – нефелометри-
ческим методом; бактерицидную активность сыворотки 
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крови – по методу Мишеля Теффера в модификации О.В. 
Смирновой и Т.А. Кузьминой; лизоцимную активность 
– фотоэлектроколориметрическим методом по А.Г. До-
рофейчуку с изменением температурного режима реакции 
сыворотки крови кур с культурой М. lysodecticus. 

Микробиологические исследования, высев и 
подсчет микроорганизмов проводили на соответствующих 
селективных средах. Число бифидобактерий определяли 
на среде Блаурока, лактобацилл – на модифицированной 
селективной среде Рогозы, БГКП – на среде Эндо, 
энтерококков – на энтерококкагаре, стафилококков – на 
молочно-солевом агаре.

Результаты и обсуждение

В таблице 1 приведены данные о возможном 
влиянии микроорганизмов, содержащихся в пробиоти-
ческих препаратах, на организм хозяина. В ходе опыта 

одной из задач являлось проверить эти предположения, 
установив влияние пробиотиков на кишечный профиль 
микробиоты и на иммунологические показатели цыплят-
бройлеров.

В таблице 2 уже приведены фактические све-
дения авторов статьи. В результате анализа данных 
этой таблицы установлено, что на начальный период 
выращивания достоверных отличий в содержании 
тех или иных микроорганизмов в кишечнике цыплят-
бройлеров всех групп не было. Однако в течение всего 
последующего периода осуществления эксперимента 
все более четко намечалась тенденция роста предста-
вителей нормальной микрофлоры кишечника цыплят 
опытных групп относительно контроля: лактобактерий 
и бифидобактерий. Содержание же представителей 
патогенной и условно-патогенной микробиоты: БГКП, 
энтерококков, стаффилококков – уменьшалось отно-
сительно контрольных значений.

Таблица 1 
Данные о возможном влиянии пробиотических микроорганизмов на организм хозяина

Микроорганизмы Bifidobacterium bifidum Bacillus amyloliquefaciens
Данные литературы о 
влиянии пробиотиче-
ских микроорганизмов 
на многоклеточный 
организм хозяина

Оказывают антитоксическое и 
иммуномодулирующее действие, 
обусловленное выработкой пептидо-
гликанов, липополисахаридов, тейхо-
евых и липотейхоевых кислот

В кишечнике животных споры бактерий трансформируются 
в вегетативные формы и выделяют антибиотикоподобные 
субстанции, ферменты, другие биологически активные веще-
ства, под воздействием которых нормализуются: биоценоз 
кишечника; кислотность среды; пищеварение; происходит 
стимуляция клеточных и гуморальных факторов иммунитета

Таблица 2
Количество микроорганизмов в кишечнике цыплят-бройлеров, Lg КОЕ/г

Микроорганизмы Группа
Количество микроорганизмов в кишечнике цыплят-бройлеров, Lg КОЕ/г,  

возраст цыплят, дни
14 % 28 % 42 %

Лактобактерии
Контроль 3,96±0,3 20,4 7,01±0,26 25,32 8,2±0,17 23,22
«Ветом 4» 3,99±0,24 20,42 8,34±0,16 29,08 9,2±0,13 25,45
«Зоонорм» 3,95±0,28 20,3 7,68±0,29 27,2 9,61±0,22 26,65

Бифидобактерии
Контроль 4,4±0,16 22,67 6,04±0,22 21,81 8,92±0,25 25,25
«Ветом 4» 4,32±0,25 22,11 9,02±0,12 31,45 9,65±0,15 26,69
«Зоонорм» 4,23±0,1 21,74 8,36±0,27 29,6 9,82±0,23 27,23

БГКП
Контроль 5,5±0,18 28,34 2,28±0,28 8,23 7,7±0,16 21,8
«Ветом 4» 5,7±0,17 29,17 1,59±0,28 5,54 7,5±0,18 20,75
«Зоонорм» 5,82±0,13 29,91 1,78±0,18 6,3 7,2±0,21 19,97

Энтерококки
Контроль 4,7±0,14 24,21 5,28±0,13 19,07 7,3±0,24 20,67
«Ветом 4» 4,8±0,14 24,56 3,58±0,27 12,48 6,8±0,14 18,81
«Зоонорм» 4,72±0,25 24,25 4,16±0,13 14,73 6,6±0,23 18,3

Стафилококки
Контроль 0,85±0,23 4,38 7,08±0,14 25,57 3,2±0,19 9,06
«Ветом 4» 0,73±0,16 3,74 6,15±0,2 21,44 3±0,25 8,3
«Зоонорм» 0,74±0,29 3,8 6,26±0,26 22,17 2,83±0,25 7,85

Примечание: p<0,05
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В последние годы прогресс в иммунологии ха-
рактеризовался растущим пониманием фундаменталь-
ной роли микробиоты в функционировании иммунной 
системы многоклеточных микроорганизмов. Возник-
новение некоторых систем, связанных с адаптивными 
проявлениями иммунитета, совпало с приобретением 
многоклеточными организмами сложной микробиоты, 
что подтверждает необходимость усложнения иммуни-

тета именно как средства регуляции взаимоотношения 
с микроорганизмами-симбионтами. Микрофлора, в 
свою очередь, также влияет на иммунологическую 
реактивность, что подтверждается проведенными 
исследованиями, результаты которых приведены в 
таблицах 3 и 4. На протяжении всего опыта значения 
IgG, IgA, IgM в опытных группах были достоверно 
выше контрольных значений. 

Таблица 3 
Содержание иммуноглобулинов в сыворотке крови цыплят-бройлеров, г/л

Время, сутки 14 28 42
Показатели IgG IgA IgM IgG IgA IgM IgG IgA IgM
Контроль 3,24±0,11 2,11±0,09 2,83±0,11 3,13±0,07 1,95±0,05 2,70±0,08 3,25±0,07 2,08±0,06 2,81±0,07
«Ветом 4» 3,49±0,09 2,25±0,07 3,21±0,10 3,18±0,09 2,08±0,05 2,95±0,08 3,55±0,10 2,32±0,09 2,95±0,12
«Зоонорм» 3,52±0,14 2,21±0,08 3,12±0,09 3,52±0,05 2,03±0,07 2,81±0,06 3,52±0,09 2,27±0,08 2,86±0,08

Примечание: p<0,05

Таблица 4
Иммунологические показатели крови цыплят-бройлеров

Контроль «Зоонорм» «Ветом 4»
7 28 42 7 28 42 7 28 42

Бактерицидная активность, %
47,93±1,76 51,58±1,87 52,89±1,78 52,31±1,83 53,9±1,85 57,98±1,95 48,8±2,09 56,8±1,79 58,2±1,88

Фагоцитарная активность, %
36,82±1,2 38,08±1,17 40,22±1,46 37,1±1,22 43,13±1,68 48,82±1,35 37,11±1,69 47,05±1,42 53,55±1,7

Лизоцимная активность, %
16,25±1,15 18,16±1,26 20,87±1,19 17,32±1,4 18,56±1,78 22,51±1,38 16,22±1,44 21,52±1,54 30,51±1,4

Т-лимфоциты, %
13,31±1,11 13,29±1,4 13,82±1,18 13,4±1,19 14,98±1,51 16,71±1,19 13,65±1,47 16,33±1,3 19,93±1,39

В-лимфоциты, %
15,29±1,19 16,45±1,24 17,75±1,44 15,32±1,37 18,55±1,38 19,2±1,29 15,38±1,34 17,76±1,27 21,18±1,41

Примечание: p<0,05

Бактерицидная активность – это комплексный 
параметр, отражающий суммарный результат действия 
всех гуморальных факторов естественной резистент-
ности, но за счет тесного взаимодействия врожденного 
и специфического проявлений иммунитета большое 
влияние на бактерицидную активность имеет и клеточ-
ный фактор иммунитета [1]. Т-лимфоциты участвуют 
в регуляции активности макрофагов, продуцирующих 
лизоцим, который усиливает бактерицидную актив-
ность выделяющихся иммуноглобулинов [2]. Таким 
образом, результаты анализа иммуноглобулинов, 
приведенные в таблице 3, согласуются с данными ре-
зультатов анализа бактерицидной, лизоцимной актив-
ностей. У цыплят опытных групп эти показатели были 

достоверно выше контрольных значений практически 
на всем протяжении проведения эксперимента, при 
этом оставаясь в пределах физиологической нормы. 
Так, на конец опыта бактерицидная активность сыво-
ротки крови составляла 57,98% и 58,20% в группах 
«Зоонорм» и «Ветом 4» соответственно, что было 
выше контрольных значений на 5,09% и 5,31%. Лизо-
цимная активность превышала контрольные значения 
на 1,64% и на 9,64% в группах «Зоонорм» и «Ветом 
4» соответственно. 

Фагоцитарная активность характеризует спо-
собность иммунной системы осуществлять захват и 
переваривание чужеродной патогенной микробиоты. 
Динамика этого показателя также имела тенденцию 
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роста у цыплят-бройлеров опытных групп. На конец 
опыта фагоцитарная активность была выше аналогов 
контрольных групп на 8,6% в группе «Зоонорм» и на 
13,33% в группе «Ветом 4». 

Т- и В-лимфоциты являются ключевыми клетками 
адаптивного иммунного ответа, обеспечивая продуци-
рование воспалительных цитокинов, специфических 
рецепторов, связывающих антигены. Т- и В-лимфоциты 
– это клетки иммунной памяти, выполняющие функцию 
иммунного надзора, избавляя организм от всего чужерод-
ного, сохраняя таким образом генетическое постоянство 
внутренней среды организма. Содержание лимфоцитов 
в крови цыплят бройлеров опытных групп достоверно 
превышало значения этого показателя у аналогов из 
контрольной группы, не превышая при этом значение 
физиологической нормы. Так, на конец опыта содержание 
Т-лимфоцитов было больше контрольных значений на 
3,89% и В-лимфоцитов – на 1,45% в группе «Зоонорм», 
а в группе «Ветом 4» содержание Т-лимфоцитов превы-
шало контроль на 6,11% и содержание В-лимфоцитов – 
на 3,43%. В результате анализа кишечного содержимого 
цыплят-бройлеров и определения иммунологических 
показателей наблюдается некоторая корреляция между 
ростом представителей полезной микрофлоры кишечника 

и повышением клеточного и гуморального звеньев им-
мунного ответа. Механизм подобной взаимосвязи может 
заключаться в следующем:

	- пробиотики проявляют выраженную антагонисти-
ческую активность в отношении патогенов, кон-
курируя за места адгезии в эпителии кишечника и 
питательные вещества, продуцируя биологически 
активные вещества, антимикробные вещества, 
ферменты, аминокислоты [18, 19];

	- пробиотики подавляют рост бактерий, ответствен-
ных за образование кишечных токсинов [9];

	- пробиотики оказывают стимулирующее действие 
на иммунитет, ингибируя аллергические и ауто
агрессивные реакции, увеличивая выработку 
иммуноглобулинов, цитокинов, усиливая актив-
ность лимфоцитов и макрофагов, путем выработки 
физиологически активных субстратов, ДНК и 
компонентов клеточной стенки самих пробиоти-
ков, которые распознаются специализированными 
клетками хозяина (цыплят-бройлеров) [12, 20]. 
Эти компоненты и их влияние на различные си-
стемы иммунитета, что подтверждается многими 
источниками, представлены в таблице 5 со ссылка-
ми на соответствующие материалы исследований.

С.В. Сидоренко, Г.Ф. Рыжкова, с. 28–34

Таблица 5
Метаболиты пробиотиков и их влияние

Фактор Влияние Ссылка

Бутират Увеличивает активность ядерного фактора каппа-цепи В-лимфоцитов NF-kB [4]

Бутират

Уменьшает выработку интерлейкинов IL6, IL8, IL12, фактора некроза опухоли 
TNF-, увеличивает интерлейкин 10, трансформирующий фактор роста TGF-, 
СD3, CD25, транскрипционный фактор развития и функционирования регуляторных 
Т-клеток

[3]

Молочная кислота Усиливает фагоцитарную активность макрофагов, базофилов, нейтрофилов, эозино-
филов [15]

Пептидогликан Активирует систему комплемента [6]

Липо-, рибитол- и глице-
ролтейхоевые кислоты

Активируют интерлейкины IL-1, IL-6 и TNF-. Способствуют пролиферации и 
дифференцировке B-лимфоцитов в плазматические клетки и выработке соответству-
ющих специфических антител

[10, 14]

Тейхоевые кислоты Увеличивают активность интерлейкинов IL-1, IL-6 и TNF- [3, 5]

Фрагменты ДНК Блокируют активацию toll-подобного рецептора [17]

Анализируя данные литературы, можно предполо-
жить следующие пути иммуномодулирующего действия 
пробиотиков. Известно, что короткоцепочечные жир-
ные кислоты, являющиеся метаболитами пробиотиков, 
способны стимулировать образование слизи, защищаю-

щей эндотелий кишечника от бактериальной инвазии и 
являющейся резервуаром для антимикробных веществ 
дефензинов и IgA.

Введение пробиотиков в рацион стимулирует акти-
вацию фактора транскрипции, отвечающего за контроль 
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экспрессии генов иммунного ответа – ядерного фактора 
каппа-цепи В-лимфоцитов NF-kB, что индуцирует син-
тез провоспалительных цитокинов. Кроме того, введение 
пробиотиков способствует усилению активности белков 
системы комплемента.

Интерлейкины являются медиаторами, оказыва-
ющими регуляторное воздействие на клетки иммунной 
системы организма; в частности, они способствуют про-
лиферации и дифференцировке B-лимфоцитов.

Многочисленные исследования тейхоевых кислот 
и липотейхоевых кислот показали, что при условии их 
нахождения в естественном окружении интактной клетки 
или ее клеточной стенке, они обладают выраженными 
антигенными свойствами и способны вызывать иммун-
ный ответ [7, 8, 11, 13, 16, 21].

Заключение

Таким образом, введение в рацион цыплятам-брой-
лерам пробиотиков способствует заселению кишечника 
представителями нормальной микрофлоры за счет их анта-
гонизма по отношению к патогенной и условно-патогенной 
микробиоте. При этом происходят увеличение содержания 
иммуноглобулинов и рост активности иммунологических 
показателей крови. По-видимому, в результате активно-
го взаимодействия микробиоты кишечника и эндотелия 
осуществляется передача иммунных сигналов, что спо-
собствует активации, обучению и более эффективному 
функционированию иммунной системы цыплят-бройлеров, 
то есть более эффективному распознаванию и элиминации 
чужеродных антигенов и активации регуляторных путей, 
поддерживающих толерантность к безвредным антигенам.
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CHANGES IN THE INTESTINAL MICROBIOTA PROFILE AND 
IMMUNOLOGICAL PARAMETERS AS A RESULT OF THE ADMINISTRATION 

OF PROBIOTICS IN THE DIET FOR BROILER CHICKENS

S.V. SIDORENKO, G.F. RYZHKOVA

Kursk State Agricultural Academy named after I.I. Ivanov, Kursk

In the work, the effect of introducing probiotics «Zoonorm» and «Vetom 4» into the diet of broiler chickens on the profile of 
intestinal microbiota was studied. Various mechanisms of a possible relationship between intestinal microorganisms and immunological 
parameters are considered. Immunity has been studied in the context of the means of an evolved multicellular organism, necessary for 
the implementation of the symbiotic relationship of the host (broiler chickens) with microorganisms inhabiting the intestine.
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В работе исследована возможность создания наночастиц на основе фукоидана, модифицированного магнетитом, при-
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магнетит был использован метод динамического рассеяния света, сканирующая электронная микроскопия. Показана возмож-
ность формирования частиц фукоидан/магнетит с последующей загрузкой ферментного препарата. Кроме того, присутствие 
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Введение

Фукоидан является биополимером, имеющим 
полисахаридную природу и выделяемым из бурых водо-
рослей. Интерес к фукоидану обусловлен наличием у него 
ряда физиологически важных свойств, среди которых 
можно выделить антикоагулянтное [4], антиоксидант-
ное [10], противомикробное [11], противоопухолевое, 
противовоспалительное действие [8] и др. Эти свойства 
в совокупности с биосовместимостью и отсутствием ток-
сичности делают фукоидан перспективным соединением 
для разработки новых материалов медицинского назна-
чения, в частности, адресных систем доставки лекар-
ственных веществ. В данном случае при создании таких 
систем полисахариды могут выступать как альтернатива 
синтетическим полимерам, но исключая использование 
токсичных растворителей. Кроме того, полисахариды, 
как правило, имеют реакционно-способные группы, что 
позволяет взаимодействовать со многими соединениями с 
образованием устойчивых систем. Разработка систем до-
ставки может быть основана на модификации фукоидана 
наночастицами металлов или их оксидов. Такой способ 
дает возможность создавать материал с различным 
способом нацеливания и высвобождения молекуляр-
ного груза, например, магнитным [6], ультразвуковым 

[3], лазерным воздействием [5, 9]. Использование 
наночастиц магнетита Fe3O4 при разработке адресных 
систем доставки может обеспечивать магнитоуправление 
созданным материалом, что приводит к его накоплению 
в заданном месте, а использование «зеленой» матрицы 
снижает токсичность материала. Таким образом разра-
ботка синергетической системы фукоидан/магнетит мо-
жет создать несинтетическую систему адресной доставки 
лекарственных веществ с возможностью магнитного 
манипулирования. 

Цель работы – формирование и изучение физи-
ко-химических свойств наночастиц фукоидан/магнетит, 
применимых в качестве носителя ферментного препарата. 

Материалы и методы

В работе был использован фукоидан, полученный 
по методике [1]. Затем готовили 0,1%-ный раствор 
фукоидана в 0,1 М фосфатно-солевом буфере (рН 
7,4). Суспензия магнетита была получена с помощью 
метода химического соосаждения ионов Fe2+ и Fe3+ 
[2] с электрохимическим потенциалом +28,54±0,72 
мВ. Приготовление наночастиц фукоидан/магнетит 
осуществляли путем смешивания раствора фукоидана 
и золя магнетита при комнатной температуре в течение 
2 часов. Полученные наночастицы трижды промывали 
и вновь ресуспендировали. Для определения размера и 
дзета-потенциала частиц фукоидан/магнетит образцы 
переносили в прозрачные кюветы для анализа динами-
ческого светорассеяния. Измерения для каждого образца 
проводили в трех повторностях с помощью Photocor 
Compact Z (ООО «Фотокор», Россия). Микроскопия 
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образцов с целью выявления размера частиц и их формы 
проводилась с использованием сканирующего электрон-
ного микроскопа Scanning system Tescan Vega 3 (Чехия) 
с напряжением 5 кэВ. В качестве модельного фермента 
для загрузки был использован тканевой активатор 
плазминогена (Actilyse, Германия). Загрузка фермента 
осуществлялась с помощью глутарового альдегида в при-
сутствии/отсутствии додецилсульфата натрия. Для этого 
к наночастицам фукоидан/магнетит вносили 0,5%-ный 
раствор сшивающего агента и выдерживали 30 мин при 
перемешивании, промывали, а затем вносили фермент. 
Перемешивание продолжали на ледяной бане в течение 
12 ч и трижды промывали 0,1 М фосфатно-солевым бу-
фером. Количество загруженного фермента определяли 
в супернатанте методом Бредфорда при 595 нм. 

Результаты и обсуждение

Создание наночастиц фукоидан/магнетит осу-
ществлялось за счет электростатического взаимодействия 
биополимера с наночастицами магнетита. Гидродина-
мический диаметр полученных пустых частиц составил 
148,6±22 нм. При функционализации фукоидана на-
ночастицами магнетита также изменяется электрохими-
ческий потенциал поверхности его частиц. Происходит 
увеличение поверхностной плотности заряда -9,83±0,16 
мВ до +10,74±0,64 мВ. Гидродинамический диаметр 
частиц фукоидан/магнетит, загруженных модельным 
ферментом, составил 370 нм. Иммобилизация модель-
ного ферментного препарата осуществлялась с помощью 
сшивающего агента, в качестве которого был использован 
глутаровый альдегид. Количество загруженного фермен-
та определяли методом Бредфорда. Включение фермента 
составило 2,06±0,09 масс.% 

Размер загруженных ферментным препаратом 
частиц был изучен с помощью сканирующей электрон-
ной микроскопии (рис. 1). Установлено распределение 
наночастиц фукоидан/магнетит по размеру (рис. 2), где 
средний диаметр частиц составил 94,4±24,3 нм.

Также при загрузке фермента наблюдается измене-
ние электрохимического потенциала поверхности наноча-
стиц фукоидан/магнетит, который составил -1,66±0,06 
мВ. Такое значение электрохимического потенциала 
может приводить к агрегации наночастиц в процессе их 
хранения, поэтому было осуществлено введение поверх-
ностно-активного вещества – додецилсульфата натрия 
– для предотвращения данных процессов. Результаты, 
полученные с помощью метода динамического рассеяния 
света, показали, что размер и заряд поверхности частиц 

изменяются при варьировании условий их формирования. 
Так, при использовании в среде формирования ПАВ 
размер частиц снижался в 3,1 раза и составил 120 нм, 
дзета-потенциал имел значение, равное -9,9±0,11 мВ. 
Таким образом, присутствие анионного ПАВ имеет зна-
чительное влияние на величину поверхностной плотности 
заряда и размер системы фукоидан/магнетит/фермент, 
что свидетельствует о включении ПАВ в адсорбционную 
часть двойного электрического слоя.

Рис. 1. Фотография наночастиц фукоидан/магнетит, 
полученная  с помощью сканирующей электронной 
микроскопии

Рис. 2. Распределение загруженных модельным фер-
ментом наночастиц фукоидан/магнетит по данным 
сканирующей электронной микроскопии

Изменения поверхностных свойств наночастиц 
также зависят от рН среды, так как реакции прото-
нирования и депротонирования связаны с изменением 
концентрации поверхностных групп, ответственных за 
взаимодействие компонентов [7]. При загрузке фер-
ментного препарата наблюдается снижение электрохи-
мического потенциала с ростом значения рН среды, что 
может свидетельствовать об успешной иммобилизации 
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фермента. Так, например, при использовании среды с рН 
3 значение электрохимического потенциала составило 
4,25±0,15 мВ, при рН 7,4 – -1,66±0,06 мВ, при рН 
9 – -3,46±0,2 мВ.

Заключение 

Таким образом, в работе показана возможность 
создания наночастиц фукоидан/магнетит, потенциально 
применимых в качестве носителя ферментных препаратов 
для их адресной доставки. Размер частиц, по данным 
сканирующей электронной микроскопии, составил 
94,4±24,3 нм. В результате исследования также выяв-
лено, что размер частиц и электрохимический потенциал 
их поверхности зависят от состава среды и условий их 
синтеза. В исследовании также было установлено, что 
введение анионного ПАВ в среду формирования имеет 
значительное влияние на величину поверхностной плот-
ности заряда и размер системы фукоидан/магнетит/
фермент.

Благодарности 
Автор выражает благодарность директору хими-

ко-биологического кластера ИТМО, д.х.н. В.В. Вино-
градову за предоставленную возможность проведения 
эксперимента.

Работа выполнена при поддержке стипендии 
Президента РФ молодым ученым и аспирантам № 
СП1758.2021.4.

Литература 

1.	 Супрунчук В.E. Низкочастотная высокоинтенсивная уль-
тразвуковая обработка сульфатированного полисахарида 
бурых водорослей // Журнал Сибирского федерального 
университета. Химия. – 2021. – Т. 14. – № 4. – С. 
582–592.

2.	 Drozdov A.S., Ivanovski V., Avnir D., Vinogradov V.V. A 
universal magnetic ferrofluid: Nanomagnetite stable hydrosol 
with no added dispersants and at neutral pH // Journal 
of Colloid and Interface Science 2016; – Vol. 468. – P. 
307–312.

3.	 De Geest B.G., Skirtach A.G., Mamedov A.A., Antipov 
A.A., Kotov N.A., De Smedt S.C., Sukhorukov G.B. 
Ultrasound-triggered release from multilayered capsules // 
Small. – 2007. – Vol. 3. – No. 5. – P. 804–808.

4.	 Irhimeh M.R., Fitton J.H., Lowenthal R.M. Pilot clinical 
study to evaluate the anticoagulant activity of fucoidan // 
Blood Coagulation and Fibrinolysis. – 2009. – Vol. 20. – 
No. 7. – P. 607–610.

5.	 Kreft O., Skirtach A.G., Sukhorukov G.B., Möhwald H. 
Remote control of bioreactions in multicompartment capsules 
// Advanced Materials. – 2007. – Vol. 19. – No. 20. – 
P. 3142–3145.

6.	 Lu Z., Prouty M.D., Guo Z., Golub V.O., Kumar Ch.S.S.R., 
Lvov Y.M. Magnetic switch of permeability for polyelectrolyte 
microcapsules embedded with Co@Au nanoparticles // 
Langmuir 2005; – Vol. 21. – No. 5. – P. 2042–2050.

7.	 Matusiak J., Grządka E., Bastrzyk A. Stabilizing properties 
of fucoidan for the alumina suspension containing the cationic 
surfactant // Carbohydr Polym. – 2020. – Vol. 245. – Art. 
116523. doi: 10.1016/j.carbpol.2020.116523.

8.	 Pradhan B., Patra S., Nayak R., Behera C., Dash S.R., 
Nayak S., Sahu B.B., Bhutia S.K., Jena M. Multifunctional 
role of fucoidan, sulfated polysaccharides in human health and 
disease: A journey under the sea in pursuit of potent therapeutic 
agents // International Journal of Biological Macromolecules. 
– 2020. – Vol. 164. – P. 4263–4278.

9.	 Skirtach A.G., Karageorgiev P., De Geest B.G., Pazos‐Perez 
N., Braun D., Sukhorukov G.B. Nanorods as wavelength-
selective absorption centers in the visible and near-infrared 
regions of the electromagnetic spectrum // Advanced 
Materials. – 2008. – Vol. 20. – No. 3. – P. 506–510.

10.	Wang J., Zhang Q., Zhang Z., Song H., Li P. Potential 
antioxidant and anticoagulant capacity of low molecular weight 
fucoidan fractions extracted from Laminaria japonica // 
International Journal of Biological Macromolecules. – 2010. 
– Vol. 46. – P. 6–12.

11.	 Zhao X., Guo F., Hu J., Zhang L., Xue C., Zhang Z., Li 
B. Antithrombotic activity of oral administered low molecular 
weight fucoidan from Laminaria japonica // Thrombosis 
Research. – 2016. – Vol. 144. – P. 46–52.

References

1.	 Suprunchuk VE. Nizkochastotnaya vysokointensivnaya 
ul’trazvukovaya obrabotka sul’fatirovannogo polisakharida 
burykh vodorosley. Zhurnal Sibirskogo federal’nogo univer-
siteta. Khimiya 2021; 14(4):582–592 (in Russian).

2.	 Drozdov AS, Ivanovski V, Avnir D, Vinogradov VV. A 
universal magnetic ferrofluid: Nanomagnetite stable hydrosol 
with no added dispersants and at neutral pH. Journal of Colloid 
and Interface Science 2016; 468:307–312.

3.	 De Geest BG, Skirtach AG, Mamedov AA, Antipov AA, 
Kotov NA, De Smedt SC, Sukhorukov GB. Ultrasound-
triggered release from multilayered capsules. Small 2007; 
3(5):804–808.

4.	 Irhimeh MR, Fitton JH, Lowenthal RM. Pilot clinical study 
to evaluate the anticoagulant activity of fucoidan. Blood Co-
agulation and Fibrinolysis 2009; 20(7):607–610.

5.	 Kreft O, Skirtach AG, Sukhorukov GB, Möhwald H. Re-
mote control of bioreactions in multicompartment capsules. 
Advanced Materials 2007; 19(20):3142–3145.

В.Е. Супрунчук, с. 35–38



38

Вестник биотехнологии, 2022, Т. 18, № 3

6.	 Lu Z, Prouty MD, Guo Z, Golub VO, Kumar ChSSR, 
Lvov YM. Magnetic switch of permeability for polyelectrolyte 
microcapsules embedded with Co@Au nanoparticles. Lang-
muir 2005; 21(5):2042–2050.

7.	 Matusiak J, Grządka E, Bastrzyk A. Stabilizing properties of 
fucoidan for the alumina suspension containing the cationic sur-
factant. Carbohydr Polym 2020; 245:116523. doi: 10.1016/j.
carbpol.2020.116523.

8.	 Pradhan B, Patra S, Nayak R, Behera C, Dash SR, Nayak 
S, Sahu BB, Bhutia SK, Jena M. Multifunctional role of 
fucoidan, sulfated polysaccharides in human health and dis-
ease: A journey under the sea in pursuit of potent therapeutic 
agents. International Journal of Biological Macromolecules 
2020; 164:4263–4278.

9.	 Skirtach AG, Karageorgiev P, De Geest BG, Pazos‐Perez N, 
Braun D, Sukhorukov GB. Nanorods as wavelength-selective 
absorption centers in the visible and near-infrared regions of 
the electromagnetic spectrum. Advanced Materials 2008; 
20(3):506–510.

10.	Wang J, Zhang Q, Zhang Z, Song H, Li P. Potential 
antioxidant and anticoagulant capacity of low molecular 
weight fucoidan fractions extracted from Laminaria japonica. 
International Journal of Biological Macromolecules 2010; 
46:6–12.

11.	 Zhao X, Guo F, Hu J, Zhang L, Xue C, Zhang Z, Li B. 
Antithrombotic activity of oral administered low molecular 
weight fucoidan from Laminaria japonica. Thrombosis Re-
search 2016; 144:46–52.

PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF FUCOIDAN/MAGNETITE 
NANOPARTICLES LOADED WITH A MODEL ENZYME

V.E. SUPRUNCHUK

North Caucasian Federal University, Stavropol

In this work, the possibility of creating nanoparticles based on fucoidan modified with magnetite, applicable in the development 
of targeted delivery systems, was studied. To characterize the synthesized samples of fucoidan/magnetite nanoparticles, we used the 
method of dynamic light scattering and scanning electron microscopy. The possibility of forming fucoidan/magnetite particles with 
subsequent loading of the enzyme preparation is shown. In addition, the presence of an anionic surfactant has a significant effect on the 
magnitude of the surface charge density and the size of the fucoidan/magnetite/enzyme system.
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КОНСТРУИРОВАНИЕ КОНЪЮГАТОВ НА ОСНОВЕ АНТИТЕЛ  
К РИБОНУКЛЕОПРОТЕИНУ ВИРУСА БЕШЕНСТВА С МЕТКАМИ ФИТЦ  

И ALEXA FLUOR И ОЦЕНКА ВОЗМОЖНОСТИ ИХ ПРИМЕНЕНИЯ  
В ИССЛЕДОВАНИЯХ НА КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУРАХ

Ю.К. ГАВРИЛОВА1*, С.В. ГЕНЕРАЛОВ1, Е.Г. АБРАМОВА1,2,  
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В ходе исследования сконструированы флуоресцирующие конъюгаты на основе антител к рибонуклеопротеину виру-
са бешенства «Москва 3253Vero» с флуорохромами ФИТЦ и Alexa Fluor (532 нм). Результаты спектрофотометрического 
анализа характеристик антител к рибонуклеопротеину вируса бешенства, флуоресцентных меток и готовых конъюгатов по-
казали возможность контроля процедуры конъюгирования антител с флуоресцирующими метками спектрофотометрическим 
методом. Установлены оптимальные рабочие разведения экспериментальных конъюгатов при окрашивании инфицированных 
клеточных культур. Полученные данные подтвердили эффективность применения сконструированных конъюгатов в сравнении 
с коммерческими антирабическими флуоресцирующими конъюгатами при исследовании инфицированной вирусом бешенства 
перевиваемой клеточной линии Vero методом прямой иммунофлуоресценции.

Ключевые слова: антирабический конъюгат, ФИТЦ, Alexa Fluor, обнаружение вируса бешенства, метод прямой им-
мунофлуоресценции, спектрофотометрия.
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Введение

Одним из аспектов совершенствования комплекса 
мер по оказанию населению Российской Федерации 
антирабической помощи является разработка новых и 
улучшение характеристик существующих методов кон-
троля качества антирабических препаратов [5]. Контроль 
специфической активности гетерологичного антираби-
ческого иммуноглобулина из сыворотки крови лошади, 
применяемого в качестве средства постэкспозиционной 
профилактики бешенства у людей, осуществляют в ре-
акции нейтрализации вируса бешенства на белых мышах 
[9]. При использовании этого метода характерно дли-
тельное получение результата (14 сут), а также необходи-
мость в большом количестве стандартных лабораторных 
животных. Указанные обстоятельства, подкрепленные 
рекомендациями экспертов Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ) по бешенству [16], определяют 

актуальность разработки и внедрения альтернативных 
методов контроля специфической активности in vitro, не 
уступающих по чувствительности традиционным методам 
с использованием животных. 

Ранее была экспериментально обоснована возмож-
ность применения метода детекции вируса бешенства (ВБ) 
в перевиваемой культуре клеток Vero с целью определения 
показателя специфической активности антирабических 
сывороток и готового препарата гетерологичного антира-
бического иммуноглобулина, не уступающего по чувстви-
тельности методу in vivo, используемому при контроле 
данного иммунобиологического лекарственного средства 
[1]. При постановке метода in vitro выявление вирусного 
антигена осуществляли с использованием коммерческого 
антирабического ФИТЦ-конъюгата, полученного на 
основе антител к цельному ВБ. Повышению чувстви-
тельности разработанного метода может способствовать 
применение флуоресцирующих антирабических конъю-
гатов на основе антител к структурным компонентам ВБ, 
в частности к рибонуклеопротеину (РНП) [11, 15]. По 
данным исследователей, РНП ВБ обладает наибольшей 
стабильностью аминокислотной последовательности по 
сравнению с другими белками вируса, а также специфи-
ческой антигенной детерминантой, свойственной всем 
вирусам бешенства [4]. Особенностью жизненного цикла 
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ВБ в клеточной культуре является накопление рибонукле-
опротеина в цитоплазме инфицированных вирусом клеток. 
Этот факт дает основание полагать, что при использовании 
флуоресцентных конъюгатов на основе антител к РНП 
существует возможность обнаружения вируса до начала 
этапа формирования цельных вирусных частиц, детектиру-
емых при помощи конъюгата на основе антител к цельному 
ВБ [3, 10, 11, 12, 14].

Целью настоящего исследования явились кон-
струирование флуоресцирующих конъюгатов на основе 
антител к рибонуклеопротеину вируса бешенства для 
применения в реакции вируснейтрализации на культуре 
клеток и оценка эффективности их применения в тесте 
in vitro в сравнении с коммерческим антирабическим 
ФИТЦ-конъюгатом. 

Материалы и методы

В проведенных ранее исследованиях были полу-
чены кроличьи сыворотки крови, содержащие анти-
тела к РНП ВБ «Москва 3253Vero» [2]. Антитела из 
сывороток выделяли методом осаждения сульфатом 
аммония [8]. Концентрацию белка в очищенном рас-
творе антител к РНП ВБ «Москва 3253Vero» приво-
дили к значению 22±2 мг/мл. Активность выделенных 
антител анализировали с помощью дот-иммуноанализа 
(ДИА), регистрируемый титр соответствовал значени-
ям в диапазоне 1:16000 – 1:32000. Далее очищенные 
антитела применяли для конструирования флуоресциру-
ющих антирабических конъюгатов. Охлажденную воду 
очищенную (ФС.2.2.0020.18) смешивали с равным 
объемом сыворотки, а затем в полученный раствор при 
непрерывном помешивании на магнитной мешалке до-
бавляли насыщенный раствор сернокислого аммония 
(Вектон, Россия) pH 7,2±0,1 из расчета 45% конечного 
насыщения. Необходимое количество сульфата аммония 
для получения 45% насыщения вычисляли по формуле:

X=Y×B÷(100-B),

где: X – необходимое количество (мл) насыщен-
ного раствора сульфата аммония;

Y – общий объем разведенной сыворотки (мл);
B – необходимый процент насыщения.
Колбу с полученным раствором выдерживали 

16–18 ч при 6±2 °C для получения осадка, после чего 
раствор центрифугировали при 2400 g в течение 40–60 
мин, а затем удаляли надосадочную жидкость. К полу-
ченному осадку добавляли воду очищенную из расчета 
2,5±0,5 мл на 1 г осадка, после чего остатки солей удаляли 

гель-фильтрацией на колонках с использованием сефадек-
са G-50 (Sigma-Aldrich, США). Для элюции белка из 
колонки применяли 0,85%-ный раствор натрия хлорида 
(Вектон, Россия), содержащий 10% карбонатно-бикарбо-
натного буфера (Росмедбио, Россия). Контроль очистки 
иммуноглобулиновой фракции от сернокислого аммония 
осуществляли с применением 5% сульфосалициловой 
кислоты и реактива Несслера (Вектон, Россия).

Активность полученных антител устанавливали 
в дот-иммуноанализе на нитроцеллюлозной мембране 
(НЦМ, Bio-Rad, США) с применением диагности-
кума с наночастицами коллоидного золота (14–17 нм) 
по общепринятой методике [7]. Перед внесением диа-
гностикума осуществляли блокировку свободных сайтов 
связывания: инкубировали НЦМ в 3%-ном растворе 
бычьего сывороточного альбумина (ООО «БиолоТ», 
Россия) в течение 15 мин при температуре 20 °C. В 
качестве отрицательного контроля при постановке ДИА 
использовали нормальную сыворотку кролика. НЦМ 
с образцами сывороток и антигенным диагностикумом 
инкубировали при комнатной температуре до прояв-
ления красных пятен. При необходимости увеличения 
цветового сигнала исследуемые НЦМ выдерживали 
в растворе физического проявителя (деионизованная 
вода; 0,5%-ный раствор лимонной кислоты; 0,2%-ный 
раствор метола; 0,2%-ный раствор нитрата серебра, 
Вектон, Россия), после чего промывали, высушивали 
при комнатной температуре и осуществляли визуальный 
учет результата анализа.

В качестве флуоресцентных меток для будущих 
конъюгатов были выбраны флуоресцеинизотиоци-
анат (ФИТЦ, Biotium, США) и Alexa Fluor (532 
нм, Monoclonal Antibody Labeling Kit; Thermo-Fisher 
Scientific, США). Для конъюгирования антител к РНП 
ВБ с ФИТЦ к 2%-ному раствору антител добавляли 
краситель в пропорции 2–3 мг ФИТЦ на 100 мг белка 
[13]. Процедуру конъюгирования проводили при 7±3 °C 
в течение 17–19 ч при постоянном помешивании на 
магнитной мешалке. Полученный конъюгат очищали от 
несвязанного красителя на хроматографической колонке с 
сефадексом G-50 (Sigma-Aldrich, США). Элюирование 
меченых антител к РНП ВБ осуществляли 0,85%-ным 
раствором хлористого натрия с 5%-ным карбонатно-
бикарбонатным буфером (рН=9,0±0,1, 0,5 моль/л).

Для получения конъюгата антител к РНП ВБ 
с меткой Alexa Fluor (532 нм) применяли методику 
фирмы-изготовителя флуорохрома. В пробирку с сухим 
бикарбонатом натрия добавляли 1 мл деионизованной 
воды для получения 1 М раствора. К раствору антител 
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к РНП ВБ с концентрацией белка 1 мг/мл добавляли 
0,1 объема приготовленного карбонатно-бикарбонатного 
буфера. Полученный белковый раствор в количестве 
100 мкл переносили в пробирку с флуоресцентной меткой 
и, плавно переворачивая пробирку, перемешивали ее со-
держимое. Полученный раствор инкубировали в течение 
1 ч при комнатной температуре, при этом пробирку 
также аккуратно переворачивали каждые 10–15 мин с 
целью повышения эффективности связывания антител с 
красителем. Очистку конъюгата от несвязавшегося флу-
орохрома проводили на входящей в набор для получения 
конъюгата хроматографической колонке с коммерческим 
носителем с последующим центрифугированием в течение 
3 мин при 1100 g на центрифуге CM-6 (Elmi, Латвия).

Контроль конъюгирования антител с флуорохро-
мами осуществляли в соответствии с методическим под-
ходом, включающим в себя определение спектрофотоме-
трических характеристик антител, красителей и готовых 
конъюгатов [6]. Спектрометрический анализ проводили 
на спектрометре HR4000 (Ocean Optics, США), ис-
следуемые образцы вносили в кюветы (12,5×12,5×36 мм, 
Eppendorf, Германия), используемые для спектрально-
фотометрического анализа в диапазоне длин волн от 220 
до 1600 нм. С целью исключения спектра растворителя 
и внешних световых излучений до проведения измерений 
в программе управления спектрометром сохраняли опор-
ный и темновой спектры, регистрируемые при включен-
ном и выключенном источнике излучения в отношении 
растворителя. Спектр проходящего через исследуемый 
образец света регистрировали в 10 повторностях. Полу-
ченные результаты анализировали в программном обе-
спечении Spectra Suite и OriginTM для используемого 
спектрометра.

Рабочие концентрации полученных конъюгатов 
устанавливали в сравнении с коммерческим ФИТЦ-
конъюгатом антирабического иммуноглобулина (ФГБУ 
«ВНИИЗЖ», Россия) при окрашивании интактной и 
инфицированной ВБ «Москва 3253Vero» перевиваемой кле-
точной культуры Vero (клетки почки африканской зеленой 
мартышки, ООО «БиолоТ», Россия). В лунки микро-
планшета вносили равный объем питательной среды, ви-
руссодержащей суспензии и клеточной культуры, исключая 
зону отрицательного контроля. Планшет с подготовленными 
образцами инкубировали в условиях CO2-инкубатора (3 сут 
при 5% CO2, 37 °C), после чего осуществляли окрашивание 
экспериментальными и коммерческим флуоресцирующими 
конъюгатами (1 ч при 37 °C). 

Конъюгат антител к РНП ВБ «Москва 3253Vero» 
с ФИТЦ исследовали в серийных двукратных раз-

ведениях от 1:10 до 1:160, с Alexa Fluor (532 нм) – в 
серийных пятикратных разведениях от 1:10 до 1:1250. 
Коммерческий антирабический ФИТЦ-конъюгат гото-
вили в разведении 1:40, рекомендованном инструкцией 
по применению.

Результаты и обсуждение

Техника мечения антител красителем ФИТЦ в 
настоящее время широко применяется при разработке 
диагностических тест-систем, в том числе предназначен-
ных для детекции вируса бешенства. Следует отметить, 
что ФИТЦ имеет относительно высокую скорость 
фотообесцвечивания, что явилось причиной разработ-
ки его производных, в том числе флуорофоров Alexa 
Fluor, обладающих повышенной фотостабильностью и 
интенсивностью флуоресценции. Краситель Alexa Fluor 
успешно применяют в современных исследованиях мето-
дом проточной цитометрии, где требуется повышенная 
стабильность и интенсивность флуоресценции. На рисун-
ках 1 и 2 представлены результаты исследования спектров 
поглощения антител, красителей и сконструированных 
флуоресцирующих антирабических конъюгатов методом 
спектрофотометрии.

Максимальное оптическое поглощение растворов 
ФИТЦ и Alexa Fluor (532 нм) было установлено в об-
ласти 495 и 522 нм соответственно. Пиковые значения 
спектров поглощения растворов антител к РНП ВБ 
фиксировали в диапазоне от 380 до 460 нм с постепенным 
снижением в длинноволновой области. При смешивании 
растворов флуорохромов с антителами получали резуль-
тирующий спектр поглощения, равный сумме спектров 
поглощения исходных компонентов, что свидетельствовало 
об отсутствии связей между ними на момент смешивания, 
а также отсутствии иных поглощающих компонентов.

После конъюгации белка с флуорохромом отмеча-
ли изменение исследуемых спектральных характеристик. 
Для конъюгатов было характерно наличие двух пиков 
поглощения, соответствующих белку и связанному краси-
телю. При этом пик, характерный для веществ белковой 
природы, находился в области поглощения 380–460 
нм, но при конъюгации с ФИТЦ смещался в коротко-
волновую область, а при конъюгации с Alexa Fluor (532 
нм) – в длинноволновую область спектра на 20–30 
нм. Максимальное значение второго пика поглощения, 
соответствующего красителю, оставалось неизменным. 
Наблюдаемое в ходе эксперимента смещение макси-
мума поглощения белкового вещества свидетельствует 
об успешном завершении конъюгации, выраженной в 
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образовании связей между антителами и добавленным 
красителем.

Рис. 1. Исследование спектров поглощения при конъ-
югировании антител к рибонуклеопротеину вируса 
бешенства с ФИТЦ

Рис. 2. Исследование спектров поглощения при конъ-
югировании антител к рибонуклеопротеину вируса 
бешенства с Alexa Fluor (532 нм)

При окрашивании интактной и инфицированной 
ВБ «Москва 3253Vero» перевиваемых клеток Vero раз-
личными разведениями экспериментального ФИТЦ-
конъюгата было установлено оптимальное рабочее раз-
ведение конъюгата в значении 1:80. При использовании 
данного разведения конъюгата свечение инфицированных 
вирусом клеток при визуальном учете оценивали не менее 
чем на 3 балла, как и в случае окрашивания коммерческим 
антирабическим ФИТЦ-конъюгатом, взятым в рабочем 
разведении (рис. 3). При использовании эксперимен-
тального конъюгата с большей степенью разведения 
интенсивность свечения, наблюдаемого в образцах ин-
фицированных вирусом клеток, оценивали на 1–2 балла.

Рис. 3. Сравнение эффективности коммерческого 
и экспериментального антирабических ФИТЦ-
конъюгатов в образцах клеточной культуры Vero, 
увеличение (200×). А – инфицированная virus fixe 
«Москва 3253Vero» клеточная культура Vero, окра-
шенная коммерческим ФИТЦ-конъюгатом (1:40); 
B – инфицированная virus fixe «Москва 3253Vero» 
клеточная культура Vero, окрашенная эксперимен-
тальным ФИТЦ-конъюгатом (1:80); C – интактная 
клеточная культура Vero, окрашенная коммерческим 
ФИТЦ-конъюгатом (1:40); D – интактная клеточ-
ная культура Vero, окрашенная экспериментальным 
ФИТЦ-конъюгатом (1:80)

При окрашивании интактной и инфицированной 
ВБ «Москва 3253Vero» перевиваемой культуры клеток 
Vero экспериментальным Alexa Fluor-конъюгатом в 
различных разведениях было установлено оптималь-
ное рабочее разведение для данного конъюгата, соот-
ветствующее 1:250. В данном разведении конъюгата 
наблюдали специфическое свечение инфицированных 
клеток в лунках микропланшета с визуально оцениваемой 
интенсивностью в 3–4 балла (рис. 4). 

Рис. 4. Образцы инфицированной virus fixe «Москва 
3253Vero» клеточной культуры Vero, окрашенные конъ-
югатом антирабических антител с Alexa Fluor (532 нм), 
увеличение (100×). А – окрашенный Alexa Fluor-
конъюгатом (532 нм) образец (1:250); B – окрашен-
ный Alexa Fluor-конъюгатом (532 нм) образец (1:1250)
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Увеличение степени разведения конъюгата при-
водило к уменьшению эффективности окрашивания 
образцов.

Заключение

Таким образом, были получены флуоресцирую-
щие конъюгаты на основе антител к РНП ВБ «Москва 
3253Vero» с метками ФИТЦ и Alexa Fluor (532 нм), а 
также установлены их оптимальные рабочие разведения 
для исследований в контрольных тестах на клеточной 
культуре. Интенсивность специфического свечения ин-
фицированной вирусом культуры клеток при окрашива-
нии экспериментальными конъюгатами, взятыми в уста-
новленных рабочих разведениях, оказалась сопоставимой 
с интенсивностью свечения при использовании коммер-
ческого антирабического ФИТЦ-иммуноглобулина, 
взятого в рабочем разведении. Полученные результаты 
свидетельствуют о возможности эффективного примене-
ния полученных конъюгатов в исследованиях с исполь-
зованием клеточных культур с целью детекции вируса 
бешенства или определения активности антирабических 
сывороток и иммуноглобулина.
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CONSTRUCTION OF CONJUGATES BASED ON ANTIBODIES TO RABIES 
VIRUS RIBONUCLEOPROTEIN WITH FITC AND ALEXA FLUOR 

FLUOROCHROMES AND EVALUATION OF THE POSSIBILITY OF THEIR 
USE IN CELL CULTURE STUDIES

Yu.K. GAVRILOVA1, S.V. GENERALOV1, E.G. ABRAMOVA1,2,  
T.Yu. KIRILLOVA1, M.N. KIREEV1, A.N. SPICYN1

1 Russian Research Anti-Plague Institute «Microb» of the Rospotrebnadzor,  
2 Saratov State Vavilov Agrarian University, Saratov

In the course of the study, fluorescent conjugates based on antibodies to the ribonucleoprotein of the rabies virus «Moscow 
3253Vero» with FITC and Alexa Fluor (532 nm) fluorochromes were constructed. The results of the spectrophotometric analysis of the 
characteristics of antibodies to the rabies virus ribonucleoprotein, fluorescent tags and ready-made conjugates, showed the possibility of 
controlling the procedure for conjugating antibodies with fluorescent tags by the spectrophotometric method. Optimal working dilutions 
of experimental conjugates during staining of infected cell cultures have been established. The obtained data confirmed the effectiveness 
of the use of the designed conjugates in comparison with commercial anti-rabies fluorescent conjugates in the study of a Vero transferable 
cell line infected with rabies virus by direct immunofluorescence.

Keywords: anti-rabies conjugate, FITC, Alexa Fluor, rabies virus detection, direct immunofluorescence method, spectrophotometry.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФЕРМЕНТНЫХ ПРЕПАРАТОВ ПРИ ПРОИЗВОДСТВЕ 
СПИРТА С ДРОЖЖАМИ МЕСТНОЙ СЕЛЕКЦИИ

Н.Ф. БИРАГОВА*, Н.А. ТИНИКАШВИЛИ, Д.А. БИРАГОВ

ФГБОУ «Северо-Кавказский горно-металлургический институт»  
(государственный технологический университет), Владикавказ 

Впервые исследовано влияние различных ферментных препаратов с дрожжами Saccharomyces cerevisiae ДМ-2, ВКПМ 
– Y-3415 на получение спирта из крахмалсодержащего сырья. На основании изученных литературных данных и собственных 
экспериментов был выбран фермент Saczyme-AS и дрожжи Saccharomyces cerevisiae ДМ-2, ВКПМ – Y-3415, обладающие 
интенсивностью осахаривания и сбраживания просяного сусла. Установлены основные оптимальные условия для брожения 
просяного сусла t=30 °С, рН=4,5–5,3.

Ключевые слова: просо, ферментные препараты, дрожжи, спирт.
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Введение 

В последнее время были достигнуты боль-
шие успехи в области технологии ферментов. Был 
расшифрован механизм их действия на природные 
субстраты, установлены закономерности функцио-
нирования комплексных ферментных систем, кото-
рые участвуют в последовательных превращениях 
субстратов. Выявлен характер влияния коллоидно-
химических факторов на кинетику ферментативных 
реакций в полидисперсных системах, образующихся 
при переработке растительного сырья. Это позволило 
продвинуть создание теоретической базы фермента-
ции растительного сырья. При производстве спирта 
из крахмалсодержащего сырья используются энзимы 
с амилолитической, цитолитической и протеоли-
тической активностью. Поскольку выход спирта в 
значительной мере зависит от полноты осахаривания 
исходного сырья, то применение солода и энзимов 
имеет актуальное значение. В процессе подварива-
ния большая часть крахмала, которая содержится в 
сырье, клейстеризуется, сильно повышая вязкость, 
препятствующую полному развариванию и клейсте-
ризации. Использование -амилаз невысокой термо-

стабильности ведет к разжижению замеса. Полное 
осахаривание разжиженного крахмала достигается 
с помощью микробной глюкоамилазы, что дает воз-
можность повысить степень осахаривания сырья и 
в дальнейшем сократить процесс брожения за счет 
изменения равновесия ферментативной реакции. 
Поскольку в производстве алкогольсодержащих 
напитков ферментные препараты глюкоамилазы, 
определяющие скорость и глубину сбраживания сус-
ла, имеют широкое применение, то выбор комплекса 
ферментных препаратов с определенной дозировкой 
каждого имеет решающее значение. 

В качестве крахмалсодержащего сырья нами 
было выбрано просо. По химическому составу просо 
мало чем отличается от других зерновых культур. По 
содержанию крахмала и по содержанию пленок оно 
наиболее приближено к ячменю, по количественному 
содержанию незаменимых аминокислот – к кукурузе. 
Химический состав проса не постоянен. Заметно 
колеблется количество клетчатки (10–14%) в зави-
симости от пленчатости зерна, белка (10–15%) – от 
условий произрастания и сорта, а также содержание 
других веществ. Необходимо отметить, что вещества, 
входящие в состав проса, имеют некоторые особен-
ности. Жир темный, с высоким кислотным числом, 
относится к нестойким при хранении жирам. Белки 
не вполне полноценны по аминокислотному составу, 
почти не содержат триптофана, плохо набухают в 
холодной воде, не образуют связного теста. Крахмал 
клейстеризуется сравнительно медленно, при варке 
сильно набухает и увеличивается в объеме.
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Материалы и методы

Все показатели промежуточных и конечного 
продуктов определяли согласно методам, принятым 
в технохимическом контроле спиртового произ-
водства. 

В работе использовалось: сырье – просо крах-
малистостью 53,9% и влажностью 13,2%. На стадии 
разваривания и осахаривания применялись ферментные 
препараты: Теrmamyl-AS, Saczyme-AS, NS 25008-AS, 
Shearzym-AS. Для проведения процесса брожения были 
взяты дрожжи культуры Saccharamyces cerevisiae штамм 
– ДМ-2 номер расы ВКПМ – Y-3415.

Исследование проводилось по технологической 
схеме, принятой в спиртовом производстве. Зерновое 
сусло было сброжено за 70 часов. Объектами исследо-
вания были выбраны образцы сусла с применяемыми 

ферментными препаратами, имеющие высокие физи-
ко-химические показатели. Полученные образцы были 
обработаны согласно методам, принятым в спиртовом и 
ликероводочном производстве.

Результаты

При микроскопировании отмечена активная жиз-
недеятельность дрожжевых клеток штамма ДМ-2 вида 
Saccharomyces cerevisiae расы Y-3415, с преобладанием 
округлых и овальных форм.

Результаты исследований представлены в виде 
графиков и таблиц, характеризующих: 

	- прирост количества почкующихся клеток (рис. 1);
	- прирост гликогена (рис. 2);
	- прирост биомассы дрожжей (рис. 3);
	- определение видимой концентрации СВ (рис. 4).

 
Рис 1. Прирост количества почкующихся клеток

Рис 2. Прирост гликогена
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Рис 3.Прирост биомассы дрожжей.

Рис 4. Определение видимой концентрации СВ.

Выявлены основные оптимальные условия для 
брожения просяного сусла: t=30 °С, рН=4,5–5,3. 
Обнаружено, что у зрелых дрожжей гликоген занимает 
от 1/3 до 2/3 клеток.

При общей оценке результатов на основании прове-
денного эксперимента было установлено, что бражка, полу-
ченная с использованием дрожжей Saccharamyces cerevisiae 
штамм – ДМ-2 номер расы ВКПМ – Y-3415 и с фер-
ментным препаратом Saczyme-AS содержит 9,5% спирта.

Заключение

Применение ферментного препарата Saczyme-AS 
позволяет эффективно и быстро провести конверсию 
декстринов (их содержание в просе 3,5–9%) в сбражи-
ваемые сахара. Характеристики и разработка Saczyme-
AS гарантирует следующие преимущества:

	- Эффективное разрушение декстринов.
	- Пониженный риск инфекции вследствие работы 

при высоких температурах (65 °С).
	- Низкая стоимость обработки и дозировка.
	- Сокращение затрат на логистику вследствие  

поставок высококонцентрированного препарата.
Saczyme-AS может использоваться одновременно 

на стадии осахаривания и сбраживания.
В целом, оценивая результаты проведенных иссле-

дований, был сделан вывод о целесообразности примене-
ния ферментного препарата Saczyme-AS при производстве 
спирта из крахмалсодержащего сырья (просо) с использо-
ванием дрожжей Saccharomyces cerevisiae штамм – ДМ-2 
номер расы ВКПМ – Y-3415. Полученные результаты 
целесообразно применять в агропромышленном комплексе.

Необходимая литература представлена в нижепри-
веденном списке (1–10).
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THE USE OF ENZYME PREPARATIONS IN THE PRODUCTION  
OF ALCOHOL WITH LOCAL SELECTION OF YEAST

N.F. BIRAGOVA, N.A. TINIKASHVILI, D.A. BIRAGOV

North Caucasian mining and metallurgical institute (State technological university), Vladikavkaz

For the first time, the effect of various enzyme preparations with the yeast Saccharomyces cerevisiae DM-2, VKPM - Y-3415 
on the production of alcohol from starch-containing raw materials was studied. Based on the studied literature data and our own 
experiments, the Saczyme-AS enzyme and the yeast Saccharomyces cerevisiae DM-2, VKPM – Y-3415 were selected, which 
have the intensity of saccharification and fermentation of millet wort. The main optimal conditions for the fermentation of millet wort 
t=30 °C, pH=4.5–5.3 have been established.

Keywords: millet, enzyme preparations, yeast, alcohol.
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В статье представлены результаты исследования ингибиторной активности растений на штамм бактерий Pseudomonas 
fluorescens АP-33. Показано, что наиболее эффективными ингибиторами являются золототысячник, женьшень (корень), 
папайя, шлемник и особенно лимонник (плоды). Причиной воздействия растительных добавок на Pseudomonas fluorescens, 
в основном, вероятно, являются эфирные масла и флавоноиды. 
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Введение

Значительный объем работ по изучению бактерий 
семейства Pseudomonas подгруппы fluorescens посвя-
щен P. aeruginosa, P. putida, P. syringae; штаммы же P. 
fluorescens не привлекали особого внимания [18]. Однако 
в последнее время появляется больше работ, посвящен-
ных P. fluorescens, что связано с тем, что Pseudomonas 
fluorescens представляет собой одну из самых разноо-
бразных групп внутри рода Pseudomonas и может, с од-
ной стороны, защищать сельскохозяйственные культуры, 
их семена и корни от микроорганизмов, а, с другой, спо-
собствовать порче разнообразных продуктов. Все больше 
данных свидетельствует о том, что некоторые штаммы 
P. fluorescens относятся к членам микробиоты человека и 
взаимодействуют с человеком-хозяином таким образом, 
что это способствует возникновению определенных хро-
нических заболеваний, таких как сепсис, септический шок 
и внутрисосудистое свертывание крови [20]. Известны 
данные взаимодействия с клетками человека in vitro [15]. 
Кроме того, они часто описываются как портящие молоко 
и свежий сыр [4]. 

Pseudomonas fluorescens регулярно загрязняет 
пищевые продукты, готовые к употреблению. Эти 
микроскопические организмы демонстрируют широ-
кий выбор температуры роста, и загрязнение является 

ключевой проблемой обычных и охлажденных пищевых 
продуктов [14]. Качество сырых овощей, обработка, си-
стема упаковки и температура хранения служат важными 
факторами, влияющими на микробный состав конечного 
продукта. Биотипы P. fluorescens I, II и III также были 
идентифицированы благодаря протеолитической и ли-
политической активности в молоке, говяжьем фарше, 
курятине и рыбе [13]. P. fluorescens – это наиболее 
распространенный загрязнитель молочных танков, он 
обнаруживает липолитическую, протеолитическую и 
лецитиназную активность [8]. P. fluorescens считается 
преобладающей и наиболее вредоносной микробиотой 
при хранении сырого молока в холодильнике [23]. При 
хранении молочного продукта термостойкие ферменты P. 
fluorescens не только остаются активными после тепловой 
стерилизации, вызывая горечь молока, осадок и гелео-
бразование, но и образуют биопленку на поверхности 
оборудования и инструментов в линии производства 
молочной продукции [21]. Как только биопленка об-
разуется Pseudomonas бактериями, их трудно удалить 
с помощью гигиенических обработок при переработке 
сырого молока. Образующаяся биопленка, рост которой 
облегчен доступностью питательных веществ, вызывает 
коррозию трубопроводов, способствует росту патогенов, 
угрожающих здоровью потребителей. 

Исследование тормозной активности растений 
показывает, что многие из них обладают выраженными 
антибактериальными свойствами, поскольку растения 
выработали большое число разнообразных химических 
стратегий для борьбы с атаками патогенов. Действую-
щими веществами могут выступать флавоноиды, эфир-
ные масла, дубильные вещества, алкалоиды, терпены, 
фенольные соединения и др. Например, сравнение 
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экстрактов разных частей таких аюрведических рас-
тений, как куркума, корица, банан, манго, красный 
перец, эвкалипт и род Musa семейства Банановых в от-
ношении Escherichia coli и Micrococcus luteus, показало, 
что куркума оказывает наиболее выраженное действие, 
корица также обладает высокой антибактериальной 
активностью, красный перец не проявил достоверных 
антибактериальных свойств. В экстрактах содержатся 
такие вещества, как эфирные масла, таннины, сапоноиды, 
флавоноиды, фенолы, алкалоиды и горечи. В целом, как 
заключают авторы, эти результаты подтверждают назна-
чение указанных лекарственных растений в традицион-
ной медицине [5]. Среди экстрактов куркумы, корицы и 
чеснока водный экстракт чеснока показал максимальную 
антибактериальную активность относительно Е. coli и 
Bacillus subtilus [16]. 

В последние годы экстракты ароматических рас-
тений широко используются в области консервирования 
пищевых продуктов [6]. В настоящее время многие из 
наиболее широко используемых пищевых консервантов 
являются синтетическими продуктами. Однако син-
тетические продукты имеют много недостатков, такие 
как потенциальная канцерогенность, тератогенность, 
загрязнение окружающей среды и острая токсичность 
[9]. В связи с этим развивается тенденция перехода к 
натуральным пищевым добавкам, которыми можно за-
менить синтетические химические добавки [10].

Эфирные масла представляются идеальным выбором 
из-за их значительных антибактериальных свойств и без-
опасности [7]. Эфирные масла представляют собой при-
родные антимикробные агенты, обнаруженные во многих 
растениях, и являются основной причиной антимикробных 
свойств экстрактов ароматических растений [6]. 

В исследовании тормозящей активности несколь-
ких эфирных масел фенхеля, двух видов мяты базилика, 
трех видов душицы, а также отдельных компонентов 
эфирных масел препараты лекарственных растений 
подвергали скринингу на 10 изолированных штаммах 
Klebsiella pneumoniae, продуцирующих бета-лактамазу, 
что делает этот микроорганизм устойчивым ко многим 
антибиотикам. Все эфирные масла и компоненты оказа-
ли значительное антибактериальное действие, превос-
ходящее не только действие ампициллина, к которому 
бактерии были устойчивы, но также и офлаксоцина [17].

Линалоол, также известный как 3,7-диметил-
1,6-октадиен-3-ол, монотерпеновый спирт, который 
содержится в эфирных маслах, экстрагированных 
из более чем 200 растений по всему миру, таких как 
Thymus vulgaris (тимьян) и Juniperus communis 

(можжевельник) [3, 19], проявляет антиоксидантную, 
противовоспалительную и противораковую активность, 
обнаруживает антибактериальную активность в отноше-
нии Staphylococcus aureus NCTC 10788, Pseudomonas 
aeruginosa NCTC 12924 и Escherichia coli NCTC 
12923 [12] и широко используется в фармацевтике, 
косметике и пищевых добавках [7]. 

В связи с вниманием потребителей к безопасности 
пищевых продуктов натуральные и безопасные эфирные 
масла стали популярным предметом исследований в обла-
сти сохранения пищевых продуктов. В рассматриваемом 
исследовании изучались антибактериальная активность и 
механизм действия линалоола на P. fluorescens. Резуль-
таты показали, что линалоол оказывает значительное 
ингибирующее действие на P. fluorescens. Линалоол 
сначала воздействует на клеточную мембрану, нанося 
повреждение структуре и функции клеточной мембра-
ны и вызывая утечку внутриклеточных макромолекул. 
Кроме того, линалоол, по-видимому, влияет на актив-
ность некоторых внутриклеточных ферментов, тормозя 
активность ферментов, связанных с циклом ТСА и пу-
тем гликолиза. Кроме того, линалоол также ингибирует 
АТФ и дегидрогеназу дыхательной цепи, тем самым 
затормаживая выработку АТФ и клеточное дыхание. То 
есть линалоол действует во многих из вышеупомянутых 
путей, что приводит к аномальной клеточной структуре 
и метаболической функции и вызывает гибель клеток. 
Таким образом, линалоол служит кандидатом в качестве 
эффективного натурального пищевого консерванта и 
многофункциональной пищевой добавки [11].

Целью настоящей работы является изучение 
влияния растительных экстрактов на ингибирование 
роста P. fluorescens, выращиваемых в предложенной [2] 
питательной среде. 

Материалы и методы

В работе использован штамм микроорганизмов 
Pseudomonas fluorescens АP-33. Для стерилизации 
применяли стерилизатор паровой автоматический ВКа-
75-ПЗ. Культивирование микроорганизмов проводили 
в шейкере-инкубаторе «Innova 44».

Результаты и обсуждение

Для глубинного культивирования микроорганизмов 
Pseudomonas fluorescens АР-33 применяли питательную 
среду следующего состава: меласса, горох шлифованный, 
фосфат калия, сульфат магния, сульфат железа (III), ни-
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трат аммония, растительный экстракт (перечень экстрак-
тов представлен в таблице 1), вода. Растительное сухое 
сырье в количестве 10 г на 1 л каждого экстракта вносили 
после стерилизации в автоклаве. Значение рН выдержи-
вали в пределах 7,5–7,6. Время стерилизации составляло 
30 мин. при давлении 1 Bar. После автоклавирования 
питательную среду остужали до комнатной температу-
ры и фильтровали. Культивирование микроорганизмов 

осуществлялось 20–24 часа при температуре -28±2 °С 
с принудительной аэрацией со скоростью вращения 125 
об./мин в шейкере-инкубаторе «Innova 44». Опыты 
воспроизводили трижды. Численность микроорганиз-
мов оценивалась методом стандартных десятикратных 
разведений с высевом в стерильных условиях в чашки 
Петри на агаризованную среду вышеуказанного состава. 
Результаты представлены в таблице 1.

Таблица 1
Влияние растительных экстрактов на количество Pseudomonas fluorescens АР -33  

в процессе культивирования

№ Растительный препарат КОЕ/мл×10-8

1 Шиповник (лист) Rosa canina 20±10
2 Золототысячник Centáurium erythraéa 10±5
3 Черника (лист) Vaccínium myrtíllus 50±10
4 Чага Fungus betulinus 50±10
5 Женьшень (корень) Panax ginseng 15±5
6 Олива (лист) Olea europaea 40±10
7 Грейпфрут (косточки) Cītrus paradīsi 20±5
8 Черемша Állium ursínum 50±10
9 Зверобой Hypéricum perforátum 20±5
10 Подорожник (оболочка семени) Plantago major 50±10
11 Лимонник (плоды) Schisándra chinénsis 5±5
12 Крушина Frángula álnus 30±10
13 Папайя Cárica papáya 10±5
14 Шлемник Scutellária galericuláta 10±5
15 Толокнянка (лист) Arctostáphylos úva-úrsi 40±10
16 Красная щетка Rhodiola quadrifida 30±5
17 Ива (кора) Salix alba 40±10
18 Боровая матка Orthilia secunda 40±10
19 Крапива двудомная Urtíca dióica 40±10
20 Спирулина Spirulina platensis 50±10
21 Брусника Vaccinium vitis-idaea 40±10
22 Без добавления растительных экстрактов 50±10

Из таблицы 1 видно, что некоторые растительные 
добавки, такие как черника (лист), чага, черемша, по-
дорожник (оболочка семени), спирулина, не влияют на 
подавление или рост бактерий Pseudomonas fluorescens 
АP-33. Брусника, крапива двудомная, боровая матка, 
ива (кора), толокнянка (лист), олива (лист) снижа-
ют активность бактерий на 20%, а шиповник (лист), 
грейпфрут (косточки), зверобой, красная щетка – на 
40–60%. Наиболее эффективными ингибиторами яв-
ляются золототысячник, женьшень (корень), папайя, 
шлемник и особенно лимонник (плоды). 

Заключение

Причиной воздействия растительных добавок на 
Pseudomonas fluorescens, в основном, вероятно, являются 
эфирные масла и флавоноиды. Так, эфирное масло ли-
монника на 60% (по весу) состоит из сесквитерпеновых 
углеводов [1]. Кроме того, в составе эфирного масла 
этими авторами обнаружены жирные (или алифатиче-
ские) терпены в количестве 4% (вес), моноциклические 
терпены (около 13,5% – вес) и бициклические терпены 
ряда пинана (более 3% – вес) и ряда камфана (более 

Е.С. Яценко и др., с. 51–56
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4,6% – вес). Также в составе эфирного масла присут-
ствуют эфиры: уксусный эфир борнеола – борнилацетат 
(9,2% – вес) и метоксицимол (около 2% – вес). Па-
пайя и золототысячник также содержат эфирные масла. 
В эфирном масле шлемника имеются сесквитерпеновые 
углеводороды и флавоноиды [24]. До 80% эфирных 
масел корня женьшеня составляют сесквитерпены, из 
которых наибольшая доля (до 5–6%) приходится на 
фарнезол [22].

Таким образом, можно заключить, что вероят-
нее всего ингибирующее воздействие на Pseudomonas 
fluorescens AP-33 оказывают флавоноиды и составля-
ющие части эфирных масел растений, в частности – се-
сквитерпены.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта Алтайского государственного университета, 
проект № 16/22-ВГ.
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The article presents the results of a study of the inhibitory activity of plants against the bacterial strain Pseudomonas fluorescens 
A-33. Centaury, ginseng (root), papaya, skullcap, and especially lemongrass (fruit) have been shown to be the most effective inhibitors. 
The reason for the effects of herbal supplements on Pseudomonas fluorescens is probably mainly essential oils and flavonoids.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 632.952

ПОЛУЧЕНИЕ СУБСТАНЦИИ ИМБРИЦИНА  
ИЗ КУЛЬТУРАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ STREPTOMYCES IMBRICATUS

Н.В. КОТОВА*, И.А. КРАСОВИЦКАЯ, А.В. ГУСЕВ, Д.Р. ЗАЙРЕТДИНОВА

ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный химико-фармацевтический университет  
Министерства здравоохранения РФ», Санкт-Петербург

Разработана схема выделения и очистки антибиотика немедицинского назначения имбрицина. Показано, что при исполь-
зовании в качестве экстрагента водного раствора изопропилового спирта с добавлением хлористого цинка и предварительном 
подсушивании мицелиальной массы Streptomyces imbricatus выход на стадии экстракции повышается. Получена субстанция 
имбрицина с удельной активностью 854,8±31,2 мкг/мг. Стабильность, высокая биологическая активность, широкий спектр 
противогрибкового действия, низкая токсичность и возможности применения в сельском хозяйстве, пищевой и целлюлозно-
бумажной промышленности свидетельствуют о перспективности разработки технологии выделения и очистки имбрицина.
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Введение

Обеспечение населения качественными продукта-
ми питания растительного происхождения является важ-
нейшей задачей агропромышленного комплекса РФ. 
Одним из значимых направлений в растениеводстве 
является разработка новых средств защиты растений 
от фитопатогенной микрофлоры. Применение с этой 
целью препаратов, полученных химическим синтезом, 
зачастую оказывает неблагоприятное воздействие на 
экосистемы: ядохимикаты попадают в почву и воду, 
отравляют полезные виды птиц и рыб, оказывают вред-
ное воздействие на человека. В качестве альтернативы 
химически синтезированным препаратам в настоящее 
время широко распространено применение антибио-
тиков немедицинского назначения. Такие антибиотики 
практически безвредны для растений и животных и 
обладают избирательностью действия в отношении 
фитопатогенных микроорганизмов [6]. Кроме того, 
перспективным с точки зрения экологии направлением 
является применение антибиотиков немедицинского 
назначения в качестве биоцидов для борьбы с микопов-
реждениями бумаги [10]; возможно их использование 

в качестве консервантов в пищевой промышленности 
[7–9]. Одним из таких препаратов является антибио-
тик имбрицин.

Имбрицин – противогрибковый неполиеновый 
макролидный антибиотик, синтезируемый актиномице-
том Streptomyces imbricatus [1]. Характерными особен-
ностями имбрицина являются стабильность, высокая 
биологическая активность, широкий спектр противо-
грибкового действия, нелетучесть, низкая токсичность, 
а также легкая и быстрая деградация до нетоксичных 
соединений, практически не оставляющих ядовитых 
остатков в окружающей среде [4]. Имбрицин оказывает 
фунгицидное действие в отношении ряда фитопатогенных 
грибов [1, 12], гербицидное действие на некоторые виды 
сорных растений [1], а также стимулирует защитные 
функции и выступает одним из регуляторов роста сель-
скохозяйственных культур. Описанные свойства имбри-
цина и потенциальные возможности его практического 
применения свидетельствуют о перспективности раз-
работки технологии производства данного антибиотика, 
одной из важнейших стадий которой является выделение 
имбрицина из культуральной жидкости.

Цель работы – разработка технологии выделения 
имбрицина из культуральной жидкости Streptomyces 
imbricatus. Данная работа является продолжением ис-
следования, результаты которого были опубликованы в 
2021 году [2]. В задачи данной работы входят подбор 
условий проведения процесса экстракции имбрицина (со-
става экстрагента и влажности мицелия, поступающего 
на стадию экстракции), а также осуществление процес-
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сов упаривания экстракта, кристаллизации и сушки для 
получения субстанции имбрицина.

Материалы и методы

Для получения имбрицина использовали штамм 
Streptomyces imbricatus ЛИА-0112, полученный из музея 
культур микроорганизмов кафедры биотехнологии ФГБОУ 
ВО СПХФУ. Предварительно подготовленный посевной 
материал вносили в оптимизированную питательную среду № 
135: кукурузная мука – 40 г/л, соевая мука – 20 г/л, глюко-
за – 50 г/л, рН=7,2–7,4, объем среды – 30 мл. Фермен-
тацию проводили в колбах объёмом 750 мл, установленных 
на качалочную платформу, при частоте оборотов 200–220 
мин-1 в течение 4 суток (96 ч) и температуре 26–28 °С. 

По окончании процесса культивирования осу-
ществляли фильтрацию культуральной жидкости на 
нутч-фильтре, состоящем из вакуумного насоса Microsart 
(Sartorius), колбы Бунзена и воронки Бюхнера. Ми-
целиальную массу подсушивали в сухожаровом шкафу 
BINDER при температуре 30 °С в течение 1, 2, 3, 4 и 5 
часов, получая образцы мицелия с различными значениями 
остаточной влажности в зависимости от времени сушки.

Имбрицин выделяли из мицелия методом экс-
трагирования. В качестве экстрагентов использовали 
водные растворы этилового и изопропилового спиртов 
в концентрациях 50, 65, 80, 100%, а также 65%-ный 
водный раствор изопропилового спирта с добавлением 
1%-ного водного раствора хлористого цинка и 65%-ный 
водный раствор изопропилового спирта с добавлением 
1%-ного водного раствора CaCl2. Соотношение объемов 
фаз экстрагента и мицелия составляло 1:3, продолжитель-
ность процесса экстракции – 30 мин, температура про-
цесса – 20–22 °С. В экстрактах определяли содержание 
(активность) имбрицина, рассчитывали выход на стадии.

Концентрирование экстракта имбрицина прово-
дили под вакуумом при температуре 40–42 °С. В полу-
ченном концентрате определяли содержание имбрицина.

Концентрат имбрицина выдерживали 2–3 ч при 
температуре 4–5 °С и периодическом перемешивании. 
По прохождении этого времени полученные кристаллы 
отделяли на нутч-фильтре, промывали холодным аце-
тоном и высушивали в течение 24 ч при температуре 
22–25  °С. Во всех партиях получаемой субстанции 
определяли удельную активность имбрицина.

Содержание (активность, А, мкг/мл) имбрицина в 
экстрактах и концентрате определяли по методу, описанному 
в [3], включающему определение оптической плотности 
раствора, содержащего имбрицин, на спектрофотометре 

СФ-2000 (ООО «ОКБ Спектр») при длинах волн 240 
и 270 нм. В качестве раствора сравнения использовали 
96%-ный этиловый спирт. Удельную активность нистатина 
в субстанции определяли химическим (спектрофотометри-
ческим) и биологическим методами [3, 5].

Для каждой стадии процесса получения субстан-
ции рассчитывали выходы целевого продукта, определяли 
общий выход имбрицина по предлагаемой технологии.

Проведена статистическая обработка всех экспери-
ментальных данных, в разделе «Результаты и обсуждение» 
указаны значения с соответствующими доверительными 
интервалами, рассчитанными по критерию Стьюдента. Все 
эксперименты проводились не менее чем в трех повторностях. 
Для подтверждения воспроизводимости и достоверности 
результатов рассчитывали стандартное отклонение среднего 
результата и контрольный критерий однородности выборки. 
Значение доверительной вероятности составило 0,95.

Результаты и обсуждение

В работе [2] был предложен метод выделения и 
очистки имбрицина, состоящий из следующих стадий: 

1. Фильтрация культуральной жидкости Strepto-
myces imbricatus.

2. Экстрагирование имбрицина из мицелия про-
дуцента.

3. Упаривание экстракта под вакуумом.
4. Кристаллизация имбрицина.
5. Сушка кристаллов имбрицина.
Показано, что в процессе культивирования 

Streptomyces imbricatus имбрицин накапливается пре-
имущественно в мицелии. Были подобраны оптимальное 
соотношение объемов фаз мицелия и экстрагента (1:3) 
и продолжительность процесса экстракции (30 мин).

В качестве экстрагентов для выделения имбрицина 
из мицелия были выбраны этиловый и изопропиловый 
спирты различных концентраций. Для экстракции анти-
биотиков из мицелия продуцентов также широко рас-
пространено применение диметилформамида (ДМФА) 
и ацетона, однако использование этих экстрагентов в 
данном случае невозможно. Это обусловлено тем, что 
они обладают свойствами, не позволяющими определять 
содержание имбрицина в экстракте спектрофотометри-
ческим методом: граница пропускания ДМФА – 260 
нм, ацетона – 320 нм [11], тогда как для определения 
концентрации имбрицина необходимо проводить изме-
рение оптической плотности раствора при 240 и 270 нм.

Результаты исследований представлены на ри-
сунке 1.



59

Рис. 1. Зависимость содержания имбрицина в экстракте от концентрации экстрагента

Из рисунка 1 видно, что наиболее эффективным 
экстрагентом является 65%-ный раствор изопропилового 
спирта (A=3224±157 мкг/мл). 

С целью повышения выхода на стадии экстракции 
изучено влияние на этот процесс таких факторов, как 
влажность поступающего на стадию мицелия и добав-
ление солей в состав экстрагента.

Для определения зависимости активности имбри-
цина в экстракте от влажности мицелия Streptomyces 
imbricatus проводили подсушивание мицелия после 
стадии фильтрации. В зависимости от времени под-
сушивания получали следующие значения остаточной 
влажности: 73, 67, 65, 60, 54%. Результаты проведения 
процесса экстракции представлены на рисунке 2.

Рис. 2. Зависимость активности имбрицина в экстракте от влажности мицелия продуцента

В соответствии с полученными результатами 
можно сделать вывод, что подсушивание мицелия перед 
экстракцией способствует повышению активности анти-
биотика в экстракте. Наибольшее значение активности 
наблюдается при влажности мицелия, равной 60%, 
что соответствует продолжительности сушки 4 часа 
(А=3731±95 мкг/мл). Дальнейшее увеличение про-
должительности сушки приводит к снижению актив-
ности антибиотика в связи с его термолабильностью. 
При остаточной влажности мицелия 60% выход на 

стадии экстракции увеличивается на 15,72% по срав-
нению с экстракцией 65%-ным водным раствором 
изопропилового спирта из мицелия, предварительно 
не подсушенного.

Рассмотрено влияние добавления к 65%-ному во-
дному раствору изопропилового спирта 1%-ных водных 
растворов хлористого цинка (ZnCl2) и хлористого кальция 
(CaCl2) на процесс экстракции имбрицина из мицелия с 
остаточной влажностью 60%. Результаты приведены на 
рисунке 3.

Н.В. Котова и др., с. 57–62



60

Вестник биотехнологии, 2022, Т. 18, № 3

Рис. 3. Содержание имбрицина в экстракте в зависимости от состава экстрагента

Показано, что при добавлении хлористого кальция 
в экстрагент увеличение выхода целевого продукта не 
происходит. Добавление в 65%-ный изопропиловый 
спирт хлористого цинка увеличивает выход антибиотика 
на стадии экстракции на 10,03% (А=4054±112 мкг/
мл). В связи с этим данный экстрагент был отобран для 
проведения процесса экстракции.

Экстракт упаривали в 2,5–3 раза (А=10135±384 
мкг/мл), после чего проводили кристаллизацию имбри-
цина и сушку осадка. Было получено несколько партий 
субстанции антибиотика, представлявшей собой порошок, 
состоящий из мелких и крупных частиц от светло-бежевого 
до темно-коричневого цвета. В каждой из партий была опре-
делена удельная активность двумя методами (химическим 
и биологическим). Результаты представлены в таблице 1.

Таблица 1
Удельная активность различных партий субстанции 

имбрицина

Номер партии Удельная активность , мкг/мг
Химический метод Биологический метод

1 892,2±21,2 873,1±28,2
2 866,3±16,1 841,3±30,2
3 883,1±25,2 850,1±35,1

Согласно данным, приведенным в таблице 1, 
средняя удельная активность получаемой субстанции 
имбрицина составляет:

	- п р и  х и м и ч е с к о м  м е т о д е  о п р е д е л е н и я : 
=880,5±20,8 мкг/мг;

	- при биологическом методе определения: 
=854,8±31,2 мкг/мг.
Так как более достоверным является биологический 

метод определения, удельная активность субстанции 
имбрицина принимается равной 854,8±31,2 мкг/мг.

В таблице 2 представлены выходы целевого про-
дукта по стадиям предлагаемой технологии. Приведены 
сводные данные по всем стадиям, описанным в данной 
работе и в работе [2].

Таблица 2
Выходы имбрицина по стадиям

№ 
п/п Стадия процесса Выход, 

%
1 Фильтрация культуральной жидкости 

Streptomyces imbricatus 69,17

2 Экстрагирование имбрицина из мицелия 
продуцента 94,61

3 Упаривание экстракта под вакуумом 68,25

4 Кристаллизация имбрицина 69,78

5 Сушка кристаллов имбрицина 98,93

Общий выход 30,83

Заключение

В результате проведенной работы сделаны следу-
ющие выводы:

1. Установлено, что выход на стадии экстракции 
имбрицина из мицелия Streptomyces imbricatus повыша-
ется при использовании в качестве экстрагента 65%-ного 
водного раствора изопропилового спирта с добавлением 
1%-ного водного раствора хлористого цинка. Также для 
повышения выхода на стадии целесообразно подсуши-
вание мицелиальной массы перед проведением процесса 
экстракции до остаточной влажности 60%.

2. Получена субстанция имбрицина с удельной 
активностью 854,8±31,2 мкг/мг.

3. Разработан метод выделения и очистки им-
брицина, состоящий из следующих стадий: фильтра-
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ция культуральной жидкости Streptomyces imbricatus; 
экстрагирование имбрицина из мицелия продуцента; 
упаривание экстракта под вакуумом; кристаллизация 
имбрицина; сушка кристаллов имбрицина. Рассчитаны 
выходы по стадиям технологического процесса. Общий 
выход целевого продукта по предлагаемой технологии 
составил 30,83%.
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OBTAINING THE IMBRICIN SUBSTANCE  
FROM THE CULTURE LIQUID OF STREPTOMYCES IMBRICATUS

N.V. KOTOVA, I.A. KRASOVITSKAYA, A.V. GUSEV, D.R. ZAYRETDINOVA

Saint-Petersburg State Chemical and Pharmaceutical University, Saint-Petersburg

The isolation and purification of the non-medical antibiotic imbricin scheme has been developed. It has been shown that 
when an aqueous solution of isopropyl alcohol with the addition of zinc chloride is used as an extractant and the mycelial mass of 
Streptomyces imbricatus is preliminarily dried, the yield at the extraction stage increases. The substance of imbricin with a specific 
activity of 854.8±31.2 µg/mg was obtained. Stability, high biological activity, a wide spectrum of antifungal activity, low toxicity and 
wide application possibilities in agriculture, food and pulp and paper industries indicate that the development of the imbricin isolating 
and purifying technology is promising.

Keywords: non-polyene antibiotics, non-medical antibiotics, imbricin, Streptomyces imbricatus, extraction.

Address:
Kotova Natalia Vladimirovna, Ph.D.
Associate Professor of the Department of Biotechnology, 
Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education
E-mail: natalia.kotova@pharminnotech.com

Для цитирования:
Котова Н.В., Красовицкая И.А., Гусев А.В., Зайретдинова Д.Р. Получение субстанции имбрицина из куль-
туральной жидкости Streptomyces imbricatus. Вестник биотехнологии и физико-химической биологии им. Ю.А. 
Овчинникова 2022; 18(3):57–62.

For citation:
Kotova N.V., Krasovitskaya I.A., Gusev A.V., Zayretdinova D.R. Obtaining the imbricin substance from the culture 
liquid of Streptomyces imbricatus. Bulletin of Biotechnology and Physicochemical Biology named after Yu.A. Ovchinnikov 
2022; 18(3):57–62 (in Russian).  



63

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 57.053:616.6-022-055.26:[665.336.95:665.527.64]:615.281(045)

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА АНТИБАКТЕРИАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ  
ЭФИРНЫХ МАСЕЛ THYMUS SERPYLLUM L., THYMUS 

MARSHALLIANUS WILLD. И PIMPINELLA ANISUM L. В ОТНОШЕНИИ 
ГРАМОТРИЦАТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ – ВОЗБУДИТЕЛЕЙ 

УРОИНФЕКЦИЙ У БЕРЕМЕННЫХ ЖЕНЩИН 

О.Г. ШАПОВАЛ1*, А.С. ШЕРЕМЕТЬЕВА1, Н.А. ДУРНОВА1, Н.К. МУХАМАДИЕВ2,  
Г.Т. РАББИМОВА3, М.Х. НАЗИРБЕКОВ4

1 ФГБОУ ВО «Саратовский государственный медицинский университет им. В.И. Разумовского»  
Минздрава России, Российская Федерация; 

2 Самаркандский государственный университет им. Ш. Рашидова,  
3 Самаркандский государственный медицинский университет,  

4 Научный центр по контролю качества и оборота ветеринарных лекарственных средств,  
кормовых добавок, Республика Узбекистан

Цель настоящего исследования заключалась в сравнительной оценке антибактериальной активности эфирных масел 
тимьянов Thymus serpyllum L., Thymus marshallianus Willd. и Pimpinella anisum L. в отношении штаммов уропатогенных 
грамотрицательных бактерий, выделенных от беременных женщин. Эфирные масла из травы Thymus serpyllum, Thymus 
marshallianus и Pimpinella anisum получали по методу Гинзберга. Анализ химического состава полученных масел осуществляли 
с помощью газового хроматографа – масс-спектрометра. Антимикробную активность эфирных масел (минимальные ингиби-
рующие концентрации – МИК) определяли методом микроразведений в отношении 7 штаммов, включающих в себя виды 
Pseudomonas aeruginosa и Escherichia coli. В составе эфирного масла Thymus marshallianus и Thymus serpyllum наибольшие 
массовые доли приходятся на тимол и карвакрол – 38,4 и 43,9% соответственно; в эфирном масле Pimpinella anisum пре-
обладающим компонентом является транс-анетол – 83%. С учетом химического состава эфирных масел тимьянов по преоб-
ладающему антимикробному компоненту (тимолу и его изомерам) МИК50 масел T. marshallianus и T. serpyllum для опытных 
штаммов составили 1,59 и 1,49 мг/мл соответственно, по основному антимикробному веществу эфирного масла P. anisum 
МИК50 – составила 162,93мг/мл. Делается вывод, что эфирные масла тимьянов обладают большей антимикробной активно-
стью в отношении опытных штаммов бактерий по сравнению с анисовым маслом, но не отличаются по таковой между собой. 

Ключевые слова: эфирные масла, антимикробная активность, Thymus serpyllum, Thymus marshallianus, Pimpinella 
anisum.
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Введение

Эфирные масла растений активно изучаются как 
потенциальные природные антимикробные агенты. Од-
ним из направлений практического применения эфирных 
масел растений является местная санация кожи и слизи-

стых оболочек как при непосредственной обработке, так 
и при аппликации содержащих в своем составе эфирные 
масла лекарственных препаратов, тканных и нетканных 
материалов. Это относится также к созданию упаковок, 
предупреждающих микробную порчу пищевых про-
дуктов, и др. [1, 9, 13, 15]. Антимикробная активность 
эфирных масел обусловлена содержанием в их составе 
терпенов, терпеноидов, фенилпропаноидов [4, 21]. На-
личие и массовая доля этих соединений в составе эфирных 
масел отличаются в зависимости от вида эфирномаслич-
ных растений, а в соответствии с ними может изменяться 
и антимикробная активность. 

Целью настоящего исследования явилась 
сравнительная оценка антибактериальной активно-
сти эфирных масел тимьянов Thymus serpyllum L., 
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Thymus marhsallianus Willd. и Pimpinella anisum L. 
в отношении грамотрицательных условно патогенных 
бактерий – возбудителей уроинфекций у беременных 
женщин. Задачами исследования послужили полу-
чение эфирных масел из растительного сырья указан-
ных видов, анализ химического состава полученных 
эфирных масел, получение и субкультивирование 
бактериальных штаммов, реализация метода микро-
разведений для определения минимальных ингибиру-
ющих концентраций. 

Материалы и методы

Получение эфирного масла из травы Thymus 
serpyllum, Thymus marhsallianus и Pimpinella anisum 
проводили с помощью прибора для определения содер-
жания эфирного масла по методу Гинзберга перегонкой 
с водяным паром согласно требованиям XIV издания 
Государственной Фармакопеи ОФС.1.5.3.0010.15 
«Определение содержания эфирного масла в лекарствен-
ном растительном сырье и лекарственных растительных 
препаратах» методом 1. Измельченную траву (30 г) 
помещали в круглодонную колбу объемом 1000 мл, при-
ливали 300 мл очищенной воды и закрывали резиновой 
пробкой с обратным холодильником. Колбу с содержи-
мым нагревали на колбонагревателе и кипятили в течение 
двух часов. После окончания перегонки и охлаждения 
прибора до комнатной температуры полученное эфирное 
масло собирали из приемника в пробирку.

Анализ химического состава полученных ма-
сел осуществляли с помощью газового хроматографа 
– масс-спектрометра YL6900 GC-MS (Young Lin 
Instruments, Корея) с капиллярной колонкой HP-5 30 
м × 0,32 мм c толщиной фазы 0,25 мкм при соблюдении 
следующих условий: изотермический режим (60 °С 3 
мин) с повышением до 250 °С (нагрев со скоростью 
15 °С/мин) и поддержание достигнутого режима в 
течение 3 мин. Частота потока газа гелия составил 
1 мл/мин, коэффициент разделения – 1:100. Масс-
спектрометрический анализ проведен при следующих 
параметрах работы масс-детектора: времени удержания 
–3 мин., эмиссии – 50 мА, диапазоне сканирования – 
30–350 а.е.м., скорости сканирования – 1600 а.е.м./с, 
температуре ионного источника – 230 °С, температу-
ре трансфера – 280 °С, времени анализа – 21 мин. 
Идентификацию компонентов проводили на основе 
сравнения полученных масс-спектров с библиотекой 
масс-спектров NIST (National Institute of Standards and 
Technology, США) и по времени удерживания. Для ко-

личественного анализа использовали метод внутренней 
нормализации. 

Антимикробную активность эфирных масел опре-
деляли в отношении 3 штаммов Pseudomonas aeruginosa 
– одного стандартного (P. aeruginosa ATCC 27835) и 
двух клинических, 4 штаммов Escherichia coli – стандарт-
ного E. coli ATCC 25922 (M-17) и трех клинических. 
Все клинические штаммы выделены из мочи беременных 
женщин с воспалительными процессами в мочевыводя-
щих путях. С этой целью использовали рекомендуемый 
Межрегиональной ассоциацией по клинической микро-
биологии и антимикробной химиотерапии (версия 2021-
01) и описываемый ГОСТ Р ИСО 20776-1— 2010 
метод микроразведений в бульоне Мюллера – Хинтона 
(AmpliChem GmbH, Германия), на основе которого, 
согласно обзору литературы, проводится тестирование 
антимикробной активности не только антимикробных 
химиопрепаратов, но и эфирных масел [3, 5, 10, 13]. 
Микробная нагрузка составила 5×104 КОЕ/100 мкл. 
Через 20 часов после культивирования для определения 
характера МИК (бактерицидного, бактериостатиче-
ского) из всех опытных разведений эфирных масел без 
видимого роста осуществляли высев на мясопептонный 
агар (ГРМ-агар, Россия).

На основании полученных значений МИК рас-
считывали бактерицидную МИК50 с оценкой ее дове-
рительного интервала с вероятностью 95%, используя 
формулу Кербера в программе Microsoft Excel пакета 
программ Microsoft Office 365. 

Результаты

В составе эфирного масла Thymus marshallianus, 
согласно данным газожидкостной хроматографии и масс-
спектрометрии, наибольшие массовые доли приходятся 
на тимол и карвакрол – 38,4%, циклогексен – 8,9%, 
g-терпинен – 7,6%, эндоборнеол – 5,3%. В составе 
эфирного масла Thymus serpyllum массовая доля тимола 
и его изомеров была равна– 43,9%. На следующих трех 
позициях в порядке убывания находятся эвкалиптол – 
8,4%, бензен – 4,2%, кариофиллен – 2,9%. В эфирном 
масле Pimpinella anisum преобладающими компонентами 
являются транс-анетол – 83%, -химачален – 3,9%, 
метилхавикол и изовалерилизоевгенол – 1,3%. 

Бактерицидные МИК эфирного масла T. serpyllum 
для всех семи штаммов обоих видов составили 7,8 мкл/
мл, бактериостатические МИК (3,9 мкл/мл) установ-
лены для двух штаммов – E. coli ATCC 25922 (M-17) 
и P. aeruginosa 8114 (табл. 1). МИК эфирного масла 
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T. marshallianus для всех штаммов были бактерицид-
ными: они составили 3,9 для стандартных штаммов 
P. aeruginosa ATCC 27835, E. coli ATCC 25922 (M-17) 
и клинического штамма P. aeruginosa 7728, для осталь-
ных – 7,8 мкл/мл. Эфирное масло Pimpinella anisum 
проявило бактерицидную активность в минимальной кон-
центрации 250 мкл/мл. Для одного клинического штамма 
E. coli эта МИК носила бактериостатический характер, 
бактерицидная активность составила 500 мкл/мл. 

С учетом химического состава эфирных масел 
тимьянов по преобладающему антимикробному компо-
ненту (тимолу и его изомерам) МИК50 T. marshallianus 
и T. serpyllum для опытных штаммов составили 1,59 и 
1,49 мг/мл при доверительных интервалах 1,21–2,09 и 
1,13–1,97 мг/мл, соответственно. По основному анти-
микробному веществу эфирного масла P. anisum (ането-
лу) МИК50 составила 162,93мг/мл, а ее доверительный 
интервал – 123,59–214,72 мг/мл.

Таблица 1
Результаты тестирования антибактериальной активности эфирных масел Thymus serpyllum,  

Thymus marhsallianus и Pimpinella anisum методом микроразведений

Штамм

Разведения эфирных масел (мкл/мл)  
и наличие в них видимого роста опытных штаммов1
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Thymus serpyllum L.

P. aeruginosa ATCC 27835, P. aeruginosa 7728 - - - - - - - + + + +

P. aeruginosa 8114 - - - - - - - -2 + + +

Thymus marshallianus 

P. aeruginosa ATCC 27835, P. aeruginosa 7728 - - - - - - - - + + +

P. aeruginosa 8114 - - - - - - - + + + +

Pimpinella anisum 
P. aeruginosa ATCC 27835, P. aeruginosa 7728,
P. aeruginosa 8114 - - + + + + + + + + +

Thymus serpyllum

E. coli ATCC 25922 (M-17) - - - - - - - -2 + + +

E. coli 2, E. coli 3, E. coli 4 - - - - - - - + + + +

Thymus marshallianus 

E. coli ATCC 25922 (M-17) - - - - - - - - + + +

E. coli 2, E. coli 3, E. coli 4 - - - - - - - + + + +

Pimpinella anisum 

E. coli ATCC 25922 (M-17), E. coli 2, E. coli 4 - - + + + + + + + + +

E. coli 3 - -2 + + + + + + + + +

Примечание: 1– знак «-» – отсутствие видимого роста; знак «+» – наличие видимого роста; 2 – бактериостатическая 
концентрация

О.Г. Шаповал и др., с. 63–69
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Обсуждение

Согласно анализу химического состава эфир-
ных масел, основными антимикробными веществами 
тимьянов являются монотерпеновые фенолы (тимол, 
карвакрол), а также монотерпеновые углеводороды (тер-
пинен), монотерпеновые спирты (борнеол), бицикличе-
ские сесквитерпеновые углеводороды (кариофиллен). В 
эфирном масле Pimpinella anisum таковыми являются 
монотерпеновые фенилпропаноиды (анетол и метилха-
викол), а также монотерпеновый фенол (эвгенол), что 
согласуется с данными литературы [4, 13–15, 20]. 

Полученные значения МИК эфирных масел ти-
мьянов коррелируют с данными, приведенными другими 
авторами. Так, при оценке антимикробной активности 
эфирного масла Thymus zygus методом микроразведений 
получили МИК50 в отношении уропатогенных штаммов 
E. coli в диапазоне 1,56–6,25 мг/мл [10]. МИК50 
Thymus capitatus, также определенные по результатам 
метода микроразведений, для штаммов P. aeruginosa 
составили 2,94 мг/мл, для E. coli – 0,73 мг/мл [14]. 
МИК50 эфирных масел Thymus vulgaris, T. serpyllum в 
отношении штаммов псевдомонад, выделенных из рыбы, 
имели величины 6,25–50 мкл/мл [8]. Эфирные масла 
тимьянов в целом признаются как обладающие наиболее 
высокой антимикробной активностью [19].

Согласно значениям МИК анисового масла 
(162,93 мг/мл), его антимикробная активность в на-
шем случае оказалась значительно ниже, чем указано в 
литературе. По результатам ряда авторов, МИК ани-
сового масла в отношении штаммов E. coli и Salmonella 
typhimurium составили 4,4 и 0,6 мг/мл [13], а МИК в 
составе пленок с анисовым маслом достигли для E. coli и 
V. parahaemolyticus порядка 90 мг/мл [15]. МИК анисо-
вого масла в отношении штаммов грамположительных и 
грамотрицательных бактерий, включая использованные и 
нами виды, составила 2–3 мг/мл [2]. Следует отметить, 
что в анализированных источниках литературы экстраги-
рованное в чистом виде анисовое масло не изучалось на 
предмет антимикробной активности. Использовались его 
нано- или микроэмульсии, или базовые растворы, содер-
жащие сурфактанты [2, 5]. Антимикробная активность 
эфирных масел разных видов растений в последние годы 
изучается сразу в отношении их эмульсий, поскольку в 
их составе улучшается проникновение активных веществ 
в клеточную оболочку бактерий [3, 12, 16]. Действие 
компонентов эфирных масел на бактерии сводится к 
взаимодействию их гидрофобных частей с мембранны-
ми структурами бактериальной клетки, что нарушает 

работу дыхательных ферментов, трансмембранный 
транспорт, приводит к внутриклеточному ацидозу [17, 
19, 21]. Рядом авторов установлены изменения в мор-
фологии бактериальных клеток Salmonella typhimurium, 
E. coli, Clostridium perfringens, Pseudomonas orientalis, 
свидетельствующие о повреждении внешних оболочек 
эфирными маслами и их компонентами (тимолом, цин-
намальдегидом) – округление палочковидных клеток, 
деструкция клетки [6, 11]. Изменения в структуре кле-
точных оболочек бактерий отмечаются как под действием 
эфирных масел, так и специально приготовленных их 
микро- и наноэмульсий. В нашем случае использованы 
нативные экстрагированные эфирные масла. 

Различия в антимикробной активности эфирных 
масел тимьянов и аниса могут быть обусловлены и 
различиями в химической структуре основных анти-
микробных веществ эфирных масел. Будучи липофиль-
ными соединениями, они хорошо взаимодействуют с 
мембранными фосфолипидами. При этом гидрофильные 
части молекул взаимодействуют с полярной частью 
мембраны, то есть с ее средним слоем – «хвостами» 
фосфолипидов, а гидрофобные ароматические коль-
ца и боковые алифатические цепи погружаются в ее 
внутреннюю часть [9]. Кроме того, гидроксильные 
группы соединений эфирных масел могут участвовать в 
образовании водородных связей с активными центрами 
ферментов клеток и усиливать активность несущих их 
молекул в отношении грамотрицательных бактерий [7, 
21]. В химической структуре основных компонентов 
эфирных масел тимьянов есть гидроксильные группы, 
но отсутствует разветвленная боковая цепь, как у мно-
гих фенилпропаноидов [18]. Это может способствовать 
лучшему проникновению молекулы в мембрану и взаи-
модействию с ферментами клетки. 

Заключение

На основании результатов осуществленного ис-
следования можно сделать такие выводы:

	- По основному антимикробному веществу эфирного 
масла P. anisum МИК50 составила 162,93мг/мл. 

	- С учетом химического состава эфирных масел ти-
мьянов по преобладающему антимикробному компоненту 
(тимолу и его изомерам) МИК50 масел T. marshallianus 
и T. serpyllum для опытных штаммов составили 1,59 и 
1,49 мг/мл соответственно, 

	- Согласно полученным значениям МИК, эфир-
ные масла тимьянов обладают большей антимикробной 
активностью в отношении опытных штаммов бактерий 
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по сравнению с анисовым маслом, но не отличаются по 
таковой между собой. 

	- Эфирные масла тимьянов являются перспективны-
ми антимикробными агентами для получения эмульсий 
с целью лечения инфекций в урологии, вызываемых P. 
aeruginosa и E. coli. 
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COMPARATIVE EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE 
ESSENTIAL OILS OF THYMUS SERPYLLUM L., THYMUS MARSHALLIANUS 

WILLD. AND PIMPINELLA ANISUM L. AGAINST GRAM-NEGATIVE 
BACTERIA THAT CAUSE UROINFECTIONS IN PREGNANT WOMEN

O.G. SHAPOVAL1, A.S. SHEREMETYEVA1, N.A. DURNOVA1, N.K. MUKHAMADIEV2,  
G.T. RABBIMOVA3, M.Kh. NAZIRBEKOV4

1 Saratov State Medical University named after V. I. Razumovsky Ministry of Health of Russia, Russian Federation; 
2 Samarkand State University named after Sh. Rashidov, 

3 Samarkand State Medical University, 
4 Scientific Center for Quality Control and Circulation of Veterinary Medicines, Feed Additives,  

Republic of Uzbekistan

The purpose of this study was to compare the antibacterial activity of thyme essential oils Thymus serpyllum L., Thymus 
marshallianus Willd. and Pimpinella anisum L. against strains of uropathogenic gram-negative bacteria isolated from pregnant women. 
Essential oils from the herb Thymus serpyllum, Thymus marshallianus and Pimpinella anisum were obtained using the Ginsberg 
method. Analysis of the chemical composition of the obtained oils was carried out using a gas chromatograph - mass spectrometer. The 
antimicrobial activity of essential oils (minimum inhibitory concentrations – MIC) was determined by microdilution against 7 strains, 
including Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli species. In the composition of the essential oil of Thymus marshallianus and 
Thymus serpyllum, thymol and carvacrol account for the largest mass fractions – 38.4 and 43.9%, respectively; in the essential oil 
of Pimpinella anisum, the predominant component is trans-anethole – 83%. Taking into account the chemical composition of thyme 
essential oils for the predominant antimicrobial component (thymol and its isomers), the MIC50 of T. marshallianus and T. serpyllum 
oils for the experimental strains was 1.59 and 1.49 mg/ml, respectively, for the main antimicrobial substance of P. anisum MIC50 was 
162.93 mg/ml. It is concluded that thyme essential oils have a greater antimicrobial activity against experimental strains of bacteria 
compared to anise oil, but do not differ in that from each other.

Keywords: essential oils; antimicrobial activity; Thymus serpillum; Thymus marshallianus; Pimpinella anisum.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ БАКТЕРИОФАГОВ В ТЕРАПИИ  
И ПРОФИЛАКТИКЕ ОСОБО ОПАСНЫХ ИНФЕКЦИЙ

Н.Е. ГАЕВСКАЯ, А.В. ТЮРИНА*, А.А. ТРУФАНОВА, А.В. ФИЛИППЕНКО,  
И.А. ИВАНОВА, Н.Д. ОМЕЛЬЧЕНКО, М.П. ПОГОЖОВА, А.О. АНОПРИЕНКО

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону

Представлен обзор литературы по использованию бактериофагов в терапии и профилактике особо опасных инфекций. 
Подчеркивается значение недавнего обстоятельного изучения холерного фага и туляремийного бактериофага, а также поиска 
аналогичных оптимальных подходов в отношении сибирской язвы и чумы. В обзоре сочетается всесторонний исторический 
подход с актуализацией современных тенденций в теории и методологии фаготерапии и фагопрофилактики. В данном контексте 
авторы проводят: изучение фармакодинамики и фармакокинетики фагов в организме; поиск и выделение высоковирулентных 
фагов, обладающих широким спектром литической активности и высокой степенью репродуктивности и стабильности; опре-
деление наличия иммунных реакций организма на фаги и др.

Ключевые слова: бактериофаги, особо опасные инфекции, терапия, профилактика, преемственные задачи, обзоры.
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Большую угрозу для мирового здравоохранения 
несет широкое распространение бактериальных пато-
генов, обладающих множественной устойчивостью к 
антибактериальным препаратам. Бесконтрольное при-
менения антибиотиков не только в медицине, но и в 
пищевой промышленности, животноводстве, сельском 
хозяйстве вызвало эту глобальную тенденцию роста по-
лирезистентных штаммов [9]. Большую тревогу вызывает 
группа инфекционных заболеваний, отнесенных к особо 
опасным инфекциям (ООИ), и являющихся высокопо-
тенциальными агентами биотерроризма, представляющими 
исключительную эпидемическую опасность. Учитывая 
ограниченный выбор эффективных антибиотиков, а также 
высокий риск развития побочных реакций на антибакте-
риальные препараты, особенно при длительном приеме, 
актуальными являются поиск и изучение новых подходов 
в профилактике и лечении инфекционно-воспалительных 
заболеваний. В качестве одного из таких перспективных 
подходов рассматривается применение бактериофагов [18].

Бактериофагами называют вирусы, высокая специ
фичность которых позволяет не только лизировать, но и 
дифференцировать отдельные виды бактерий и штаммы 

одного вида [10]. Этот метод широко используется в лабо-
раторной практике для идентификации возбудителей та-
ких особо опасных инфекций, как холера, сибирская язва, 
чума, бруцеллез и др. [15]. Изучалась также возможность 
применения фагов для профилактики и лечения этих 
заболеваний, что необходимо учитывать при создании 
новых терапевтических и профилактических препаратов 
на основе бактериофагов. В литературе зафиксированы 
противоречивые сведения о применении фаготерапии и 
фагопрофилактики особо опасных инфекций.

Перечень и меры профилактики распространения 
ООИ были закреплены в Международных медико-са-
нитарных правилах (ММСП), принятых 22-й сессией 
Всемирной ассамблеи здравоохранения (ВОЗ) только 
с 26 июля 1969 года. Практическое применение бакте-
риофагов для лечения и профилактики холеры началось 
уже с 1927 г. благодаря французскому микробиологу 
Ф. д’Эреллю. Во время холерных вспышек в Индии 
был успешно опробован метод по искусственному за-
ражению колодцев холерными бактериофагами. В 1932 
году исследователь J. Morison также доказал высокую 
эффективность бактериофагов в Индии: в своих ис-
следованиях автор предоставил статистику смертности 
больных людей холерой, применявших препарат (10%) 
и отказавшихся от него (92,3%).

Одновременно с описанными событиями в Индии 
терапия и профилактика фагами развивались в то время 
и в СССР. Большая часть этих исследований описана в 
научных работах D. Myelnikov [39]. В Советском Союзе 
история применения фагопрофилактики и фаготерапии 
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холеры началась с 1938 г. благодаря советским микро-
биологам З.В. Ермольевой и Л.М. Якобсон. Наиболее 
эффективно холерные бактериофаги использовались по 
методу санации колодцев и профилактического приема 
бактериофагов [5]. Благодаря массовой профилактике 
поливалентными холерными бактериофагами удалось не 
допустить развития эпидемии холеры во время Великой 
Отечественной войны в осажденном Сталинграде. Ито-
гом многолетнего использования и изучения холерного 
бактериофага стало включение З.В. Ермольевой в свою 
монографию раздела «Фагопрофилактика и фаготера-
пия» [8].

После войны препарат для лечения и профилак-
тики холеры на основе бактериофагов производился на 
базе противочумных институтов и исследовался экспе-
риментально. Только в 1960-х годах А.Г. Никоновым с 
соавт. был разработан препарат холерных бактериофагов 
с повышенной литической активностью, эффективность 
которого была проверена и доказана при ликвидации 
вспышек в Восточном Пакистане и Афганистане. Ме-
тодика заключалась в комплексном применении солевых 
растворов, антибиотиков и бактериофагов [16]. Позднее 
группе советских авторов удалось получить бактериофаги 
с литической активностью, превосходящей фаги А.Г. 
Никонова. Сотрудниками противочумного института 
«Микроб» была предпринята попытка по созданию двух 
препаратов, содержащих поливалентные холерные фаги 
к разным биоварам возбудителя холеры. Однако при 
проведении испытаний в Бангладеш на фоне регидра-
тационной терапии терапевтического эффекта данных 
препаратов выявлено не было [16]. В дальнейшем были 
высказаны сомнения в отношении профилактического и 
лечебного применения холерных фагов, что послужило 
причиной прекращения исследований в данной области.

В 2000 г. сотрудниками Ростовского противо-
чумного института возобновилось изучение возможности 
экспериментального применения бактериофагов для тера-
пии и профилактики холеры [14]. В работе Т.А. Кудря-
ковой [13] показана высокая эффективность сочетанного 
применения регидратационной терапии (глюкосалан), 
авторского штамма лактобацилл и фаготерапии при экс-
периментальной холере. В последние годы проводились 
исследования холерных бактериофагов в отношении 
антибиотикорезистентных штаммов холерных вибрио-
нов Эль-Тор на модели in vivo, которые также показали 
эффективность фаготерапии и фагопрофилактики [24].

Аналогичные результаты эффективности фаго-
профилактики и фаготерапии холеры были получены 
зарубежными исследователями Bhowmick T.S. (2009), 

Jaiswal A. (2014), Yen M. (2017). На модели взрослых 
кроликов и белых мышей найдено, что применение фагов 
как до, так и после заражения снижало тяжесть прояв-
ления симптомов заболевания и признаков воспаления 
у зараженных животных [30, 37]. Также доказано, что 
применение коктейля из трех вирулентных фагов за сутки 
до заражения снижало колонизацию тонкой кишки и 
препятствовало развитию холероподобной диареи [47]. В 
2019 г. исследования Bhandare S. et al. продемонстриро-
вали в опытах in vivo при моделировании эксперименталь-
ной холеры, что пероральное введение даже одного фага 
семейства Podoviridae может предотвратить клинические 
симптомы холеры у новорожденных кроликов без раз-
вития устойчивости к фагам [29].

Помимо практического экспериментального при-
менения фаговых препаратов, исследователи работают и 
над теоретической стороной бактериофагии. Такая работа 
[36] зарубежных авторов направлена на современное 
развитие использования новых подходов в терапии 
холеры пробиотиками и холерными бактериофагами, 
которые показали успех в лабораторных условиях, но 
еще не были использованы в популяциях людей. Авторы 
считают, что для борьбы с этой инфекцией необходима 
многосторонняя гибкая стратегия с учетом конкретных 
требований текущей вспышки. Комбинация существу-
ющих методов (пероральная регидратационная терапия, 
антибиотики, вакцинация, пробиотики и фаговая терапия) 
имеет значительный потенциал для дальнейшей борьбы с 
многовековым бедствием под названием «холера».

Не только холера является большой проблемой в 
системе обеспечения санитарно-эпидемиологического 
благополучия населения, но и другие особо опасные ин-
фекции требуют контроля и разработки дополнитель-
ных подходов к их профилактике и лечению. Одним 
из таких смертельных патогенов является Francisella 
tularensis [41]. По историческим сведениям, эту ин-
фекцию сравнивали с чумой с более легким течением, 
что дает основание предположить, что ряд наблюдав-
шихся в прошлом доброкачественных эпидемий чумы 
был в действительности вспышками туляремии [3]. 
Большой опасностью, а также отличительной особен-
ностью данного возбудителя является выживаемость в 
нейтрофилах и множественность механизмов передачи 
инфекции при практически 100%-ной восприимчиво-
сти человека [12].

Поиск туляремийных бактериофагов долгие годы 
не давал положительных результатов. И только после 
многократных попыток удалось выделить несколько 
вирусов, обладающих узкой литической активностью в 
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отношении возбудителя туляремии [27]. Данные бак-
териофаги имеют в геноме гены интегразы, поэтому не 
могут быть использованы для профилактики и лечения 
этого заболевания. Впервые удалось выделить туляре-
мийный бактериофаг с широким спектром литической 
активности и разработать способ его получения в 2011 
году [21]. Данный фаг был выделен из органов мор-
ской свинки, зараженной живой культурой вакцинного 
штамма № 15 линии НИИЭГ, который также является 
умеренным, так как имеет нитчатую структуру. Простота 
использования этого фага позволила рекомендовать его 
для идентификации возбудителя туляремии, выделяемого 
из организма больного или контаминированных объектов 
внешней среды, а также для изучения физиологических 
свойств и поверхностных структур штаммов возбудителя. 
Вопрос о возможности применения туляремийных фагов 
для профилактики и лечения туляремии требует даль-
нейшего изучения и поиска вирулентных бактериофагов 
данного вида. Анализ обзорной работы И.А. Щипелевой 
с соавторами четко демонстрирует актуальность данной 
проблемы, так как терапия туляремии антибактериальны-
ми препаратами связана с определенными трудностями, 
которые могут проявляться как в низкой эффективности 
препаратов, так и в высоком проценте рецидивов после 
инфекции [26]. В случае чрезвычайных ситуаций, свя-
занных с биотеррористическими мероприятиями, ученым 
предстоит интенсивная работа по данному направлению.

Также в целях профилактики и борьбы с биотер-
роризмом доказана возможность использования фагов в 
качестве вектора при конструировании комбинированных 
вакцин. Исследователи США сообщают о разработке 
такой совместной вакцины против чумы и сибирской 
язвы, двойная доза которой обеспечивает эффективную 
защиту как от легочной чумы, так и от ингаляционной 
сибирской язвы, а также вызывает стойкие иммунные 
реакции, специфичные для данных инфекций [45].

В настоящее время сибиреязвенные бактериофаги 
используются в основном в диагностических целях. Труд-
ность применения фагов для терапии и профилактики 
этого заболевания заключается в наличии у возбудителя 
токсинов и капсулы, против которых фаги неэффективны 
[20]. Однако существуют предпосылки для использо-
вания высоковирулентных сибиреязвенных бактерио-
фагов в лечебных целях. Предложен новый подход для 
лечения сибирской язвы, заключающийся в применении 
комплексного препарата на основе вирулентного бакте-
риофага и специфических моноклональных антител, ко-
торые с успехом заменяют иммунную сыворотку [20]. В 
дополнение к вакцинации предложен способ подавления 

численности вегетативной формы возбудителя сибирской 
язвы путем внесения специфического бактериофага в 
очаги инфекции [6].

Западными исследователями также с 2008 года 
проводились эксперименты по объединению двух фагов 
с различными литическими спектрами. Авторы считают, 
что данная комбинация способна стать не только сред-
ством для дезинфекции загрязненных спорами террито-
рий препаратом фаговой диагностики, но и альтернативой 
для терапии сибирской язвы [44]. Другая работа была 
выполнена по расшифровке структуры фага SBP8a, 
активного как против вегетативной, так и против споро-
вой форм B. аnthracis. Также был изучен молекулярный 
механизм действия этого фага [34]. Показано, что фаги, 
активные против B. anthracis, должны содержать кап-
сульные деполимеразы, способные разрушать капсулу 
для облегчения связывания фага с рецептором клеточной 
поверхности бактерий с целью их ликвидации [32, 40]. 
Кроме того, есть данные о способности фага прилипать 
к поверхности спор сибиреязвенной бактерии и внедрять 
свою ДНК путем конформационных изменений фаговых 
структур. Установлено, что фаги, используемые против 
спор сибирской язвы, должны быть устойчивыми к ус-
ловиям окружающей среды [35].

В свою очередь, изучается возможность при-
менения в терапии сибирской язвы эндолизинов фагов 
– ферментов, специфически лизирующих пептидогликан 
бактериальной клеточной стенки во время фагового 
литического цикла [33, 46]. Эндолизины имеют пре-
имущества перед фагами, так как способны разрушать 
капсулированные формы бацилл, проявляют высокую 
специфичность и, обладая высокой ферментативной 
активностью, способны быстрее уничтожать бактерии 
[38, 43]. Устойчивость к лизинам индуцируется редко 
или вообще не индуцируется по сравнению с целыми 
фаговыми частицами. Использование для профилактики 
и лечения сибирской язвы лизинов, наряду с другими 
препаратами (глюкокортикоидами, ингибиторами ан-
гиотензии и т.д.), является перспективным и требует 
дальнейшего изучения.

Фаготерапия чумными фагами была использована 
еще в 1925 году Ф. д’Эреллем, а затем в 1929 г. ученым 
L. Couvy [31]. Наиболее эффективными были фаги, 
культивированные на бактериях, выделенных в самом 
начале заболевания, когда гарантировано получение 
ультрачистых штаммов. Выздоравливали заболевшие, 
которым вводили бактериофаги непосредственно в бубон. 
Интересен тот факт, что среди агонизирующих и тяже-
лобольных был зафиксирован более высокий процент 
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выздоровления, чем среди больных со средней тяжестью 
инфекции, леченных сывороткой.

В 1941 году советскому микробиологу М.П. По-
кровской с соавторами удалось выделить из трупов сус-
ликов поливалентный фаг, который обеспечивал полный 
лизис чумных бактерий в организме экспериментальных 
животных с септической и легочной формами чумы. 
Внутримышечное введение этого фага в комбинации с 
внутрибубонной инъекцией больным с тяжелой формой 
бубонной чумы, осложненной вторичной чумной пнев-
монией, в большинстве случаев приводило к благопри-
ятному исходу болезни. Однако при первичной легочной 
и первичной септической чуме фаготерапия была не-
эффективна [19]. К сожалению, последующие попытки 
применения фагов для лечения чумы были неудачны, 
все тяжелые и средней тяжести случаи заболевания за-
канчивались летальным исходом. Терапия лабораторных 
животных бактериофагами при чуме также не давала 
положительных результатов [23]. Было высказано пред-
положение, что при фаготерапии немаловажное значение 
имеет то, в какой стадии инфекционного процесса будет 
применен бактериофаг. Показана важность раннего вве-
дения фага до момента накопления в сыворотке антител. 
Экспериментально доказан тот факт, что задержку лизи-
са чумных микробов бактериофагом вызывала иммунная 
противочумная сыворотка, в то время как нормальные 
сыворотки этим свойством не обладали. Было высказа-
но предположение, что бактерии адсорбируют на своей 
поверхности агглютинины, после чего не поддаются 
действию бактериофага [23].

Интересные опыты по лечению и профилактике 
чумы путем сочетанного применения стрептомицина и 
бактериофага проводили ученые из Ставропольского 
противочумного института в 1970-х годах. Установлено, 
что применение бактериофага на фоне антибиотикотера-
пии сразу же после заражения не оказывало выраженного 
терапевтического эффекта, однако увеличивало процент 
выживших морских свинок. Сделан вывод о необходи-
мости тщательной подборки доз фагов, а также времени 
и продолжительности их введения [11].

Исследования по применению чумных бактериофа-
гов возобновились как в России, так и за рубежом только 
в начале XXI века. Благодаря последним разработкам в 
области генетических исследований были расшифрованы 
геномы специфичных чумных бактериофагов, что дает 
надежду для их использования в лечении и профилакти-
ке этого заболевания [28]. Современные исследования 
направлены на изучение механизмов и условий адгезии 
частиц фага на поверхности чумного микроба, в резуль-

тате которой может увеличиться лизирующая активность 
фагов [2].

В настоящее время интерес российских и зарубеж-
ных ученых к лечебным и профилактическим свойствам 
бактериофагов возобновился по причине появления у 
микроорганизмов множественной резистентности к анти-
микробным препаратам [7]. Также в литературе имеются 
данные [17] о повышенной устойчивости патогенных 
возбудителей и к известным дезинфектантам. Россий-
ские исследователи считают целесообразным изучение 
генетических свойств и характеристик бактериофагов, 
так как фаготерапия демонстрирует очевидные успехи 
в персонализированном применении при тяжелых ин-
фекционных заболеваниях, не поддающихся терапии 
известными антибиотиками [4], что может помочь в 
лечении именно особо опасных инфекций.

Следовательно, несмотря на отдельные не-
эффективные случаи использования бактериофагов, 
исторически также было продемонстрировано успешное 
применение фаготерапии и фагопрофилактики особо 
опасных инфекций. Споры вокруг эффективности фа-
готерапии велись из-за плохой документации данных по 
их использованию. Кроме того, большие трудности при 
осуществлении терапии были связаны с недостаточной 
готовностью науки и технологий того времени для при-
менения сложных биопрепаратов. На момент открытия 
фагов известно о них было мало, впрочем, как и о пато-
генезе ООИ. В наши дни установлено, что фаги могут 
эффективно дополнять антибиотикотерапию, способны 
как разрушать бактерии в случае наличия биопленки, 
так и препятствовать ее образованию на начальных 
этапах формирования. Аналогичным образом нельзя 
забывать про тот немаловажный факт, что фаги являются 
абсолютно безопасными для организма человека [25]. 
В работе Асланова Б.И. (2019) представлены убеди-
тельные результаты, свидетельствующие о высокой 
противоэпидемической эффективности бактериофагов 
[1]. Актуально и изучение роли бактериофагов в эво-
люции возбудителей особо опасных инфекций. Из-
вестно, что фаги участвуют в ограничении численности 
популяции бактерий, переносе генетического материала 
между бактериями и передаче элективных факторов 
устойчивости (факторов внутривидового антагонизма 
микробов, расширения метаболических возможностей 
микроба, формирования биопленок и других). Феномен 
фаговой трансдукции может сопровождаться, в част-
ности, приобретением бактериями генов устойчивости 
к антимикробным препаратам [22]. Эти обстоятельства 
диктуют необходимость глубокого изучения процессов 
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эволюции возбудителей особо опасных инфекций под 
влиянием бактериофагов.

Сейчас перед фаготерапией и фагопрофилакти-
кой стоит ряд вопросов, решение которых позволит в 
дальнейшем использовать эти препараты с максималь-
ной пользой в лечении и профилактике инфекционных 
болезней, в том числе и особо опасных. Для разработки 
эффективных препаратов на основе бактериофагов требу-
ется проведение фундаментальных исследований. Это – 
изучение фармакодинамики и фармакокинетики фагов в 
организме; поиск и выделение высоковирулентных фагов, 
обладающих широким спектром литической активности 
и высокой степенью репродуктивности и стабильности; 
определение наличия иммунных реакций организма на 
фаги; устранение быстрого высвобождения токсинов 
при лизисе; преодоление трудностей в определении 
эффективной дозы фагов [42] и их фагоустойчивости, а 
также исключение возможности передачи генетического 
материала бактериальным хозяевам. Равным образом 
немаловажно изучение использования коктейлей из 
бактериофагов, имеющих различия в механизмах взаи-
модействия с бактериальной клеткой, которое способно 
существенно снизить накопление фагорезистентных 
вариантов в популяции возбудителя. Также необходимо 
выполнение полноценных клинических испытаний для 
решения вопросов, связанных с изучением дозировок, 
способов введения и возможных схем терапевтического 
применения препаратов бактериофагов. Без решения 
этих вопросов создание эффективных профилактических 
и лечебных препаратов на основе бактериофагов невоз-
можно. При этом существенно отметить, что внимание 
современных исследователей к фаготерапии и фагопро-
филактике ООИ подтверждает важность учета и осмыс-
ления исторического опыта по рассмотренной проблеме.
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СОВРЕМЕННОЕ СОСТОЯНИЕ ПРОИЗВОДСТВА БИОТОПЛИВА  
ИЗ БИОМАССЫ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ
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На сегодняшний день проблема исчерпания невозобновляемых источников сырья для производства традиционных видов 
топлива является ключевым драйвером поиска альтернативных источников энергии. Глобальное потепление и изменения климата 
также подталкивают человечество к поиску более экологичных, с точки зрения производства и применения, видов топлива. 
На этом фоне в последние десятилетия как в России, так и по всему миру наблюдается повышенный интерес к производству 
биотоплива третьего поколения с применением зеленых микроводорослей, способных расти на доступных и дешевых отходах 
пищевого и коммунального хозяйства. Кроме того, разработка технологии получения биодизеля и биоэтанола из биомассы 
может являться потенциальной основой для создания автономных обособленных комплексов, в том числе и городов военного 
назначения, не зависящих от внешних поставок топлива, что крайне актуально для труднодоступных районов нашей обширной 
страны и Арктики. 
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Введение

Устойчивое развитие человеческой цивилизации в 
настоящее время осуществляется с затратами огромного 
количества ресурсов, борьба за истощающиеся источники 
которых доминирует в мировой политике. Экстенсивная 
эксплуатация человеком недр планеты приводит к возрас-
тающей угрозе ресурсного голода, а также экологических, 
климатических, техногенных катастроф. Все это подтверж-
дает недостаточную эффективность многих техногенных 
систем, созданных человеком. В противовес этому при-
родные процессы, стабильно протекающие на протяжении 
миллионов лет, представляют собой устойчивые системы, 
способные существовать без сбоев и риска возникновения 
глобальных катастроф. Именно поэтому, как отмечают 
ученые НИЦ «Курчатовский институт» во главе с М.В. 
Ковальчуком, выходом из мирового кризиса использова-
ния энергоресурсов может служить применение так назы-
ваемых природоподобных технологий, воспроизводящих 
системы и процессы живой природы в виде технических 
систем и технологических процессов, интегрированных в 
естественный природный ресурсооборот [1]. 

Биодизель представляет собой смесь эфиров раз-
личных жирных кислот, получаемую путем этерификации 
спиртами различных жирных кислот. Повышенный ин-
терес к производству биодизеля, возникший в последние 
десятилетия, можно объяснить несколькими причина-
ми. Биодизель является возобновляемым источником 
энергии, в то время как, согласно прогнозам ученых, 
существующие на планете запасы нефти будут исчерпаны 
менее чем через 50 лет при сохранении текущего уровня 
потребления. Использование биодизеля оказывает менее 
негативный эффект на окружающую среду по сравнению 
с традиционными видами топлива. Сжигание биодизеля 
не приводит к выбрасыванию избыточного углерода в 
атмосферу, поскольку для его производства используется 
биомасса микроорганизмов. При сгорании биодизеля 
выделяется на 10% меньше монооксида углерода (СО), 
а также не образуются токсичные продукты горения 
[41]; иными словами, биодизель представляется более 
экологичным видом топлива, нежели традиционное то-
пливо. При этом биодизель превосходит традиционные 
виды топлива по показателям биоразлагаемости и точки 
воспламенения [6].

Современная классификация биотоплива
В зависимости от источника сырья для произ-

водства биотопливо подразделяется на три категории: 
биотопливо первого, второго и третьего поколения.

Традиционным сырьем для получения биодизеля 
первого поколения служат растительные масла: соевое, 
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пальмовое, подсолнечное и рапсовое [10]. Выращивание 
культур для массового производства биотоплива первого 
поколения требует огромных площадей земли, в резуль-
тате чего создается конкуренция за землю с пищевыми 
культурами. Это, в свою очередь, представляет угрозу 
пищевой безопасности страны и способно существенно 
поднять стоимость съедобных культур, таких как со-
евые бобы [3]. Следовательно, широкое применение 
биотоплива первого поколения приведет к повышению 
стоимости пищевых масел, равно как и самого биодизеля. 
Также стоит добавить, что выращивание коммерческих 
культур для производства биотоплива связано с пробле-
мой сокращения площади лесов в определенных странах, 
поскольку для ослабления конкуренции с пищевыми 
культурами за землю для производства биотоплива от-
водятся лесные площади.

Биотопливо второго поколения производится 
из пищевых отходов и лигноцеллюлозных непищевых 
культур, таких как ятрофа. Пищевые отходы, представ-
ляющие собой животные жиры и отработанные пищевые 
масла, не влияют на пищевую безопасность, что является 
ключевым преимуществом перед биотопливом перво-
го поколения, однако при производстве биотоплива из 
непищевых культур возникают проблемы, связанные с 
низкой текучестью при пониженных температурах, а на-
сыщенные жирные кислоты, содержащиеся в животных 
жирах, застывают даже при комнатных температурах 
[2]. Непищевые культуры также могут расти на зем-
лях, не приспособленных для выращивания культурных 
растений, и способны давать значительные урожаи, не 
требуя при этом особого ухода; однако их масла содержат 
большое количество свободных жирных кислот, что при-
водит к увеличению затрат на производство биотоплива 
[23]. Еще одной проблемой, связанной с использованием 
биотоплива второго поколения, представляется низкая 
продуктивность используемых источников, что приво-
дит к увеличению необходимых для их выращивания 
площадей. Важен также и вопрос энергетического ба-
ланса, поскольку затраты на производство биотоплива 
второго поколения могут достигать половины энергии, 
содержащейся в таком топливе [14]. Дальнейшая критика 
использования биотоплива первого и второго поколения 
связана с нарушением баланса парниковых газов, воз-
никающим из-за нецелевого использования земель [40].

Более приемлемой альтернативой служит исполь-
зование жиров, полученных из биомассы зеленых водо-
рослей, в качестве сырья для производства биотоплива 
третьего поколения. Микроводоросли, относящиеся к 
фотосинтезирующим организмам, способны улавливать 

солнечную энергию и, используя воду и атмосферный 
СО2, производить биомассу в форме органических 
веществ, таких как липиды. Липиды микроводорослей 
включают в себя два типа: нейтральные и полярные 
липиды. Нейтральные липиды выполняют функцию 
депонирования энергии, а полярные липиды выполня-
ют функцию структурной части клеточных органелл 
и мембран. В ходе фотосинтеза нейтральные липиды 
накапливаются в клетке микроводорослей в виде триа-
цилглицеридов (ТАГ). Триацилглицериды могут быть 
затем переработаны посредством процесса трансэтери-
фикации в различные виды метиловых и этиловых эфиров 
жирных кислот – основных компонентов биодизеля. 
Липидная продуктивность микроводорослей в расчете 
на занимаемую площадь может в 20 раз превышать 
таковую у масличных растений. Содержание липидов в 
сухой биомассе варьирует от 20 до 40%, а у некоторых 
штаммов оно может достигать до 85% [50]. Кроме того, 
микроводоросли обладают более высокой скоростью ро-
ста и способны расти в условиях повышенной солености, 
которые неприемлемы для выращивания высших расте-
ний. Они используют большую часть солнечной энергии, 
обнаруживают высокую эффективность фотосинтеза 
и требуют лишь небольшого количества питательных 
веществ для роста [45]. По сравнению с биомассой де-
ревьев и культурных растений липиды микроводорослей 
обладают меньшей стоимостью транспортировки. 

Основные проблемы производства биодизеля 
третьего поколения

Несмотря на все существующие перспективы 
получения биотоплива третьего поколения с использо-
ванием микроводорослей, разрабатываемые процессы 
являются энергетически затратными, в связи с чем 
биотопливо третьего поколения на сегодняшний день 
не может конкурировать с традиционным топливом, с 
экономической точки зрения [3]. Для преодоления этого 
барьера необходима разработка концепций производства, 
предусматривающих извлечение энергии из остатков 
водорослевой биомассы после экстракции липидов. В 
частности, некоторые микроводоросли имеют высокое 
содержание крахмала, который является отличным 
сырьем для производства биоэтанола путем осахари-
вания и ферментации дрожжами [37]. Кроме того, в 
ходе процесса трансэтерификации микроводорослевых 
липидов в биодизель в больших количествах образуется 
глицерин как побочный продукт. Этот глицерин может 
применяться для производства более ценных продуктов, 
использоваться для гетеротрофного или миксотрофного 
роста микроводорослей, или для выработки метана, что 
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позволит реализовать концепцию полностью безотход-
ного производства.

Существуют также и проблемы технического 
характера, например, связанные со сбором клеточной 
биомассы. Одноклеточные микроводоросли обычно 
имеют низкие плотности и находятся в суспензии, что 
затрудняет их отделение. Неэффективное удаление 
влаги может осложнить последующие стадии экстракции 
липидов органическими растворителями. Процедуры 
экстракции микроводорослевых липидов в промыш-
ленных объемах довольно сложны и все еще находятся 
на стадии разработки [37]. Экстракция биотоплива 
из микроводорослей затрудняется и значительным ко-
личеством жирорастворимых пигментов, которые они 
синтезируют при автотрофном культивировании. Они 
будут ко-экстрагироваться вместе с целевыми липидами, 
поскольку органические растворители не селективны в 
этом плане. Присутствие жирорастворимых пигментов 
в липидном экстракте затрудняет фракционирование 
(очистку) биотоплива, что может отразиться на его 
качестве [17]. 

При культивировании микроводорослей в систе-
мах открытых прудов возникает проблема появления 
консументов в виде простейших и зоопланктона, активно 
поглощающего водорослевые клетки [27]. Для снижения 
количества консументов необходимо принимать комплекс 
дополнительных мер, например, фильтрацию среды, 
понижение концентрации растворенного кислорода или 
повышение рН среды. Все эти методы имеют свои недо-
статки и будут приводить к дополнительным затратам.

Другая проблема, связанная с использованием 
биодизеля в качестве топлива, заключается в его под-
верженности бактериальному окислению, что в конечном 
счете приводит к внутренней коррозии хранилищ [35], 
в связи с чем существует необходимость изменения 
дизайна конструкций имеющихся в наличии хранилищ 
биотоплива.

Типы культивирования микроводорослей
Имеются три принципиально различных стра-

тегии культивирования микроводорослей: автотрофное 
культивирование, гетеротрофное и миксотрофное куль-
тивирование. 

Автотрофный рост, системы открытых прудов
Открытые пруды являются наиболее распростра-

ненным способом культивирования микроводорослей и 
самым дешевым методом производства биомассы в про-
мышленных масштабах. Эти системы подразделяются на 
естественные водные системы (озера, лагуны и пруды) 
или искусственные пруды и сооружения. Искусственные 

системы могут быть вырыты в грунте и использоваться 
буквально, или покрываться непроницаемыми мате-
риалами, или же вовсе могут быть построены из стен. 
Отсутствие покрытия прудов позволяет уменьшить их 
стоимость, но при этом вызывает проблемы контамина-
ции, утечки культуральной среды, наличия иловой взвеси, 
из-за чего их возможно использовать для выращивания 
лишь некоторых видов водорослей в определенных усло-
виях почв и окружающей среды. Оптимальная глубина 
таких прудов обычно составляет 15–50 см, что позволяет 
обеспечить доступ к солнечному свету для всей биомассы, 
особенно в конце экспоненциальной фазы роста [30]. 
Размер пруда также имеет значение при культивировании 
микроводорослей: более маленькие водоемы способны 
обеспечить более высокий урожай биомассы в расчете 
на литр среды.

Недостатки таких открытых систем заключаются 
в необходимости строгого контроля условий внешней 
среды для избегания загрязнения, испарения воды, 
контаминации быстрорастущими бактериями и другими 
видами микроводорослей. Невозможно контролировать 
сезонное изменение температуры и напрямую влиять на 
количество CO2 и солнечного света. Низкие температу-
ры (ниже 17 °С) приводят к остановке роста клеток, а 
слишком высокие температуры могут вызвать их гибель. 
Кроме того, в конце фазы логарифмического роста, 
когда прирост биомассы максимален, некоторые клетки 
могут не получать достаточного количества света, буду-
чи затененными другими клетками, плавающими около 
поверхности. Это может приводить к снижению выхода 
биомассы, следовательно, необходимо создавать условия 
для постоянного перемешивания среды [9]. 

Открытые водоемы подходят для выращивания 
небольшого количества видов водорослей, способных 
выдерживать экстремальные условия среды, в число 
которых входят Spirulina, Haematococcus, Dunaliella, 
Chlorella и другие [38], однако 98% объема коммерче-
ски производимых водорослей выращиваются именно в 
открытых системах [16].

Автотрофный рост, закрытые фотобиореак-
торы

Фотобиореакторы были разработаны для решения 
проблем, характерных для открытых систем, то есть вы-
ращивания биомассы в контролируемых и управляемых 
условиях (рН, интенсивность света, температура, кон-
центрация СО2), а также культивирования чувствитель-
ных штаммов микроводорослей, которые не способны 
конкурировать и расти в жестких условиях открытых 
прудов [42]. Фотобиореакторы можно размещать как 
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внутри, так и снаружи помещений, используя в качестве 
источника света искусственное освещение или солнечную 
энергию соответственно. Реакторы могут быть наклоне-
ны под различными углами и использовать рассеянный и 
отраженный свет, что влияет на продуктивность культур. 
Материалы, используемые для изготовления реакторов, 
должны не оказывать токсического действия на клет-
ки, быть высоко прозрачными, иметь устойчивость к 
механическому и химическому воздействию, обладать 
невысокой стоимостью. Преимуществом закрытых 
систем культивирования является более высокая кон-
центрация биомассы (2–5 г/л), меньшее время сбора 
биомассы, пониженный риск контаминации, а также 
высокое отношение площади поверхности к объему 
(25–125 м-1). Снабжение светом может происходить 
при помощи оптоволокна, погруженных в воду ламп 
или флуоресцентных источников света. Как правило, в 
фотобиореакторах обнаруживается центральная темная 
зона и более интенсивно освещенная периферическая 
область. Обогащенный углекислым газом воздух по-
дается внутрь реактора, создавая турбулентный поток, 
переносящий клетки между светлой и темной зонами, и 
обеспечивает массообмен углекислого газа и кислорода. 
Частота перемещений клеток между темной и светлой 
зонами зависит от интенсивности потока, концентрации 
клеток, и уровня внешнего освещения. 

Проблемы, возникающие при использовании 
фотобиореакторов, включают в себя перегрев, увеличе-
ние количества зон с недостаточной освещенностью и 
фотоингибирование в областях, где наблюдается избыток 
света, повреждение клеток под действием гидродина-
мического стресса и обрастание стенок реакторов [13]. 
Кроме того, фотобиореакторы представляют собой го-
раздо более сложную, а значит, дорогую конструкцию и 
требуют существенных затрат на стерилизацию [5]. При 
масштабировании биореакторов происходит увеличение 
доли темных зон, что выражается в уменьшении роста 
клеток, а также повышение затрат при культивировании 
из-за энергообеспечения механизма перемешивания [24]. 

Классификация фотобиореакторов основывается 
на их дизайне и режиме работы. Наиболее популярные 
типы фотобиореакторов – это flat-plate фотобиореак-
торы, эйрлифтные трубчатые системы и колоночные 
фотобиореакторы; однако существуют и некоторые иные 
конструкции.

Гетеротрофный рост
Несмотря на то, что микроводоросли способны 

эффективно использовать энергию света, их фотоавто-
трофный рост часто замедлен, в основном из-за недо-

статочности света в условиях высокой плотности клеток 
или фотоингибирования при высокой интенсивности 
света [46]. Избавиться от этих недостатков можно при 
использовании гетеротрофного способа культивирования 
микроводорослей в традиционных микробных фермен-
терах. 

Гетеротрофное культивирование микроводорослей 
имеет несколько преимуществ по сравнению с фото-
автотрофным: отсутствует необходимость обеспечения 
равномерного распределения света по всему объему 
культуры, имеется более полный контроль над процес-
сом, а также достигается более высокая концентрация 
клеток при росте на органических источниках углерода 
[33]. В гетеротрофной культуре как рост клеток, так и 
биосинтез продуктов во многом зависят от состава среды 
и внешних факторов. Наибольшее влияние оказывает тип 
используемого источника углеродов, в качестве которого 
наиболее часто применяются глюкоза, глицерин, глутамат 
или ацетаты. Liu S.M. и соавторы [25] провели сравне-
ние нескольких источников углерода, используемых при 
гетеротрофном росте C. vulgaris, и пришли к выводу, 
что наиболее предпочтительна глюкоза. Сточные воды, 
богатые азотом, также могут рассматриваться в качестве 
сред для культивирования [7]. Следует отметить, что при 
гетеротрофном росте клетки микроводорослей обычно 
накапливают больше липидов и углеводов, чем в случае 
фотоавтотрофного роста [31].

Несмотря на все преимущества, большим не-
достатком гетеротрофных систем являются высокая 
стоимость сахаров и проблема с их доступностью, то 
есть конкуренция за субстрат с пищевой отраслью и по-
лучением биотоплива из углеводов [9]. Для того чтобы 
уменьшить стоимость получаемого биотоплива, следует 
использовать более дешевые источники углерода, такие 
как гидролизат кукурузной муки или мелассу. Было про-
демонстрировано, что, культивируя C. protothecoides с 
использованием гидролизата кукурузной муки, возможно 
получить хороший урожай биомассы (15 г/л) с высоким 
содержанием липидов в клетках (55,2%) [47].

Миксотрофный рост
Некоторые микроводоросли способны расти, 

комбинируя автотрофный и гетеротрофный способы 
роста, то есть одновременно снабжая себя органиче-
скими веществами посредством фотосинтеза и путем 
расщепления органического субстрата. Культивируемые 
в таких системах клетки не имеют строгой зависимости 
от доступности света или органического субстрата для 
поддержания роста. Исследования показывают, что 
в таких смешанных условиях роста можно добиться 
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еще большей продуктивности биомассы и липидов, по 
сравнению с фотоавтотрофным и гетеротрофным ростом 
[49]. Основное преимущество миксотрофного метабо-
лизма заключается в снижении количества органического 
субстрата, используемого для роста микроводорослей, и 
ограничений, связанных с фотосинтезом [9]. 

Способы увеличения липидной продуктивности 
микроводорослей

Ограничение по источникам N, P и S
Микроводоросли способны реагировать на стрес-

совые условия, такие как голодание, модифицируя свои 
ключевые биохимические пути для синтеза различных 
запасающих соединений. Считается, что ограничение по 
питательным веществам служит простым и экологически 
безопасным подходом к контролю клеточного цикла с 
целью повышения продуктивности липидов. На сегод-
няшний день ограничение по питательным веществам 
признано наиболее успешной и широко используемой 
стратегией. Изменение содержания микронутриентов, 
таких как азот, фосфор и сера, в культуральной среде 
приводит к изменению макромолекулярного состава в 
клетках микроводорослей. В условиях стресса, связан-
ного с питанием, происходит накопление липидов, и в 
качестве доминирующего компонента образуются триа-
цилглицериды. Тем не менее данную стратегию следует 
использовать с осторожностью, так как у некоторых 
видов недостаток питательных веществ не способствует 
накоплению липидов. Например, при дефиците пита-
тельных веществ у микроводорослей Dunaliella salina 
содержание липидов снижалось с 25 до 9%, а угле-
водов увеличивалось – с 16 до 56% [4]. Недостаток 
азота, фосфора и/или серы широко признан в качестве 
основного индуктора липидов для зеленых видов микро-
водорослей. Среди этих способов ограничение по азоту 
представляется наиболее изученной и широко исполь-
зуемой стратегией. Ито и др. [21] продемонстрировали, 
что в условиях азотного стресса количество нейтраль-
ных липидов в клетках микроводорослей значительно 
увеличивалось, в то время как количество аминокислот 
существенно снижалось на 95 процентов по сравнению 
с контролем. Иллман и коллеги [20] отмечали, что 
содержание липидов в C. vulgaris, культивируемой на 
среде с низким содержанием азота, более чем в 2 раза 
(40%) превышало содержание липидов в контроле 
(18%). Однако необходимо иметь в виду, что бедные по 
азоту среды хоть и способны стимулировать накопление 
липидов, также могут приводить и к существенному 
снижению накопления биомассы, из-за ингибирования 
клеточного деления в условиях стресса. Обычно кон-

центрации азота ниже 5 мМ не покрывают потребности 
микроводорослей в азоте [26]. Мандал и Маллик [28] 
культивировали микроводоросли Scenedesmus obliquus в 
условиях фосфорного голодания и наблюдали увеличение 
содержания липидов с 10,0 до 29,5%. Сато и коллеги 
[39] предположили, что дефицит серы может заставить 
микроводоросли Chlamydomonas reinhardtii накапливать 
ТАГ в клетках за счет переключения метаболизма угле-
рода от синтеза белка на синтез ТАГ. Помимо азотного, 
фосфорного и серного голодания, истощение питательной 
среды во время роста культуры микроводорослей в целом 
может быть эффективным для производства липидов. 
Например, было обнаружено, что общее содержание 
экстрагируемых липидов может достигать 57,25% при 
культивировании C. vulgaris в условиях истощения пи-
тательных веществ в течение 7 дней [11].

В попытке повысить продуктивность липидов 
важно получить как значительный выход биомассы, так 
и высокое содержание липидов в клетках микроводорос-
лей. На практике водоросли выращивают в среде с до-
статочным количеством питательных веществ на ранних 
стадиях, чтобы получить более высокую концентрацию 
биомассы как можно быстрее, в то время как голодание 
по питательным веществам вводится на более поздних 
стадиях для перепроизводства липидов [36].

Солевой стресс
Высокая концентрация соли в окружении может 

влиять на физиологические и биохимические свойства ми-
кроводорослей. Когда клетки микроводорослей подвер-
гаются воздействию солей, запускаются восстановление 
тургорного давления в клетке, регулировка транспорта 
ионов через клеточные мембраны и накопление веществ, 
обуславливающих устойчивость к осмосу [11]. Солевой 
стресс, создаваемый внутри клеток, приводит к увеличе-
нию содержания липидов, что было продемонстрировано 
на многих видах микроводорослей. Янг и соавторы [48] 
увеличивали концентрацию NaCl в среде в конце экспо-
ненциальной фазы роста и обнаружили, что содержание 
липидов в биомассе водоросли Monoraphidium dybowskii 
возрастало до 41,7%. Пал и коллеги [34] исследовали 
влияние NaCl на рост Nannochloropsis sp. и отмечали, 
что наивысшее содержание общих жирных кислот, 
равное 47,0% от сухой биомассы, и средняя липидная 
продуктивность 360 мг общих жирных кислот л-1 день-1 
достигались при концентрации NaCl 13 г/л. В условиях 
солевого стресса у C. vulgaris выход липидов увеличи-
вался на 21,1% [15].

Выращивание микроводорослей в условиях солево-
го стресса также может уменьшить вероятность загряз-
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нения, контаминации инвазивными и конкурирующими 
микроорганизмами в микроводорослевых системах, одна-
ко слишком высокая концентрация соли подавляет рост 
и изменяет форму и структуру клеток микроводорослей. 
Таким образом, необходимо определять оптимальный 
диапазон солености [11].

Концентрация СО2 и интенсивность света
Другие факторы, например, концентрация СО2 

и интенсивность света, также играют важные роли как 
в накоплении биомассы, так и в образовании липидов в 
клетках. Литературные данные сообщают, что, как пра-
вило, содержания СО2 в воздухе (0,04%) недостаточно 
для эффективного роста и синтеза липидов. Ограничение 
в СО2 замедляет метаболизм микроводорослей, приво-
дя к снижению накопления липидов, и было отмечено 
увеличение содержания липидов в Nannochloropsis sp. 
при увеличении концентрации СО2 с 0,035 до 0,28%. 
При увеличении концентрации СО2 с 0,04 (воздух) до 
8% постепенно увеличивалось содержание и биомассы 
и липидов в Nannochloropsis oculta [19]. Наибольшее 
содержание липидов в Chlorella sp. отмечается при со-
держании СО2 от 2 до 5% [44]. Тем не менее слишком 
высокие концентрации СО2 (обычно выше 10%) также 
могут привести к снижению роста микроводорослей по 
причине того, что неиспользованный СО2 в культуре 
будет трансформироваться в угольную кислоту (H2CO3), 
понижая рН среды. Оптимальную концентрацию СО2, 
таким образом, необходимо определять для каждой 
культуры отдельно.

Оптимальная интенсивность освещения также 
видоспецифична. При очень низкой интенсивности света, 
например, ниже точки компенсации, рост микроводорос-
лей существенно замедляется, что отражается в снижении 
накопления биомассы и, следовательно, липидов. При 
увеличении освещенности выше точки компенсации рост 
микроводорослей улучшается с увеличением интенсив-
ности освещения с максимальной фотосинтетической ак-
тивностью при достижении точки насыщения светом. То 
есть, положительный эффект увеличения интенсивности 
освещения на рост биомассы и выход липидов действует 
только до определенной точки. Слишком высокая ин-
тенсивность света может вызывать фотоингибирование, 
повреждение микроводорослевых фотосистем и в итоге 
снижение накопления липидов. 

Факторы внешней среды
Факторы внешней среды, например, температура, 

также оказывают влияние на рост микроводорослей 
и образование жирных кислот. Высокое содержание 
полиненасыщенных жирных кислот при низких темпе-

ратурах объясняется тем, что клетки вынуждены их вы-
рабатывать для поддержания текучести плазматической 
мембраны. Другой причиной может быть то, что при 
низких температурах увеличивается уровень внеклеточ-
ного молекулярного кислорода, таким образом усиливая 
активность десатураз и элонгаз, вовлеченных в биосинтез 
полиненасыщенных жирных кислот [22].

Получение биоэтанола из углеводов микро-
водорослей

Благодаря особенностям метаболизма, в ходе кото-
рого возможно накопление в клетке не только липидов, но 
и углеводов, биомасса микроводорослей может служить 
для получения этанола, используемого для трансэтери-
фикации липидов или в качестве биотоплива третьего 
поколения. Виды, относящиеся к родам Chlorococcum, 
Chlorella, Chlamydomonas, Scenedesmus и Tetraselmis, 
рассматриваются как наиболее подходящие кандидаты 
для производства биоэтанола, однако его выход зависит 
от условий культивирования, способа гидролиза и ис-
пользуемой стратегии ферментации [32].

Углеводы накапливаются в клетках зеленых водо-
рослей главным образом в форме крахмала в хлоропластах 
и полисахаридов клеточной стенки, которые не могут 
быть непосредственно использованы для производства 
биоэтанола микроорганизмами. Предварительно необ-
ходимо расщепить полисахариды микроводорослей до 
моносахаридов. Для этого применяют либо химический, 
либо ферментативный гидролиз. Химический (кислот-
ный) гидролиз с применением серной или соляной кисло-
ты служит наиболее быстрым, простым и дешевым спо-
собом. Использование серной кислоты привлекательно 
также потому, что сульфат-анион является питательным 
веществом для осуществляющих ферментацию дрожжей. 
Однако в случае наличия в сырье гемицеллюлоз кислот-
ный гидролиз может приводить к образованию побочных 
продуктов, ингибирующих процесс ферментативного бро-
жения, таких как фурфурол, 5-гидроксиметилфурфурол, 
гидроксибензальдегид и ванилин [12]. Ферментативный 
гидролиз значительно более медленный и дорогой и при 
этом требует предварительной обработки биомассы для 
повышения эффективности гидролиза. Однако выход 
глюкозы с применением ферментативного расщепления 
обычно бывает выше, и при этом не образуются ингиби-
рующие брожение побочные продукты [18]. После ста-
дии гидролиза (осахаривания) осуществляется биосинтез 
спирта с применением бактерий Zymomonas mobilis. 

Производство биодизеля
Традиционный процесс получения биодизеля 

из биомассы микроводорослей основывается на двух 
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основных стадиях: экстракции липидов из клетки и 
конверсии нейтральных липидов в метиловые эфиры 
жирных кислот (Fatty Acid Methyl Esters, FAMEs), 
то есть, биодизель. 

Поскольку микроводоросли имеют относительно 
жесткую клеточную стенку (в состав которой могут 
входить и целлюлоза, и хитин, в зависимости от кон-
кретного вида), для эффективного извлечения липидов 
из клеток необходимо их предварительное разрушение. 
Существуют различные способы дезинтеграции био-
массы микроводорослей, основанные на физических и 
химических принципах, или использовании ферментов, 
специфически гидролизующих полисахаридные компо-
ненты клеточной стенки. Основные физические методы 
– это разрушение клеток микроволновым излучением, 
ультразвуком, механическое перемалывание в блендере, 
френч-прессе или с применением стеклянных бусин, 
а также дезинтеграция клеток посредством теплового 
шока. К химическим методам относится осмотический 
шок и кислотный/щелочной лизис. На настоящий момент 
проведено значительное количество исследований раз-

личных методов дезинтеграции клеток микроводорослей 
и установлено, что разрушение биомассы микроволновым 
излучением (СВЧ) представляется самым эффективным, 
простым, наименее затратным и легко масштабируемым 
способом [43].

Экстракция липидов из разрушенных или интакт-
ных клеток проводится с помощью смеси различных 
органических растворителей. Наиболее распространен 
классический метод с использованием смеси хлороформ-
метанол 1:1 или 2:1 [8]. Также экстракцию выполняют с 
применением гексана, диэтилового эфира, петролейного 
эфира, смесью циклогексан-2-пропанол, ацетон-гексан 
и дихлорметан-гексан [29].

После экстракции и фракционирования ней-
тральных липидов осуществляют процесс их транс-
этерификации спиртами, такими как метанол, этанол, 
пропанол или бутанол, с применением серной кислоты 
в качестве катализатора. Метиловый и этиловый спирт 
используются наиболее часто. В качестве побочного 
продукта реакции образуются большие количества 
глицерина (рис. 1).

Рис. 1. Технологическая схема получения биотоплива в традиционном двухстадийном процессе

В последнее время были разработаны процессы 
так называемой прямой трансэтерификации in situ, 
преимущество которых заключается в одностадийно-
сти (стадии экстракции липидов и трансэтерификации 
объединены), отсутствии необходимости в разрушении 
клеток и потребности в большом объеме органических 
растворителей для экстракции липидов из биомассы, 
что, на первый взгляд, позволяет существенно улучшить 

экономику процесса получения биодизеля. Однако 
для прямой трансэтерификации требуются большие 
количества метанола и катализатора – серной кислоты, 
по сравнению с обычным двухстадийным процессом. 
Кроме того, затраты, связанные с удалением такого 
избытка метанола и катализатора, могут перекрыть 
или существенно снизить достигаемую экономическую 
выгоду.
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Реализация традиционной технологии производ-
ства биотоплива в условиях Арктической зоны имеет 
определенные трудности, связанные с потребностью 
в больших количествах токсичных летучих органиче-
ских растворителей, таких как метанол, хлороформ и 
другие. Все эти компоненты потребуется поставлять 
в Арктику на регулярной основе для поддержания 
непрерывного производства биотоплива. Это, в свою 
очередь, поставит под вопрос автономность указанной 
системы, равно как и не даст никакого преимущества в 
полезной нагрузке, поскольку вместо готового топлива 
необходимо будет обеспечить компоненты для его про-
изводства. Следует еще иметь в виду, что производство, 
связанное с применением и транспортировкой большого 
количества высокотоксичных летучих веществ, будет 
создавать серьезную угрозу для экологии. По этим 
причинам необходим поиск альтернативных решений 
проблемы топлива в Арктике. 

Одним из предполагаемых решений может стать 
использование липидов микроводорослей не в качестве 
сырья для производства биотоплива, а напрямую– в 
качестве топливной добавки, позволяющей увеличить 
объем топлива до 20–30% и сократить тем самым объ-
ем топливных поставок. Кроме того, бензин и дизель 
служат хорошими растворителями для неполярных со-
единений, например, нейтральные липиды (свободные 
жирные кислоты и ТАГ); следовательно, существует 
потенциальная возможность экстракции липидов из 
микроводорослей непосредственно самим арктическим 
дизелем, обходя таким образом необходимость исполь-
зования иных органических растворителей. Учитывая и 
тот факт, что микроводоросли способны стабильно расти 
и синтезировать липиды на отходах жизнедеятельности и 
промышленности (сточных водах), а не только на специ-
альных питательных средах, открывается возможность 
создания полностью автономного производства (рис. 2).

Рис. 2. Технологическая схема получения липидов из биомассы микроводорослей  
в качестве добавки к арктическому топливу, позволяющей увеличить объем топлива

Заключение

В данном обзоре были подробно рассмотрены ос-
новные технологические аспекты и проблемы, связанные 
с получением биодизеля третьего поколения посредством 
культивирования фотосинтезирующих микроводорослей. 

Было установлено, что основной проблемой произ-
водства биотоплива являются высокая энергозатратность 
производства и потребность в больших объемах токсич-
ных, относительно не дешевых реагентов для экстракции 
липидов и их конверсии в биотопливо. В связи с этим 
была предложена альтернативная концепция решения 
проблемы топлива в Арктике путем использования липи-

дов микроводорослей в качестве добавки, увеличивающей 
объем топлива. Разработана технологическая схема, 
исключающая необходимость использования дополни-
тельных органических растворителей для экстракции 
липидов из биомассы.

Кроме того, для улучшения экономической состав-
ляющей необходимо вести работу в области повышения 
липидной продуктивности, в связи с чем в статье был дан 
подробный обзор различных режимов культивирования 
и существующих методологий увеличения накопления 
липидов клетками. По причине эффективности, простоты 
и доступности данного метода наиболее привлекательной 
выглядит стратегия накопления биомассы на богатой 
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среде, с последующей индукцией накопления липидов 
ограничением по источникам азота и фосфора. 
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Введение

В настоящее время накоплено много сведений, 
касающихся эпидемиологии, микробиологии, диагно-
стики и профилактики возбудителя холеры. Тем не менее 
до сих пор многие вопросы, касающиеся патогенеза, 
остаются нерешенными. Для изучения и лучшего по-
нимания механизмов, лежащих в основе взаимодействия 
между Vibrio cholerae и энтероцитами, а также оценки 
цитотоксического действия токсинов, продуцируемых 
вибрионами, используют лабораторных животных [1]. 
Модель in vivo воспроизводит комплексность пораже-
ния V. cholerae, однако межвидовые фенотипические 
различия метаболизма и отличия в анатомии животных 
– морфологическое строение желудка и формы ворсинок 
тонкой кишки – не всегда позволяют экстраполировать 
результаты на человека [3]. Кроме того, в последнее 
время большое внимание уделяется соблюдению этиче-
ских принципов исследований в рамках концепции 3R 
(Reduction, Refinement, Replacement): уменьшение ко-
личества тестируемых животных, модификация методик, 
направленная на минимизацию страдания и стресса у 
животных, и предпочтительное тестирование на моделях 
in vitro [4, 10]. Культура клеток как модельная система 
направлена на минимизацию количества подопытных 

животных, а также полную их замену. Преобладающее 
число публикаций посвящено тому, что для изучения 
молекулярных механизмов взаимодействия V. cholerae с 
кишечным эпителием человека больше подходят модели 
in vitro, чем классические модели на грызунах [28, 29, 
41]. 

Преимущества работы с клеточными культурами 
связаны со следующими факторами: с возможностями ис-
пользования коллекционных паспортизированных линий 
клеток с известными свойствами; изучением характера 
биологической активности тестируемых соединений не-
посредственно на клеточном уровне; возможностью 
оценки состояния клеток-мишеней «прижизненно», а не 
«post faсtum»; одновременным тестированием большого 
числа биологически активных биополимеров при их мини-
мальном расходе; получением результатов тестирования 
в течение относительно короткого промежутка времени; 
возможностью определения точной концентрации по-
тенциально токсичного вещества, воздействующего на 
клетки индикаторной культуры и вызывающего тот или 
иной эффект [2, 3].

Исследование свойств холерных вибрионов куль-
туральным методом ведется с 1970-х годов. Клеточные 
линии карциномы толстой кишки человека, проявляющие 
функции и структурные свойства зрелых энтероцитов или 
бокаловидных клеток, были созданы для изучения пато-
генеза энтеротоксигенных бактерий. При полной диффе-
ренцировке клетки имеют поляризованную организацию, 
образуют соединительные плотные контакты (TJ – tight 
junctions), созданные взаимодействием трансмембранных 
белков клаудина и окклюдина с актиновым цитоскелетом 
через белки плотных соединений окклюденсной зоны 
(zonula occludens – ZO), и формируют клеточный 
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монослой, который физически и функционально ими-
тирует кишечный эпителиальный барьер. Повреждение 
этих соединений способствует воспалительному ответу 
при проникновении антигена. Эти соединения также 
регулируют селективную параклеточную проницаемость 
для растворенных веществ, ионов, воды и различных 
макромолекул.

Клеточные линии используют для исследований in 
vitro адгезивных свойств V. cholerae, для изучения вза-
имодействия энтероцитов с белковыми и липополисаха-
ридными субстанциями, везикулами вибрионов. Культура 
клеток до настоящего времени является единственным 
методом в условиях in vitro, позволяющим оценить 
биологическую активность токсина, изучить факторы, 
препятствующие его адгезии на поверхности эпители-
альной клетки, а также механизмы его интернализации 
и внутриклеточного превращения [33]. 

Цель работы – осуществить обзор данных литера-
туры о клеточных линиях кишечного эпителия человека, 
используемых in vitro для изучения холерных вибрионов. 

Клеточная линия HT-29

В 1964 г. J. Fogh выделил из толстой кишки 
женщины и культивировал в условиях in vitro клетки 
аденокарциномы толстой кишки. Родительская клеточ-
ная линия рака толстой кишки HT-29 состоит в основ-
ном из недифференцированных клеток, в то время как 
дифференцированные клетки составляют от 3 до 5% от 
общего числа в популяции [17]. Линия клеток HT-29 
дала начало нескольким субпопуляциям со свойствами 
клеток тонкой кишки. Первую энтероцитоподобную по-
пуляцию HT-29 Cal+ селекционировали в культуральной 
среде, после замены в ней глюкозы на галактозу. Вторая 
энтероцитоподобная субпопуляция HT-29 Glc- была 
выделена в результате культивирования в среде без 
глюкозы. Пассирование клеток субпопуляции HT-29 
Glc- в глюкозосодержащей среде позволило получить 
дифференцированные субконфлюэнтные клетки HT-29 
Rev Glc+/-. Аналогичным путем были отобраны другие 
энтероцитоподобные субпопуляции, такие как HT-
29-D4, HT29.74 и HT-29-18-C1. 

Из родительской клеточной линии HT-29 также 
созданы две постоянно дифференцированные клональ-
ные клеточные линии. Линия HT29.19E получена 
в результате обработки родительской линии HT-29 
бутиратом натрия, клон HT29.13 выделен после расще-
пления аденозина с применением аденозиндезаминазы. 
Все энтероцитоподобные субпопуляции клеток HT-29 

или клеточные клоны имели плотные соединительные 
контакты, хорошо выраженные апикальные поверх-
ности, покрытые многочисленными микроворсинками, 
называемые щеточной каемкой, и базолатеральные до-
мены, отвечающие за всасывание питательных веществ, 
что свойственно клеткам тонкой кишки. Энтероциты в 
ответ на воздействие продуцировали цитокины, такие 
как интерлейкин-4 (ИЛ-4) и ИЛ-13, фактор некроза 
опухоли альфа (ФНО-), ИЛ-1 и Ил-8 [33].

Важнейшая роль в патогенности холерных вибри-
онов принадлежит факторам адгезии, обеспечивающим 
колонизацию тонкой кишки [7]. К ним относится целый 
ряд связанных с клеткой пилинов: Cep (core encoded 
pilin), токсин-корегулируемые пили адгезии TCP, белки 
внешней мембраны OmpU, а также другие адгезивные 
молекулы, включающие в себя флагеллин, Mam7, GbpA, 
FrhA и дополнительные факторы колонизации, кодиру-
емые acfA, acfB, acfC, acfD. Повышение адгезивной ак-
тивности может обеспечиваться нейраминидазой NanH 
[6], высокомолекулярным цитотоксином MARTX 
(multifunctional autoprocessing repeats-in-toxin) [5] и 
гемолизином HlyA [8]. 

При использовании недифференцированных ро-
дительских клеток HT-29 выяснили, что очищенные 
жгутики и секретируемые белки флагеллина, FlaC и 
FlaD, V. cholerae индуцируют продукцию IL-8 через 
Toll-подобный рецептор – TLR5 в энтероцитах [46]. 
Также показано, что белок внешней мембраны OmpU, 
являющийся одним из основных поринов V. cholerae, 
играет важную роль в воспалении кишечника, индуци-
руя экспрессию IL-8 на уровне мРНК и белка в линии 
эпителиальных клеток кишечника человека. При этом 
только апикальное воздействие OmpU индуцирует 
секрецию IL-8 в поляризованных клетках HT-29. В 
опосредованной OmpU гибели клеток решающую роль 
играют митохондрии. Белок OmpU перемещается в ми-
тохондрии и непосредственно инициирует модификации 
проницаемости мембран, а также высвобождает факторы, 
индуцирующие апоптоз [47].

В 1991 г. Zeta Charania et al. предложили культуру 
клеток HT-29, выращенную в среде, содержащей 17 
мМ глюкозы, в качестве индикаторной линии для те-
стирования холерного токсина (ХТ), который является 
основным фактором вирулентности (и эпидемической 
значимости) холерных вибрионов, определяющий тя-
жесть заболевания при холере [19]. 

Особый интерес представляют данные, полу-
ченные Shamila Sarwar et al., при изучении возможности 
использования в лечении холеры наночастиц оксида 
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цинка в качестве альтернативы антибиотикам. Для по-
нимания механизма действия оксида цинка на активность 
холерного токсина использовали богатые ганглиозидными 
рецепторами GM1 клетки HT-29 и штаммы V. cholerae 
Classical O395 и V. cholerae El Tor C6706, продуциру-
ющие холерный токсин. В результате было показано, 
что оксид цинка в дозе 10 мкг/мл не влиял на скорость 
роста этих двух штаммов и не снижал уровни экспрессии 
мРНК и холерного токсина. Однако оксид цинка обра-
зовывал комплекс с холерным токсином и нарушал его 
вторичную структуру, тем самым предотвращая первую 
стадию транслокации его в эпителиальные клетки ки-
шечника, не оказывая заметного токсического действия 
на культуру HT-29 [42]. 

Применение линии HT-29 позволило изучить 
интернализацию холерного токсина, ассоциированного 
с везикулами наружной мембраны, и определить, что 
кавеолин-опосредованный эндоцитоз является доми-
нирующим путем транспорта везикул в клетку [49]. C 
помощью культуры клеток HT-29 было выяснено, что 
провоспалительный ответ индуцируется везикулами 
V. cholerae O395 путем, зависимым от NOD1 (домен 
олигомеризации нуклеотидов) [20].

Исследования в отношении некультивируемых 
форм остаются в центре внимания специалистов, так 
как в эндемичных по холере районах с регулярными 
эпидемическими проявлениями при ПЦР-исследовании 
воды открытых водоемов могут выявляться холерные 
вибрионы, которые не обнаруживаются с помощью 
бактериологических методов. В связи с этим одним из 
актуальных вопросов остается реверсия некультиви-
руемых форм холерных вибрионов в культивируемое 
состояние. Mitsutoshi Senoh et al. наблюдали реверсию 
некультивируемых форм Vibrio cholerae при совместном 
культивировании с культурой клеток HT-29 [43]. Ав-
торы полагают, что каталаза, продуцируемая культурой 
клеток HT-29 в среду культивирования, играет ключе-
вую роль в этом процессе [44].

Кроме вышеописанных субпопуляций, из роди-
тельской клеточной линии HT-29 было отобрано не-
сколько секретирующих слизь клонов. После обработки 
бутиратом натрия из родительской клеточной линии 
HT-29 возникла перманентно дифференцированная 
клональная клеточная линия HT-29.cl16E, секрети-
рующая муцин. Вторая клональная линия HT29-SB, 
продуцирующая муцин, отобрана аналогичным образом. 
При выращивании родительской линии HT-29 в среде, 
не содержащей глюкозу, было отмечено появление го-
могенных столбчатых клеток с типичной морфологией 

бокаловидных клеток, которые были обозначены как 
клон HT29-18N2. В результате проведенных экспе-
риментов с летальными концентрациями метотрексата 
(MTX) и 5-фторурацила (FU) было показано, что 
адаптация родительской клеточной линии HT-29 к ним 
приводит к появлению стабильно детерминированной 
субпопуляции клеток. При этом линия клеток HT29-
MTX представляет собой гомогенную субпопуляцию 
бокаловидных клеток, секретирующих слизь и муци-
ны тонкой и толстой кишки с иммунореактивностью. 
Муцины, экспрессируемые этой линией, бывают как 
секреторные: MUC2, MUC5AC, MUC6, – так и 
мембраносвязывающие – MUC1, MUC3, MUC4. В то 
же время клетки линии HT29-FU дифференцированы и 
состоят из энтероцитоподобных клеток и беспорядочно 
распределенных секретирующих муцин MUC2 и MUC4 
клеток [33]. 

С использованием полностью дифференциро-
ванных секретирующих слизь клеток HT-29-18 N2 
исследовали адгезию V. cholerae. Для изучения интер-
нализации холерного токсина в клетки применяли также 
клон HT-29-18 N2 [32]. С помощью клеточной линии 
HT-29, секретирующей слизь, было обнаружено, что 
хитин-связывающий белок GbpA V. cholerae отвечает 
за прикрепление к кишечнику человека. Связывание V. 
cholerae с муцином с помощью этого белка приводит к за-
висимой от ядерного транскрипционного фактора kappaB 
(NF-B) активации генов MUC2, MUC3 и MUC5AC 
и, как следствие, к увеличению выработки слизи, ко-
торая привлекает больше бактерий. Взаимодействие 
GbpA с клетками вызывает накопление активных форм 
кислорода, приводящих к дисфункции митохондрий, 
перемещению NF-B в ядро и некротическому ответу 
клеток-хозяев.

Как видно из вышеизложенного, клеточная ли-
ния HT-29 широко используется в экспериментальной 
работе по холере, в частности, при изучении адгезивных 
свойств холерных вибрионов, продукции цитокинов в 
ответ на воздействие биологически активных веществ, 
интернализации холерного токсина с везикулами внешней 
мембраны, возможности реверсии некультивируемых 
форм в исходное состояние.

Клеточная линия Caco-2

Клеточная линия Caco-2 была получена из ки-
шечника мужчины в 1970 г. J. Fogh после 14 пассажей 
в питательной среде колоректальной аденокарциномы. 
Клетки Caco-2 могут либо функционировать как не-

О.А. Якушева и др., с. 91–102
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дифференцированные клетки толстой кишки, либо само-
произвольно дифференцироваться в фенотип, подобный 
тонкой кишке с энтероцитоподобными абсорбционными 
свойствами. Из этой линии на ранних и поздних пассажах 
родительских клеток Caco-2 выделены клоны, такие 
как клон 40, клоны от Caco-2/1 до Caco-2/16, клоны 
Caco-2BBe 1 и Caco-2BBe 2 (также обозначаемые как 
C2BBe 1 и C2BBe 2), клон cl1, клон Caco-2/AQ, клон 
NGI3, клоны 1, 20 и 21, Caco/B7 и клоны NCL1 to – 
12. Кроме того, из пассажа 29 получено 8 клонов, а из 
198 пассажа – 18 клонов, включая часто используемый 
клон Caco-2/TC7.

Полностью дифференцированные клетки Caco-2 
и клоны Caco-2, несмотря на то, что имеют происхож-
дение из толстой кишки, экспрессируют апикальные 
и базолатеральные белки и проявляют специфические 
функции зрелых энтероцитов тонкой кишки. В культуре 
полностью дифференцированная родительская клеточная 
линия Caco-2 и её клоны образуют клеточный моно-
слой, имитирующий кишечный эпителиальный барьер. 
Процесс дифференцировки в культуре клеток Caco-2 
начинается в момент слияния, когда клетки перестают 
делиться.

Клетки Caco-2 экспрессируют плотные контак-
ты, микроворсинки и ряд ферментов, характерных для 
энтероцитов, таких как пептидазы, эстеразы, а также 
переносчики захвата аминокислот, жёлчных кислот, 
карбоновых кислот и P-гликопротеин. Клетки Caco-2 
экспрессируют функциональные Toll-подобные рецеп-
торы, которые могут реагировать на бактериальное 
заражение [17].

Родительские клетки и клоны Caco-2 представля-
ют собой наилучшую модель для изучения поляризации 
клеток, которая развивается после полного слияния 
в культуру, экспрессируют хорошо организованный 
и регулируемый домен межклеточного соединения, 
включающий соединительные плотные контакты, обра-
зованные с белками окклюденсой зоны – ZO-1, ZO-2 
и ZO-3, окклюдином и клаудином-1, -2, -3, -4, -12, 
но не клаудином-5. В некоторых работах описано, что 
клетки Caco-2 содержат гены MUC, MUC1F, MUC2, 
MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC5B, ответственные 
за продукцию соответствующих муцинов. Полностью 
дифференцированный клон NCL2, выделенный из ро-
дительской клеточной линии Caco-2, характеризуется 
гомогенностью клеток, апикально секретирующих гли-
кокаликс-подобный или муцин-подобный материал [33].

Дифференцированные клетки Caco-2 использо-
вали для изучения адгезии штамма V. cholerae, не отно-

сящегося к O1 серогруппе. В результате было показано, 
что штамм NRT36S прикрепляется к микроворсинкам 
[38]. Также на этой модели клеток было выявлено 
ингибирующее действие на адгезию V. cholerae цинка, 
селена, марганца [15]. В другом исследовании с этой же 
клеточной линией отмечено, что для адгезии и прикре-
пления к щёточной кайме штаммы V. cholerae используют 
белок внешней мембраны OmpU [45]. Культура клеток 
Caco-2 помогла выявить роль фактора колонизации TcpF 
в прикреплении TCP-пилей холерного вибриона к эпите-
лиальным клеткам [31]. В результате инфицирования V. 
cholerae полностью дифференцированной линии Caco-2 
в клетках активируются два переносчика аминокислот – 
SLC7A11 и SLC6A14 и подавляется пять переносчиков: 
AQP10 (член семейства трансмембранных белков во-
дных каналов, который переносит воду, а также глицерин 
и другие растворенные молекулы), Mg-канал (рецептор 
катионного канала подсемейства M член 6 TRPM6), 
SERT (переносчик серотонина, контролирующий по-
глощение серотонина, участвующий в кишечной абсорб-
ции и секреции электролитов и жидкостей), SVCT1 
(транспортер витамина C) и ZnT4 (транспортер цинка), 
имитируют ситуацию у инфицированных пациентов [33].

После воздействия на дифференцированные клетки 
Caco-2 холерным токсином в них наблюдалась повы-
шенная экспрессия фактора ускорения распада (DAF) 
и 1-антихимотрипсина, что соответствовало реакции 
слизистой оболочки кишечника во время острой холеры 
[21]. Кроме того, холерный токсин транскрипционно 
подавлял экспрессию антимикробного пептида LL-37 и 
-дефензина (HBD-1) в полностью дифференцированных 
клетках Caco-2 путем активации протеинкиназы A [18].

Применение культуры клеток позволило оценить 
пробиотические свойства Lactobacillus acidophilus на 
прикрепление и взаимодействие V. cholerae с эпители-
альными клетками Caco-2. В результате было показано, 
что L. acidophilus предотвращал адгезию V. cholerae и 
снижал экспрессию фактора некроза опухоли- и ин-
терлейкина-8 в клетках-хозяевах [12]. В другой работе, 
выполненной на модели Caco-2, установлено, что L. 
acidophilus достаточно эффективен для применения в 
качестве дополнительного лечения и снижения продукции 
токсина при острой инфекционной диарее, вызванной V. 
cholerae [13].

Клиническая картина типичной холеры обуслов-
лена, главным образом, холерным токсином, но в её 
развитии участвует и ряд других факторов [9].

«Кассета вирулентности» V. cholerae включает 
гены, кодирующие холерный токсин и Zonula occludens 
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(Zot), а также третий токсин, называемый Accessory 
Cholerae enterotoxin (Ace) [40]. Исследование рецеп-
тора эпителиальных клеток для токсина Zot V. cholerae 
в полностью дифференцированных клетках Caco-2 вы-
явило мембранный белок массой 66 кДа, локализованный 
в межклеточных контактах. В результате было найдено, 
что для связывания Zot с его рецептором необходима по-
следовательность, которая располагается между амино-
кислотами 118 и 299. В полностью дифференцированных 
монослоях клеток Caco-2 фрагмент Zot с молекулярной 
массой 12 кДа обладал биологической активностью, 
которая выражалась в увеличении параклеточной про-
ницаемости. В соответствии с этим, C-концевой домен 
Zot вызывал делокализацию окклюдина и парного кар-
касного цитозольного белка ZO-1 из соединительных 
плотных контактов полностью дифференцированных 
монослоев клеток Caco-2, не вызывая реорганизации 
F-актина или каких-либо изменений в трансэпители-
альном электрическом сопротивлении [25]. Более того, 
активный домен Zot (аминокислотные остатки от 288 до 
293) увеличивал фосфорилирование серина / треонина 
цитозольного каркасного белка ZO-1 и миозина, изменяя 
взаимодействие между каркасным цитозольным белком 
ZO-1 и его рецепторами по связыванию, что, в свою 
очередь, вызывало разрушение соединительных плотных 
контактов посредством протеиназо-активированного 
рецептора (PAR2). Было отмечено, что зонулин – эу-
кариотический белок, структурно сходный с Zot, инду-
цировал разрушение соединительных плотных контактов, 
что приводило к делокализации каркасного цитозольного 
белка ZO-1 в полностью дифференцированных клетках 
Caco-2 [39]. Е.В. Монахова предложила использовать 
культуру клеток Caco-2 в качестве индикаторной линии 
для тестирования Zot in vitro [7].

В культуре клеток Caco-2, образующей диффе-
ренцированный поляризованный монослой, под дей-
ствием гемагглютинин/протеазы (HA/P) наблюдался 
клазматоз на апикальной поверхности [11]. Последняя 
расщепляла трансмембранный белок окклюдин на два 
фрагмента, в результате связанный с ним каркасный 
цитозольный белок ZO-1 терял связь с цитоплазматиче-
ской мембраной. Однако это не приводило к разрушению 
плотных контактов. Вместо этого как в культуре клеток 
кишечника, так и в кишечнике in vitro наблюдалось рас-
ширение межклеточных промежутков ниже окклюденс-
ной зоны, вероятно, в области адгезивных контактов, 
а апикальные части клеток оставались соединенными. 
Возможно, это связано с сохранением внеклеточных 
доменов окклюдина либо с другим компонентом плотных 

контактов – белками-клаудинами, действие HA/P на 
которые ещё не изучалось [8]. 

Появление больших внутриклеточных вакуолей, 
демонстрирующих признаки аутофагосом, и индуци-
рованная аутофагия в эпителиальных клетках, включая 
недифференцированные клетки Caco-2, в результате 
действия гемолитического экзотоксина, известного как 
VCC, является реакцией выживания клеток [26]. Ток-
син Cholix – АДФ-рибозилирующий цитотоксин V. 
cholerae использует эукариотический фактор элонгации 
2 в качестве субстрата, подобно дифтерийному токсину 
и экзотоксину А псевдомонад, и способствует каспазо-
зависимому апоптозу в клетках HeLa, но не в клетках 
Caco-2 [35, 36].

Связывание и проникновение V. cholerae, на-
хождение бактерий в интраэпителиальном кармане, 
содержащем лимфоцит, а также бактериальная транс-
локация из М-подобных клеток человека изучены с ис-
пользованием модели сокультивирования М-подобных 
клеток, включающей клетки из мышей BALB/c (РР-
лимфоциты) и родительских полностью дифференциро-
ванных клеток Caco-2 или клеток клона Caco-2 cl1 [30]. 
Взаимодействие V. cholerae и секреторного рецептора 
IgA, совместно локализующегося с ганглиозидом GM1 
рецептора холерного токсина, охарактеризовано с ис-
пользованием модели сокультивирования М-подобных 
клеток, состоящих из клеток Raji (B-лимфоциты 
человека) и родительских, полностью дифференциро-
ванных Caco-2 [16]. В результате было установлено, 
что способность бактерий взаимодействовать с GM1 
обусловлена наличием холерного токсина и играет кри-
тическую роль в трансцитозе V. cholerae М-клетками. 
Более того, было констатировано, что связывание V. 
cholerae и трансцитоз в М-подобных клетках зависят 
от жизнеспособности бактерий, поскольку тепловая об-
работка бактерий вызывает потерю связывания с GM1, 
что коррелирует со значительным снижением поглощения 
и трансцитоза. Важно отметить, что бактерии V. cholerae 
обнаруживаются только прикрепленными к щеточной 
кайме полностью дифференцированных клеток Caco-2, 
тогда как внутриклеточная локализация вибрионов не 
была отмечена ни в одной из модельных систем [30]. В 
качестве интерактивной модели, имитирующей кишечную 
среду, для определения роли TcpA в продукции муцина 
и его регулирующего действия на молекулы врожденного 
иммунитета, использовали совместное культивирование 
культуры клеток Caco-2 и мононуклеарных клеток пе-
риферической крови. В результате было показано, что 
TcpA стимулировал экспрессию генов MUC3 и MUC4, 
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а также выработку NOD2, что соответствовало про-
воспалительным реакциям, наблюдаемым при холере 
[31]. Также TcpA увеличивал синтез молекул адгезина 
CEACAM1 и провоспалительных цитокинов IL-1, IL-8 
и TNF- клетками Caco-2 [24].

Таким образом, клетки Caco-2 относят к числу 
линий, на которых представляется возможным детальное 
изучение адгезии, пробиотических свойств лактобактерий 
на прикрепление V. cholerae к клеткам эпителия, а также 
тестирования токсинов.

Клеточная линия T84

Подобно Caco-2 и HT-29, клетки T84 были 
получены из клеток рака толстой кишки человека. Од-
нако, в отличие от первых двух линий, клетки T84 были 
выделены из метастазированных клеток, обнаруженных 
в легких. При культивировании клетки должны поддер-
живаться при высокой плотности. В монослое клетки 
сильно поляризованы, с короткими микроворсинками на 
апикальной мембране, обращенные к среде, имеют базо-
латеральную мембрану, а также соединительные плотные 
контакты и десмосомы между соседними клетками. В 
клетках T84 описаны гены MUC1, MUC2, MUC3 
и MUC5AC, а также регуляторы экспрессии генов их 
продукции. Примечательно, что в отличие от клеточных 
линий HT-29 и Caco-2, до сих пор не было выявлено 
ни одного клона или субпопуляции из родительской 
клеточной линии T84. Полностью дифференцированные 
клетки экспрессировали функциональные кишечные 
белки человека на щеточной каёмке. 

Клеточная линия, находящаяся в камерах Уссинга, 
представляет собой превосходную модельную систе-
му для изучения процессов транспорта электролита и 
функций потенциалзависимых каналов с помощью ана-
лиза электрических цепей и мембрано-ассоциированных 
векторных клеточных транспортных систем. Полностью 
дифференцированные клетки Т84 использовали для 
исследования регуляции секреции хлоридов, транс-
порта Na/K, изучения Na-независимых нуклеозидных 
переносчиков (ENT1 и ENT2) и хлоридного канала 
трансмембранного регулятора проводимости при муко-
висцидозе. Для клеток T84 характерен высокий уровень 
трансэпителиального электрического сопротивления, 
который характеризует жизнеспособность клеток [17]. 
Клетки T84 являются лучшей моделью для изучения 
влияния энтеровирулентных бактериальных патогенов 
и бактериальных токсинов, влияющих на структурную 
организацию плотных контактов и транспортные функ-

ции соединительных плотных контактов клетки толстой 
кишки человека, а также для изучения трансмиграции 
полиморфноядерных лейкоцитов через кишечный барьер 
и возникающие в результате последствия [33]. 

Клетки Т84 были использованы для изучения 
связывания энтеротоксина, активации гуанилатцикла-
зы и продукции циклического аденозин монофосфата 
(цАМФ) с целью получения новой информации о 
механизме его действия. Холерный токсин прони-
кает в полностью дифференцированные клетки Т84 
через апикальные, но не базолатеральные мембраны. 
Установлено, что интернализация холерного токсина в 
дифференцированных клетках идет в основном через 
кавеолярные пути, тогда как в незрелых – в основном 
через клатриновые пути, при этом последние отвечают 
на регуляцию кортикостероидами. После закрепления 
токсина на поверхности клетки начинается инвагинация 
и интернализация определённых мембранных областей 
с формированием гладких эндоцитозных пузырьков, 
которые транспортируют токсин к аппарату Гольджи.

Связывание субъединиц токсина B с ганглиозидом 
GM1, локализованным в мембранах микроворсинок пол-
ностью дифференцированных клеток T84, сопровожда-
ется транслокацией ферментативно активной субъедини-
цы A через мембрану, а затем ретроградным движением 
в клетке и последующей активацией аденилатциклазы 
цАМФ, расположенной на базолатеральной мембране. 
Ферментативно активная субъединица A холерного ток-
сина на терминальном конце имеет последовательность 
KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu), обеспечивающую её движе-
ние от аппарата Гольджи к эндоплазматическому ретику-
луму, взаимодействует непосредственно с эндогенными 
рецепторами KDEL в полностью дифференцированных 
клетках T84 и подвергается ретроградному движению че-
рез цистерны Гольджи и эндоплазматический ретикулум 
для обеспечения биологической активности. Антитела, 
направленные против холерного токсина, ингибируют 
связывание токсина с апикальными клеточными мембра-
нами полностью дифференцированных клеток T84 [39]. 

Токсин MARTXvc (multifunctional autoprocessing 
RTX), продуцируемый штаммами V. cholerae El Tor и 
O139, но не классическими штаммами, деполимеризует 
клеточный актин на мономеры, вызывает потерю транс-
эпителиального электрического сопротивления в полно-
стью дифференцированных клетках T84 при добавлении 
к апикальной или базолатеральной поверхности клеток. 
Биологическая активность MARTXvc выражается в 
снижении трансэпителиального сопротивления в моно-
слое Т84 и повреждении клетки [22, 40]. 
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Токсин Ace V. cholerae стимулирует быстрое увели-
чение разности потенциалов мембраны и активацию Cl-/
HCO3- транспортёров в полностью дифференцированных 
клетках Т84 в результате изменений внутриклеточно-
го Ca2+, но это не связано с каким-либо увеличением 
внутриклеточных циклических нуклеотидов. Снижение 
трансэпителиального электрического сопротивления также 
наблюдалось в полностью дифференцированных клетках 
T84 в результате активности протеазы холерных вибрионов.

V. cholerae считается прототипом невоспалитель-
ной инфекции, при этом встречаются сообщения о врож-
денных иммунных ответах, таких как выработка провос-
палительных цитокинов и экспрессия бактерицидных 
белков. В частности, продукция IL-8, индуцированная 
V. cholerae, в полностью дифференцированных клетках 
T84 активирует адаптивный иммунный ответ и может 
обеспечить защиту от последующих заболеваний. Ин-
дуцированная флагеллином TLR5-зависимая продукция 
IL-8 в полностью дифференцированных клетках T84 
развивается за счет активации митоген-активируемой 
протеинкиназы и ядерного транскрипционного фактора 
kappaB [27]. Повышенная продукция IL-1, IL-1, 
TNF-, IL-8 и MCP-1 была обнаружена в клетках Т84, 
инфицированных V. cholerae, в то же время в инфициро-
ванных полностью дифференцированных клетках Caco-2 
наблюдалась экспрессия других цитокинов [14, 48]. При 
действии Zn2+ -связывающей металлопротеазы (PrtV) 
и цитолизина (VCC) холерных вибрионов на полностью 
дифференцированные клетки Т84 зафиксирована повы-
шенная межклеточная проницаемость и продукция IL-8 
и TNF- [37].

Также было показано, что HA/P кальций-зави-
симая и трипсин-подобная сериновая протеаза (VesC), 
секретирующиеся в составе везикул наружных мембран, 
транспортируются в эпителиальные клетки в актив-
ной форме по клатрин-опосредованному эндоцитозу и 
увеличивают уровень интерлейкина-8 (IL-8) в клетках 
Т84 [34].

Как описано выше, культура клеток Т84 исполь-
зуется для изучения механизма действия токсина, до-
полнительных токсинов и протеаз холерных вибрионов, 
представляет собой эффективную модель для оценки 
влияния токсинов на структурную организацию плотных 
контактов клеток кишечного эпителия.

Заключение

В настоящее время культура клеток кишечного 
эпителия человека как модельная система признана 

надежным инструментом для изучения молекулярных 
механизмов взаимодействия холерных вибрионов с 
клетками энтероцитов. На сегодняшний день она широ-
ко применяется для скрининговых целей при изучении 
адгезии холерных вибрионов, их влияния на плотные 
контакты клеток, транспорта электролитов, процессов 
всасывания, а также при оценке интернализации токси-
нов in vitro. Анализ литературы показывает, что замена 
традиционной модели лабораторных животных более 
технологичной клеточной моделью in vitro подтверждена 
экспериментально работами как отечественных, так и за-
рубежных авторов. Использование разных линий культур 
клеток человеческого эпителия для изучения различных 
процессов в ответ на действие бактериальных патогенов, 
в том числе и возбудителя холеры с энтероцитами, уве-
личивает ценность и убедительность экспериментальных 
данных, если они воспроизводятся в независимых опы-
тах, выполняемых на разных линиях.
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APPLICATION OF HUMAN INTESTINAL CELL LINES  
IN THE STUDY OF VIBRIO CHOLERAE
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This review presents data on human intestinal cell lines, which are used as an alternative to biomodels to obtain new information 
on cholera vibriones. The lines and their clones most commonly used to study the molecular mechanisms of interaction of cholera 
vibriones with enterocyte cells are considered.
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К 150-ЛЕТИЮ СО ДНЯ РОЖДЕНИЯ Н.К. КОЛЬЦОВА (1872–1940)

В.С. ВОРОБЬЕВ*

Психологический институт РАО, Москва

В связи со 150-летием со дня рождения видного отечественного биолога Н.К. Кольцова представлена мемори-
альная статья. Ранее в 2010 году в журнале была подробная публикация о нем. Поэтому многие биографические факты 
опущены, а акцент сделан на издательскую активность, научно-популярные интересы, личностные черты, отдельные 
высказывания и др.
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Юбилейная дата 150-летия со дня рождения имеет 
особое, рубежное значение. Она может быть соизмери-
мой с историческим периодом реального прогресса опре-
деленной научной отрасли. Вполне возможно отнести 
это и к биологии, которая за полтора столетия достигла 
столь впечатляющих успехов. Не будет преувеличением 
мнение о том, что в суммарном итоге ключевых событий 
в накоплении преемственных биологических знаний есть 
ниша, отведенная интеллектуальному вкладу выдающе-
гося отечественного биолога Николая Константиновича 
Кольцова. 

Его провидческие мысли о «наследственной мо-
лекуле», оформившиеся 100 лет назад и представленные 
научному сообществу в виде докладов, статей, книг в 
конце 1920-х – начале 1930-х годов [4, 6, 7, 20], без-
условно, относятся к беспрецедентным достижениям 
человеческого разума. Этот факт достаточно утвердился 
в русскоязычной литературе начиная с того времени и 
отчасти был признан наиболее объективными, знающи-
ми специалистами за рубежом 1930-х годов (например, 
видным английском биологом Дж. Холдейном). Не наша 
вина, а скорее беда заключается в том, что последующий 
разгром генетики в нашей стране фактически на 30 лет 
вычеркнул имя Н.К. Кольцова и других крупных россий-
ских ученых из информационного поля биологии. Сейчас 
эта аномалия ликвидирована, и все стало на свои места. 
Восстановлена историческая справедливость, переиз-
даны классические труды, проведен объективный ре-
троспективный и текущий анализ жизни и деятельности 
ученого. Вышли биографические книги (Полынин В.М., 
1969 [10]; Астауров Б.Л., Рокицкий П.Ф., 1975 [1]; 
Раменский Е.В., 2012 [13, 15]). Появился ряд публика-
ций (Сойфер В.Н., 2002) [16]. Автор настоящей статьи 
также писал о деятельности Н.К. Кольцова [3]. Имеется 
соответствующая информация в интернете. В 2021 году 
был снят телефильм «Николай Кольцов. Загадка жиз-
ни». https://www.youtube.com/watch?v=SIrz-OrTl6Y 
[19]. Откликнулись на юбилей Российская академия наук 
(http://www.ras.ru/news/shownews.aspx?id=6bcd96f3-
3c62-436b-a41c-99277bf5f044) [18], Государственный 
дарвиновский музей и профильные институты (Институт 
биологии развития РАН им. Н.К. Кольцова и др.). 
Вышла хорошо документированная книга к 150-летию 
со дня рождения ученого [8]. Имеется также несколько 
исследований, где затрагивается тема деятельности Н.К. 
Кольцова [2, 12, 14, 17].
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Конечно, приходится только сожалеть о том, что 
Кольцов ушел из жизни в расцвете сил и не до конца осу-
ществил все задуманное им. Указанная дата дает возмож-
ность еще раз вспомнить о личности и делах замечатель-
ного представителя нашей науки. Биографические факты, 
скорее всего, придется опустить, чтобы не повторяться, а 
акцент сделать на другие моменты, например, на его науч-
но-популярные интересы, издательскую активность, черты 
личности, высказывания: его собственные и о нем и др.

Прежде всего, следует вспомнить о главном 
вкладе ученого. Есть крайне ценный отзыв Прокофье-
вой-Бельговской А.А., которая нашла подобающие 
слова о его первопроходческих взглядах [11]. Чем ценна 
ее характеристика, представляющую собой ближнюю 
ретроспекцию. Ведь она была живым свидетелем по-
явления центральной идеи Кольцова о самоудвоении на-
следственной молекулы. Сейчас слишком много написано 
об этом, и можно потеряться в фактах и домысливать 
задним числом. Вот ее подлинные слова о Кольцове. 
«Еще в 1927 г. Кольцов высказал гипотезу, что основная 
скелетная нить хромосомы – генонема – есть не что 
иное, как огромная белковая молекула или пучок длинных 
одинаковых молекул (мицелл), а радикалы этой молеку-
лы – локусы генов. Вначале эта гипотеза была встречена 
весьма сдержанно, она казалась парадоксальной. Дело 
в том, что химикам того времени не были известны 
молекулы столь гигантских размеров. Еще более пара-
доксальным казалось предположение Кольцова о том, 
что сложные молекулы белковых соединений не могут 
создаваться в организме заново: всякая сложная орга-
ническая молекула возникает из окружающего раствора 
только при наличии уже готовой, служащей затравкой, 
молекулы-матрицы. По предположению Кольцова про-
цесс репродукции хромосомы осуществляется по такому 
же принципу: автокаталитическое построение около ис-
ходной белковой генонемы точно соответствующей ей 
копии. Гипотеза молекулярного строения и репродукции 
хромосомы была опубликована Н.К. Кольцовым в 1928 
г…. Н.К. Кольцов ошибался, рассматривая в качестве 
основы молекулярной организации хромосомы длинную 
полипептидную молекулу. Сведения о нуклеиновых 
кислотах в тот период были крайне ограничены. Но сам 
принцип решения Кольцовым проблемы организации и 
репродукции хромосомы был правилен, и можно только 
удивляться широте научной эрудиции и интуиции этого 
замечательного ученого, который прозорливо, за 30 лет 
до возникновения молекулярной биологии, предугадал 
истинное решение одной из кардинальных проблем ге-
нетики». Трудно сказать лучше этого.

 Несмотря на все перипетии научной дискуссии и 
обстоятельств жизни, Кольцову удалось создать школу 
экспериментальной биологии. Это были десятки предан-
ных науке специалистов [9]. Среди них такие известные 
ученые, как Н.В. Тимофеев-Ресовский, С.С. Четвери-
ков, Б.Л. Астауров, В.В. Сахаров, И.А. Рапопорт, Н.П. 
Дубинин, В.П. Эфроимсон и многие другие. Много-
гранны были направления их работ: генетика растений 
и животных, популяционная генетика, радиационный и 
химический мутагенез, полиплоидия, сложная структура 
гена, регуляция пола животных, в том числе с целью ре-
шения народнохозяйственных задач, гидробиология. Сам 
лично Н.К. Кольцов в 1935 году предложил схему много-
нитчатого строения гигантских политенных хромосом в 
ядрах клеток слюнных желез двукрылых. Безусловно, его 
цикл работ по цитоскелету также основателен и обще-
признан [21]. Все это разнообразие было объединено 
одной интегральной идеей – принципами организации 
клетки. Не зря одна из его фундамендальных книг была 
названа «Организация клетки» [5]. В списке литературы 
приводятся уже упомянутые труды Кольцова [4, 6, 7, 
20] и ссылки на исследования о нем [14].

Кольцов был человеком с огромной полимодаль-
ностью интересов: кроме общих вопросов биологии и 
генетики – цитология, биохимия, механика развития и 
т.д. Содержательный, начитанный, сосредоточенный 
на постоянном погружении в раздумья, он производил 
благоприятное впечатление. Особенно это запечатлелось 
в памяти зарубежных специалистов, с которыми он часто 
контактировал во время стажировок на биостанциях Ев-
ропы. Среди них был будущий цвет биологической науки. 
В этом отношении показательна характеристика одного 
из них – Рихарда Гольдшмидта: «Там был блестящий 
Николай Кольцов, возможно, лучший зоолог нашего по-
коления, доброжелательный, немыслимо образованный, 
ясно мыслящий ученый, обожаемый всеми, кто его знал». 

Есть и исторические оценки творчества авто-
ритетными современными учеными. Например, слова 
академика В.А. Энгельгардта: «Не будет преувели-
чением сказать, что огромная заслуга всего развития 
физико-химической биологии в Советском Союзе, в 
первые решающие периоды его становления, целиком 
должна быть отнесена за счет необычайно плодотворной 
деятельности выдающегося исследователя, организатора 
и пропагандиста науки – Николая Константиновича 
Кольцова».

Он щедро раздавал темы начинающим сотрудникам, 
нисколько не заботясь о своем авторстве. Этим объясняется 
секрет плодотворности его многочисленной школы. Есть за-



105

мечательные рассуждения Гельмгольца на данный счет – о 
нераздельности корпоративного творчества подвижников 
науки, особенно работающих в одном учреждении. Истин-
ный ученый любит не себя в науке, а саму науку. В этом весь 
секрет выдающихся ученых прошлого. Сейчас – наоборот: 
молодые авторы пишут многочисленные дублирующие по 
содержанию статьи и слишком дорожат своим именем. Есть 
интересное наблюдение. Некоторые наиболее альтруистич-
ные, благородные и благодарные ученики Кольцова потом 
сетовали, что не включали его в соавторы своих публикаций 
(работы с тутовым щелкопрядом, по полиплоилии и т.д.), 
особенно когда убеждались в немногочисленности этих ма-
териальных следов деятельности его, безвременно ушедшего 
из жизни по разным обстоятельствам. Находились и такие 
люди, которые ставили ему в упрек малое количество пу-
бликаций. Еще повторюсь о цепи тяжелых эмоциональных 
воздействий, выпавших на его долю. Одного только пре-
бывания в камере смертников в почти 50-летнем возрасте 
с саморепортажами о переживаемых чувствах было более 
чем достаточно для укорочения его естественного земного 
пребывания.

Остается только добавить в дополнение к обра-
зу Н.К. Кольцова любовь к А.С. Пушкину и другим 
классикам русской литературы. Он многое из него знал 

наизусть и любил декламировать. Еще в ученические 
годы самостоятельно издавал журнал с собственными 
сочинениями. Эти черты – духовная одаренность и по-
требность в самовыражении – еще полнее очерчивают 
уникальность и масштаб личности ученого. Художе-
ственный вкус у него был заметно выражен: он был 
искусным рисовальщиком, закончил все стандартные 
образовательные учреждения дореволюционной Рос-
сии с отличием (в том числе славившуюся московскую 
гимназию № 6 с золотой медалью). Он вообще был не-
обыкновенным человеком: до трех лет не говорил, потом 
заговорил стихами. В четыре года освоил грамотность. 
Вряд ли нужно упоминать о владении иностранными 
языками. Он считал знание иностранного языка про-
пуском к началу занятий наукой и обязательно при со-
беседовании со студентами интересовался на этот счет. 
Все перечисленные обстоятельства свидетельствуют о 
том, что, по-видимому, природа умеет отбирать лучших 
представителей человечества.

Ученого отличала стойкая привычка к эксперимен-
тированию, причем, он отдавал предпочтение личным за-
нятиям. В молодые годы он много работал в зарубежных 
лабораториях. В солидном возрасте он трудился в своем 
московском институте.

Кольцов за экспериментальной работой.

Безусловно, нельзя замалчивать те незаслуженные 
упреки, которые были сделаны в его адрес недобросо-
вестными критиками. Он тяжело переживал это, но на-
ходил в себе силы вести аргументированную дискуссию. 
Это сказывалось на состоянии здоровья. В последний год 
жизни много сил отняли вызовы в следственные органы 

по делу Н.И. Вавилова. Нужно особо подчеркнуть, что 
такая историческая несправедливость всегда вычеркивала 
из жизни и тот потенциал великих людей, который бы 
принес столько позитива, если бы они не ушли раньше 
обычного из жизни. Сейчас предпринимаются попытки 
ретроспективно восстановить развитие той или иной 

В.С. Воробьев, с. 103–109
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идеи при гипотетическом альтернативном продлении 
естественной жизни и деятельности ее генератора, но 
здесь вступает в силу действие сослагательного накло-
нения, которое, как известно, неприменимо к науке да и 
к жизни вообще. 

Одно здесь ясно и однозначно. Пагубность пре-
следований Н.К. Кольцова сделала свое черное дело: 
он не успел реализовать многое из уже свершенных за-
делов и задуманного им. Специалисты говорят об этом 
в отношении эпигенетики, регуляции пола, мутагенеза и 
других направлений, намеченных на перспективу [13]. 
Можно рассуждать, предполагать. Но действительность 
оказалась слишком суровой. 

Есть у меня чисто эмоциональные воспоминания. 
Я любил всегда посещать библиотеки. Иногда бывал и в 
библиотеке Института биологии развития РАН (когда он 
еще не носил имя Кольцова). Здесь можно было в откры-
том доступе прикоснуться к книгам из личной библиотеки 
ученого, которые сохранились и нашли бережный приют 
в подобающем месте. Я чувствовал при этом влияние 
академика Б.Л. Астаурова, который по праву и долгу 
ученика сделал так много для восстановления доброго 
имени учителя (но что-то не успел). Конечно, я был 
в 1970-х годах на могиле Кольцова на Лефортовском 
(Немецком или Введенском) кладбище. Удивлялся по 
незнанию дате смерти мужа и жены в один день – 2 дека-
бря 1940 года (потом узнал и о ее самоубийстве вслед за 
его смертью). Хорошо также, что ниточка благородных 
дел, связанных с памятью о Кольцове, не прерывается, 
и недавние мероприятия к его 150-летию это показали.

Вместе с именем Н.К. Кольцова почти всегда 
встает и трагическая судьба Н.И. Вавилова. Мне до-
велось лет 25 довольно близко общаться (скажу точнее 
– дружить) с его сыном, физиком Юрием Николаевичем 
Вавиловым. Он много мне рассказал о редких вещах. Я, 
кажется, в 1992 году был в Саратове и видел на местном 
кладбище безвестную символическую могилу Николая 
Ивановича Вавилова с памятным бюстом, умершего в 
здешней тюрьме от истощения. Та же, что и с Кольцо-
вым, история. Душе каждого мыслящего человека тяжело 
воспринимать материальные следы вопиющей неспра-
ведливости по отношению к столь выдающимся сынам 
Отечества. Да, Кольцов и Вавилов – это незаживающие, 
кровоточащие раны на сердце отечественной биологии.

Но вернемся к основной линии повествования.
У Н.К. Кольцова есть много мудрых мыслей и 

точных высказываний:
«Есть люди, которые всю свою жизнь кладут на 

то, чтобы разобраться во лжи и правде, ищут истину о 

жизни. Люди эти – ученые. Настоящий ученый должен 
всю свою жизнь отдать исканию истины – науке. Для него 
наука и истина больше и важнее, чем богатство, спокойная 
жизнь, почет и удовольствия. Были ученые, которые жили 
в неизвестности, умирали почти в нищете и оставляли 
вместо себя только написанные ими книги, но, когда люди 
научились понимать эти книги, они убеждались, как много 
сделали эти безвестные при жизни ученые, и ставили им 
памятники. Такова была судьба французского ученого 
Ламарка…». 

«Обязанность» ученых – очищать мировоззрение 
современников от заблуждений».

«…Довольно широко распространено убеждение, 
что наука противополагается жизни. Жизнь с ее по-
вседневными заботами и интересами течет сама собой, 
а наука, отрывающая человеческий ум от этих мелких 
запросов текущего дня, стоит где-то над жизнью, вне ее. 
Мысль ученого занята какими-то сложными, выспрен-
ними задачами, недоступными для понимания каждого 
обыкновенного человека, а в житейских вопросах он со-
всем беспомощен, теряется. Народный юмор подхватил 
эту оторванность ученого от жизни и зло, а иногда и до-
вольно метко подчеркнул ее в художественных образах… 
Говорят, науки бывают разные: науки практические, или 
прикладные, нужные для практической жизни, и науки 
отвлеченные, без которых можно обойтись. Никто не 
станет смеяться над инженером, строящим завод. Но 
почему не посмеяться над астрономом, считающим звез-
ды, или рассеянным математиком, вечно вычисляющим 
что-то непонятное, или над биологом, рассматривающим 
в микроскоп какие-то клеточки или козявок?» (из радио-
выступления).

По поводу его травли и всеобщей антигенетической 
кампании у него есть взвешенные критические замеча-
ния, проникнутые болью за коллективные заблуждения 
большой массы людей:

«Надо исправить допущенные ошибки. Ведь от 
получившегося в результате сессии разгрома генетики 
пострадает, может быть, не один выпуск агрономов... С 
нас прежде всего спросит история, почему мы не про-
тестовали против недостойного для Советского Союза 
нападения на науку... Невежество в ближайших выпусках 
агрономов обойдется стране в миллионы тонн хлеба. А 
ведь мы не меньше партийных большевиков любим нашу 
страну и гордимся успехами соцстроительства. Поэтому-
то я не хочу и не могу молчать».

«Заменить генетику дарвинизмом нельзя, как 
нельзя дифференциальное исчисление заменить алгеброй 
(конечно, и обратно). Полвека в науке – большой пери-
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од, и нельзя Советскому Союзу хотя бы в одной области 
отстать на 50 лет …»

Еще цитата: «Я не отрекаюсь от того, что говорил 
и писал, и не отрекусь, и никакими угрозами вы меня не 
запугаете. Вы можете лишить меня звания академика, 
но я не боюсь, я не из робких». 

Восхищает и не перестает удивлять издательская и 
вообще просветительская деятельность Кольцова. Здесь 
его пример беспрецедентен.

С 1912 по 1930 гг. он был главным редактором 
естественно-научного журнала «Природа» (журнал 
выходит до сих пор).

Обложка журнала, редактированного Н.К. Кольцовым

С 1922 года он выпускал «Успехи эксперименталь-
ной биологии», с 1925 г. переименованный в «Журнал 
экспериментальной биологии. Серия А и Б», а с 1932 
г. преобразованный в «Биологический журнал». Пре-
емником этих изданий стал «Журнал общей биологии», 
издававшийся АН СССР и существующий по настоящее 
время.

В течение 10 лет в 1920-е годы он выпускал «Рус-
ский евгенический журнал», а потом сам же закрыл его, 
осознав бесперспективность данного направления. 

Под редакцией Кольцова в 1920-е годы вышел 
ряд переводных изданий. Сам он написал несколько 
научно-популярных брошюр, например, «Причины со-
временного исхудания» (1922). Все это свидетельствует 
о его энциклопедизме и широте взглядов. 

Н.К. Кольцовым была основана в качестве 
приложения к журналу «Природа» серия «Классики 
естествознания». В ней вышли книги: И.И. Мечников 
«Лекции о сравнительной патологии воспаления», Г. 
Мендель «Опыты над растительными гибридами», 
труды У. Гарвея, К. Бэра. Он был руководителем биоло-
гического раздела серий «Современные проблемы есте-
ствознания» и «Классики науки». Здесь вышли книги 
Т. Моргана «Структурные основы наследственности», 
Р. Гольдшмидта «Механизм и физиология определения 
пола» и др.

Кольцов принимал участие в выпуске журналов и 
альманахов «Русское слово», «Наши достижения» и др. 
Он являлся соредактором биологического отдела 1-го 
издания БСЭ, редактором биологического отдела 1-го 
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издания БМЭ. Нередко печатал статьи в центральных 
газетах.

До 1930-го года он преподавал в МГУ, после 
чего его кафедру экспериментальной биологии закрыли. 
Правда, его ученики сумели сохранить кольцовские на-
учные направления в московском университете. Хорошо 
понимая, что биологией надо заниматься не только по кни-
гам, он способствовал созданию биостанций: Центральной 
(Аниковской), Звенигородской и в других местах.

В 1930-е годы он принимал участие во всех 
ключевых дискуссиях о генетике и селекции. Николай 
Константинович вел себя непримиримо по отношению 
к лысенковцам, выступившим с нападками на генетику. 
Больше того, он обращался во многие инстанции с пись-
мами, разъясняющими ошибочность, а то и нелепость не-
которых тенденций в науке и практике тех лет. Понимая, 
к чему клонят организаторы отдельных псевдодискуссий 
или общественных кампаний по дискредитации настоя-
щих ученых, он указывал на недопустимое положение с 
преподаванием генетики в вузах, предугадав, к какому 
понижению уровня знаний в СССР это приведет.

Его бескомпромиссная позиция по отношению к 
невежеству или сознательному игнорированию подлин-
ной науки послужила хорошим примером для следующих 
поколений исследователей, которым пришлось устранять 
последствия того театра абсурда, процветания «антина-
уки» и «антиобразования», которые существовали опре-
деленное время в истории нашего государства. В итоге 
вся деятельность Н.К. Кольцова в целом достаточно 
отражена в литературе по истории биологии, изданы 
его классические труды, многое о нем представлено в 
Интернете.
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8.	 Таблицы размещаются в самой статье. Ниже таблицы нужно дать номер таблицы и название (на-
пример: Таблица 3. Название таблицы).

9.	 Оформление мета-данных статьи: 1. Полное название статьи. 2. Укороченный вариант названия 
статьи (Running title). 3. Ф.И.О. автора статьи. 4. Ученое звание, ученая степень, должность. 5. 
Место работы: кафедра, факультет, название вуза. 6. Город, страна. 7. Рабочий адрес с почтовым 
индексом, рабочий телефон. 8. E-mail. 9. Информация о гранте (если есть).
	- Если авторов статьи несколько, то информация повторяется для каждого автора.
	- Возможно при желании сопроводить статью кратким биографическим описанием автора как ис-

следователя (не более 50 слов на английском языке, не более 60 слов на русском языке).
10.	 Текст статьи должен быть разбит на части, заголовки должны быть подписаны: Аннотация (Abstract). 

Ключевые слова (Keywords). Введение (Introduction). Материалы и методы (Materials and methods). 
Литературный обзор (Literature Review). Результаты (Results). Обсуждение (Discussion). Заклю-
чение (Conclusion). Благодарности (Acknowledgements). Список литературы (References).

11.	 Аннотация – оптимальный объем 150 слов (не более 250 слов на русском языке или 200 на английском 
языке). При этом в случае несоответствия требованию издательство оставляет за собой право частич-
ного изменения и сокращения аннотации. Это же касается и редактирования всего текста рукописи. 
Аннотация должна включать в себя информацию о цели исследования, методологии, результатах.

12.	 Ключевые слова – 5–10 слов. Ключевые слова отделяются друг от друга точкой c запятой. Требуется 
УДК, а также сопроводительное письмо из учреждения.

13.	 Включить JEL-коды, если применимо.
14.	 Список литературы приводится в алфавитном порядке, со сквозной нумерацией. Ссылки в тексте на 

соответствующий источник из списка литературы оформляются в квадратных скобках, например: [1, 
с. 277]. Использование автоматических постраничных ссылок не допускается. Список литературы 
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должен содержать не менее 20 источников за последние 3 года (для работ исторического характера 
могут быть сделаны исключения). Иностранных источников – не менее 15. Преимуществом станет 
использование статей, опубликованных в базах Scopus и Web of Science. 

- Информация о цитируемой статье в журнале должна включать в себя: фамилию и имя автора, год публи-
кации, название статьи, название журнала, том/номер/выпуск, страницы.

- Информация об упоминаемой книге должна включать в себя: фамилию и имя автора, год публика-
ции, название книги, название издательства, место публикации.

- В случае с электронным источником информации обязательны ссылка и дата доступа.
- Необходимо указать тип каждого источника: например, материалы конференции, и т.д. для исключения

путаницы при оформлении списка литературы в соответствии с требованиями журнала.
15. Не допускается публикация работ, уже напечатанных или посланных в редакции других изданий.
16. При несоблюдении указанных правил статьи редакцией не принимаются.
17. Принятые к публикации рукописи проходят рецензирование, после чего принимается окончательное

решение о возможности печатания. Отклоненные рукописи не возвращаются.
18. Редакция не несет ответственности за достоверность фактов, выводы и суждения, приведенные в

представленном к печати и опубликованном ранее материале авторов.
19. Редакция оставляет за собой право делать научную и литературную правку, в том числе сокращать

объем статей.
20. Адрес редакции указан на титульном листе журнала.
21. Журнал является безгонорарным. Редакция резервирует для автора статьи по 1 экземпляру журнала.

По вопросам приобретения отдельных номеров журнала следует обращаться в редакцию.
22. Имеется электронный архив журнала на сайте Общества биотехнологии России им. Ю.А. Овчин-

никова (www.biorosinfo.ru).
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