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Зàбîëîòíîгî, 150, 03143, ì. Кèїâ-143, Уêðàїíà

ÎпÒИÌiЗАÖiß ÁАÊÒÅÐiАËьÍÎЇ ÅÊспÐÅсiЇ 
ÒИÐÎЗИË-тÐÍÊ сИÍÒÅÒАЗИ ссАВÖiВ  

ПРИ КУЛЬТИВУВАННI ШТАМУ  
ESCHERICHIA COLI BL21(DE3)pLysE

Проведено оптимізацію умов бактеріаëьної експресії рекомбінантної тирозиë-
тРНК синтетази. Досëіджено впëив концентрації індуктора синтезу ціëьовоãо 
біëка на йоãо кінцевий виõід і встановëено оптимаëьний час куëьтивування 
бактеріаëьної куëьтури до та пісëя додавання індуктора. Запропоновано 
оптимаëьну сõему куëьтивування штаму E. coli BL21(DE3)pLysE дëя досяã-
нення високоãо рівня виõоду рекомбінантноãо біëка. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а: тирозиë-тРНК синтетаза, бактеріаëьна система 
експресії, оптимізація експресії.

Аì³íîàöèë-òРНК ñèíòåòàзè (АРСàзè) [КФ 6.1.1.] – êëю÷îâ³ фåðìåíòè б³ëîêñèí-
òåзóâàëüíîгî àпàðàòó êë³òèíè, ÿê³ бåðóòü ó÷àñòü â ðåàë³зàö³ї гåíåòè÷íîї ³íфîðìàö³ї 
òà êàòàë³зóюòü âèñîêîñпåöèф³÷íå àì³íîàöèëюâàííÿ гîìîëîг³÷íèх òðàíñпîðòíèх РНК 
[1, 7]. Кð³ì òîгî, åóêàð³îòí³ АРСàзè âèêîíóюòü òàêîж ðÿä íåêàíîí³÷íèх фóíêö³é, ó 
òîìó ÷èñë³ п³ñëÿ пðîòåîë³òè÷íîгî ðîзщåпëåííÿ пðîÿâëÿюòü öèòîê³íîâ³ àêòèâíîñò³ 
[4]. Нàÿâí³ñòü öèòîê³íîâèх àêòèâíîñòåé ó АРСàз â³äêðèâàє пåðñпåêòèâè äëÿ їх 
íàñòóпíîгî зàñòîñóâàííÿ ÿê íîâèх б³îòåðàпåâòè÷íèх пðåпàðàò³â. 

Тèðîзèë-òРНК ñèíòåòàзà ññàâö³â є îäí³єю з íàéб³ëüш âèâ÷åíèх АРСàз ññàâ-
ö³â [1, 4]. Цåé фåðìåíò ñêëàäàєòüñÿ з äâîх ñòðóêòóðíèх ìîäóëåé: NH2-ê³íöåâîгî 
êàòàë³òè÷íîгî ìîäóëÿ òà öèòîê³íпîä³бíîгî СÎÎН-ê³íöåâîгî ìîäóëÿ – гîìîëîгà 
öèòîê³íà еÌАР II (åíäîòåë³àëüíîгî òà ìîíîöèòàêòèâóâàëüíîгî пîë³пåпòèäà II). 
Нåêàòàë³òè÷íèé С-ìîäóëü öèòîпëàзìàòè÷íîї ТyrRS ññàâö³â ìàє пîäâ³éíó фóíêö³ю: 
бåðå ó÷àñòü ó зâ’ÿзóâàíí³ òРНК ÿê цис-фàêòîð òà п³ñëÿ пðîòåîë³òè÷íîгî â³äщåп-
ëåííÿ â³ä êàòàë³òè÷íîгî êîðà ñèíòåòàзè пðîÿâëÿє öèòîê³íîâó àêòèâí³ñòü, пîä³бíó 
äî еÌАР II [5, 9]. Â пîâíîðîзì³ðí³é ТyrRS ññàâö³â ìîäóë³ з’єäíàí³ гíó÷êèì íå-
ñòðóêòóðîâàíèì ì³жìîäóëüíèì ë³íêåðîì, ÿêèé ì³ñòèòü ñèгíàë äëÿ пðîòåîë³òè÷íîгî 
ðîзщåпëåííÿ – àì³íîêèñëîòíó пîñë³äîâí³ñòü PEST [1, 4]. Дî öüîгî ÷àñó пðîñòîðîâà 

© Ю.Ю. Кîíäðàòюê, Ì.А. Бàбàðèê, Î.². Кîðíåëюê, 2009
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ñòðóêòóðà пîâíîðîзì³ðíîї ТyrRS ëюäèíè щå íå âñòàíîâëåíà: êðèñòàëîгðàф³÷í³ 
ñòðóêòóðè âèзíà÷åí³ ò³ëüêè äëÿ îêðåìèх êàòàë³òè÷íîгî [11] òà еÌАР II-пîä³бíîгî 
С-ê³íöåâîгî ìîäóë³â [10]. Дëÿ пðîâåäåííÿ ñòðóêòóðíèх äîñë³äжåíü б³ëê³â ìåòîäàìè 
ðåíòгåí³âñüêîї êðèñòàëîгðàф³ї àбî ìóëüòèâèì³ðíîї ЯÌР-ñпåêòðîñêîп³ї íåîбх³äí³ 
пðåпàðàòèâí³ ê³ëüêîñò³ б³ëê³â – äåñÿòêè ìг. Тîìó äëÿ зàбåзпå÷åííÿ öèх äîñë³äжåíü 
íåîбх³äíèì є âèêîðèñòàííÿ âèñîêîåфåêòèâíèх îпòèì³зîâàíèх ñèñòåì åêñпðåñ³ї 
ðåêîìб³íàíòíèх б³ëê³â. 

З ö³єю ìåòîю â äàí³é ðîбîò³ зä³éñíåíî п³äб³ð îпòèìàëüíèх óìîâ êóëüòèâóâàííÿ 
бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè òà åêñпðåñ³ї ö³ëüîâîгî б³ëêà – ТyrRS ññàâö³â â пðåпàðàòè-
âíèх ê³ëüêîñòÿх äëÿ пîäàëüшèх ñòðóêòóðíèх äîñë³äжåíü.

Матерiали i методи
Â ðîбîò³ âèêîðèñòàíî шòàì-пðîäóöåíò ðåêîìб³íàíòíèх б³ëê³â, îòðèìàíèé íà 

îñíîâ³ ðåöèп³єíòà Escherichia coli BL21(DE3)pLysE. Шòàì òðàíñфîðìîâàíèé зà зà-
гàëüíîпðèéíÿòîю ìåòîäèêîю [2] â³äпîâ³äíèì ñêîíñòðóéîâàíèì пëàзì³äíèì âåêòîðîì 
ðеТ30à-59К TyrRS, ó ÿêîгî п³ä êîíòðîëåì пðîìîòîðà фàгà Т7 ì³ñòÿòüñÿ гåíè, щî 
êîäóюòü ñèíòåз ö³ëüîâîгî б³ëêà – пîâíîðîзì³ðíîї òèðîзèë-òРНК ñèíòåòàзè (59К 
TyrRS). Гåíåòè÷íèì ìàðêåðîì пëàзì³äè ðеТ30à є гåí kan, щî зàбåзпå÷óє ñò³éê³ñòü 
òðàíñфîðìîâàíèх êë³òèí äî êàíàì³öèíó.

Шòàì-пðîäóöåíò âèðîщóâàëè íà ñåðåäîâèщ³ Luria-Bertani (LB), щî ì³ñòèòü 5 г 
äð³жäжîâîгî åêñòðàêòó, 10 г òðèпòîíó, 10 г NaCl â 1 ë з äîäàâàííÿì àíòèб³îòèêà 
êàíàì³öèíó äî ê³íöåâîї éîгî êîíöåíòðàö³ї â ðîз÷èí³ 30 ìêг/ìë. Кóëüòóðó ³íêóбó-
âàëè пðè òåìпåðàòóð³ 37 °С òà ³íòåíñèâí³é àåðàö³ї (130 îб/хâ) äî äîñÿгíåííÿ íåю 
îпòè÷íîї гóñòèíè 0,3–1,3 (зàëåжíî â³ä ÷àñó êóëüòèâóâàííÿ êóëüòóðè). Îпòè÷íó 
гóñòèíó (ÎГ

600) âèзíà÷àëè ñпåêòðîфîòîìåòðè÷íî (ñпåêòðîфîòîìåòð BioMate-5, 
Âåëèêà Бðèòàí³ÿ) пðè äîâжèí³ хâèë³ 600 íì.

Дëÿ ³íäóêö³ї ñèíòåзó ðåêîìб³íàíòíîгî б³ëêà â êóëüòóðàëüíå ñåðåäîâèщå äî-
äàâàëè ³зîпðîп³ë-β-ò³îгàëàêòîп³ðàíîзèä (IПТГ) äî ê³íöåâèх êîíöåíòðàö³é 0,5, 0,75, 
1,0, 1,25, 1,5 ìÌ. Âèзíà÷àëè ÷àñ êóëüòèâóâàííÿ êóëüòóðè äî ³íäóêö³ї (1, 2, 3 гîä) 
òà п³ñëÿ (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 гîä) ³íäóêö³ї åêñпðåñ³ї. 

Дëÿ åêñпðåñ³ї ТyrRS п³äбèðàëè îпòèìàëüíå ñåðåäîâèщå êóëüòèâóâàííÿ бàêòå-
ð³àëüíîї êóëüòóðè: ñåðåäîâèщå Luria-Bertani, ì’ÿñî-пåпòîííèé àгàð (пåпòîí, ñóì³ш 
àì³íîêèñëîò, Na2CO3, NaCl), ì³í³ìàëüíå ñåðåäîâèщå А (гëюêîзà, ò³àì³í, б³îòèí, 
MgSO4, CaCl2, NH4Cl, NaCl, Na2HPO4, KH2PO4, ñîë³ зàë³зà, öèíêó, ì³ä³, êîбàëüòó, 
бîðó, ìàðгàíöю ÿê ì³êðîåëåìåíòè).

Рåêîìб³íàíòíèé б³ëîê îòðèìóâàëè ³з ñóпåðíàòàíòó ë³зîâàíèх êë³òèí E. coli 
ìåòîäîì ìåòàëхåëàòóâàëüíîї хðîìàòîгðàф³ї íà Ni-NTA-àгàðîзí³é êîëîíö³. Кë³òèíè 
ðóéíóâàëè óëüòðàзâóêîì, îñâ³òëюâàëè ë³зàò öåíòðèфóгóâàííÿì. Сóпåðíàòàíò íà-
íîñèëè íà êîëîíêó з Ni-NTA-àгàðîзîю (Qiagen, США). Ц³ëüîâèé б³ëîê åëююâàëè 
бóфåðîì äëÿ åëюö³ї (50 ìÌ íàòð³é-фîñфàòíèé бóфåð, 150 ìM NàСl, 200 ìÌ ³ì³äà-
зîëó, 5 ìÌ β-ìåðêàпòîåòàíîëó). Фðàêö³ї, щî ì³ñòèëè ö³ëüîâèé б³ëîê ä³àë³зóâàëè.

Аíàë³з бàêòåð³àëüíèх б³ëê³â пðîâîäèëè зà äîпîìîгîю SDS-гåëü-åëåêòðîфîðåзó 
пî Лåììë³ â äåíàòóðóâàëüíèх óìîâàх (12% ðîзä³ëюâàëüíèé гåëü) [6], âèêîðèñòîâó-
ю÷è ñóì³ш ìàðêåðíèх б³ëê³â ф³ðìè Fermentas (Лèòâà). Гåë³ фàðбóâàëè Coomassie 
blue R-250. Âì³ñò б³ëê³â âèзíà÷àëè äåíñèòîìåòðè÷íî (äåíñèòîìåòð LKB UltroScan 
XL, Шâåö³ÿ). Пðè ñòàòèñòè÷í³é îбðîбö³ ðåзóëüòàò³â äîñë³äжåííÿ âèêîðèñòîâóâàëè 
пàêåò ñòàòèñòè÷íèх пðîгðàì STATISTICA 7.0. Îäåðжàí³ ðåзóëüòàòè пðåäñòàâëåí³ 
ó âèгëÿä³ ñåðåäí³х зíà÷åíü з óðàхóâàííÿì ñåðåäí³х êâàäðàòè÷íèх â³äхèëåíü.
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Результати та їх обговорення
Сèñòåìà åêñпðåñ³ї íà îñíîâ³ РНК-пîë³ìåðàзè фàгà Т7 – îäíà з íàéåфåêòèâí³-

шèх пðîêàð³îòíèх ñèñòåì, щî шèðîêî âèêîðèñòîâóюòüñÿ äëÿ îòðèìàííÿ ö³ëüîâèх 
пðîäóêò³â ÿê пðî-, òàê ³ åóêàð³îòíîгî пîхîäжåííÿ. Âîíà з óñп³хîì âèêîðèñòîâó-
єòüñÿ äëÿ б³îñèíòåзó ðåêîìб³íàíòíèх б³ëê³â â ëàбîðàòîðíèх óìîâàх ³ â óìîâàх 
âåëèêîìàñшòàбíîгî âèðîбíèöòâà. Нàé÷àñò³шå â ðîë³ пðîäóöåíòà â òàêèх ñèñòåìàх 
âèñòóпàє шòàì E. coli BL21(DE3)pLysE, ñпåö³àëüíî äëÿ öüîгî ñêîíñòðóéîâàíèé 
[2]. Â êë³òèíàх E. coli BL21(DE3) гåí РНК-пîë³ìåðàзè фàгà Т7 п³ä êîíòðîëåì  
lac UV5 пðîìîòîðà ëîêàë³зóєòüñÿ â бàêòåð³àëüí³é хðîìîñîì³, êóäè â³í ³íòåгðîâà-
íèé ó ñêëàä³ фàгà λ. Шòàì E. coli BL21(DE3) âèêîðèñòîâóюòü ÿê ðåöèп³єíò äëÿ 
ð³зíèх пëàзì³äíèх âåêòîð³â, â ÿêèх ö³ëüîâèé гåí âбóäîâàíèé п³ä êîíòðîëü îäíîгî з 
пðîìîòîð³â, щî âп³зíàюòüñÿ РНК-пîë³ìåðàзîю фàгà Т7. Iíäóêö³ÿ ñèíòåзó фàгîâîгî 
фðàгìåíòà ³, ÿê íàñë³äîê, âèñîêîåфåêòèâíà òðàíñêðèпö³ÿ ö³ëüîâîгî гåíó â ñêëàä³ 
ðåêîìб³íàíòíîї пëàзì³äè ñпîñòåð³гàюòüñÿ п³ñëÿ äîäàâàííÿ â ñåðåäîâèщå êóëüòè-
âóâàííÿ ³íäóêòîðà – IПТГ [3, 8].

Âàжëèâèì ìîìåíòîì íà åòàп³ âíåñåííÿ â êóëüòóðàëüíå ñåðåäîâèщå ³íäóêòîðà 
ñèíòåзó ö³ëüîâîгî б³ëêà є ÷àñ éîгî äîäàâàííÿ, àäжå â³ä ñòàä³ї ðîñòó, íà ÿê³é зíàхî-
äèòüñÿ бàêòåð³àëüíà êóëüòóðà, зàëåжèòü ñèíòåз пîòð³бíîгî пðîäóêòó. Îпòèìàëüíèì 
є ÷àñ, êîëè êóëüòóðà зíàхîäèòüñÿ â ëîгàðèфì³÷í³é фàз³ ðîñòó.

Нàìè äîñë³äжåíî ð³âåíü åêñпðåñ³ї б³ëêà 59K TyrRS зàëåжíî â³ä ê³ëüêîñò³ IПТГ 
òà ÷àñó êóëüòèâóâàííÿ бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè äî ³íäóêö³ї. Яê âèäíî з ðèñóíêà 1, 
пðè п³äâèщåíí³ êîíöåíòðàö³ї ³íäóêòîðà äî 1 ìÌ ñпîñòåð³гàëîñÿ ÷³òêå зðîñòàííÿ 
ð³âíÿ åêñпðåñ³ї б³ëêà. Пðè пîäàëüшîìó зб³ëüшåíí³ ê³ëüêîñò³ IПТГ òàêà òåíäåíö³ÿ 
âòðà÷àëàñÿ ³ íàâпàêè â³äì³÷àâñÿ ñпàä ð³âíÿ åêñпðåñ³ї.

а)            б)

Рис. 1. Рiвень експресiї бiлка 59K TyrRS залежно вiд концентрацiї IПТГ:  
а) залежнiсть виходу бiлка вiд концентрацiї iндуктора; б) електрофореграма 
бiлкiв, отриманих при додаваннi рiзної кiлькостi IПТГ. 1 – б³ëêîâ³ ìàðêåðè 

ìîëåêóëÿðíîї ìàñè (“Fermentas”, Лèòâà); 2 – ë³зàò äî ³íäóêö³ї; 3–7 – ë³зàòè п³ñëÿ 
³íäóêö³ї (0,5 ìM, 0,75 ìM, 1 ìM, 1,25 ìM, 1,5 ìM IПТГ, â³äпîâ³äíî).

Fig. 1. The expression level of 59K TyrRS protein depending on the IPTG 
concentration: a) the dependence of protein output upon concentration of inductor; 
b) electrophoregrams of proteins, obtained by adding different amount of IPTG. 1 
– protein molecular weight markers (“Fermentas”, Lithuania), 2 – without inducer; 3–7 

– induced with 0,5 mM, 0,75 mM, 1 mM, 1,25 mM, 1,5 mM IPTG respectively.
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Ìàêñèìàëüíà ê³ëüê³ñòü б³ëêà ñпîñòåð³гàëàñÿ зà óìîâè äîäàâàííÿ â ñåðåäî-
âèщå êóëüòèâóâàííÿ ³íäóêòîðà íà äðóгó гîäèíó ðîñòó êóëüòóðè (ÎГ600=0,7–0,9), 
щî пîÿñíюєòüñÿ ³ìîâ³ðíèì äîñÿгíåííÿì êóëüòóðîю íàéб³ëüш ñпðèÿòëèâîї фàзè 
ðîñòó (ðèñ. 2):

à)       б)

Рис. 2. Рiвень експресiї бiлка 59K TyrRS залежно вiд часу культивування 
бактерiальної культури до iндукцiї: а) залежнiсть виходу бiлка вiд часу культи-
вування; б) електрофореграма бiлкiв, отриманих за рiзного часу культивування.   

1 – ë³зàò äî ³íäóêö³ї; 2–4 – ë³зàòè п³ñëÿ ³íäóêö³ї (1, 2, 3 гîä êóëüòèâóâàííÿ äî 
³íäóêö³ї, â³äпîâ³äíî); 5 – б³ëêîâ³ ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíîї ìàñè (“Fermentas”, Лèòâà).

Fig. 2. The level of expression of 59K TyrRS protein depending on the time  
of bacterial culture cultivation to induction: a) the dependence of protein output  
of cultivation time; b) electrophoregrams of proteins, obtained at different time  

of cultivation.  1 – without inducer; 2–4 – after induction (1, 2, 3 h of cultivation with 
inductor, respectively); 5 – protein molecular weight markers (“Fermentas”, Lithuania).

Пðè äîñë³äжåíí³ ð³âíÿ åêñпðåñ³ї б³ëêà зàëåжíî â³ä ÷àñó êóëüòèâóâàííÿ êó-
ëüòóðè п³ñëÿ ³íäóêö³ї пîêàзàíî íàéб³ëüшèé пðèð³ñò åêñпðåñ³ї ö³ëüîâîгî б³ëêà пðè 
êóëüòèâóâàíí³ êóëüòóðè пðîòÿгîì 4 гîä. Пðè пîäàëüшîìó êóëüòèâóâàíí³ ñпîñòå-
ð³гàëè íåзíà÷íå зðîñòàííÿ б³îñèíòåзó б³ëêà 59K TyrRS òà зб³ëüшåííÿ ñèíòåзó 
бàêòåð³àëüíèх б³ëê³â (ðèñ. 3).

Нàêîпè÷åííÿ â б³îìàñ³ êë³òèí ö³ëüîâîгî пðîäóêòó пðè êóëüòèâóâàíí³ ðåêîì-
б³íàíòíèх шòàì³â-пðîäóöåíò³â зàëåжèòü íå ëèшå â³ä гåíîòèпîâèх âëàñòèâîñòåé 
пîпóëÿö³ї ðåêîìб³íàíòíèх êë³òèí, à òàêîж âåëèêîю ì³ðîю îбóìîâëåíå ÿê³ñòю òà 
ê³ëüê³ñòю ñóбñòðàò³â. Âäàëî п³ä³бðàíå ðîñòîâå ñåðåäîâèщå äîзâîëÿє äîñÿгàòè âè-
ñîêèх ð³âí³â âèхîäó ö³ëüîâèх б³ëê³â.
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à)       б) 

Рис. 3. Рiвень експресiї бiлка 59K TyrRS залежно вiд часу культивування 
культури пiсля iндукцiї: а) залежнiсть виходу бiлка вiд часу культивування; 

 б) електрофореграма бiлкiв, отриманих за рiзного часу культивування. 
1 – ë³зàò äî ³íäóêö³ї; 2–8 – ë³зàòè п³ñëÿ ³íäóêö³ї (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 гîä êóëüòèâóâàííÿ 
п³ñëÿ ³íäóêö³ї, â³äпîâ³äíî); 9 – б³ëêîâ³ ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíîї ìàñè (“Fermentas”, Лèòâà).

Fig. 3. The level of expression of 59K TyrRS protein depending on the time of 
cultivation of bacterial culture after induction:  

a) the dependence of protein output of cultivation time; b) electrophoregrams of 
proteins, obtained at different cultivation time.  

1 – without inducer; 2–8 – after induction (1, 2, 3 , 4, 5, 6, 7 h of cultivation with 
inductor, respectively); 9 – protein molecular weight markers (“Fermentas”, Lithuania).

Пðè êóëüòèâóâàíí³ бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè íà ð³зíèх пîжèâíèх ñåðåäîâèщàх 
âñòàíîâèëè, щî íàéâèщèé ð³âåíü åêñпðåñ³ї б³ëêà 59К TyrRS ñпîñòåð³гàâñÿ пðè 
âèðîщóâàíí³ íà ì³í³ìàëüíîìó ñåðåäîâèщ³ А, щî пîÿñíюєòüñÿ íàÿâí³ñòю â íüîìó 
ò³àì³íó, б³îòèíó òà ì³êðîåëåìåíò³â (ðèñ. 4).

Рис. 4. Рiвень експресiї бiлка 59K TyrRS залежно вiд середовища культивування 
бактерiальної культури: 1 – ì³í³ìàëüíå ñåðåäîâèщå А; 2 – LB; 3 – ÌПА.

Fig. 4. The level of expression of 59K TyrRS protein depending on cultivation 
medium: 1 – minimal medium A, 2 – LB, 3 – beef-extract agar.

Пðîâåäåíî бàêòåð³àëüíó åêñпðåñ³ю òà àф³ííó î÷èñòêó б³ëêà 60kTyrRS. Îòðè-
ìàíî íåîбх³äíó äëÿ пîäàëüшèх äîñë³äжåíü ê³ëüê³ñòü äàíîгî б³ëêà âèñîêîгî ñòóпåíÿ 
÷èñòîòè (ðèñ. 5). 
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Рис. 5. Електрофоретичний контроль чистоти 
бiлкiв (12% роздiлювальний гель):  

1 – б³ëêîâ³ ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíîї ìàñè 
(“Fermentas”, Лèòâà), 2 – б³ëîê 59K TyrRS.

Fig. 5. Electrophoregrams of protein purity 
control (SDS-12% PAGE):  

1 – protein molecular weight markers (“Fermentas”, 
Lithuania), 2 – protein 59K TyrRS.

Îòжå, â ðåзóëüòàò³ äîñë³äжåíü зä³éñíåíî îпòèì³зàö³ю бàêòåð³àëüíîї åêñпðåñ³ї 
пîâíîðîзì³ðíîї òèðîзèë-òРНК ñèíòåòàзè ññàâö³â. Âñòàíîâëåíî, щî îпòèìàëüíà 
ê³ëüê³ñòü ³íäóêòîðà IПТГ äëÿ åêñпðåñ³ї ТyrRS ññàâö³â ñòàíîâèòü 1 ìÌ, à ÷àñ êó-
ëüòèâóâàííÿ бàêòåð³àëüíîї êóëüòóðè äî òà п³ñëÿ ³íäóêö³ї ñèíòåзó ö³ëüîâîгî б³ëêà 
ñòàíîâèòü äâ³ òà ÷îòèðè гîäèíè, â³äпîâ³äíî. Âèх³ä ö³ëüîâîгî б³ëêà – ТyrRS ññàâö³â 
– пðè бàêòåð³àëüí³é åêñпðåñ³ї â êóëüòóð³ êë³òèí E. coli BL21(DE3)pLysE ñêëàäàє 
68,52 ìг з 1 ë êóëüòóðàëüíîї ð³äèíè, щî â³äпîâ³äàє 29% ñóìàðíèх бàêòåð³àëüíèх 
б³ëê³â. Îòðèìàíèé âèх³ä б³ëêà є äîñòàòí³ì äëÿ пðîâåäåííÿ íàñòóпíèх ñòðóêòóðíèх 
äîñë³äжåíü ТyrRS ññàâö³â ф³зè÷íèìè ìåòîäàìè: ðåíòгåíîñòðóêòóðíèì àíàë³зîì òà 
ЯÌР-ñпåêòðîñêîп³єю.
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сИÍÒÅÒАЗЫ ÌËÅÊÎпИÒАЮЩИÕ пÐИ ÊУËьÒИВИÐÎВАÍИИ 

ШТАММА ESCHERICHIA COLI BL21 (DE3) pLysE

Реферат

Пðîâåäåíà îпòèìèзàöèÿ óñëîâèé бàêòåðèàëüíîé эêñпðåññèè ðåêîìбèíàíòíîé 
òèðîзèë-òРНК ñèíòåòàзы. иññëåäîâàíî âëèÿíèå êîíöåíòðàöèè èíäóêòîðà ñèíòåзà 
öåëåâîгî бåëêà íà åгî êîíå÷íыé âыхîä, à òàêжå óñòàíîâëåíî îпòèìàëüíîå âðåìÿ 
êóëüòèâèðîâàíèÿ бàêòåðèàëüíîé êóëüòóðы äî è пîñëå äîбàâëåíèÿ èíäóêòîðà. Пðå-
äëîжåíà îпòèìàëüíàÿ ñхåìà êóëüòèâèðîâàíèÿ êóëüòóðы E. coli BL21 (DE3) pLysE 
äëÿ äîñòèжåíèÿ âыñîêîгî óðîâíÿ âыхîäà ðåêîìбèíàíòíîгî бåëêà.

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à: òèðîзèë-òРНК ñèíòåòàзà, бàêòåðèàëüíàÿ ñèñòåìà 
эêñпðåññèè, îпòèìèзàöèÿ эêñпðåññèè.
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BActeriAl exPreSSion oPtiMiZAtion oF MAMMAliAn 
tyroSyl-trnA SynthetASe on StrAin ESCHERICHIA COLI 

BL21 (DE3) pLysE cUltivAtion 

Summary

The optimization of the conditions of bacterial expression of recombinant tyrosyl-
tRNA synthetase was conducted. The influence of the concentration of synthesis in-
ductor of target protein at its final output and the best time of cultivation of bacterial 
culture before and after inductor adding was investigated. The optimal conditions for 
culture E. coli BL21 (DE3) pLysE cultivation to achieve a high expression level of 
recombinant protein were proposed.

K e y  w o r d s: tyrosyl-tRNA synthetase, bacterial expression system, optimization 
of expression.



13Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 8/2009

ÓÄÊ 582.282.23.043

О.Ю. Зiнченко, Т.О. Фiлiпова, Б.М. Галкiн,  
С.В. Водзiнський, Ю.В. Iшков 

Îäåñüêèé íàö³îíàëüíèé óí³âåðñèòåò ³ìåí³ I.I. Ìå÷íèêîâà, âóë. Дâîðÿíñüêà, 2,  
Îäåñà, 65082, Уêðàїíà, òåë.: +38 (048) 68 79 64, e-mail: farmikr@mail.ru

ВПЛИВ СИНТЕТИЧНИХ ПОРФIРИНIВ НА ЧУТЛИВIСТЬ 
УÌÎВÍÎ-пАÒÎÃÅÍÍИÕ ÁАÊÒÅÐiЙ äÎ АÍÒИÁiÎÒИÊiВ 

Досëіджено впëив синтетичниõ порфіринів на чутëивість S. aureus і E. colі 
до еритроміцину та тетрацикëіну. Показано, що сумісне додавання вка-
заниõ споëук до поживноãо середовища призводить до значноãо зниження 
мінімаëьниõ інãібуваëьниõ концентрацій як антибіотиків, так і порфіринів. 
Характер взаємодії досëіджуваниõ речовин дëя біëьшості комбінацій визна-
чено як синерãізм.

К ë ю ч о в і  с ë о в а: антибіотики, синтетичні порфірини, комбіноване за-
стосування, синерãізм. 

еò³îëîг³÷íà ñòðóêòóðà ³íфåêö³éíèх зàхâîðюâàíü ëюäèíè íà ñüîгîäí³шí³é äåíü 
хàðàêòåðèзóєòüñÿ зàëó÷åííÿì äî пàòîгåíåòè÷íîгî пðîöåñó âñå б³ëüшîї ê³ëüêîñò³ 
ì³êðîîðгàí³зì³â, ðîëü ÿêèх ó âèíèêíåíí³ ³íфåêö³é äîíåäàâíà ââàжàëàñÿ íåзíà÷íîю. 
Сòàíîâèщå óñêëàäíюєòüñÿ â³äñóòí³ñòю зàñîб³â ñпåöèф³÷íîї òåðàп³ї òà ìíîжèííîю 
ñò³éê³ñòю збóäíèê³â äî â³äîìèх пðåпàðàò³â. Сó÷àñí³ пðèíöèпè бîðîòüбè з ì³êðîбíîю 
ðåзèñòåíòí³ñòю бàзóюòüñÿ íà äåê³ëüêîх ìîжëèâèх п³äхîäàх, ñåðåä ÿêèх âåëèêà íàä³ÿ 
пîêëàäàєòüñÿ íà êîìб³íîâàíå зàñòîñóâàííÿ пðåпàðàò³â [1, 10]. 

Пðîòÿгîì äâîх îñòàíí³х äåñÿòèð³÷ óâàгó äîñë³äíèê³â пðèâåðòàюòü óí³êàëüí³ 
âëàñòèâîñò³ ñèíòåòè÷íèх пîðф³ðèí³â, åфåêòèâí³ñòü ÿêèх ó ë³êóâàíí³ îíêîëîг³÷íèх 
зàхâîðюâàíü òà ëîêàë³зîâàíèх ³íфåêö³é íå âèêëèêàє ñóìí³âó [8, 11]. У зàðóб³жí³é 
ë³òåðàòóð³ зóñòð³÷àюòüñÿ пîâ³äîìëåííÿ пðî зäàòí³ñòü ñпîëóê äàíîгî êëàñó зì³íю-
âàòè пðîíèêí³ñòü пîâåðхíåâèх ñòðóêòóð бàêòåð³é äëÿ х³ì³÷íèх ðå÷îâèí, â òîìó 
÷èñë³, àíòèб³îòèê³â [9]. Цå ñëóгóє п³äñòàâîю äëÿ âèâ÷åííÿ ó äàí³é ðîбîò³ âпëèâó 
ñóì³ñíîгî зàñòîñóâàííÿ àíòèб³îòèê³â òà ñèíòåòè÷íèх пîðф³ðèí³â íà ð³ñò óìîâíî-
пàòîгåííèх ì³êðîîðгàí³зì³â.

Матерiали i методи 
Дîñë³äжåííÿ пðîâîäèëè íà êóëüòóðàх S. aureus ÎНУ 223 òà E. colі ÎÍÓ 206, 

îòðèìàíèх з ìóзåю êóëüòóð êàфåäðè ì³êðîб³îëîг³ї ³ â³ðóñîëîг³ї ÎНУ ³ìåí³ I.I. Ìå÷      -
íèêîâà. Âèб³ð òåñò-шòàì³â бóâ îбóìîâëåíèé íåîбх³äí³ñòю îö³íèòè îñîбëèâîñò³ 
âпëèâó пîðф³ðèí³â íà ÷óòëèâ³ñòü äî àíòèб³îòèê³â гðàìпîзèòèâíèх òà гðàìíåгàòèâíèх 
бàêòåð³é.

У ðîбîò³ âèêîðèñòîâóâàëè 5,10,15-òðè(N-ìåòèë-4-п³ðèäèë)-20-(í-íîí³ë)пîðф³ðè-
íàòî òðèòîзèëàò (ñпîëóêà I) òà éîгî öèíêîâèé êîìпëåêñ (ñпîëóêà II), ñèíòåзîâàí³ 
ñп³âðîб³òíèêàìè Лàбîðàòîð³ї ñèíòåзó ë³êàðñüêèх зàñîб³â ÎНУ ³ìåí³ I.I. Ìå÷íèêîâà. 

© Î.Ю. З³í÷åíêî, Т.Î. Ф³ë³пîâà, Б.Ì. Гàëê³í,  С.Â. Âîäз³íñüêèé, Ю.Â. Iшêîâ, 2009
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Âèâ÷àëè âпëèâ зàзíà÷åíèх ñпîëóê íà ÷óòëèâ³ñòü òåñò-шòàì³â äî åðèòðîì³öèíó òà 
òåòðàöèêë³íó äëÿ пîð³âíÿííÿ åфåêòó пðè зàñòîñóâàíí³ â³äпîâ³äíî г³äðîфîбíèх òà 
г³äðîф³ëüíèх àíòèбàêòåð³àëüíèх зàñîб³â. 

Нà пåðшîìó åòàп³ âèзíà÷àëè ì³í³ìàëüí³ ³íг³бóâàëüí³ êîíöåíòðàö³ї (ÌIК) àíòè-
б³îòèê³â òà пîðф³ðèí³â. Сåðåäîâèщå Г³ññà з гëюêîзîю ðîзëèâàëè ó пðîб³ðêè пî 1 
ìë òà ñòåðèë³зóâàëè â àâòîêëàâ³ пðè 0,5 àòì. Гîòóâàëè äâîðàзîâ³ ðîзâåäåííÿ àíòè-
б³îòèê³â òà пîðф³ðèí³â ³ ñòåðèëüíî äîäàâàëè ó пðîб³ðêè з ñåðåäîâèщåì. Кóëüòóðè 
òåñò-ì³êðîîðгàí³зì³â, âèðîщåí³ íà ñêîшåíîìó ÌПА â пðîб³ðêàх, зìèâàëè ñòåðèëüíèì 
ф³з³îëîг³÷íèì ðîз÷èíîì. Îòðèìàíó ñóñпåíз³ю ðîзâîäèëè äî êîíöåíòðàö³ї 2·104 êë/
ìë, â³äбèðàëè пî 50 ìêë òà âíîñèëè äî êîжíîї пðîб³ðêè. Тàêèì ÷èíîì, ê³íöåâà ê³-
ëüê³ñòü êë³òèí ó 1 ìë ñåðåäîâèщà äîð³âíюâàëà 1·103. Пðîб³ðêè з ì³êðîîðгàí³зìàìè 
âèòðèìóâàëè ó òåðìîñòàò³ пðè 37 °С пðîòÿгîì äîбè, п³ñëÿ ÷îгî â³зóàëüíî âèзíà÷àëè 
íàÿâí³ñòü ðîñòó зà зì³íîю êîëüîðó ³íäèêàòîðà Аíäðåäå [4]. 

Дëÿ îö³íêè ñóì³ñíîї ä³ї àíòèб³îòèê³â òà пîðф³ðèí³â òåñò-ì³êðîîðгàí³зìè âèðî-
щóâàëè ó ñåðåäîâèщ³ Г³ññà з ³íäèêàòîðîì Аíäðåäå, äî ÿêîгî îäíî÷àñíî äîäàâàëè 
àíòèб³îòèêè òà пîðф³ðèíè ó êîíöåíòðàö³ÿх, ìåíшèх зà ÌIК. Âèзíà÷åííÿ хàðàêòåðó 
ñóì³ñíîї ä³ї àíòèб³îòèê³â òà пîðф³ðèí³â зä³éñíюâàëè шëÿхîì îб÷èñëåííÿ фðàêö³éíîї 
³íг³бóâàëüíîї êîíöåíòðàö³ї (ФIК) зà íàñòóпíîю фîðìóëîю [6]:

ФIК = ÌIК А ó пðèñóòíîñò³ Â / ÌIК А + ÌIК Â ó пðèñóòíîñò³ А / ÌIК Â, 

äå А – àíòèб³îòèê, Â – пîðф³ðèí.
Пðè ФIК ≤ 0,5 âзàєìîä³ю äîñë³äжóâàíèх ñпîëóê îö³íюâàëè ÿê ñèíåðг³зì, 0,5 

< ФIК < 2,0 – ÿê àäèòèâíèé åфåêò, ФIК ≥ 2,0 – àíòàгîí³зì [6]. 
К³ëüê³ñòü пàðàëåëåé ó êîжíîìó åêñпåðèìåíò³ äîð³âíюâàëà 5. еêñпåðèìåíò 

пîâòîðюâàëè òðè÷³.

Результати та їх обговорення
Рåзóëüòàòè âèзíà÷åííÿ ÌIК пðåпàðàò³â íàâåäåí³ ó òàбëèö³ 1. Îòжå, ÌIК 

åðèòðîì³öèíó òà òåòðàöèêë³íó äëÿ ñòàф³ëîêîêà äîð³âíюâàëè â³äпîâ³äíî 60 ìêг/ìë 
òà 240 ìêг/ìë. Дëÿ êèшêîâîї пàëè÷êè ÌIК åðèòðîì³öèíó – 120 ìêг/ìë, òåòðàöè-
êë³íó – 240 ìêг/ìë. ÌIК пîðф³ðèí³â äëÿ S. aureus 10 òà 9 ìêг äëÿ ñпîëóê I ³ II, 
â³äпîâ³äíî, äëÿ E. сoli 22 ³ 16 ìêг, â³äпîâ³äíî.

Тàбëèöÿ 1
МIК еритромiцину та тетрациклiну для S. aureus ОНУ 223 та E. сoli ÎÍУ 206

Table 1
Mics of erythromycin and tetracycline for S. aureus ОNU 223 and E. сoli ÎnU 206

Препарат
МIК дослiджуваних сполук, мкг/мл

S. aureus ОНУ 223 E. coli ÎÍУ 206

еðèòðîì³öèí 60 120

Тåòðàöèêë³í 240 240

Спîëóêà I 10 22

Спîëóêà II 9 16

Пðè îäíî÷àñíîìó äîäàâàíí³ äî пîжèâíîгî ñåðåäîâèщà àíòèб³îòèê³â òà пîðф³-
ðèí³â ñпîñòåð³гàëè зíà÷íå зíèжåííÿ ÌIК ÿê òèх, òàê ³ ³íшèх.
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Тàê, ÌIК åðèòðîì³öèíó äëÿ S. aureus ÎНУ 223 зíèжóâàëàñÿ äî 3,75 ìêг/ìë, 
òîбòî, ó 16 ðàз³â, ÌIК òåòðàöèêë³íó – ó 8 ðàз³â (ðèñ. 1, à), пðè öüîìó ÌIК пîðф³-
ðèí³â, â ñâîю ÷åðгó, зìåíшóâàëàñÿ ó 1,5–15 ðàз³â (ðèñ. 2). 

ÌIК åðèòðîì³öèíó äëÿ E. coli ÎÍÓ 206 зà пðèñóòíîñò³ ñèíòåòè÷íèх пîðф³ðèí³â 
òàêîж зìåíшóâàëàñÿ ó 16 ðàз³â (ðèñ. 1, б). 

Рис. 1. МIК антибiотикiв щодо S. aureus (a) та E. coli (б) в присутностi 
синтетичних порфiринiв

Fig. 1. MICs of antibiotics for S. aureus ОNU 223 and E. сoli ÎnU 206 in the 
presence of synthetic porphyrins

Зìåíшåííÿ ÌIК òåòðàöèêë³íó ó 16 ðàз³â â³äбóâàëîñÿ ëèшå пðè äîäàâàíí³ öèíêî-
âîгî êîìпëåêñó 5,10,15-òðè(N-ìeòèë-4-п³ðèäèë)-20-(í-íîí³ë)пîðф³ðèíàòî òðèòîзèëàòó 
(ñпîëóêà II). Пðèñóòí³ñòü ó ñåðåäîâèщ³ â³ëüíîї îñíîâè пîðф³ðèíó (ñпîëóêà I) íå 
âèêëèêàëà жîäíîгî åфåêòó. ÌIК ñàìèх пîðф³ðèí³â ó êîìб³íàö³ї ÿê з åðèòðîì³öèíîì, 
òàê ³ з òåòðàöèêë³íîì, зíà÷íî зìåíшóâàëèñÿ (ðèñ. 2).
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Рис. 2. МIК порфiринiв щодо S. aureus ОНУ 223 та E. coli ОНУ 206 в присутностi 
антибiотикiв

fig. 2. Mics of porphyrins for S. aureus ОNU 223 and E. сoli ÎnU 206 in the 
presence of antibiotics

Îб÷èñëåííÿ ÌIК, ðåзóëüòàòè ÿêîгî íàâåäåí³ â òàбëèö³ 2, äîзâîëèëî îö³íèòè 
хàðàêòåð âзàєìîä³ї äîñë³äжóâàíèх пîðф³ðèí³â òà àíòèб³îòèê³â. Дëÿ б³ëüшîñò³ êîì-
б³íàö³é â³í бóâ âèзíà÷åíèé ÿê ñèíåðг³зì. Дëÿ êîìб³íàö³é åðèòðîì³öèí+ñпîëóêà II ó 
âèпàäêó S. aureus ÎНУ 223 òà òåòðàöèêë³í+ñпîëóêà I ó âèпàäêó E. сoli ÎÍÓ 206 
хàðàêòåð âзàєìîä³ї зàзíà÷åíèх ñпîëóê бóâ âèзíà÷åíèé ÿê àäèòèâíèé åфåêò.

Тàбëèöÿ 2
Фракцiйнi iнгiбувальнi концентрацiї комбiнацiй антибiотикiв та порфiринiв, мкг/мл

Table 2
fractional inhibitory concentrations of antibiotics and porphyrins, μg/ml

Комбiнацiя
Штам

S. aureus ОНУ 223 E. сoli ÎÍУ 206

еðèòðîì³öèí ñпîëóêà I 0,34 0,19

еðèòðîì³öèí ñпîëóêà II 0,82 0,15

Тåòðàöèêë³í ñпîëóêà I 0,41 1,13

Тåòðàöèêë³í ñпîëóêà II 0,28 0,15

 
Зà äàíèìè ë³òåðàòóðè, пîðф³ðèíè зäàòí³ зíèжóâàòè ÌIК г³äðîфîбíèх àíòèбà-

êòåð³àëüíèх àгåíò³â. Тàê, Minnok з³ ñп³âàâò. [9] пîêàзàëè, щî пðè îäíîðàзîâîìó 
äîäàâàíí³ äî ñåðåäîâèщà åðèòðîì³öèíó òà п³ðèäèíфòàëîö³àí³íó ÌIК äëÿ E. coli 
зìåíшóâàëàñÿ ó÷åòâåðî. Нà ÷óòëèâ³ñòü äî òåòðàöèêë³íó öÿ ñпîëóêà ìàéжå íå 
âпëèâàëà – ÌIК зíèжóâàëàñÿ ëèшå ó 1,7 ðàзó. Пðè÷èíîю òàêîгî ÿâèщà äîñë³äíèêè 
ââàжàюòü зäàòí³ñòü п³ðèäèíфòàëîö³àí³íó зàì³щóâàòè ³îíè Mg2+, ÿê³ зâ’ÿзóюòü ñó-
ñ³äí³ ìîëåêóëè ЛПС зîâí³шíüîї ìåìбðàíè, òà пîðóшóâàòè її пðîíèêí³ñòü. Зà òàêèх 
óìîâ пîëåгшóєòüñÿ íàäхîäжåííÿ äî êë³òèíè г³äðîфîбíèх ìîëåêóë. Нà òðàíñпîðò 
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г³äðîф³ëüíèх ðå÷îâèí öå пîðóшåííÿ íå âпëèâàє, îñê³ëüêè âîíè пîòðàпëÿюòü äî 
бàêòåð³àëüíèх êë³òèí зà äîпîìîгîю пîðф³ðèí³â [7].

У íàшèх äîñë³äàх пîðф³ðèíè âèÿâèëè зíà÷íèé âпëèâ íà ÷óòëèâ³ñòü êèшêîâîї 
пàëè÷êè ÿê äî åðèòðîì³öèíó, òàê ³ òåòðàöèêë³íó, îñê³ëüêè ÌIК öèх àíòèб³îòèê³â 
зíèзèëàñÿ ó 16 ðàз³â. Ц³êàâî, щî ÌIК òåòðàöèêë³íó зìåíшóâàëàñÿ ëèшå зà пðè-
ñóòíîñò³ öèíêîâîгî êîìпëåêñó äîñë³äжåíîгî пîðф³ðèíó, òîä³ ÿê àíòèì³êðîбíà 
àêòèâí³ñòü äîñë³äжåíèх пîðф³ðèí³â бóëà пðèбëèзíî îäíàêîâîю [2]. Â³ðîг³äíî, ó 
âèпàäêó åðèòðîì³öèíó п³äâèщåííÿ ÷óòëèâîñò³ êë³òèí E. сoli ÎНУ 206 â³äбóâàëîñÿ 
зà ðàхóíîê ìåхàí³зìó, îпèñàíîгî äîñë³äíèêàìè [9].

Щî ж ñòîñóєòüñÿ òåòðàöèêë³íó, òóò ìîжëèâ³ äåê³ëüêà шëÿх³â. Â³äîì³ ìåхàí³зìè 
ðåзèñòåíòíîñò³ гðàìíåгàòèâíèх бàêòåð³é äî ä³ї òåòðàöèêë³íó âêëю÷àюòü àêòèâíå 
âèâåäåííÿ òà зàхèñò ðèбîñîìè, îñê³ëüêè ì³шåííю ä³ї àíòèб³îòèêà є 30S ñóбîäèíèöÿ 
ðèбîñîì. Пåðшèé ìåхàí³зì є íàéб³ëüш пîшèðåíèì. Дåòåðì³íàíòè ðåзèñòåíòíîñò³ 
ëîêàë³зîâàí³ íà пëàзì³äàх, щî зàбåзпå÷óє їх шâèäêå пîшèðåííÿ ÿê óñåðåäèí³ âèäó, 
òàê ³ пîзà éîгî ìåжàìè. Сåðåä гðàìíåгàòèâíèх âèä³â пîшèðåí³ гåíè TetA–TetE òà 
їх пðîäóêòè [3]. Â³ðîг³äíî, ñпîëóêà II зäàòíà зâ’ÿзóâàòèñÿ з пëàзì³äíîю ДНК àбî 
з пðîäóêòàìè â³äпîâ³äíèх гåí³â, ³íàêòèâóю÷è їх. 

Iíшèì ìåхàí³зìîì ðåзèñòåíòíîñò³ гðàìíåгàòèâíèх бàêòåð³é äî òåòðàöèêë³íó 
ââàжàюòü ñèíòåз ðÿäó зàхèñíèх пðîòåїí³â, ÿê³ äîзâîëÿюòü бàêòåð³ї ñèíòåзóâàòè 
б³ëîê, íåзâàжàю÷è íà пðèєäíàííÿ òåòðàöèêë³íó äî ðèбîñîìè. Ìåхàí³зì òàêîгî зà-
хèñòó íåâ³äîìèé, пðîòå îпèñàíî 5 гåí³â, щî êîäóюòü зàхèñí³ б³ëêè [5]. Ìîжëèâî, 
öèíêîâèé êîìпëåêñ äîñë³äжåíîгî пîðф³ðèíó зäàòíèé бëîêóâàòè ñèíòåз пîä³бíèх 
б³ëê³â àбî âпëèâàòè íà їх зàхèñí³ фóíêö³ї. У бóäü-ÿêîìó ðàз³ ó÷àñòü öåíòðàëüíîгî 
àòîìó Zn â äàíîìó пðîöåñ³ íåÿñíà, àëå î÷åâèäíî, щî íàÿâí³ñòü ³îíó ìåòàëó є âè-
ð³шàëüíîю.

Щî ж ñòîñóєòüñÿ âпëèâó пîðф³ðèí³â íà ÷óòëèâ³ñòü S. aureus äî àíòèб³îòèê³â, ó 
ë³òåðàòóð³ íåìà âêàз³âîê íà пîä³бí³ äîñë³äжåííÿ. У íàшèх äîñë³äàх âíåñåííÿ ñèíòå-
òè÷íèх пîðф³ðèí³â зìåíшóâàëî ÌIК åðèòðîì³öèíó ó 16 ðàз³â. Îñê³ëüêè ñòàф³ëîêîê 
íàëåжèòü äî гðàìпîзèòèâíèх ì³êðîîðгàí³зì³â ³ íå ìàє зîâí³шíüîї ìåìбðàíè, â äàíîìó 
âèпàäêó âèêëю÷àєòüñÿ ìîжëèâ³ñòü пîëåгшåíîгî íàäхîäжåííÿ äàíîгî àíòèб³îòèêà 
óñåðåäèíó êë³òèíè òà пîäîëàííÿ ðåзèñòåíòíîñò³. Ì³шåííю ä³ї åðèòðîì³öèíó є 
50S ñóбîäèíèöÿ ðèбîñîìè. Â³äîìî, щî ñò³éê³ñòü ñòàф³ëîêîê³â äî ìàêðîë³ä³â, ÿêèì 
є åðèòðîì³öèí, ìîжå âèíèêàòè óíàñë³äîê ìåòèëóâàííÿ 23S ñóбîäèíèö³ ðРНК. Iñíóє 
бëèзüêî 20 гåí³â erm, щî êîäóюòü фåðìåíò ìåòèëàзó. Âîíè àñîö³éîâàí³ з òðàíñ-
пîзîíàìè òà ìîжóòü ëîêàë³зóâàòèñÿ ÿê íà пëàзì³äàх, òàê ³ íà хðîìîñîìàх. Сèíòåз 
ñòàф³ëîêîêîâèх ìåòèëàз ³íäóêóєòüñÿ, зîêðåìà, 14-÷ëåííèìè ìàêðîë³äàìè, äî ÿêèх 
íàëåжèòü åðèòðîì³öèí [3]. Âðàхîâóю÷è зíèжåííÿ ÌIК ó пðèñóòíîñò³ äîñë³äжóâàíèх 
пîðф³ðèí³â, ìîжíà пðèпóñòèòè, щî ö³ ñпîëóêè зäàòí³ зâ’ÿзóâàòèñÿ з гåíàìè, ÿê³ 
êîäóюòü ìåòèëàзó òà пåðåшêîäжàòè її ñèíòåзó. Ц³ëêîì éìîâ³ðíî, щî пîðф³ðèíè 
ä³юòü ³ íà б³ëüш п³зí³é ñòàä³ї òà ³íàêòèâóюòü бåзпîñåðåäíüî фåðìåíò.

Â³äîìèé òàêîж ìåхàí³зì ðåзèñòåíòíîñò³ ñòàф³ëîêîê³â äî åðèòðîì³öèíó зà 
ðàхóíîê фåðìåíòàòèâíîї ³íàêòèâàö³ї àíòèб³îòèêà, пðîòå éîгî зíà÷åííÿ ââàжàюòü 
íàбàгàòî ìåíшèì пîð³âíÿíî з пîпåðåäí³ì [3]. Îäíàê íå âèêëю÷åíî, щî äîñë³äжåí³ 
ñпîëóêè зäàòí³ ³íàêòèâóâàòè â³äпîâ³äí³ фåðìåíòè.

Нàÿâí³ñòü ó пîðф³ðèí³â зäàòíîñò³ п³äâèщóâàòè ÷óòëèâ³ñòü òåñò-шòàì³â äî 
àíòèб³îòèê³â â³äêðèâàє шèðîê³ ìîжëèâîñò³ äëÿ ñòâîðåííÿ âèñîêîåфåêòèâíèх êîì-
б³íîâàíèх àíòèбàêòåð³àëüíèх пðåпàðàò³â. 
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ВЛИЯНИЕ СИНТЕТИЧЕСКИХ ПОРФИРИНОВ НА ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ 
УсËÎВÍÎ-пАÒÎÃÅÍÍЫÕ ÁАÊÒÅÐИЙ Ê АÍÒИÁИÎÒИÊАÌ 

Реферат

иññëåäîâàíî âëèÿíèå ñèíòåòè÷åñêèх пîðфèðèíîâ íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü S. aureus 
и E. colі ê эðèòðîìèöèíó è òåòðàöèêëèíó. Пîêàзàíî, ÷òî ñîâìåñòíîå äîбàâëåíèå 
äàííых ñîåäèíåíèé ê пèòàòåëüíîé ñðåäå пðèâîäèò ê зíà÷èòåëüíîìó ñíèжåíèю 
ìèíèìàëüíых èíгèбèðóющèх êîíöåíòðàöèé êàê àíòèбèîòèêîâ, òàê è пîðфèðèíîâ. 
Хàðàêòåð âзàèìîäåéñòâèÿ èññëåäîâàííых âåщåñòâ äëÿ бîëüшèíñòâà êîìбèíàöèé 
îпðåäåëåí êàê ñèíåðгèзì.

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à:  àíòèбèîòèêè, ñèíòåòè÷åñêèå пîðфèðèíы, 
êîìбèíèðîâàííîå пðèìåíåíèå, ñèíåðгèзì. 
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the Synthetic PorPhyrinS inflUence on 
oPPortUniStic BActeriA SenSitivity to AntiBioticS

Summary

The influence of synthetic porphyrins on S. aureus and E. colі sensitivity to 
erythromycin and tetracycline has been studied. It has been shown the significant 
decrease of MICs of the mentioned compounds under their combined addition to the 
nutrient medium. The interaction type of studied chemicals has been determined as 
synergism for the most combinations.

K e y w o r d s :  antibiotics, synthetic porphyrins, combined application, 
synergism.
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the effect of STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
WOOD 46 PEPTIDOGLYCAN ON CYTOTOXIC 

Activity of MUrine MononUcleAr 
SPlenocyteS

The effect of S. aureus wood 46 peptidoglycan (PG) on cytotoxic activity of 
mononuclear splenocytes in mice has been investigated. It was shown that the target-
cells death indices upon addition of PG at the concentration of 500 µg/ml after 4h 
incubation were 1.5 times higher than corresponding indices in the control, but at 
lower concentrations PG did not influence cytotoxic activity of murine mononuclear 
splenocytes. 16 h incubation effector and target cells with PG resulted in a dose 
dependent increase of splenic mononuclear cells cytotoxicity by 1.5, 1.8, 2.0 and 2.5 
times for 10, 25, 100 and 500 µg/ml of murein correspondingly. 

K e y  w o r d s: peptidoglycan, cytotoxic activity, Lewis lung carcinoma.

Peptidoglycan (PG) is the major unique and essential component of the cell wall of 
virtually all of Gram-positive and Gram-negative bacteria [2]. PG and its muropeptide 
derivatives are considered as potential virulence factors [7]. PGs from different bacteria 
have distinguishing features but all of them are not present in eukaryotes and therefore 
they are exñellent targets for innate immune system [1, 3, 6]. 

Two families of receptors – the members of proinflammatory interleukin-1 recep-
tor family – Toll-like receptors (TLR) (in particular, TLR-2) and cytosolic proteins 
containing a nucleotide-binding oligomerization domain (NOD1 and NOD2) – play 
the key role in PG detection [3, 6]. Following ligand recognition TLR and NODs initi-
ate intracellular signal transduction that results in the expression of genes involved 
in inflammation [9, 15]. PG detecting germ-line encoded receptors are expressed in 
the variety of cells and tissues including mucosal epithelial cells, monocytes, mac-
rophages, Т- and B-lymphocytes [11, 18]. Recently TLRs were found in NK cells [10]. 
These receptors allow NK cells to recognise directly bacterial structures besides their 
indirect activation with accessory cells through cytokine production. NK cells are one 
of the key players in tumor immunity, being ultimately responsible for destruction 
of malignant cells [8]. NK cytotoxic ability can be enhanced in vitro and in vivo by 

© L.M. Skivka, O.G. Fedorchuk, O.M. Pyaskovska, N.M. Khranovska, V.V. Pozur, 2009
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cytokines, such as interleukin (IL)-2, IL-12, IL-15 and interferon alpha/beta (IFN-alpha/
beta) [17]. Recently it was shown that some bacterial immunomodulators, such as 
CpG-containing DNA, can directly activate NK cell response to tumor cells [13]. The 
aim of our work was to investigate the effect of S. aureus Wood 46 peptidoglycan on 
cytotoxic activity of mononuclear splenocytes in mice. 

Materials and Methods
PG was isolated from the cell walls of S. aureus wood 46 as described previously 

[12]. For the experiments the PG was dispersed by sonication (25 Hz, 60 s) on ice.
Splenic mononuclear cells (SMC) were isolated by centrifugation splenocytes in 

ficoll-verograffin gradient (ρ=1,077).
Lewis lung carcinoma (LLC), rat lymphosarcoma (LSR) and Yac-1 cells were 

obtained from the National Bank of Cell Lines and Tumor Strains (IEPOR, Kyiv, 
Ukraine). The single cell suspension was prepared as described previously [14] by 
mechanical disaggregation of tumor tissues. LLC cells were expanded in vitro in 
RPMI 1640 medium (Sigma, USA) supplemented with 2 mM L-glutamine, 10% FBS 
and 40 µg/ml gentamycin and were incubated at 37 °C in incubator with humidified 
atmosphere containing 5% CO2.

NK-cell cytotoxic activity was determined by flow cytometry method. The target 
cell (2х105 cells/ml) and effector cells (murine momonuclear cells) (4x106cells/ml) were 
mixed in U-bottom wells of a 96-well microtiter plate at the E : T cell ratio of 20 : 1 
in triplicate and incubated in 5% CO2 atmosphere for 4 or 16 h. The target cells were 
incubated alone to estimate the rate of spontaneous death. Later incubation cells were 
collected into cytometric tubes and stained with propidium iodide (Sigma, USA) (2,5 
µg/ml). After that the cells were analyzed using a FACSCalibur (Becton Dickinson) 
and CellOuest program. The cytotoxicity indices were calculated according to the 
formula: k = % dead cells in experimental probes – % dead cells in spontaneous 
probes [16].

Statistical analysis was performed using Student’s t-test. P values < 0.05 were 
considered significant.

results and discussion
To research the effect of PG on mice NK cells cytotoxic activity against syngeneic 

tumor cells we have used Lewis lung carcinoma cells as the targets. Previously we 
have performed comparative investigation of cytotoxic activity of murine mononuclear 
splenocytes with LLC and traditional for murine system target cells (Yac-1 and LSR). 
The target-cells lysis indices in the probes with these three types of target cells were 
quite comparable (Table). 

Table 
Cytotoxic activity of mononuclear splenocytes of mice 

target cells Yac-1 lSr llc

Cytotoxicity indexes 16,9+0.4 15.0+0.4 15.5+0.6

These results allowed us to considere LLC as adequate target cells for murine 
NK cells cytotoxic activity testing and to use them in further experiments. 
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Incubation of E: T mixture with PG at the concentration of 10, 25 and 100 µg/ml 
for 4 h has no effect on cytotoxic activity of murine mononuclear splenocytes (Fig. 1). 
However upon addition of PG at the concentration of 500 µg/ml for 4 h, the target 
cells lysis indices were 1.5 times higher than corresponding indices in control. Our 
experiments are performed on total suspension of SMC containing a certain portion 
of dendritic cells (DC). It is well documented that DC can activate NK cells [5]. But 
in murine system only early-stimulated mature DC can activate NK cells. Besides 
DC require period > 4 h to acquire NK cell stimulatory capacity after exposure to 
different stimuli (in our case – with PG) and to perform the activation procedure [4]. 
Therefore we suppose that after 4 h incubation with PG augmentation of the target 
cells death mediated by direct activation of NK cells lytic potential.

16 h incubation of effector and target cells with PG resulted in a dose dependent 
increase of splenic mononuclear cells cytotoxicity by 1.5, 1.8, 2.0 and 2.5 times for 
10, 25, 100 and 500 µg/ml of murein respectively (Fig. 1). 

Fig. 1. Effect of PG from S. aureus Wood 46 on cytotoxic ativity of SMC of mice 
after 4 h and 16 h incubation 

Probably after a long term incubation with PG augmentation of cytotoxic activity 
of murine SMC is the result of additional activation of NK cells by DC presented in 
suspension and matured after contact with murein. Since elevation of SMC cytotoxic 
activity in 4 h tests occurred only upon addition of PG at the maximal concentration, 
it is suggested that the higher concentration of murein is required for stimulation of 
lytic activity of NK cells than that for maturation and activation of DC.

It is necessary to point that addition of PG in the probes with target cells 
without effector cells resulted in dose dependent augmentation of LLC cells death 
irrespective of incubation period and had no influence on LSR cells (Fig.2). Incubation 
of LLC with PG for 4 h was leading to the increase of cell death without distinct 
dose dependence. Maximal cell death stimulation was observed upon addition of PG 
at the concentration of 500 µg/ml. More prolonged incubation of LLC with PG also 
resulted in slight augmentation of cell death (significant only upon addition of PG 
at the concentration of 500 µg/ml). PG has no effect on viability of LSR cells. It is 
known that TLRs can induce apoptosis in eucariotic cells. Our results suggest that 
PG has selective apoptotic effect on tumor cells.
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As stated above TLR-2, NOD1 and NOD2 are invîlved in PG recognition. Though 
a number of authors has proved the presence of TLRs in broad spectrum of tumor 
cells, data concerning TLRs expression in LSR are absent. Probably it is precisely 
this fact that explains different reaction of LLC and LSR on PG.

 

fig. 2. effect of Pg from S. aureus Wood 46 on LLC-cells viability after 4 h  
and 16 h exposure

Thus we suppose that by the reason of different TLRs expression PG can have 
selective apoptotic effect on tumor cells. In that case PG may elevate target-cells 
lysis in E: T mixture by direct toxic action on the target cells and by activation of 
lytic potential of effector cells.
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ВËИßÍИÅ пÅпÒИäÎÃËИÊАÍА  
STAPHYLOCOCCUS AUREUS WOOD 46  

НА ЦИТОТОКСИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ МОНОНУКЛЕАРНЫХ 
СПЛЕНОЦИТОВ МЫШЕЙ

Реферат

Â íàñòîÿщåé ðàбîòå èññëåäîâàíî âëèÿíèå пåпòèäîгëèêàíà (ПГ) S. aureus 
wood 46 íà öèòîòîêñè÷åñêóю àêòèâíîñòü ìîíîíóêëåàðíых ñпëåíîöèòîâ ìышåé. 
Пîêàзàíî, ÷òî äîбàâëåíèå ПГ â êîíöåíòðàöèè 500 ìêг/ìë пðè 4-÷àñîâîé èíêóбàöèè 
â 1,5 ðàзà óñèëèâàåò гèбåëü êëåòîê-ìèшåíåé, òîгäà êàê ПГ â бîëåå íèзêèх êîíöåí-
òðàöèÿх äîñòîâåðíî íå âëèÿåò íà öèòîòîêñè÷åñêóю àêòèâíîñòü ìîíîíóêëåàðíых 
ñпëåíîöèòîâ ìышåé. 16-÷àñîâàÿ èíêóбàöèÿ ñ ПГ ðåзóëüòèðóåòñÿ äîзîзàâèñèìыì 
óñèëåíèåì öèòîòîêñè÷íîñòè ìîíîíóêëåàðíых êëåòîê â 1,5; 1,8; 2,0 è 2,5 ðàзà пðè 
äîбàâëåíèè ПГ â êîíöåíòðàöèÿх 10, 25, 100 è 500 ìêг/ìë ñîîòâåòñòâåííî.

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à: пåпòèäîгëèêàí, öèòîòîêñè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü, êàð-
öèíîìà ëåгêîгî Лüюèñ.
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ВпËИВ пÅпÒИäÎÃË²ÊАÍА STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
WOOD 46 НА ЦИТОТОКСИЧНУ АКТИВНІСТЬ МОНОНУКЛЕАРНИХ 

СПЛЕНОЦИТІВ МИШЕЙ

Реферат

Â ðîбîò³ äîñë³äжåíî âпëèâ пåпòèäîгë³êàíà (ПГ) S. aureus Wood 46 íà öèòîòî-
êñè÷íó àêòèâí³ñòü ìîíîíóêëåàðíèх ñпëåíîöèò³â ìèшåé. Пîêàзàíî, щî äîäàâàííÿ 
ПГ â êîíöåíòðàö³ї 500 ìêг/ìë пðè 4-гîäèíí³é ³íêóбàö³ї â 1,5 ðàзè пîñèëює зàгèбåëü 
êë³òèí-ì³шåíåé, òîä³ ÿê ПГ â íèж÷èх êîíöåíòðàö³ÿх äîñòîâ³ðíî íå âпëèâàє íà öè-
òîòîêñè÷íó àêòèâí³ñòü ìîíîíóêëåàðíèх ñпëåíîöèò³â ìèшåé. 16-гîäèííà ³íêóбàö³ÿ 
з ПГ ðåзóëüòóєòüñÿ äîзîзàëåжíèì пîñèëåííÿì öèòîòîêñè÷íîñò³ ìîíîíóêëåàðíèх 
êë³òèí ó 1,5; 1,8; 2,0 ³ 2,5 ðàзè пðè äîäàâàíí³ ПГ â êîíöåíòðàö³ÿх 10, 25, 100 ³ 500 
ìêг/ìë â³äпîâ³äíî.

К ë ю ÷ î â ³   ñ ë î â à: пåпòèäîгë³êàí, öèòîòîêñè÷íà àêòèâí³ñòü, êàðöèíîìà 
ëåгåí³ Лüюїñ.
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БАКТЕРИОЦИНОГЕННАЯ АКТИВНОСТЬ ШТАММОВ 
RHIZOBIUM VITIS И PANTOEA АGGLOMERANS, 

ВЫäÅËÅÍÍЫÕ ИЗ ÐАсÒÅÍИЙ ВИÍÎÃÐАäА

Выдеëенные штаммы Rhizobium vitis и Pantoeae agglomerans проявиëи бакте-
риоциноãенную активность по отношению к бëизкородственным штаммам. 
Показано, что иссëедованные куëьтуры разëичаëись по чувствитеëьности к 
бактериоцинам. По сравнению с митомициновой индукцией, в сëучае спонтан-
ноãо выõода бактериоцинов выявëяëось значитеëьно меньшее коëичество зон 
ëизиса на ãазонаõ тест-куëьтур, однако ряд штаммов все же демонстрироваë 
õорошо выраженную бактериоциноãенную активность.

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а: Rhizobium vitis, Pantoeae agglomerans, бактерио-
цины.

Бàêòåðèàëüíыé ðàê âèíîгðàäà – îпàñíåéшåå зàбîëåâàíèå äëÿ ìîëîäых пèòîìíè-
êîâ. Пðè åгî ðàзâèòèè óжå íà òðåòèé гîä âîзìîжíà гèбåëü 70% ìîëîäых ðàñòåíèé 
[1]. Âîзбóäèòåëÿìè бàêòåðèàëüíîгî ðàêà ÿâëÿюòñÿ Rhizobium vitis (ðàíåå èзâåñòíàÿ 
êàê Agrobacterium vitis) и R. radiobacter (A. tumefaciens) – гðàìîòðèöàòåëüíыå 
бàêòåðèè, íàñåëÿющèå êñèëåìó ðàñòåíèé.

Эффåêòèâíыå ìåðы бîðüбы ñ äàííыìè фèòîпàòîгåíàìè äî íàñòîÿщåгî âðåìåíè 
íå ðàзðàбîòàíы. Пåðñпåêòèâíыì íàпðàâëåíèåì ÿâëÿåòñÿ èñпîëüзîâàíèå шòàììîâ-
àíòàгîíèñòîâ [2]. Тàê, èзâåñòíî, ÷òî шòàìì R. rhizogenes К84 пðîäóöèðóåò бàêòåðèî-
öèí àгðîöèí, пîäàâëÿющèé àêòèâíîñòü ìíîгèх шòàììîâ Rhizobium [7]. из шòàììa 
R. radiobacter е26 быë âыäåëåí íîâыé íèзêîìîëåêóëÿðíыé бàêòåðèîöèí Ar26. 
Эòîò бàêòåðèîöèí, ÿâëÿÿñü àíàëîгîì íóêëåîзèäîâ, êðîìå êèëëåðíîé àêòèâíîñòè, 
ñпîñîбåí òàêжå пîäàâëÿòü фóíêöèè îбðàòíîé òðàíñêðèпòàзы è α- и β-гëюêîзèäàз 
[6, 10]. Âåщåñòâà ñ пîäîбíыìè àêòèâíîñòÿìè ÿâëÿюòñÿ öåííыìè пîòåíöèàëüíыìè 
àгåíòàìè бèîëîгè÷åñêîгî êîíòðîëÿ бàêòåðèàëüíîгî ðàêà.

Цåëüю äàííîé ðàбîòы быëî èзó÷åíèå бàêòåðèîöèíîгåííîé àêòèâíîñòè пàòîгåí-
íых шòàììîâ R. vitis, âыäåëåííых èз ðàñòåíèé âèíîгðàäà югà Уêðàèíы. 

Материалы и методы исследования
Â ðàбîòå èñпîëüзîâàíы 10 шòàììîâ R. vitis, âыäåëåííых íà îäíîì èз âèíî-

гðàäíèêîâ Îäåññêîé îбëàñòè, è шòàìì R. radiobacter С58, íåñóщèé òóìîðîгåííóю 
пëàзìèäó ðTi-C58 íîпàëèíîâîгî òèпà. иäåíòèфèêàöèю шòàììîâ пðîâîäèëè ìåòîäîì 
пîëèìåðàзíîé öåпíîé ðåàêöèè [4].

© Н.Â. Лèìàíñêàÿ, Â.А. иâàíèöà, Ж.Ю. Сåðгååâà, Ф.и. Тîâêà÷, 2009
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Дëÿ èññëåäîâàíèÿ пîòåíöèàëà àíòàгîíèñòè÷åñêèх âзàèìîîòíîшåíèé äðóгèх 
пðåäñòàâèòåëåé ìèêðîбèîòы ðàñòåíèÿ íàìè быëî пðîâåäåíî èзó÷åíèå âëèÿíèÿ бà-
êòåðèîöèíîâ эпèфèòíîé бàêòåðèè Pantoeae agglomerans íà ðîñò шòàììîâ R. vitis. 
Шòàììы P. agglomerans быëè âыäåëåíы èз ðàñòåíèé òîгî жå âèíîгðàäíèêà Îäåñ-
ñêîé îбëàñòè, èз êîòîðîгî âыäåëÿëè èññëåäóåìыå шòàììы ðèзîбèé. 

Дëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ бàêòåðèé èñпîëüзîâàëè ñðåäó LB ñ óâåëè÷åííыì ñîäåð-
жàíèåì êîìпîíåíòîâ (г/ë): пåпòîí – 15, äðîжжåâîé эêñòðàêò – 10, NaCl – 5. 

иíäóêöèю бàêòåðèîöèíîâ пðîâîäèëè пðè пîìîщè ìèòîìèöèíà С (1 ìêг/ìë), 
êîòîðыé âíîñèëè â ñåðåäèíå ëîгàðèфìè÷åñêîé фàзы ðîñòà êóëüòóð, пîñëå ÷åгî 
бàêòåðèè êóëüòèâèðîâàëè 24 ÷àñà пðè 28 °С. 

Кðîìå òîгî, âñå шòàììы пðîâåðÿëè íà ñпîíòàííыé âыхîä бàêòåðèîöèíîâ â 
ñòàöèîíàðíîé фàзå ðîñòà пðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå LB. Кëåòêè îñàжäàëè öåí-
òðèфóгèðîâàíèåì äëÿ пîëó÷åíèÿ íàäîñàäî÷íîé жèäêîñòè. 

Лèзàòы бàêòåðèàëüíых êëåòîê, пîëó÷åííыå пîñëå äîбàâëåíèÿ â êóëüòóðы 
ìèòîìèöèíà С, è íàäîñàäî÷íóю жèäêîñòü îбðàбàòыâàëè хëîðîфîðìîì (0,5–1%) è 
àзèäîì íàòðèÿ (0,02%), î÷èщàëè öåíòðèфóгèðîâàíèåì è хðàíèëè â 0,02% ðàñòâîðå 
àзèäà íàòðèÿ пðè +4 °С. 

Дëÿ îöåíêè пîòåíöèàëà àíòàгîíèñòè÷åñêèх âзàèìîîòíîшåíèé пðîâîäèëè пåðå-
êðåñòíóю пðîâåðêó бàêòåðèîöèíî÷óâñòâèòåëüíîñòè êàжäîгî èз 10 èññëåäóåìых 
шòàììîâ R. vitis ê пîëó÷åííыì пðåпàðàòàì бàêòåðèîöèíîâ. Зîíы ëèзèñà ñâåжå-
зàñåÿííых гàзîííых êóëüòóð, îбðàзóåìыå â ìåñòå íàíåñåíèÿ 5 ìêë ëèзàòà èëè 
íàäîñàäî÷íîé жèäêîñòè, ó÷èòыâàëè пîñëå 18 ÷àñîâ èíêóбàöèè ÷àшåê ñ LB àгàðîì 
пðè 28 °С. Âñå èññëåäîâàíèÿ пðîâîäèëè â äâóх пîâòîðíîñòÿх. Â êà÷åñòâå пîëîжè-
òåëüíîгî êîíòðîëÿ пðèìåíÿëè R. radiobacter Ñ58. 

Результаты исследований и их обсуждение
Рåзóëüòàòы èзó÷åíèÿ бàêòåðèîöèíîгåííîé àêòèâíîñòè шòàììîâ R. vitis, à òàêжå 

шòàììà R. radiobacter С58 пîêàзàëè, ÷òî âîзбóäèòåëè бàêòåðèàëüíîгî ðàêà зíà÷è-
òåëüíî ðàзëè÷àëèñü пî ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê бàêòåðèîöèíàì ðîäñòâåííых бàêòåðèé, 
èíäóöèðîâàííых ìèòîìèöèíîì С (òàбë. 1). 

Пî эòîìó пîêàзàòåëю 11 шòàììîâ ìîжíî óñëîâíî ðàзäåëèòü íà íåñêîëüêî 
гðóпп. Пÿòü шòàììîâ (R. vitis 1, R. vitis 7, R. vitis 11, R. vitis 13, R. vitis 15) 
пðîÿâèëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê бàêòåðèîöèíàì âñåх èññëåäîâàííых êóëüòóð. Пðè эòîì 
бîëüшèíñòâî èз íèх (êðîìå R. vitis 6 и R. vitis 8, à òàêжå êîíòðîëüíîгî шòàììà 
R. radiobacter C58) ëèзèðóюòñÿ ñîбñòâåííыìè бàêòåðèîöèíàìè. Эòè ðåзóëüòàòы 
пîзâîëÿюò пðåäпîëîжèòü, ÷òî äàííыå êèëëåðы ÿâëÿюòñÿ фàêòîðàìè àâòîëèзèñà 
R. vitis. 

Шòàììы R. vitis 8 и R. vitis 6 îêàзàëèñü óñòîé÷èâыìè ê ëèзèñó бàêòåðèîöèíàìè. 
Уðîâåíü èх ÷óâñòâèòåëüíîñòè íå äîñòèгàë òàêîâîгî êîíòðîëüíîгî íåðîäñòâåííîгî 
шòàììà R. radiobacter C58 è ñîñòàâèë 9 è 27%, ñîîòâåòñòâåííî. К бàêòåðèîöèíàì 
бîëåå ÷åì пîëîâèíы èññëåäîâàííых êóëüòóð быëè ÷óâñòâèòåëüíы 70% шòàììîâ. 

Â ñâîю î÷åðåäü, åñëè ðàññìàòðèâàòü шòàììы ðèзîбèé â êà÷åñòâå пðîäóöåíòîâ, 
òî îíè òàêжå î÷åíü ðàзíîîбðàзíы пî ñпåêòðó êèëëåðíîé àêòèâíîñòè èх бàêòåðèî-
öèíîâ (òàбë. 1). Тàê, íàпðèìåð, R. vitis 14 пðîäóöèðîâàë бàêòåðèîöèíы, êîòîðыå 
âызâàëè ëèзèñ êëåòîê 9 шòàììîâ (81%), òîгäà êàê êèëëåðы èз шòàììîâ R. vitis 1 
и R. vitis 7 хàðàêòåðèзóюòñÿ íàèìåíüшåé àêòèâíîñòüю. Тàêèå ðåзóëüòàòы â пåðâóю 
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î÷åðåäü óêàзыâàюò íà îòíîñèòåëüíóю íåñпåöèфè÷íîñòü äàííых бàêòåðèîöèíîâ, 
хîòÿ íåëüзÿ èñêëю÷èòü ðàñшèðåíèå àêòèâíîñòè зà ñ÷åò èх ìíîжåñòâåííîñòè.

Пîëó÷åííыå ðåзóëüòàòы ñâèäåòåëüñòâóюò î òîì, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê бàê-
òåðèîöèíàì ó èзó÷åííых êóëüòóð R. vitis и R. radiobacter ÿâëÿåòñÿ шòàììîâыì 
пðèзíàêîì. Âыñîêàÿ àêòèâíîñòü бàêòåðèîöèíîâ è зíà÷èòåëüíàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü 
ê íèì ñâèäåòåëüñòâóюò î жåñòêîé êîíêóðåíöèè ìåжäó шòàììàìè R. vitis â бèî-
öåíîзå íà óðîâíå бàêòåðèîöèíîгåííîñòè. 

Дëÿ пîäòâåðжäåíèÿ эòîгî пðåäпîëîжåíèÿ пðîâåëè èзó÷åíèå бàêòåðèîöèíîгåí-
íîé àêòèâíîñòè âåщåñòâ, âыäåëèâшèхñÿ â ðåзóëüòàòå ñпîíòàííîé èíäóêöèè êëåòîê 
пðè èх пðîäîëжèòåëüíîì ðîñòå. Пî ñðàâíåíèю ñ ìèòîìèöèíîâîé èíäóêöèåé, â эòîì 
ñëó÷àå быëî âыÿâëåíî зíà÷èòåëüíî ìåíüшåå êîëè÷åñòâî зîí ëèзèñà íà гàзîíàх 
òåñò-êóëüòóð, îäíàêî ðÿä шòàììîâ âñå жå äåìîíñòðèðóåò хîðîшî âыðàжåííóю 
бàêòåðèîöèíîгåííóю àêòèâíîñòü (òàбë. 2). 

Уñòàíîâëåíî, ÷òî R. vitis 15 ñèíòåзèðóåò âåщåñòâà, óбèâàющèå êëåòêè 5 èñ-
ñëåäîâàííых шòàììîâ, R. vitis 5 – 4 шòàììîâ, à R. vitis Ñ58, R. vitis 14, R. vitis 8 
и R. vitis 6 – 3 шòàììîâ. 

Шòàììы ñ шèðîêèì ñпåêòðîì бàêòåðèîöèíîгåííîé àêòèâíîñòè пðåäñòàâëÿюò 
бîëüшîé пðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ äëÿ äàëüíåéшåгî âыäåëåíèÿ àíòàгîíèñòè÷åñêèх 
âåщåñòâ è èñпîëüзîâàíèÿ èх â бèîëîгè÷åñêîé зàщèòå ðàñòåíèé. Пî íàшåìó ìíåíèю, 
бàêòåðèîöèíы, пîëó÷àåìыå â ðåзóëüòàòå ñпîíòàííîé èíäóêöèè, ÿâëÿюòñÿ бîëåå 
пðåäпî÷òèòåëüíыìè äëÿ óêàзàííых öåëåé èз-зà íåäîðîгîé ìåòîäèêè îбðàбîòêè 
êóëüòóð, òðåбóющåé ìåíüшèх âðåìåííых зàòðàò.

Дàëüíåéшåå èзó÷åíèå ìåжðîäîâîгî àíòàгîíèзìà ñ ó÷àñòèåì бàêòåðèîöèíîâ 
пîзâîëèëî âыÿâèòü íåêîòîðыå îñîбåííîñòè эêîëîгèè âîзбóäèòåëåé бàêòåðèàëüíîгî 
ðàêà âèíîгðàäà. Чàñòî R. vitis âыäåëÿюòñÿ ñîâìåñòíî ñ P. аgglomerans, шèðîêî 
ðàñпðîñòðàíåííыìè гðàìîòðèöàòåëüíыìè пðåäñòàâèòåëÿìè ìèêðîбèîòы ðàñòåíèé, 
âñëåäñòâèå ÷åгî âыäåëåíèå ÷èñòîé êóëüòóðы âîзбóäèòåëåé бàêòåðèàëüíîгî ðàêà 
òðåбóåò îñîбîé òщàòåëüíîñòè. 

Пÿòü шòàììîâ эòîé эпèфèòíîé бàêòåðèè быëè âыäåëåíы íàìè íà âèíîгðàäíèêå 
â àññîöèàöèÿх ñ êóëüòóðàìè R. vitis. С äàííыìè шòàììàìè быëè пðîâåäåíы èñ-
ñëåäîâàíèÿ бàêòåðèîöèíîгåííîñòè P. аgglomerans пî òîé жå ñхåìå, ÷òî è R. vitis. 
Рåзóëüòàòы пîêàзàëè, ÷òî бàêòåðèîöèíы эòîé бàêòåðèè äîñòàòî÷íî эффåêòèâíî 
ëèзèðîâàëè êëåòêè öåëîгî ðÿäà шòàììîâ äàííîгî âèäà, à òàêжå ìíîгèå шòàììы 
êàíöåðîгåííых ðèзîбèé (îò 31 äî 19%).

Кðîìå òîгî, èññëåäîâàëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü êóëüòóð R. vitis è âыäåëåííых èз 
ðàñòåíèé âèíîгðàäà êóëüòóð P. аgglomerans ê îòäåëüíыì фðàêöèÿì âåщåñòâ ñ 
бàêòåðèîöèíîгåííîé àêòèâíîñòüю ìóзåéíых шòàììîâ P. аgglomerans. Î÷èщåííыå 
фðàêöèè âызыâàëè ëèзèñ бîëüшåгî ÷èñëà òåñòèðóåìых êóëüòóð (îò 25 äî 62,5%), 
÷åì íåî÷èщåííыå ëèзàòы. 

Авторы выражают бëаãодарность к.б.н. Кушкиной А.И. за оказание кон-
суëьтативной и теõнической помощи при выпоëнении работы.
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Реферат

Âèä³ëåí³ шòàìè Rhizobium vitis ³ Pantoeae agglomerans пðîÿâèëè бàêòåð³îöè-
íîгåííó àêòèâí³ñòü пî â³äíîшåííю äî бëèзüêîñпîð³äíåíèх шòàì³â. Пîêàзàíî, щî 
äîñë³äжåí³ êóëüòóðè ðîзð³зíÿëèñÿ зà ÷óòëèâ³ñòю äî бàêòåð³îöèí³â. У пîð³âíÿíí³ з 
ì³òîì³öèíîâîю ³íäóêö³єю, ó âèпàäêó ñпîíòàííîгî âèхîäó бàêòåð³îöèí³â âèÿâëÿëàñÿ 
зíà÷íî ìåíшà ê³ëüê³ñòü зîí ë³зèñó íà гàзîíàх òåñò-êóëüòóð, îäíàê íèзêà шòàì³â 
âñå ж âèÿâëÿëà äîбðå âèðàжåíó бàêòåð³îöèíîгåííó àêòèâí³ñòü.

К ë ю ÷ î â ³   ñ ë î â à: Rhizobium vitis, Pantoeae agglomerans, бàêòåð³-
îöèíè.



32 Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 8/2009    

Н.В. Лiманська, В.О. Iваниця, Ж.Ю. Сергеєва, Ф.I. Товкач

n.v. limanska1, v.o. ivanytsia1, Zh.yu. Sergeeva1, f.i. tovkach2

1Odesa National Mechnókov University, Dvoryanska str., 2, Odesa, 65082, Ukraine, 
e-mail: limmy@mail.ru

2Zabolotny Institute of Microbology and Virology of NASU, Academic Zabolotny str., 
154, Kyiv, Ä03680, Ukraine

BActeriocinogenic Activity of RHIZOBIUM VITIS 
And PANTOEAЕ АGGLOMERANS StrAinS iSolAted froM 

grAPevineS

Summary

Isolated Rhizobium vitis and Pantoeae agglomerans strains showed bacterio-
cinogenic activity against closely related strains. Investigated cultures had different 
susceptibility to bacteriocines. Comparing to mitomycin induction, spontaneous 
induction resulted in less quantity of lysis spots on test-culture lawns, but some 
strains still showed marked bacteriocinogenic activity. 

K e y  w o r d s: Rhizobium vitis, Pantoeae agglomerans, bacteriocines. 
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ГИДРОЛАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ АНТАРКТИЧЕСКИХ 
ÁАÖИËË

Из почв Антарктиды выдеëены штаммы бактерий, которые посëе идентифи-
кации быëи отнесены к роду Bacillus. Изучена возможность выдеëенныõ бациëë 
расщепëять разëичные природные субстраты. Показано, что антарктические 
штаммы бациëë способны продуцировать компëексы ãидроëитическиõ фермен-
тов – цеëëюëаз, ксиëаназ, пектиназ и ëипаз. 

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а: Антарктида, бактерии рода Bacillus, ãидроëитиче-
ские ферменты.

Спîðîîбðàзóющèå бàêòåðèè ðîäà Bacillus ÷àñòî îбíàðóжèâàюò â ðåгèîíàх 
Аíòàðêòèêè, ìàëî èзó÷åííîé è íàèбîëåå ñóðîâîé îбëàñòè зåìíîгî шàðà [11, 13]. 
Пðåäñòàâèòåëè ðîäà Bacillus [1, 3] îòíîñÿòñÿ ê íàèбîëåå àêòèâíыì пðîäóöåíòàì 
гèäðîëèòè÷åñêèх фåðìåíòîâ.

Тàêèå фåðìåíòы, êàê öåëëюëàзы, êñèëàíàзы è äðóгèå, ó÷àñòâóющèå â ðàзëî-
жåíèè ðàñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé ñòåíêè, зàíèìàюò öåíòðàëüíîå ìåñòî â êðóгîâîðî-
òå îðгàíè÷åñêîгî óгëåðîäà è äåìîíñòðèðóюò пîðàзèòåëüíîå ðàзíîîбðàзèå фîðì, 
ñîзäàâàåìых ðàзëè÷íыìè ìèêðîîðгàíèзìàìè. 

Сåгîäíÿ пî-пðåжíåìó àêòóàëåí пîèñê шòàììîâ ìèêðîîðгàíèзìîâ, пðîäóöè-
ðóющèх è â ñóðîâых óñëîâèÿх ðàзëè÷íыå гèäðîëèòè÷åñêèå фåðìåíòы, бëàгîäàðÿ 
êîòîðыì ñòàíîâèòñÿ äîñòóпíыì ñëîжíîå îðгàíè÷åñêîå âåщåñòâî, ñîñòîÿщåå èз 
öåëëюëîзы, пåêòèíîâ, гåìèöåëëюëîз, бåëêîâ è жèðîâ. Нå èñêëю÷åíî, ÷òî òàêàÿ 
ñпåöèфè÷åñêàÿ ñðåäà îбèòàíèÿ ìèêðîîðгàíèзìîâ êàê Аíòàðêòèêà ìîгëà ñпîñîбñò-
âîâàòü пîÿâëåíèю шòàììîâ бàêòåðèé ñ îñîбыìè ñâîéñòâàìè [3].

Цåëüю íàñòîÿщåé ðàбîòы быëî âыÿâëåíèå ñпîñîбíîñòè шòàììîâ бàöèëë, 
âыäåëåííых è èäåíòèфèöèðîâàííых èз àíòàðêòè÷åñêèх пðîб, ðàñщåпëÿòü öåëëю-
ëîзîñîäåðжàщèå ñóбñòðàòы, êñèëàí, пåêòèí, à òàêжå îëèâêîâîå ìàñëî è òâèíы äëÿ 
îòбîðà ñðåäè íèх íîâых пðîäóöåíòîâ гèäðîëèòè÷åñêèх фåðìåíòîâ.

Материалы и методы
Ìèêðîîðгàíèзìы âыäåëÿëè èз îбðàзöîâ пî÷âы è ìхà, êîòîðыå быëè îòîбðàíы 

íà îñòðîâå Гàëèíäåз (Аíòàðêòèäà) â хîäå Уêðàèíñêîé эêñпåäèöèè 2002 гîäà.
иäåíòèфèêàöèю пîëó÷åííых èзîëÿòîâ пðîâîäèëè пî êóëüòóðàëüíî-ìîðфî-

ëîгè÷åñêèì è фèзèîëîгî-бèîëîгè÷åñêèì ñâîéñòâàì [15]. 
Âыäåëåíèå ДНК пðîâîäèëè ñîгëàñíî ìåòîäó [7]. ПЦР îñóщåñòâëÿëè ñ èñ-

пîëüзîâàíèåì òåðìàëüíîгî öèêëåðà Hybaid PCR Express è пðàéìåðîâ 16S Forward 

© А.и. Îñàä÷àÿ, Л.А. Сàфðîíîâà, А.Н. Пîëòàâñêèé, Â.Ì. иëÿш, 2009
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(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) и 16S Reverse (TACGGYTACCTTGTTACGACTT). 
Пðîäóêòы ПЦР ðàзäåëÿëè эëåêòðîфîðåзîì â 1,5% àгàðîзå Genaxis. Сèêâåíñ îñó-
щåñòâëÿëè íà ñèêâåíàòîðå CEQTM 2000XL (Beckman Coulter). Аíàëèз пîëó÷åííых 
äàííых è ñðàâíåíèå ñ пîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè Gen Bank пðîâîäèëè ñ пîìîщüю 
êîìпüюòåðíîé пðîгðàììы BLASTn (nttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Дëÿ èññëåäîâàíèÿ фåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè шòàììîâ бàêòåðèàëüíыå êóëü-
òóðы âыðàщèâàëè â êîëбàх â óñëîâèÿх àэðàöèè íà êà÷àëêå (200 îб/ìèí) пðè 37 °С 
â òå÷åíèå äâóх ñóòîê íà жèäêîé ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäå (г/ë ): íàòðèÿ öèòðàò – 1,29, 
(NH4)2HPO4 – 4,75, KH2PO4 – 9,6, MgSO4 ⋅ 7H2O – 0,18 ñ äîбàâëåíèåì ñîîòâåò-
ñòâóющèх ñпåöèфè÷åñêèх ñóбñòðàòîâ − Na-КÌЦ (íàòðèé êàðбîêñèìåòèëöåëëюëîзы), 
öåëëîбèîзы, пåêòèíà, îëèâêîâîгî ìàñëà è òâèíîâ 20, 40, 60 è 80. Фåðìåíòàòèâíóю 
àêòèâíîñòü îпðåäåëÿëè â бåñêëåòî÷íîé êóëüòóðàëüíîé жèäêîñòè пîñëå öåíòðè-
фóгèðîâàíèÿ пðè 6000 îб/ìèí â òå÷åíèå 20 ìèí. Îб àêòèâíîñòè пðîäóöèðóåìых 
бàêòåðèÿìè фåðìåíòîâ ñóäèëè пî îбðàзîâàíèю зîí пðîñâåòëåíèÿ ñîîòâåòñòâóющåгî 
ñóбñòðàòà íà àгàðèзîâàííых ñðåäàх. Кîëè÷åñòâåííîå îпðåäåëåíèå эíäîгëюêàíàзíîé 
àêòèâíîñòè пðîâîäèëè пî êîëè÷åñòâó îбðàзîâàâшèхñÿ ðåäóöèðóющèх ñàхàðîâ пîñëå 
гèäðîëèзà 1%-íîé Na-КÌЦ, îпðåäåëÿåìых пî ðåàêöèè ñ äèíèòðîñàëèöèëîâîé êèñ-
ëîòîé [10]. Цåëëîбèàзíóю (β-гëюêîзèäàзíóю) àêòèâíîñòü àíàëîгè÷íî пðè äåéñòâèè 
íà 0,2% ðàñòâîð öåëëîбèîзы [8].

Аêòèâíîñòü êñèëàíàзы îпðåäåëÿëè пî êîëè÷åñòâó îбðàзîâàâшèхñÿ ñàхàðîâ (êñè-
ëîзы) пðè гèäðîëèзå 1% êñèëàíà îâñà òèòðîâàíèåì [10]. Пîëèгàëàêòóðîíàзó (ПГ) 
è пåêòèíэñòåðàзó (ПЭ) – òèòðîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì пî êîëè÷åñòâó àëüäåгèäíых è 
ìåòîêñèëüíых гðóпп, îбðàзóющèхñÿ пðè ðàñщåпëåíèè 0,5% пåêòèíà ñîîòâåòñòâåí-
íî è ðàññ÷èòыâàëè пî фîðìóëàì, пðèâåäåííыì â ìåòîäèêàх [5]. Фåðìåíòàòèâíóю 
àêòèâíîñòü бàêòåðèé âыðàжàëè â åä/ìë êóëüòóðàëüíîé жèäêîñòè.

Îöåíêó ëèпàзíîé àêòèâíîñòè бàêòåðèé пðîâîäèëè пî ìîäèфèöèðîâàííîìó ìåòî-
äó Îòà è Яìàäы è âыðàжàëè â ìèêðîìîëÿх îëåèíîâîé êèñëîòы, îñâîбîжäàющåéñÿ 
â ðåзóëüòàòå гèäðîëèзà ñóбñòðàòà (40% эìóëüñèè îëèâêîâîгî ìàñëà â 2% âîäíîì 
ðàñòâîðå пîëèâèíèëîâîгî ñпèðòà) [14].

Îпыòы пðîâîäèëè íå ìåíåå, ÷åì â 3-х пîâòîðíîñòÿх. Рåзóëüòàòы ñòàòèñòè÷åñêè 
îбðàбàòыâàëè, èñпîëüзóÿ êîìпüюòåðíóю пðîгðàììó Microsoft Excel 97.

Результаты и их обсуждение
из àíòàðêòè÷åñêèх пðîб âыäåëåíî è èäåíòèфèöèðîâàíî ìåòîäàìè фåíîòè-

пè÷åñêîгî àíàëèзà è гåíîòèпè÷åñêîгî òåñòèðîâàíèÿ 13 шòàììîâ бàêòåðèé ðîäà 
Bacillus (òàбë. 1). Â ðåзóëüòàòå èзó÷åíèÿ èзîëÿòîâ быëî âыÿâëåíî äâà шòàììà 
B. licheniformis è 9 шòàììîâ B. subtilis. 

Ìåжäó äàííыìè ñèêâåíñà гåíîâ 16S rRNA è ðåзóëüòàòàìè èзó÷åíèÿ фèзèîëîгî-
бèîхèìè÷åñêèх хàðàêòåðèñòèê шåñòè шòàììîâ бàöèëë пîêàзàíà êîððåëÿöèÿ.
Шòàììы А7 и À9 быëè èäåíòèфèöèðîâàíы пî фåíîòèпè÷åñêèì пðèзíàêàì êàê 
B. silvestris, îäíàêî эòè äàííыå пðîòèâîðå÷àò пîêàзàòåëÿì ñèêâåíñà гåíà 16S rRNA. 
иññëåäîâàíèÿ îòíîñèòåëüíî îпðåäåëåíèÿ òàêñîíîìè÷åñêîгî ñòàòóñà шòàììîâ А7 и 
À9 â äàëüíåéшåì бóäóò пðîäîëжåíы.

Â пîñëåäóющèх èññëåäîâàíèÿх быëà èзó÷åíà ñпîñîбíîñòü âыäåëåííых шòàììîâ 
ê ñèíòåзó гèäðîëèòè÷åñêèх фåðìåíòîâ. 
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ГIДРÎЛАЗНА АКТиÂН²СТь АНТАРКТиЧНиХ БАЦиЛ

Тàбëèöà 1
Результаты сиквенса фрагментов гена 16S rRNA изолированных штаммов 

спорообразующих бактерий

Table 1
Results of 16S rRNA gene sequence of sporeforming bacteria isolated from 

Antarctic samples

Штамм Название вида в Gen Bank

Подобие с генами 
16S rRNA рефе-

рентных штаммов, 
%

Количество нуклео-
тидов идентичного 

фрагмента гена
 16S rRNA

A9

Low G+C Gram-positive bacterium M32 98 675

Bacillaceae bacterium LA38BB 98 669

Kurthia gibsonii NCIMB 9758 97 626

Kurthia sibirica DSM 4747T 96 652

À7

Bacillaceae bacterium LA38BB 98 595

Low G+C Gram-positive bacterium M32 98 594

Kurthia sibirica ÀÒÑÑ 49154 94 542

À4

Bacillus subtilis strain KL-077 98 642

Bacillus subtilis strain KL-073 98 642

À8

Bacillus subtilis strain STB29 98 503

Bacillus subtilis strain KL-077 98 503

À 23/2

Bacillus subtilis strain BHP6-1 99 575

Bacillus subtilis strain HAZ14 99 575

À 6/2

Bacillus licheniformis strain KL-185 99 558

Bacillus licheniformis strain PR-1 99 558

À 6/3

Bacillus licheniformis strain KL-185 97 500

Bacillus licheniformis strain KL-176 97 500

À 5/3

Bacillus subtilis strain wP1-21 97 501

Bacillus subtilis strain BZ15 97 501

Уñòàíîâëåíî, ÷òî èзó÷àåìыå àíòàðêòè÷åñêèå бàöèëëы ñпîñîбíы ñèíòåзèðî-
âàòü ðÿä эêñòðàöåëëюëÿðíых фåðìåíòîâ, â ÷àñòíîñòè фåðìåíòы öåëëюëàзíîгî 
è êñèëàзíîгî êîìпëåêñîâ, à òàêжå ëèпîëèòè÷åñêèå è пåêòîëèòè÷åñêèå фåðìåíòы 
(òàбë. 2). 

Спîñîбíîñòüю îбðàзîâыâàòü КÌЦ-àзó (эíäîгëюêàíàзó) îбëàäàëè âñå èññëå-
äóåìыå êóëüòóðы àíòàðêòè÷åñêèх бàöèëë. Шòàììы B. subtilis À2, À4 и À23/1 îбðà-
зîâыâàëè жåëòыå зîíы äèàìåòðîì 3–11 ìì íà гðÿзíî-êðàñíîì фîíå. У шòàììîâ 
B. subtilis À5, À8 и À13 è шòàììîâ äðóгèх âèäîâ âîêðóг âыðîñшèх êîëîíèé ÷åðåз 
5–6 ÷àñîâ пîñëå пðîÿâëåíèÿ жåëòых зîí â öåíòðå пîÿâëÿëàñü òàêжå è ñèíÿÿ 
îêðàñêà äèàìåòðîì 12–13 ìì. иñхîäÿ èз эòîгî, ìîжíî пðåäпîëîжèòü, ÷òî эòè 
êóëüòóðы ñèíòåзèðóюò ðàзíыå òèпы öåëëюëàз. Тàêàÿ ñпîñîбíîñòü îпèñàíà è äëÿ 
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äðóгèх пðîäóöåíòîâ öåëëюëàз [2, 4, 8]. Нåêîòîðыå àâòîðы пðîÿâëåíèå жåëòых зîí 
пðè ðàñщåпëåíèè öåëëюëîзы ñâÿзыâàюò ñ îбðàзîâàíèåì гëюêîзы, ñèíèх зîí – ñ 
îбðàзîâàíèåì öåëëîбèîзы, пåíòîз èëè öåëëîîëèгîñàхàðèäîâ, à òàêжå ñ óñëîâèÿìè 
èх êóëüòèâèðîâàíèÿ [8, 14]. 

Нàèбîëüшåé öåëëюëîзîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüю îòëè÷àëèñü шòàììы B. subtilis 
À5/2 (18680 åä/ìë), А 5/1 (10428 åä/ìë), B. licheniformis À6/2 – (11660 åä/ìë) è Ba-
cillus spp. À10 (10480 åä/ìë). Шòàììы B. subtilis и Bacillus spp. (À13, À2, À4, À5, À8, 
À5/3) ñèíòåзèðîâàëè öåëëюëàзы àêòèâíîñòüю â пðåäåëàх 5820–6012 åä/ìë, шòàììы 
бàêòåðèé B. licheniformis À6/2, B. silvestris, B. subtilis À23/2 и À23/1 пðîäóöèðîâàëè 
эòîò фåðìåíò â êîëè÷åñòâå 3753 åä/ìë. Цåëëîбèàзíàÿ àêòèâíîñòü èññëåäóåìых 
êóëüòóð íàхîäèëàñü íà îäíîì óðîâíå – 83–92 åä/ìë.

Â пðèðîäíых ðàñòèòåëüíых ìàòåðèàëàх òðóäíî ðàзëàгàющàÿñÿ öåëëюëîзà, êàê 
ñàìыé ðàñпðîñòðàíåííыé óгëåâîäíыé пîëèìåð âыñшèх ðàñòåíèé è âîäîðîñëåé, 
ñâÿзàíà îбы÷íî ñî ìíîгèìè äðóгèìè пîëèñàхàðèäíыìè ñîåäèíåíèÿìè: гåìèöåëëю-
ëîзîé, пåêòèíîì, ëèгíèíîì. К фåðìåíòàì, ðàзëàгàющèì эòè пîëèìåðы, îòíîñÿòñÿ 
è êñèëàíàзы, êàê фåðìåíòы, íåîбхîäèìыå äëÿ пîëíîé бèîêîíâåðñèè ðàñòèòåëüíîгî 
ñыðüÿ, â ÷àñòíîñòè åгî êñèëàíîâ, êîòîðыå ñîäåðжàòñÿ â ñòåíêàх ðàñòèòåëüíых 
êëåòîê ðàзíых âèäîâ ðàñòåíèé, òàêèх, êàê äðåâîâèäíыå пàпîðîòíèêè, хâîéíыå, 
хëåбíыå зëàêè.

Пîëó÷åííыå íàìè äàííыå пîêàзàëè, ÷òî èññëåäóåìыå àíòàðêòè÷åñêèå бàöèëëы 
îбëàäàюò ñпîñîбíîñòüю ðàñщåпëÿòü è êñèëàí. Кñèëàíàзíóю àêòèâíîñòü ó÷èòыâàëè 
пî зîíàì пðîñâåòëåíèÿ äàííîгî ñóбñòðàòà, ðàзëè÷àющèìèñÿ êàê пî äèàìåòðó (îò 15 
äî 22 ìì ), òàê è пî îêðàñêå (жåëòыå, òåìíыå, ñìåшàííыå), ÷òî, âåðîÿòíî, òàêжå 
ñâÿзàíî ñî ñпîñîбíîñòüю èзó÷àåìых бàêòåðèé ê ñèíòåзó ðàзëè÷íых òèпîâ êñèëàíàз 
(эíäî- è эêзîêñèëàíàз èëè îбåèх âìåñòå). Îäíàêî, äàжå íàèбîëåå àêòèâíыå ñðåäè 
âыÿâëåííых íàìè êóëüòóð B. subtilis, B. licheniformis и B. silvestris íåëüзÿ быëî 
îòíåñòè ê âыñîêîàêòèâíыì пî эòîìó фåðìåíòó шòàììàì (21,8–34,7 åä/ìë).

Пðè èññëåäîâàíèè àíòàðêòè÷åñêèх бàöèëë íàìè óñòàíîâëåíî îòñóòñòâèå ó 
íèх пåêòèíэñòåðàзы (ПЭ) è íàëè÷èå òîëüêî пîëèгàëàêòóðîíàзы (ПГ). Аêòèâíыå 
пî ðàñщåпëåíèю пåêòèíà êóëüòóðы бàöèëë пîä âëèÿíèåì пåêòèíàз îбðàзîâыâàëè 
ðàзíыå пî âíåшíåìó âèäó зîíы гèäðîëèзà: пðîзðà÷íыå зîíы ñ бëåäíî-ñèíèì îðåî-
ëîì, êîòîðыå ÷åðåз íåñêîëüêî ÷àñîâ òåðÿëè ÷åòêîñòü êîíòóðîâ, è ÷åòêèå зîíы ñ 
бåëî-ìîëî÷íыì îðåîëîì, ñîхðàíÿющèåñÿ äîëгîå âðåìÿ. Îòëè÷àëèñü зîíы òàêжå 
пî äèàìåòðó è пðîÿâëÿëèñü â ðàзíыå ñðîêè, ÷òî, âîзìîжíî, ÿâëÿåòñÿ îòðàжåíèåì 
ñòåпåíè àêòèâíîñòè îбíàðóжèâàåìых ó шòàììîâ ðàзëè÷íых òèпîâ пåêòèíàз. Пî 
ñпîñîбíîñòè гèäðîëèзîâàòü пåêòèí èññëåäóåìыå шòàììы àíòàðêòè÷åñêèх бàöèëë 
ðàñпîëàгàëèñü â òàêîì пîðÿäêå (â åä/ìë): B. subtilis (9 шò.) – 9,65±3,2; B. licheni-
formis (2 шò.) – 8,9±0,2; B. spp.(2 шò.) – 8,1±0,5; B. silvestris( 1шò.) – 8,6±0,5 
(òàбë. 2).

Пîëó÷åííыå íàìè ðåзóëüòàòы пîêàзàëè òàêжå, ÷òî äëÿ ðàзíых âèäîâ àíòàðêòè-
÷åñêèх бàöèëë хàðàêòåðíî åщå îäíî âàжíîå ñâîéñòâî – ñпîñîбíîñòü ê гèäðîëèзó 
ñëîжíîэфèðíîé ñâÿзè â ìîëåêóëàх òàêèх ñóбñòðàòîâ, êàê îëèâêîâîå ìàñëî è ðàз-
ëè÷íыå ñèíòåòè÷åñêèå òâèíы. иñпîëüзîâàíèå òàêèх ðàзëè÷íых ñóбñòðàòîâ пîзâîëèëî 
âыÿâèòü ñóщåñòâåííыå âèäîâыå è äàжå шòàììîâыå ðàзëè÷èÿ эòèх ìèêðîîðгàíèзìîâ. 
Тàê, íàèбîëåå àêòèâíыìè пðè гèäðîëèзå îëèâêîâîгî ìàñëà быëè шòàììы B. silves-
tris À7 (56,5 åä/ìë), B. subtilis À2, À4, À23/1, À5/3, À23/2 (îò 45,5 äî 52 åä/ìë), Bacil-
lus spp. À10, À13 (îò 32,5 äî 40 åä/ìë) è шòàììы B. licheniformis 6/2, 6/3 (26–35,5 
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åä/ìë). Нèзêóю àêòèâíîñòü пðîÿâèëè шòàììы В. subtilis À5, À5/1, À8, À5/2 (îò 1,5 
äî 11,5 åä/ìë). Пðè èñпîëüзîâàíèè òâèíà â êà÷åñòâå ñóбñòðàòà бàêòåðèè âыÿâèëè 
бîëåå âыñîêóю ñòåпåíü ëèпàзíîé àêòèâíîñòè, êîòîðàÿ íà 57–124% пðåâышàëà 
àêòèâíîñòü гèäðîëèзà èìè îëèâêîâîгî ìàñëà. Тàêóю íåîäíàзíà÷íîñòü äåéñòâèÿ 
òâèíîâ è îëèâêîâîгî ìàñëà íà ëèпàзíóю àêòèâíîñòü ìèêðîîðгàíèзìîâ íåêîòîðыå 
èññëåäîâàòåëè îбъÿñíÿюò ðàзëè÷íîé пðîíèöàåìîñòüю êëåòî÷íых ìåìбðàí пîä èх 
âëèÿíèåì è ñâÿзàííыì ñ эòèì пîâышåííыì âыхîäîì фåðìåíòîâ â êóëüòóðàëüíóю 
жèäêîñòü, à îòñóòñòâèå ñòèìóëèðóющåгî äåéñòâèÿ îëèâêîâîгî ìàñëà, âèäèìî, íà-
êîпëåíèåì â ñðåäå â ðåзóëüòàòå åгî гèäðîëèзà îëåèíîâîé êèñëîòы, êîòîðàÿ èíгè-
бèðóåò бèîñèíòåз ëèпàз [2, 6, 9]. 

Нàðÿäó ñ эòèì òâèíы, бóäó÷è ââåäåííыìè â пèòàòåëüíóю ñðåäó, ÿâëÿюòñÿ 
ëó÷шèì ñóбñòðàòîì, ÷åì ìàñëà. Эìóëüгàòîðàìè пîíèжàюò пîâåðхíîñòíîå íàòÿ-
жåíèå íà гðàíèöå жèð-âîäà, è òîгäà жèð ëó÷шå ñìåшèâàåòñÿ ñ âîäîé, îбðàзóÿ 
эìóëüñèю, бîëåå äîñòóпíóю äëÿ äåéñòâèÿ ëèпàз [9, 14]. Тàêàÿ ñпåöèфè÷íîñòü пðî-
ÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè бàêòåðèé íåðåäêî îпðåäåëÿåò èх зíà÷åíèå пðè îпðåäåëåíèè 
пðèðîäíîгî ìåñòîîбèòàíèÿ â бèîгåîöåíîзàх, âåäü îäíèì èз пóòåé пðîíèêíîâåíèÿ 
ìèêðîîðгàíèзìîâ ÷åðåз пîêðîâы ðàñòåíèé ìîжåò быòü èìåííî фåðìåíòàòèâíыé 
гèäðîëèз ëèпèäîâ [11]. 

Пðè àíàëèзå эòîгî ìàòåðèàëà зàñëóжèâàåò âíèìàíèÿ èìåííî òî, ÷òî èññëå-
äóåìыå бàöèëëы îбëàäàюò ñпîñîбíîñòüю гèäðîëèзîâàòü íå òîëüêî жèäêèå, íî è 
òâåðäыå òâèíы, êîòîðыå êàê ñîñòàâíыå ðàзíîîбðàзíых жèðîпîäîбíых âåщåñòâ 
– âîñêîâ ó ðàñòåíèé ñ âîñêîâыì íàëåòîì, âыпîëíÿюò âàжíóю бèîëîгè÷åñêóю 
фóíêöèю пðè ðåгóëèðîâàíèè èх âîäíîгî ðåжèìà è пðåäîхðàíåíèÿ îò íåбëàгîпðè-
ÿòíых âëèÿíèé îêðóжàющåé ñðåäы (âыñыхàíèÿ, пîíèжåíèÿ ñìà÷èâàíèÿ, пîðàжåíèÿ 
ìèêðîîðгàíèзìàìè, à òàêжå âî âðåìÿ пîêîÿ èëè àäàпòàöèè) [12]. Нà íàш âзгëÿä 
эòî íåìàëîâàжíî äëÿ Аíòàðêòèêè ñ åå ñóðîâыìè óñëîâèÿìè. 

Тàêèì îбðàзîì, пîëó÷åííыå äàííыå пîêàзàëè, ÷òî âñå âыäåëåííыå шòàììы 
èññëåäîâàííых àíòàðêòè÷åñêèх бàöèëë îбëàäàюò ñпîñîбíîñòüю ðàñщåпëÿòü öåëëю-
ëîзó, öåëëîбèîзó, êñèëàí, пåêòèí, îëèâêîâîå ìàñëî è òâèíы è ÿâëÿюòñÿ àêòèâíыìè 
пðîäóöåíòàìè гèäðîëàз, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ñâèäåòåëüñòâîì îгðîìíîé фåðìåíòàòèâíîé 
âîîðóжåííîñòè эòèх бàêòåðèé è îòðàжàåò óíèâåðñàëüíîñòü èх жèзíåííîé ñè-
ñòåìы, ñпîñîбíîé èñпîëüзîâàòü ñàìыå ðàзíыå пðèðîäíыå ñóбñòðàòы. Пîêàзàíî, 
÷òî íàèбîëåå àêòèâíî èìè ðàщåпëÿëèñü öåëëюëîзà è öåëëîбèîзà, ìåíåå àêòèâíî 
êñèëàíîñîäåðжàщèå ñóбñòðàòы. Уñòàíîâëåíî òàêжå íàëè÷èå ó íèх пîëèгàëàêòóðî-
íàзы è îòñóòñòâèå пåêòèíэñòåðàзы. Âыäåëåííыì шòàììàì àíòàðêòè÷åñêèх бàöèëë 
ñâîéñòâåííà ñпîñîбíîñòü гèäðîëèзîâàòü òàêèå ñóбñòðàòы êàê îëèâêîâîå ìàñëî è 
ñèíòåòè÷åñêèå òâèíы. 

Пîëó÷åííыå äàííыå пîêàзыâàюò пåðñпåêòèâы пîòåíöèàëüíîгî èñпîëüзîâàíèÿ 
èññëåäîâàííых шòàììîâ бàêòåðèé â бèîòåхíîëîгèè â êà÷åñòâå íåèñ÷åðпàåìîгî 
èñòî÷íèêà пîëåзíых пðîäóêòîâ, â òîì ÷èñëå öåëëюëàз, êñèëàíàз, пåêòèíàз, ëèпàз 
è äðóгèх гèäðîëèòè÷åñêèх фåðìåíòîâ. 
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hydrolASe Activity of AntArctic BAcilli

Summary

Strains of bacteria were isolated from Antarctica soil after identification they 
were attributed to genus Bacillus. The opportunity of participation of isolated bacilli 
in the degradation of various natural substrates has been studied.

It is supposed that such natural extreme habitat as Antarctic Region is not ca-
sual for the investigated bacteria and displays universality of their vital system. It is 
shown that Antarctic strains of bacteria are capable to produce hydrolytic enzymes 
complexes – cellulases, xylanases, pectinases and lipases and are the perspective 
cultures for using in biotechnology.

K e y  w o r d s: Antarctica, bacteria of genus Bacillus, hydrolytic enzymes.
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ГIДРОЛАЗНА АКТИВНІСТЬ АНТАРКТИЧНИХ БАЦИЛ

Реферат

Iз ґðóíò³â Аíòàðêòèäè âèä³ëåí³ шòàìè бàêòåð³é, ÿê³ п³ñëÿ ³äåíòèф³êàö³ї бóëè 
â³äíåñåí³ äî ðîäó Bacillus. Âèâ÷åíà ìîжëèâ³ñòü âèä³ëåíèх бàöèëë ðîзщ³пëюâàòè 
ð³зíîìàí³òí³ пðèðîäí³ ñóбñòðàòè. 

Пðèпóñêàєòüñÿ, щî òàêå пðèðîäíå åêñòðåìàëüíå ì³ñöåзíàхîäжåííÿ ÿê Аíòàð-
êòèêà є íå âèпàäêîâèì äëÿ äîñë³äжåíèх бàêòåð³é ³ â³äîбðàжàє óí³âåðñàëüí³ñòü їх 
жèòòєâîї ñèñòåìè. Пîêàзàíî, щî àíòàðêòè÷í³ шòàìè бàêòåð³é зäàòí³ пðîäóêóâàòè 
êîìпëåêñè г³äðîë³òè÷íèх фåðìåíò³â – öåëëюëàз, êñèëàíàз, пåêòèíàз ³ ëiпàз òà є 
пåðñпåêòèâíèìè äëÿ зàñòîñóâàííÿ ó б³îòåхíîëîг³ї.

К ë ю ÷ î â ³  ñ ë î â à: Аíòàðêòèäà, бàêòåð³ї ðîäó Bacillus, г³äðîë³òè÷í³ 
фåðìåíòè.
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МІКРОБІОТА НАФТОЗАБРУДНЕНОГО ¥ÐУÍÒУ, 
ÐÅÊУËьÒИВÎВАÍÎÃÎ ÐÎсËИÍАÌИ CAREx HIRTA

Проанаëізовано динаміку чисеëьності ´рунтовиõ мікроорãанізмів основниõ 
фізіоëоãічниõ ãруп (цеëюëозоруйнівні, азотфіксуваëьні, нітрифікуваëьні, 
денітрифікатори, амоніфікатори, дріжджі) нафтозабрудненоãо ´рунту, 
рівень мікробної деструкції вуãëеводнів та особëивості впëиву на ці проце-
си рекуëьтивації осокою шершавою Carex hirta та вторинноãо заростання 
росëинами. В перші місяці пісëя нафтовоãо забруднення виявëено знижен-
ня чисеëьності мікроорãанізмів баãатьоõ фізіоëоãічниõ ãруп та водночас 
активізацію розвитку вуãëеводнеутиëізуваëьної мікробіоти. Відмічено пози-
тивний впëив C. hirta на ріст мікроорãанізмів біëьшості фізіоëоãічниõ ãруп та 
рівень мікробної деструкції вуãëеводнів нафти в перші місяці пісëя забруднен-
ня. Через 1,5 роки кіëькість мікроорãанізмів усіõ фізіоëоãічниõ ãруп практично 
повністю відновиëась, а вміст вуãëеводнів у ´рунті був заëишковим. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а: нафтозабруднений ´рунт, мікроорãанізми, Carex 
hirta.

Кîìб³íîâàíà ðåêóëüòèâàö³ÿ íàфòîзàбðóäíåíèх ґðóíò³â зà ó÷àñòю ì³êðîîðгàí³-
зì³â òà ðîñëèí є пåðñпåêòèâíèì ìåòîäîì їх î÷èщåííÿ [1]. Ц³êàâèì â öüîìó пëàí³ 
є âèêîðèñòàííÿ îñîêè шåðшàâîї Carex hirta. Дàíà ðîñëèíà íàфòîñò³éêà, її äîâг³ 
êîðåíåâèщà пîêðàщóюòü пîâ³òðÿíî-âîäíèé ðåжèì ґðóíòó, à âèä³ëåííÿ êîðåíåâèщ 
збàгà÷óюòü ґðóíò ì³íåðàëüíèìè òà îðгàí³÷íèìè ðå÷îâèíàìè [2, 3, 4]. Ц³ фàêòîðè 
ñпðèÿюòü ³íòåíñèф³êàö³ї ðîзâèòêó â íàфòîзàбðóäíåíèх ґðóíòàх ì³êðîîðгàí³зì³â 
äåñòðóêòîð³â òà àêòèâíîìó âòîðèííîìó зàðîñòàííю ґðóíò³â ðîñëèíàìè. 

Ìåòîю ðîбîòè бóâ ìîí³òîðèíг зà пðîöåñîì â³äíîâëåííÿ ґðóíò³â â³ä íàфòîâîгî 
зàбðóäíåííÿ пðè ðåêóëüòèâàö³ї îñîêîю шåðшàâîю òà бåз ðåêóëüòèâàö³éíèх зàхîä³â, 
êîëè ґðóíòîâ³ ì³êðîîðгàí³зìè бóëè îñíîâíèì фàêòîðîì ñàìîâ³äíîâëåííÿ ґðóíò³â 
äëÿ îö³íêè åфåêòèâíîñò³ ф³òîì³êðîбîðåìåä³àö³ї. Дëÿ öüîгî бóëî пðîâåäåíî àíàë³з 
äèíàì³êè ÷èñåëüíîñò³ ґðóíòîâîї ì³êðîб³îòè îñíîâíèх ф³з³îëîг³÷íèх гðóп, âèзíà÷åííÿ 
ð³âíÿ ì³êðîбíîї äåñòðóêö³ї âóгëåâîäí³â íàфòè òà îñîбëèâîñò³ âпëèâó íà ö³ пðîöåñè 
ðåêóëüòèâàö³ї îñîêîю шåðшàâîю C. hirta.

Матерiали i методи
еêñпåðèìåíòàëüí³ äîñë³äжåííÿ пðîâîäèëè пðîòÿгîì 18 ì³ñÿö³â з гëèíèñòèìè 

ґðóíòàìè, ÿê³ пåðåâàжàюòü б³ëÿ íàфòîâèх ñâåðäëîâèí Пðèêàðпàòñüêîгî ðåг³îíó òà 
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пîñò³éíî зàзíàюòü íàфòîâîї êîíòàì³íàö³ї. Дëÿ ìîäåëюâàííÿ пðîöåñó зàбðóäíåííÿ 
âèêîðèñòàíî íåî÷èщåíó íàфòó ³з Бîðèñëàâñüêîї ñâåðäëîâèíè â ê³ëüêîñò³ 5, 50 ³ 75 
г/êг ñóхîгî ґðóíòó. Пîëîâèíó äîñë³äíèх ґðóíò³â ðåêóëüòèâóâàëè îñîêîю шåðшà-
âîю C. hirta, ÿêó äëÿ öüîгî ñпåö³àëüíî âèñàäжóâàëè â íàфòîзàбðóäíåíèé ґðóíò 
÷åðåз ì³ñÿöü п³ñëÿ зàбðóäíåííÿ. Iíшà ÷àñòèíà äîñë³äíèх зðàзê³â бóëà пîзбàâëåíà 
ðîñëèííîгî пîêðèâó. Чåðåз ð³ê п³ñëÿ âíåñåííÿ íàфòîâîгî зàбðóäíåííÿ â óñ³х зðà-
зêàх ґðóíòó ñпîñòåð³гàëîñÿ âòîðèííå зàðîñòàííÿ ðîñëèíàìè. Нàéб³ëüш ³íòåíñèâíî 
ðîñëèíè ðîзâèâàëèñü â ґðóíò³, ðåêóëüòèâîâàíîìó îñîêîю шåðшàâîю. 

Дëÿ âèä³ëåííÿ з ґðóíòó âiëüíîжèâó÷èх àзîòфiêñàòîð³â, öåëюëîзî-äåñòðóêòîð³â, 
í³òðèф³êàòîð³â, äåí³òðèф³êàòîð³â, àìîí³ф³êàòîð³â, äð³жäж³â âèêîðèñòîâóâàëè ñåëå-
êòèâí³ ñåðåäîâèщà ешбi, Гåò÷åíñîíà, êðîхìàëî-àì³à÷íèé àгàð, ñåðåäîâèщå Чàпåêà, 
Г³ëüòàÿ, Бààëñðóäà, ì’ÿñî-пåпòîííèé àгàð, ñóñëî-àгàð [5]. Âèÿâëåííÿ àíàåðîбíèх 
ì³êðîîðгàí³зì³â пðîâîäèëè зà äîпîìîгîю ñèñòåìè Anaeropack [6]. Âèä³ëåííÿ òà äî-
ñë³äжåííÿ ðîñòó âóгëåâîäíåóòèë³зóâàëüíèх ì³êðîîðгàí³зì³â пðîâîäèëè íà ñåðåäîâè-
щàх, äå äжåðåëîì âóгëåöю бóëà íåî÷èщåíà íàфòà. Яê åìóëüгàòîð âèêîðèñòîâóâàëè 
SPAN 80 (ñîðб³òàíìîíîîëåàò). Зàб³ð ñåðåäíüîї пðîбè ґðóíòó, п³äгîòîâêó зðàзêà, 
âèгîòîâëåííÿ ґðóíòîâîї ñóñпåíз³ї, âèñ³â íà â³äпîâ³äí³ ñåðåäîâèщà пðîâîäèëè ÿê îпè-
ñàíî [7]. К³ëüê³ñòü êëiòèí ìiêðîîðгàíiзìiâ (КУÎ –êîëîí³єóòâîðюâàëüíèх îäèíèöü) â 
1 г ñóхîгî ґðóíòó âèзíà÷àëè, âðàхîâóю÷è ðîзâåäåííÿ ñóñпåíз³ї i âiäíîñíó âîëîгiñòü 
ґðóíòó. Îбðàхóíîê ê³ëüêîñò³ êë³òèí öåëюëîзî-óòèë³зóâàëüíèх ì³êðîîðгàí³зì³â пðîâî-
äèëè, âðàхîâóю÷è ñòóп³íü îбðîñòàííÿ ÷àñòî÷îê ґðóíòó íà ñåëåêòèâíîìó ñåðåäîâèщ³ 
[7]. Âì³ñò âóгëåâîäí³â ó ґðóíò³ âèзíà÷àëè зà ìîäèф³êîâàíîю ìåòîäèêîю [8] шëÿхîì 
åêñòðàêö³éíîгî êîíöåíòðóâàííÿ íàфòîпðîäóêò³â з ґðóíòó òåòðàхëîðèäîì âóгëåöю з 
íàñòóпíèì IЧ-ñпåêòðîñêîп³÷íèì âèзíà÷åííÿì зà êàë³бðóâàëüíèì гðàф³êîì.

Результати та їх обговорення
Â пåðш³ ì³ñÿö³ п³ñëÿ íàфòîâîгî зàбðóäíåííÿ â ґðóíòàх бåз ðåêóëüòèâàö³éíèх 

зàхîä³â âèÿâëåíî пðèгí³÷óâàëüíèé âпëèâ íàфòè íà ÷èñåëüí³ñòü б³ëüшîñò³ äîñë³äжó-
âàíèх ф³з³îëîг³÷íèх гðóп àåðîбíèх ì³êðîîðгàí³зì³â: âiëüíîжèâó÷èх àзîòфiêñàòîð³â, 
äåñòðóêòîð³â öåëюëîзè, í³òðèф³êàòîð³â, àìîí³ф³êàòîð³â, äð³жäж³â. Тàê, íàпðèêëàä, 
â зàбðóäíåíîìó íàфòîю ґðóíò³ (75 г íàфòè/êг ñóхîгî ґðóíòó) бåз ðåêóëüòèâàö³éíèх 
зàхîä³â ð³ñò í³òðèф³êàòîð³â пðàêòè÷íî бóâ â³äñóòí³é, ê³ëüê³ñòü öåëюëîзîðóéí³âíèх 
ì³êðîîðгàí³зì³â зíèзèëàñü ó 6,31 ðàзè, àзîòфiêñàòîð³â ì³êðîîðгàí³зì³â ó 5,46 ðàзè, 
àåðîбíèх äð³жäж³â â 6,91 ðàзè пîð³âíÿíî з їх ÷èñåëüí³ñòю ó êîíòðîëüíîìó зðàзêó 
ґðóíòó бåз зàбðóäíåííÿ (ðèñ. 1–3). Дàíà òåíäåíö³ÿ äî зìåíшåííÿ ê³ëüêîñò³ ì³êðîîð-
гàí³зì³â ñпîñòåð³гàëàñÿ â ґðóíòàх ³з íàфòîю ó âñ³х äîñë³äжóâàíèх êîíöåíòðàö³ÿх.

Â òîé жå ÷àñ â³äбóâàâñÿ àêòèâíèé ðîзâèòîê àíàåðîбíèх ì³êðîîðгàí³зì³â, ÿê³, 
éìîâ³ðíî, бðàëè ó÷àñòü ó äåñòðóêö³ї âóгëåâîäí³â íàфòè. Дàíèé åфåêò ìîжíà пî-
ÿñíèòè òèì, щî íàфòîâå зàбðóäíåííÿ зóìîâëює зб³ëüшåííÿ ê³ëüêîñò³ àíàåðîбíèх 
зîí ґðóíòó òà зàбåзпå÷óє ñòâîðåííÿ îпòèìàëüíèх óìîâ äàí³é гðóп³ ì³êðîîðгàí³зì³â. 
Зâàжàю÷è íà ñó÷àñí³ äàí³ пðî пðîöåñè àíàåðîбíîгî êàòàбîë³зìó âóгëåâîäí³â [9] 
ö³êàâî бóëî пðîñë³äêóâàòè зà äèíàì³êîю ÷èñåëüíîñò³ àíàåðîбíèх ì³êðîîðгàí³зì³â â 
íàфòîзàбðóäíåíèх ґðóíòàх, à îñîбëèâî, äð³жäж³â, ñåðåä ÿêèх бàгàòî âèä³â íàëåжàòü 
äî àêòèâíèх àåðîбíèх äåñòðóêòîð³â âóгëåâîäí³â íàфòè [10]. Â íàфòîзàбðóäíåíèх зðà-
зêàх ґðóíòó âèÿâëåíî зðîñòàííÿ ê³ëüêîñò³ àíàåðîбíèх äð³жäж³â òà äåí³òðèф³êàòîð³â. 
Тàê, ÷åðåз 3 ì³ñÿö³ п³ñëÿ âíåñåííÿ â ґðóíò íàфòè ê³ëüê³ñòü àíàåðîбíèх äð³жäж³â 
зðîñëà ó 1,07–5,99 ðàз³â пîð³âíÿíî ³з ґðóíòîì бåз зàбðóäíåííÿ (ðèñ. 4). 
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Рис. 1 Динамiка чисельностi целюлозоруйнiвних мiкроорганiзмiв 
нафтозабрудненого ´рунту: а) без рекультивацiї; б) рекультивованого C. hirta

Fig. 1 Dynamics of celluloseruined microorganisms quantity of oil contaminated 
soil: a) without recultivation;  b) recultivated by C. hirta
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Рис. 2 Динамiка чисельностi азотфiксувальних мiкроорганiзмiв нафтозабрудненого 
´рунту: а) без рекультивацiї  б) рекультивованого C. hirta

 Fig. 2 Dynamics of nitrogen-fixing microorganisms quantity of oil contaminated 
soil: a) without recultivation; b) recultivated by C. hirta
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Рис. 3 Динамiка чисельностi аеробних дрiжджiв нафтозабрудненого ´рунту:  
а) без рекультивацiї; б) рекультивованого C. hirta

Fig. 3 Dynamics of aerobic yeast quantity of oil contaminated soil:  
a) without recultivation; b) recultivated by C. hirta
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Рис. 4 Динамiка чисельностi анаеробних дрiжджiв нафтозабрудненого ´рунту:  
а) без рекультивацiї; б) рекультивованого C. hirta 

Fig. 4 Dynamics of  anaerobic yeast quantity of oil contaminated soil: 
a) without recultivation; b) recultivated by C. hirta
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Îñîêà шåðшàâà, пîгëèíàю÷è íàфòó, зíèжóâàëà її òîêñè÷íèé åфåêò òà ñòâîðюâà-
ëà îпòèìàëüí³ óìîâè äëÿ ðîзâèòêó ì³êðîîðгàí³зì³â, òîìó â ðåêóëüòèâîâàíîìó ґðóíò³ 
÷èñåëüí³ñòü ì³êðîîðгàí³зì³â б³ëüшîñò³ пðîàíàë³зîâàíèх ф³з³îëîг³÷íèх гðóп бóëà 
âèщîю, í³ж ó ґðóíò³ бåз ðîñëèí (ðèñ. 1–4). Тàê, íàпðèêëàä, ó ґðóíòàх ³з íàфòîю 
(50 г/êг ñóхîгî ґðóíòó) з âèñàäжåíîю îñîêîю шåðшàâîю ê³ëüê³ñòü àзîòф³êñàòîð³â 
бóëà â 3,6 ðàзè âèщîю, í³òðèф³êàòîð³â â 2,3 ðàзè, äð³жäж³â â 1,6 ðàзè, öåëюëîзî-
ðóéí³âíèх ì³êðîîðгàí³зì³â â 1,1 ðàзè, í³ж пîпóëÿö³ÿ ì³êðîîðгàí³зì³â öèх ф³з³îëîг³÷-
íèх гðóп ó ґðóíòàх з àíàëîг³÷íèì зàбðóäíåííÿì íàфòîю, àëå бåз ðåêóëüòèâàö³éíèх 
зàхîä³â. Âèÿâëåíî зäàòí³ñòü ì³êðîîðгàí³зì³â, âèä³ëåíèх з íàфòîзàбðóäíåíîгî ґðóíòó, 
óòèë³зóâàòè âóгëåâîäí³ íàфòè.

C. hirta пîзèòèâíî âпëèâàëà ³ íà ð³âåíü ì³êðîбíîї äåñòðóêö³ї âóгëåâîäí³â íà-
фòè. Цåé åфåêò îñîбëèâî âèÿâëÿâñÿ ó пåðш³ ì³ñÿö³ п³ñëÿ зàбðóäíåííÿ. Â ґðóíòàх, 
зàñàäжåíèх îñîêîю шåðшàâîю ð³âåíü ì³êðîбíîї äåñòðóêö³ї âóгëåâîäí³â бóâ âèщèì 
íà 6,1%, í³ж â ґðóíòàх бåз ðåêóëüòèâàö³éíèх зàхîä³â. Зà 3 ì³ñÿö³ âì³ñò âóгëåâîäí³â 
зíèзèâñÿ íà 75,3% ³ 81,4% (òàбë.) ó зðàзêàх ґðóíòó â³äпîâ³äíî бåз ðîñëèí òà з 
îñîêîю шåðшàâîю.

Тàбëèöÿ 
Бiодеградацiя нафти в ´рунтi протягом 12 мiсяцiв при рекультивацiї осокою 

шершавою C. hirta та без рекультивацiйних заходiв

Table 
Biodegradation of oil in soil for 12 months being recultivated by Carex hirta and 

without any recultivative methods

Рекультивацiйнi заходи 
Вихiдний вмiст нафти у 

´рунтi, г/кг

Очищення ´рунту вiд нафти, %

3 мiс 12 мiс

íå пðîâîäèëè

пðîâîäèëè

50,0

50,0

75,3±2,28*

81,4±1,65*

93,2±1,24*

97,6±1,98*

Пðèì³òêà: * – ð³зíèöÿ ì³ж êîíòðîëüíèì ³ äîñë³äíèìè âàð³àíòàìè äîñòîâ³ðíà 
пðè Р<0,05 

Чåðåз 18 ì³ñ п³ñëÿ íàфòîâîгî зàбðóäíåííÿ ê³ëüê³ñòü ì³êðîîðгàí³зì³â óñ³х ф³-
з³îëîг³÷íèх гðóп пðàêòè÷íî пîâí³ñòю â³äíîâèëàñÿ, à àíàåðîбíèх ì³êðîîðгàí³зì³â 
зíèзèëàñÿ ³ бóëà бëèзüêîю äî ð³âíÿ їх ÷èñåëüíîñò³ ó êîíòðîëüíèх зðàзêàх ґðóíòó 
бåз зàбðóäíåííÿ (ðèñ. 1–4). Зà öåé пåð³îä âì³ñò íàфòîпðîäóêò³â â óñ³х ґðóíòîâèх 
пðîбàх зíèзèâñÿ äî зàëèшêîâîгî (òàбë.). 

Тàêèì ÷èíîì, âèÿâëåíî пîзèòèâíèé âпëèâ C. hirta íà ÷èñåëüí³ñòü ì³êðîîðгà-
í³зì³â ґðóíòîâîї ì³êðîб³îòè äîñë³äжóâàíèх ф³з³îëîг³÷íèх гðóп òà ð³âåíü ì³êðîбíîї 
äåñòðóêö³ї âóгëåâîäí³â íàфòè. Îòðèìàí³ ðåзóëüòàòè âêàзóюòü íà пåðñпåêòèâí³ñòü 
зàñòîñóâàííÿ ðåêóëüòèâàö³ї C. hirta äëÿ ф³òîì³êðîбîðåìåä³àö³ї íàфòîзàбðóäíåíèх 
ґðóíò³â.
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MicroorgAniSMS of oil PollUted SoilS recUltivAted 
By CAREx HIRTA

Summary

It has been conducted monitoring for the natural self-recovery of oil polluted 
loamy grounds by soil microorganisms as a basic factor and observing for recovering 
process in the soils recultivated by Carex hirta. 

Quantity of microorganisms most of the investigated physiological groups was 
reduced in the first months after oil pollution, the intensific development of hydrocar-
bon-utilizing microorganisms in ground was observed at the same time. The positive 
effect of C. hirta on the processes of microorganisms growth most of physiological 
groups and microbial destruction of hydrocarbon was revealed in the first months 
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after oil pollution. Quantity of microorganisms of all physiological groups practically 
completely recovering and hydrocarbon contents in soil was remained in 18 months 
after oil pollution. 

An oil-resistant and long-rooted plant C. hirta favours the intensific development 
of oil-destructive microorganisms ³n polluted soil and accordingly positively influ-
ences on the level of microbial destruction of oil hydrocarbons. Using of C. hirta and 
microorganisms in complex of bioremediation measures is a perspective method for 
soil purification from oil contamination.

К e y  w o r d s: oil polluted soil, microorganisms, Carex hirta.
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МИКРОБИОТА НЕФТЕЗАГРЯЗНёННОЙ ПОЧВЫ, 
ÐÅÊУËьÒИВИÐÎВАÍÍÎЙ ÐАсÒÅÍИßÌИ CAREx HIRTA

Реферат

Пðîâåäåí ìîíèòîðèíг пðèðîäíîгî пðîöåññà ñàìîâîññòàíîâëåíèÿ íåфòåзà-
гðÿзíёííых гëèíèñòых гðóíòîâ пðè ó÷àñòèè пî÷âåííых ìèêðîîðгàíèзìîâ êàê 
îñíîâíîгî фàêòîðà, à òàêжå íàбëюäåíèå зà хîäîì эòîгî пðîöåññà â гðóíòàх ñî 
ñпåöèàëüíî âыñàжåííîé îñîêîé шåðшàâîé Carex hirta. 

Â пåðâыå ìåñÿöы пîñëå íåфòÿíîгî зàгðÿзíåíèÿ âыÿâëåíî ñíèжåíèå ÷èñëåí-
íîñòè ìèêðîîðгàíèзìîâ бîëüшèíñòâà èññëåäóåìых фèзèîëîгè÷åñêèх гðóпп è 
îäíîâðåìåííî àêòèâèзàöèю ðàзâèòèÿ óгëåâîäîðîäóòèëèзèðóющåé ìèêðîбèîòы. 
Îòìå÷åíî пîзèòèâíîå âëèÿíèå C. hirta íà ðîñò ìèêðîîðгàíèзìîâ бîëüшèíñòâà 
фèзèîëîгè÷åñêèх гðóпп è óðîâåíü ìèêðîбíîé äåñòðóêöèè óгëåâîäîðîäîâ íåфòè â 
пåðâыå ìåñÿöы пîñëå зàгðÿзíåíèÿ. Чåðåз 1,5 гîäà ÷èñëåííîñòü ìèêðîîðгàíèзìîâ 
âñåх фèзèîëîгè÷åñêèх гðóпп пðàêòè÷åñêè пîëíîñòüю âîññòàíîâèëàñü, à ñîäåðжàíèå 
óгëåâîäîðîäîâ â пî÷âå быëî îñòàòî÷íыì. 

Нåфòåñòîéêàÿ, äîëгîêîðåíåâèщíàÿ C. hirta ñпîñîбñòâóåò èíòåíñèфèêàöèè 
ðàзâèòèÿ ìèêðîîðгàíèзìîâ-äåñòðóêòîðîâ íà íåфòåзàгðÿзíёííых гðóíòàх è ñîîò-
âåòñòâåííî äåñòðóêöèè óгëåâîäîðîäîâ íåфòè. иñпîëüзîâàíèå C. hirta â êîìпëåêñå 
ìèêðîбîфèòîðåìåäèàöèîííых ìåðîпðèÿòèé ÿâëÿåòñÿ пåðñпåêòèâíыì ìåòîäîì î÷è-
щåíèÿ îêðóжàющåé ñðåäы îò íåфòÿíых зàгðÿзíåíèé. 

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à: íåфòåзàгðÿзíåííàÿ пî÷âà, ìèêðîîðгàíèзìы, Carex 
hirta.
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ВПЛИВ КОМПЛЕКСIВ ГЕРМАНIЮ (IV)  
З сАËiÖИËАËьÃiäÐАЗÎÍАÌИ ÕËÎÐÁÅÍЗÎЙÍÎЇ  

ÒА ÍiÒÐÎÁÅÍЗÎЙÍÎЇ ÊИсËÎÒ ÍА ВÌiсÒ ÎсÍÎВÍИÕ 
ПОПУЛЯЦIЙ I СУБПОПУЛЯЦIЙ ЛIМФОЦИТIВ  

У МИШЕЙ ПРИ ЗАПАЛЕННI

Показано, що при запаëенні, викëиканому зимозаном, імунореãуëяторний 
коефіцієнт (CD4/CD8) зростає в 1,8 рази, що свідчить про активацію імунної 
системи. На тëі запаëення також на 70% підвищується кіëькість NK-кëітин. 
Досëіджувані координаційні споëуки ãерманію знижують чисëо натураëьниõ 
кіëерів, вміст Т-õеëперів і підвищують кіëькість Т-супресорів, що призводить 
до зменшення співвідношення CD4/CD8.

К ë ю ч о в і  с ë о в а: ãерманій (IV), координаційні споëуки, ëімфоцити, за-
паëення.

Нåñòåðîїäí³ пðîòèзàпàëüí³ пðåпàðàòè (НПЗП) íàëåжàòü äî ÷èñëà íàé÷àñò³шå 
пðèзíà÷óâàíèх “ñèìпòîìàòè÷íèх” пðåпàðàò³â, щî зóìîâëåíî óí³êàëüíèì пîєäíàí-
íÿì â íèх пðîòèзàпàëüíèх, àíàëüгåòè÷íèх, жàðîзíèжóâàëüíèх ³ àíòèòðîìбîòè÷íèх 
âëàñòèâîñòåé, ÿêîгî íå ìàюòü ³íш³ ë³êàðñüê³ зàñîбè [1, 3, 6]. 

Сó÷àñí³ п³äхîäè äî ñòâîðåííÿ íîâèх НПЗП бàзóюòüñÿ íà пîшóêó ñпîëóê, щî 
ìàюòü ìåíшó òîêñè÷í³ñòü òà íå пîñòóпàюòüñÿ àêòèâí³ñòю ³ñíóю÷èì пðåпàðàòàì 
äàíîї гðóпè [1]. Нà ñüîгîäí³шí³é äåíü, пåðñпåêòèâíèì є òàêîж ñòâîðåííÿ НПЗП з 
³ìóíîìîäóëюâàëüíîю ä³єю [4].

У пîпåðåäí³х ðîбîòàх íàìè бóëè â³ä³бðàí³, шëÿхîì ñêðèí³íгîâèх äîñë³äжåíü, 
êîìпëåêñí³ ñпîëóêè гåðìàí³ю (IV) з íàéб³ëüш âèñîêîю пðîòèзàпàëüíîю àêòèâí³ñòю 
([Ge(3-Cl-L)2, [Ge(4-NO2-L)2]) [7, 9]. Гåðìàí³é бóâ îбðàíèé ÿê ìåòàë-êîìпëåêñîóòâî-
ðюâà÷ ó зâ’ÿзêó з òèì, щî éîгî ñпîëóêè â³äð³зíÿюòüñÿ âèñîêîю фàðìàêîëîг³÷íîю 
àêòèâí³ñòю ³ â³äíîñíî íèзüêîю òîêñè÷í³ñòю [5].

Аâòîðàìè äîâåäåíî [8], щî пðîòèзàпàëüíà àêòèâí³ñòü êîìпëåêñ³â [Ge(3-Cl-L)2] 
òà [Ge(4-NO2-L)2] îбóìîâëåíà âпëèâîì íà öèòîê³íîâèé пðîф³ëü: âñòàíîâëåíî гàëüìó-
âàííÿ пðîäóêö³ї â îðгàí³зì³ пðîзàпàëüíèх öèòîê³í³â ФНП-α ³ IФН-γ òà ñòèìóëÿö³ю 
ñèíòåзó пðîòèзàпàëüíîгî öèòîê³íà – IЛ-10. Сë³ä зàзíà÷èòè, щî öèòîê³íè пåðåâàжíî 
ñèíòåзóюòüñÿ ð³зíèìè ³ìóíîêîìпåòåíòíèìè êë³òèíàìè [10].

© Î.Â. Н³ê³ò³í, Б.Ì. Гàëê³í, Т.Î. Ф³ë³пîâà, I.Й. Сåéфóëë³íà, Н.Â. Шìàòêîâà, 2009
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Ìåòîю äîñë³äжåííÿ бóëî âèâ÷åííÿ âпëèâó êîìпëåêñ³â гåðìàí³ю (IV) з ñàë³-
öèëàëüг³äðàзîíàìè хëîðбåíзîéíîї òà г³äðîêñèбåíзîéíîї êèñëîò íà âì³ñò îñíîâíèх 
пîпóëÿö³é òà ñóбпîпóëÿö³é ë³ìфîöèò³â â óìîâàх åêñпåðèìåíòàëüíîгî зàпàëåííÿ.

Матерiали i методи 
Дîñë³äжåííÿ пðîâîäèëè íà б³ëèх бåзпîðîäíèх ìèшàх ìàñîю 17–22 г (ó êîжí³é 

гðóп³ пî 8 òâàðèí) íà ìîäåë³ зàпàëåííÿ – шåñòèäåííîгî пîâ³òðÿíîгî ì³шêà [11]. Дëÿ 
â³äòâîðåííÿ зàпàëåííÿ òâàðèí àíåñòåзóâàëè, п³ñëÿ ÷îгî п³ä шê³ðó íà ñпèí³ ââîäèëè 
5 ìë пîâ³òðÿ. Чåðåз 3 äîбè äëÿ п³äòðèìêè ì³шêà ââîäèëè щå 3 ìë пîâ³òðÿ. Нà 6 
äîбó ó ì³шîê ââîäèëè 1 ìë 1% ðîз÷èíó зèìîзàíó ó ф³з³îëîг³÷íîìó ðîз÷èí³. У ðîë³ 
НПЗП бóëè âèêîðèñòàí³: [Ge(3-Cl-L)2] òà [Ge(4-NO2-L)2], ÿê³ бóëè ñèíòåзîâàí³ íà 
êàфåäð³ зàгàëüíîї х³ì³ї ³ пîë³ìåð³â ÎНУ ³ìåí³ I.I. Ìå÷íèêîâà. Дîñë³äжóâàí³ êîìпëå-
êñè ââîäèëè ó äîз³ 50 ìг/êг îäíîðàзîâî ó âèгëÿä³ âîäíîї ñóñпåíз³ї, ñòàб³ë³зîâàíîї 
òâ³íîì-80, âíóòð³шíüîшëóíêîâî àбî бåзпîñåðåäíüî â ì³шîê ÷åðåз 1 гîäèíó п³ñëÿ 
³í’єêö³ї зèìîзàíó. 

Â хîä³ äîñë³äжåííÿ âèзíà÷àëè фåíîòèпîâ³ хàðàêòåðèñòèêè ë³ìфîöèò³â:
1. CD3 – зàгàëüíà ê³ëüê³ñòü Т-ë³ìфîöèò³â;
2. CD4 – Т-хåëпåðè (³íäóêòîðè);
3. CD8 – öèòîòîêñè÷í³ Т-ë³ìфîöèòè (ñóпðåñîðè);
4. CD19 – зàгàëüíà ê³ëüê³ñòü Â-ë³ìфîöèò³â; 
5. CD16 – íàòóðàëüí³ ê³ëåðè (NK-êë³òèíè).
Кð³ì òîгî, ðîзðàхîâóâàëè ³ìóíîðåгóëÿòîðíèé ³íäåêñ – ñп³ââ³äíîшåííÿ CD4/CD8. 
Âèзíà÷åííÿ ÷èñëà îñíîâíèх пîпóëÿö³é òà ñóбпîпóëÿö³é ë³ìфîöèò³â ó ë³ìфàòè-

÷íèх âóзëàх зä³éñíюâàëè зà äîпîìîгè ëюì³íåñöåíòíîї ì³êðîñêîп³ї. Кë³òèíè ì³òèëè 
FITC-êîí’югîâàíèìè ìîíîêëîíàëüíèìè àíòèò³ëàìè ф³ðìè «eBioscience», США, äî 
ìèшà÷èх CD19, CD3, CD4, CD8 òà pan NK ðåöåпòîð³â.

Îòðèìàí³ ðåзóëüòàòè îпðàöüîâóâàëè ìåòîäàìè âàð³àö³éíîї ñòàòèñòèêè з âèêî-
ðèñòàííÿì êðèòåð³їâ Ф³шåðà-Сò’юäåíòà, зàñòîñîâóю÷è пðîгðàìó Excel-2000 [2].

Результати дослiдження та їх обговорення
Îòðèìàí³ äàí³ (òàбë.) ñâ³ä÷àòü пðî òå, щî пðè зàпàëåíí³ пîð³âíÿíî з ³íòàêòíèì 

êîíòðîëåì пðèбëèзíî íà 20% зíèжóєòüñÿ â³äíîñíà ê³ëüê³ñòü Т-ë³ìфîöèò³â (CD3), щî 
ìîжå бóòè пîâ’ÿзàíî з àêòèâíîю ì³гðàö³єю öèх êë³òèí ó âîгíèщå зàпàëåííÿ. Îäíî÷à-
ñíî ó ë³ìфîâóзëàх зðîñòàє â³äíîñíèé âì³ñò Â-ë³ìфîöèò³â (CD19). Рåзóëüòàòîì òàêèх 
зì³í ó ñêëàä³ îñíîâíèх пîпóëÿö³é ë³ìфîöèò³â є зíà÷íå зíèжåííÿ ñп³ââ³äíîшåííÿ 
Т-êë³òèíè/Â-êë³òèíè з 4,38 äî 2,91. Нà òë³ зàпàëåííÿ òàêîж ñóòòєâî п³äâèщóєòüñÿ 
ê³ëüê³ñòü NK-êë³òèí – íà 70%, щî êîðåëює з âèñîêèì ð³âíåì γ-³íòåðфåðîíó, ÿêèé 
бóâ âñòàíîâëåíèé íàìè ðàí³шå [8].

Зíà÷íèх зì³í зàзíàє òàêîж ñêëàä ñóбпîпóëÿö³é Т-ë³ìфîöèò³â: íà 34% зðîñòàє 
âì³ñò Т-хåëпåð³â ³ íà 27% зìåíшóєòüñÿ âì³ñò Т-ñóпðåñîð³â. Âíàñë³äîê öüîгî зíà÷íî, 
ìàéжå óäâ³÷³, п³äâèщóєòüñÿ âåëè÷èíà ³ìóíîðåгóëÿòîðíîгî ³íäåêñó. Цå ñâ³ä÷èòü пðî 
àêòèâàö³ю ³ìóííîї ñèñòåìè ³ її ó÷àñòü ó ðåàë³зàö³ї зàпàëüíîї â³äпîâ³ä³.

Дîñë³äжóâàí³ êîìпëåêñí³ ñпîëóêè гåðìàí³ю íå ò³ëüêè ÷èíÿòü пðîòèзàпàëüíó 
ä³ю, àëå ³ ñпðèÿюòü íîðìàë³зàö³ї äåÿêèх ³ìóíîëîг³÷íèх пîêàзíèê³â. Зîêðåìà, ñпî-
ñòåð³гàєòüñÿ зб³ëüшåííÿ â³äíîñíîгî âì³ñòó Т-ë³ìфîöèò³â ñóпðåñîð³â, щî, â ñâîю 
÷åðгó, зìåíшóє зíà÷åííÿ ³ìóíîðåгóëÿòîðíîгî ³íäåêñó.
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Тàбëèöÿ 
Вплив комплексних сполук германiю на вмiст основних популяцiй та субпопуляцiй 

лiмфоцитiв (%) на тлi запалення (M±m; n=8) 

Table
germanium coordination compounds influence on the content of the basic 

lymphocytes populations and subpopulations in the course of inflammation  
(M±m; n=8)

Варiант CD19 CD3 CD4 CD8 CD4/CD8 CD16

Кîíòðîëü 17,2±1,5 75,4±7,2 48,0±5,1 25,8±2,4 1,86±0,17 8,6±0,9

Нåë³êîâàí³
òâàðèíè

21,2±2,0 61,7±5,7* 64,5±6,1* 18,9±1,8* 3,41±0,32* 14,5±1,1*

[Ge(4-NO2-L)2]
per os

20,5±1,9 65,2±6,4 62,5±5,8 26,2±2,7 2,36±0,27 10,6±1,2*

[Ge(4-NO2-L)2]
ó ì³шîê

20,7±2,2 63,8±6,1 64,1±6,0* 20,1±1,7 3,19±0,28* 12,7±1,3*

[Ge(3-Cl-L)2]
per os

20,0±1,9 62,2±6,3 66,7±6,3* 24,9±2,1 2,68±0,24 11,0±1,2*

[Ge(3-Cl-L)2]
ó ì³шîê

22,5±2,0 63,7±6,5 62,3±5,9 19,4±1,9 3,21±0,26* 13,2±1,3*

Пðèì³òêà: * – ð³зíèöÿ â³ðîг³äíà ó пîð³âíÿíí³ з êîíòðîëåì

Тàêèì ÷èíîì, пîðÿä ³з зìåíшåííÿì âì³ñòó â îðгàí³зì³ òâàðèí пðîзàпàëüíèх 
öèòîê³í³â (фàêòîðó íåêðîзó пóхëèí α ³ ³íòåðфåðîíó γ) ö³ ñпîëóêè зíèжóюòü ð³-
âåíü àêòèâàö³ї ³ìóííèх ðåàêö³é. Сë³ä зàзíà÷èòè, щî з бîêó ê³ëüê³ñíèх пîêàзíèê³â 
CD3, CD19, CD16 ³ CD4 ë³ìфîöèò³â âèðàжåíèх зì³í íå â³äбóâàєòüñÿ. Аëå ìîжíà 
пðèпóñòèòè зíèжåííÿ äåÿêèх фóíêö³îíàëüíèх âëàñòèâîñòåé öèх êë³òèí, зîêðåìà, 
NK-êë³òèí, ÿê³ є гîëîâíèìè пðîäóöåíòàìè ³ìóííîгî ³íòåðфåðîíó. Â ö³ëîìó îòðèìàí³ 
ðàí³шå [7–9] ³ íàâåäåí³ ó äàí³é ðîбîò³ ðåзóëüòàòè ñâ³ä÷àòü пðî òå, щî êîìпëåêñí³ 
ñпîëóêè гåðìàí³ю íå ò³ëüêè ñпðèÿòëèâî âпëèâàюòü íà пåðåб³г гîñòðîгî зàпàëåííÿ, 
àëå ³ зàпîб³гàюòü éîгî пåðåхîäó â ³ìóííó фàзó. Тàêîж ñë³ä зàзíà÷èòè, щî ³ìóíî-
ìîäóëюâàëüíà ä³ÿ êîìпëåêñíèх ñпîëóê гåðìàí³ю б³ëüш âèðàжåíà пðè їх âíóòð³ш-
íüîшëóíêîâîìó ââåäåí³.

Тàêèì ÷èíîì, пîêàзàíî, щî íà òë³ зàпàëåííÿ, âèêëèêàíîгî з³ìîзàíîì, ó ë³ìфîâó-
зëàх ìèшåé зíèжóєòüñÿ âì³ñò CD3 ³ äåщî п³äâèщóєòüñÿ ê³ëüê³ñòü CD19 ë³ìфîöèò³â. 
Зà ðàхóíîê зðîñòàííÿ ê³ëüêîñò³ Т-êë³òèí хåëпåð³â ³ зìåíшåííÿ Т-êë³òèí ñóпðåñîð³â 
ñóòòєâî п³äâèщóєòüñÿ зíà÷åííÿ ³ìóíîðåгóëÿòîðíîгî ³íäåêñó.

У ðåзóëüòàò³ ðîбîòè äîâåäåíî, щî äîñë³äжóâàí³ êîìпëåêñè [Ge(3-Cl-L)2] òà 
[Ge(4-NO2-L)2] âèÿâëÿюòü ³ìóíîìîäóëюâàëüíó ä³ю, ÿêà âèÿâëÿєòüñÿ ó íîðìàë³зàö³ї 
âì³ñòó äîñë³äжóâàíèх ³ìóíîöèò³â. Дîñë³äжóâàí³ ñпîëóêè â б³ëüшîìó ñòóпåí³ âпëè-
âàюòü íà ³ìóíîëîг³÷í³ пîêàзíèêè пðè âíóòð³шíüîшëóíêîâîìó ââåäåíí³, í³ж пðè 
ââåäåíí³ бåзпîñåðåäíüî ó âîгíèщå зàпàëåííÿ.
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ВЛИЯНИЕ КОМПЛЕКСОВ ГЕРМАНИЯ (IV)  
с сАËИ ÖИË АËьÃИäÐА ЗÎÍАÌИ ÕËÎÐÁÅÍЗÎЙÍÎЙ  

И ÍИÒÐÎÁÅÍЗÎЙÍÎЙ ÊИсËÎÒ ÍА сÎäÅÐЖАÍИÅ ÎсÍÎВÍЫÕ 
ПОПУЛЯЦИЙ И СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ  

У МЫШЕЙ ПРИ ВОСПАЛЕНИИ

Реферат

Пîêàзàíî, ÷òî пðè âîñпàëåíèè, âызâàííîì зèìîзàíîì, èììóíîðåгóëÿòîðíыé 
êîэффèöèåíò (ñîîòíîшåíèå CD4/CD8) âîзðàñòàåò â 1,8 ðàзà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò 
îб àêòèâàöèè èììóííîé ñèñòåìы. Нà фîíå âîñпàëåíèÿ íà 70% óâåëè÷èâàåòñÿ êî-
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ëè÷åñòâî NK-êëåòîê. изó÷åííыå êîîðäèíàöèîííыå ñîåäèíåíèÿ гåðìàíèÿ ñíèжàюò 
÷èñëî íàòóðàëüíых êèëëåðîâ, ñîäåðжàíèå Т-хåëпåðîâ è пîâышàюò êîëè÷åñòâî 
Т-ñóпðåññîðîâ, ÷òî пðèâîäèò ê óìåíüшåíèю ñîîòíîшåíèÿ CD4/CD8.

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à: гåðìàíèé (IV), êîîðäèíàöèîííыå ñîåäèíåíèÿ, ëèì-
фîöèòы, âîñпàëåíèå.
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the inflUence of coordinAtion coMPoUndS of 
GERMANIUM (IV) WITH NITROBENZOIC AND CHLORBENZOIC 

AcidS SAlicylAlhydrAZoneS on the content of the 
BASic lyMPhocyteS PoPUlAtionS And SUBPoPUlAtionS 

in the coUrSe of inflAMMAtion in Mice

Summary

It was shown that in zymozan induced inflammation CD4/CD8 ratio increased 
for 1.8 times, that showed immune system activation. Also on the background of 
inflammation NK-cells content increased for 70%. Studied coordination compounds 
of germanium decrease the level of NK-cells and T-helpers but increase the level of 
T-suppressors that result in decreasing of CD4/CD8 ratio.

 
K e y  w o r d s: germanium (IV), coordination compounds, lymphocytes, inflam-

mation.
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пÐÎсÒИЙ ÌÅÒÎä ВИßВËÅÍÍß ÒА ÎÖiÍÊИ 
iÍÒÅÍсИВÍÎсÒi АÍАÅÐÎÁÍИÕ пÐÎÖÅсiВ, ЩÎ 

сУпÐÎВÎäЖУЮÒьсß ВИäiËÅÍÍßÌ ÃАЗiВ

Запропоновано метод виявëення та оцінки інтенсивності анаеробниõ процесів, 
що супроводжуються утворенням ãазів (CO2, CH4, H2, N2 тощо). Дëя цьоãо 
в попередньо частково проãрадуйовану PET-пëяшку поміщають рідину з 
усіма необõідними інãредієнтами поживноãо середовища і посівний матеріаë 
заãаëьним об’ємом 4/5 ємності пëяшки, стисканням боковиõ поверõонь пëяш-
ки видаëяють з неї повітря та щіëьно закривають пробкою. Таку пëяшку 
поміщають у термостат і спостеріãають за накопиченням у ній ãазів, які 
за потребою анаëізують. Кіëькість досëідів, їõ повторюваність, а також 
чисëо контроëьниõ проб практично необмежені. За допомоãою такоãо методу 
вперше в Україні виявëено ANAMMOX-процес (Anaerobic Ammonium Oxidation) 
у спорудаõ біоëоãічноãо очищення стічниõ вод, а також продемонстровано 
можëивість анаеробноãо очищення промисëовиõ стічниõ вод пивзаводу з 
підвищеною концентрацією (до 2500 мã/ë) õëор-іону анаеробним ãрануëьова-
ним активованим муëом.

К ë ю ч о в і  с ë о в а: анаеробні процеси, ãазоутворення, очищення води, 
ANAMMOx.
 
Â б³îëîг³÷íîìó î÷èщåíí³ ñò³÷íèх âîä îñòàíí³ì ÷àñîì íàбóâàюòü óñå б³ëüшîгî 

зàñòîñóâàííÿ àíàåðîбí³ ìåòîäè. Цå пîâ’ÿзàíî з òèì, щî âîíè ìàюòü пåâí³ íåзàпå-
ðå÷í³ пåðåâàгè ó пîð³âíÿíí³ з àåðîбíèìè òåхíîëîг³ÿìè:

- âèìàгàюòü зíà÷íî ìåíшèх âèòðàò åëåêòðîåíåðг³ї (íå пîòð³бíà àåðàö³ÿ);
- óòâîðюєòüñÿ ó äåê³ëüêà ðàз³â ìåíшå íàäëèшêîâîї б³îìàñè, óòèë³зàö³ÿ ÿêîї 

ñпðè÷èíÿє пåâí³ òðóäíîщ³;
- ñèíòåзóюòüñÿ åíåðгåòè÷íî ö³íí³ гàзè (СН4, Í2, Í2S);
- пðîäóêòèâí³ñòü пåðåâèщóє òàêó àåðîбíèх ó äåñÿòêè ðàз³â(!) ³ ñÿгàє пîäåêîëè 

пîíàä 100 êг ХСК/ì3 äîбó, à åфåêòèâí³ñòü пðîöåñó зà зíèжåííÿì ХСК (х³ì³÷íå 
ñпîжèâàííÿ êèñíю) äîхîäèòü äî 80%;

- пîâ³òðÿíèé бàñåéí íå зàбðóäíюєòüñÿ б³îëîг³÷íèìè àåðîзîëÿìè;
- ñàìå зà àíàåðîбíèх óìîâ ìîжëèâà äåñòðóêö³ÿ í³òðî- òà хëîðîðгàí³÷íèх 

ñпîëóê ³ äåÿêèх ³íшèх êñåíîб³îòèê³â;
- àíàåðîбíî зä³éñíююòüñÿ пðîöåñè зâ³ëüíåííÿ âîäè â³ä í³òðàòó, í³òðèòó, 

àìîí³ю, хëîðàò³â, ñóëüфàò³â, àðñåíàò³â òîщî;
- àíàåðîбí³ пðîöåñè âèêîðèñòîâóюòüñÿ äëÿ î÷èщåííÿ ñò³÷íèх âîä â³ä ³îí³â 

âàжêèх ìåòàë³â, ðàä³îíóêë³ä³â.

©  П.I. Гâîзäÿê, Î.Â.Сàпóðà, 2009
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Яê â³äîìî, п³ñëÿ àíàåðîбíîї îбðîбêè âîäè îбîâ’ÿзêîâî íåîбх³äíå àåðîбíå її 
äîî÷èщåííÿ, пðîòå âîíî пîòðåбóє íåзð³âíÿííî ìåíшèх зàòðàò, í³ж âèêëю÷íî àå-
ðîбíå î÷èщåííÿ âèх³äíèх ñò³÷íèх âîä.

Сë³ä â³äì³òèòè, щî äîñë³äжåííÿ àíàåðîбíèх пðîöåñ³â î÷èщåííÿ âîäè ñòèêàєòüñÿ 
з³ зíà÷íèìè òðóäíîщàìè, пîâ’ÿзàíèìè з íåîбх³äí³ñòю ñòâîðåííÿ àíàåðîбíèх óìîâ, 
з зàñòîñóâàííÿì äîâîë³ ñêëàäíèх ³ äîðîгèх пðèñòðîїâ òà îбëàäíàííÿ. Îñîбëèâî öå 
ñòîñóєòüñÿ âèпàäê³â, êîëè éäåòüñÿ пðî бåзêèñíåâ³ пðîöåñè, ÿê³ зàбåзпå÷óюòüñÿ 
хåìîë³òîàâòîòðîфíèìè àíàåðîбíèìè ì³êðîîðгàí³зìàìè, щî пîâ³ëüíî ðîñòóòü, íàпðè-
êëàä, Candidatus Brocadia anammoxidans, Candidatus Kuenenia stuttgartiensis òà 
³íшèìè òàê зâàíèìè ANAMMOX-бàêòåð³ÿìè, àбî пðè âèâ÷åíí³ âпëèâó ñòèìóëюю÷èх 
÷è ³íг³бóю÷èх ðå÷îâèí íà пðîò³êàííÿ àíàåðîбíèх пðîöåñ³â î÷èщåííÿ âîäè.

 Ìåòîю äàíîї ðîбîòè бóëî ðîзðîбèòè пðîñò³ зàñîбè âèÿâëåííÿ àíàåðîбíèх 
пðîöåñ³â, ó òîìó ÷èñë³ ANAMMOX, пðè î÷èщåíí³ ñò³÷íèх âîä, à òàêîж îö³íêè 
³íòåíñèâíîñò³ âèä³ëåííÿ гàз³â â àíàåðîбíèх óìîâàх îбðîбêè ñò³÷íîї âîäè, ó ÿêó 
íàäхîäÿòü ò³ ÷è ³íш³ ñòèìóëÿòîðè àбî ³íг³б³òîðè б³îëîг³÷íîгî пðîöåñó.

Матерiали i методи
Дîñë³äè пðîâîäèëè з âèêîðèñòàííÿì, ÿê íàéпðîñò³шèх б³îðåàêòîð³â, PET 

(пîë³åòèëåíòåðåфòàëàòíèх)-пëÿшîê ì³ñòê³ñòю â³ä 0,5 äî 6 ë, ÿê³ íà 4/5 îб’єìó зà-
пîâíюâàëè â³äпîâ³äíèì пîжèâíèì ñåðåäîâèщåì ³ пîñ³âíèì ìàòåð³àëîì, пîâí³ñòю 
âèòèñêóâàëè з пëÿшîê пîâ³òðÿ, щ³ëüíî зàêðèâàëè пðîбêàìè, ðîзì³щàëè â òåðìîñòàò³ 
òà ÷åðåз пåâí³ пðîì³жêè ÷àñó âèзíà÷àëè îб’єì гàзó, щî âèä³ëèâñÿ â ðåзóëüòàò³ 
б³îëîг³÷íîгî пðîöåñó ³ íàêîпè÷èâñÿ â пëÿшêàх-б³îðåàêòîðàх.

Дëÿ âèÿâëåííÿ ANAMMOX-пðîöåñó гîòóâàëè пîжèâí³ ñåðåäîâèщà òàêîгî 
ñêëàäó (â ìг íà 1 ë âîäîпðîâ³äíîї âîäè): KH2PO4 – 200; K2HPO4 – 200; NaНСO3 – 
1000; NH4Cl – 150; NaNO2 – 250. Кîíòðîëÿìè ñëóжèëè ñåðåäîâèщà 1) бåз NH4Cl 
òà NaNO2; 2) бåз NH4Cl; 3) бåз NaNO2.

Яê пîñ³âíèé ìàòåð³àë бðàëè àêòèâîâàíèé ìóë Бîðòíèöüêîї ñòàíö³ї àåðàö³ї (ì. 
Кèїâ), б³îëîг³÷íèх î÷èñíèх ñпîðóä ì³ñòà Чåðí³гîâà, Кèїâñüêîгî êàðòîííîгî êîìб³íàòó 
(ì. Îбóх³â Кèїâñüêîї îбëàñò³), ñ.ì.ò. Нîâèé Сâ³ò ³ Ìàð³óпîëüñüêîгî êîêñîх³ì³÷íîгî 
êîìб³íàòó (Дîíåöüêà îбëàñòü). Âèêîðèñòîâóâàëè òàêîж г³äðîб³îíò³â àêòèâîâàíîгî 
ìóëó, ³ììîб³ë³зîâàíèх íà âîëîêíèñòîìó íîñ³єâ³ òèпó ÂIЯ, äëÿ ÷îгî íîñ³é пîпåðåäíüî 
пîì³щàëè íà 15 ä³б ó âîäíî-ìóëîâèé пîò³ê íà âèхîä³ з àåðîòåíê³â. Ìàñà пîñ³âíîгî 
ìàòåð³àëó ñêëàäàëà 15% â³ä зàгàëüíîї ìàñè ð³äèíè ó б³îðåàêòîð³. Тåìпåðàòóðà 
³íêóбàö³ї – 30 °С.

Дëÿ âèзíà÷åííÿ âпëèâó êîíöåíòðàö³ї хëîð-³îíó íà пåðåб³г àíàåðîбíîгî î÷èщåííÿ 
ñò³÷íèх âîä пèâîâàðíîгî зàâîäó â пëÿшêè-б³îðåàêòîðè âñèпàëè ðîзðàхîâàíó ìàñó 
NaCl з òèì, àбè êîíöåíòðàö³ÿ Cl- â îб’єì³ ñò³÷íîї âîäè ñêëàäàëà (â ìг/ë): 350, 500, 
750, 1000, 1500, 2000 òà 2500. У ö³ б³îðåàêòîðè äîëèâàëè, ðîз÷èíÿю÷è ñ³ëü, ñóì³ш 
ñò³÷íèх âîä ³ гðàíóëüîâàíîгî àíàåðîбíîгî àêòèâîâàíîгî ìóëó (ó ñп³ââ³äíîшåíí³ 10:1, 
â³äпîâ³äíî), âèò³ñíÿëè (íàòèñêàííÿì íà бîêè пëÿшêè) пîâ³òðÿ, щ³ëüíî зàêðèâàëè 
пðîбêîю ³ ñòàâèëè â òåðìîñòàò (42 °С). Кîíòðîëåì ñëóжèëè б³îðåàêòîðè з³ ñò³÷íîю 
âîäîю òà пîñ³âíèì ìàòåð³àëîì, àëå бåз äîäàâàííÿ NaCl. 

Аíàë³з б³îгàз³â пðîâîäèëè íà гàзîâîìó хðîìàòîгðàф³ 6890 N ф³ðìè Agilent. 
Дåòåêòîð – êàòàðîìåòð. Тåìпåðàòóðà äåòåêòîðó 200 °C. Гàз-íîñ³é – àðгîí. Аíàë³з 
ëåгêèх гàз³â пðîâîäèëè íà êîëîíö³ MOLSIV äîâжèíîю 15 ì, âóгëåâîäí³â – íà 
êîëîíö³ PLOTQ äîâжèíîю 15 ì.
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ПРÎСТиЙ ÌеТÎД ÂиЯÂЛеННЯ ТА ÎЦIНКи IНТеНСиÂНÎСТI АНАеРÎБ НиХ ПРÎЦеСIÂ ...

Результати та їх обговорення
Нåщîäàâíє âèÿâëåííÿ ANAMMOX-бàðòåð³é â ñêëàä³ б³îöåíîз³â î÷èñíèх ñпîðóä 

ðÿäó ì³ñò Гîëëàíä³ї òà ³íшèх êðàїí [5] òà ³íòåíñèâíå âèâ÷åííÿ ANAMMOX-пðîöåñ³â 
[2–4] ³ âäàë³ ñпðîбè пðàêòè÷íîгî їх зàñòîñóâàííÿ [6] ñпîíóêàëè íàñ äî пîшóêó 
òàêîгî ðîäó пðîöåñ³â íà ñòàíö³ÿх àåðàö³ї â Уêðàїí³.

Кëàñè÷í³ ìåòîäè äîñë³äжåííÿ бåзêèñíåâèх пðîöåñ³â â ëàбîðàòîðíèх óñòàíîâêàх 
äëÿ âèâ÷åííÿ ñпèðòîâîгî бðîä³ííÿ [1] ñòðèìóâàëè пîñòàíîâêó ÷èñëåííèх ðîзшèðåíèх 
åêñпåðèìåíò³â, ³ òîìó ìè âäàëèñÿ äî ìàêñèìàëüíî ñпðîщåíîгî âàð³àíòó [7], ÿêèé 
äîзâîëèâ пðîâåñòè ìàñшòàбí³ äîñë³äжåííÿ â³ëüíîпëàâàю÷èх òà ³ììîб³ë³зîâàíèх íà 
âîëîêíèñòèх íîñ³ÿх ÂIЯ àêòèâîâàíèх ìóë³â ñòàíö³é б³îëîг³÷íîгî î÷èщåííÿ ì³ñüêèх 
ñò³÷íèх âîä (ì³ñò Кèєâà, Чåðí³гîâà), пðîìèñëîâèх ñò³÷íèх âîä êîêñîх³ì³÷íîгî âèðî-
бíèöòâà (ì. Ìàð³óпîëÿ), êàðòîííîгî, б³îх³ì³÷íîгî êîìб³íàò³â (ì. Îбóхîâ, Кèїâñüêà 
îбëàñòü), ñêëàäíèх ñò³÷íèх âîä, щî î÷èщàюòüñÿ зà б³îòåхíîëîг³єю îäíî÷àñíîї 
í³òðè-äåí³òðèф³êàö³ї (ÎНД) (ñ.ì.ò. Нîâèé Сâ³ò, Дîíåöüêîї îбëàñò³).

Рåзóëüòàòè åêñпåðèìåíò³â п³äòâåðäèëè íàÿâí³ñòü ANAMMOX-пðîöåñó â óñ³х 
б³îëîг³÷íèх ñпîðóäàх, îñîбëèâî пðè зàñòîñóâàíí³ ÿê пîñ³âíîгî ìàòåð³àëó ìóë³â, ³ììî-
б³ë³зîâàíèх íà âîëîêíèñòîìó íîñ³єâ³. Â î÷èñíèх ñпîðóäàх ì³ñò Чåðí³гîâà ³ Îбóхîâà 
ANAMMOX-пðîöåñè íå íàäòî ÿñêðàâî âèðàжåí³. Дåщî ³íòåíñèâí³шå â³äбóâàєòüñÿ 
àíàåðîбíå îêèñëåííÿ àìîí³ю í³òðèòîì àêòèâîâàíèìè ìóëàìè б³îëîг³÷íèх î÷èñíèх 
ñпîðóä ñ.ì.ò. Нîâèé Сâ³ò ³ êîêñîх³ì³÷íîгî зàâîäó Ìàð³óпîëÿ. Нàéêðàщ³ ðåзóëüòàòè 
пîêàзàâ ³ììîб³ë³зîâàíèé àêòèâîâàíèé ìóë Бîðòíèöüêîї ñòàíö³ї àåðàö³ї. 

Ìåòîäîì гàзîâîї хðîìàòîгðàф³ї пîêàзàíî, щî äî з³бðàíîгî б³îгàзó âхîäÿòü 
(â %): N2 – 93,62; CH4 – 3,58; CO2 – 1,49; C2H4 – 0,07; H2 – 1,24. Âèñîê³ êîíöåí-
òðàö³ї àзîòó (â³ä 58 äî 95%) â б³îгàз³ зàф³êñîâàíî ³ â пðîбàх з àêòèâîâàíèì ìóëîì 
³íшèх ñòàíö³é î÷èщåííÿ ñò³÷íèх âîä, щî îäíîзíà÷íî ñâ³ä÷èòü пðî пðèñóòí³ñòü â їх 
àåðîòåíêàх ANAMMOX-бàêòåð³é, àäжå пðè äîäàâàíí³ äî пîжèâíîгî ñåðåäîâèщà 
з пîñ³âíèì ìàòåð³àëîì (â³ëüíîпëàâàю÷èì ÷è ³ììîб³ë³зîâàíèì àêòèâîâàíèì ìóëîì) 
ò³ëüêè àìîí³éíîгî, àбî ò³ëüêè í³òðàòíîгî àзîòó óòâîðåííÿ гàз³â íå ñпîñòåð³гàєòüñÿ. 
Нå â³äбóâàєòüñÿ ³ ÷èñòî х³ì³÷íèé пðîöåñ ì³ж àìîí³єì òà í³òðèòîì з âèä³ëåííÿì ìîëå-
êóëÿðíîгî àзîòó â ì³íåðàëüíîìó ñåðåäîâèщ³ бåз ³íîêóëÿö³ї àêòèâîâàíèì ìóëîì.

Пåðåä зàпóñêîì â åêñпëóàòàö³ю ñпîðóä з б³îëîг³÷íîгî î÷èщåííÿ пðîìèñëîâèх 
ñò³÷íèх âîä îäíîгî з пèâзàâîä³â â Уêðàїí³ âèíèêëî пîбîюâàííÿ, ÷è зìîжå гðàíó-
ëüîâàíèé àíàåðîбíèé ìóë з ³íшîгî хàð÷îâîгî âèðîбíèöòâà, äå â ñò³÷íèх âîäàх ñòà-
б³ëüíî íèзüêà êîíöåíòðàö³ÿ хëîð-³îíó (äî 250 ìг/ë), óñп³шíî пðàöюâàòè â ñòîêàх 
пèâзàâîäó, äå êîíöåíòðàö³ÿ хëîð-³îíó êîëèâàєòüñÿ â ìåжàх 350–800 ìг/ë. Дëÿ òîгî, 
щîбè зíÿòè бóäü-ÿê³ зàñòåðåжåííÿ з öüîгî пðèâîäó, бóëî пðîâåäåíî äîñë³äжåííÿ 
(з âèêîðèñòàííÿì РеТ-пëÿшîê-б³îðåàêòîð³â) ³íòåíñèâíîñò³ àíàåðîбíîгî пðîöåñó 
îбðîбêè ðåàëüíèх ñòîê³â пèâзàâîäó з êîíöåíòðàö³єю хëîð-³îíó äî 2500 ìг/ë. 
Âèÿâèëîñÿ, щî шâèäê³ñòü íàêîпè÷åííÿ б³îгàзó â óñ³х åêñпåðèìåíòàëüíèх пðîбàх 
фàêòè÷íî îäíàêîâà ³ íå â³äð³зíÿєòüñÿ â³ä òàêîї êîíòðîëüíèх пðîб.

Тàêèì ÷èíîì, îòðèìàí³ ðåзóëüòàòè äàюòü зìîгó ñòâåðäжóâàòè ìîжëèâ³ñòü пðîñ-
òèì ìåòîäîì, âèêîðèñòîâóю÷è PET-пëÿшêè ÿê ñâîєð³äí³ б³îðåàêòîðè, äîñë³äжóâàòè 
àíàåðîбí³ б³îх³ì³÷í³ ðåàêö³ї, щî ñóпðîâîäжóюòüñÿ âèä³ëåííÿì гàз³â. Цåé ìåòîä 
äîзâîëÿє îäíî÷àñíî ñòàâèòè ìàñîâ³, ðîзгàëóжåí³ åêñпåðèìåíòè з ð³зíîìàí³òíèìè 
êîíòðîëÿìè, âèâ÷àòè âпëèâ бóäü-ÿêèх òåхíîëîг³÷íèх пàðàìåòð³â ³ х³ì³÷íèх ðå÷îâèí 
– ³íг³б³òîð³â ÷è ñòèìóëÿòîð³â – íà àíàåðîбí³ пðîöåñè, зîêðåìà, î÷èщåííÿ ñò³÷íèх 
âîä. Зà äîпîìîгîю зàпðîпîíîâàíîгî ìåòîäó âпåðшå â Уêðàїí³ äîâåäåíî íàÿâí³ñòü 
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ANAMMOx-бàêòåð³é â ä³ю÷èх ñпîðóäàх б³îх³ì³÷íîгî î÷èщåííÿ пîбóòîâèх ³ äåÿêèх 
пðîìèñëîâèх ñò³÷íèх âîä. Нà пðèêëàä³ пðîìñòîê³â пèâзàâîäó äîâåäåíî ìîжëèâ³ñòü 
àíàåðîбíîї îбðîбêè öèх âîä пðè ñóòòєâîìó (пîíàä 7-êðàòíîìó) пåðåâèщåíí³ â íèх 
âì³ñòó хëîð-³îíó.

Автори висëовëюють щиру подяку к.õ.н. В.П. Демчиній (Iнститут ãазу 
НАН України) за проведення анаëізу біоãазів.
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ВЫäÅËÅÍИÅÌ ÃАЗÎВ

Реферат

Пðåäëîжåí ìåòîä âыÿâëåíèÿ è îöåíêè èíòåíñèâíîñòè àíàэðîбíых пðîöåññîâ, 
êîòîðыå ñîпðîâîжäàюòñÿ îбðàзîâàíèåì гàзîâ (CO2, CH4, H2, N2 è ò.п.). Дëÿ эòîгî 
â пðåäâàðèòåëüíî ÷àñòè÷íî пðîгðàäóèðîâàííóю РеТ-бóòыëêó пîìåщàюò жèäêîñòü 
ñî âñåìè íåîбхîäèìыìè èíгðåäèåíòàìè пèòàòåëüíîé ñðåäы è пîñåâíîé ìàòåðèàë 
îбщèì îбъåìîì 4/5 åìêîñòè бóòыëêè, ñжèìàíèåì бîêîâых пîâåðхíîñòåé бóòыëêè 
óäàëÿюò èз íåå âîзäóх è пëîòíî зàêðыâàюò пðîбêîé. Тàêóю бóòыëêó пîìåщàюò â 
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òåðìîñòàò è íàбëюäàюò зà íàêîпëåíèåì â íåé гàзîâ, êîòîðыå пî íåîбхîäèìîñòè 
àíàëèзèðóюò. С пîìîщüю òàêîгî ìåòîäà âпåðâыå â Уêðàèíå âыÿâëåí ANAMMOX-
пðîöåññ (Anaerob³c Ammon³um Ox³dat³on) â ñîîðóжåíèÿх бèîëîгè÷åñêîé î÷èñòêè 
ñòî÷íых âîä, à òàêжå пðîäåìîíñòðèðîâàíà âîзìîжíîñòü àíàэðîбíîé î÷èñòêè пðî-
ìышëåííых ñòî÷íых âîä пèâзàâîäà ñ пîâышåííîé êîíöåíòðàöèåé (äî 2500 ìг/ë) 
хëîð-èîíà àíàэðîбíыì гðàíóëèðîâàííыì àêòèâèðîâàííыì èëîì.

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à: àíàэðîбíыå пðîöåññы, гàзîîбðàзîâàíèå, î÷èñòêà 
âîäы, ANAMMOX.

P.i. gvozdyak, o.v. Sapura

A.V. Dumansky Institute of Colloid and water Chemistry of NASU, 
Vernadsky ave., 42, 03142, Kyiv, Ukraine, 
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SiMPle Method of detection And intenSivity 
eStiMAtion of AnAeroBic ProceSSeS AccoMPAnied  

By gAS releASe

Summary

The method of detection and intensivity estimation of anaerobic processes ac-
companied by formation of gases (CO2, CH4, H2, N2 etc.) is proposed. This method is 
realized in such a way: the PET-bottle is filled by 4/5 of its volume with the nutri-
ents solution or wastewater, anaerobic bacteria, activated sludge or other anaerobic 
biocenoses. Thereafter by simply squeezing of a PET-bottle the air is removed from 
it and the bottle is tightly corked. The bottle is then placed into a thermostat and 
the levels of gas generated and accumulated in this anaerobic bioreactor are periodi-
cally measured. whenever necessary gas composition and concentration change of 
substances in the water (medium) are analyzed. Thanks to the method for the first 
time in Ukraine there has been identified the presence of ANAMMOx (Anaerobic 
Ammonium Oxidation) bacteria in activated sludge of biological treatment facilities. 
By this method the possibility of anaerobic treatment of beer-brewing wastewater 
with increased concentration of chloride-ion (up 2500 mg/l) was proved. 

K e y  w o r d s: anaerobic processes, biogas, water purification, ANAMMOX.
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IЗАТIЗОН ЯК IНГIБIТОР ФIТОВIРУСНИХ IНФЕКЦIЙ

Представëено резуëьтати досëідження активності ізатізону проти вірусу 
тютюнової мозаїки (ВТÌ) на двоõ модеëьниõ системаõ. Обробка ізатізоном 
насіння та росëин Nicotiana tabacum до інокуëяції вірусом покращує ріст росëин 
і заõищає їõ від вірусної інфекції, що проявëяється у зниженні ступеню прояву 
симптомів і зменшенні кіëькості вірусу в росëині. Показано, що ізатізон у 
розведенні 1:500 приãнічує розвиток ВТÌ у куëьтурі тканин тютюну і знижує 
кіëькість вірусу в каëусній тканині на 21,7%.

К ë ю ч о в і  с ë о в а: ізатізон, ВТÌ, заõист росëин.

Â³ðóñè ðîñëèí зäàòí³ шâèäêèìè òåìпàìè ðîзпîâñюäжóâàòèñÿ â àгðîöåíîзàх, 
зàâäàю÷è зíà÷íèх збèòê³â ñ³ëüñüêîìó гîñпîäàðñòâó Уêðàїíè òà ³íшèх êðàїí ñâ³òó. Â 
ñåðåäíüîìó âòðàòè âðîжàю â³ä â³ðóñíèх ³íфåêö³é ñòàíîâëÿòü 30% ³ íàâ³òü 100%. З 
îгëÿäó íà âêàзàíå äîö³ëüíèìè є зàñòîñóâàííÿ ³ñíóю÷èх ìåòîä³â òà ðîзðîбêà íîâèх 
зàñîб³â бîðîòüбè з ф³òîâ³ðóñíèìè ³íфåêö³ÿìè. 

Îäíèì ³з ìåòîä³â êîíòðîëю ф³òîâ³ðóñíèх ³íфåêö³é, íà ÿêèé ñë³ä зâåðíóòè óâàгó, 
є х³ì³îòåðàп³ÿ. Â ë³òåðàòóð³ íàâåäåíî äàí³ ñòîñîâíî àíòèф³òîâ³ðóñíîї àêòèâíîñò³ 
ñпîëóê ð³зíèх êëàñ³â, à ñàìå àíàëîг³â íóêëåîзèä³â, åêñòðàêò³â ðîñëèí, íåîðгàí³÷íèх 
ñпîëóê ñèíòåòè÷íîгî пîхîäжåííÿ [5, 7, 9], пðîòå íà пðàêòèö³ зàñòîñîâóюòüñÿ ëèшå 
äåÿê³ з íèх, òàê³ ÿê ðèбàâ³ðèí òà пîх³äí³ бåíзîò³àäèàзîëó [8, 11]. Пîшóê àêòèâíèх 
ñпîëóê äëÿ їх íàñòóпíîгî зàñòîñóâàííÿ â àгðîñфåð³ òðèâàє. Ìåòîю äàíîї ðîбîòè 
бóëî âèзíà÷åííÿ àíòèф³òîâ³ðóñíîї àêòèâíîñò³ ³зàò³зîíó. Âèб³ð пðåпàðàòó îбóìîâ-
ëåíèé íèзêîю пðè÷èí, гîëîâíà з ÿêèх – шèðîêèé ñпåêòð б³îëîг³÷íîї àêòèâíîñò³ 
пðåпàðàòó. 

Матерiали i методи
Â ðîбîò³ âèêîðèñòîâóâàëè ÂTM (â³ðóñ òюòюíîâîї ìîзàїêè, шòàì U1), пîпåðå-

äíüî íàêîпè÷åíèé òà î÷èщåíèé зà зàгàëüíîпðèéíÿòîю ìåòîäèêîю [4].
Дëÿ пðîâåäåííÿ äîñë³ä³â зàñòîñîâóâàëè ðîñëèíè òюòюíó (Nicotiana tabacum 

cv. Trapeson).
Дîñë³äжóâàëè àíòèф³òîâ³ðóñíó àêòèâí³ñòü ³зàò³зîíó, îòðèìàíîгî â Iíñòè-

òóò³ ìîëåêóëÿðíîї б³îëîг³ї ³ гåíåòèêè НАН Уêðàїíè. Iзàò³зîí – öå 2% ðîз÷èí 

© А.Â. Хàð³íà, Т.Г. Кîò, Â.П. Пîë³щóê, I.Є. Зàєöü, Н.Â. Чåðâàòюê, А.I. Пîòîпàëüñüêèé, 2009
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n-ò³îñåìèêàðбàзîíó (ìåòèñàзîíó) â óí³âåðñàëüíîìó ðîз÷èííèêó, äî ñêëàäó ÿêîгî 
âхîäÿòü äèìåêñèä ³ пîë³åòèëåíгë³êîëü-400 ó ñп³ââ³äíîшåíí³ 1:3. 

Аíòèâ³ðóñíà àêòèâí³ñòü ³зàò³зîíó бóëà äîñë³äжåíà â óìîâàх in vivo íà ìîäåëüí³é 
ñèñòåì³ ÂТÌ – Nicotiana tabacum. Дëÿ öüîгî пðîâîäèëè пåðåäпîñ³âíó îбðîбêó 
íàñ³ííÿ òюòюíó пðåпàðàòîì, ðîзâåäåíèì äèñòèëüîâàíîю âîäîю ó ñп³ââ³äíîшåíí³ 
1:80. Рîñëèíè íà ñòàä³ї òðüîх ëèñòê³â îпðèñêóâàëè ³зàò³зîíîì ó ðîзâåäåíí³ 1:200. 
Чåðåз 10 äí³â пðîâîäèëè òðåòю îбðîбêó ðîñëèí пðåпàðàòîì шëÿхîì îпðèñêóâàííÿ. 
Чåðåз 1 äîбó п³ñëÿ îñòàííüîї îбðîбêè зä³éñíюâàëè ³íф³êóâàííÿ ðîñëèí ÂТÌ, шëÿхîì 
ìåхàí³÷íîї ³íîêóëÿö³ї з âèêîðèñòàííÿì êàðбîðóíäó. Кîíöåíòðàö³ÿ â³ðóñó ñòàíîâèëà 
400 ìêг/ìë. Кîíòðîëüí³ ðîñëèíè îбðîбëÿëè äèñòèëüîâàíîю âîäîю. Дëÿ ñòàòèñòè÷íîї 
äîñòîâ³ðíîñò³ â êîжíîìó âàð³àíò³ âèêîðèñòîâóâàëè пî 5 ðîñëèí. Âпëèâ ðå÷îâèí íà 
ðîзâèòîê â³ðóñíîї ³íфåêö³ї â äàí³é ñèñòåì³ îö³íюâàëè зà ÷àñîì пðîÿâó ³ ñòóпåíåì 
âèðàжåíîñò³ ñèìпòîì³â хâîðîбè òà зà äîпîìîгîю ³ìóíîфåðìåíòíîгî àíàë³зó.

Дëÿ äîñë³äжåííÿ âпëèâó ³зàò³зîíó íà пåðåб³г â³ðóñíîї ³íфåêö³ї ó êàëóñí³é 
òêàíèí³ ðîñëèí òюòюíó ÿê äжåðåëî åêñпëàíò³â бóëî âèêîðèñòàíî àñåпòè÷í³, ³íф³-
êîâàí³ ÂТÌ ðîñëèíè Nicotiana tabacum. Дëÿ ³íäóêö³ї êàëóñíîї òêàíèíè in vitro 
ðîñëèííèé ìàòåð³àë пåðåíîñèëè íà пîжèâíå ñåðåäîâèщå MS-1 [3], ÿêå ì³ñòèëî ó 
ñâîєìó ñêëàä³ ³зàò³зîí ó ê³íöåâèх ðîзâåäåííÿх 1:100, 1:200 òà 1:500. Кîíòðîëüíèé 
êàëóñ îòðèìóâàëè íà ñåðåäîâèщàх бåз ñпîëóêè. Зðàзêè ³зîëüîâàíîгî êàëóñó òåñòó-
âàëè íà пðèñóòí³ñòü â³ðóñó зà äîпîìîгîю ³ìóíîфåðìåòíîгî àíàë³зó. Рåгåíåðîâàí³ 
пàгîíè пåðåíîñèëè íà бåзгîðìîíàëüíå пîжèâíå ñåðåäîâèщå MS. Нàäàë³ пðîâîäèëè 
â³зóàëüíó ä³гíîñòèêó ðîзâèòêó ñèìпòîì³â â³ðóñíîї ³íфåêö³ї.

Дëÿ âèзíà÷åííÿ êîíöåíòðàö³ї â³ðóñó â äîñë³äжóâàíèх зðàзêàх пðîâîäèëè íå-
пðÿìèé IФА з âèêîðèñòàííÿì ñèðîâàòîê âëàñíîгî âèгîòîâëåííÿ.

Результати та їх обговорення
З ë³òåðàòóðíèх äàíèх â³äîìî, щî пðåпàðò ³зàò³зîí пðîÿâëÿє шèðîêèé ñпåêòð 

б³îх³ì³÷íîї, ф³з³îëîг³÷íîї, пðîòèпàòîгåííîї ä³ї [1, 6, 11]. Пðåпàðàò зàòâåðäжåíèé ó 
âåòèðèíàð³ї Уêðàїíè òà Рîñ³ї äëÿ пîпåðåäжåííÿ òà ë³êóâàííÿ ³íфåêö³éíèх зàхâî-
ðюâàíü пòàх³â ³ òâàðèí. Пîêàзàíà àêòèâí³ñòü ³зàò³зîíó пðîòè â³ðóñ³â ëюäèíè òà 
òâàðèí [2], à îòжå пåðñпåêòèâí³ñòü äàíîгî пðåпàðàòó î÷åâèäíà. 

Дîñë³äжåííÿ âпëèâó ³зàò³зîíó íà ðîñëèíè пîêàзàëè, щî фåíîòèпîâ³ îзíàêè ðî-
ñëèí, îбðîбëåíèх ³зàò³зîíîì, зíà÷íî б³ëüшå âèðàжåí³, í³ж ó ðîñëèí íåîбðîбëåíèх 
пðåпàðàòîì. Цå пðîÿâëÿєòüñÿ ó зб³ëüшåíí³ äîâжèíè êîëîñó òà ñòåбëà, ëèñòîâîї 
пëàñòèíêè òà зàгàëüíîї б³îìàñè ðîñëèíè. Йìîâ³ðíî, пàðàëåëüíî з î÷åâèäíèì ф³-
з³îëîгî-б³îх³ì³÷íèì âпëèâîì íà ðîñëèíè äàíèé пðåпàðàò ìîжå ìàòè àíòèâ³ðóñí³ 
âëàñòèâîñò³.

Аíòèф³òîâ³ðóñíó àêòèâí³ñòü ³зàò³зîíó бóëî âèð³шåíî äîñë³äжóâàòè íà äâîх 
ìîäåëüíèх ñèñòåìàх ÂТÌ-Nicotiana tabacum òà ÂТÌ – êóëüòóðà òêàíèí Nicotiana 
tabacum. 

Â ðåзóëüòàò³ пðîâåäåíèх åêñпåðèìåíò³â пîêàзàíî, щî ³зàò³зîí пðèгí³÷óє ðîз-
âèòîê â³ðóñíîї ³íфåêö³ї, âèêëèêàíîї ÂТÌ íà òюòюí³. Сë³ä â³äì³òèòè, щî ñèìпòîìè 
â³ðóñíîї ³íфåêö³ї фîðìóâàëèñÿ ÿê ó êîíòðîëüíèх ðîñëèí, òàê ³ ó ðîñëèí, îбðîбëåíèх 
³зàò³зîíîì. У êîíòðîëüíèх ðîñëèí ñпîñòåð³гàëè зàòðèìêó ðîñòó (ðèñ. 1), ìîзàїêó òà 
зíà÷íó äåфîðìàö³ю ëèñòêîâèх пëàñòèíîê. Â òîé жå ÷àñ, ó îбðîбëåíèх пðåпàðàòîì 
ðîñëèí ñèìпòîìè бóëè ìåíшå âèðàжåíèìè ³ з ÷àñîì ìàñêóâàëèñü. 
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Рис. 1. Вплив iзатiзону на рiст рослин, iнфiкованих ВТМ: 
1 – êîíòðîëüí³ ðîñëèíè, ³íîêóëüîâàí³ ÂТÌ; 2 – ðîñëèíè, îбðîбëåí³ ³зàò³зîíîì ³ 

³íîêóëüîâàí³ ÂТÌ

Fig. 1. Influence of izatizone on the growth of tobacco plants inoculated with TMV: 
1 – ñontrol plants inoculated with TMV; 2 –ðlants treated with the izatizone and 

inoculated with TMV

Зà ðåзóëüòàòàìè IФА îбðîбêà ðîñëèí ³зàò³зîíîì пðèзâîäèëà äî зíèжåííÿ ê³-
ëüêîñò³ â³ðóñíîгî àíòèгåíó â ðîñëèíí³é òêàíèí³ íà 67%, ó пîð³âíÿíí³ з êîíòðîëåì. 
Тàêèì ÷èíîì, ³зàò³зîí пåâíîю ì³ðîю зàхèщàє ðîñëèíè, зíà÷íî зíèжóю÷è íåгàòèâíèé 
âпëèâ â³ðóñó. Йìîâ³ðíî ó ðîñëèí, îбðîбëåíèх пðåпàðàòîì, â³äбóâàєòüñÿ àêòèâàö³ÿ 
зàхèñíèх ìåхàí³зì³â, ÿê³ пðîòèä³юòü ðîзìíîжåííю òà ðîзпîâñюäжåííю â³ðóñó ó 
ðîñëèí³.

Îäíèì з ìåòîä³â бîðîòüбè з â³ðóñíèìè ³íфåêö³ÿìè ðîñëèí є îòðèìàííÿ бåзâ³-
ðóñíîгî пîñàäêîâîгî ìàòåð³àëó â пðîöåñ³ ì³êðîêëîíàëüíîгî ðîзìíîжåííÿ ðîñëèí. 
Îäíàê, ó бàгàòüîх âèпàäêàх ðåгåíåðàö³ÿ ðîñëèí з êàëóñó ÷è àп³êàëüíîї ìåðèñòåìè íå 
гàðàíòóє їх пîâíîгî зâ³ëüíåííÿ â³ä â³ðóñó. Сàìå òîìó ñüîгîäí³ âåäóòüñÿ ³íòåíñèâí³ 
пîшóêè àíòèâ³ðóñíèх ñпîëóê, пðè äîäàâàíí³ ÿêèх ó ñåðåäîâèщå äëÿ ðåгåíåðàö³ї 
ðîñëèí ìîжíà бóëî б п³äâèщóâàòè â³äñîòîê âèхîäó бåзâ³ðóñíèх ðîñëèí. Зâàжàю÷è 
íà ðåзóëüòàòè, ÿê³ ñâ³ä÷àòü пðî зäàòí³ñòü ³зàò³зîíó пðèгí³÷óâàòè ðîзâèòîê â³ðóñíîї 
³íфåêö³ї âèêëèêàíîї ÂТÌ íà òюòюí³ in vivo, ìè пîñòàâèëè ñîб³ зà ìåòó äîñë³äèòè 
àêòèâí³ñòü öüîгî пðåпàðàòó in vitro. 

Îñê³ëüêè ðîñëèííà òêàíèíà, ÿêà êóëüòèâóєòüñÿ in vitro є б³ëüш ÷óòëèâîю äî 
х³ì³÷íèх ÷èííèê³â пîð³âíÿíî з íàòèâíîю ðîñëèíîю, òî äëÿ äîñë³äжåíü ó êóëüòóð³ òêà-
íèí âèêîðèñòîâóâàëèñÿ б³ëüш³ ðîзâåäåííÿ ³зàò³зîíó, òàê³ ÿê: 1:100, 1:200, 1:500. 

Â ðåзóëüòàò³ пðîâåäåíèх åêñпåðèìåíò³â пîêàзàíî, щî ³зàò³зîíó â пðàâèëüíî 
п³ä³бðàí³é êîíöåíòðàö³ї пðèòàìàííà àíòèф³òîâ³ðóñíà àêòèâí³ñòü ó äàí³é ìîäåëüí³é 
ñèñòåì³. Тàê, пðè ðîзâåäåíí³ пðåпàðàòó 1:100 ñпîñòåð³гàєòüñÿ íåгàòèâíèé âпëèâ íà 
ðîñëèííó òêàíèíó, пðè öüîìó ðåгåíåðàö³ÿ пàгîí³â зíà÷íî пðèгí³÷óєòüñÿ.

Пðè ðîзâåäåíí³ ³зàò³зîíó 1:500 â³äì³÷åíî àíòèâ³ðóñíó àêòèâí³ñòü пðåпàðàòó. 
Îñòàíí³é зíèжóâàâ ê³ëüê³ñòü â³ðóñó â êàëóñí³é òêàíèí³ íà 21,7% (ðèñ. 2). Пðè 
зб³ëüшåíí³ êîíöåíòðàö³ї пðåпàðàòó (1:200) ð³âåíü àíòèâ³ðóñíîї àêòèâíîñò³ зíà÷íî 
зíèжóєòüñÿ. Пðè öüîìó зíà÷íî зðîñòàє ф³òîòîêñè÷íèé âпëèâ íà êóëüòóðó.

1 2



61Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 8/2009

IЗАТIЗÎН ЯК IНГIБIТÎР ФIТÎÂIРУСНиХ IНФеКЦIЙ

Рис. 2. Зниження кiлькостi вiрусного антигену в рослинах пiд впливом iзатiзону 
(за результатами IФА)

Fig. 2. Decrease of viral antigen quantity under izatizone influence  
(the results of ELISA)

 
Тàêèì ÷èíîì, ê³íöåâå ðîзâåäåííÿ ³зàò³зîíó â пîжèâíîìó ñåðåäîâèщ³ 1:500 є 

îпòèìàëüíèì ðîзâåäåííÿì зà äàíèх óìîâ пðîâåäåííÿ åêñпåðèìåíòó. Тàêà êîíöåí-
òðàö³ÿ íå ñпðè÷èíÿëà íåгàòèâíîгî âпëèâó íà ð³ñò ³ ðîзâèòîê êàëóñíîї êóëüòóðè ³ 
âîäíî÷àñ пðèгí³÷óâàëà ðîзâèòîê â³ðóñó.

Сп³âñòàâèâшè ðåзóëüòàòè äîñë³äжåííÿ àíòèф³òîâ³ðóñíîї àêòèâíîñò³ òà б³î-
ëîг³÷íîї àêòèâíîñò³ ³зàò³зîíó ìîжíà ðîзгëÿäàòè ìîжëèâ³ñòü зàñòîñóâàííÿ öüîгî 
пðåпàðàòó â àгðîñфåð³. Î÷åâèäí³ ÿâí³ пåðåâàгè öüîгî пðåпàðàòó: íèзüêèé ð³âåíü 
òîêñè÷íîñò³ пðåпàðàòó ³ зäàòí³ñòü ñòèìóëюâàòè ð³ñò òà ðîзâèòîê ðîñëèí. Кð³ì 
òîгî, â íàш³é ðîбîò³ пîêàзàíî, щî ³зàò³зîí ìàє зíà÷íî б³ëüшèé ñпåêòð б³îëîг³÷íèх 
âëàñòèâîñòåé ³ зäàòíèé пðèгí³÷óâàòè ðîзìíîжåííÿ â³ðóñ³â ðîñëèí.
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iZAtiZone AS inhiBitor of PlAnt virUS infection

Summary

Izatizone was investigated for biocontrol efficiency against tobacco mosaic virus 
(TMV) in two model systems. The izatizone treatment of seeds and Nicotiana ta-
bacum plants prior to inoculation with the virus enhanced plant growth and protected 
them against TMV that displayed in decrease of symptoms severity and reduction 
of virus quantity in plants. It was shown that investigated compound was capable of 
reducing the development of TMV in tissue culture and caused 21.7% reduction of 
virus quantity in callus. 

K e y  w o r d s: izatizone, TMV, plant protection.
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ИЗАТИЗОН КАК ИНГИБИТОР ФИТОВИРУСНЫХ ИНФЕКЦИЙ

Реферат

Пðåäñòàâëåíî ðåзóëüòàòы èññëåäîâàíèé àêòèâíîñòè èзàòèзîíà пðîòèâ âèðóñà 
òàбà÷íîé ìîзàèêè â äâóх ìîäåëüíèх ñèñòåìàх. Îбðàбîòêà èзàòèзîíîì ñåìÿí è ðàñ-
òåíèé Nicotiana tabacum äî èíîêóëÿöèè âèðóñîì óëó÷шàëà ðîñò ðàñòåíèé è зàщè-
щàëà èх îò âèðóñíîé èíфåêöèè, ÷òî пðîÿâëÿëîñü â ñíèжåíèè ñòåпåíè пðîÿâëåíèÿ 
ñèìпòîìîâ è ñíèжåíèè êîëè÷åñòâà âèðóñà â ðàñòåíèÿх. Пîêàзàíî, ÷òî èзàòèзîí 
èíгèбèðóåò ðàзâèòèå ÂТÌ â êóëüòóðå òêàíè òàбàêà è ñíèжàåò êîëè÷åñòâî âèðóñà 
â êàëóñíîé òêàíè íà 21,7%.

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à: èзàòèзîí, ÂТÌ, зàщèòà ðàñòåíèé.
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ÖИАÍÎÁАÊÒÅÐИИ И ÐАсÒИÒÅËьÍÎßäÍЫÅ 
ÎÐÃАÍИЗÌЫ: ÎсÎÁÅÍÍÎсÒИ ÌÅЖВИäÎВЫÕ 

ВЗАИМООТНОШЕНИЙ

Характер действия проб природныõ попуëяций цианобактерий, собранныõ в 
бассейне Днепра в период “цветения” воды, на раститеëьноядные орãанизмы 
быë изучен в модеëьныõ экспериментаõ. В качестве тест-объектов испоëьзо-
ваны коëорадский жук и американская беëая бабочка в разëичныõ возрастныõ 
фазаõ. Показано, что цианобактерии проявëяют детеррентное и инãибирую-
щее действие в боëьшей степени, чем токсичное. 

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а: цианобактерии, раститеëьноядные орãанизмы, меж-
видовые отношения, õимическая экоëоãия. 

Бèîëîгè÷åñêè àêòèâíыå âåщåñòâà öèàíîбàêòåðèé, èгðàющèå âàжíóю ðîëü â 
ìåжâèäîâых îòíîшåíèÿх â âîäíîé ñðåäå, пðèâëåêàюò âíèìàíèå шèðîêîгî êðóгà 
ñпåöèàëèñòîâ è âызыâàюò íåîäíîзíà÷íóю îöåíêó èх эêîëîгè÷åñêîé пðèðîäы. Зà 
пîñëåäíèå 30 ëåò îпèñàíî ìíîгî пðèìåðîâ äîëгîñðî÷íых è ìíîгîñòîðîííèх ñèì-
бèîòè÷åñêèх, àíòàгîíèñòè÷åñêèх è пàðàзèòè÷åñêèх ñâÿзåé, ñóщåñòâóющèх ìåжäó 
öèàíîбàêòåðèÿìè è ðàñòèòåëüíîÿäíыìè ÷ëåíèñòîíîгèìè (“grazers”) â åñòåñòâåííых 
эêîñèñòåìàх è зàâèñÿщèх îò êîìпëåêñíых бèîхèìè÷åñêèх âзàèìîäåéñòâèé. Рåзóëü-
òàòы èññëåäîâàíèé пîêàзыâàюò, ÷òî âòîðè÷íыå ìåòàбîëèòы öèàíîбàêòåðèé âыпîë-
íÿюò зàщèòíóю фóíêöèю è зíà÷èòåëüíî îòëè÷àюòñÿ îò èзâåñòíых бèîòîêñèíîâ, 
пîðàжàющèх òåпëîêðîâíых жèâîòíых è гèäðîбèîíòîâ âî âðåìÿ “öâåòåíèé” âîäы 
[5]. Эòè âåщåñòâà âëèÿюò íà жèзíåííыå фóíêöèè êîíêóðåíòîâ è/èëè ðàñòèòåëü-
íîÿäíых îðгàíèзìîâ, âызыâàÿ ñòðåññ, ðåпåëëåíòíыé è äåòåððåíòíыé эффåêòы (íî 
íå эëèìèíàöèю!) [5], è ñëóжàò âàжíыì èíñòðóìåíòîì â пîñòðîåíèè ìåжâèäîâых 
âзàèìîîòíîшåíèé â âîäíых эêîñèñòåìàх. Зàщèòíыå ðåàêöèè öèàíîбàêòåðèé î÷åíü 
бëèзêè ê пðîÿâëåíèÿì èíгèбèðóющåé àêòèâíîñòè ìèêðîâîäîðîñëåé è ìàêðîфèòîâ 
пî îòíîшåíèю ê ðàñòèòåëüíîÿäíыì êîíñóìåíòàì [10] èëè íàзåìíых ðàñòåíèé, êî-
òîðыå пðîäóöèðóюò àëëåëîхèìè÷åñêèå âåщåñòâà äëÿ зàшèòы îò äðóгèх ðàñòåíèé 
èëè ìèêðîбíых пàòîгåíîâ [3, 4, 6]. С пðàêòè÷åñêîé òî÷êè зðåíèÿ бèîöèäíыå ìåòà-
бîëèòы öèàíîбàêòåðèé ìîгóò быòü èñòî÷íèêîì пðåпàðàòîâ äëÿ ñåëüñêîгî хîзÿéñòâà 
è ìåäèöèíы, пðåäíàзíà÷åííых äëÿ бèîëîгè÷åñêîгî êîíòðîëÿ ÷èñëåííîñòè âðåäíых 
îðгàíèзìîâ, ÷òî пðåäñòàâëÿåò ñîбîé îäíó èз íàèбîëåå пåðñпåêòèâíых òåíäåíöèé â 
пðèêëàäíîì àñпåêòå èñпîëüзîâàíèÿ âòîðè÷íых ìåòàбîëèòîâ [4–6, 8, 11]. Рàíåå пðî-
âåäåííыå íàìè эêñпåðèìåíòы пîäòâåðäèëè òåîðåòè÷åñêèå пðåäпîëîжåíèÿ, âыÿâèâ 
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àíòèбàêòåðèàëüíыå [1], àíòèгåëüìèíòíыå [2], äåòåððåíòíыå, ìåòàòîêñè÷åñêèå è 
эíòîìîöèäíыå ñâîéñòâà öèàíîбàêòåðèé [6–9]. 

Â пðåäñòàâëåííîé ñòàòüå íà пðèìåðå íåêîòîðых äàííых, îòðàжàющèх èíгèбèðî-
âàíèå жèзíåííых фóíêöèé íàзåìíых ÷ëåíèñòîíîгèх (ðàñòèòåëüíîÿäíых íàñåêîìых 
ñ ðàзëè÷íыìè òèпàìè пèòàíèÿ), âпåðâыå пðåäпðèíÿòà пîпыòêà îöåíêè бèîöèäíîé 
àêòèâíîñòè öèàíîбàêòåðèé â пðèðîäå, ÷òî пîìîжåò ñäåëàòü шàг â íàпðàâëåíèè 
пîíèìàíèÿ пðîöåññîâ, пðîèñхîäÿщèх â âîäíых эêîñèñòåìàх. 

Материалы и методы
Пðîбы пðèðîäíîгî ìàòåðèàëà öèàíîбàêòåðèé быëè îòîбðàíы â бàññåéíå Дíå-

пðà â пåðèîä òðàäèöèîííîгî ëåòíå-îñåííåгî “öâåòåíèÿ” âîäы â ñîòðóäíè÷åñòâå 
ñ иíñòèòóòîì гèäðîбèîëîгèè НАН Уêðàèíы. Â òàêñîíîìè÷åñêîé ñòðóêòóðå пðîб 
äîìèíèðîâàë Microcystis aeruginosa Kütz. emend. Elenk. (70,0–100,0%); òàêжå пðè-
ñóòñòâîâàëè Microcystis spp., Anabaena variabilis Kütz., Aphanizomenon flos-aquae 
Ralfs ex Born et Flah., Phormidium mucicola Hub.-Pest. et Naum. и Phormidium 
spp. Бèîìàññó öèàíîбàêòåðèé пîäâåðгàëè òåпëîâîé (37 °С), ëèîфèëüíîé, âàëüöåâîé 
èëè àöåòîíîâîé ñóшêàì, à зàòåì èзìåëü÷àëè пðè пîìîщè ëàбîðàòîðíых ìåëüíèö 
äëÿ пîëó÷åíèÿ эêñпåðèìåíòàëüíых пîðîшêîâèäíых пðåпàðàòèâíых пðîб. Âîäíыìè 
ñóñпåíзèÿìè (0,5 è 1,0%) âàðèàíòîâ пîëó÷åííîгî пîðîшêà пðè пîìîщè ëàбîðàòîð-
íîгî ðàñпыëèòåëÿ îпðыñêèâàëè ëèñòüÿ, пðåäíàзíà÷åííыå äëÿ пèòàíèÿ íàñåêîìых. 
Â êà÷åñòâå òåñò-îбъåêòîâ èñпîëüзîâàëè ðàзëè÷íыå âîзðàñòíыå фàзы àìåðèêàíñêîé 
бåëîé бàбî÷êè Hyphantria cunea Drury (пîëèфàг) è ÿéöà, ëè÷èíêè ðàзíых âîзðàñòîâ 
è èìàгî êîëîðàäñêîгî жóêà Leptinotarsa decemlineata Say (îëèгîфàг), ñîбðàííыå 
â пðèðîäíых пîпóëÿöèÿх; äëÿ пèòàíèÿ èì пðåäëàгàëè ëèñòüÿ íàèбîëåå òèпè÷íîгî 
ðàñòåíèÿ-хîзÿèíà (êàðòîфåëÿ äëÿ êîëîðàäñêîгî жóêà è êëåíà ÿñåíåëèñòíîгî äëÿ 
àìåðèêàíñêîé бåëîé бàбî÷êè). Нàñåêîìых ñîäåðжàëè â ñòåêëÿííых ñîñóäàх åìêî-
ñòüю 1,0 ë, пî 10 îñîбåé â êàжäîì, âàðèàíò îпыòà âêëю÷àë 5–10 пîâòîðíîñòåé. 
Â ìîäåëüíых эêñпåðèìåíòàх îпðåäåëÿëè бèîöèäíóю àêòèâíîñòü öèàíîбàêòåðèé, 
íàбëюäàÿ зà пèòàíèåì (пðîöåíò пîòðåбëåííîé ëèñòîâîé пîâåðхíîñòè/íà îäíó 
îñîбü), пèщåâыì пîâåäåíèåì, ðîñòîì, ìåòàìîðфîзîì è âыжèâàåìîñòüю â òå÷åíèå 
10–20 ñóòîê.

Результаты и их обсуждение 
Пåðâè÷íыå пðåпàðàòы öèàíîбàêòåðèé îбëàäàëè îбщèì èíгèбèðóющèì эффåê-

òîì è óгíåòàëè ðÿä жèзíåííых фóíêöèé íàñåêîìых (пèòàíèå, ìåòàìîðфîз, ðîñò, 
ðàзìíîжåíèå è âыжèâàåìîñòü), îñîбåííî â ñëó÷àÿх пîòðåбëåíèÿ êîðìà íà ñòàäèè 
ìëàäшèх ëè÷èíî÷íых âîзðàñòîâ. Â òî жå âðåìÿ эффåêò пîñëåäåéñòâèÿ пðîÿâëÿëñÿ â 
íàðóшåíèÿх пðîöåññîâ îêóêëèâàíèÿ, фîðìèðîâàíèÿ èìàгî è ëè÷èíî÷íîì, êóêîëî÷íîì 
è èìàгèíàëüíîì òåðàòîгåíåзå. Âåðîÿòíîñòü âыжèâàíèÿ òåñò-îбъåêòîâ â ðåзóëüòàòå 
ñîâîêóпíîгî äåéñòâèÿ èíгèбèðóющèх фàêòîðîâ зíà÷èòåëüíî ñíèжàëàñü. Сîпîñòàâ-
ëåíèå è àíàëèз пîêàзàòåëåé óгíåòåíèÿ пðîöåññîâ пèòàíèÿ, ðîñòà, ìåòàìîðфîзà è 
ñðîêîâ íàñòóпëåíèÿ гèбåëè â âàðèàíòàх ñ ðàзëè÷íыìè пðåпàðàòèâíыìè фîðìàìè 
пîêàзàëè, ÷òî пðîöåíò äîìèíèðîâàíèÿ M. aeruginosa â пîпóëÿöèè îêàзыâàåò âëèÿíèå 
íà пðîÿâëåíèå бèîöèäíîé àêòèâíîñòè. Пîäàâëåíèå òðîфè÷åñêîé фóíêöèè ëè÷èíîê 
пîäòâåðжäàåòñÿ âèзóàëüíыìè íàбëюäåíèÿìè è äàííыìè èзìåðåíèÿ ëèñòîâîé пî-
âåðхíîñòè. Нèжå пðèâåäåíы пðèìåðы äåòåððåíòíîé àêòèâíîñòè íåêîòîðых пðîб 
àññîöèàöèé öèàíîбàêòåðèé: (1) M. aeruginosa – 70,0%, A. flos-aquae – 30,0%; 
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(2) M. aeruginosa – 98,0%, A. flos-aquae – 2,0%; (3) M. aeruginosa – 90,0%, 
A. flos-aquae – 10,0% (òàбë. 1).

Тàбëèöà 1 
Детеррентная активность биомассы цианобактерий

Table 1
deterrent activity of cyanobacterial biomass

¹¹ 
проб

Способ 
обработки 
биомассы

Потребление обработанных листьев на протяжении 10 дней, 
% от контроля

Колорадский жук Американская белая бабочка

2 возраст 3 возраст 4 возраст 2 возраст 3 возраст 4 возраст

1
Âàëüöåâàÿ 

ñóшêà
42,8±4,0 40,8±5,5 – 11,1±0,2 – 19,6±3,5

2

Лèîфèëüíàÿ 
ñóшêà

18,7±3,2 55,0±7,5 – 1,5±0,2 2,0±0,5 42,0±7,7

Тåпëîâàÿ 
ñóшêà

18,0±4,6 49,8±7,0 74,4±3,2 0 12,0±2,6 32,2±10,6

Âîäíыé 
фèëüòðàò ñы-
ðîé бèîìàññы 

(1:1)

7,1±2,2 35,7±6.1 79,1±1,9 12,0±1,0 29,5±9,7 32,5±8,3

3
Тåпëîâàÿ 
ñóшêà

5,8±0,6 33,9±4,8 68,3±3,2 12,2±0,4 11,5±1,9 27,8±3,2

Кîíòðîëü 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Пðèìå÷àíèå: ëèñòüÿ îбðàбîòàíы 0,5% ñóñпåíзèåé пîðîшêà; â êàжäîì âàðèàíòå 150 ëè÷èíîê.

иíгèбèðîâàíèå пèòàíèÿ è îòñòàâàíèå ëè÷èíîê â ðîñòå пðèâîäèò ê íàðóшå-
íèÿì ìåòàìîðфîзà. Â ðàзëè÷íых âàðèàíòàх îпыòà ó êîëîðàäñêîгî жóêà èìàгî 
фîðìèðóюòñÿ â 2,0–4,4 ðàз ðåжå, ÷åì â êîíòðîëå, пðè÷åì пðîöåññы îêóêëèâàíèÿ 
è âыхîäà èìàгî ñîпðîâîжäàюòñÿ зíà÷èòåëüíыìè ìîðфîëîгè÷åñêèìè îòêëîíåíèÿìè 
îò íîðìы â âèäå òåðàòîгåíåзà (íåжèзíåñпîñîбíыå êóêîëêè ñî ñìîðщåííîé êóòè-
êóëîé ó àìåðèêàíñêîé бåëîé бàбî÷êè è èìàгî ñ ðåäóöèðîâàííыìè íàäêðыëüÿìè ó 
êîëîðàäñêîгî жóêà). Â êîíå÷íîì èòîгå ñìåðòíîñòü ðåгèñòðèðóåòñÿ íà âñåх фàзàх 
ðàзâèòèÿ ÷ëåíèñòîíîгèх, пðèâîäÿ ê îòíîñèòåëüíî âыñîêîìó ñóììàðíîìó эффåêòó 
[6, 8]. Эêñпåðèìåíòàëüíыå äàííыå пîêàзыâàюò, ÷òî гèбåëü â ëè÷èíî÷íîé фàзå 
íàñòóпàåò íå òîëüêî пîä âëèÿíèåì òîêñè÷åñêîé/эíòîìîöèäíîé àêòèâíîñòè, íî è 
пî пðè÷èíå óгíåòåíèÿ òðîфè÷åñêîé фóíêöèè è ðîñòîâых пðîöåññîâ. Кðîìå òîгî, 
ìîжíî пðîñëåäèòü пðÿìóю зàâèñèìîñòü èíгèбèðóющåгî è ëåòàëüíîгî эффåêòîâ îò 
êîíöåíòðàöèè âîäíых ñóñпåíзèé пåðâè÷íых пðåпàðàòîâ (òàбë. 2) è ñпåöèфè÷åñêîå 
äåéñòâèå öèàíîбàêòåðèé íà ðàзëè÷íыå âèäы íàñåêîìых. 

Тàбëèöà 2 
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Смертность личинок колорадского жука второго возраста в варианте с природной 
пробой цианобактерий ¹ 2, высушенной тепловым способом

Table 2
Mortality of the second instar larvae of colorado potato beetle caused by 

cyanobacterial sample N 2 (thermal drying) 

Концентрация, %
Показатели смертности по срокам учета, %

5 сутки 10 сутки 15 сутки

0,5 33,7±6,8 45,3±6,8 64,0±8,2

1,0 100,0 0 0

Кîíòðîëü 0 5,3±2,7 5,3±2,7

Пðèìå÷àíèå: â êàжäîì âàðèàíòå èñпîëüзîâàëè 75 ëè÷èíîê.

Пî âñåé âåðîÿòíîñòè, èзбèðàòåëüíîñòü äåéñòâèÿ зàâèñèò îò ñпåêòðà пèòàíèÿ è 
пèщåâых пðèâы÷åê òåñò-îбъåêòîâ, èх àíàòîìè÷åñêèх, бèîëîгè÷åñêèх è эêîëîгè÷åñêèх 
îñîбåííîñòåé. Сðàâíèòåëüíîå гèñòîëîгè÷åñêîå îбñëåäîâàíèå íàñåêîìых âыÿâèëî 
пàòîëîгè÷åñêèå èзìåíåíèÿ, ñâÿзàííыå ñ âëèÿíèåì öèàíîбàêòåðèé è ñâèäåòåëüñ-
òâóющèå î ðàзëè÷íîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè òåñò-îбъåêòîâ, êîòîðàÿ пðîÿâëÿåòñÿ íà 
âèäîâîì óðîâíå [7]. 

Аíàëèз äàííых, пîëó÷åííых íàìè è äðóгèìè ñпåöèàëèñòàìè, пîзâîëÿåò пðåä-
пîëîжèòü, ÷òî öèàíîбàêòåðèè пðîäóöèðóюò ðÿä ñîåäèíåíèé ðàзëè÷íîé хèìè÷åñêîé 
пðèðîäы ñ шèðîêèì ñпåêòðîì бèîëîгè÷åñêîé àêòèâíîñòè, êîòîðыé âêëю÷àåò íå 
ìåíåå 800 íàзâàíèé. Сðåäè íèх ìîжíî âыäåëèòü ñëåäóющèå гðóппы ñîåäèíåíèé, 
èìåющèå ñпåöèфè÷åñêîå эêîëîгè÷åñêîå зíà÷åíèå â хèìè÷åñêîé ñòðóêòóðå ìåж-
âèäîâых âзàèìîîòíîшåíèé. (1) Тîêñèíы, âызыâàющèå гèбåëü шèðîêîгî êðóгà 
гèäðîбèîíòîâ (îò öèàíîбàêòåðèé è ìèêðîâîäîðîñëåé äî ìëåêîпèòàющèх) èëè пðè-
÷èíÿющèå èì êîñâåííыé/пîòåíöèàëüíыé âðåä (íàêîпëåíèå â îðгàíàх è òêàíÿх). их 
пðîäóöèðîâàíèå ñпåöèàëèзèðîâàííыìè êëåòêàìè îпðåäåëåííых âèäîâ è шòàììîâ 
(îäèí è òîò жå âèä ìîжåò îбðàзîâыâàòü òîêñè÷íыå è íåòîêñè÷íыå пîпóëÿöèè) 
ñâÿзàíî, êàê пðàâèëî, ñ пîÿâëåíèåì â эêîñèñòåìå âèäîâ-àíòàгîíèñòîâ èëè êîíêóðå-
íòîâ. (2) Тîêñèíы/ñîâîêóпíîñòü òîêñèíîâ, êîòîðыå îòпóгèâàюò ðàñòèòåëüíîÿäíыå 
âèäы, îñóщåñòâëÿÿ фóíêöèè ðåпåëëåíòîâ è äåòåððåíòîâ, èëè îгðàíè÷èâàюò èх 
ðàзìíîжåíèå, íî íå âызыâàÿ ëåòàëüíîгî èñхîäà [5]. (3) Âòîðè÷íыå ìåòàбîëèòы, 
íàпðàâëåííыå пðîòèâ àâòîòðîфíых êîíêóðåíòîâ (öèàíîбàêòåðèé, ìèêðîâîäîðîñëåé 
è ò.ä.), íî íåэффåêòèâíыå пî îòíîшåíèю ê ðàñòèòåëüíîÿäíыì ÷ëåíèñòîíîгèì è 
íå пðèíàäëåжàщèå ê ÷èñëó òîêñèíîâ. их ñóщåñòâîâàíèå пîзâîëèëî ðÿäó àâòî-
ðîâ (T. Smayda, A. Cembella U. Tillmann, J. Kubanek, E. Gross, B. Shaw è äð.) 
îбîñíîâàòü òåîðèю âîäíîé àëëåëîпàòèè (пî àíàëîгèè ñî ñхîäíыìè ÿâëåíèÿìè â 
íàзåìíых эêîñèñòåìàх). Пðè эòîì íóжíî îòìåòèòü, ÷òî пîëíóю пàðàëëåëü ìåжäó 
âзàèìîîòíîшåíèÿìè â íàзåìíых è âîäíых ìåñòîîбèòàíèÿх пðîâåñòè òðóäíî èз-зà 
ñóщåñòâåííых ðàзëè÷èé â эâîëюöèîííых, бèîхèìè÷åñêèх è эêîëîгè÷åñêèх àñпåêòàх 
фîðìèðîâàíèÿ эòèх пðîöåññîâ, пðè÷èíàх è îñîбåííîñòÿх пðîÿâëåíèÿ âòîðè÷íîгî 
ìåòàбîëèзìà, âыñîêîгî óðîâíÿ ðàзíîîбðàзèÿ ìåòàбîëèòîâ гèäðîбèîíòîâ è èх бèîëî-
гè÷åñêîé àêòèâíîñòè пî ñðàâíåíèю ñ íàзåìíыìè пðîäóöåíòàìè è ò.ä. (4) Âòîðè÷íыå 
ìåòàбîëèòы, пðåäíàзíà÷åííыå äëÿ зàщèòы îò ðàñòèòåëüíîÿäíых îðгàíèзìîâ è èх 
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ëè÷èíîê. К пðîÿâëåíèю èх àêòèâíîñòè îòíîñèòñÿ èíгèбèðîâàíèå пèòàíèÿ, пëîäî-
âèòîñòè, пîäâèжíîñòè è ñíèжåíèå óðîâíÿ âыжèâàåìîñòè âîäíых ÷ëåíèñòîíîгèх 
[11, 12]. Тàêèå жå эффåêòы ìы íàбëюäàëè â îпыòàх íà ìîäåëüíых òåñò-îбъåêòàх, 
÷òî пîзâîëÿåò ñäåëàòü зàêëю÷åíèå î зàщèòíîì хàðàêòåðå äåéñòâèÿ íåòîêñè÷íых 
ìåòàбîëèòîâ öèàíîбàêòåðèé (â ÷àñòíîñòè, эòèìè ñâîéñòâàìè îбëàäàюò ëèпèäíыå 
è òåðпåíîâыå ñîåäèíåíèÿ [4, 9]).

Тàêèì îбðàзîì, пî ñâîåìó ñпåêòðó è ìåхàíèзìó äåéñòâèÿ бèîöèäíàÿ àêòèâíîñòü 
öèàíîбàêòåðèé бëèзêà ê äåéñòâèю зàщèòíых ñåêðåòîâ íèзшèх è âыñшèх ðàñòåíèé 
íà ðàñòèòåëüíîÿäíыå îðгàíèзìы. Нåñìîòðÿ íà ñìåðòíîñòü ðàñòèòåëüíîÿäíых îðгà-
íèзìîâ â ðÿäå âàðèàíòîâ, âëèÿíèå пåðâè÷íых пðåпàðàòîâ íà îñíîâå öèàíîбàêòåðèé 
ñîäåðжèò äåòåððåíòíых è èíгèбèðóющèх пðèзíàêîâ бîëüшå, ÷åì òîêñè÷íых. 
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Реферат

Хàðàêòåð ä³ї пðîб пðèðîäíèх пîпóëÿö³é ö³àíîбàêòåð³é, щî бóëè з³бðàí³ â бà-
ñåéí³ Дí³пðà п³ä ÷àñ “öâ³ò³ííÿ” âîäè, íà ðîñëèíîїäí³ îðгàí³зìè бóëî äîñë³äжåíî 
â ìîäåëüíèх åêñпåðèìåíòàх (êîëîðàäñüêèé жóê ³ àìåðèêàíñüêèé б³ëèé ìåòåëèê ó 
ð³зíèх фàзàх ðîзâèòêó бóëè âèêîðèñòàí³ ÿê òåñò-îб’єêòè). Рåзóëüòàòè åêñпåðèìåíò³â 
п³äòâåðäèëè, щî ö³àíîбàêòåð³ї âèÿâëÿюòü äåòåððåíòíó òà ³íг³бóâàëüíó ä³ю б³ëüшå 
зà òîêñè÷íó. 

К ë ю ÷ î â ³  ñ ë î â à: ö³àíîбàêòåð³ї, ðîñëèíîїäí³ îðгàí³зìè, ì³жâèäîâ³ â³äíî-
ñèíè, х³ì³÷íà åêîëîг³ÿ. 
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cyAnoBActeriA And herBivoroUS orgAniSMS:  
the ProPertieS of interSPecific interActionS 

 
Summary

Cyanobacterial natural samples were collected in the Dnieper basin during 
traditional summer-autumn “water bloom” and the pattern of their biological activity 
to the herbivorous organisms was revealed in the model tests (experimental exposures 
of fall webworm and Colorado potato beetle were used at several life-history stages). 
It can be determined deterrent and inhibitory effect of cyanobacteria is displayed 
more likely than toxic one.

K e y  w o r d s: cyanobacteria, herbivorous organisms, interspecific interactions, 
chemical ecology.
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ВËИßÍИÅ АÃÐÎсÒИÌУËИÍА,  
ÁИÎËАÍА И ЭÌИсÒИÌА с ÍА ÐÎсÒ  

И ФОСФАТАЗНУЮ АКТИВНОСТЬ  
ENTEROBACTER NIMIPRESSURALIS 32-3

Иссëедовано вëияние реãуëяторов роста растений (аãростимуëин, эмистим 
С, биоëан) на бактерию Enterobacter nimipressuralis 32-3: рост, продуктив-
ность биомассы, активность продуцирования щеëочной фосфатазы. Показано, 
что наибоëьший прирост биомассы бактерий поëучен при добавëении в пи-
татеëьные среды биоëана и эмистима С (до 26% и 30%, соответственно). 
Отмечено поëожитеëьное действие обоиõ стимуëяторов роста на основ-
ные показатеëи роста и активность щеëочной фосфатазы, продуцируемой 
E. nimipressuralis 32-3.

К ë ю ч е в ы е с ë о в а: реãуëяторы роста растений, Enterobacter nimipres-
suralis 32-3, биомасса, фосфатаза.

Сîзäàíèå è ðàзðàбîòêà бèîпðåпàðàòîâ äëÿ ñåëüñêîгî хîзÿéñòâà, â ÷àñòíîñòè 
пîзâîëÿющèх îпòèìèзèðîâàòü пèòàíèå ðàñòåíèé, ÿâëÿåòñÿ îäíîé èз зàäà÷ ñîâðå-
ìåííîé бèîòåхíîëîгèè [1]. иññëåäîâàíèÿ â эòîì íàпðàâëåíèè пðîâîäÿòñÿ ó÷åíыìè 
иÌÂ НАН Уêðàèíы, иСХÌ УААН, à òàêжå Южíîгî фèëèàëà иСХÌ, â êîòîðых 
ñîзäàíы эффåêòèâíыå пðåпàðàòы íà îñíîâå àзîòфèêñèðóющèх è фîñфàòìîбèëè-
зóющèх бàêòåðèé. 

Кàê èзâåñòíî, пðè пðîèзâîäñòâå бèîпðåпàðàòîâ âàжíî óâåëè÷èòü âыхîä 
бèîìàññы è àêòèâèзèðîâàòü фåðìåíòàòèâíóю àêòèâíîñòü ìèêðîîðгàíèзìîâ, ÷òî 
äîñòèгàåòñÿ пîñðåäñòâîì îпòèìèзàöèè óñëîâèé èх êóëüòèâèðîâàíèÿ è ñîñòàâà пè-
òàòåëüíîé ñðåäы. Îäíèì èз фàêòîðîâ, пîзâîëÿющèх ðåшèòü эòó зàäà÷ó, ÿâëÿåòñÿ 
èñпîëüзîâàíèå бèîëîгè÷åñêè àêòèâíых âåщåñòâ. Тàê, âыÿâëåíî пîëîжèòåëüíîå 
âëèÿíèå пðèðîäíых ðåгóëÿòîðîâ ðîñòà íà êóëüòóðó фîñфàòìîбèëèзóющåé бàêòåðèè 
Bacillus megaterim 5: îòìå÷åíî âîзðàñòàíèå àêòèâíîñòè фîñфàòàзы è íàêîпëåíèÿ 
бèîìàññы [2], à òàêжå óñòîé÷èâîñòü ê ñòðåññîâыì фàêòîðàì [3]. 

Цåëü ðàбîòы зàêëю÷àëàñü â èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ ðåгóëÿòîðîâ ðîñòà ðàñ-
òåíèé (àгðîñòèìóëèí, эìèñòèì С, бèîëàí) íà ðîñò бèîìàññы è пðîäóöèðîâàíèå 
щåëî÷íîé фîñфàòàзы шòàììîì E. nimipressuralis 32-3, êîòîðыé ÿâëÿåòñÿ îñíîâîé 
бèîпðåпàðàòà фîñфîэíòåðèí [4].

© Чàéêîâñêàÿ Л.А., Бàðàíñêàÿ Ì.и., 2009
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ÂПЛиÂ АГРÎСТиÌУЛ²НУ, еÌ²СТиÌУ С, Б²ÎЛАНУ НА Р²СТ ² ФÎСФАТАЗНУ АКТиÂН²СТь ...

Материалы и методы
Îбъåêòîì èññëåäîâàíèé быë шòàìì E. nimipressuralis 32-3, ñпîñîбíыé ê ìîбè-

ëèзàöèè òðóäíîðàñòâîðèìых îðгàíè÷åñêèх è íåîðгàíè÷åñêèх ñîåäèíåíèé фîñфîðà, 
âыäåëåííыé íàìè èз ÷åðíîзåìà южíîгî [5]. 

Â îпыòàх èñпîëüзîâàíы ðåгóëÿòîðы ðîñòà ðàñòåíèé íîâîгî пîêîëåíèÿ: àгðî-
ñòèìóëèí (êîìпëåêñ ðåгóëÿòîðîâ ðîñòà пðèðîäíîгî пðîèñхîжäåíèÿ è ñèíòåòè÷åñêèх 
àíàëîгîâ фèòîгîðìîíîâ), эìèñòèì С (пðîäóêò бèîòåхíîëîгè÷åñêîгî âыðàщèâàíèÿ 
гðèбîâ-эпèфèòîâ èз êîðíåâîé ñèñòåìы ëåêàðñòâåííых ðàñòåíèé), бèîëàí (óñîâåð-
шåíñòâîâàííыé àíàëîг эìèñòèìà С), ëюбåзíî пðåäîñòàâëåííыå äèðåêòîðîì ÌНТЦ 
«Агðîбèîòåх» С.П. Пîíîìàðåíêî [6]. изó÷àëîñü âëèÿíèå äàííых фèòîðåгóëÿòîðîâ 
íà ðîñò è фîñфàòàзíóю àêòèâíîñòü шòàììà E. nimipressuralis 32-3. Â îпыòàх èñ-
пîëüзîâàíà êîíöåíòðàöèÿ èññëåäóåìых ðåгóëÿòîðîâ ðîñòà â äèàпàзîíå îò 10-1 äî 
10-10 г/ë.

E. nimipressuralis 32-3 êóëüòèâèðîâàëè íà äâóх âèäàх пèòàòåëüíых ñðåä: 
гëюêîзî-àñпàðàгèíîâîé (гëюêîзà – 10 г, àñпàðàгèí – 1 г, К2SO4 – 0,2 г, MgSÎ4 – 
0,2 г, âîäà – äî 1ë) è òåхíîëîгè÷åñêîé (èñпîëüзóåìîé äëÿ пðèгîòîâëåíèÿ îпыòíых 
пàðòèé бèîпðåпàðàòà фîñфîэíòåðèí) â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ пðè 30 °С â пåðèîäè÷åñêèх 
óñëîâèÿх íà êà÷àëêå (230 îб/ìèí). Кîëè÷åñòâåííыå хàðàêòåðèñòèêè ðîñòà êóëü-
òóðы (óäåëüíàÿ ñêîðîñòü ðîñòà, ÷èñëî гåíåðàöèé) è ðîñò êëåòîê îпðåäåëåíы пî 
ìåòîäèêàì [7–9]. Аêòèâíîñòü щåëî÷íîé фîñфàòàзы îпðåäåëåíà íà бèîхèìè÷åñêîì 
àíàëèзàòîðå “Cobas Mira Plus” (Шâåéöàðèÿ) îпòèìèзèðîâàííыì ñòàíäàðòíыì 
ìåòîäîì ñ èñпîëüзîâàíèåì n-íèòðîфåíèë-фîñфàòà пî ðåêîìåíäàöèÿì Аññîöèàöèè 
êëèíè÷åñêîé бèîхèìèè; åäèíèöåé èзìåðåíèÿ фåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè â ñèñòåìå 
Си ÿâëÿåòñÿ E/ë [10]. 

Уäåëüíóю ñêîðîñòü ðîñòà (μ) âы÷èñëÿëè пî фîðìóëå:
 
	 	 	 μ = 2,3

 (lg x2 – lg x1 ) 
         t2 – t1 

 [8], 

гäå:
x1 è x2 – êîëè÷åñòâî êëåòîê â пðîìåжóòîê âðåìåíè t1 и t2

2,3 – êîэффèöèåíò пåðåâîäà â äåñÿòè÷íыé ëîгàðèфì
 
Чèñëî гåíåðàöèé âы÷èñëÿëè пî фîðìóëå:
 
    K =  q [7], 
            t 
гäå: 
t – пðîìåжóòîê âðåìåíè;
q – пðîäîëжèòåëüíîñòü êàжäîé гåíåðàöèè

Результаты и их обсуждение
Рåзóëüòàòы эêñпåðèìåíòîâ ñâèäåòåëüñòâóюò î òîì, ÷òî пðè êóëüòèâèðîâàíèè 

E. nimipressuralis 32-3 íà гëюêîзî-àñпàðàгèíîâîé ñðåäå íàèбîëüшèé пðèðîñò бèî-
ìàññы – 21% è 17% пîëó÷åíî пðè äîбàâëåíèè бèîëàíà (1·10-10 г/ë) è эìèñòèìà С 
(1·10-10 г/ë), ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ.1). Эòà жå òåíäåíöèÿ îòìå÷åíà è пðè èñпîëüзî-
âàíèè òåхíîëîгè÷åñêîé ñðåäы: бèîëàí (1·10-9 г/ë) ñпîñîбñòâîâàë óâåëè÷åíèю бèî-
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ìàññы íà 26%, эìèñòèì С – íà 31% (1·10-10 г/ë). Дîбàâêà àгðîñòèìóëèíà â пèòà-
òåëüíыå ñðåäы íåзíà÷èòåëüíî пîâëèÿëà íà пðèðîñò бèîìàññы E. nimipressura-
lis 32-3: 11% (1·10-10 г/ë) íà òåхíîëîгè÷åñêîé è 7% (1·10-10 г/ë) – íà гëюêîзî-
àñпàðàгèíîâîé ñðåäàх. 

Рис.1. Влияние биолана, эмистима С и агростимулина на рост биомассы 
Е. nimipressuralis 32-3: 1 – глюкозо-аспарагиновая среда; 2 – технологическая 

среда

Fig.1. The influence of biolan, emistim C and agrostimulin of growth on 
productivity of biomass Е. nimipressuralis 32-3: 1 – gluсose-asparagin medium; 

2 – technological medium

Пîêàзàíî ðàзëè÷íîå âëèÿíèå èññëåäîâàííых ðåгóëÿòîðîâ ðîñòà íà àêòèâíîñòü 
щåëî÷íîé фîñфàòàзы, пðîäóöèðóåìîé E. nimipressuralis 32-3: пðè äîбàâêå â пè-
òàòåëüíóю ñðåäó àгðîñòèìóëèíà îíà быëà íà óðîâíå êîíòðîëÿ (ðèñ. 2). Âíåñåíèå 
бèîëàíà è эìèñòèìà С (â êîíöåíòðàöèè 1·10-10 г/ë) ñпîñîбñòâîâàëî âîзðàñòàíèю 
àêòèâíîñòè щåëî÷íîé фîñфàòàзы äî 4–5 е/ë, â òîжå âðåìÿ â êîíòðîëå îíà ñî-
ñòàâëÿëà 1 е/ë.

Дëÿ âы÷èñëåíèÿ óäåëüíîé ñêîðîñòè ðîñòà è ÷èñëà гåíåðàöèé пðîâåäåíы ó÷åòы 
÷èñëåííîñòè êëåòîê â 10-÷àñîâîé è 12-÷àñîâîé êóëüòóðå бàêòåðèé, ÷òî ñîîòâåòñò-
âîâàëî эêñпîíåíöèàëüíîé фàзå ðîñòà.

Рис. 2. Влияние регуляторов роста на активность щелочной фосфатазы, 
продуцируемой бактерией Е. nimipressuralis 32-3: 

1 – êîíòðîëü, 2 – эìèñòèì С, 3 – бèîëàí, 4 – àгðîñòèìóëèí

fig. 2. the influence of the growth regulators on the activity of alkaline 
phosphatase produced by bacteria Е. nimipressuralis 32-3: 

1 – control; 2 – emistim C; 3 – biolan; 4 – agrostimulin
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ÂПЛиÂ АГРÎСТиÌУЛ²НУ, еÌ²СТиÌУ С, Б²ÎЛАНУ НА Р²СТ ² ФÎСФАТАЗНУ АКТиÂН²СТь ...

иññëåäîâàíèÿ пîêàзàëè, ÷òî â êîíòðîëå (бåз ñòèìóëÿòîðîâ) óäåëüíàÿ ñêîðîñòü 
ðîñòà äîñòèгàëà 0,13 äåëåíèé/÷àñ, à ÷èñëî гåíåðàöèé – 0,42. Пðè äîбàâëåíèè â 
пèòàòåëüíóю ñðåäó бèîëàíà (1·10-10 г/ë) óäåëüíàÿ ñêîðîñòü ðîñòà âîзðàñòàëà â 
ñðåäíåì äî 0,19 äåëåíèé/÷àñ, à ÷èñëî гåíåðàöèé – äî 0,62, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî 
пîâышåíèю эòèх пîêàзàòåëåé â 1,5 ðàзà. Âëèÿíèå эìèñòèìà С íà îбñóжäàåìыå 
пîêàзàòåëè быëî íåзíà÷èòåëüíî. Тàê, íàèбîëüшèå зíà÷åíèÿ пîëó÷åíы пðè äîбàâ-
ëåíèè эìèñòèìà С (1·10-8 è 1·10-8 г/ë): óäåëüíàÿ ñêîðîñòü ðîñòà è ÷èñëî гåíåðàöèé 
âîзðàñòàëè â 1,2 ðàзà пî ñðàâíåíèю ñ êîíòðîëåì è ñîñòàâëÿëè 0,15 äåëåíèé/÷àñ 
è 0,49 ñîîòâåòñòâåííî. 

Тàêèì îбðàзîì, óñòàíîâëåíî пîëîжèòåëüíîå äåéñòâèå èзó÷åííых ðåгóëÿòîðîâ 
ðîñòà ðàñòåíèé íà пðîäóêòèâíîñòü бèîìàññы E. nimipressuralis 32-3, à òàêжå âы-
ÿâëåíî пîëîжèòåëüíîå âëèÿíèå бèîëàíà è эìèñòèìà С íà âîзðàñòàíèå óäåëüíîé 
ñêîðîñòè, ÷èñëà гåíåðàöèé è àêòèâíîñòü щåëî÷íîé фîñфàòàзы, пðîäóöèðóåìîé 
E. nimipressuralis 32-3. Пîëó÷åííыå ðåзóëüòàòы ñâèäåòåëüñòâóюò î пåðñпåêòèâíîñòè 
пðèìåíåíèÿ эòèх ðåгóëÿòîðîâ ðîñòà ðàñòåíèé пðè пðîèзâîäñòâå бàêòåðèàëüíîгî 
óäîбðåíèÿ фîñфîэíòåðèí.
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П³âäåííà äîñë³äíà ñòàíö³ÿ ²íñòèòóòó ñ³ëüñüêîгîñпîäàðñüêîї 
ì³êðîб³îëîг³ї УААН, ñìò. Гâàðä³éñüêå, âóë. К. Ìàðêñà, 107, АР Кðèì, 97513, 

Уêðàїíà, òåë.: +38 (0652) 32 34 76

ВпËИВ АÃÐÎсÒИÌУË²ÍУ, ÅÌ²сÒИÌУ с, Á²ÎËАÍУ ÍА Ð²сÒ  
І ФОСФАТАЗНУ АКТИВНІСТЬ  

ENTEROBACTER NIMIPRESSURALIS 32-3

Реферат

Дîñë³äжåíî âпëèâ ðåгóëÿòîð³â ðîñòó ðîñëèí (àгðîñòèìóë³í, åì³ñòèì С, б³îëàí) 
íà Enterobacter nimipressuralis 32-3: ð³ñò, пðîäóêòèâí³ñòü б³îìàñè, àêòèâí³ñòü 
пðîäóêóâàííÿ ëóжíîї фîñфàòàзè. Âèÿâëåíî, щî íàéб³ëüшèé пðèð³ñò б³îìàñè бà-
êòåð³é ñпîñòåð³гàâñÿ пðè äîäàâàíí³ â пîжèâí³ ñåðåäîâèщà б³îëàíó òà åì³ñòèìó 
С (äî 26% ³ 30%, â³äпîâ³äíî). Â³äì³÷åíî òàêîж пîзèòèâíó ä³ю îбîх ñòèìóëÿòî-
ð³â íà îñíîâí³ пîêàзíèêè ðîñòó òà àêòèâí³ñòü ëóжíîї фîñфàòàзè, ÿêó пðîäóêóє 
E. nimipressuralis 32-3.

К ë ю ÷ î â ³   ñ ë î â à: ðåгóëÿòîðè ðîñòó ðîñëèí, бàêòåð³ÿ E. nimipressuralis 32-3, 
б³îìàñà, фîñфàòàзà.

l.o. chaykovska, M.i. Baranska

Southern Branch of Institute of Agricultural Microbiology of NASU, 
urban vil. Gvardejskie, K. Marx str., 107, AR Crimea, 97513, Ukraine

tel.: +38 (0652) 32 34 76

inflUence of AgroStiMUlin, eMiStiM c, BiolAn  
on growth And Activity of PhoSPhAtASe 

ENTEROBACTER NIMIPRESSURALIS 32-3

Summary

The influence of plants growth regulators (agrostimulin, emistim C, biolan) on 
bacterium E. nimipressuralis 32-3 (growth, biomass productivity, alkaline phosphatase 
activity) has been investigated. It has been revealed that addition of biolan and emis-
tim C increases bacterium biomass (26% and 30% relatively). The positive influence 
of both growth regulators on basic growth exponent and activity indices of alkaline 
phosphatase has been recorded.

K e y  w o r d s: growth regulators of plants, bacterium E. nimipressuralis 32-3, 
biomass, phosphatase.
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Âпëèâ гëèíèñòèх ì³íåðàë³â íà àäгåз³ю 
бàêòåð³é – êîìпîíåíò³â гðàíóëüîâàíèх 
пðåпàðàò³â äëÿ ðîñëèííèöòâà 

1 64

Гренадьорова Ì.В. äèâ. Русакова Ì.Ю. 2 69

Громико О.Ì. äèâ. Грубський Я.П. 2 28

Грубський Я.П., 
Аравіцька О.В., 
Ìироновський Ì.Л., 
Громико О.Ì., Осташ Б.О., 
Федоренко В.О.

Âпëèâ n-ìåòèë-n’-í³òðî-n-í³òðîзîгóàí³äèíó 
òà n-ìåòèë-n-í³òðîзîìåòèëñå÷îâèíè íà 
àíòèб³îòè÷íó àêòèâí³ñòü пðîäóöåíòà 
ñ³îì³öèíó Streptomyces sioyaensis Lv81

2 28

Гудзенко Т.В. äèâ. Лісютін Г.В. 1 88

Гудзенко Т.В. äèâ. Iваниця В.О. 2 36

Гудзь С.П. äèâ. Кушкевич I.В. 1 70

Гудзь С.П. äèâ. Перетятко Т.Б. 3 76

Гуëяєва I.I., Сніãур Г.О., 
Поëіщук В.П., Ìіëкус Б.Н.

Â³ðóñí³ зàхâîðюâàííÿ зåðíîâèх â Îäåñüê³é 
îбëàñò³ 

1 77

Давиденко Т.I., 
Романовська I.I., 
Андронаті С.О.

Iììîб³ë³зàö³ÿ б³îëîг³÷íî àêòèâíèх ðå÷î-
âèí

2 8

Джура Н.Ì. äèâ. Русин I.Б. 4 41

Дреãваëь О.А., 
Черевач Н.В., Вінніков А.I.

Сóì³ñíà ä³ÿ шòàì³â åíòîìîпàòîгåííèх 
бàêòåð³é òà гðèб³â

1 82

Думова В.А., Патика Н.В., 
Круãëов Ю.В., Патика В.П.

Âèâ÷åííÿ б³îð³зíîìàí³òòÿ êîìпëåêñó 
пðîêàð³îòíèх ì³êðîîðгàí³зì³â п³äзîëèñòèх 
ґðóíò³â

2 60

Заєць I.Є. äèâ. Харіна А.В. 4 58

Заїка С.А. äèâ. Круëько I.В. 2 47

Зайцев Ю.П., Копитіна Н.I. Гðèбè ó ìîðñüêîìó ñåðåäîâèщ³ 3 6

Зінченко О.Ю., 
Фіëіпова Т.О., Гаëкін Б.Ì., 
Водзінський С.В., 
Iшков Ю.В.

Âпëèâ ñèíòåòè÷íèх пîðф³ðèí³â íà 
÷óòëèâ³ñòü óìîâíî-пàòîгåííèх бàêòåð³é äî 
àíòèб³îòèê³â 

4 13

Зінченко О.Ю., 
Шматкова Н.В., 
Фіëіпова Т.О., 
Сейфуëëіна I.Й., 
Подуст В.С.

Аíòèбàêòåð³àëüíà àêòèâí³ñòü í³êîòèíîїë-
г³äðàзîíà ñàë³öèëîâîгî àëüäåг³äó òà éîгî 
êîìпëåêñ³â

1 49

Iваниця В.О. äèâ. Лісютін Г.В. 1 88
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Iваниця В.О. äèâ. Басюë О.В. 2 53

Iваниця В.О. äèâ. Ліманська Н.В. 4 26

Iваниця В.О., 
Васиëьєва Н.Ю., 
Лісютін Г.В., 
Буõтіяров A.Є., 
Гудзенко Т.В.

Тîêñè÷íà ³ ìóòàгåííà àêòèâí³ñòü зàбðóä-
íåííÿ àêâàòîð³ї îñòðîâà Зì³їíèé

2 36

Iëяш В.Ì. äèâ. Осадча А.I. 3 63

Iëяш В.Ì. äèâ. Осадча А.I. 4 33

Iшков Ю.В. äèâ. Зінченко О.Ю. 4 13

Каспров Е. äèâ. Пащак Ì. 3 22

Кашицкі П. äèâ. Федорович Д.В. 3 15

Кізерветтер-Свіда Ì. äèâ. Хробак Д. 3 49

Коваëенко Н.К. äèâ. Співак Ì.Я. 1 39

Коëочек Г. äèâ. Федорович Д.В. 3 15

Кондратюк Ю.Ю., 
Бабарик Ì.А., 
Корнеëюк О.I.

Îпòèì³зàö³ÿ бàêòåð³àëüíîї åêñпðåñ³ї 
òèðîзèë-òРНК ñèíòåòàзè ññàâö³â пðè 
êóëü òè âóâàíí³ шòàìó Еscherichia coli 
BL21(DE3)pLysE

4 6

Копитіна Н.I. äèâ. Зайцев Ю.П. 3 6

Корнеëюк О.I. äèâ. Кондратюк Ю.Ю. 4 6

Кот Т.Г. äèâ. Харіна А.В. 4 58

Кріпка А.В. äèâ. Стоëярчук I.Ì. 3 70

Круãëов Ю.В. äèâ. Думова В.А. 2 60

Круëько I.В., 
Заїка С.А., Харіна А.В., 
Водзінська Н.С., 
Поëіщук В.П.

Пîðф³ðèíè ÿê ³íг³б³òîðè â³ðóñíîї ³íфåêö³ї 
â êóëüòóð³ ðîñëèííèх òêàíèí

2 47

Кубік-Комар А. äèâ. Віëьбо Е. 3 40

Кузнєцов В.О.
Пðîфåñîð Яê³â Юë³éîâè÷ Бàðäàх (1857–
1929)

2 75

Кузьмінський Є.В., 
Гвоздяк П.I., Гоëуб Н.Б. 

Б³îпàëèâí³ åëåìåíòè – пðîбëåìè ³ пåð-
ñпåêòèâè ðîзâèòêó. II. Ì³êðîбí³ б³îпàëèâí³ 
åëåìåíòè

1 6

Куëачковський О.Р. äèâ. Кушкевич I.В. 1 70

Курдиш I.К. äèâ. Гордієнко А.С. 1 64

Курдиш I.К.
Âпëèâ б³îгåííèх ³ àб³îгåííèх фàêòîð³â íà 
åфåê òèâí³ñòü ³íòðîäóêö³ї ì³êðîîðгàí³зì³â 
ó àгðî åêîñèñòåì³

1 23

Кушкевич I.В., 
Гнатуш С.О., Гудзь С.П., 
Куëачковський О.Р.

Âпëèâ êàäì³é ñóëüфàòó íà ð³ñò, шâèäê³ñòü 
пîгëèíàííÿ êèñíю òà óëüòðàñòðóêòóðó 
Chromatium sp.

1 70
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Кшемінська Г.П. äèâ. Федорович Д.В. 3 15

Лазаренко Л.Ì. äèâ. Співак Ì.Я. 1 39

Ліманська Н.В., 
Iваниця В.О., 
Серãєєва Ж.Ю., Товкач Ф.I.

Бàêòåð³îöèíîгåííà àêòèâí³ñòü шòàì³â 
Rhizobium vitis ³ Pantoeaе аgglomerans, 
âèä³ëåíèх з ðîñëèí âèíîгðàäó 

4 26

Лісютін Г.В. äèâ. Iваниця В.О. 2 36

Лісютін Г.В., 
Буõтіяров А.Є., 
Біëоіваненко С.О., Понома-
рьова Л.П., Гудзенко Т.В., 
Iваниця В.О.

Нàфòîâå зàбðóäíåííÿ ³ гåòåðîòðîфíà 
ì³êðîб³îòà àêâàòîð³ї îñòðîâà Зì³їíèé

1 88

Ìазур А. äèâ. Віëьбо Е. 3 40

Ìамєєва О.Г., Остап-
чук A.M., Наãорна С.С., 
Підãорський B.C.

Аíàë³з ñèíòåзó 2-фåí³ëåòàíîëó äð³жäжàìè 
ðîäó Kluyveromyces

3 29

Ìаракасова К.С., 
Осташ Б.О., 
Федоренко В.О.

Нåгàòèâíà ðåгóëÿö³ÿ б³îñèíòåзó ìîåíî-
ì³öèíó А ó шòàì³ Streptomyces ghanaensis 
ATCC14672

3 36

Ìарек-Козачук Ì. äèâ. Віëьбо Е. 3 40

Ìироновський Ì.Л. äèâ. Грубський Я.П. 2 28

Ìіëкус Б.Н. äèâ. Гуëяєва I.I. 1 77

Ìороз О.Ì. äèâ. Русин I.Б. 4 41

Наãорна С.С. äèâ. Ìамєєва О.Г. 3 29

Нечай Г.I. äèâ. Федорович Д.В. 3 15

Нікітін О.В., Гаëкін Б.Ì., 
Фіëіпова Т.О., 
Сейфуëëіна I.Й., 
Шматкова Н.В.

Âпëèâ êîìпëåêñ³â гåðìàí³ю (IV) з ñàë³-
öèë àëüг³äðàзîíàìè хëîðбåíзîéíîї òà 
í³òðîбåíзîéíîї êèñëîò íà âì³ñò îñíîâíèх 
пîпóëÿö³é ³ ñóбпîпóëÿö³é ë³ìфîöèò³â ó 
ìèшåé пðè зàпàëåíí³

4 48

Новіков В.П. äèâ. Русин I.Б. 4 41

Оëевінська З.Ì. äèâ. Співак Ì.Я. 1 39

Осадча А.I., 
Сафронова Л.А., 
Авдєєва Л.В., Iëяш В.Ì.

Зäàòí³ñòü бàêòåð³é ðîäó Bacillus г³äðî-
ë³зóâàòè êñèëàí

3 63

Осадча А.I., 
Сафронова Л.А., 
Поëтавський О.Ì., 
Iëяш В.Ì.

Г³äðîëàзíà àêòèâí³ñòü àíòàðêòè÷íèх бà-
öèë

4 33

Остапчук A.M. äèâ. Ìамєєва О.Г. 3 29

Осташ Б.О. äèâ. Грубський Я.П. 2 28

Осташ Б.О. äèâ. Ìаракасова К.С. 3 36

Патика В.П. äèâ. Патика Т.I. 1 56
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Патика В.П. äèâ. Думова В.А. 2 60

Патика Н.В. äèâ. Думова В.А. 2 60

Патика Т.I., 
Патика В.П.

Тîêñèгåíí³ âëàñòèâîñò³ 
åíòîìîпàòîгåí³â Вacillus thuringiensis

1 56

Пащак Ì. äèâ. Шпонар Б. 3 57

Пащак Ì., 
Каспров Е., 
Хуанã Й., Гамян А.

Пîëÿðí³ ë³п³äè Ruania albidiflava – íîâîгî 
пðåäñòàâíèêà п³äпîðÿäêó Micrococcineae

3 22

Перетятко Т.Б., Гудзь С.П.
Пñèхðîф³ëüí³ шòàìè ñóëüфàòâ³äíîâëю-
âàëüíèх бàêòåð³é

3 76

Підãорський B.C. äèâ. Ìамєєва О.Г. 3 29

Підãорський В.С. äèâ. Співак Ì.Я. 1 39

Подуст В.С. äèâ. Зінченко О.Ю. 1 49

Позур В.В. äèâ. Сківка Л.Ì. 4 20

Поëіщук В.П. äèâ. Гуëяєва I.I. 1 77

Поëіщук В.П. äèâ. Круëько I.В. 2 47

Поëіщук В.П. äèâ. Стоëярчук I.Ì. 3 70

Поëіщук В.П. äèâ. Харіна А.В. 4 58

Поëтавський О.Ì. äèâ. Осадча А.I. 4 33

Пономарьова Л.П. äèâ. Лісютін Г.В. 1 88

Потопаëьський А.I. äèâ. Харіна А.В. 4 58

Прокопів Т.Ì. äèâ. Федорович Д.В. 3 15

Пясковська О.Ì. äèâ. Сківка Л.Ì. 4 20

Рачкова Л.Т. äèâ. Співак Ì.Я. 1 39

Ржевуська Ì. äèâ. Хробак Д. 3 49

Риëьський О.Ф., 
Гвоздяк П.I.

Пðèгí³÷åííÿ п³гìåíòñèíòåзóâàëüíîї зäàò-
íîñò³ бàêòåð³é ³îíàìè âàжêèх ìåòàë³â

2 43

Рîìàíîâñüêà I.I. äèâ. Давиденко Т.I. 2 8

Русакова Ì.Ю., 
Гаëкін Б.Ì., Фіëіпова Т.О., 
Вострова Л.Ì., Гренадьо-
рова Ì.В.

Фóíг³öèäíà àêòèâí³ñòü г³äðàзèä³â фåí-
îêñ³îöòîâîї êèñëîòè щîäî збóäíèê³â 
пðèêîðåíåâîї гí³ë³

2 69

Русин I.Б., Фіãурка О.Ì., 

Фіãурка У.Ì., 
Джура Н.Ì., Ìороз О.Ì., 
Новіков В.П.

Ì³êðîб³îòà íàфòîзàбðóäíåíîгî ґðóíòó, 
ðåêóëüòèâîâàíîгî ðîñëèíàìè Carex hirta

4 41

Сапура О.В. äèâ. Гвоздяк П.I. 4 53

Сафронова Л.А. äèâ. Осадча А.I. 3 63

Сàфðîíîâà Л.А. äèâ. Осадча А.I. 4 33
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Сейфуëëіна I.Й. äèâ. Зінченко О.Ю. 1 49

Сейфуëëіна I.Й. äèâ. Нікітін О.В. 4 48

Серãєєва Ж.Ю. äèâ. Ліманська Н.В. 4 26

Серãєєва Ж.Ю., 
Товкач Ф.I.

Пîð³âíÿëüíèé ðåñòðèêö³éíèé àíàë³з ДНК 
ìåгà пëàзì³ä ³ бàêòåð³îфàг³â Еrwinia caro-
tovora

2 23

Серãєєва Ж.Ю., 
Товкач Ф.I.

Рåñòðèêö³éíå êàðòóâàííÿ пîзàхðîìîñîìíî-
гî åëåìåíòà pСА25 Еrwinia carotovora

2 66

Сибірний А.А. äèâ. Федорович Д.В. 3 15

Сківка Л.Ì., 
Федорчук О.Г., 
Пясковська О.Ì., 
Храновська Н.Ì., 
Позур В.В.

Âпëèâ пåпòèäîгë³êàíà Staphylococcus 
aureus Wood 46 íà öèòîòîêñè÷íó àêòèâí³ñòü 
ìîíîíóêëåàðíèх ñпëåíîöèò³â ìèшåé

4 20

Скорупська А. äèâ. Віëьбо Е. 3 40

Сніãур Г.О. äèâ. Гуëяєва I.I. 1 77

Співак Ì.Я., 
Підãорський В.С., 
Лазаренко Л.Ì., 
Шинкаренко Л.Ì., 
Коваëенко Н.К., 
Рачкова Л.Т., 
Оëевінська З.Ì.

Âпëèâ ëàêòî- òà б³ф³äîбàêòåð³é íà пî-
êàзíèêè ³ìóíîðåàêòèâíîñò³ îðгàí³зìó íà 
åêñпåðèìåíòàëüí³é ìîäåë³ 

1 39

Стоëярчук I.Ì., 
Шевченко Т.П., 
Поëіщук В.П., Кріпка А.В.

Пðîò³êàííÿ â³ðóñíîї ³íфåêö³ї ó ð³зíèх 
âèä³â ðîñëèí п³ä âпëèâîì àðбóñêóëÿðíîї 
ì³êîðèзè

3 70

Товкач Ф.I. äèâ. Ліманська Н.В. 4 26

Товкач Ф.I. äèâ. Серãєєва Ж. Ю. 2 23

Товкач Ф.I. äèâ. Серãєєва Ж. Ю. 2 66

Федоренко В.О. äèâ. Грубський Я.П. 2 28

Федоренко В.О. äèâ. Ìаракасова К.С. 3 36

Федорович Д.В., 
Гончар Ì.В., 
Кшемінська Г.П., 
Прокопів Т.Ì., Нечай Г.I., 
Кашицкі П., Коëочек Г., 
Сибірний А.А.

Ìåхàí³зìè äåòîêñèêàö³ї хðîìàòó ó 
äð³жäж³â

3 15

Федорчук О.Г. äèâ. Сківка Л.Ì. 4 20

Фіãеë Б. äèâ. Шпонар Б. 3 57

Ф³гóðêà Î.Ì. äèâ. Русин I.Б. 4 41

Фіãурка У.Ì. äèâ. Русин I.Б. 4 41

Фіëіпова Т.О. äèâ. Зінченко О.Ю. 1 49



81Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 8/2009

Автори
¹

вип.
¹ 

стор.

Фіëіпова Т.О. äèâ. Русакова Ì.Ю. 2 69

Фіëіпова Т.О. äèâ. Зінченко О.Ю. 4 13

Фіëіпова Т.О. äèâ. Нікітін О.В. 4 48

Харіна А.В. äèâ. Круëько I.В. 2 47

Харіна А.В., Кот Т.Г., 
Поëіщук В.П., Заєць I.Є., 
Черватюк Н.В., 
Потопаëьський А.I.

Iзàò³зîí ÿê ³íг³б³òîð ф³òîâ³ðóñíèх ³í-
фåêö³é

4 58

Храновська Н.Ì. äèâ. Сківка Л.Ì. 4 20

Хробак Д., 
Кізерветтер-Свіда Ì., 
Ржевуська Ì., Бінек Ì.

Хàðàêòåðèñòèêà ñòàф³ëîêîêîâîї êàñåòíîї хðî-
ìîñîìè мес òèпó ó ìåòèöèë³í-ðåзèñòåíòíèх 
шòàì³â Staphylococcus intermedius, 
³зîëüîâàíèх â³ä ñîбàê

3 49

Хуанã Й. äèâ. Пащак Ì. 3 22

Чайковська Л.О., 
Баранська Ì.I.

Âпëèâ àгðîñòèìóë³íó, åì³ñòèìó С, б³îëàíó 
íà ð³ñò ³ фîñфàòàзíó àêòèâí³ñòü Enter-
obacter nimipressuralis 32-3

4 70

Черватюк Н.В. äèâ. Харіна А.В. 4 58

Черевач Н.В. äèâ. Дреãваëь О.А. 1 82

Шевченко Т.П. äèâ. Стоëярчук I.Ì. 3 70

Шинкаренко Л.Ì. äèâ. Співак Ì.Я. 1 39

Шматкова Н.В. äèâ. Зінченко О.Ю. 1 49

Шматкова Н.В. äèâ. Нікітін О.В. 4 48

Шпонар Б., Пащак Ì., 
Фіãеë Б., Гамян А.

Хåìîòàêñîíîì³÷íà ³äåíòèф³êàö³ÿ шòàì³â 
àêòèíîбàêòåð³é, ³зîëüîâàíèх з óðàжåíèх 
âîëîгîю îф³ñíèх бóä³âåëü

3 57

Ямборко Г.В. äèâ. Басюë О.В. 2 53
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