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Аннотация. Изложены итоги исследования некоторых особенностей биологии (наступление основных 

фенофаз, морфометрия и устойчивость в культуре) одного из представителей группы весеннецветущих эфеме-

роидных редких растений – Cardamine quinquefolia (M. Bieb.) Schmalh. (зубянка пятилистная). Вид занесен в 

Красные книги ряда регионов России (Пензенской, Тамбовской, Рязанской, Саратовской, Ульяновской обл. и 

др.). Растения зубянки пятилистной отличаются высокой декоративностью (красивоцветущее растение). Их 

чрезмерный сбор (букеты) и вырубка широколиственных лесов являются лимитирующими факторами. Иссле-

дования проводились в коллекции теневыносливых растений (теневой сад) в Южно-Уральском ботаническом 

саду-институте УФИЦ РАН в течение двух вегетационных периодов (2024–2025 гг.). Отрастание 

C. quinquefolia отмечено в первых числах апреля, во второй декаде появляются бутоны, начало цветения – в 

третьей декаде апреля, плодоношение – в середине мая. Длительность цветения составляет около двух недель 

(среднедлительноцветущий вид). Растения этого вида относятся к группе ранневесеннецветущих эфемероидов 

(весеннезеленые с периодом летне-осенне-зимнего покоя). Такие показатели, как высота генеративного побе-

га, число листьев, ширина листа и диаметр цветка, характеризуются небольшим варьированием (Сv– 0.0–

4.4%). Остальные параметры имеют нормальную степень варьирования (Сv– 5.5–12.1%). По результатам про-

веденной оценки перспективности C. quinquefolia установлено, что вид обладает устойчивостью к местным 

климатическим условиям, отличается регулярным и массовым цветением, хорошо разрастается и образует 

куртины. Для него характерна высокая зимостойкость, вид не подвержен влиянию весенних заморозков, засу-

хоустойчив. Введение в культуру редких и исчезающих растений позволяет удовлетворить потребность в этих 

видах, что будет способствовать предотвращению полного уничтожения их запасов в природной среде. 

Ключевые слова: Cardamine quinquefolia, ранневесеннецветущий эфемероид, редкий вид, особенности 
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Abstract. The article presents research results regarding certain biological features (the onset of main phenophases, 

morphometry, and cultivation stability) of Cardamine quinquefolia (M. Bieb.) Schmalh. (five-leaved toothwort), a 

plant belonging to a group of rare spring-flowering ephemeroids. The species is listed in the Red Data Books of sever-

al regions of Russia (Penza, Tambov, Ryazan, Saratov, Ulyanovsk, etc.). C. quinquefolia plants are highly decorative 

(beautiful flowering plants). Excessive collection (for bouquets) and deciduous forest clearing constitute the limiting 
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factors. The research was conducted within a collection of shade-tolerant plants (shade garden) at the South- Ural Bo-

tanical Garden-Institute of the Ufa Federal Research Center of the Russian Academy of Sciences over two growing 

seasons (2024–2025). C. quinquefolia sprouts in early April, buds appear in the second decade of the month, flowering 

begins in the third decade of April, and fruiting occurs in mid-May. The flowering period lasts approximately two 

weeks (a medium-long-flowering species). Plants of this species belong to the group of early spring-flowering ephem-

eroids (spring-green plants with a summer-autumn-winter dormancy period). Parameters such as the height of the gen-

erative shoot, the number of leaves, the leaf width, and the flower diameter are characterized by slight variation (Cv–

0.0–4.4%). Parameters such as generative shoot height, leaf count, leaf width, and flower diameter show low variation 

(Cv–0.0–4.4%). The remaining parameters show moderate variation (Cv–5.5–12.1%). Based on the results of the con-

ducted assessment of C. quinquefolia's introduction potential, the species is found to be resilient to local climatic con-

ditions, characterized by regular and abundant flowering, and capable of expanding well to form clumps. It features 

high winter hardiness, is unaffected by spring frosts, and is drought-resistant. The introduction of rare and endangered 

plants into cultivation meets the demand for these species, helping to prevent the complete depletion of their wild pop-

ulations. 
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Введение 

Исследование редких и исчезающих видов растений является важнейшим и эффективным направле-

нием в современной биологии. В век повышенной антропогенной нагрузки на природные экосистемы 

(усиленное потребление природных ресурсов, включая растительные сообщества) наблюдается сниже-

ние биологического разнообразия растительного покрова. Численность и запасы большинства хозяй-

ственно ценных для человека растений сокращаются и могут в дальнейшем исчезнуть в природе. Это 

обусловлено тем, что некоторые виды растений довольно незначительно возобновляются после наруше-

ний, либо их нативные местообитания полностью освоены человеком.  

Выращивание и размножение редких растений в условиях интродукции с последующим возвращени-

ем их в природные местообитания является одним из действенных способов сохранения биоразнообра-

зия. Это основополагающая задача и направленность ботанических садов. Биоресурсные коллекции рас-

тений, созданные в ботанических садах, позволяют сохранить генофонд редких и исчезающих видов. 

Разностороннее изучение биологических особенностей редких растений позволяет выявить их свойства, 

признаки и причины сокращения численности популяций. Работы по исследованию таких видов в бота-

нических садах должны проводиться интенсивно, поскольку это направление в настоящее время является 

весьма актуальным [Клюй, 2010; Каримова, Абрамова, 2016; Мустафина и др., 2023]. 

Один из представителей группы редких растений – Cardamine quinquefolia (M. Bieb.) Schmalh. (зубян-

ка пятилистная) из семейства Brassicaceae Burnett, nom. cons. (Крестоцветные). Вид занесен в Красные 

книги ряда регионов России (Пензенской, Тамбовской, Рязанской, Саратовской, Ульяновской обл. и др.) 

[Красная …, 2011; 2015; 2017; 2019; 2021; 2024]. 

Растения зубянки пятилистной отличаются высокой декоративностью (красивоцветущее растение). 

Их чрезмерный сбор (букеты) и вырубка широколиственных лесов являются лимитирующими фактора-

ми. Корневища этого вида применяются в народной медицине – в них содержатся алкалоиды, дубильные 

вещества (обладают кровоостанавливающим действием). Зубянка пятилистная является прекрасным ме-

доносом и отнесена к группе растений, составляющих мелиттофильный комплекс (обеспечивает пчел 

пыльцой и нектаром в горно-лесных экосистемах Крыма) [Быкова и др., 2020; Шпилевая, 2020].  

Целью работы было изучение некоторых особенностей биологии (наступление основных фенофаз, 

морфометрия и устойчивость в культуре) зубянки пятилистной в коллекции теневыносливых растений 

(теневой сад) в Южно-Уральском ботаническом саду-институте УФИЦ РАН (ЮУБСИ).  

Материал и методика исследования 

Растения зубянки пятилистной (рис. 1), которые послужили материалом для исследований, были при-

везены нами в виде корневищ из Главного ботанического сада РАН (г. Москва) в 2019 г.  

C. quinquefolia – неморальный вид, который произрастает преимущественно в европейской части Рос-

сии (тенистые широколиственные леса и заросли кустарников). Влаго- и тенелюбивое растение. Корне-

вищный (корневище с треугольными чешуйками) травянистый многолетний ранневесенний эфемероид, 

прямостоячие побеги которого достигают высоты до 35 см. Растения без прикорневых листьев, листья на 
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стебле перистые (их обычно 3), в основном сближены в мутовку, цветочные кисти несут до 15 фиолето-

во-розовых цветков, плод – стручок. Размножение – семенами и вегетативно (пазушные почки), распро-

странение семян – автохория [Рыжова, 2024].  

 

Рис. 1. C. quinquefolia в фазе цветения 

[C. quinquefolia in the flowering phase] 

Климатические условия района исследования – умеренно-континентальный климат, северная лесо-

степь, Башкирское Предуралье. Участок произрастания C. quinquefolia (коллекция теневыносливых рас-

тений, теневой сад) находится под пологом дуба черешчатого с серой лесной, уплотненной, с низким со-

держанием гумуса почве.  

Выявление особенностей биологии C. quinquefolia при интродукции выполнено в соответствии 

с научными методическими рекомендациями [Минин и др., 2020; Черемушкина, Барсукова, 2020; Бого-

слов и др., 2021]. При анализе количественных показателей определяли среднее арифметическое (М), 

ошибки среднего арифметического (m), коэффициент вариации (Cv, %). Оценка успешности вида в усло-

виях выращивания в ботаническом саду (г. Уфа, Башкирское Предуралье) выполнена по методике, кото-

рая отражена в работе В.В. Бакановой [1984]. 

Результаты исследований 

2024 год характеризовался следующими погодными условиями: апрель был теплым месяцем, в тече-

ние всего мая было холодно, наблюдались частые ночные заморозки, вторая половина лета была доста-

точно теплая, но с обильными и продолжительными осадками (рис. 2). 2025 г. – весна теплая, без воз-

вратных заморозков, лето было достаточно теплым, но с обильными и продолжительными осадками 

в виде затяжных дождей и ливней. Средняя температура в летние месяцы составляла около 20ºC. Осень 

(сентябрь, октябрь) 2025 г. была более теплая и дождливая (количество выпавших осадков в 4.5 раза 

больше), чем в 2024 г. Данные метеоусловий описаны согласно сайту архива погоды [Погода и климат: 

эл. ресурс].  

Одним из методов изучения сезонных явлений является анализ данных, полученных в результате ве-

дения фенологических наблюдений за растениями – важного направления научных исследований, прово-

димых в ботанических садах и дендрариях. 

В культуре в ЮУБСИ у C. quinquefolia отрастание отмечено в первых числах апреля, во второй декаде 

появляются бутоны, начало цветения – в третьей декаде апреля, плодоношение – в середине мая. Дли-

тельность цветения составляет около двух недель (среднедлительноцветущий вид). Растения этого вида 

относятся к группе ранневесеннецветущих эфемероидов (весеннезеленые с периодом летне-осенне-

зимнего покоя). 

Измерения морфологических параметров (таблица) надземной части растений выполнены в полевых 

условиях на участке теневого сада в период массового цветения и их максимального развития. Для полу-

чения достоверных среднестатистических данных морфометрии нами были измерены параметры 25 мо-

дельных растений. 
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Рис. 2. Метеорологические условия г. Уфы (вегетационный сезон 2024–2025 гг.)  

[Meteorological conditions of Ufa (growing season 2024–2025)] 

 

Показатели морфометрических параметров C. quinquefolia в условиях интродукции Южно-

Уральского ботанического сада-института УФИЦ РАН  

[Morphometric parameters of C. quinquefolia in the introduction conditions at the South-Ural Botanical 

Garden-Institute of the UFRC RAS] 

Параметр 
2024 2025 

tфакт 
M±m Сv, % M±m Сv, % 

Высота генеративного побе-

га, см 
29.4±0.37 3.3 30.1±0.34 3.0 1.805* 

Толщина генеративного по-

бега, см 
0.3±0.01 9.8 0.3±0.01 9.6 0.612* 

Число листьев на генератив-

ном побеге, шт. 
3.0±0.00 0.0 3.0±0.00 0.0 0.000 

Длина листа, см 9.9±0.28 7.5 10.5±0.14 3.4 1.879* 

Ширина листа, см 9.6±0.14 3.9 10.0±0.11 2.9 2.455* 

Число цветков в соцветии, 

шт. 
14.0±0.31 5.8 13.7±0.29 5.5 0.679* 

Диаметр цветка, см 3.1±0.05 4.4 3.1±0.05 4.0 0.196* 

Длина лепестка, см 1.7±0.05 7.7 1.6±0.02 3.1 0.475* 

Ширина лепестка, см 0.9±0.04 10.9 0.8±0.02 6.3 0.339* 

Длина чашелистика, см 0.6±0.02 9.6 0.5±0.02 9.2 0.408* 

Ширина чашелистика, см 0.2±0.01 12.1 0.2±0.01 11.4 0.000 
Примечание: M – среднее значение; m – ошибка среднего; Сv, % – коэффициент вариации; *достоверно при 5%-

ном уровне значимости. 

 

Из данных в таблице очевидно, что такие показатели, как высота генеративного побега, длина, шири-

на листа и ширина чашелистика были выше в 2025 г.  Высота генеративного побега, число листьев, ши-

рина листа и диаметр цветка характеризуются небольшим варьированием (Сv – 0.0–4.4%). Остальные 

параметры имеют нормальную степень варьирования (Сv – 5.5–12.1%).  

Сравнительный анализ морфометрических параметров C. quinquefolia между годами с использовани-

ем t-критерия Стьюдента показал, что в большинстве случаев различия статистически незначимы (p 

>0,05). Это относится к таким показателям, как высота и толщина побега, длина листа, число цветков, 

диаметр цветка, а также размеры лепестков и чашелистиков. По таким параметрам, как число листьев и 

ширина чашелистиков, вариация не выявлена. Статистически значимые различия выявлены только для 

ширины листа (t = 2,455 при p <0,05), где в 2025 г. отмечено увеличение данного показателя по сравне-

нию с 2024 г. В целом полученные результаты свидетельствуют о стабильности морфометрических ха-

рактеристик в межгодовом аспекте. 
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По результатам интродукционных исследований проведена оценка перспективности изученного в 

культуре редкого вида C. quinquefolia, который может быть рекомендован для выращивания в качестве 

декоративного почвопокровного растения в теневых композициях. Критерии оценки были следующие: 

развитие вегетативных органов, наличие регулярного цветения и образования семян, зимостойкость, за-

сухоустойчивость, способность растений к саморасселению (единичное и массовое). 

Оценка позволила установить, что растения обладают устойчивостью к местным климатическим 

условиям, отличаются регулярным и массовым цветением, хорошо разрастаются и образуют куртины. 

Для них характерна высокая зимостойкость, они не подвержены влиянию весенних заморозков, обладают 

засухоустойчивостью. 

Заключение 

Таким образом, проведенные интродукционные испытания редкого вида C. quinquefolia позволили 

выявить, что растения в условиях культуры в ЮУБСИ (Башкирское Предуралье) проходят полный цикл 

развития, отличаются ежегодным массовым цветением, плодообразованием и формированием полноцен-

ных семян.  Растения этого вида относятся к группе ранневесеннецветущих эфемероидов. Оценка пер-

спективности в культуре позволила установить, что растения обладают устойчивостью к местным кли-

матическим условиям, хорошо разрастаются и образуют куртины. Для них характерна высокая зимо-

стойкость, они не подвержены влиянию весенних заморозков, засухоустойчивы. Введение в культуру 

редких и исчезающих растений позволяет удовлетворить потребность в этих видах, что будет способ-

ствовать предотвращению полного уничтожения их запасов в природной обстановке. 
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Аннотация. В настоящее время введение в массовое городское озеленение теневыносливых и тенелюби-

вых декоративных травянистых многолетников, в том числе полукустарников, становится все более актуаль-

ным. Но на сегодняшний день ассортимент многолетников, рекомендуемых для массового городского озеле-

нения объектов различных режимов пользования, ограничен и требует расширения. Цель исследования – вы-

явление устойчивых и декоративных многолетников, в том числе и полукустарников, перспективных для ис-

пользования на различных городских объектах общего пользования (площади, скверы, бульвары, парки). Ра-

бота проводилась на территории коллекции-экспозиции «Теневой сад» Главного ботанического сада им. Н.В. 

Цицина РАН. За более чем 80-летний период существования коллекции-экспозиции было испытано более 1000 

таксонов из различных регионов. За растениями ежегодно проводились различные наблюдения по общеприня-

тым методикам: фиксировались фенологические фазы, определялись феноритмотипы, оценивались успеш-

ность интродукции и перспективность введения в городское озеленение исследуемых образцов. Одним из ито-

гов длительного интродукционного эксперимента является перечень, который включает в себя 58 наименова-

ний декоративных травянистых теневыносливых и тенелюбивых многолетников. Представлен календарь цве-

тения рекомендуемых декоративных травянистых многолетников. Проанализирован характер разрастания 

исследуемых образцов. Выявлено, что у 78% исследуемых образцов отмечен зарослевый характер роста, что 

позволяет использовать их при создании покрова под кронами старых деревьев. Проанализирована продолжи-

тельность декоративности исследуемых растений. Установлено, что 83% относится к группе весенне-летне-

осеннезеленых, которые сохраняют декоративность в течение всего вегетационного периода. 

Ключевые слова: ботанический сад, биоразнообразие, коллекция-экспозиция «Теневой сад», теневыносли-

вые и тенелюбивые многолетники, городское озеленение 
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Abstract. Currently, the introduction of shade-tolerant and shade-loving ornamental herbaceous perennials, 

including subshrubs, into mass urban greening landscaping is becoming increasingly relevant. However, today 

the range of perennials recommended for mass urban greening of sites with various use patterns is limited and 

requires expansion. The aim of the study is to identify sustainable and ornamental herbaceous perennials, includ-

ing subshrubs, that are promising for use in various urban public green spaces (squares, public gardens, boule-

vards, and parks). The work was carried out on the territory of the "Shadow Garden" collection-exposition of the 

N.V. Tsitsin Main Botanical Garden of RAS. Over the more than 80-year history of the collection, more than 

1,000 taxa from various regions have been tested. Various observations were carried out annually according to 

generally accepted methods: phenological phases were recorded, phenorhythmotypes were determined, and the 

introduction success and prospects for urban greening of the studied samples were evaluated. One of the results 

of the long-term introduction experiment is a list that includes 58 species and cultivars of ornamental herbaceous 

shade-tolerant and shade-loving plants. A flowering calendar for the recommended ornamental plants is present-

ed. The growth pattern of the studied samples is analyzed. Notably, 78% of the studied samples were revealed to 

exhibit a clonal growth pattern, allowing them to be used to create ground cover under the canopies of mature 

trees. The ornamental period of the studied plants is analyzed. Additionally, 83% of the samples were found to 

belong to the spring-summer-autumn-green phenorhythmotype, retaining their ornamental value throughout the 

entire growing season. 

Keywords: botanical garden, biodiversity, collection-exhibition "Shadow Garden", shade-tolerant and shade-

loving perennials, urban landscaping 
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Введение 

В настоящее время введение ассортимента теневыносливых и тенелюбивых декоративных растений 

в городскую среду приобретает все большую перспективность и актуальность [Han, Yoo, 2020; Бочкова, 

Хохлачева, 2021; Хохлачева, 2021; Исаенко, 2022; Шелехова, 2023; Гусев и др., 2024; Yang et al, 2024; 

Čarni et al, 2025]. Связано это, в первую очередь, со старением территорий общественных мест пользова-

ния, таких как площади, парки, скверы, бульвары. Со временем древесные насаждения сильно разраста-

ются, увеличивая диаметр кроны и корневой системы. В местах, где раньше можно было создавать цвет-

ники из летников и светолюбивых многолетников, в настоящее время не растут не только цветочные 

культуры, но и газонное покрытие. Именно в таких местах заменить цветочные композиции могут тене-

выносливые растения. Но на сегодняшний день ассортимент многолетников, рекомендуемых для массо-

вого городского озеленения объектов различных режимов пользования, крайне ограничен и требует сво-

его расширения за счет не только декоративных, но и устойчивых в культуре в рамках региона, хорошо 

переносящих городские условия видов. 

Одна из основных задач ботанических садов – это сохранение биоразнообразия [Сангулия, 2021; 

Westwood et al, 2021; Hurdu et al, 2022; Li, Li, Zhao, 2023; Кузеванов, Лаевская, 2024; Mohd Radi, Ba-

haruddin, Sani 2024; Neves, 2024; Blackmore, 2024; Ефимов, Дегтярева, Дацюк, 2025]. Кроме того, немало-

важным является не только сохранение коллекционных фондов, состоящих как из представителей при-

родной флоры, так и интродуцентов, перспективных для выращивания в регионе, но и обогащение реги-

ональной культурной флоры [Bondorina et al, 2020]. Главный ботанический сад им. Н.В. Цицина РАН 

(ГБС РАН) – не исключение. В лаборатории (ранее – отделе) декоративных растений ГБС РАН формиро-

вание коллекционного фонда началось практически с основания сада [Декоративные многолетники..., 

1960]. Согласно годовым отчетам, первые поступления коллекционных образцов были зафиксированы 

в 1946 г. За период с 1947 по 1956 гг. была сформирована основа коллекционного фонда лаборатории, 

которая включала в себя более 5000 наименований декоративных многолетников. Основной упор при 

сборе коллекционных образцов делался на те многолетние культуры, которые наиболее сильно постра-

дали в годы войны (Iris L., Paeonia L., Phlox L., Tulipa L.). Поэтому для данных родовых комплексов по-

ступления тех лет до настоящего времени являются основой коллекции [Цветочно-декоративные травя-

нистые…, 1983; Травянистые декоративные многолетники..., 2009]. 

Кроме того, важным направлением пополнения коллекционного фонда являлся сбор малораспростра-

ненных, но перспективных для культивирования многолетников. Благодаря этому направлению работы 

в конце 1940-х гг. XX в. была заложена коллекция-экспозиция «Теневой сад» – собрание теневыносли-
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вых и тенелюбивых представителей травяного яруса широколиственных лесов Северного полушария, 

а также ряд полукустарников. 

Цель работы – выявление наиболее перспективных декоративных растений на базе коллекции-

экспозиции «Теневой сад» ГБС РАН, перспективных для использования на различных городских объек-

тах общественного пользования (площади, скверы, бульвары, парки) в условиях IV зоны зимостойкости 

по USDA. 

Материалы и методы исследований 

Работа проводилась на территории коллекции-экспозиции «Теневой сад» ГБС РАН. Были проанали-

зированы данные, полученные в период с 1946 по 2025 гг. При формировании коллекции-экспозиции 

«Теневой сад», а также при дальнейшей работе по ее поддержанию и расширению, было использовано 

3 метода интродукции: 

1) фитоценотический [Карписонова, 1982], который предполагает формирование искусственно со-

зданных растительных ценозов, где за основу берутся растительные сообщества; 

2) эколого-географический [Аврорин, 1947], который заключается в объединении, в рамках терри-

тории экспозиции, растений по отдельным группам в соответствии с их приуроченностью к той или иной 

географической области; 

3) дифференциальный ботанико-географический [Вавилов, 1935], который заключается в сборе 

растений с учетом их дифференциации в соответствии с их экологическими потребностями. 

На территории коллекции-экспозиции ежегодно проводится комплекс наблюдений за растениями. 

Феноритмотипы определяются по методике И.В. Борисовой [1972]. Сезонный ритм и развитие исследуе-

мых растений изучаются согласно общепринятым методикам [Методика фенологических наблюдений…, 

1975], характер разрастания определялся, согласно описанию А.П. Орехова [1987]. Оценка успешности 

интродукции исследуемых растений проводится по двум методикам, разработанным В.Н. Быловым 

[1976] и В.В. Бакановой [1983]. Перспективность использования исследуемых растений в городских 

условиях оценивается с учетом принципов, разработанных Р.А. Карписоновой [2011]. 

Систематическая принадлежность исследуемых видов, а также их латинские названия указаны в со-

ответствии с открытым Интернет-ресурсом [POWO: эл. ресурс]. 

По данным осенней инвентаризации 2025 г., коллекция-экспозиция «Теневой сад» насчитывает 372 

вида, 335 из которых – представители природной флоры различных регионов, 37 – сорта теневыносли-

вых и тенелюбивых декоративных растений. 

Результаты и их обсуждение 

На территории коллекции-экспозиции «Теневой сад» был создан экотоп, который можно назвать ти-

пичным для широколиственных лесов. На экспозиции сложился специфический режим освещенности, 

который меняется в течение сезона. Наибольший уровень инсоляции (до 80%) наблюдается в период, 

который начинается с момента осеннего листопада и до момента раскрытия листьев у древесно-

кустарниковых растений в весенний период. Наименьший уровень инсоляции фиксируется в летний пе-

риод, когда уровень освещенности снижается до 15…20% (рис. 1). 

  
а б 

Рис. 1. Территория коллекции-экспозиции «Теневой сад»: а) весна, б) лето 
[Territory of the collection-exposition "Shadow Garden": a) spring, b) summer] 

Экспонируемые растения размещены на территории коллекции-экспозиции в соответствии с их гео-

графическим происхождением. В рамках сложившейся структуры представлен ряд участков, которые 
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представляют травяный ярус различных географических территорий: Восточная Европа, Дальний Во-

сток, Кавказ, Карпаты, Крым, Северная Америка, Сибирь, Средняя Азия (рис. 2). Кроме того, на терри-

тории экспозиции расположены 2 горки, растения на которых размещены без учета их распространения. 

 

Рис. 2. План коллекции-экспозиции «Теневой сад» (участки: Восточная Европа (1), Карпаты (2), Крым (3), 

Кавказ (4), Северная Америка (5), Дальний Восток (6), Средняя Азия (7), Сибирь (8), 2 горки без учета 

географической принадлежности (9)) 
[The plan of the collection-exposition "Shadow Garden" (sections: Eastern Europe (1), Carpathians (2), Crimea (3), Caucasus 

(4), North America (5), Far East (6), Central Asia (7), Siberia (8), 2 rockeries without geographical affiliation (9))] 

За более чем 80-летний период существования коллекции-экспозиции было испытано более 1000 

наименований теневыносливых и тенелюбивых многолетников из различных регионов. Данный много-

летний эксперимент позволил выделить 150 видов теневыносливых и тенелюбивых растений, в том чис-

ле и полукустарников, которые оказались перспективными и очень перспективными в культуре в усло-

виях IV зоны зимостойкости по USDA. Для массового городского озеленения на различных городских 

объектах общественного пользования рекомендован ассортимент, включающий в себя 58 наименований 

Список рекомендуемых декоративных растений, перспективных для массового городского 

озеленения объектов общего пользования 

1. Actaea erythrocarpa Fisch. (Воронец красноплодный). 2. Actaea spicata L (Воронец колосистый). 

3. Ajuga reptans L (Живучка ползучая). 4. Anemonastrum canadense (L.) Mosyakin =Anemone canadensis L. 

(Ветреница канадская). 5. Aruncus dioicus (Walter) Fernald (Волжанка двудомная). 6. Aruncus sylvester var. 

sylvester = Aruncus asiaticus Pojark. (Волжанка азиатская). 7. Astrantia maxima Pall. (Астранция наиболь-

шая). 8. Athyrium rubripes (Kom.) Kom. (Кочедыжник красночерешковый). 9. Brachybotrys paridiformis 

Maxim. ex Oliv. (Короткокистник воронеглазый). 10. Cardamine glanduligera O. Schwarz = Dentaria glan-

dulosa Waldst. & Kit. (Зубянка железистая). 11. Cicerbita macrophylla (Willd.) Wallr. (Цицербита крупно-

листная). 12. Darmera peltata (Torr. ex Benth.) Voss = Peltiphyllum peltatum (Torr. ex Benth.) Engl. 

(Пельтифиллум щитовидный). 13. Dryopteris crassirhizoma Nakai = D. buschiana Fomin (Щитовник тол-

стокорневищный). 14. Epimedium × rubrum C. Morren (Горянка красная). 15. Epimedium × versicolor hort. 

‘Sulphureum’ (Горянка разноцветная). 16. Epimedium alpinum L. (Горянка альпийская). 17. Epimedium 

perralderianum Coss. (Горянка Перральдери). 18. Epimedium pinnatum subsp. colchicum (Boiss.) N. Busch = 

E. colchicum (Boiss.) Trautv. (Горянка колхидская). 19. Filipendula camtschatica (Pall.) Maxim. (Лабазник 

камчатский). 20 Galium odoratum (L.) Scop. =Asperula odorata L (Подмаренник душистый). 21. Geranium 

phaeum L. (Герань темно-бурая). 22. Hydrophyllum canadense L. (Водолистник канадский). 23. Hylomecon 

vernalis Maxim. (Лесной мак весенний). 24. Inula magnifica Lipsky (Девясил великолепный). 25. Isopyrum 

thalictroides L. (Равноплодник василистниковый). 26. Lamium galeobdolon subsp. galeobdolon = 

Galeobdolon luteum Huds. (Зеленчук желтый). 27. Luzula luzuloides (Lam.) Dandy & Wilmott (Ожика ожи-

ковидная). 28. Luzula sylvatica (Huds.) Gaudin (Ожика лесная). 29. Omphalodes verna Moench (Пупочник 

весенний). 30. Pachyphragma macrophyllum (Hoffm.) N. Busch (Толстостенка крупнолистная). 31. 

Pachysandra terminalis Siebold et Zucc (Пахизандра верхушечная). 32. Petasites hybridus (L.) G. Gaertn., 
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B. Mey. & Scherb. (Белокопытник гибридный). 33. Petasites japonicus subsp. giganteus Kitam. = Petasites 

amplus Kitam. (Белокопытник широкий). 34. Phedimus stoloniferus (S.G. Gmel.) 't Hart = Sedum stoloniferum 

S.G. Gmel. (Очиток побегоносный). 35. Podophyllum hexandrum Royle = P. emodi Wall. ex Honigberger 

(Подофилл Эмода). 36. Podophyllum peltatum L. (Подофилл щитовидный), 37. Polygonatum biflorum 

(Walter) Elliott (Купена двухцветковая). 38. Polygonatum humile Fisch. ex Maxim. (Купена приземистая). 

39. Polygonatum involucratum (Franch. & Sav.) Maxim. (Купена обертковая). 40. Polygonatum latifolium 

(Jacq.) Desf. (Купена волосистая). 41. Polygonatum multiflorum (L.) All. (Купена многоцветковая). 42. 

Polygonatum odoratum (Mill.) Druce (Купена душистая). 43. Polygonatum odoratum var. odoratum = 

Polygonatum obtusifolium Weinm. (Купена туполистная). 44. Polygonatum verticillatum (L.) All. (Купена 

мутовчатая). 45. Pulmonaria angustifolia L. (Медуница узколистная). 46. Pulmonaria rubra Schott (Меду-

ница красная). 47. Rodgersia aesculifolia Batalin (Роджерсия конскокаштанолистная). 48. Rodgersia pinnata 

Franch. (Роджерсия перистая). 49. Rodgersia podophylla A.Gray (Роджерсия подофилловая). 50. Rodgersia 

sambucifolia Hemsl. (Роджерсия бузинолистная). 51. Scopolia carniolica Jacq. (Скополия карниолийская). 

52. Symphytum caucasicum M. Bieb. = S. caucasicum D. Don (Окопник кавказский). 53. Symphytum cordatum 

Waldst. & Kit. ex Willd. (Окопник сердцевидный). 54. Symphytum grandiflorum DC. (Окопник крупноцвет-

ковый). 55. Thalictrum aquilegiifolium L. (Василисник водосборолистный). 56. Veronicastrum sibiricum (L.) 

Pennell (Вероникаструм сибирский). 57. Vinca minor L. (Барвинок малый). 58. Waldsteinia geoides Willd. 

(Вальдштейния гравилатовидная). 

Рекомендуемые растения – представители флоры различных регионов: Дальнего Востока, Карпат, 

Крыма, Кавказа, Средней Азии, Сибири, Восточной Европы и Северной Америки. Большинство из них 

имеет поверхностную корневую систему, что позволяет им расти в непосредственной близости от ство-

лов крупных деревьев (Galium odoratum, Lamium galeobdolon subsp. galeobdolon, Vinca minor). Такое их 

свойство особенно ценно при использовании на тех объектах ландшафтной архитектуры, где представ-

лены старовозрастные древесные насаждения. 

В рамках данной работы было проведено распределение рекомендуемых растений по окраске их 

цветков (рис. 3). 

 

Рис. 3. Распределение исследуемых растений по окраске цветков 
[Distribution of the studied plants by flower color] 

Окраска цветков и соцветий – один из важных параметров при оценке декоративности растений. 

Для территорий, где наблюдается недостаточный уровень инсоляции, предпочтительнее использование 

растений со светлыми, пастельными окрасками, так как они высветляют пространство и хорошо заметны 

на фоне листвы [Соколова, Бочкова, Бобылева, 2007; Бочкова, 2017]. На рис. 3 представлено распределе-

ние исследуемых растений по окраске цветков. Среди рекомендуемых декоративных травянистых мно-

голетников почти 43% занимают растения с белой окраской; 15.3% – с бледно-розовой, 12.0% – с желтой 

окраской, по 9% приходится на голубую и розовую окраску, 5.1 % – с фиолетовой и 3.3% – с пурпурной 

окраской. 3.3% занимают папоротники (Athyrium rubripes, Dryopteris crassirhizoma). 

Еще один важный показатель – продолжительность декоративности растений. Он определяется сро-

ками и длительностью цветения, а также сроками и длительностью вегетации (феноритмотипами). Ис-

следуемые растения были распределены по 4 группам: эфемероиды, весеннее-летне-осеннезеленые, веч-

нозеленые, а также зимнезеленые (рис. 4). 

На рис. 4 видно, что среди рекомендуемых растений бóльшая часть относится к группе весенне-

летне-осеннезеленых (почти 83%). Они сохраняют декоративность в течение всего сезона, часто имеют 

несколько волн роста. Установлено, что 9% видов относятся к зимнезеленым (все представители рода 
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Epimedium Tourn. ex L.). Такие растения характеризуются сохранением листвы в течение зимы под сне-

гом. В зимний период обмен веществ замедляется, но листья остаются живыми. Старые листья часто 

сменяются новыми уже в весенне-летний период. 

 

 

Рис. 4. Распределение исследуемых растений по феноритмотипу 
[Distribution of the studied plants by phenorhythmotype] 

Наиболее ценными с точки зрения длительности декоративности являются вечнозеленые растения. 

Для городских объектов отобрано два вида – Pachysandra terminalis и Vinca minor. 

Растения из группы эфемероидов обеспечивают ранее цветение, практически сразу после схода снега, 

при этом имеют короткий период вегетации и уже в начале лета уходят на покой (Cardamine 

glanduligera, Hylomecon vernalis, Isopyrum thalictroides). Как правило, к началу летнего периода от них 

в цветниках остаются пустые места. Для продления декоративности в цветниках необходимо предусмат-

ривать для эфемероидов совместную посадку с видами из группы весенне-летне-осеннезеленых или зим-

незеленых растений. 

В рамках данной работы был составлен календарь цветения. Он представлен в таблице. 

Календарь цветения исследуемых растений 

[The flowering calendar of the studied plants] 

Наименование Март Апрель Май Июнь Июль Август Сентябрь Октябрь 

Actaea erythrocarpa Fisch. 

(Воронец красноплодный)                 

Actaea spicata L (Воронец 

колосистый)                 

Ajuga reptans L (Живучка 

ползучая)                 

Anemonastrum canadense 

(L.) Mosyakin =Anemone 

canadensis L. (Ветреница 

канадская)                 

Aruncus dioicus (Walter) 

Fernald (Волжанка дву-

домная)                 

Aruncus sylvester var. syl-

vester = A. asiaticus Pojark. 

(Волжанка азиатская)                 

Astrantia maxima Pall. 

(Астранция наибольшая)                 

Brachybotrys paridiformis 

Maxim. ex Oliv. (Коротко-

кистник воронеглазый)                 

Cardamine glanduligera 

O.Schwarz = Dentaria glan-

dulosa Waldst. & Kit. (Зу-

бянка железистая)                 

Cicerbita macrophylla 

(Willd.) Wallr. (Цицербита 

крупнолистная)                 
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Продолжение таблицы 

Наименование Март Апрель Май Июнь Июль Август Сентябрь Октябрь 

Darmera peltata (Torr. ex 

Benth.) Voss =Peltiphyllum 

peltatum (Torr. ex Benth.) 

Engl. (Пельтифиллум щи-

товидный)                 

Epimedium × rubrum 

C. Morren (Горянка крас-

ная)                 

Epimedium × versicolor 

hort. ‘Sulphureum’ (Горян-

ка разноцветная)                 

Epimedium alpinum L. (Го-

рянка альпийский)                 

Epimedium perralderianum 

Coss. (Горянка Перральде-

ри)                 

Epimedium pinnatum subsp. 

colchicum (Boiss.) N. Busch = 

E. colchicum (Boiss.) Trautv. 

(Горянка колхидская)                 

Filipendula camtschatica 

(Pall.) Maxim. (Лабазник 

камчатский)                 

Galium odoratum (L.) Scop. 

= Asperula odorata L (Под-

маренник душистый)                 

Geranium phaeum L. (Ге-

рань темно-бурая)                 

Hydrophyllum canadense L. 

(Водолистник канадский)                 

Hylomecon vernalis Maxim. 

(Лесной мак весенний)                 

Inula magnifica Lipsky (Де-

вясил великолепный)                 

Isopyrum thalictroides L. 

(Равноплодник василист-

никовый)                 

Lamium galeobdolon subsp. 

galeobdolon = Galeobdolon 

luteum Huds. (Зеленчук 

желтый)                 

Luzula luzuloides (Lam.) 

Dandy & Wilmott (Ожика 

ожиковидная)                 

Luzula sylvatica (Huds.) 

Gaudin (Ожика лесная)                 

Omphalodes verna Moench 

(Пупочник весенний)                 

Pachyphragma macrophyl-

lum (Hoffm.) N. Busch 

(Толстостенка крупно-

листная)                 

Pachysandra terminalis 

Siebold et Zucc (Пахи-

зандра верхушечная)                 
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Продолжение таблицы 

Наименование Март Апрель Май Июнь Июль Август Сентябрь Октябрь 

Petasites hybridus (L.) G. 

Gaertn., B. Mey. & Scherb. 

(Белокопытник гибрид-

ный)                 

Petasites japonicus subsp. 

giganteus Kitam. = P. am-

plus Kitam. (Белокопытник 

широкий)                 

Phedimus stoloniferus (S.G. 

Gmel.) 't Hart =Sedum stolo-

niferum S.G. Gmel. (Очиток 

побегоносный)                 

Podophyllum hexandrum 

Royle = P. emodi Wall. ex 

Honigberger (Подофилл 

Эмода)                 

Podophyllum peltatum L. 

(Подофилл щитовидный)                 

Polygonatum biflorum (Wal-

ter) Elliott (Купена двух-

цветковая)                 

Polygonatum humile Fisch. 

ex Maxim. (Купена призе-

мистая)                 

Polygonatum involucratum 

(Franch. & Sav.) Maxim. 

(Купена обертковая)                 

Polygonatum latifolium 

(Jacq.) Desf. (Купена воло-

систая)                 

Polygonatum multiflorum 

(L.) All. (Купена много-

цветковая)                 

Polygonatum odoratum 

(Mill.) Druce (Купена ду-

шистая)                 

Polygonatum odoratum var. 

odoratum = P. obtusifolium 

Weinm. (Купена туполист-

ная)                 

Polygonatum verticillatum (L.) 

All. (Купена мутовчатая)                 

Pulmonaria angustifolia L. 

(Медуница узколистная)                 

Pulmonaria rubra Schott 

(Медуница красная)                 

Rodgersia aesculifolia Bata-

lin (Роджерсия конскокаш-

танолистная)                 

Rodgersia pinnata Franch. 

(Роджерсия перистая)                 

Rodgersia podophylla 

A. Gray (Роджерсия подо-

филловая)                 

Rodgersia sambucifolia 

Hemsl. (Роджерсия бузи-

нолистная)                 
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Окончание таблицы 

Наименование Март Апрель Май Июнь Июль Август Сентябрь Октябрь 

Scopolia carniolica Jacq. 

(Скополия карниолийская)                 

Symphytum caucasicum 

M. Bieb. = S. caucasicum 

D.Don (Окопник кавказ-

ский)                 

Symphytum cordatum 

Waldst. & Kit. ex Willd. 

(Окопник сердцевидный)                 

Symphytum grandiflorum 

DC. (Окопник крупноцвет-

ковый)                 

Thalictrum aquilegiifolium 

L. (Василисник водосбо-

ролистный)                 

Veronicastrum sibiricum 

(L.) Pennell (Вероника-

струм сибирский)                 

Vinca minor L. (Барвинок 

малый)                 

Самое раннее цветение (в марте) обеспечивают Omphalodes verna (цветет 3 месяца) и Pachysandra 

terminalis (цветение продолжается до 2-х месяцев). В апреле цветение начинается у 12 видов (около 

21%). У большинства видов из этой группы цветение длится 2 месяца. Исключение составляют 

Podophyllum peltatum, цветущий 3 месяца и Scopolia carniolica, которая цветет в течение месяца. 

В мае цветение продолжается у 27 видов растений (46%). Большинство видов цветут в течение 2-х 

месяцев. В июне зацветает 6 видов, в их числе Polygonatum verticillatum, Rodgersia podophylla, Thalictrum 

aquilegiifolium. Однако за счет длительного цветения видов с ранними сроками зацветания всего в июне 

на экспозиции фиксируется цветение у 35 видов (почти 59% рекомендуемых видов). 

Аналогичная картина наблюдается и в июле. Зацветает 5 видов: Astrantia maxima, Cicerbita 

macrophylla, Filipendula camtschatica, Inula magnifica и Phedimus stoloniferus. При этом общее количество 

цветущих растений в этом время насчитывает 18 видов. Во второй половине лета (август) цветет 9 видов, 

в основном за счет доцветающих растений предыдущих сроков цветения. 

Анализ рекомендуемых для городского озеленения теневых растений показал, что у большей части 

видов цветение приходится на весенние (март – май) и летние (июнь – август) месяцы. Осенью теневой 

цветник декоративен за счет зимнезеленых и вечнозеленых растений, папоротников и осенней окраски 

ряда растений. 

Высота растений также учитывается при создании теневых цветников. В рекомендуемый список во-

шли растения из разных групп по высоте. Основная масса растений относится к группе с высотой от 15 

до 30 см (17 видов), 13 видов имеют высоту от 60 до 100 см, 7 видов – высотой 30–40 см, от 40 до 60 см – 

13 видов и 8 видов, которые относятся к группе растений с высотой 150–200 см. 

Такое разнообразие растений по высоте дает возможность создавать не только низкорослые, почво-

покровные композиции, но и классический цветник с разными ярусами растений. 

При создании цветников и композиций из теневых растений большое значение имеет их характер 

разрастания. По этому показателю рекомендуемые растения делятся на 3 группы: кустовые (образуют 

компактное растение с мало изменяющимися границами), куртинные (образуют в процессе роста кусты 

с нечеткими границами) и зарослевые (активно разрастающиеся, образующие пятна и заросли неопреде-

ленной формы, такие виды еще называют почвопокровные) (рис. 5). 

На рис. 5 видно, что основная масса растений из рекомендуемого списка имеют зарослевый характер 

роста (45 видов), т. е. их можно использовать при создании напочвенного покрова под кронами старых 

деревьев, они мало подходят для создания классического миксбордера. 8 видов относятся к группе кур-

тинных многолетников: Actaea erythrocarpa, Actaea spicata, Aruncus sylvester var. sylvester и Aruncus 

dioicus, Astrantia maxima, Athyrium rubripes, Geranium phaeum, Pachyphragma macrophyllum, Pulmonaria 

angustifolia и Thalictrum aquilegiifolium. Эти виды можно рекомендовать для групповых посадок разной 

высоты среди почвопокровных зарослей. И только 3 вида (Podophyllum hexandrum, Scopolia carniolica, 

Veronicastrum sibiricum) относится к группе кустовидных растений. 
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Рис. 5. Распределение растений по характеру разрастания 
[Distribution of plants by growth pattern] 

Учитывая разный характер разрастания рекомендуемых растений, представляет интерес разработка 

технологии создания теневых композиций методом совмещенной (послойной) посадки. При этом основу 

композиции должны составлять зарослевые (почвопокровные) растения, которые могут дополняться 

группами растений, имеющих куртинный и кустовой характер разрастания. Такие композиции можно 

дополнять эфемероидными корневищными и луковичными растениями, внедряя их между почвопокров-

ными растениями. Данный способ создания теневых композиций обеспечивает длительную и стабиль-

ную декоративность, особенно при использовании вечнозеленых растений. 

На территории г. Москвы уже создан объект, где высажены композиции, в которых учитываются 

не только экологические особенности используемых растений, базовые принципы создания цветочных 

композиций, но и разный характер разрастания рекомендуемых растений – «Березовая роща» на терри-

тории дома культуры «ГЭС-2» (рис. 6). 

 

Рис. 6. «Березовая роща», дом культуры «ГЭС-2» 
["Birch Grove", GES-2 House of Culture] 

 

Выводы 

В результате длительного интродукционного эксперимента (с 1946 по 2025 г.) выявлен перечень де-

коративных растений, перспективных для использования на различных городских объектах обществен-

ного пользования (площади, скверы, бульвары, парки), который включает в себя 58 наименований. 

На участках в тени предпочтительно использование растений со светлыми, пастельными окрасками. 

Выявлено, что среди рекомендуемых декоративных многолетников почти 43% занимают растения с бе-

лой окраской цветков. 
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Представлен календарь цветения рекомендуемых декоративных растений. 

Проанализирован характер разрастания исследуемых образцов. Примечательно, что у большинства 

растений зарослевый характер роста (45 видов). Это позволяет использовать данные виды при создании 

напочвенного покрова под кронами старых деревьев. 

Для групповых посадок разной высоты рекомендуются многолетники с куртинным характером раз-

растания – Actaea erythrocarpa, Actaea spicata, Aruncus sylvester var. sylvester и Aruncus dioicus, Astrantia 

maxima, Athyrium rubripes, Geranium phaeum, Pachyphragma macrophyllum, Pulmonaria angustifolia и 

Thalictrum aquilegiifolium. 

Проанализирована продолжительность декоративности растений. Исследуемые растения распределе-

ны по 4 группам: эфемероиды, весеннее-летне-осеннезеленые, вечнозеленые, а также зимнезеленые. 

Установлено, что 83% относится к группе весенне-летне-осеннезеленых, которые сохраняют декоратив-

ность в течение всего вегетационного периода. Выявлено два вечнозеленых полукустарника 

(Pachysandra terminalis и Vinca minor1). 
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Аннотация. Представлены результаты исследования токсического действия меди и цинка в диапазоне 

концентраций 1–17 мкМ Cu2+ и 5–60 мкМ Zn2+ на пресноводную зеленую микроводоросль Chlorella vulgaris 

IMBR-19. В недельном эксперименте оценку токсичности тяжелых металлов давали по таким показателям, как 

численность живых и мертвых клеток, содержание внутриклеточных пигментов, углеводов и пролина. Уста-

новлено, что наибольшим угнетающим действием по отношению к хлорелле обладает медь. Пороговыми кон-

центрациями, при которых рост культуры не наблюдается, а количество мертвых клеток приближается к 

100%, были 13 и 40 мкМ для меди и цинка соответственно. Установлено, что при увеличении концентрации 

тяжелых металлов (в диапазоне роста микроводоросли) не происходит статистически достоверного снижения 

концентрации фотосинтетических пигментов. Для концентраций 7–11 мкМ меди обнаружен существенный 

рост содержания хлорофиллов и каротиноидов. Полученные данные свидетельствуют, что при повышении 

концентрации тяжелых металлов происходит увеличение содержания углеводов в клетках хлореллы в 2 и 3 

раза по сравнению с контролем в случае меди и цинка соответственно. Аналогичная зависимость была выяв-

лена и в случае с пролином, где опытные варианты с медью и цинком при 13 мкМ и 30 мкМ соответственно 

превышали контроль в 2.7 и 4 раза. 
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Abstract. The paper presents the results of a study on the toxic effects of copper and zinc in the concentration rang-

es of 1–17 μM Cu2+ and 5–60 μM Zn2+ on the freshwater green microalgae Chlorella vulgaris IMBR-19. In a one-

week experiment, the toxicity of heavy metals was assessed based on such parameters as the number of live and dead 

cells, and the content of pigments, carbohydrates, and proline. Copper was found to have a greater inhibitory effect on 

Chlorella than zinc. The threshold concentrations at which no culture growth was observed and the number of dead 

cells approached 100% were 13 and 40 μM for copper and zinc, respectively. It was found that with an increase in 

heavy metal concentrations (within the microalgal growth range) does not lead to a statistically significant decrease in 

the concentration of photosynthetic pigments. A significant increase in chlorophyll and carotenoid content was ob-

served at copper concentrations of 7–11 µM. The obtained data indicate that an increase in heavy metal concentrations 

leads to a 2- and 3-fold increase in carbohydrate content in Chlorella cells compared to the control, for copper and 

zinc, respectively. A similar relationship was observed for proline, where the experimental treatments with copper and 

zinc at 13 μM and 30 μM, respectively, exceeded the control by 2.7 and 4 times. 
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Введение 

Воды рек и водохранилищ Пермского края регулярно подвергаются загрязнению тяжелыми метал-

лами (ТМ), которые попадают в водотоки с промышленными стоками и шахтными водами. Значительно 

загрязнены ТМ воды малых рек, протекающих через промышленные зоны и густонаселенные районы 

Пермского края. 

Некоторые ТМ, такие как ртуть, свинец, кадмий, токсичны для живых организмов даже в следовых ко-

личествах. Другие, такие как медь, цинк, марганец, кобальт, никель и хром, являются необходимыми мик-

роэлементами, которые участвуют во многих метаболических процессах [Manzoor, Karbassi, Golzary, 2019]. 

Однако повышенные концентрации этих металлов в водотоках отрицательно влияют на гидробионтов, 

ухудшая качество питьевой воды, могут наносить вред здоровью человека. ТМ накапливаются в организме, 

способствуя развитию раковых заболеваний, язв, аллергических реакций, нарушению в сердечно-

сосудистой, дыхательной, выделительной систем и т.д. [Coelho et al., 2015; Ankit, Bauddh, Korstad, 2022]. 

Большинство методов очистки вод от ТМ, таких как химическое осаждение, ионный обмен, флокуля-

ция, выщелачивание и др., являются трудоемкими и дорогостоящими. Как альтернатива физико-хи-

мическим технологиям очистки были предложены более доступные и экологически безопасные методы 

биоремедиации. Биоремедиация – это процесс использования метаболического потенциала живых орга-

низмов для очистки окружающей среды от ТМ [Dwivedi, 2012]. Различные виды бактерий, грибов и во-

дорослей получили широкое распространение в биологической очистке сточных вод. Среди них микро-

водоросли имеют преимущество, так как благодаря коротким циклам роста и активной фиксации угле-

рода отличаются высокой продуктивностью биомассы. Большое соотношение площади поверхности 

к объему клеток микроводорослей способствует эффективной адсорбции загрязняющих веществ, в том 

числе ТМ [Coelho et al., 2015; Manzoor, Karbassi, Golzary, 2019; Mahlangu et al., 2024]. Метаболизм боль-

шинства изученных микроводорослей позволяет им хелатировать ионы металлов и откладывать в вакуо-

лях, хлоропластах или в полифосфатных тельцах. Кроме того, в процессе фотосинтетической активности 

микроводоросли повышают рН окружающей среды, что способствует осаждению некоторых металлов 

в виде нерастворимых соединений. В частности, при высоких уровнях рН такие металлы, как цинк, мар-

ганец и железо образуют нерастворимые гидроксиды [Li et al., 2020; Cavalletti et al., 2022; Ali, Hassan, El-

Sheekh, 2024]. 

Клетки зеленой водоросли Chlorella vulgaris имеют малые размеры (диаметр в среднем 4–6 мкм), но 

большую удельную площадь поверхности, что значительно повышает эффективность адсорбции металлов 

на поверхности клеточной стенки. Простота выращивания и высокая скорость роста Chlorella vulgaris де-

лают эту водоросль удобной тест-системой для изучения биодеградации токсикантов. Выявлено, что Chlo-

rella vulgaris способна к эффективному удалению из сточных вод таких ТМ, как медь, цинк, никель, кад-

мий, свинец. При этом оптимальный период очистки от них составлял 5–7 дней [Manzoor, Karbassi, Golzary, 

2019]. Для определения фитотоксичности ионов металлов для водорослей наиболее часто используются 

тесты на ингибирование роста и фотосинтеза при внесении в ростовую среду различных концентраций со-

лей ТМ [Exposito et al., 2021]. Mehta и Gaur [1999] при изучении влияния ТМ на клетки Chlorella vulgaris в 

присутствии пролина отметили, что дополнительная обработка клеток хлореллы этой аминокислотой (вы-

полняющей защитную функцию при стрессе) привела к снижению негативных последствий, таких как пе-

рекисное окисление липидов, разрушение клеточных мембран и утечка электролитов. 

Несмотря на высокую степень изученности Chlorella vulgaris, существуют противоречия в литератур-

ных данных о том, какие концентрации ТМ (в нашем случае меди и цинка) являются критическими для 

роста микроводоросли, а также недостаточное количество сведений о влиянии этих ТМ на некоторые 

биохимические параметры клеток. 

Таким образом, цель исследования – выявление ингибирующих концентраций ионов меди и цинка, а 

также их влияния на некоторые биохимические параметры Chlorella vulgaris IMBR-19 в исследуемом 

диапазоне концентраций. 

Материалы и методы 

Штамм Chlorella vulgaris IMBR-19 был предоставлен Институтом биологии южных морей им. 

А.О. Ковалевского РАН. В эксперименте использовалась культура микроводоросли на поздней экспо-

ненциальной фазе роста (недельная). Засевали хлореллу в 500 мл колбы Эрленмейера в соотношении 

1:19 на среду BG-II следующего состава (мг/л): NaNO3 – 75; MgSO4·7H2O – 19; K2HPO4·2H2O – 10; 
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CaCl2·2H2O – 9; Na2CO3 – 5; Fe(NH4)3(C6H5O7)3 – 1.5; лимонная кислота – 1.5; ЭДТА – 1.2. После автокла-

вирования добавляли 1 мл/л микроэлементов (мг/100 мл): H3BO3 – 286; MnCl2·4H2O – 181; ZnSO4·7H2O – 

22; Na2MoO4·2H2O – 39; CuSO4·5H2O – 8; Co(NO3)2·6H2O – 5.·Конечная численность хлореллы в засеян-

ных колбах составляла 106 клеток на мл. Культуру микроводоросли выращивали в термостате при темпе-

ратуре +28°С на платформе со встроенными светодиодами (освещенность ≈ 5000 люкс). Режим освеще-

ния культур составлял 12ч /12ч. 

Через 1 сутки (ранняя экспоненциальная фаза) культуру хлореллы разливали по 100 мл в 250 мл кол-

бы и вносили добавки металлов: Cu2+, мкМ (1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15); Zn2+, мкМ (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60). 

Исходные растворы ТМ готовили из солей аналитической чистоты: CuCl2·2H2O и ZnCl2. 

Хлореллу с добавками ТМ инкубировали в стандартных условиях (см. выше), колбы встряхивали 

вручную 2 раза в день. Наблюдения за ростом хлореллы при разных концентрациях ТМ вели в течение 

7 дней с промежуточными подсчетами численности клеток в камере Горяева через 2, 5 и 7 суток. Для вы-

явления соотношения живых и мертвых клеток аликвоту культуры хлореллы из каждой колбы перед 

подсчетом окрашивали 1% метиленовым синим в соотношении 3 мкл красителя на 100 мкл суспензии 

клеток. При этом живые клетки сохраняли светло-зеленую окраску, а мертвые клетки окрашивались 

в синий цвет. 

Содержание пролина в клеточном осадке измеряли по методу Bates, Waldren, Tear [1973]. К осадку из 

80 мл культуры водорослей добавляли 200 мг очищенного кварцевого песка и растирали в фарфоровой 

ступке. Затем осадок ресуспендировали в 2 мл 3% сульфосалициловой кислоты и центрифугировали 

10 мин при 8000 об./мин. Свободный пролин, присутствующий в супернатанте, обрабатывали 2 мл кис-

лого нингидрина (1.25 г нингидрина, 30 мл ледяной уксусной кислоты, 20 мл 6М ортофосфорной кисло-

ты) и 2 мл ледяной уксусной кислоты при +80°С в течение 1 ч. Реакцию останавливали на ледяной бане, 

а окрашенный комплекс экстрагировали толуолом. Оптическую плотность регистрировали на спектро-

фотометре при длине волны 520 нм. Концентрацию пролина определяли по калибровочной кривой стан-

дартных растворов данной аминокислоты. 

Определение внутриклеточных пигментов проводили методом экстракции метанолом. Из каждой 

колбы отобрали по 2 мл культуры, осаждали центрифугированием 10 мин. при 8000 об./мин. Осадок 

дважды промывали ресуспендированием в dH2O с последующим осаждением. Для экстракции пигментов 

осадок заливали 90% метанолом, перемешивали на встряхивателе и помещали на водяную баню на 1 ч 

при +60°С. Затем смесь осаждали, а окрашенный супернатант анализировали на спектрофотометре при 

длинах волн 470, 650, 652, 660, 665 и 750 нм. Концентрацию пигментов определяли по формулам приве-

денным в статье Ogbonna, Nweze, Ogbonna [2021]. 

Общее содержание углеводов определяли по методу Герберта с использованием антронового реак-

тива [Herbert, Phipps, Strange, 1971]. Окрашенный комплекс с белком анализировали на спектрофотомет-

ре при длине волны 625 нм. Концентрацию углеводов вычисляли по калибровочной кривой стандартных 

растворов глюкозы. Все спектры снимали на спектрофотометре Cary 100 (Agilent Technologies). 

Хлорофиллы (Хл) a, b, каротиноиды, общее содержание углеводов и уровень пролина анализировали 

в конце экспериментального периода – через 7 суток роста водоросли с ионами меди и цинка. Все экспе-

рименты проводились в трех повторностях. Статистический анализ и визуализация данных были прове-

дены в программах Microsoft Excel 2010 и Grapher 13. 

Результаты и их обсуждение 

Диаграммы роста культуры Chlorella vulgaris, подвергшейся влиянию меди и цинка, представлены на 

рис. 1. На 5-е и 7-е сутки численность контроля составила 13.4 и 20.8×106 клеток. На 7-е сутки медь в 

концентрации 1 и 5 мкМ оказала небольшое достоверное положительное воздействие на рост хлореллы: 

при 1 мкМ Cu2+ 22.5×106, при 5 мкМ Cu2+  22.1×106 клеток соответственно. Увеличение концентрации 

Cu2+ до 9 мкМ привело к снижению численности клеток на 6% на 7 сутки, в то время как 13–17 мкМ Cu2+ 

резко угнетали рост водорослей, вплоть до полной гибели на 7-й день эксперимента. При 15–17 мкМ ко-

личество мертвых клеток доходило до 100% со 2-го дня эксперимента. Слабый стимулирующий эффект 

меди в диапазоне концентраций до 5 мкМ (рис. 1) объясняется использованием этого металла в метабо-

лизме фотосинтезирующих клеток. Известно, что медь в качестве кофактора участвует в дыхании, азот-

ном обмене и защите от окислительного стресса. В составе белка пластоцианина медь обеспечивает об-

ратимый перенос электронов от цитохромного комплекса b6f к фотосистеме I [Chen et al., 2016]. Тем не 

менее, в более высоких концентрациях медь ингибирует фотосинтез. Кроме того, ионы меди связывают 

тиольные группы, что меняет баланс между восстановленным глутатионом и окисленным и нарушает 

формирование веретена деления клеток [Stauber, Florence, 1987; Jonson et al., 2007].  

Стоит отметить, что при микроскопировании культуры хлореллы в опытах с 9 мкМ меди и выше мы 

наблюдали увеличение доли аномально крупных клеток: 12–15 мкм в диаметре, с заметными выпячива-
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ниями стенок. Для сравнения, в контрольной культуре исследуемого нами штамма Chlorella vulgaris раз-

мер клеток не превышает 8–10 мкм в диаметре, при средних величинах 5–6 мкм. 

 

 
 

 
 

Рис. 1. Влияние различных концентраций Cu2+ и Zn2+ на численность клеток Chlorella vulgaris 

в недельном эксперименте, черным цветом обозначена доля мертвых клеток, «*» – достоверное 

положительное отличие от контроля при p <0.05 

[The effect of various concentrations of Cu2+ and Zn2+ on Chlorella vulgaris cell number in a week-long 

experiment. The black color indicates the proportion of dead cells; “*” indicates significant positive 

differences] 

 

В нашем исследовании самая низкая концентрация цинка (5 мкМ) оказала стимулирующий эффект на 

рост хлореллы на 5-е и 7-е сутки по сравнению с контролем (рис. 1). При концентрации 10 мкМ не фик-

сировалось существенных отклонений от контроля. Добавка 20 мкМ Zn2+ подавляла рост хлореллы на 

60%. Увеличение концентрации этого ТМ до 40 мкМ оказалось высокотоксичным и привело к снижению 

числа клеток на 90% и более. Микроскопирование хлореллы в эксперименте с цинком (с 20 мкМ) выяви-

ло укрупнение одиночных клеток, а также появление сдвоенных клеток, бо́льшая часть которых – мерт-

вые. Также отмечалось наличие слизистых тяжей с агрегированными на них клетками, причем частота 

образования скоплений прямо пропорциональна увеличению дозы цинка. Аналогичную секрецию слизи-

стого матрикса при добавлении низких концентраций меди (150–320 мкМ Cu2+) и цинка наблюдали ранее 

другие исследователи при изучении чувствительности к ТМ Chlorella vulgaris и Raphidocelis subcapitata 

[Exposito et al., 2017, 2021]. Внеклеточная слизь, образованная преимущественно экзополисахаридами и 

экзопротеинами, пассивно связывает ионы ТМ, препятствуя их проникновению внутрь клеток [Kaplan, 

2013; Zhang et al., 2015]. 

Цинк является кофактором многих ферментов, участвующих в фиксации CO2 (например, карбоангид-

разы), транскрипции ДНК (например, РНК-полимеразы), поглощении фосфора (щелочной фосфатазы), 

синтезе пигментов и в других жизненно важных процессах [Hassler, Behra, Wilkinson, 2005]. При превы-

шении необходимой концентрации цинк в первую очередь вызывает нарушение всасываемости других 

жизненно важных ионов металлов, в частности ионов кальция. Недостаток Ca2+ ведет к снижению актив-

ности Ca-АТФазы, необходимой для деления клеток [Arunakumara, Zhang, 2008]. 

Поскольку график роста культуры отражает метаболизм клеток микроводорослей, он используется в 

качестве ключевого индикатора токсичности ионов металлов. При этом наномолярные концентрации 
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некоторых ТМ могут стимулировать увеличение численности. С повышением вносимой в среду дозы 

металла рост культуры водорослей замедляется, нарушается деление клеток [Arunakumara, Zhang, 2008; 

El-Naggar, Sheikh, 2014; Chen et al., 2016]. В нашем исследовании результаты подсчета численности ука-

зывают на бóльшую чувствительность хлореллы к меди, чем к цинку (рис. 1). Медь в концентрации 

15 мкМ является летальной, в то время как цинк полностью ингибирует рост культуры в концентрации 

50 мкМ. При этом наблюдается адаптация хлореллы к меди в диапазоне концентраций от 1 до 11 мкМ, а 

затем резкое угнетение роста при 13 мкМ, в то время как цинк вызывает более плавное подавление роста 

микроводорослей с повышением его концентрации в среде. 

В отличие от результатов, полученных нами, в работе Bajguz [2000] цинк оказывал большее угне-

тающее действие на C. vulgaris, чем медь, тогда как El-Naggar и Sheikh [2014] утверждают, что медь су-

щественно токсичнее цинка, при том, что малые концентрации этих элементов обладают стимулирую-

щим эффектом. Медь и цинк в недельном эксперименте оказывали стимулирующий эффект до 25 и 77 

мкМ и начинали угнетать с 32 и 154 мкМ соответственно [El-Naggar, Sheikh, 2014]. Mehta и Gaur [1999] 

также указывают, что медь токсичнее цинка в диапазоне концентраций 2.5–50 мкМ. Afkar, Ababna, Fathi 

пришли к аналогичному заключению, но при других концентрациях ТМ. Ростстимулирующее действие 

наблюдалось в наномолярном диапазоне, при переходе к микромолярным концентрациям фиксировалось 

ингибирующее действие [Afkar, Ababna, Fathi, 2010]. Другой представитель рода Chlorella (Chlorella 

sorokiniana) согласно León-Vaz et al. [2021] был более устойчив к меди, показывая уверенный рост при 

концентрациях до 1 мМ, при этом динамика численности не существенно отличалась от контроля даже 

при 250 мкМ. А в работе Zhou et al. [2012] для C. pyrenoidosa ростстимулирующим действием обладали 

концентрации до 8 и 150 мкМ для Cu2+ и Zn2+ соответственно. 

 

  

Рис. 2. Содержание пигментов в клетках Chlorella vulgaris через 7 суток воздействия Cu2+  и Zn2+ 

[Pigment content in Chlorella vulgaris cells after 7 days of exposure to Cu2+  and Zn2+exposure] 

 

Пигментный анализ показал, что медь в исследуемом диапазоне концентраций не оказала статистиче-

ски значимого негативного влияния на синтез пигментов (рис. 2). Концентрации Хл а, Хл b и каротинои-

дов в контроле на 7 сут составили 0.16–0.17, 0.06 и 0.05 мкг/106 клеток соответственно. Токсичная доза 

меди 13 мкМ, которая привела к 7-кратному снижению численности клеток, не вызвала существенного 

снижения внутриклеточных пигментов, что можно объяснить значительным укрупнением угнетенных 

клеток. При концентрации 15 мкМ и выше определения пигментов не проводилось вследствие гибели 

культуры. 

Внесение 5–20 мкМ цинка также привело к небольшому увеличению концентраций Хл а и Хл b, в то 

время как присутствие 40 мкМ Zn2+ вызвало 5-кратное снижение как Хл а, так и Хл b (рис. 2). Анализ 

содержания каротиноидов не выявил заметных колебаний их уровня при внесении меди и цинка. Только 

присутствие цинка в количестве 40 мкМ привело к 70% снижению синтеза этих пигментов (рис. 2). 

Согласно литературным данным, влияние ТМ на содержание пигментов водорослей носит дозозави-

симый характер, при этом медь обладает более высокой токсичностью, чем эквивалентные дозы цинка 

[Afkar, Ababna, Fathi, 2010; Exposito et al., 2021]. Стимулирующий эффект малых концентраций (до 8 
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мкМ Cu2+ и до 30 мкМ Zn2+) на синтез пигментов хлореллы был отмечен в работах Zhou et al. [2012]. При 

дальнейшем росте концентраций ТМ проявляется ингибирующий эффект [Afkar, Ababna, Fathi, 2010; 

Zhou et al. 2012]. 

Под влиянием абиотического стресса микроводоросли способны накапливать множество метаболи-

тов, выполняющих осмотическую функцию, в том числе различные углеводы [Barera, Forlani, 2023]. 

На 7-е сутки содержание углеводов в контроле составило 0.68 мкг/106 клеток. В зависимости от кон-

центрации меди в среде нами отмечено увеличение продукции углеводов на 6–90%, до 1.3 мкг /106 кле-

ток при 13 мкМ Cu2+ (рис. 3). Почти двукратное превышение контрольных значений углеводов в культу-

ре хлореллы при воздействии 13 мкМ меди можно объяснить как повышенной продукцией, так и значи-

тельным укрупнением клеток. На диаграмме ниже также можно обнаружить увеличение содержания уг-

леводов при концентрации Cu2+ 5–7 мкМ с дальнейшим снижением при 9–11 мкМ (рис. 3). 

 

  

Рис. 3. Содержание углеводов в клетках Chlorella vulgaris через 7 суток воздействия Cu2+  и Zn2+ 

[Carbohydrate content in Chlorella vulgaris cells after 7 days of exposure to Cu2+  and Zn2+exposure] 

 

Цинк оказывал более выраженное влияние на продукцию углеводов хлореллой. Было выявлено, что 

кроме внутриклеточного накопления углеводов цинк, по-видимому, стимулировал выработку внеклеточ-

ных экзополисахаридов, заметных в виде слизистых тяжей. Через 7 дней роста хлореллы общее со-

держание углеводов на 44–197% превышало контроль (максимум – 2.04 мкг при 30 мкМ), в зависимости 

от вносимой концентрации цинка (рис. 3). 

Исходя из литературных данных, повышенные концентрации ТМ чаще вызывают увеличение концен-

трации углеводов в клетках микроводорослей [Ganguly et al., 2024]. Согласно Afkar, Ababna, Fathi [2010], 

в диапазоне (10–9–10–8М) меди и цинка наблюдался большой разброс в содержании углеводов в клетках 

культуры хлореллы, а при приближении к 10–6М эти значения выравниваются около 200 мкг/мг. Повы-

шение уровня внутриклеточного пролина – это одна из ранних реакций на широкий спектр абиотических 

стрессов [Barera, Forlani, 2023]. Кроме основной своей функции в качестве осмолита, пролин нейтрализу-

ет некоторые активные формы кислорода, стабилизирует структуру белков, в том числе антиоксидант-

ных ферментов, влияет на пролиферацию клеток, а также участвует в хелатировании ионов ТМ с образо-

ванием нетоксичных металл-белковых комплексов [Тарчевский, Егорова, 2022; Islam, Saxena, Sharma, 

2024]. 

В контроле на 7-е сутки содержание пролина фиксировалось на уровне 4–5 нг/106 клеток. Добавление 

меди в среду культивирования в диапазоне 1–11 мкМ привело к плавному росту содержания пролина (рис. 

4). Максимальная концентрация меди 13 мкМ (при которой наблюдался рост культуры) вызвала увеличе-

ние уровня пролина в 2.7 раза по сравнению с контролем. В эксперименте с цинком клетки микроводорос-

ли активировали синтез внутриклеточного пролина при увеличении содержания этого ТМ. Максимальная 

концентрация цинка 30 мкМ, при которой хлорелла сохраняет жизнеспособность, вызвала увеличение 

уровня пролина более чем в 4 раза – 18.2 нг/×106кл против 4.2 мкг/×106 кл в контроле (рис. 4). 
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Рис. 4. Содержание пролина в клетках Chlorella vulgaris через 7 суток воздействия Cu2+  и Zn2+ 

[Proline content in Chlorella vulgaris cells after 7 days of exposure to Cu2+  and Zn2+exposure] 

 

В работе Mehta и Gaur [1999] показано, что в клетках хлореллы на протяжении 24 ч под воздействием 

меди пролин накапливается в больших количествах, чем в среде с цинком, однако с ростом концентра-

ции этих ТМ (более 10 мкМ) зависимость приобретает обратный характер. Накопление пролина ингиби-

руется медью и доходит до минимальных значений, а под воздействием растущих концентраций цинка 

плавно увеличивается. В исследовании Wu, Hsieh, Kow [1998] обнаружен 6-кратный рост содержания 

пролина у Chlorella sp. относительно контроля в среде с Cu2+. В ряде статей описывается снижение ток-

сического эффекта ТМ на микроводоросли при наличии пролина в среде, при этом увеличивается кон-

центрация пигментов [El-Enany, Issa, 2001; Barera, Forlani, 2025]. В работе Afkar, Ababna, Fathi [2010] 

также отмечалось увеличение доли свободных аминокислот в опытах по воздействию меди и цинка на 

хлореллу. 

Заключение 

В данном исследовании показано, что для пресноводной зеленой микроводоросли Chlorella vulgaris 

концентрации меди и цинка до 5 мкМ являются ростстимулирующими. Обнаружено, что медь является 

более токсичным ТМ, чем цинк. Исходя из графиков роста и содержания пигментов установлено, что 

высокотоксичной для хлореллы является концентрация меди 13 мкМ, а цинка – 40 мкМ. При этом увели-

чение концентрации ТМ (в диапазоне роста) не приводило к соответствующему снижению в содержании 

пигментов (в пересчете на 1 млн клеток) относительно контроля. 

После 7 дней культивирования было определено, что с увеличением концентрации ТМ растет и со-

держание углеводов, достигая максимума для меди при 13 мкМ (в 2 раза больше контроля) и при 30 мкМ 

для цинка (в 3 раза больше контроля). Такая же зависимость наблюдалась и для пролина, где при 13 мкМ 

меди и 30 мкМ цинка уровни свободного пролина превышали контрольные в 2.7 и 4 раза соответственно. 

Следует учитывать, что установленные в Российской Федерации предельно-допустимые концентра-

ции (ПДК) токсинов в водах рыбохозяйственного значения для Cu2+ и Zn2+ составляют 0.001 мг/л и 0.01 

мг/л [Об утверждении нормативов …, 2025]. Выявлено, что Chlorella vulgaris IMBR-19 способна к росту 

при концентрации ионов меди в 800 раз выше ПДК (0.83 мг/л) и концентрации ионов цинка в 260 раз 

выше ПДК (2.6 мг/л). 

На основании полученных нами результатов штамм Clorella vulgaris IMBR-19 может найти примене-

ние на стадии доочистки сточных вод от загрязнений тяжелыми металлами. 
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Аннотация. Bacillus cereus sensu stricto и Bacillus thuringiensis являются генетически наиболее близ-

кими видами для Bacillus anthracis, хотя, как считается, и обладают меньшим патогенным потенциалом. 

Более того, B. thuringiensis вообще считается безопасным для человека и млекопитающих, и находит свое 

применение исключительно в качестве энтомопатогена. Тем не менее, накапливается все больше иссле-

дований, доказывающих, что реальность куда сложнее. В настоящем обзоре на конкретных примерах 

показан патогенный потенциал указанных видов, обусловленный обнаружением штаммов с генами, ха-

рактерными для сибиреязвенного микроба. Особенное внимание уделено штаммам B. cereus s.s. с pX01- 

и pX02-подобными плазмидами, поскольку их наличие затрудняет идентификацию патогена существу-

ющими лабораторными методами. Кроме того, начиная с нынешнего тысячелетия эти штаммы вызывают 

пневмонии с фульминантным течением. Также показаны случаи токсикоинфекции и бактериемии, обу-

словленные штаммами B. thuringiensis. Показана их потенциальная возможность вызывать раневую ин-

фекцию у человека. Все это указывает на повышение патогенного потенциала B. cereus s.s. и B. thurin-

giensis, что требует пересмотра действующей парадигмы контроля за патогенами. 

Ключевые слова: B. cereus, B. thuringiensis, плазмиды 
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Abstract. Bacillus cereus sensu stricto and Bacillus thuringiensis are genetically the most closely related spe-

cies to Bacillus anthracis, although they are considered to have a lower pathogenic potential. Furthermore, 

B. thuringiensis is generally considered safe for humans and mammals and is exclusively used as an ento-

mopathogen. However, a growing body of evidence suggests that the reality is much more complex. This review 

provides specific examples demonstrating the pathogenic potential of these species, due to the detection 

of strains harboring genes characteristic of Bacillus anthracis. Particular attention is paid to B. cereus s.s. strains 

with pXO1- and pXO2-like plasmids, since their presence complicates pathogen identification using existing 

laboratory methods. Furthermore, since the turn of the millennium, these strains have caused fulminant pneumo-
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nia. Cases of toxicoinfection and bacteremia caused by B. thuringiensis strains are also presented. Their potential 

to cause wound infections in humans is demonstrated. All of this points to an increase in the pathogenic potential 

of B. cereus s.s. and B. thuringiensis, which requires a revision of the current pathogen control paradigm. 

Keywords: B. cereus, B. thuringiensis, plasmids 
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Введение 

Bacillus cereus complex – это группа близкородственных бацилл, в которую традиционно включают 

девять видов – B. anthracis, B. cereus s. s., B. thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, 

B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus, B. toyonensis и B. wiedmannii [Carroll et al., 2017]. И хотя существуют 

различные мнения относительно «состава» группы [Carroll et al., 2020, 2022], важными для общественно-

го здравоохранения и обеспечения биологической безопасности населения остаются B  anthracis и B. ce-

reus s. s., входящие, согласно СанПиН 3.3686-21, во II и IV группы патогенности (опасности) соответ-

ственно. Еще один вид, B. thuringiensis, не является патогенным биологическим агентом, но находит ши-

рокое применение в качестве энтомопатогена. Эти три вида являются наиболее изученными и наиболее 

близкими генетически [Helgason et al., 2000; Radnedge et al., 2003; Carroll et al., 2020], при этом различие 

в патогенном потенциале в значительной степени обуславливается наличием внехромосомных элемен-

тов. Так, геном B. anthracis включает плазмиды рХ01 и рХ02, кодирующие протективный антиген, ле-

тальный и отечный факторы, а также поли-γ-D-глутаматную капсулу; геном B. cereus s. s. – плазмиду 

рВСЕ8410 (ранее рCER270) или рCERE01, кодирующие токсин цереулид, а геном B. thuringiensis содер-

жит крупные плазмиды, кодирующие синтез генов инсектицидных токсинов (cry, cyt и vip), которые 

формируют параспоральные включения, содержащие белки Cry и Cyt, характерные для данного вида 

[Muñoz et al., 2014; Ehling-Schulz, Lereclus, Koehler, 2019].  

Вместе с тем, не все так однозначно, поскольку с выделением в начале нынешнего тысячелетия 

штаммов B. cereus s. s. с рХ01- и рХ02-подобными плазмидами [Leendertz et al., 2004, 2006], так называе-

мыми штаммами из Кот-д’Ивуара (CI) и Камеруна (CA), отнесенными к B. cereus bv. anthracis (Bcbva), 

считать B. anthracis единственным этиологическим агентом «сибиреязвенных» инфекций уже не прихо-

дится. Особенно в ситуации, когда другие представители B. cereus complex, также приобретая сибиреяз-

венные детерминанты патогенности, успешно «осваивают» новые экологические ниши. В первую оче-

редь речь идет о штаммах B. tropicus JMT, ранее вызывавших прибрежную лихорадку [Heaslip, 1941], но 

теперь также паразитирующих на китайских триониксах (Pelodiscus sinensis) [Tan et al., 2011], и, с мая 

прошлого года, на больших рыжих кенгуру (Macropus rufus) [De Cecco et al., 2025]. В обоих случаях речь 

идет о животных, обычно невосприимчивых к действию B. anthracis. Таким образом, в настоящей статье 

будет рассмотрно, что представляют наиболее близкие генетически к сибиреязвенному микробу пред-

ставители «комплекса». 

B. cereus s. s. 

Как уже говорилось, патогенный потенциал B. cereus s. s. обусловлен наличием рХ01-подобных плаз-

мид рВСЕ8410 (ранее рCER270) или рCERE01, кодирующих токсин цереулид, также известный как 

«рвотный» токсин из-за характерного симптома, хотя точный механизм действия до конца не изучен 

[Baldwin, 2020; Perchat et al., 2024]. Первая плазмида была выделена из штамма B. cereus F4810/72, став-

шего причиной пищевого отравления пяти человек в Мидлсбро (Великобритания) в результате употреб-

ления контаминированного им жареного риса из китайского ресторана [Ehling-Schulz et al., 2006], 

а вторая – из штамма B. cereus Kinrooi 5975c, ставшего причиной смерти семилетней девочки в Кинрой 

(Бельгия) в результате употребления контаминированных им макарон [Hoton et al., 2005]. Последний 

случай отравления, ассоциированный с действием цереулида, на момент написания этой статьи, по-

видимому, относится к сентябрю 2025 г., когда отравление школьников в Базеле (Швейцария) было вы-

звано присутствием штамма B. cereus BH-1 в соусе Бешамель (1100 КОЕ/г) [Biggel et al., 2026]. 
Бесплазмидные штаммы также являются патогенными, поскольку способны синтезировать так назы-

ваемые «диарейные» токсины – гемолизин BL, негемолитический энтеротоксин и(или) цитотоксин К, 

поскольку кодирующие их гены расположены на хромосоме. Их синтез кодируется регуляторным бел-

ком PlcR, который, как известно, не секретируется у сибиреязвенного микроба ввиду инактивации гена 

plcR однонуклеотидной мутацией. Все указанные токсины являются поринами, приводящими к осмоти-

ческому лизису энтероцитов; соответственно штаммы, их синтезирующие, становятся причинами вспы-

шек пищевых токсикоинфекций, включая крупные вспышки [Lund, Granum, 1996; Lund, de Buyser, 

Granum, 2000], поскольку они значительно распространены в продуктах питания – в 23.75% случаев 
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[Rahnama et al., 2023]. Вместе с тем летальные исходы чаще всего ассоциированы именно с синтезом це-

реулида [Dierick et al., 2005; Naranjo et al., 2011], который помимо «рвотного» симптома может приво-

дить к развитию острой печеночной недостаточности [Chatelanat et al., 2024]. Однако интересно, что уже 

упомянутый штамм B. cereus BH-1 из Базеля (Швейцария), хотя и синтезирует цереулид, но не несет ге-

ны hblD и cytK1, поэтому в данной вспышке имел место только «рвотный» симптом [Biggel et al., 2026]. 

Из этого можно предположить, что летальные исходы ассоциированы с синтезом цереулида при наличии 

синтеза «диарейных» токсинов.  

Говоря о Российской Федерации, нельзя не указать, что уже в начале января текущего года Роспо-

требнадзор приостановил ввоз и запретил оборот уже ввезенных детских сухих смесей Nestle (сухих 

быстрорастворимых молочных и кисломолочных смесей и сухой смеси на основе аминокислот лечебно-

го диетического питания) из-за содержания в них цереулида1, а производитель добровольно отозвал пар-

тии продукции2. При этом ранее, в декабре 2025 г., уже отзывалось несколько партий заменителей груд-

ного молока из-за обнаружения на одной из производственных линий B. cereus s. s.3  

Помимо пищевых отравлений штаммы B. cereus s. s. способны вызвать ряд системных и местных ин-

фекций. Например, в 1998 г. они стали причиной сепсиса у младенцев, находящихся на искусственном 

вентилировании легких, приведя к летальному исходу в одном случае [Van der Zwet et al., 2000]. В дру-

гом случае бактериемия, вызванная штаммами B. cereus s. s., развилась у 17-летней пациентки с острым 

лимфобластным лейкозом, проходившей курс химиотерапии, вследствие обильного употребления завар-

ного зеленого чая [El Saleeby et al., 2004]. Возбудитель обнаружили в большинстве чайных пакетиков, 

однако другие пациенты инфицированы не были ввиду меньшего потребления чая. Примечательно, что 

в других напитках, таких как кофе, соки и газированные напитки, возбудитель обнаружен не был. В еще 

одном случае заражение пациентов произошло через выстиранные при 80°С полотенца (106 

м.к./полотенце), а контаминированными оказались также стиральные машины, паровые сушилки и вода 

для ополаскивания [Dohmae et al., 2008]. Примечательно, что большинство выделенных штаммов 

не несли генов, кодирующих синтез «рвотного» или «диарейных» токсинов, но проявляли устойчивость 

к ципрофлоксацину, эритромицину и тетрациклину. 

Нельзя не упомянуть способность некоторых штаммов B. cereus s. s. вызывать эндофтальмиты. Пер-

вый зарегистрированный случай, вероятно, относится к 1953 г., когда поражения глаза, приведшие к его 

эвисцерации, были вызваны переливанием контаминированной донорской крови. Сейчас такая ситуация 

вряд ли возможна, однако инфекции глаз все же случаются, поскольку возбудитель может быть занесен 

гематогенно, например, через систему хемопорта [Park et al., 2024]. Гематогенный занос может также 

приводить к развитию менингитов у младенцев [Girisch et al., 2003] и иммунонекомпетентных лиц. По-

следняя категория особенна интересна, поскольку менингиты с летальными исходами возникали вслед-

ствие «малозначимых» событий. Так, заражение 19-летнего пациента, проходящего лечение от острого 

миеломоноцитарного лейкоза, произошло через пищу, содержащую незначительное количество возбуди-

теля (в пределах допустимой нормы). Пациент находился в стерильной палате-изоляторе, а инвазия воз-

будителя произошла через колонизацию горла [Golpin et al., 1981]. Известно также заражение 18-летнего 

пациента, проходящего курс химиотерапии на фоне первой полной ремиссии острого лимфобластного 

лейкоза, которое произошло от падения [Guiot et al., 1986]. Дело в том, что перед помещением в стериль-

ный изолятор для проведения химиотерапии ему разрешили немного погулять по территории больницы, 

где он случайно упал и поцарапал предплечье, что в конечном счете привело к развитию токсического 

энцефалита. Этот случай интересен еще и тем, что первоначально пациенту была назначена неверная 

антимикробная терапия, поскольку возбудитель идентифицировали как Clostridium spp. (лаборатория 

посчитала этот возбудитель более вероятным, поскольку имелся контакт пациента с землей). И это 

не единственный случай, когда B. cereus s. s. идентифицировали в качестве одного из видов клостридий. 

Так, в 1984 г. 20-летний морской пехотинец получил неполную травматическую ампутацию левой руки с 

открытым оскольчатым переломом лучевой и локтевой костей, а также полным нейроваскулярным 

нарушением в результате защемления предплечья между двумя железнодорожными вагонами [Johnson, 

Aulicino, Newby, 1984]. Из-за развития симптомов, сходных с таковыми при газовой гангрене, выделен-

ный из тканей микроб был идентифицирован как Cl. perfringens, однако спустя 2 дня вид микроорганиз-

ма был уточнен на B. cereus s. s., который также проявлял устойчивость к некоторым антимикробным 

препаратам. 

Говоря о штаммах с плазмидами рВСХ01 и рВСХ02 нельзя не упомянуть штаммы, в геномах которых 

отсутствует хромосомный маркер Ba813, характерный для Bcbva и B. anthracis, что генетически «ставит» 

                                                           
1 URL: https://www.rospotrebnadzor.ru/about/info/news/news_details.php?ELEMENT_ID=31426; 

https://rospotrebnadzor.ru/about/info/news/news_details.php?ELEMENT_ID=31385. 
2 URL: https://www.nestle.ru/media/news/oficialnoe-zayavlenie-nestle-rossiya-po-dobrovolnomu-otzyvu-

opredelennykh-partiy.  
3 URL: https://swedenherald.com/article/nestl-recalls-infant-formula.  
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их между ними [Antonation et al., 2016]. Это, например, штамм B. cereus JF3964, изолированный из трупа 

крупного рогатого скота в Коза (Камерун), и штамм B. cereus ISP3191, выделенный из пищи (специи) 

в Бельгии. Следует отметить, что эти штаммы не вызывают инфекционный процесс у человека, чего не 

скажешь про штаммы, ответственные за развитие пневмонии у сварщиков, симптомокомплекс которой 

похож на сибиреязвенную пневмонию («сибиреязвенная пневмония сварщиков»). Так, у сварщика 

из Луизианы (США) с симптомами тяжелой пневмонии был выделен штамм B. cereus G9241 [Hoffmaster 

et al., 2004], чей геном включает плазмиды рВСХ01 и рВС210 (ранее рВС218), причем первая плазмида 

на 99.6% идентична плазмиде рХ01 сибиреязвенного микроба, а вторая кодирует синтез экзополисаха-

ридной капсулы, а также токсинов, чья аминокислотная последовательность на 36 и 60% сходна соответ-

ственно с летальным фактором и протективным антигеном B. anthracis соответственно. Кроме того, она 

несет гены atxA2 и pagA2, получившие свое название из-за способности кодировать синтез белка, подоб-

ного протективному антигену B. anthracis. Также в геноме присутствует еще и третий внехромосомный 

элемент – линейная плазмида рBFH_1 (ранее pBClin29), несущая гены профага, индуцируемые действи-

ем температуры, т. е. культивирование при 37°С (температура тела млекопитающего) инициирует сборку 

вирионов, причем только в субкультурах, ввиду чего первых можно обнаружить в культуральной жидко-

сти. Удивительной особенностью этого штамма является то, что, несмотря на наличие сибиреязвенного 

токсина (причем в том или ином виде кодируемого генами сразу двух плазмид!), подвижность, толстую 

капсулу и способность вызывать легочную инфекцию у людей (преимущественно сварщиков), он имеет 

сниженную вирулентность для модельных животных (новозеландских белых кроликов и мышей линий 

A/J и C57BL/6J) в сравнении со штаммом B. anthracis Ames и штаммами Bcbva [Wilson et al., 2011; Ferris 

et al., 2025]. 

В другом случае, произошедшем в 2003 г. в штате Техас (США), штамм B. cereus 03ВВ87, имеющий 

плазмиды рВСХ01 и рВСХ02, стал причиной инфекционного заболевания 39-летнего мужчины, проте-

кающего по типу сибиреязвенной пневмонии и сопровождающегося диареей [Wright et al., 2011; Johnson 

et al., 2015]. Однако на фоне высокого содержания возбудителя, прикрепленного к клеткам эпителия 

в бронхоальвеолярном лаваже, были и не характерные для данного заболевания проявления. В частно-

сти, полиморфноядерных лейкоцитов и лимфоцитов в нем оказалось немного, тогда как в крови, наобо-

рот, лейкоцитов было в 3.5 раза больше нормы. Лимфатические узлы средостения оказались не увеличе-

ны, хотя именно они при сибирской язве являются «отправным пунктом» для миграции возбудителя 

в другие органы. С другой стороны, присутствовали тошнота и рвота, т. е. важные дифференциально-

диагностические признаки, позволяющие на начальных этапах отличить сибирскую язву от других ост-

рых респираторных заболеваний [Kuehnert et al., 2003]. Описанный случай интересен тем, что пациент 

занимался сваркой дома, и это не было его профессией, поскольку чаще всего такие штаммы колонизируют 

именно легкие сварщиков, а также тех, кто работает с металлами, поскольку, как считается, сварщики 

больше подвержены риску респираторных заболеваний, чем остальные группы населения [Marongiu et al., 

2016]. Вместе с тем пневмонии, вызванные подобными штаммами, имеют сравнительно высокую леталь-

ность – около 86%, что обусловлено фульминантным течением заболевания. С другой стороны, исследова-

ние образцов сыворотки крови 1386 добровольцев, проживающих в окрестностях национального парка Таи 

в Кот-д'Ивуаре, показало, что у 10.46% обследованных лиц были обнаружены антитела к Bcbva, несмотря 

на отсутствие известных случаев инфекции, связанной с Bcbva [Dupke et al., 2020]. 

B. thuringiensis 

Первое сообщение о потенциальной возможности B. thuringiensis вызывать инфекционный процесс 

у человека, вероятно, относится к марту 1995 г., когда бактерия была выделена из биоптата раневой тка-

ни (абсцессов) подорвавшегося на мине 28-летнего солдата [Hernandez et al., 1998]. Последующее изуче-

ние выделенного штамма продемонстрировало его способность вызывать инфекцию и мионекроз у им-

мунонекомпетентных мышей. Примечательно, что на его хромосоме и единственной плазмиде рBT9727 

не обнаружено известных генов, кодирующих синтез Bt-токсинов, однако это обстоятельство не отрица-

ет возможности присутствия кодирующих их пока еще неизвестных генов, поскольку наличие параспо-

рального тела подтвердили визуально в Институте Пастера с помощью окраски фиксированного мазка. 

Известен случай токсикоинфекции с рвотным и диарейным синдромами, вызванной употреблением 

в пищу купленного в магазине салата, обработанного на стадии выращивания инсектицидом, содержа-

щим споры B. thuringiensis [EFSA BIOHAZ Panel, 2016]. Штамм B. thuringiensis subsp. aizawai ABTS-1857 

был выделен из всех образцов салата, отобранных из разных партий данного производителя, а последу-

ющее его исследование показало присутствие хромосомных генов cytK2 и nhe/hbe, ответственных за син-

тез компонентов «диарейных» токсинов (гемолизина BL, негемолитического энтеротоксина и цитоток-

сина К). Плазмидный ген ces, ответственный за синтез «рвотного» токсина (цереулида), обнаружен не 

был, однако рвотный синдром у пострадавших присутствовал. Важно отметить, что гены «диарейных» 

токсинов были обнаружены авторами настоящего обзора при исследовании 22 штаммов, выделенных 
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с территории различных государств, а их функциональность доказана на животных моделях [Хлопова и 

др., 2025(а); Хлопова, Горшков-Кантакузен, Тимофеев, 2025(б)]. 

Еще один случай нельзя оставить без внимания [Barakat et al., 2024]. В 2024 г. 30-летний мужчина с 

анамнезом шизоаффективного расстройства, положительным результатом теста на антитела к гепатиту C, 

злоупотреблением комбинированными психоактивными веществами, внутривенным употреблением нарко-

тиков и ранее перенесенной спленэктомией обратился в отделение неотложной помощи с жалобами на ли-

хорадку (38.3℃) и озноб. Других симптомов пациент не отмечал. Рентгенограмма грудной клетки не вы-

явила отклонений. При осмотре выявлены двусторонние язвенные раны голеней от внутривенных инъек-

ций в этих областях, которые на рентгенограмме визуализированы как линейная металлическая плотность 

кпереди от дистального вала левой малоберцовой кости, предположительно фрагмент иглы для инъекций. 

Поскольку в анамнезе имеются эпизоды употребления инъекционных наркотиков, а симптомы указывают 

на развитие инфекционного процесса, осуществлен посев крови, однако пациент покинул отделение вопре-

ки рекомендациям врача. Спустя 4 дня выросшая культура была идентифицирована как B. thuringiensis, 

ввиду чего пациент был повторно госпитализирован для проведения семидневного курса антибиотикотера-

пии ванкомицином. Компьютерная томография подтвердила наличие иглы в нижних конечностях, поэтому 

пациенту предложена операция, от которой после совещания с семьей он отказался из-за опасения, что не-

обходимая пересадка кожи может оказаться неудачной, если продолжить внутривенное употребление 

наркотиков. Повторные посевы крови дали отрицательный результат, и ввиду улучшения состояния паци-

ент выписался, отказавшись от психиатрической помощи. Данный случай является единственным, когда 

саморазрешающаяся бактериемия была вызвана B. thuringiensis. 

Заключение 

Рассмотренные нами примеры наглядно показывают возрастание патогенного потенциала штаммов B. 

cereus s. s. и B. thuringiensis, в основном за счет приобретения детерминант патогенности сибиреязвенно-

го микроба. Можно предположить, что между членами группы B. cereus complex в настоящее время про-

исходит интенсивный генетический обмен, приводящий к появлению штаммов с новыми «функциями», 

которые стремительно осваивают новые биологические ниши. Все это требует усиления контроля за ни-

ми, поскольку является важной составляющей обеспечения биологической безопасности государства 

согласно Федеральному закону № 492-ФЗ от 30 декабря 2020 г. «О биологической безопасности в Рос-

сийской Федерации». 

Список источников 

1. Хлопова К.В., Горшков-Кантакузен В.А., Тимофеев В.С. Патогенный потенциал Bacillus 

thuringiensis // Школа-конференция молодых ученых, аспирантов и студентов «Генетические технологии 

в микробиологии и микробное разнообразие»: сборник материалов конф. СПб.: Наукоемкие технологии, 

2025б. С. 71. 

2. Хлопова К.В. и др. Токсичные штаммы Bacillus thuringiensis // Эпидемиология-2025: сб. тез. Кон-

гресса с междунар. участием. М., 2025а. С. 174–175. 

3. Antonation K.S. et al. Bacillus cereus biovar anthracis causing Anthrax in Sub-Saharan Africa – chromo-

somal monophyly and broad geographic distribution // PLoS Negl. Trop Dis. 2016. Vol. 10, № 9. Art. e0004923. 

DOI: 10.1371/journal.pntd.0004923. EDN: XUNOVN. 

4. Baldwin V.M. You can’t B. cereus – a review of Bacillus cereus strains that cause Anthrax-like disease // 

Front Microbiol. 2020. Vol. 11. Art. 1731. DOI: 10.3389/fmicb.2020.01731. 

5. Barakat S. et al. Bacillus thuringiensis bacteremia in a 30-year-old Intravenous drug user: a report of a rare 

case // Cureus. 2024. Vol. 16, № 10. Art. e71704. DOI: 10.7759/cureus.71704. 

6. Biggel M. et al. Foodborne intoxication most likely linked to Bacillus cereus in a school canteen hot 

ready-to-eat meal // J. Food Prot. 2026. Vol. 89, № 4. Art. 100721. DOI: 10.1016/j.jfp.2026.100721. 

7. Carroll L.M. et al. Rapid, High-throughput identification of Anthrax-causing and emetic Bacillus cereus 

group genome assemblies via B typer, a computational tool for virulence-based classification of Bacillus cereus 

group isolates by using nucleotide sequencing data // Appl. Environ. Microbiol. 2017. Vol. 83, № 17. Art. 

e01096-17. DOI: 10.1128/AEM.01096-17. 

8. Carroll L.M. et al. Keeping up with the Bacillus cereus group: taxonomy through the genomics era and 

beyond // Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 2022. Vol. 62, № 28. P. 7677–7702. DOI: 

10.1080/10408398.2021.1916735. 

9. Carroll L.M. et al. Proposal of a taxonomic nomenclature for the Bacillus cereus group which reconciles 

genomic definitions of Bacterial species with clinical and industrial phenotypes // mBio. 2020. Vol. 11, № 1. 

Art. e00034–20. DOI: 10.1128/mBio.00034–20. 



155 
 

10. Chatelanat O. et al. Liver failure after Bacillus cereus food poisoning, an under-recognized entity: A case 

report // World J. Hepatol. 2024. Vol. 16, № 11. P. 1339–1347. DOI: 10.4254/wjh.v16.i11.1339. EDN: 

PBKJQE. 

11. De Cecco B.S. et al. Pathologic and genomic characterization of an outbreak of anthrax-like disease 

caused by Bacillus tropicus (formerly atypical Bacillus cereus) in red kangaroos (Macropus rufus) // Vet. Pathol. 

2025. Vol. 62, № 3. P. 332–342. DOI: 10.1177/03009858241306399. 

12. Dierick K. et al. Fatal family outbreak of Bacillus cereus-associated food poisoning // J. Clin. Microbiol. 

2005. Vol. 43, № 8. P. 4277–4279. DOI: 10.1128/JCM.43.8.4277–4279.2005. 

13. Dohmae S. et al. Bacillus cereus nosocomial infection from reused towels in Japan // J. Hosp. Infect. 

2008. Vol. 69, № 4. P. 361–367. DOI: 10.1016/j.jhin.2008.04.014. 

14. Dupke S. et al. Serological evidence for human exposure to Bacillus cereus biovar anthracis in the villag-

es around Taï National Park, Côte d’Ivoire // PLoS Negl. Trop. Dis. 2020. Vol. 14, № 5. Art. e0008292. DOI: 

10.1371/journal.pntd.0008292. EDN: HSQWYF. 

15. EFSA BIOHAZ Panel. Risks for public health related to the presence of Bacillus cereus and other Bacil-

lus spp. including Bacillus thuringiensis in foodstuffs // EFSA J. 2016. Vol. 14. Art. 4524. DOI: 

10.2903/j.efsa.2016.4524. 

16. Ehling-Schulz M. et al. Cereulide synthetase gene cluster from emetic Bacillus cereus: Structure and lo-

cation on a mega virulence plasmid related to Bacillus anthracis toxin plasmid pX01 // BMC Microbiol. 2006. 

Vol. 6. Art. 20. DOI: 10.1186/1471–2180–6–20. 

17. Ehling-Schulz M., Lereclus D., Koehler T.M. The Bacillus cereus group: Bacillus species with pathogen-

ic potential // Microbiol. Spectr. 2019. Vol. 7, № 3. Art. 2018. DOI: 10.1128/microbiolspec.gpp3-0032-2018. 

18. El Saleeby C.M et al. Association between tea ingestion and invasive Bacillus cereus infection among 

children with cancer // Clin. Infect. Dis. 2004. Vol. 39, № 10. P. 1536–1539. DOI: 10.1086/425358. 

19. Ferris A.M. et al. Bacillus cereus biovar anthracis causes inhalational anthrax-like disease in rabbits that 

is treatable with medical countermeasures // PLoS Negl. Trop. Dis. 2025. Vol. 19, № 4. Art. e0012973. DOI: 

10.1371/journal.pntd.0012973. 

20. Girisch M. et al. Intestinal perforations in a premature infant caused by Bacillus cereus // Infection. 2003. 

Vol. 31, № 3. P. 192–193. DOI: 10.1007/s15010–002–3037–6. EDN: ESMADZ. 

21. Golpin G.G. et al. Bacillus cereus meningitis in a patient under gnotobiotic care // Lancet. 1981. Vol. 2, 

№ 8248. P. 694–695. DOI: 10.1016/s0140–6736(81)91025–4. 

22. Guiot H.F. et al. Bacillus cereus: a snake in the grass for granulocytopenic patients // J. Infect. Dis. 1986. 

Vol. 153, № 6. Art. 1186. DOI: 10.1093/infdis/153.6.1186. 

23. Heaslip W. Bacillus tropicus, a new species isolated from man and animals described and compared with 

other Bacilli resembling, Bacillus anthracis // Med. J. Australia. 1941. Vol. 2, № 19. P. 536–543. DOI: 

10.5694/j.1326–5377.1941.tb54246.xopen_in_new. 

24. Helgason E. et al. Bacillus anthracis, Bacillus cereus, and Bacillus thuringiensis – one species on the ba-

sis of genetic evidence // Appl. Environ. Microbiol. 2000. Vol. 66, № 6. P. 2627–2630. DOI: 

10.1128/aem.66.6.2627-2630.2000. EDN: YEQOEZ. 

25. Hernandez E. et al. Bacillus thuringiensis subsp. konkukian (serotype H34) superinfection: Case report 

and experimental evidence of pathogenicity in immunosuppressed mice // J. Clin. Microbiol. 1998. Vol. 36, № 7. 

P. 2138–2139. DOI: 10.1128/jcm.36.7.2138–2139.1998. 

26. Hoffmaster A.R. et al. Identification of anthrax toxin genes in a Bacillus cereus associated with an illness 

resembling inhalation anthrax // PNAS. 2004. Vol. 22, № 101. P. 8449–8454. DOI: 10.1073/pnas.0402414101. 

27. Hoton F.M. et al. The cereulide genetic determinants of emetic Bacillus cereus are plasmid-borne // Mi-

crobiology. 2005. Vol. 151. P. 2121–2124. DOI: 10.1099/mic.0.28069–0. 

28. Johnson D.A., Aulicino P.L., Newby J.G. Bacillus cereus-induced myonecrosis // J. Trauma. 1984. Vol. 

24, № 3. P. 267–270. DOI: 10.1097/00005373–198403000–00015. 

29. Johnson S.L. et al. Finished genome sequence of Bacillus cereus strain 03BB87, a clinical isolate with B. 

anthracis virulence genes // Genome Announc. 2015. Vol. 3, № 1. Art. e01446-01414. DOI: 

10.1128/genomeA.01446-14. 

30. Kuehnert M.J. et al. Clinical features that discriminate inhalational anthrax from other acute respiratory 

illnesses // Clin. Infect. Dis. 2003. Vol. 36, № 3. P. 328–336. DOI: 10.1086/346035. 

31. Leendertz F.H. et al. Anthrax kills wild chimpanzees in a tropical rainforest // Nature. 2004. Vol. 430, № 

6998. P. 451–452. DOI: 10.1038/nature02722. 

32. Leendertz F.H. et al. Anthrax in western and central African great apes // Am. J. Primatol. 2006. Vol. 68, 

№ 9. P. 928–933. DOI: 10.1002/ajp.20298. EDN: LURKSD. 

33. Leendertz F.H. et al. A New Bacillus anthracis found in wild chimpanzees and a gorilla from West and 

Central Africa // PLoS Pathog. 2006. Vol. 2, № 1. Art. e8. DOI: 10.1371/journal.ppat.0020008. 

34. Lund T., de Buyser M.L., Granum P.E. A new cytotoxin from Bacillus cereus that may cause necrotic enteri-

tis // Mol. Microbiol. 2000. Vol. 38, № 2. P. 254–261. DOI: 10.1046/j.1365–2958.2000.02147.x. EDN: LWEVQF. 



156 
 

35. Lund T., Granum P.E. Characterisation of a non-haemolytic enterotoxin complex from Bacillus cereus 

isolated after a foodborne outbreak // FEMS Microbiol. Lett. 1996. Vol. 141, № 2–3. P. 151–156. DOI: 

10.1111/j.1574–6968.1996.tb08377.x. EDN: YCAFSQ. 

36. Marongiu A. et al. Are welders more at risk of respiratory infections? Findings from a cross-sectional 

survey and analysis of medical records in shipyard workers: the WELSHIP project // Thorax. 2016. Vol. 71, № 

7. P. 601–606. DOI: 10.1136/thoraxjnl-2015–207912. 

37. Muñoz D. et al. Bacillus thuringiensis toxins: an overview of their biocidal activity // Toxins. 2014. Vol. 

6. P. 3296–3325. DOI: 10.3390/toxins6123296. EDN: UPXPHT. 

38. Naranjo M. et al. Sudden death of a young adult associated with Bacillus cereus food poisoning // J. Clin. 

Microbiol. 2011. Vol. 49, № 12. P. 4379–4381. DOI: 10.1128/JCM.05129-11. EDN: PMNEYL. 

39. Park H. et al. Bacillus cereus endophthalmitis in a child with hemophilia: a case report // Korean J. Oph-

thalmol. 2024. Vol. 38, № 4. P. 327–329. DOI: 10.3341/kjo.2024.0058. EDN: AHQHGI. 

40. Perchat S. et al. The megaplasmid pCER270 of Bacillus cereus emetic strain affects the timing of the 

sporulation process, spore resistance properties, and germination // Appl. Environ. Microbiol. 2024. Vol. 90, № 

9. Art. e0102924. DOI: 10.1128/aem.01029-24. 

41. Radnedge L. et al. Genome differences that distinguish Bacillus anthracis from Bacillus cereus and Ba-

cillus thuringiensis // Appl. Environ. Microbiol. 2003. Vol. 69, № 5. P. 2755–2764. DOI: 

10.1128/AEM.69.5.2755-2764.2003. EDN: LUJBSF. 

42. Rahnama H. et al. A systematic review and meta-analysis of the prevalence of Bacillus cereus in foods // 

Food Control. 2023. Vol. 143. Art. 109250. DOI: 10.1016/j.foodcont.2022.109250. EDN: CTQBKY. 

43. Tan A.-P. et al. Isolation and identification of Bacillus cereus from Trionyx sinensis // Guangdong Agric. 

Sci. 2011. Vol. 20. P. 115–116. 

44. Van der Zwet W.C. et al. Outbreak of Bacillus cereus infections in a Neonatal Intensive Care Unit traced 

to balloons ssed in manual ventilation // J. Clin. Microbiol. 2000. Vol. 38, № 11. P. 4131–4136. DOI: 

10.1128/jcm.38.11.4131–4136.2000. 

45. Wilson M.K. et al. Bacillus cereus G9241 makes Anthrax toxin and capsule like highly virulent B. an-

thracis Ames but behaves like attenuated toxigenic nonencapsulated B. anthracis Sterne in rabbits and mice // 

Infect. Immun. 2011. Vol. 79, № 8. P. 3012–3019. DOI: 10.1128/IAI.00205-11. 

46. Wright A.M. et al. Rapidly progressive, fatal, inhalation Anthrax-like infection in a human: case report, 

pathogen genome sequencing, pathology, and coordinated response // Arch. Pathol. Lab. Med. 2011. Vol. 135, 

№ 11. P. 1447–1459. DOI: 10.5858/2011–0362-SAIR.1. EDN: XZWNWK. 

References 

1. Khlopova K.V., Gorshkov-Cantacuzene V.A., Timofeev V.S. [Pathogenic potential of Bacillus thurin-

giensis]. Conference-school for young scientists, postgraduate students, and students "Genetic technologies in 

microbiology and microbial diversity": conference proceedings; Pushchino, December 2-4, 2025, edited by L. I. 

Yevtushenko, St. Petersburg, Science-intensive technologies Publ., 2025, p.71(б). (In Russ.). 

2. Khlopova K.V., Gorshkov-Cantacuzene V.A., Chikina Yu.V. et al. [Toxic Bacillus thuringiensis] Epide-

miology-2025: Collection of Abstracts of the Congress with International Participation (Moscow, October 15–

16, 2025), edited by Academician of the Russian Academy of Sciences V. G. Akimkin, Moscow, Central Re-

search Institute of Epidemiology of Rospotrebnadzor Publ.. pp. 174–175(а). (In Russ.). 

3. Antonation K.S., Grützmacher K., Dupke S. et al. Bacillus cereus biovar anthracis causing Anthrax in 

Sub-Saharan Africa – chromosomal monophyly and broad geographic distribution. PLoS Negl. Trop Dis. V. 10, 

No. 9 (2016). Art. e0004923. DOI: 10.1371/journal.pntd.0004923. 

4. Baldwin V. M. You can’t B. cereus - a review of Bacillus cereus strains that cause Anthrax-like disease. 

Front Microbiol. V. 11 (2020). Art. 1731. DOI: 10.3389/fmicb.2020.01731. 

5. Barakat S., Kim H., Dankar R. et al. Bacillus thuringiensis bacteremia in a 30-year-old Intravenous drug 

user: a report of a rare case. Cureus. V. 16, No. 10 (2024). Art. e71704. DOI: 10.7759/cureus.71704. 

6. Biggel M., Weber M., Ebenstreit C. et al. Foodborne intoxication most likely linked to Bacillus cereus in a 

school canteen hot ready-to-eat meal. J. Food Prot. V. 89, No. 4 (2026). Art. 100721. DOI: 

10.1016/j.jfp.2026.100721. 

7. Carroll L.M., Kovac J., Miller R.A. et al. Rapid, High-throughput identification of Anthrax-causing and 

emetic Bacillus cereus group genome assemblies via B typer, a computational tool for virulence-based classifica-

tion of Bacillus cereus group isolates by using nucleotide sequencing data. Appl. Environ. Microbiol. V. 83, No. 17 

(2017), Art. e01096-17. DOI: 10.1128/AEM.01096-17 

8. Carroll L.M., Cheng M. et al. Keeping up with the Bacillus cereus group: taxonomy through the genomics era 

and beyond. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. V. 62, No. 28 (2022): pp. 7677-7702. DOI: 10.1080/10408398.2021.1916735. 

9. Carroll L.M., Wiedmann M. et al. Proposal of a taxonomic nomenclature for the Bacillus cereus group 

which reconciles genomic definitions of Bacterial species with clinical and industrial phenotypes. mBio. V. 11, 

No. 1 (2020). Art. e00034-20. DOI: 10.1128/mBio.00034-20. 



157 
 

10. Chatelanat O., de Lorenzi-Tognon M., Spahr L. et al. Liver failure after Bacillus cereus food poisoning, 

an under-recognized entity: A case report. World J. Hepatol. V. 16, No. 11 (2024). pp. 1339-1347. DOI: 

10.4254/wjh.v16.i11.1339. 

11. De Cecco B.S., Falconnier N.G. et al. Pathologic and genomic characterization of an outbreak of anthrax-

like disease caused by Bacillus tropicus (formerly atypical Bacillus cereus) in red kangaroos (Macropus rufus). 

Vet. Pathol. V. 62, No. 3 (2025): pp. 332-342. DOI: 10.1177/03009858241306399. 

12. Dierick K., Coillie E.V. et al. Fatal family outbreak of Bacillus cereus-associated food poisoning. J. Clin. 

Microbiol. V. 43, No. 8 (2005): pp. 4277-4279. DOI: 10.1128/JCM.43.8.4277-4279.2005. 

13. Dohmae S., Okubo T., Higuchi W. et al. Bacillus cereus nosocomial infection from reused towels in Ja-

pan. J. Hosp. Infect. V. 69, No. 4 (2008): pp. 361-367. DOI: 10.1016/j.jhin.2008.04.014. 

14. Dupke S., Schubert G., Beudjé F. et al. Serological evidence for human exposure to Bacillus cereus 

biovar anthracis in the villages around Taï National Park, Côte d’Ivoire. PLoS Negl. Trop. Dis. V. 14, No. 5 

(2020). Art. e0008292. DOI: 10.1371/journal.pntd.0008292. 

15. EFSA BIOHAZ Panel. Risks for public health related to the presence of Bacillus cereus and other Bacil-

lus spp. including Bacillus thuringiensis in foodstuffs. EFSA J. V. 14 (2016). Art. 4524. DOI: 

10.2903/j.efsa.2016.4524. 

16. Ehling-Schulz M., Fricker M., Grallerd H. et al. Cereulide synthetase gene cluster from emetic Bacillus 

cereus: Structure and location on a mega virulence plasmid related to Bacillus anthracis toxin plasmid pX01. 

BMC Microbiol. V. 6 (2006). Art. 20. DOI: 10.1186/1471–2180–6–20. 

17. Ehling-Schulz M., Lereclus D., Koehler T.M. The Bacillus cereus group: Bacillus species with pathogen-

ic potential. Microbiol. Spectr. V. 7, No. 3 (2019). Art. 2018. DOI: 10.1128/microbiolspec.gpp3-0032-2018. 

18. El Saleeby C.M., Howard S.C., Hayden R.T. et al. Association between tea ingestion and invasive Bacil-

lus cereus infection among children with cancer. Clin. Infect Dis. V. 39, No. 10 (2004): pp. 1536-1539. DOI: 

10.1086/425358. 

19. Ferris A.M., Dawson D.G., Eyler A.B. et al. Bacillus cereus biovar anthracis causes inhalational anthrax-

like disease in rabbits that is treatable with medical countermeasures. PLoS Negl. Trop. Dis. V. 19, No. 4 (2025). 

Art. e0012973. DOI: 10.1371/journal.pntd.0012973. 

20. Girisch M., Ries M., Zenker M. et al. Intestinal perforations in a premature infant caused by Bacillus ce-

reus. Infection. V. 31, No. 3 (2003); pp. 192-193. DOI: 10.1007/s15010–002–3037–6. 

21. Golpin G.G., Guiot H.F., Simonis R.F. et al. Bacillus cereus meningitis in a patient under gnotobiotic 

care. Lancet. V. 2, No. 8248 (1981): pp. 694-695. DOI: 10.1016/s0140–6736(81)91025–4. 

22. Guiot H.F., de Planque M.M., Richel D.J. et al. Bacillus cereus: a snake in the grass for granulocytopenic 

patients. J. Infect. Dis. V. 153, No. 6 (1986). Art. 1186. DOI: 10.1093/infdis/153.6.1186. 

23. Heaslip W. Bacillus tropicus, a new species isolated from man and animals described and compared with 

other Bacilli resembling, Bacillus anthracis. Med. J. Australia. V. 2, No. 19 (1941): pp. 536-543. DOI: 

10.5694/j.1326–5377.1941.tb54246.xopen_in_new. 

24. Helgason E., Økstad O.A., Caugant D.A. et al. Bacillus anthracis, Bacillus cereus, and Bacillus thurin-

giensis – one species on the basis of genetic evidence. Appl. Environ. Microbiol. V. 66, No. 6 (2000): pp. 2627-

2630. DOI: 10.1128/aem.66.6.2627-2630.2000. 

25. Hernandez E., Ramisse F., Ducoureau J.P. et al. Bacillus thuringiensis subsp. konkukian (serotype H34) 

superinfection: Case report and experimental evidence of pathogenicity in immunosuppressed mice. J. Clin. Mi-

crobiol. V. 36, No. 7 (1998): pp. 2138-2139. DOI: 10.1128/jcm.36.7.2138–2139.1998. 

26. Hoffmaster A.R., Ravel J., Rasko D.A. et al. Identification of anthrax toxin genes in a Bacillus cereus as-

sociated with an illness resembling inhalation anthrax. PNAS. V. 22, No. 101 (2004): pp. 8449-8454. DOI: 

10.1073/pnas.0402414101. 

27. Hoton F.M., Andrup L., Swiecicka I. et al. The cereulide genetic determinants of emetic Bacillus cereus 

are plasmid-borne. Microbiology. V. 151 (2005): pp. 2121-2124. DOI: 10.1099/mic.0.28069–0. 

28. Johnson D.A., Aulicino P.L., Newby J.G. Bacillus cereus-induced myonecrosis. J. Trauma. V. 24, No. 3 

(1984): pp. 267-270. DOI: 10.1097/00005373–198403000–00015. 

29. Johnson S.L., Minogue T.D., Teshima H. et al. Finished genome sequence of Bacillus cereus strain 

03BB87, a clinical isolate with B. anthracis virulence genes. Genome Announc. V. 3, No. 1 (2015). Art. e01446-

01414. DOI: 10.1128/genomeA.01446-14. 

30. Kuehnert M.J., Doyle T.J., Hill H.A. et al. Clinical features that discriminate inhalational anthrax from 

other acute respiratory illnesses. Clin. Infect. Dis. V. 36, No. 3 (2003): pp. 328-336. DOI: 10.1086/346035 

31. Leendertz F.H., Ellerbrok H. et al. Anthrax kills wild chimpanzees in a tropical rainforest. Nature. V. 

430, No. 6998 (2004): pp. 451-452. DOI: 10.1038/nature02722. 

32. Leendertz F.H., Lankester F. et al. Anthrax in western and central African great apes. Am. J. Primatol. V. 

68, No. 9 (2006): pp. 928-933. DOI: 10.1002/ajp.20298. 

33. Leendertz F.H., Yumlu S. et al. A New Bacillus anthracis found in wild chimpanzees and a gorilla from 

West and Central Africa. PLoS Pathog. V. 2, No. 1 (2006). Art. e8. DOI: 10.1371/journal.ppat.0020008. 



158 
 

34. Lund T., de Buyser M.L., Granum P.E. A new cytotoxin from Bacillus cereus that may cause necrotic en-

teritis. Mol. Microbiol. V. 38, No. 2 (2000): pp. 254-261. DOI: 10.1046/j.1365–2958.2000.02147.x. 

35. Lund T., Granum P.E. Characterisation of a non-haemolytic enterotoxin complex from Bacillus cereus 

isolated after a foodborne outbreak. FEMS Microbiol. Lett. V. 141, No. 2-3 (1996): pp. 151-156. DOI: 

10.1111/j.1574–6968.1996.tb08377.x. 

36. Marongiu A., Hasan O., Ali A. et al. Are welders more at risk of respiratory infections? Findings from a 

cross-sectional survey and analysis of medical records in shipyard workers: the WELSHIP project. Thorax. V. 

71, No. 7 (2016): pp. 601-606. DOI: 10.1136/thoraxjnl-2015–207912. 

37. Muñoz D., Berry C., Murillo J. et al. Bacillus thuringiensis toxins: an overview of their biocidal activity. 

Toxins. V. 6 (2014): pp. 3296-3325. DOI: 10.3390/toxins6123296. 

38. Naranjo M., Denayer S., Botteldoorn N. et al. Sudden death of a young adult associated with Bacillus ce-

reus food poisoning. J Clin Microbiol. V. 49, No. 12 (2011): pp. 4379-4381. DOI: 10.1128/JCM.05129-11. 

39. Park H., Lee C. S., Kang H. G. et al. Bacillus cereus endophthalmitis in a child with hemophilia: a case 

report. Korean J Ophthalmol. V. 38, N 4 (2024). pp. 327–329. DOI: 10.3341/kjo.2024.0058 

40. Perchat S., Nevers A., Kranzler M. et al. The megaplasmid pCER270 of Bacillus cereus emetic strain af-

fects the timing of the sporulation process, spore resistance properties, and germination. Appl. Environ. Microbi-

ol. V. 90, No. 9 (2024). Art. e0102924. DOI: 10.1128/aem.01029-24. 

41. Radnedge L., Agron P.G., Hill K.K. et al. Genome differences that distinguish Bacillus anthracis from 

Bacillus cereus and Bacillus thuringiensis. Appl. Environ. Microbiol. V. 69, No. 5 (2003): pp. 2755-2764. DOI: 

10.1128/AEM.69.5.2755-2764.2003. 

42. Rahnama H., Azari R., Yousefi M.H. et al. A systematic review and meta-analysis of the prevalence of 

Bacillus cereus in foods. Food Control. V. 143 (2023). Art. 109250. DOI: 10.1016/j.foodcont.2022.109250. 

43. Tan A.-P., Zhao F. et al. Isolation and identification of Bacillus cereus from Trionyx sinensis. Guangdong 

Agric. Sci. V. 20 (2011): pp. 115-116. 

44. Van der Zwet W.C., Parlevliet G.A., Savelkoul P.H. et al. Outbreak of Bacillus cereus infections in a Ne-

onatal Intensive Care Unit traced to balloons ssed in manual ventilation. J. Clin. Microbiol. Vol. 38, No. 11 

(2000): pp. 4131-4136. DOI: 10.1128/jcm.38.11.4131–4136.2000. 

45. Wilson M.K., Vergis J.M., Alem F. et al. Bacillus cereus G9241 makes Anthrax toxin and capsule like 

highly virulent B. anthracis Ames but behaves like attenuated toxigenic nonencapsulated B. anthracis Sterne in 

rabbits and mice. Infect. Immun. V. 79, No. 8 (2011): pp. 3012-3019. DOI: 10.1128/IAI.00205-11. 

46. Wright A.M., Beres S.B., Consamus E.N. et al. Rapidly progressive, fatal, inhalation Anthrax-like infec-

tion in a human: case report, pathogen genome sequencing, pathology, and coordinated response. Arch. Pathol. 

Lab. Med. V. 135, No. 11 (2011): pp. 1447-1459. DOI: 10.5858/2011–0362-SAIR.1. 

 
Статья поступила в редакцию 10.03.2026; одобрена после рецензирования 15.05.2026; принята к публикации 
01.06.2026. 
The article was submitted 10.03.2026; approved after reviewing 15.05.2026; accepted for publication 01.06.2026. 
 
Информация об авторах 
В. А. Горшков-Кантакузен – cantacuzene.patent@gmail.com, старший преподаватель кафедры медицинской микро-

биологии имени акад. З. В. Ермольевой, врач-бактериолог; 
К. В. Хлопова – xlopova.12@yandex.ru, м.н.с. лаборатории микробиологии сибирской язвы; 
В. С. Тимофеев – timofeev_vitalii@mail.ru, канд. биол. наук, зам. директора по аналитической работе. 
Information about the authors 
V. A. Gorshkov-Cantacuzene – cantacuzene.patent@gmail.com. Senior Lecturer of the Z.V. Yermolyeva Department of Med-

ical Microbiology, bacteriologist; 
K. V. Khlopova – xlopova.12@yandex.ru, junior researcher of the Laboratory of the anthrax microbiology; 
V. S. Timofeev – timofeev_vitalii@mail.ru, PhD in biology, Deputy Director for Analytical Work. 
 
Вклад авторов: 
Горшков-Кантакузен В. А. – сбор материалов; написание исходного текста. 
Хлопова К. В. – сбор материалов; обсуждение и корректировка текста. 
Тимофеев В. С. – вычитка и корректировка текста. 
Contribution of the authors:  
Gorshkov-Cantacuzene V. A. – data collection; writing of the original text. 
Khlopova K. V. – data collection; text discussion and editing. 
Timofeev V. S. – proofreading and text editing. 
 
Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов. 
The authors declare no conflicts of interests. 
 



159 
© Ковалёва И. А., Шутко А. П., Шепелева Т. С., Хорошунова А. О., 2026 

Вестник Пермского университета. Серия Биология. 2026. Т. 17, вып. 2. С. 159‒168. 
Bulletin of Perm University. Biology. 2026. Vol. 17, iss. 2. P. 159‒168. 

МИКРОБИОЛОГИЯ  
Обзорная статья 
УДК 579.2 
EDN: JJMNRD 

http://dx.doi.org/10.17072/1994-9952-2026-2-159-168 

Антиоксидантный и антибактериальный потенциал 
эпифитных микроорганизмов наземных и водных растений  

Ирина Аркадьевна Ковалёва1, Анна Петровна Шутко1, 

Татьяна Сергеевна Шепелева2, Анна Олеговна Хорошунова3 
1 Институт аграрной генетики и селекции, Ставропольский государственный аграрный университет, 

Ставрополь, Россия 
2 Ставропольский государственный медицинский университет, Ставрополь, Россия 
3 Институт агробиологии и природных ресурсов, Ставропольский государственный аграрный 

университет, Ставрополь, Россия 

Автор, ответственный за переписку: Ирина Аркадьевна Ковалёва, Kovalevairina3006@gmail.com 

Аннотация. Подробно разбираются эколого-физиологические предпосылки формирования антиок-

сидантного и антибактериального потенциалов, включая адаптацию к экстремальным условиям фил-

лосферы (УФ-излучение, pH среды и др.), симбиотические взаимодействия с растениями-хозяевами и 

эволюционные механизмы синтеза защитных метаболитов. Обобщаются ключевые методологические 

подходы к изучению: от культуральных методов выделения и молекулярных техник (16S рРНК-

секвенирование, метагеномика) до функционального скрининга активности DPPH (2,2-дифенил-1-

пикрилгидразил) стабильных свободных радикалов – тест для антиоксидантов, зоны ингибирования для 

антимикробных веществ. Кроме того, выявляются перспективные направления биотехнологического 

использования эпифитов: разработка пробиотических препаратов на основе полезных штаммов 

(Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis), интеграция эпифитов в агрономию для повышения устойчи-

вости растений к стрессам. Настоящее обзорное исследование концентрируется на систематизации и все-

стороннем анализе современных научных данных о метаболическом потенциале эпифитных микроорга-

низмов, выступающих в роли продуцентов антиоксидантных и антимикробных соединений. Большин-

ство исследований, которые рассматриваются в данной статье, были направлены на выявление и изуче-

ние биологически активных соединений, производимых эпифитами, обитающими преимущественно на 

морских водорослях. Результаты дальнейших исследований в этом направлении могут способствовать 

созданию новых и перспективных препаратов. 

Ключевые слова: эпифитные микроорганизмы, антиоксиданты, антибактериальные свойства, биоло-

гически активные вещества 
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Abstract. The paper examines in detail the ecological and physiological prerequisites for the formation of an-

tioxidant and antibacterial potentials, including adaptation to extreme phyllosphere conditions (UV radiation, 
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ambient pH, etc.), symbiotic interactions with host plants, and evolutionary mechanisms of protective metabolite 

synthesis. Key methodological approaches are summarized, ranging from from cultural isolation methods and 

molecular techniques (16S rRNA sequencing, metagenomics) to functional Screening using the DPPH (2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl) stable free radical scavenging assay for antioxidants and zones of inhibition for anti-

microbial substances. In addition, promising areas for the biotechnological use of epiphytes are identified, in-

cluding the development of probiotic preparations based on beneficial strains (Pseudomonas fluorescens, Bacil-

lus subtilis) and the integration of epiphytes into agronomy to increase plant stress tolerance. This review study 

focuses on the systematization and comprehensive analysis of current scientific data on the metabolic potential 

of epiphytic microorganisms acting as producers of antioxidant and antimicrobial compounds. Most of the stud-

ies reviewed in this article focus on identifying and characterizing bioactive compounds produced by epiphytes, 

which primarily inhabit marine algae. The results of further research in this area may contribute to the develop-

ment of new and promising preparations. 

Keywords: epiphytic microorganisms, antioxidants, antibacterial properties, biologically active substances 
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Введение 

Термин «эпифит» (от греч. epi – на, и phyton – растение) ввел Шарль Бриссо-де-Мирбель (Charles 

Brisseau-Mirbel) в 1820-х гг. для растений, обитающих на других без паразитизма, получающих влагу и 

питание из воздуха (орхидеи, бромелии). 

Эпифитные бактерии – это микроорганизмы, обитающие на поверхности растений. Ранее для их обо-

значения использовали более общие термины, такие как «поверхностная микрофлора растений» или 

«филлофитная микрофлора». Сам термин «эпифитные бактерии» получил широкое распространение уже 

во 2-й половине XX в. и используется в микробиологии растений для обозначения бактерий, заселяющих 

надземные органы растений и существующих за счет продуктов их экзоосмоса по настоящее время. 

Эпифитная микрофлора представляет собой сложное сообщество микроорганизмов, включающее молоч-

нокислые бактерии, бациллы, дрожжи, актиномицеты, плесневые грибы и другие формы. Ее состав варь-

ирует в зависимости от вида растения, состояния поверхности органов, влажности, pH среды, температу-

ры и доступности питательных веществ [Галиева, Галицкая, Селивановская, 2023]. 

Эпифитные бактерии в первую очередь ассоциированы с наземными растениями, непосредственно 

с филлосферой; аналогичные сообщества также формируются и на поверхностях водных растений (гид-

рофитов), где они адаптированы к повышенной влажности и аэробным условиям водной среды [При-

ходько, Селицкая, 2014]. В микробиологии водных эпифитов (перифитон) преобладают грамотрицатель-

ные бактерии, такие как Pseudomonas, Aeromonas, Flavobacterium, Cyanobacteria, Bacillariophyta и 

Levadura, питающиеся выделениями растений и органическими соединениями водной фазы, описанные с 

середины XX в. как часть микробных биопленок, конкурирующих с патогенами и участвующих в круго-

вороте азота и фосфора. 

В 1903 г. К. Бари в русскоязычной литературе ввел термин «микрофлора надземных частей растений» 

для описания микроорганизмов на поверхностях растений, подчеркивая их роль в питании и защите. До 

1980-х гг. этот термин доминировал в советской микробиологии, охватывая бактерии и грибы, живущие 

за счет экссудатов и пыли, без проникновения в ткани. 

Beattie и Lindow (1999) назвали все бактерии листовых поверхностей «филлобактериями» 

(phyllobacteria), аналогично «ризобактериям» корневой зоны. Это стандартизировало терминологию для 

неинвазивных видов (Pseudomonas syringae, Enterobacteriaceae). 

В 1960–1970-х гг. термин «эпифит» в микробиологии закрепился достаточно прочно, это совпало 

с исследованиями фитопатогенеза: ученые изучали антагонизм патогенов и силосование кормов. Эпифи-

ты вроде Lactobacillus plantarum снижали pH, консервируя корм, и предотвращали гниение. С середины 

XX в. ранее преобладали синонимы «поверхностные микроорганизмы» или «филлосферная флора» [Му-

син и др., 2022]. 

В работах Malvick и Moore (1988) представлено, что большинство эпифитных бактерий не вредят рас-

тению, т. к. составляют в большинстве своем нормальную микрофлору, на которой они обитают, но в 

некоторых случаях они могут быть как полезными, так и губительными. В качестве примера можно при-

вести бактерии, которые способствуют образованию кристаллов льда. Такие места зарождения льда слу-

жат очагами образования льда на растениях при температуре намного выше обычной. Некоторые штам-

мы распространенных эпифитов, таких как Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas syringae и Pantoea 

agglomerans, обладают потенциалом зарождения льда, а представители Ps. syringae, как известно, явля-

ются фитопатогенными постоянными обитателями среди эпифитных популяций на травах и деревьях. 
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Lavermicocca и соавт. (1987) свидетельствуют о видоспецифичности эпифитных штаммов микроорга-

низмов, отмечая, что, помимо потенциала ледообразования, некоторые патогенные виды Pseudomonas, 

по-видимому, ассоциируются эпифитно на соответствующих растениях-хозяевах. На таких растениях, 

как олива и олеандр, часто встречается возбудитель оливкового узла Pseudomonas syringae pathovar 

savastanoi и другие псевдомонады, составляющие около 33 % популяции. Другие микроорганизмы эпи-

фитного сообщества включают Bacillus (22 %) и Xanthomonas (10 %), а также меньшее количество пред-

ставителей Acinetobacter, Erwinia, Serratia, Lactobacillus, Corynebacterium, Flavobacterium и неопознан-

ные азотфиксаторы. 

Ercolani (1978) составил список бактерий для листьев оливы, где основными эпифитными организма-

ми были Pseudomonas syringae pathovar savastanoi и Erwinia herbicola. Такая тесная связь патогена в 

эпифитном состоянии может быть важна для его длительного выживания. 

S.S. Hirano и C.D. Upper внесли уточнение в определение понятия: «Эпифитные микроорганизмы – 

это бактерии, способные размножаться на поверхности растений». Они подчеркнули динамику сооб-

ществ (10⁴–10⁷ кл/см²), конкурирующих с патогенами вроде Venturia или Alternaria [Hirano, Upper, 1991]. 

Beattie и Lindow [1995] разработали общую модель колонизации листьев эпифитными бактериями, 

которая выглядит следующим образом: иммиграция бактерий → модификация среды обитания → деле-

ние бактерий → образование микроколоний → образование крупных агрегатов → проникновение в про-

странства растения → модификация среды обитания и деление бактерий → миграция на поверхность 

листа. 

Эти этапы будут отличаться у бактерий разных видов. Рассмотренная динамика колонизации и выжи-

вания в агрессивной среде филлосферы является основой для ключевого биотехнологически значимого 

свойства эпифитов – синтеза широкого спектра биологически активных соединений, среди которых осо-

бый интерес представляют вещества с антиоксидантной и антимикробной активностью. 

Теоретический обзор 

Успешная колонизация филлосферы по модели Beattie и Lindow [1995] обеспечивает эпифитам адап-

тацию к агрессивной среде, стимулируя синтез биологически активных метаболитов. Фитогормоны, ко-

торые, по данным B.R. Glick [2012], продуцируют PGPB (plant growth-promoting bacteria), (Bacillus 

subtilis, Pseudomonas fluorescens), включая гиббереллины – дитерпеновые регуляторы роста, прерываю-

щие покой семян и стимулирующие цветение. 

Glick в обзоре «Plant Growth-Promoting Bacteria: Mechanisms and Applications» [2012] описал бакте-

рии, стимулирующие рост растений PGPB, включая эпифитов рода Bacillus subtilis, B. pumilus, 

licheniformis, B. megaterium, B. cereus, Pseudomonas fluorescens. Они фиксируют азот, синтезируют фито-

гормоны (ауксины, гиббереллины) и подавляют патогенов, продвигая устойчивое земледелие без хими-

катов. 

Гиббереллины – группа дитерпеновых фитогормонов, стимулирующих рост стеблей и корней за счет 

деления и удлинения клеток, прерывающих покой семян, клубней и луковиц, способствующих формиро-

ванию цветоносов, цветению, плодоношению, прорастанию пыльцы и образованию партенокарпии (бес-

семянных плодов у винограда, смородины, овощей). 

Eiichi Kurosawa открыл гиббереллины при исследовании болезни риса «баканэ» (яп. «болезнь дурных 

побегов» или «бешеный рис»), вызываемой грибом Gibberella fujikuroi (современное название Fusarium 

fujikuroi или Fusarium proliferatum). Заболевание проявлялось аномальным удлинением междоузлий 

стеблей риса, что приводило к их полеганию, слабому образованию колосьев и снижению урожайности; 

он также экспериментально доказал, что фильтрат культуры гриба, выращенного на питательной среде, 

воспроизводит симптомы «баканэ» на здоровых растениях риса. Это указало на наличие метаболита гри-

ба – растворимого вещества, стимулирующего чрезмерный рост стеблей. Данные вещества он не выде-

лил химически, но установил причинно-следственную связь между грибом и эффектом [Куросава, 1926]. 

В 1935 г. японский химик Тосифуми Ябута (Toshiro Yabuta) с коллегами из Токийского император-

ского университета выделил активное вещество из культуры Gibberella fujikuroi в химически чистом 

кристаллическом виде. В результате это позволило подтвердить химическую природу вещества, прове-

сти первые биотесты на рост, заложить основу для синтеза и промышленного применения [Ябута, Сум-

ки, 1938]. 

В 1939–1950-х гг. в Японии, США и Европе выделили GA2–GA3 Gibberellin A2, дитерпеновый фито-

гормон (GA3 – наиболее активная гиббереллиновая кислота). Открытие гиббереллинов стало ключевым 

в фитогормонологии, связав патологию растений с регуляторами роста. 

Zotz (2016) в обзоре качественного состава эпифитной микрофлоры отметил определенную степень 

однородности микробных сообществ. Среди наиболее распространенных представителей выделяется 

Pseudomonas herbicola (ранее Xanthomonas herbicola, син. Erwinia herbicola) – короткие подвижные гра-

мотрицательные палочки, образующие золотистые колонии на мясопептонном агаре (МПА). 
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Часто встречаются также Pseudomonas fluorescens – полиморфные палочки с полярными жгутиками, 

флуоресцирующие как в мясопептонном бульоне (МПБ), так и на МПА. Спороносные бактерии (Bacillus 

subtilis, Bacillus mesentericus, Bacillus vulgatus) и неспорообразующие (Escherichia coli) обнаруживаются 

реже, как и плесневые и дрожжевые грибы, а молочнокислые бактерии и дикие дрожжи рода 

Saccharomyces выступают первичными антагонистами гнилостных микроорганизмов (Bacillus, 

Pseudomonas, Actinomyces, Fungi imperfecti) [Сиротин, Зеленкова, Шкуропат, Кортюкова, 2016]. 

R.P. Bartelme и соавт. в 2018 г. ввели термин PGPM – микроорганизмы, стимулирующие рост расте-

ний (plant growth-promoting microorganisms), в том числе в системах аквапоники. Эти микроорганизмы 

заселяют ризосферу, синтезируют фитогормоны, прежде всего гиббереллины, и тем самым ускоряют 

рост побегов, стимулируют прорастание семян, а также могут влиять на цветение и образование вегета-

тивных органов, например, столонов [Bartelme et al., 2018]. 

В том же году Jimenez-Gomez и соавт. предложили понятие «пробиотики растений», под которым по-

нимают микробные консорциумы, используемые для улучшения физиологического состояния растений и 

повышения качества продукции. Такие препараты могут включать представителей родов Enterobacter и 

Streptomyces. 

R. Backer и соавт. подробно рассмотрели PGPR/PGPB (plant growth-promoting rhizobacteria, широкая 

группа PGPR + эпифиты + эндрофиты обитающие на разных частях растения (корни, листья, стебли, 

внутри тканей)). PGPB (plant growth-promoting bacteria), узкая группа, живущих в ризосфере (корневой 

зоне почвы), специфичны для корневой системы растений как биостимуляторы. Эти бактерии не только 

повышают урожайность, но и усиливают устойчивость растений к абиотическим и биотическим стрес-

сам, а также участвуют в биоконтроле фитопатогенов. К числу наиболее изученных представителей этой 

группы относятся Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter, Azospirillum и Rhizobium. Они обитают преимуще-

ственно в ризосфере, фиксируют азот, мобилизуют фосфаты и синтезируют антимикробные соединения, 

улучшая питание и защиту растений [Backer et al., 2018]. 

Эпифитные микроорганизмы занимают особую экологическую нишу и постоянно испытывают воз-

действие неблагоприятных факторов: колебаний влажности и температуры, дефицита питательных ве-

ществ, ультрафиолетового излучения и кислой среды. В ответ на это у них сформировались адаптацион-

ные механизмы, включая пигментацию, повышающую устойчивость к УФ-излучению, а также системы 

репарации ДНК. Например, у Pseudomonas syringae толерантность к ультрафиолету связывают с индук-

цией плазмидных генов, участвующих в восстановлении ДНК. Исследования эпифитной микробиоты 

земляники показывают, что изменение ее состава, например, рост доли патогенов вроде Cladosporium 

или, наоборот, полезных антагонистов, может служить индикатором стресса, болезней или нарушений в 

почвенной среде. 

R. Schlechter и соавт. показали, что эпифитные микроорганизмы при колонизации растительных по-

верхностей формируют биологический барьер – так называемый первичный иммунитет, препятствую-

щий проникновению патогенов в ткани. Большинство из них действует как антагонисты фитопатогенных 

и гнилостных бактерий и грибов, обеспечивая защиту растений от инфекций. Авторы рассматривают 

этот антагонизм не как случайное явление, а как результат сложных межмикробных взаимодействий в 

консорциуме, где конкуренция за ресурсы и пространство стимулирует синтез антибиотиков, а также 

отмечают перспективность управления эпифитной микрофлорой. Одним из эффективных методов уси-

ления ее размножения и антагонистического действия против фитопатогенов является опрыскивание 

растений питательными растворами. Такой подход позволяет бороться с заболеваниями растений через 

целенаправленное воздействие на эпифитную микробиоту [Schlechter et al., 2019]. 

M.D. Gershman и соавт. [2008] отмечают, что некоторые виды бактерий признаны продуцентами ви-

таминов, среди которых могут быть упомянуты молочнокислые бактерии, являющиеся эпифитами и спо-

собные к синтезу витаминов группы В. Кроме того, эти эпифиты известны своими антагонистическими 

свойствами, позволяющими им эффективно бороться с различными фитопатогенными грибами и бакте-

риями посредством производства антибиотиков. 

Именно благодаря этим свойствам эпифиты способны синтезировать широкий спектр биологически 

активных веществ, оказывающих влияние на рост и продуктивность растений. К числу таких микроорга-

низмов относятся бактерии рода Pseudomonas, широко распространенные на поверхности филлосферы 

древесных культур. Они способны продуцировать ауксины, гиббереллины, цитокинины, сидерофо-

ры (пиовердин) и антибиотики (пиоцианин, пирролнитрин), стимулируя рост и защищая растения от па-

тогенов [ibid]. 

A. Horta и соавт. [2014] выделили и идентифицировали эпифитные бактерии с поверхности бурых во-

дорослей Bifurcaria bifurcata, а также получили их экстракты для оценки антиоксидантной и антимик-

робной активности. Идентификацию эпифитных бактерий проводили методом секвенирования гена 16S 

рРНК, а затем получили 2 типа экстрактов – это метанольный (полярные соединения) и дихлорметано-

вый (липофильные метаболиты) экстракты эпифитных бактерий, используемые для оценки их антиокси-

дантных и антимикробных свойств. Антиоксидантные свойства экстрактов определяли количественными 
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методами: по общему содержанию фенолов TPC (Total Phenolic Content), активности поглощения ради-

калов DPPH и ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), емкости поглощения кислородных радика-

лов. Антимикробную активность оценивали по влиянию экстрактов на тест-культуры: Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Saccharomyces 

cerevisiae и Candida albicans. 

В результате исследований бурой водоросли Bifurcaria bifurcata были выделены 39 эпифитных мик-

роорганизмов, среди которых 33 были идентифицированы как представители родов Vibrio sp., 

Alteromonas sp., Shewanella sp., Serratia sp., Citricoccus sp., Cellulophaga sp., Ruegeria sp. и Staphylococcus 

sp. Штамм Shewanella sp. показал наивысшую антиоксидантную и антимикробную активность против 

Bacillus subtilis. Некоторые культуры Alteromonas sp. и Vibrio sp. проявили активность против S. Aureus. 

Данное исследование выявило значительный потенциал эпифитных бактерий Bifurcaria bifurcata в каче-

стве источников природных антиоксидантных и антимикробных соединений [Horta et al., 2014]. 

G. Romano и соавт. отмечают, что антиоксидантный и антибактериальный потенциал эпифитных 

микроорганизмов наиболее изучен на примере морских экосистем. Эпифитные сообщества морских во-

дорослей признаны исключительно богатым источником новых антибиотиков благодаря жесткой конку-

ренции в условиях биообрастания. Это направление является наиболее разработанным среди современ-

ных исследований [Romano et al., 2022]. 

F.J. Adeolu и соавт. были изучены фитохимический состав и антиоксидантная активность экстрактов 

листьев апельсина Citrus sinensis (CS) и его эпифитной микрофлоры (CSE) in vitro (CSE – Citrus sinensis 

epiphytic microorganisms, микроорганизмы, выделенные с поверхности листьев апельсина). Фитохимиче-

ский профиль экстрактов определяли методом ВЭЖХ (высокоэффективная жидкостная хроматография, 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography)), а антиоксидантные свойства оценивали с помощью 

ряда спектрофотометрических тестов, включая DPPH, тест на нейтрализацию оксида азота, определение 

ингибирования перекисного окисления липидов и метод FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Эпи-

фиты участвуют в круговороте питательных веществ и увеличивают разнообразие и биомассу экосисте-

мы, в которой они обитают, как и любой другой организм. Например, эпифиты какао используются для 

лечения болезней сердца, эпифиты ореха кола – диабета, а эпифиты моринги – диабета и малярии [Adeo-

lu et al., 2020]. 

Результаты метода ВЭЖХ, показали наличие в экстрактах CS и CSE ряда биологически активных со-

единений, в том числе эриоцитрина, кверцетогенина, тангеретин, гесперидина и флавоноидов. При этом 

в CSE наибольшее содержание было отмечено для эриоцитрина, а в CS – для тангеретин. В целом экс-

тракт CS продемонстрировал более выраженный антиоксидантный потенциал по сравнению с CSE, что, 

вероятно, связано с более высоким суммарным содержанием фитохимических веществ. 

Полученные данные указывают на то, что листья Citrus sinensis и их эпифитные микроорганизмы мо-

гут служить перспективным источником природных антиоксидантов. Такие соединения потенциально 

могут использоваться при разработке терапевтических средств и функциональных продуктов, предна-

значенных для профилактики и коррекции патологических состояний, связанных с окислительным 

стрессом [Sok Sian Liew, Wan Yong Ho, Swee Keong Yeap, Shaiful Adzni Bin Sharifudin, 2018]. 

A. Sharma и соавт. отметили, что ключевым этапом оценки биологического потенциала эпифитов ста-

ло их прямое сравнение с эндофитами. В исследовании эпифитных и эндофитных бактерий лекарствен-

ных растений установлено, что антиоксидантная активность многих эпифитных изолятов не уступает 

эндофитным. При этом отдельные штаммы родов Pseudomonas и Bacillus дополнительно проявляют ан-

тимикробную активность. Эпифитная ниша является не менее перспективным объектом биопроспекции, 

чем эндофитная [Sharma et al., 2023]. 

A. Penesyan и соавт. показали, что эпифитные морские бактерии синтезируют защитные вещества, 

чтобы бороться с патогенами и не дать другим микробам заселить водоросли. Ключевой пример – тропо-

дитиетиновая кислота (TDA) из Pseudovibrio sp. D323. TDA убивает морских бактерий разных групп, но 

сами продуценты устойчивы к ней (благодаря специальному механизму). TDA проявляет мощную анти-

биотическую активность с высоким потенциалом для разработки новых лекарственных препаратов, а не 

только антиоксидантных свойств. Выделенные эпифиты с водорослей у берегов о. Малый Андаман 

(Little Andaman) Bacillus sp., Pseudomonas stutzeri, Vibrio, Alcanivorax dieselolei, Exiguobacterium 

profundum подавляют патогенных возбудителей (Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Shigella, 

Salmonella) – зоны ингибирования патогенных возбудителе до 30 мм. Они производят фуранопроизвод-

ные, 2-пирролидон и фенолы; минимальная концентрация (MIC) – 2.5 мг/мл. Оптимальные условия: сре-

да с 1 % NaCl, глюкозой, дрожжевым экстрактом при pH = 7. На наземных растениях Pseudomonas и 

Erwinia herbicola создают барьер против фитопатогенов через антибиотики и конкуренцию за простран-

ство [Penesyan, Kjelleberg, Egan, 2011]. 

Lemos и соавт. [1985] изучили антибиотические свойства бактерий, живущих на поверхности морских 

водорослей (эпифитных бактерий). Они взяли 5 видов зеленых и бурых водорослей (Ulva intestinalis, 

Enteromorpha intestinalis, Enteromorpha spp, Laminaria spp, Fucus spp), выделили 224 штамма бактерий и 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Liew%20SS%22%5bAuthor%5d
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Ho%20WY%22%5bAuthor%5d
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Yeap%20SK%22%5bAuthor%5d
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Sharifudin%20SAB%22%5bAuthor%5d
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протестировали их на способность производить антибиотики. Из 224 штаммов 38 показали антимикроб-

ную активность – они подавляли рост других бактерий, как своих, так и чужих. Больше всего таких 

штаммов нашли на Enteromorpha intestinalis. Все активные бактерии относились к группам Pseudomonas 

и Alteromonas. Их антибиотики действовали на следующие патогены: Staphylococcus, Vibrio, 

Pseudomonas и Pasteurella. 

Эпифитные бактерии (Sphaerococcus coronopifolius) на морских водорослях обладают мощной анти-

оксидантной активностью, защиту от свободных радикалов измеряли тестами ORAC (Oxygen Radical 

Absorbance Capacity), DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) – это метод улавливания радикалов, при ко-

тором стабильный фиолетовый свободный радикал теряет цвет (становится желтым) при контакте 

с антиоксидантами. Метод измеряет степень и скорость нейтрализации стабильного свободного радика-

ла, где антиоксиданты восстанавливают его до нерадикальной формы. DPPH-тест подтверждает высо-

кую радикальную активность экстрактов. Эта активность обусловлена высоким TPC – содержанием фе-

нолов, которые продуцируют пигментированные Gammaproteobacteria (Pseudoalteromonas, Vibrio, 

Shewanella). 

TPC – Total Phenolic Content (общее содержание фенольных соединений), ключевой показатель анти-

оксидантного потенциала растений и микроорганизмов. Пигментированные бактерии класса 

Gammaproteobacteria (Pseudoalteromonas, Vibrio, Shewanella) производят фенольные антиоксиданты с 

высоким потенциалом применения в медицине и косметике. В растительных системах они усиливают 

защиту хозяина, повышая ORAC – способность гасить пероксильные радикалы – основные агрессоры 

окислительного стресса в растениях; TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) определяет антиокси-

дантную активность экстрактов в эквивалентах тролокса по их способности нейтрализовать катион-

радикалы ABTS [Pawar, Majeed, Pal, Singh, 2015]. 

Методы оценки антиоксидантной активности эпифитных бактерий позволяют количественно изме-

рить их способность нейтрализовать свободные радикалы, восстанавливать окислители и предотвращать 

окислительный стресс. Эти подходы особенно важны для морских эпифитов на водорослях штаммов 

Sphaerococcus Sp2, Sp12, Sp23, Sp25, Sp27 и Sp4, поскольку такие бактерии часто продуцируют пигменты, 

ферменты (супероксиддисмутаза, каталаза) и метаболиты с антиоксидантными свойствами, защищаю-

щие хозяина от УФ-излучения и патогенов. 

Для оценки антиоксидантной активности экстрактов эпифитных бактерий широко применяют спек-

трофотометрические, флуориметрические, кинетические и электрохимические методы. Чаще всего ис-

пользуют DPPH, ABTS, FRAP, TBARS-тесты и метод Folin – Ciocalteu, поскольку они просты в испол-

нении, относительно недороги и подходят для первичного скрининга образцов. 

DPPH-тест основан на способности антиоксидантов восстанавливать стабильный свободный радикал 

DPPH, что сопровождается изменением окраски раствора с фиолетовой на бледно-желтую и снижением 

оптической плотности при 517 нм. По результатам анализа рассчитывают показатель IC50, т. е. концен-

трацию вещества, при которой ингибируется 50 % радикалов. 

ABTS-тест основан на обесцвечивании радикал-катиона ABTS+, поглощение которого регистрируют 

при 734 нм; результат обычно выражают в процентах ингибирования или в эквивалентах Trolox. Этот 

метод удобен для оценки как водорастворимых, так и липофильных антиоксидантов. 

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) – тест, который позволяет определить восстановительную 

способность экстракта по восстановлению ионов Fe³⁺ до Fe²⁺ в присутствии комплекса TPTZ (2,4,6-

Tris(2-pyridyl)-s-triazine; 2,4,6-три(2-пиридил)-s-триазин ); изменение окраски измеряют спектрофотомет-

рически при 593 нм, а результаты нередко выражают в пересчете на Fe (II). 

Метод TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances) применяют для оценки интенсивности пере-

кисного окисления липидов: он основан на определении малонового диальдегида, образующего окра-

шенный комплекс с тиобарбитуровой кислотой. 

Помимо спектрофотометрических методов, в исследованиях антиоксидантных свойств эпифитных 

бактерий также используют флуориметрические и кинетические подходы, которые позволяют отслежи-

вать реакцию в реальном времени и особенно полезны при анализе слабых антиоксидантов. К таким ме-

тодам относятся ORAC и HORAC. ORAC оценивается способность соединений защищать флуоресцент-

ный зонд от окисления пероксильными радикалами, а HORAC – от воздействия гидроксильных радика-

лов, образующихся в реакциях, связанных с ионами металлов. Эти методы считаются более информа-

тивными для сложных биологических экстрактов, поскольку учитывают не только конечный результат, 

но и скорость протекания реакции. 

Для более точного анализа также применяют электрохимические методы, в том числе амперометрию 

и вольтамперометрию. Они основаны на прямом измерении тока окисления антиоксидантов при задан-

ном потенциале и особенно удобны для изучения фенольных и флавоноидных соединений. Такие подхо-

ды отличаются высокой чувствительностью и специфичностью, поэтому подходят для анализа чистых 

культур и очищенных экстрактов. 
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Качественная пробоподготовка обеспечивает достоверность анализа метаболитов эпифитных микро-

организмов. Экстракция метаболитов проводят ультразвуком или аппаратом Сокслета с использованием 

метанола/этанола (соотношение 1:10, 40°C, 30–60 мин). Культуральные жидкости центрифугируют 

при 8000 g, 10 мин. Для живых культур определяют активность ферментов, в частно-

сти супероксиддисмутазы (SOD) по замедлению восстановления нитроблющего тетразолия (NBT) до 

голубого формаза́на. 

Сравнение ведут с контролями: Trolox (аналог витамина E), аскорбиновая кислота IC50 <100 мкг/мл = 

высокая активность. Штаммы Sphaerococcus Sp2, Sp12 показывают результаты в DPPH/FRAP благодаря 

пигментам (табл. 1) [Яшин, 2018]. 

Таблица 1 

Критерии антиоксидантной активности эпифитных штаммов Sphaerococcus Sp2, Sp12, Sp23, Sp25, 

Sp27 и Sp4 

[Criteria for antioxidant activity of epiphytic strains of Sphaerococcus Sp2, Sp12, Sp23, Sp25, Sp27 and Sp4] 

Критерий Высокая активность Средняя активность Низкая активность 

DPPH IC50 <100 мкг/мл 100–500 мкг/мл >500 мкг/мл 

ABTS >200 μmol TE/g 50–200 μmol TE/g <50 μmol TE/g 

FRAP >500 μM Fe (II)/г 100–500 μM Fe (II)/г <100 μM Fe (II)/г 

 

Спектрофотометрические методы: DPPH-тест – IC₅₀ <100 мкг/мл указывает на высокую активность. 

Штаммы Sphaerococcus Sp2, Sp12 показывают превосходные результаты за счет пигментированных ме-

таболитов. FRAP-тест – восстановление Fe³⁺ → Fe²⁺ с 2,4,6-три(2-пиридил)-s-триазином (TPTZ). ABTS-

тест – улавливание катион-радикалов ABTS - +. Показатели DPPH, FRAP сильно коррелируют (r >0.9) с 

содержанием фенолов/флавоноидов у Bacillus и Pseudomonas. 

Хроматографические методы: ВЭЖХ – профилирование полифенолов и пигментов. Амперометрия – 

потенциал окисления <0.5 В свидетельствует о высокой активности. 

Биохимические методы: TBARS – ингибирование ПОЛ, контроль FeSO₄ и 1,1,3,3-тетраэтоксипропан. 

SOD – супероксиддисмутаза по замедлению восстановления NBT до формазана. 

Критерии отбора: 

 AOA >50-100 μmol TE/g (эквиваленты Trolox); 

 Снижение окислительного стресса растений на 30-50%; 

 Полевое применение: 10⁹ КОЕ/г в биопрепаратах. 

Результаты выражают в эквивалентах стандарта (μmol TE/g или мМ) (табл. 2) [Козубенко, Рудакова, 

2018]. 

Таблица 2 

Контрольные стандарты методов антиоксидантной активности 

[Control standards for antioxidant activity methods] 

Метод Контрольные стандарты Единицы измерения 

DPPH Trolox, аскорбиновая кислота IC50 (мг/мл), % ингибирования 

ABTS (TEAC) Trolox мМ TE, % ингибирования 

FRAP FeSO4·7H2O  мкМ Fe (II)/г 

ORAC Trolox мкмоль TE/g 

 

Кулонометрия позволяет прямо измерять антиоксидантную активность (АОА) по электрическому то-

ку, возникающему при окислении антиоксидантов на электроде, калибруя по троксолу в диапазоне 

0,044–0,330 мМ, измеряя заряд (Кулон), необходимый для полного окисления антиоксидантов; это 

напрямую отражает их концентрацию без спектрофотометрии. Метод надежен для бактериальных экс-

трактов (±10–15% СКО при Ph 4–7), превосходит FRAP по чувствительности (LOD 0,01 мМ) и миними-

зирует помехи от пигментов. Для TBARS или ORAC комбинируют с амперометрией, где потенциал 

окисления (<0,5 В) подтверждает высокую активность. 

Обеспечение воспроизводимости – это бактериальный экстракт (Bacillus, Pseudomonas), стандарты 

калибруют кривыми (R² >0.99), проверяя ±15% СКО в 3–5 повторностях; это учитывает матричные эф-

фекты (белки, соли). Рекомендуют нормализацию к сухому весу или CFU, хранение при –80°C и парал-

лельный контроль (FeSO4 для FRAP). В селекции штаммов это позволяет сравнивать АОА >100 μmol 

TE/g для биоконтроля. 
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Заключение 

Анализ мирового опыта, накопленного к настоящему моменту, позволяет выявить несколько ключе-

вых моментов в исследовании антиоксидантного и антимикробного потенциала эпифитов. Во-первых, 

наметился очевидный сдвиг от исследований наземных филлосфер к морским экосистемам, где наблю-

дается высокий уровень биоразнообразия эпифитных бактерий макроскопических водорослей. Это объ-

ясняется жесткой конкуренцией в биоценотических сообществах «водоросль - эпифит». 

Во-вторых, актуальным направлением становится прямое сравнительное изучение метаболического по-

тенциала эндо- и эпифитных сообществ в рамках одного растения-хозяина. Работы последних лет (напри-

мер, [Sharma et al., 2023]) демонстрируют, что эпифитные изоляты с поверхности лекарственных растений 

могут не уступать, а по некоторым параметрам (например, по разнообразию синтезируемых фенольных 

соединений) даже превосходить эндофитные, что опровергает устоявшееся представление о вторичности 

эпифитной ниши.  

В-третьих, методология исследований эволюционирует от простого скрининга к комплексному метабо-

ломному и геномному анализу. Определение конкретных биоактивных молекул, секвенирование генов 16S 

рРНК для точной идентификации и поиск BGCs (Biosynthetic Gene Clusters) биосинтетических кластеров 

генов становятся стандартом, позволяя перейти от констатации активности к пониманию ее молекулярных 

основ. Таким образом, современный этап характеризуется переходом к целенаправленному изучению эпи-

фитов как самостоятельного и высокоперспективного ресурса, чему способствует конвергенция методов 

микробной экологии, биохимии и молекулярной биологии. 

Следовательно, эпифитные микроорганизмы обладают выраженным антиоксидантным и антибакте-

риальным потенциалом, который может быть использован в различных отраслях – от медицины 

до пищевой промышленности. 
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Аннотация. С использованием личинок большой восковой моли Galleria mellonella проведена сравни-

тельная оценка вирулентности штаммов Escherichia coli ATCC 25922, E. coli M-17, Pseudomonas fluorescens 

ATCC 948, Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria innocua M-2 и Listeria welshimeri Bel-19. Установлено, что все 

исследованные штаммы бактерий способны вызывать инфекционный процесс c изменением общего состоя-

ния личинок (меланизация, снижение подвижности, формирования коконов и гибель). Кроме того, выживае-

мость личинок понижалась с увеличением инфекционной дозы и зависела от массы личинки. Сравнительный 

анализ антибактериального действия катионных пептидных соединений (колистина и протамина) в условиях 

модельного организма показал, что колистин способствовал выживаемости 100% личинок, инфицированных 

E. coli ATCC 25922, а использование протамина увеличивало выживаемость личинок восковой моли после 

инфицирования B. subtilis ATCC 6633 и L. innocua M-2. Таким образом, личинки G. mellonella могут приме-

няться как простая и экономичная модель для создания бактериального инфекционного процесса с последу-

ющей оценкой чувствительности бактерий к катионным пептидам в условиях in vivo. 
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strains was conducted using the Galleria mellonella (greater wax moth) infection model. All tested strains were 
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capable of causing infection, altering the general condition of the larvae (melanization, decreased motility, and 

cocoon formation). Furthermore, the study demonstrated that larval survival decreased with increasing infectious 

dose of bacteria and depended on larval weight. A comparative analysis of the antibacterial activity of cationic 

peptide compounds (colistin and protamine) in a model organism revealed that colistin ensures 100% survival of 

larvae infected with E. coli ATCC 25922. Protamine increased the survival of wax moth larvae after infection 

with B. subtilis ATCC 6633 and L. innocua M-2 compared to the control. Thus, G. mellonella larvae can be used 

as a model for inducing infection and subsequently in vivo assessing bacterial sensitivity to cationic peptides. 
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Введение 

Бактериальные инфекции являются серьезной проблемой здравоохранения из-за появления и распро-

странения бактерий с множественной лекарственной устойчивостью [World Health Organization, 2022]. 

Данный факт обуславливает актуальность поиска и разработки новых противомикробных средств. Опре-

деление терапевтического потенциала новых соединений начинается со скрининга активности in vitro. 

При этом решающий этап взаимодействия пептида с мишенью происходит в модельной среде, которая 

сильно отличается от реальной среды живого организма. Мишени атакуемой микробной клетки имеют 

множество конформаций, на которые влияет окружающая среда. Все перечисленное может привести 

к расхождениям между активностью соединения в условиях in vitro и in vivo. Поэтому оценка антимик-

робной активности новых соединений или уже известных соединений, но с еще не установленными ан-

тибактериальными свойствами, является важным этапом исследования.  

Личинки большой восковой моли (Galleria mellonella) в последние десятилетия широко используются 

в качестве модели для изучения инфекции и оценки антимикробной активности [Piatek, Sheehan, Ka-

vanagh, 2020; Dinh et al., 2021]. Выбор данной модели, альтернативной позвоночным животным, обу-

словлен концепцией 3R об использовании позвоночных животных в научных экспериментах 

(«Replacement, reduction and refinement of animal testing») [Гайдерова и др., 2025]. Помимо природных 

патогенных для G. mellonella микроорганизмов, таких как микромицеты Beauveria bassiana [Vertyporokh, 

Hułas-Stasiak, Wojda, 2020], личинки этих насекомых широко используются в качестве модели инфекций, 

вызываемых бактериями-патогенами человека и животных, а также для оценки эффективности новых 

противомикробных препаратов перед проведением доклинических исследований на млекопитающих 

[Asai et al., 2023; White, Sykes, Kumar, 2025]. При этом G. mellonella имеет ряд преимуществ перед моде-

лями млекопитающих, поскольку не требует этического одобрения, легко поддается манипуляциям 

и имеет более низкую стоимость. Кроме того, личинки в большом количестве могут быть получены в 

лабораторных условиях, что обеспечивает быстрое проведение значительного количества экспериментов 

[Serrano et al., 2023].  

Врожденная иммунная система G. mellonella неспецифична и является первой линией защиты от мик-

робов, поддерживает гомеостаз и профилактирует инфекции. Она включает как клеточную (фагоцитоз, 

образование узелков и инкапсуляция), так и гуморальную защиту (меланизация, свертывание гемолимфы 

и производство антимикробных пептидов). Все перечисленное указывает на высокую степень структур-

ного и функционального сходства с иммунной системой млекопитающих [Hoffmann, 1995]. Отсутствие 

адаптивного иммунитета у G. mellonella и других насекомых является преимуществом, поскольку позво-

ляет изучать взаимодействие хозяина и патогена без вмешательства адаптивных ответов [Kavanagh, 

Sheehan, 2018]. Ввиду перечисленных свойств, личинки G. mellonella в настоящее время стали популяр-

ной моделью для изучения токсичности соединений и эффективности противомикробных препаратов 

in vivo, которые позволяют получить представление о вероятной дозе и потенциальном эффекте на мле-

копитающих [Hofkens et al., 2023].  

Целью данной работы явилось моделирование инфекционного процесса у личинок большой восковой 

моли с последующим воздействием на них катионных пептидных соединений. 

Материалы и методы 

Объекты исследования. В работе использованы личинки восковой моли Galleria mellonella, которые 

были получены из учебно-научного центра «Экологии и морфофизиологии медоносной пчелы» ФГБОУ 
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ВО Пермский ГАТУ. В качестве инфекционного агента были использованы грамотрицательные бактерии 

Escherichia coli ATCC 25922, E. coli M-17, Pseudomonas fluorescens ATCC 948, а также грамположитель-

ные бактерии Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria innocua M-2 и L. welshimeri Bel-19 (получены из Госу-

дарственной коллекции патогенных микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск»). Для получения накопитель-

ных культур бактерии культивировали в жидкой питательной среде Luria Broth (LB) («Hopebio», Китай) 

в течение ночи при 37оС, после чего клетки дважды отмывали в 10 мМ фосфатно-солевом буфере (рН 

7.2), осадки суспендировали в питательной среде до ~106–108 КОЕ/мл. Количество колониеобразующих 

единиц в суспензиях определяли методом десятичных разведений и последующих точечных высевов 

на агаризованные чашки Петри [Веслополова, 1995]. 

Бабочки и личинки G. mellonella содержались при температуре 28–30°С в 3-литровых стеклянных 

банках, закрытых мелкоячеистой сеткой. В качестве корма использовали отработанные пчелиные соты. 

Использовали личинки массой 150–220 мг, для ряда экспериментов калибровали их по массе путем 

взвешивания на аналитических весах («Ohaus», Китай). За сутки до проведения эксперимента отобран-

ные личинки выдерживали в термостате при 37оС на искусственном субстрате следующего состава: мед 

(11 г), воск (11 г), глицерин (10 г), сухие дрожжи (10 г), отруби пшеничные (20 г), кукурузная мука (20 г), 

пшеничная мука (10 г), сухое молоко (10 г) [Коновалова, 2009]. Все компоненты за исключением сухого 

молока, подвергали стерилизации автоклавированием при 1 атм 30 мин [Осокина, Колбина, Гущин, 

2016]. Распределение животных на группы по 10–20 личинок в каждой проводили методом слепой ран-

домизации. 

В работе оценивали антибактериальное действие катионных соединений: пептидный антибиотик ко-

листин (Sigma, США) и пептидное соединение сульфат протамина (1%, 850 ЕД/мл) (СОАО «Ферейн», 

Беларусь). Исходные растворы колистина и протамина концентрацией 0.1 мг/мл в деионизованной воде 

стерилизовали фильтрованием через нейлоновый фильтр с диаметром пор 0.22 мкм («Labfil® Economy 

Nylon», Китай). 

Моделирование инфекционного процесса. Перед инфицированием гусениц помещали в чистые 

чашки Петри и выдерживали при 2–6оС в течение 4 ч для обеспечения анестезии. После обездвиживания 

гусениц холодом им вводили по 10 мкл приготовленной суспензии бактерий. Введение бактерий прово-

дили путем инъекции в левую последнюю ложноножку с помощью инсулиновых шприцев иглой 30G 

(0.3 мм) («BD» Micro-FinePlusDemiU-100», США). После инфицирования личинки переносили в сте-

рильные чашки Петри и помещали в термостат при 37оС. Для изучения влияния бактерий на развитие 

инфекционного процесса использовали личинки массой 150–220 мг, инфицированные суспензиями 

E. coli ATCC 25922, E. coli M-17, P. fluorescens ATCC 948, B. subtilis ATCC 6633, L. innocua M-2 

и L. welshimeri Bel-19 в дозе 105 КОЕ/личинку. 

Для оценки влияния инфекционной дозы на выживаемость личинок использовали 3 группы из 10–20 

личинок для каждого вида бактерий, которые инфицировали 10 мкл бактериальной суспензии, содержа-

щей 1×106, 1×107 и 1×108 КОЕ/мл.  

Исследование влияния массы личинок на их выживаемость после инфицирования бактериями E. coli 

ATCC 25922, L. innocua M-2 и L. welshimeri Bel-19 проводили на трёх группах личинок, отличающихся 

по массе (159±10, 185±4 и 210±7 мг), каждая из групп включала не менее 10 особей. После завершения 

испытаний все инфицированные личинки выводились из эксперимента путем помещения в морозильную 

камеру при –20 °C на 20–24 ч с последующим погружением в 96% раствор этилового спирта на 24 ч для 

дезинфекции. 

Определение минимальной ингибирующей концентрации (МИК) соединений. Определение чув-

ствительности бактерий к исследуемым соединениям проводили методом последовательных двукратных 

микроразведений в 96-луночных полистироловых планшетах («Медполимер», Россия) [Определение чув-

ствительности..., 2024]. В лунки планшета вносили по 100 мкл питательной среды Muller-Hinton (BD, 

США), затем в первую лунку ряда вносили 100 мкл раствора колистина или протамина с исходной концен-

трацией 0.1 мг/мл, и проводили серию двукратных разведений, после чего в каждую лунку добавляли по 

10 мкл бактериальной суспензии, содержащей 106 КОЕ/мл. Планшеты инкубировали в термостате при 37оС 

18–20 ч. По окончании инкубации в каждую лунку вносили по 10 мкл 2,3,5-трифенилтетразолия х. (ТТХ, 10 

мг/мл) и инкубировали 20–30 мин до развития окраски, обусловленной метаболически активными клетка-

ми. За минимальную ингибирующую концентрацию (МИК) соединения принимали наименьшую концен-

трацию исследуемого соединения, при которой не выявлялся видимый рост бактерий. 

Определение лечебного эффекта соединений in vivo. Обработку личинок проводили через 1 ч после 

введения бактерий E. coli ATCC 25922, B. subtilis ATCC 6633 или L. innocua M-2 в дозе 105 КОЕ/личинка 

и 1 ч анестезии при 2–6оС путем инъекции раствора исследуемого соединения в объеме 10 мкл в правую 

последнюю ложноножку. Контрольной группе личинок вводили по 10 мкл буферного раствора. Наблю-
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дение за гусеницами осуществляли каждые 24 ч в течение 3 сут. После завершения испытаний инфици-

рованные личинки выводились из эксперимента, как указано выше. 

Статистическая обработка результатов. Все эксперименты были проведены в 3–5 кратной повтор-

ности. Статистическая обработка результатов проведена с помощью компьютерной программы 

«GraphPad Prism», при этом производили расчет средних значений и доверительных интервалов при 

p=0.05. Анализ выживаемости личинок G. mellonella проводили путем построения кривых Каплана – 

Мейера. 

Результаты и их обсуждение 

Влияние бактерий на выживаемость личинок G. mellonella. Известно, что у личинок G. mellonella 

после введения им некоторых бактерий развивается инфекционный процесс, который может заканчи-

ваться гибелью личинок [Champion, Wagley, Titball, 2016; Asai et al., 2023]. В рамках настоящей работы 

проведен сравнительный анализ жизнеспособности личинок после воздействия грамотрицательных (двух 

штаммов E. coli и P. fluorescens ATCC 948) и грамположительных (B. subtilis ATCC 6633 и Listeria spp.) 

бактерий (рис. 1). 

 
Рис. 1. Выживаемость личинок G. mellonella после их инфицирования бактериями E. coli АТСС 25922, 

E. coli M-17, P. fluorescens ATCC 948, B. subtilis ATCC 6633, L. innocua М-2 и L. welshimeri Bel-19. 

* – достоверное отличие от значения в 0 ч 

[Survival of G. mellonella larvae after their infection with E. coli АТСС 25922, E. coli M-17, P. fluorescens 

ATCC 948, B. subtilis ATCC 6633, L. innocua М-2, and L. welshimeri Bel-19, * – significant difference 

from the value at 0 h] 

Клетки всех исследованных штаммов, введенные в гемолимфу личинкам в количестве 105 

КОЕ/личинка, приводили к гибели G. mellonella (рис. 1). Примерно 50% личинок восковой моли, зара-

женных E. coli АТСС 25922 и P. fluorescens ATCC 948, погибало через 3 сут. Клетки E. coli М-17 были 

более вирулентными по сравнению E. coli АТСС 25922 и вызывали гибель всех личинок в выборке через 

72 ч. Наиболее агрессивными для G. mellonella оказались грамположительные бактерии B. subtilis ATCC 

6633, введение которых сопровождалось гибелью всех личинок уже через 24 ч после инфицирования. 

Динамика гибели личинок после инфицирования L. innocua М-2 и L. welshimeri Bel-19 была схожей 

и приводила к гибели примерно 40% особей в выборке через 72 ч.  

После инфицирования у личинок G. mellonella наблюдалось изменение фенотипических признаков 

(рис. 2). У инфицированных личинок через несколько часов регистрировалось снижение подвижности 

и меланизация (потемнение), отсутствовало формирование коконов (рис. 2Б). Полностью меланизиро-

ванные личинки, как правило, всегда погибали, однако меланизация концов тела (переднего и/или задне-

го) не всегда означала, что личинка погибнет. 

Влияние инфицирующей дозы на выживаемость личинок G. mellonella. Согласно опубликован-

ным исследованиям, инфицирующая доза для большинства изученных грамположительных и грамотри-

цательных бактерий составляет от 1.5×104 КОЕ/личинка до 106 КОЕ/личинка [Chen, Keddie, 2021]. При 

этом установлено, что выживаемость бактерий напрямую зависит от дозы [Mukherjee et al., 2010; 

Hesketh-Best et al., 2021]. В настоящем исследовании также изучено развитие инфекционного процесса 

после введения различных доз исследуемых штаммов (рис. 3). 
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Рис. 2. Личинки G. mellonella до инфицирования (А) и через 18 ч после введения L. innocua М-2 (Б) 

[G. mellonella larvae before infection (А) and 18 h after injection with L. innocua М-2 (Б)] 

 

Рис. 3. Выживаемость личинок G. mellonella после их инфицирования бактериями E. coli АТСС 25922 

(А), E. coli M-17 (Б), P. fluorescens ATCC 948 (В), B. subtilis ATCC 6633 (Г), L. innocua М-2 (Д) и 

L. welshimeri Bel-19 (Е) в различных дозах (104–106 КОЕ/личинка) 

[Survival of G. mellonella larvae after their infection with E. coli АТСС 25922 (А), E. coli M-17 (Б), 

P. fluorescens ATCC 948 (В), B. subtilis ATCC 6633 (Г), L. innocua М-2 (Д) и L. welshimeri Bel-19 (Е) 

in various doses (104–106 CFU/larva)] 

Введение суспензии клеток E. coli M-17 в минимальной исследованной дозе приводило к гибели 20% 

личинок, при этом увеличение количества бактерий в 10 и 100 раз привело к полной гибели личинок че-

рез 72 ч и 24 ч после введения соответственно (рис. 3А). При этом другой штамм E. coli АТСС 25922 был 

менее вирулентным и не вызывал гибель личинок в дозе 104 КОЕ/личинка (рис. 3Б). Дальнейшее увели-

чение количества вводимых бактерий приводило к более выраженному эффекту, так, введение 106 

КОЕ/личинка приводило к 90%-ной гибели через 48 ч. Динамика гибели личинок после введения 
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P. fluorescens ATCC 948 была практически идентичной таковой после введения E. coli АТСС 25922 (рис. 

3В), что согласуется с ранее проведенными исследованиями [Malmquist, Rogan, McGillivray, 2019; Chen, 

Keddie, 2021]. 

Инфицирование личинок клетками B. subtilis ATCC 6633 также приводило к гибели насекомых дозо-

зависимым образом (рис. 3Г). Полная гибель личинок происходила через 24 ч после введения им суспен-

зии бактерий B. subtilis ATCC 6633 начиная с дозы 105 КОЕ/личинка. Снижение количества вводимых 

бактерий способствовало лучшему выживанию G. mellonella. Динамика гибели личинок после инфици-

рования L. innocua М-2 и L. welshimeri Bel-19 была сходной, при этом наблюдалась гибель 90% личинок 

после введения им листерий в максимальной исследованной дозе (106 КОЕ/личинка) через 72 ч и 48 ч 

соответственно (рис. 3Д, Е). Снижение дозы вводимых бактерий в 10 раз приводило к выживанию 40% 

личинок. Согласно данным литературы, даже непатогенные штаммы листерий, такие как L. innocua, мо-

гут вызывать септическую гибель личинок большой восковой моли при высокой дозе инфицирования 

(107 КОЕ/личинка), однако при меньших дозах (106 КОЕ/личинка) бактериальные клетки могут быть свя-

заны клеточными рецепторами, распознающими пептидогликан бактерий, что приводит к активации 

врожденной иммунной системы и элиминации бактерий [Mukherjee et al., 2010]. 

Влияние массы личинок на их выживаемость после инфицирования. Была проведена серия экс-

периментов по изучению устойчивости личинок к бактериальной инфекции в зависимости от их массы. 

С этой целью использовали выборки личинок восковой моли со средней массой 159±10, 185±4 и 

210±7 мг, которые были инфицированы бактериями E. coli АТСС 25922, L. innocua М-2 и L. welshimeri 

Bel-19 в количестве 105 КОЕ/личинка (рис. 4). 

 

Рис. 4. Выживаемость личинок G. mellonella различной массы после их инфицирования бактериями 

E. coli АТСС 25922 (А), L. innocua М-2 (Б), L. welshimeri Bel-19 (В) 

[Survival of G. mellonella larvae of varying weights after their infection with E. coli АТСС 25922 (А), 

L. innocua М-2 (Б), L. welshimeri Bel-19 (В)] 

Введение грамотрицательных бактерий E. coli АТСС 25922 приводило к гибели личинок, причем 

наиболее чувствительными были личинки с наибольшей средней массой (210 мг) (рис. 4А). Личинки 

с меньшей массой были более жизнеспособны, при этом была отмечена гибель 75% личинок массой 

185 мг через 72 ч после введения. Аналогичный эффект был ранее отмечен для личинок массой более 

260 мг при инфицировании Staphylococcus aureus, в связи с чем было высказано предположение, что бо-

лее крупные личинки старше и ближе к окукливанию, чем личинки меньших весовых групп [Jorjão et al., 

2018; Hesketh-Best et al., 2021]. Для тутового шелкопряда было показано, что при развитии личинок 

наблюдаются существенные динамические метаболомные изменения в гемолимфе, которые затрагивают 

множество метаболических путей и могут влиять на иммунитет насекомых [Zhou et al., 2015].  

Бактерии L. innocua М-2 (рис. 4Б) были более агрессивными для личинок восковой моли средним ве-

сом 159 и 210 мг, по сравнению с L. welshimeri Bel-19 (рис. 4В). Однако, в отличие от инфицирования 

E. coli, при введении листерий личинки со средней массой 210 мг показали наибольшую выживаемость 

по сравнению с личинками меньшей массы. Наиболее выраженный инфекционный процесс, вызванный 

бактериями рода Listeria, наблюдался у гусениц с наименьшей средней массой 159 мг, вызывая гибель 

40–85% личинок. Показано, что голодание и, как следствие, снижение массы может снижать устойчи-

вость G. mellonella к инфицированию из-за сокращения продукции внутриклеточных пептидов и количе-

ства циркулирующих гемоцитов [Banville, Browne, Kavanagh, 2012]. Кроме того, развитие инфекционно-

го процесса зависит от объема циркулирующей жидкости и соответствующей бактериальной дозы [An-

drea, Krogfelt, Jenssen, 2019]. 
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Чувствительность бактерий к антимикробным пептидам. Для исследования антибактериального 

действия в условиях in vivo был выбран пептидный антибиотик колистин, относящийся к антибиотикам 

последнего резерва для лечения инфекций, вызванных грамотрицательными бактериями с множествен-

ной лекарственной устойчивостью [World Health Organization, 2022], а также катионный пептид прота-

мин, являющийся специфическим антагонистом гепарина, у которого были обнаружены антибактери-

альные свойства [Ookubo et al., 2024]. Выбранные соединения были протестированы методом двукрат-

ных разведений в отношении E. coli АТСС 25922, B. subtilis ATCC 6633 и L. innocua М-2 для определе-

ния МИК. Все исследованные соединения обладали антибактериальной активностью в отношении ис-

следованных бактерий в условиях in vitro (табл.). Грамотрицательные бактерии E. coli АТСС 25922 были 

более устойчивы к действию протамина, но обладали высокой чувствительностью к колистину, тогда как 

МИК протамина в отношении грамположительных культур было в 2–4 раза меньше, чем в отношении 

E. coli АТСС 25922. 

Минимальные ингибирующие концентрации катионных соединений (МИК, мкг/мл) 

[Minimum inhibitory concentrations of cationic compounds (MIC, μg/ml)] 

Бактериальные культуры Колистин Протамин 

E. coli АТСС 25922  0.78 25 

B. subtilis ATCC 6633  25 6.25 

L. innocua М-2 25 12.5 

Антибактериальное действие соединений в условиях in vivo. Антибактериальное действие ряда ка-

тионных пептидов было ранее протестировано в условиях модельного организма – восковой моли 

G. mellonella, по результатам которого эта модель показала надежные и воспроизводимые результаты 

[Hofkens et al., 2023]. Поэтому мы изучили действие колистина в отношении бактерий E. coli АТСС 

25922, а также протамина в отношении бактерий B. subtilis ATCC 6633 и L. innocua М-2 после их введе-

ния личинкам G. mellonella (рис. 5). 

 

Рис. 5. Выживаемость личинок G. mellonella после их инфицирования E. coli АТСС 25922 

(105 КОЕ/личинка) и введения колистина (0.78 мкг/личинку) (А), B. subtilis ATCC 6633 (Б) 

и L. Innocua М-2 (В) после введения протамина (6.25 и 12.5 мкг/личинка) 

[Survival of G. mellonella larvae after their infection with E. coli ATCC 25922 (105 CFU/larva) and treatment 

with colistin (2 μg/larva) (A), B. subtilis ATCC 6633 (B) and L. innocua M-2 (C) after the introduction of 

protamine (6.25 and 12.5 μg/larva)] 

При введении колистина гусеницам, инфицированным E. coli АТСС 25922, уровень выживания личи-

нок составлял 100% в течение всего периода наблюдения, тогда как без введения препарата наблюдалось 

снижение жизнеспособности на 30–60%. После инфицирования бактериями B. subtilis ATCC 6633 

наблюдалась 100% гибель личинок, тогда как введение протамина способствовало выживанию 50% осо-

бей. Воздействие протамина на L. innocua М-2 в условиях in vivo также способствовало выживанию 70% 

особей в выборке, тогда как в отсутствие лечения наблюдалась гибель 90% личинок. 
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Заключение 

В результате проведенных исследований установлено, что все исследованные бактерии вызывали ин-

фекционный процесс у личинок большой восковой моли, при этом дозу введения необходимо регулиро-

вать в зависимости от вида и штамма бактерий. Кроме того, большое значение для анализа степени ин-

фицирования личинок G. mellonella имеет средняя масса гусениц в выборке. Установлено, что катионные 

пептидные соединения (колистин и протамин) проявляют антибактериальное действие в условиях мо-

дельного организма в отношении протестированных штаммов бактерий, о чем свидетельствует повыше-

ние выживаемости инфицированных бактериями гусениц G. mellonella после введения им антибактери-

альных соединений.  

Таким образом, использование личинок G. mellonella в качестве инфекционной модели для оценки 

эффективности антибактериальных соединений в условиях in vivo характеризуется относительной про-

стотой и экономичностью анализа, что позволяет ускорить определение потенциальных терапевтических 

доз для млекопитающих при проведении доклинических испытаний новых противомикробных средств. 
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Аннотация. Установлено, что типичный штамм и геноварианты Vibrio cholerae О1 при культивиро-

вании в течение 18 ч на агаре Мартена с добавлением 0.1% желчи образуют везикулы наружной мембра-

ны (ВНМ). С помощью трансмиссионной электронной микроскопии показано, что везикулы V. cholerae 

О1 El Tor в жидкой и плотной среде имеют целую, непрерывную мембрану. При визуальной оценке пре-

паратов везикул обнаружено, что они сферической формы, а диапазон их размеров находится в пределах 

от 50 до 200 нм. Отработана методика конъюгации ВНМ, полученных из бульонных и агаровых культур 

типичного штамма и геновариантов V. cholerae O1 El Tor и моноклональных антител (МКА) к белку 

наружной мембраны OmpU с ФИТЦ. Определены оптимальные концентрации ВНМ, дающие четкий 

флуоресцентный сигнал. Установлено взаимодействие везикул наружной мембраны холерных вибрионов 

с клетками-мишенями на основе флуоресцирующих МКА и флуоресцентно-меченых везикул. Показано, 

что в течение 20 мин ВНМ агрегируют и связываются с клеточной плазматической мембраной. Через час 

начинается интернализация. Через 3 часа практически все везикулы проникают в клетки-мишени. Отме-

чено, что ВНМ, образуемые типичным штаммом и геновариантами V. cholerae O1 El Tor, выделенные 

из бульонных и агаровых культур, интернализуются клетками-мишенями и накапливаются внутрикле-

точно за одинаковое время. В использованных экспериментальных условиях не было выявлено участия 

липополисахаридов в интернализации везикул V. cholerae О1 El Tor клетками-мишенями. На модели 

культуры клеток двух линий кишечного эпителия Caсo-2 и HuTu 80 показано также, что ВНМ усиливают 

способность бактериальных клеток прикрепляться к эпителиальным клеткам кишечника. 

Ключевые слова: Vibrio cholerae, везикулы наружных мембран, липополисахариды, холерный токсин, 

адгезия к клеткам-мишеням 
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Abstract. Cultivation of the typical strain and genovariants of Vibrio cholerae O1 for 18 hours on Marten agar 

supplemented with 0.1% bile induced the formation of outer membrane vesicles (OMVs). TEM analysis showed 

that V. cholerae O1 El Tor vesicles in both liquid and solid media have an intact, continuous membrane. Visual 

inspection of the vesicle preparations revealed a spherical shape, with sizes ranging from 50 to 200 nm. A method 

was developed for conjugating OMVs obtained from broth and agar cultures of the typical strain and genovariants 

of V. cholerae O1 El Tor with FITC-labeled monoclonal antibodies (mAbs) against the outer membrane protein 

OmpU. The optimal OMVs concentrations providing a clear fluorescent signal were determined. The interaction of 
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V. cholerae outer membrane vesicles with target cells was established using fluorescent mAbs and fluorescently 

labeled vesicles. OMVs were shown to aggregate and bind to the cell plasma membrane within 20 minutes. Inter-

nalization began within an hour. After three hours, virtually all vesicles penetrated the target cells. It was noted that 

OMVs produced by the typical strain and genovariants of V. cholerae O1 El Tor isolated from broth and agar cul-

tures were internalized by target cells and accumulated intracellularly within identical timeframes. Under the exper-

imental conditions used, no LPS involvement was detected in the internalization of V. cholerae O1 El Tor vesicles 

by target cells. Using cell culture models of two intestinal epithelial cell lines, Caсo-2 and HuTu 80, OMVs were 

shown to enhance the ability of bacterial cells to adhere to intestinal epithelial cells. 

Keywords: Vibrio cholerae, outer membrane vesicles, LPS, cholera toxin, adhesion to target cells 
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Введение 

В 90-х гг. прошлого столетия в результате мутаций появились и получили широкое распространение 

природные геноварианты V. cholerae El Tor. Данные штаммы содержат в опероне ctxАB, кодирующем 

биосинтез холерного токсина (ХТ), ген ctxB классических вибрионов (ctxB1), в отличие от типичных 

El Tor вибрионов, имеющих аллель ctxB El Tor (ctxB3). Были также обнаружены и другие геноварианты 

возбудителя, несущие новую аллель гена ctxAB7, который, в отличие от аллеля ctxAB1, имеет дополни-

тельную замену С/А в позиции 58. Геноварианты синтезируют повышенное количество ХТ I (классиче-

ского) типа, приближаясь по данному показателю к высокотоксигенным штаммам классического биовара 

[Заднова и др., 2019]. 

Как и другие грамотрицательные бактерии, холерные вибрионы образуют везикулы наружной мем-

браны (ВНМ), которые признаны общим механизмом бесконтактного транспорта и коммуникации 

[Guerrero-Mandujano et al., 2017]. С помощью ВНМ большинство грамотрицательных бактерий экспорти-

руют комплексы белков, липидов и связанных с наружной мембраной [Аронова и др., 2021]. Образова-

ние везикул наружной мембраны штаммами V. cholerae сlasssical и El Tor, их композиционный состав и 

протективные свойства описаны как отечественными, так и зарубежными исследователями [Zingl et al., 

2021; Омельченко и др., 2023; Дуванова и др., 2024]. Образование ВНМ из клеток V. cholerae наблюдает-

ся во время роста бактерий в жидких и агаровых средах, в составе биопленки, а также во время инфекции 

внутри организма хозяина. Ранее нами было показано, что типичные штаммы и геноварианты V. cholerae 

El Tor в жидкой среде AKI образуют ВНМ, содержащие холерный токсин, локализованный внутри вези-

кул, а также определено его биологическое действие на культуру клеток CHO-К1 и HuTu 80 [Алексеева и 

др., 2024; Якушева и др., 2024].  

Поскольку ВНМ содержат биологически активные молекулы, они выполняют множество биологиче-

ских функций, включая доставку токсинов и протеаз во время инфекции [Rompikuntal et al., 2015; Rasti, 

Brown, 2019], влияют на структуру биопленок [Potapova, 2024], защищают от антимикробных препаратов 

и бактериофагов [Reyes-Robles et al., 2018], усиливают адгезию бактерий к эукариотическим клеткам 

[Божокина, Берсон, 2021]. Зарубежными исследователями показано, что ВНМ V. cholerae сlasssical и El 

Tor проникают в эпителиальные клетки кишечника и высвобождают факторы вирулентности, такие как 

холерный токсин, протеазы и др. [Chatterjee, Chaudhuri, 2011; Rompikuntal et al., 2015; Zingl et al., 2021]. 

Поглощение везикул клетками-мишенями происходит либо путем фагоцитоза, либо путем классиче-

ского эндоцитоза, после чего факторы вирулентности дифференцированно разделяются во время внут-

риклеточного транспорта везикул и могут проявлять свою токсическую активность [Bielaszewska et al., 

2017]. Для изучения этих процессов применяются различные способы обнаружения поглощения везикул 

клетками-хозяевами, одним из которых является обработка антителами. Такое окрашивание можно об-

наружить с помощью проточной цитометрии или микроскопии. Еще один метод, используемый в прак-

тике для изучения поглощения везикул клетками-хозяевами, основан на окрашивании везикул флуорес-

цирующими красителями, такими как липофильный краситель Dio, ФИТЦ (флуоресцеинизотиоцианат) 

[O’Donoghue, Krachler, 2016]. Эти красители позволяют неспецифически метить липиды или белки ВНМ, 

применяются для изучения кинетики поглощения на живых клетках и используются для обнаружения 

везикул снаружи и внутри клеток-хозяев. Данный метод относят к неспецифическим, поэтому его необ-

ходимо использовать в сочетании с мечеными антителами [Macion et al., 2021]. Несмотря на достигнутые 

успехи в области изучения взаимодействия ВНМ с клетками-мишенями, остается много вопросов, тре-

бующих продолжения исследований. Так, конкретные механизмы связывания везикул геновариантов 

с клетками-хозяевами и проникновение в них, до сих пор полностью не исследованы. 

Цель работы – получение ВНМ V. cholerae El Tor, изучение их поглощения клетками-мишенями и 

влияния на адгезивные свойства. 



181 
 

Материалы и методы исследования 

Все этапы работы были выполнены в соответствии с СанПин 3.3686-21 «Санитарно-

эпидемиологические требования по профилактике инфекционных болезней». В работе использовали ток-

сигенные штаммы V. cholerae О1 El Tor Ogawa: (ctx B3, tcpAET, rtxA1) – № 1310; (ctx B1, tcpAET, rtxA1) – 

№ 18367; (ctxB7, tcpACIRS, rtxA4) – № 19188/2; (ctxB7, tcpACIRS, rtxA4а) – № 19667, полученные из лабора-

тории «Коллекция патогенных микроорганизмов» ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 

Роспотребнадзора. Штаммы V. cholerae О1 El Tor с различными генотипами были подобраны согласно 

их паспортным данным. Все исследуемые штаммы были типичными по морфологическим, культураль-

ным, биохимическим и серологическим свойствам. Бактерии культивировали на агаре Мартена, pH 7.7.  

Для сравнительного анализа проникновения в клетки-мишени были использовано два типа токсинсо-

держащих везикул, полученных ранее при культивировании типичного штамма V. cholerae О1 El Tor 

1310 и геновариантов 18367, 19188/2, 19667, выращенных в бульоне AKI до логарифмической фазы ро-

ста [Якушева и др., 2024] и после выращивания в течение 18 ч на агаре Мартена с добавлением 

0.1% желчи [Avila-Calderón et al., 2018]. Бактерии смывали с помощью стеклянного шпателя 0.1 М фос-

фатно-солевым буфером pH 7.2 до образования однородной суспензии, далее полученную бактериаль-

ную массу разводили в объеме 250 мл. Обеззараженные мертиолятом натрия (1:10000) микробные клетки 

удаляли центрифугированием при 10 000 g в течение 30 мин. Супернатант пропускали через фильтры 

типа GVWP с диаметром 0.45 мкм и 0.22 мкм, чтобы исключить клеточный детрит, и добавляли ингиби-

тор протеаз, не содержащий ЭДТА (Sigma-Aldrich/Roche) для предотвращения деградации белка. Из бес-

клеточного супернатанта концентрирование везикул осуществляли центрифугированием при 100 000 g 

в течение 2 ч при 4° C. Осадок дважды промывали 25 мл стерильного 0.1 M фосфатно-солевого буфера 

pH 7.2 и центрифугировали при той же скорости в течение 1 ч, затем ресуспендировали в 1 мл 0.1 M 

фосфатно-солевого буфера, pH 7.2. Разливали на аликвоты и хранили при –20°С.  

Концентрацию белка измеряли методом Лоури [Lowry, 1951]. Концентрацию белка рассчитывали по 

калибровочной кривой, построенной для БСА. Липополисахариды (ЛПС) в везикулах измеряли в имму-

ноферментном анализе с помощью комплементарных ему специфических моноклональных антител ги-

бридомы (ГХ-F8/О1), депонированной ранее в «Специализированной коллекции перевиваемых сомати-

ческих клеток позвоночных» Института Цитологии (г. Санкт-Петербург) под номером РККК (П) 386Д. 

Концентрацию ЛПС рассчитывали по калибровочной кривой, построенной для ЛПС, выделенного по 

общепринятой методике O. Westphal [Westphal, 1965] из штамма V. cholerae О1 El Tor № 5879 (ЛПС О1). 

Визуализацию, размеры и форму везикул в полученных препаратах оценивали с помощью трансмис-

сионной электронной микроскопии (ТЭМ). Образцы наносили на поверхность формаровой пленки-

подложки и контрастировали 0.2% раствором уранилацетата в воде. 

Поглощение везикул оценивали на перевиваемых клеточных линиях Caсo-2 (человек, аденокарцино-

ма ободочной кишки) и HuTu 80 (человек, аденокарцинома двенадцатиперстной кишки) (РКККП, Инсти-

тут цитологии РАН, г. Санкт-Петербург). Выращивание культур клеток Caсo-2 и HuTu 80 проводили 

согласно паспортным данным. Вне периода постановки опытов коллекционные культуры хранились 

в криоконсервированном состоянии в биохранилище с жидким азотом при –196°С. Все этапы с переви-

ваемыми линиями клеток были выполнены в соответствии с рекомендациями [Фрешни, 2018]. 

Везикулы метили флуоресцин изотиоцианатом (ФИТЦ). Для этого полученные препараты ресуспен-

дировали в 0.1 М бикарбонате натрия (pH 9.0) и добавляли ФИТЦ в соотношении 1:1. Конъюгацию про-

водили в течение 1 ч при температуре 25°С при постоянном перемешивании на магнитной мешалке. 

Свободный краситель удаляли из меченых везикул, дважды промывая фосфатно-солевым буфером 

(ФСБ) (46 000 ×g, 1 ч). 

Культуру клеток промывали 3 раза ФСБ, в бессывороточной среде вносили меченные ФИТЦ везику-

лы и выдерживали в течение определённого интервала времени (10, 20, 40 мин, 1, 2, 4, 6, 8 ч) при 37°С 

в СО2-инкубаторе. По истечении времени 3 раза промывали ФСБ, фиксировали холодным 96° спиртом 

в течение 20 мин и полностью высушивали. Для гашения неспецифического свечения культуры клеток 

наносили 0.025% раствор трипанового синего на 20 мин при +4°С. Отмывали 3 раза ФСБ, полностью 

высушивали и просматривали под флуоресцирующим микроскопом [Chatterjee, Chaudhuri, 2011]. 

Маркировку ФИТЦ иммуноглобулинов, продуцируемых гибридомой (ГХ-A5D8/OmpU), депониро-

ванную в «ГКПМ-Оболенск» (№179) [Евдокимова и др., 2016], направленных к мембранному белку  

OmpU, осуществляли по методу [Антитела, 1991]. Конъюгация длилась не менее 2 ч в условиях холо-

дильника при постоянном перемешивании на магнитной мешалке. Для освобождения от несвязавшегося 

флуорохрома меченные ФИТЦ МКА диализовали против 0.15 М NaCl.  

Для установления красящего титра высушенные и фиксированные мазки бактериальных взвесей 

V. cholerae О1 El Tor обрабатывали раствором ФИТЦ МКА в разведении начиная 1:2 до 1:32 и помещали 

во влажную камеру. Через 30 мин промывали 2 раза ФСБ и 1 раз дистиллированной водой, затем подсу-

шивали на воздухе. Учет результатов проводили по 4-крестовой системе на люминесцентном микроско-
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пе. Активность поглощения исследовали у всех препаратов везикул в разных концентрациях – от 

500 нг/мл до 2 мкг/мл. 

Эксперимент проводили в 6-луночных планшетах с покровными стеклами, на которых сформировал-

ся разреженный монослой клеток. В лунки планшета вносили препарат нативных везикул и инкубирова-

ли в течение определённого интервала времени (10, 20, 40 мин, 1, 2, 4, 6, 8 ч) при 37°С в СО2-инкубаторе. 

По истечении времени 3 раза промывали ФСБ, фиксировали холодным 96° спиртом в течение 20 мин и 

полностью высушивали. Далее для пермеабилизации культуру обрабатывали 1% раствором тритона Х-

100 в ФСБ в течение 20 мин при комнатной температуре, промывали 3 раза ФСБ и наносили 0.025% рас-

твор трипанового синего на 20 мин при +4°С, промывали 3 раза ФСБ и добавляли меченные ФИТЦ анти-

тела на 40 мин при 37°С, по прошествии времени промывали 3 раза ФСБ, полностью высушивали и про-

сматривали под флуоресцирующим микроскопом. 

Для исследования роли ЛПС в поглощении везикул использовали препарат ЛПС из штамма 

V. cholerae О1 El Tor № 5879. ВНМ меченные ФИТЦ 500 нг (количество ЛПС в 500 нг везикул каждого 

исследуемого препарата представлено в табл. 1) смешивали с препаратом ЛПС, который добавляли с 

избытком 3 мкг. Клетки-мишени промывали 3 раза ФСБ и в бессывороточной среде вносили смесь вези-

кул с препаратом ЛПС, в контрольную лунку с клетками-мишенями вносили в бессывороточной среде 

меченные ФИТЦ ВНМ в количестве 500 нг и инкубировали в течение 3 ч в СО2-инкубаторе при 37°С. 

Далее 3 раза промывали ФСБ, фиксировали холодным 96° спиртом в течение 20 мин и полностью высу-

шивали. Неспецифическое свечение культуры клеток гасили с помощью 0.025% раствора трипанового 

синего в течение 20 мин при +4°С. Отмывали 3 раза ФСБ, полностью высушивали и просматривали под 

флуоресцирующим микроскопом. 

Таблица 1 

Количество ЛПС в препаратах везикул, полученных из бульонных и агаровых культур 

V. cholerae О1 El Tor 

[LPS content in vesicle preparations obtained from broth and agar cultures of V. cholerae O1 El Tor] 

Препараты везикул, полученные 
Концентрация ЛПС (мкг) в 500 нг препарата 

1310 18367 19188/2 19667 

при культивировании штаммов V. cholerae О1 El Tor в 

бульоне AKI 

0.3 0.13 0.06 0.07 

после выращивания культур на агаре Мартена с до-

бавлением 0.1% желчи 

0.3 0.16 0.13 0.15 

Роль ЛПС в интернализации ВНМ оценивали по конкурентному ингибированию. При участии ЛПС 

избыток этого препарата конкурирует за сайты связывания и блокирует поглощение везикул – в резуль-

тате клетки-мишени визуализируются без флуоресцентного свечения. В контрольной лунке флуоресцен-

ция сохраняется. Если ЛПС не участвует в поглощении, флуоресцентное свечение наблюдается в обеих 

лунках. 

Количественную оценку адгезии штаммов V. cholerae после обработки клеток мембранными везику-

лами проводили по методу [Патент ..., 2016] одновременно на двух клеточных линиях – HuTu 80 (чело-

век, аденокарцинома двенадцатиперстной кишки) и Caco-2 (человек, аденокарцинома ободочной кишки). 

К разреженному монослою клеток HuTu 80 или Caco-2 вносили везикулы в дозе 500 нг и инкубировали 

в течение 1 ч. Далее среду отбирали, клетки промывали 3 раза раствором Хенкса рН 7.4. Среду заменяли 

на свежую DMEM, содержащую 106 м. к. / мл испытуемых штаммов холерных вибрионов. Клетки 

HuTu 80 или Caco-2 в присутствии холерных вибрионов культивировали при 37ºС в СО2-инкубаторе 90 

мин. После этого среду удаляли, и индекс адгезии определяли, как описано выше. 

Статистическую обработку полученных экспериментальных данных проводили в программе 

https://medstatistic.ru/, вычисляя среднюю арифметическую, стандартную ошибку средней арифметиче-

ской. Оценку статистической достоверности различий средних значений проводили с использованием t-

критерия Стьюдента. Критерием статистической ошибки достоверности различия получаемых данных 

считали величину ошибки p ≤ 0.05. Все эксперименты проводили в трех повторностях. 

Результаты и их обсуждение 

В последние годы появилось немало публикаций, касающихся интернализации ВНМ патогенных бак-

терий в клетки-хозяева. Поглощенные везикулы могут способствовать инфицированию хозяина, нару-

шать функции его клеток и модулировать иммунную защиту и реакции хозяина [Ellis, Kuehn, 2010].  

Для сравнительного анализа проникновения в клетки-мишени были использованы два типа везикул. 

С помощью ТЭМ установлено, что везикулы V. cholerae О1 El Tor в жидкой и плотной среде имели це-

лую, непрерывную мембрану. При визуальной оценке препаратов везикул обнаружено, что они были 

сферической формы, а диапазон их размеров находился в пределах от 50 до 200 нм (рис. 1). Полученные 
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данные согласуются с ранее опубликованными нами и результатами зарубежных авторов, показавших, 

что холерные вибрионы в естественных условиях образуют везикулы с аналогичным размером 

[Chatterjee, Chaudhuri, 2011; Алексеева и др., 2024; Якушева и др., 2024]. При ТЭМ препаратов везикул 

не были обнаружены обломки бактериальных клеток, жгутики и пили. 

 

Рис. 1. Электронная микроскопия препарата везикул, на примере штамма V. cholerae О1 № 19667, 

выращенного на агаре Мартена с добавлением 0.1% желчи 

[Electron microscopy of a vesicle preparation using the example of V. cholerae strain O1 № 19667 grown on 

Marten agar supplemented with 0.1% bile] 

Для оценки клеточной интернализации выделенные препараты везикул были конъюгированы 

с ФИТЦ. Использование этого флуоресцирующего красителя в процессе изучения интернализации было 

описано в исследовании [Kesty et al., 2004]. Клетками-мишенями служили одновременно две линии: 

CaCo-2, традиционно применяемая для этих целей, и HuTu 80, которая на действие холерного токсина 

реагирует удлинением и появлением игольчатых отростков. Обе клеточные линии относятся к непрофес-

сиональным фагоцитирующим клеткам. 

Для определения оптимальной концентрации, дающей четкий флуоресцентный сигнал, использовали 

разные количества везикул. Для этого флуоресцентно-меченые везикулы, начиная с 100 нг/мл до 

1 000 нг/мл, добавляли к монослою эпителиальных клеток Caсo-2 и HuTu 80 и через 2 ч после инкубации 

просматривали под микроскопом. В результате было отмечено, что для визуализации четкого флуорес-

центного сигнала при поглощении эпителиальными клетками Caсo-2 и HuTu 80 флуоресцентно-меченых 

везикул необходимо использовать количество ВНМ, равное 500 нг/мл. 

Известно, что эндоцитарные процессы в кишечном эпителии протекают быстро [Olofsson et al., 2014], 

поэтому процесс интернализации оценивали в динамике, начиная от 10 мин до 6 ч. Интенсивность флуо-

ресценции в клетках Caсo-2 и HuTu 80 увеличивалась по мере поглощения везикул. После инкубации 

в течение 20 мин можно было регистрировать, как агрегируют и связываются с клеточной плазматиче-

ской мембраной флуоресцентно-меченые везикулы. Через час начиналась интернализация. Количество 

поглощенных везикул в интервале от 1 до 3 ч со временем увеличивалось. Нарастание интернализации 

везикул со временем также было описано для Escherichia coli, Helicobacter pylori, Pseudomonas 

aeruginosa в ряде исследований [Kesty et al., 2004; Furuta et al., 2009; Bauman, Kuehn, 2009; Parker et al., 

2010]. Через 3 часа практически все везикулы проникали в клетки-мишени.  

Ранее было показано, что холерный токсин локализуется внутри везикул и является биологически ак-

тивным [Алексеева и др., 2024; Якушева и др., 2024]. В экспериментах после 4 ч инкубации меченых 

ВНМ с клетками HuTu 80 наблюдали внутриклеточные флуоресцирующие включения и морфологиче-

ское изменение клеток, характерное для действия холерного токсина, в клетках Caсo-2 были также обна-

ружены флуоресцирующие включения. Известно, что клетки Caсo-2 на действие холерного токсина 

не отвечают морфологическими изменениями, регистрируемыми под микроскопом [Moal, Servina, 2013]. 

Через 6 ч инкубации флуоресценция полностью гасла.  

Однако этот метод изучения поглощения флуоресцентно-меченых везикул не является строго специ-

фичным, т. к. в процессе конъюгации везикул с флуоресцирующими красителями молекулы последних 

могут образовывать агрегаты и обогащенные домены, и в дальнейшем поглощается клетками-мишенями 

[O’Donoghue, Krachler, 2016]. Существует другой метод, используемый в практике для изучения погло-

щения ВНМ клетками-хозяевами, – иммуноокрашивание. Этот метод позволяет продемонстрировать, как 

доставляется содержимое ВНМ, и изучить вклад этого содержимого во взаимодействие с клеткой-

хозяином (связывание/проникновение), а также визуализировать колокализацию с определенными кле-

точными компартментами. Для иммуноокрашивания везикул V. cholerae используют поликлональные 

антисыворотки против протеаз HAP, VesC [Mondal et al., 2016] и PrtV [Rompikuntal et al., 2015], а также 

белка везикул OmpU [Bielig et al., 2011]. 
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Для доказательства того, что флуоресценция была вызвана везикулами, меченными ФИТЦ, а не сво-

бодным красителем, были проведены дополнительные исследования. Известно, что белок наружной 

мембраны OmpU является маркером везикул [Elluri et al., 2014; Sjöström et al., 2015]. Располагая гибри-

домой (ГХ-А5D8/OmpU) были приготовлены экспериментальные образцы флуоресцирующих МКА, 

направленных к мембранному белку OmpU везикул. Используя мазки штаммов V. cholerae О1 El Tor, 

было определено рабочее разведение полученного препарата ФИТЦ-МКА OmpU, равное 1:4. 

Далее для определения поглощения к клеткам мишеням были внесены разные концентрации натив-

ных везикул от 500 нг/мл до 2 мкг/мл и окрашены ФИТЦ-МКА OmpU. Установлено, что разведение 

ФИТЦ-МКА OmpU, равное 1:4, давало возможность обнаружить четкий флуоресцирующий сигнал вези-

кул в дозе 2 мкг/мл (рис. 2). Также следует отметить, что специфическое свечение наблюдалось в куль-

туре обеих линий с концентрацией 1 мкг/мл везикул, но в поле зрения выявлялись единичные везикулы. 

Возможно, это связано с тем, что распределение мембранного белка OmpU по поверхности наружной 

мембраны составляет 30% [Заднова, 2004], а образование везикул происходит локально. 

Уточним, что интактные везикулы поглощались за такой же период времени, что и флуоресцентно-

меченые везикулы. При визуальной оценке не было отмечено разницы в интенсивности поглощения ве-

зикул, выделенных типичным штаммом и геновариантами V. cholerae О1 El Tor, а также между везику-

лами, выделенными из разных сред культивирования. 

 
Рис. 2. Интернализация клетками-мишенями HuTu 80 иммуноокрашенных везикул на примере штамма № 

19667. Примечание: 1 – 10 мин воздействия; 2 – 20 мин воздействия; 3 – 4 ч воздействия; 4 – 6 ч воздействия 

[Internalization of immunostained vesicles from strain No. 19667 by HuTu 80 target cells. 

Note: 1 – 10 minutes of exposure; 2 – 20 minutes of exposure; 3 – 4 hours of exposure; 4 – 6 hours of exposure] 

Специфическое взаимодействие холерного вибриона и энтероцита хозяина осуществляется в резуль-

тате тесного контакта между патогеном и клеткой-хозяином. Поверхности везикул наружной мембраны 

имеют сходное строение с внешней мембраной бактерий, что обеспечивает широкий спектр веществ для 

взаимодействия с поверхностью клетки-хозяина. Как было показано нами ранее, везикулы типичного 

штамма и геновариантов V. cholerae О1 El Tor образуются из наружной мембраны и содержат полноцен-

ный ЛПС [Якушева и др., 2024]. O-антиген занимает терминальное положение в структурной области 

ЛПС и, благодаря своему расположению, вероятно, является первым структурным элементом, вступаю-

щим в непосредственный контакт с клетками-хозяевами.  

По данным литературы, у E. coli структура ЛПС, особенно область О-антигена, имеет решающее зна-

чение для проникновения ВНМ в клетки-мишени [O'Donoghue et al., 2017]. ВНМ, утратившие О-антиген, 

могут использовать клатрин-зависимый эндоцитоз для интернализации; в то же время везикулы с полно-

ценным О-антигеном проникают в клетки-мишени зависимым от рафтов путем [Cai et al., 2018]. 

В настоящее время нет сведений о роли ЛПС в проникновении везикул природных геновариантов 

V. cholerae О1 El Tor в клетку-мишень. Если допустить, что O-антиген, присутствующий на поверхности 

везикул типичного штамма и геновариантов V. cholerae О1 El Tor, может быть основным эпитопом, 

обеспечивающим адгезию и последующее поглощение ВНМ клетками-мишенями, то очевидно, что в 

случае предварительного смешивания препарата ЛПС с препаратами везикул и внесения к клеткам-

мишеням должно вызвать конкуренцию за сайты связывания и, как следствие, блокировать поглощение 

везикул. Экспериментальные данные свидетельствуют, что добавление ЛПС к везикулам не влияло на 

интернализацию последних, т. к. в клетках-мишенях регистрировали специфическое свечение (рис. 3). 

Следовательно, в использованных экспериментальных условиях не было выявлено участия ЛПС в ин-

тернализации везикул V. cholerae ЛПС клетками-мишенями. 

Развитие любого инфекционного процесса определяется первичным взаимодействием патогена с 

клетками хозяина, за которым следует проявление его патогенных свойств. Поэтому большое значение 

придается изучению адгезивных свойств микроорганизмов, в том числе и V. cholerae. Согласно данным 

литературы, везикулы Serratia grimesii [Божокина, Берсон, 2021], Campylobacter jejuni [My Le et al., 2024] 
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усиливают способность бактериальных клеток прикрепляться к эпителиальным клеткам. Однако о влия-

нии везикул холерных вибрионов на прикрепление микробных клеток к клеткам-мишеням сведения от-

сутствуют. При изучении факторов, влияющих на бактериальную адгезию, важным этапом является 

определение адгезивных свойств холерных вибрионов к клеткам-мишеням без какого-либо воздействия. 

Исследование проводили на двух клеточных линиях HuTu 80 и Сасо-2, изучали адгезивные свойства хо-

лерных вибрионов, из которых выделены везикулы. Для этого на покровное стекло с разреженным моно-

слоем клеток HuTu 80 или клеток Сасо-2 вносили 1 мл среды DMEM, содержащей 106 м. к./мл исследуе-

мых штаммов V. cholerae О1 El Tor и инкубировали в течение 90 мин при 37ºС в СО2-инкубаторе и опре-

деляли индекс адгезии (табл. 2). 

 

Рис. 3. Интернализация клетками-мишенями Caco-2 флуоресцентно-меченых везикул на примере 

штамма № 19667: а – поглощение клетками Caco-2 флуоресцентно-меченых везикул; б – поглощение 

клетками Caco-2 флуоресцентно-меченых везикул с добавлением препарата ЛПС 

[Internalization of fluorescently labeled vesicles from strain No. 19667 by Caco-2 target cells. 

Note: a – internalization of fluorescently labeled vesicles by Caco-2 cells; b – internalization of fluorescently 

labeled vesicles by Caco-2 cells with the addition of the LPS preparation] 

Таблица 2 

Анализ адгезивных свойств штаммов V. cholerae O1 El Tor 

[Analysis of adhesive properties of V. cholerae O1 El Tor strains] 

№ 

п/п 

Препараты везикул, получен-

ные из штаммов 

Индекс адгезии к клеткам-мишеням 

до воздействия везикул после воздействия везикул 

HuTu 80 Caco-2 HuTu 80 Caco-2 

1 V. cholerae О1 El Tor № 1310  3.2±0.025 3.51±0.031 4.8±0.029 5.0±0.025 

2 V. cholerae О1 El Tor № 18367  10.18±0.034 10.28±0.037 15.27±0.032 15.34±0.029 

3 V. cholerae О1 El Tor № 19188/2  12.28±0.041 12.56±0.042 30.7±0.023 31.0±0.038 

4 V. cholerae О1 El Tor № 19667  23.7±0.043 24.0±0.041 59.25±0.022 59.45±0.040 

Примечание: приведены средние значения и стандартное отклонение, p ≤ 0.05. 

Сравнение показателей индекса адгезии позволило разделить исследуемые штаммы на три группы. 

Типичный штамм V. cholerae О1 El Tor № 1310 имел значение индекса адгезии 3.2 к клеткам HuTu 80 и 

3.51 к клеткам Caco-2, что позволяет отнести его к низкоадгезивным штаммам. Геноварианты штаммов 

V. cholerae О1 El Tor № 18367 и № 19188/2 отличались от типичного штамма более высокими показате-

лями индекса адгезии в отношении обоих типов клеток HuTu 80 (10.18; 12.28) и Caco-2 (10.28; 12.56) 

соответственно. Такие показатели позволяют отнести их к штаммам со средним уровнем адгезии. В то 

же время у штамма V. cholerae О1 El Tor № 19667 был зарегистрирован самый высокий показатель ин-

декса адгезии для обоих типов клеток-мишеней HuTu 80 и Caco-2, который равнялся соответственно 

23.7; 24.0 соответственно. На основании этого штамм относится к высокоадгезивным (рис. 4). Далее бы-

ло оценено влияние везикул, полученных из клеток агаровых культур, на адгезивные свойства штаммов. 

Предварительно их инкубировали в течение часа с клеточными линиями HuTu 80 и Сасо-2, а затем вно-

сили клетки холерных вибрионов, и их совместное культивирование продолжалось 90 мин. В результате 

проведенных исследований установлено, что везикулы, полученные из агаровых культур, усиливали 

прикрепление холерных вибрионов к клеткам-мишеням в 1.5–2.5 раза в зависимости от штамма (см. 

табл. 1, рис. 4). 

Можно предположить, что ВНМ V. cholerae способствуют усилению адгезии за счет изменения экс-

прессии рецепторов на поверхности клеток-мишеней. 
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Рис. 4. Адгезия к культуре клеток Сасо-2 и HuTu 80 (Увеличение 100х10, окраска 

по Романовскому-Гимзы). 

Примечание: адгезия до обработки ВНМ к культуре клеток HuTu 80 штамма V. cholerae О1: 1 – № 1310;  

2 – № 18367; 3 – № 19188/2; 4 – № 19667; адгезия после обработки ВНМ к культуре клеток HuTu 80 штамма V. 

cholerae О1; 5 – № 1310; 6 – № 18367; 7 –  № 19188/2; 8 – № 19667; адгезия до обработки ВНМ к культуре клеток 

Сасо-2 штамма V. cholerae О1: 9 – № 1310; 10 – № 18367; 11 – № 19188/2; 12 – № 19667; адгезия после обработки 

 ВНМ к культуре клеток Сасо-2 штамма V. cholerae О1: 13 – № 1310; 14 – № 18367; 15 – № 19188/2; 16 – № 19667 

[Adhesion to Caco-2 and HuTu 80 cell culture (Magnification 100x10, Romanovsky-Giemsa stain) Note: adhesion  

of V  cholerae O1 strains to HuTu 80 cell culture before OMV treatment: 1 – №. 1310; 2 – № 18367; 3 – № 19188/2;  

4 – № 19667; adhesion of V. cholerae O1 strains to HuTu 80 cell culture after OMV treatment: 5 – № 1310; 6 – № 18367;  

7 – № 19188/2; 8 – № 19667; adhesion of V. cholerae O1 strains to Caco-2 cell culture before OMV treatment: 9 – № 1310; 

10 – № 18367; 11 – № 19188/2; 12 – № 19667; adhesion of V. cholerae O1 strains to Caco-2 cell culture after OMV treat-

ment: 13 – № 1310; 14 – № 18367; 15 – № 19188/2; 16 – № 19667] 

Заключение 

Таким образом, в настоящей работе представлены данные относительно методических подходов 

конъюгации токсинсодержащих ВНМ с ФИТЦ, а также моноклональных антител к белку наружной мем-

браны OmpU. С помощью флуоресцентно-меченых везикул и флуоресцирующих МКА, направленных 

к белку наружной мембраны OmpU, установлено взаимодействие везикул наружной мембраны холерных 

вибрионов с клетками-мишенями HuTu 80 и Сасо-2. 

Показано, что временной интервал интернализации и накопление ВНМ, выделенных из типичного 

штамма и геновариантов V. cholerae O1 El Tor, в клетках-мишенях сопоставим.  

Также установлено, что ЛПС не участвует в интернализации ВНМ V. cholerae О1 El Tor. Результаты 

работы показали, что везикулы усиливают способность бактериальных клеток прикрепляться к эпители-

альным клеткам кишечника.  

Пока остается открытым вопрос, каким эндоцитарным путем везикулы геновариантов холерных виб-

рионов проникают в клетки-мишени, исследования в этом направлении будут продолжены. 
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Аннотация. Для спортивного отбора и корректировки тренировочного процесса единоборцев важное 

значение оказывают данные предрасположенности к развитию физических качеств и к развитию сердеч-

но-сосудистых заболеваний, например, артериальной гипертензии. Цель данного исследования – изуче-

ние ассоциации полиморфизма генов AGT и AGTR1 с развитием артериальной гипертензии и уровнем 

физического состояния (УФС) у единоборцев г. Перми. В исследовании приняли участие 430 человек, 

среди которых было 312 единоборцев и 118 школьников, не занимающихся спортом, из группы сравне-

ния. Для поиска ассоциаций аллельных форм генов AGT и AGTR1 с артериальной гипертензией испыту-

емые были распределены на две группы: Группу I, включающую испытуемых с нормальным давлением, 

и Группу II, которую составили испытуемые с артериальной гипертензией. У испытуемых в возрасте 

от 10 до 16 лет проведены исследования проб ДНК с использованием полимеразной цепной реакции 

в реальном времени (ПЦР-РВ) и выявлен полиморфизм C/T гена AGT (rs4762) и А/С гена AGTR1(rs5186). 

С помощью критерия χ2 – хи-квадрат Пирсона была обнаружена достоверная связь между генотипом T/T 

гена AGT и генотипом С/С гена AGTR1 и развитием артериальной гипертензии (χ2 = 102.4). При анализе 

взаимосвязи видов единоборств и УФС было обнаружено, что во всех видах единоборств соблюдается 

тенденция к высокому уровню физического состояния (χ2 = 34.340). Корреляционный анализ Спирмена 

выявил наличие положительной связи (rs=0.374) между показателями генотипа Т/Т гена AGT и показате-

лями генотипа С/С гена AGTR1 (rs = 0.390) у испытуемых и уровнем физического состояния. На основе 

данных генетического анализа с использованием экспресс-тестирования можно составлять индивидуаль-

ные программы тренировок с учетом генотипа и особенностей физической подготовки конкретного 

спортсмена. 

Ключевые слова: полиморфизм генов AGT, AGTR1, артериальная гипертензия, единоборцы, уровень 

физического состояния 
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Abstract. To optimize training, it is crucial to understand martial artists' predisposition to developing physical qual-

ities, as well as their susceptibility to cardiovascular diseases such as hypertension. The aim of this study was to inves-

tigate the association of AGT and AGTR1 gene polymorphisms with the development of hypertension and physical 

fitness level (PFL) in martial artists from the city of Perm. The study sample included 430 individuals, including 312 
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martial artists and 118 schoolchildren who do not participate in sports (a control group). To investigate associations 

between AGT and AGTR1 allelic forms and hypertension, the subjects were divided into two groups: Group I, includ-

ing subjects with normal blood pressure, and Group II, which included subjects with hypertension. qPCR was per-

formed on DNA samples from subjects aged 10 to 16 years.The Pearson chi-square test (χ2) revealed a significant as-

sociation between the AGT T/T genotype, the AGTR1 C/C genotype, and the development of arterial hypertension (χ2 

= 102.4). An analysis of the relationship between martial arts and physical fitness level (PFL) revealed a tendency 

toward high levels of physical fitness across all disciplines (χ2 = 34.340). Spearman's rank correlation analysis revealed 

a positive association between the AGT T/T genotype (rs = 0.374) and the AGTR1 C/C genotype (rs = 0.390) with the 

level of physical condition in the subjects. Based on genetic analysis data obtained through rapid testing, individual-

ized training programs at sports schools can be developed considering the specific athlete's genotype and physical fit-

ness characteristics. 

Keywords: AGT and AGTR1 gene polymorphism, arterial hypertension, martial artists, physical fitness level 
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Введение 

Функциональное тестирование в спортивной медицине основано на сопоставлении физиологических 
показателей организма в условиях мышечного покоя, дозированных и предельных физических нагрузок, 
а также восстановительного периода [Андриянова, 2020]. Методика определения уровня физического 
состояния (УФС) [Пирогова и др., 1986] позволяет производить экспресс-оценку уровня физического 
состояния по показателям системы кровообращения. Уровень физического состояния включает следую-
щие показатели: ЧСС – частота сердечных сокращений (уд/мин) в состоянии покоя; АДср – среднее арте-
риальное давление (определяется как сумма диастолического давления и 1/3 разности между систоличе-
ским и диастолическим давлением); В – возраст обследуемого (годы); m – масса тела (кг), h – рост (см). 
При высоком УФС у человека наблюдаются максимальные функциональные возможности. Такой УФС 
может наблюдаться у людей, длительно занимающихся специализированными формами мышечной дея-
тельности. Средний УФС указывает на то, что функциональные резервы и двигательная подготовлен-
ность близки к оптимальным, соответствуют полу и возрасту. Он соответствует снижению физической 
работоспособности до 70–90% от должной величины, что ограничивает функциональные возможности 
жизнеобеспечивающих систем. Самые низкие величины физической работоспособности дают «низкий» 
и «ниже среднего» показатели УФС. Уровень развития двигательных качеств при таких показателях 
снижен. Такое состояние является пограничным между нормой и патологией [Чедов, 2021]. 

Ранее установлена ассоциация 235Т и 174М полиморфных вариантов гена AGT (Angiotensinogen) 
с ишемической болезнью и с риском развития гипертензии [Калакуток, 2002; Нгуен, Шкурат, 2010]. Ис-
следование [Голованова и др., 2023] показало, что присутствие в генотипе аллеля Т существенно увели-
чивает риск развития гипертензии. Данный генотип гена AGT связан с повышением концентрации белка 
ангиотензиногена, что может приводить к увеличению содержания ангиотензина II. Рецептор 1-го типа 
к ангиотензину II AGTR1 (Angiotensin II Receptor Type 1) оказывает вазопрессорное действие и регулиру-
ет секрецию альдостерона. Он, в свою очередь, контролирует артериальное давление и объем крови 
в сердечно-сосудистой системе [Хигучи и др., 2007]. Ряд исследований подтверждает взаимосвязь одно-
нуклеотидных полиморфизмов генов ангиотензиногена, ангиотензиновых рецепторов 1-го типа (AGTR1) 
и 2-го типа (AGTR2) с отягощенной наследственностью по артериальной гипертензии [Пахомя и др., 
2014; Потапов и др., 2015]. Несмотря на исследования данных генов, их значение как генов-маркеров 
артериальной гипертензии практически не изучено у единоборцев. Кроме этого, возникает необходи-
мость в установлении связи между генами и показателем физического состояния спортсмена, в данном 
случае – с уровнем физического состояния. 

Цель работы – изучение ассоциации полиморфизма генов AGT и AGTR1 с развитием артериальной 
гипертензии и уровнем физического состояния у единоборцев г. Перми. 

Материал и методы исследования 

Выборка для исследований включала 312 испытуемых из спортивных школ города Перми: 44 воль-
ных борца из МАУ ДО центр детского творчества «Шанс», 22 джитсера из филиала «Mata Leao» между-
народной сети клубов «Beverly Hills Jiu-Jitsu Club» (BHJJ); 148 дзюдоистов из школы самбо и дзюдо 
«Витязь» им. И.И. Пономарева, 56 каратистов из МБОУ ДО «Детско-юношеская спортивная школа кара-
те», 42 самбиста из КГБУ ДО «Спортивная детско-юношеская школа по дзюдо и самбо» и МАУ ДО 
«Спортивная детско-юношеская школа по дзюдо и самбо». Возраст испытуемых варьировал от 10 до 
16 лет. Среди них было 275 единоборцев мужского пола и 37 женского пола. Единоборства являются 
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преимущественно мужскими видами спорта, а потому в выборках преобладают лица мужского пола 
[Вострикова и др., 2020]. Кроме этого, в качестве группы сравнения были взяты 118 школьников, не за-
нимающихся единоборствами. 

Забор биологического материала (буккального эпителия) для генетического анализа проводили с по-
мощью соскоба эпителиальных клеток ротовой полости. От каждого испытуемого было получено добро-
вольное согласие на забор биологического материала. Измерение артериального давления проводили 
по методу Н. С. Короткова [Иванов, Лившиц, 2005] с использованием стандартных возрастных манжет 
при каждом визите пациента. Артериальное давление измеряли трехкратно с интервалом 5 мин на обеих 
верхних конечностях с подсчетом среднего показателя. Нормальным систолическим и диастолическим 
артериальным давлением считается значение <90-го процентиля кривой распределения АД, высокое 
нормальное АД ≥90 и <95-го процентиля, АД в гипертензивном состоянии ≥95-го процентиля кривой 
распределения АД в популяции для соответствующего возраста, пола и роста. У подростков 16 лет ис-
пользуются единые критерии диагностики нормального (<130/85 мм рт. ст.), высокого нормального АД 
(≥130/85 мм рт. ст.) и ≥140/90 мм рт. ст. для артериальной гипертензии [Александров и др., 2009]. 

В общей выборке из 430 человек нормальное давление обнаружено у 313 человек, 49 имеют высокое 
нормальное давление, у 68 человек зарегистрирована артериальная гипертензия. Выделены 2 группы для 
сравнения между собой, чтобы определить связь между генотипами исследуемых генов и артериальным 
давлением. Группа I включала испытуемых с нормальным давлением (313 человек), Группа II состояла 
из 68 человек с высоким риском развития артериальной гипертензии. Сравнение частот генотипов между 
Группой I испытуемых с нормальным давлением и Группой II с риском развития артериальной гипертен-
зии выполняли с помощью критерия χ2 – хи-квадрат. 

У каждого участника эксперимента определяли частоту сердечных сокращений (ЧСС), среднее арте-
риальное давление (АДср), возраст (В), вес (m) и рост (h). Полученные данные вносили в формулу: УФС 
= (700 – 3 * ЧСС – 2.5 * АДср – 2.7 * В + 0.28 * m) / (350 – 2.6 * В + 0.21 * h). Оценка уровня физического 
состояния по шкале, предложенной Е.А. Пироговой [Пирогова и др., 1986]: «1» – низкий: 0.375; «2» – 
ниже среднего: 0.376 – 0.525; «3» – средний: 0.525 – 0.675; «4» – выше среднего: 0.676 – 0.825; «5» – вы-
сокий: 0.826 и выше. 

ДНК выделяли методом тотального осаждения и лизиса SDS (Sodium Dodecyl Sulfate, додецилсуль-
фат натрия) с помощью коммерческого набора реагентов «EX-511 ДНК-Экстран-2» (Синтол, Россия) 
в соответствии с инструкцией. Концентрацию проб ДНК определяли с помощью спектрофотометра 
SpectrofotometrTM NanoDrop 2000 «Thermo scientific» (USA). В ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ), ко-
торую проводили на амплификаторе CFX96 (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, USA), выяв-
лялись аллели генов AGT и AGTR1. Реактивы для выявления полиморфных локусов Thr174Met гена AGT 
(rs4762) и A1166C гена AGTR1 (rs5186) синтезированы в ООО «Синтол» (г. Москва, Россия). Реактивы 
для амплификации ДНК смешивали в нужном объеме непосредственно перед проведением исследова-
ний. К реакционной смеси добавляли 5 мкл пробы ДНК индивидуально каждого единоборца. В качестве 
контроля использовали: а) отрицательный контроль (ОКО); б) положительный контрольный образец 
(ПКО) для гена AGT – ПКО 1 T/T, ПКО 2 С/Т, ПКО 3 C/C, для гена AGTR1 – ПКО 1 A/А, ПКО 2 А/C, 
ПКО 3 C/C. Определение аллелей и генотипов проводилось при помощи программы Bio-Rad (USA) 
на амплификаторе CFX96. ПЦР-РВ для амплификации полиморфных локусов проводили по программе, 
описанной в инструкции к наборам реактивов. По каналу флуоресценции FAM (синий, длина волны воз-
буждения/детекции 470/515 нм) качественно определялось наличие в пробе аллеля С гена AGT и аллеля 
А гена AGTR1. По каналу флуоресценции HEX (зеленый, длина волны возбуждения/детекции 530/560 
нм) обнаружен аллель Т гена AGT и аллель С гена AGTR1. Каждая проба была проанализирована инди-
видуально. Эксперимент повторялся дважды. ПЦР-РВ проведена при условиях, предусмотренных в ин-
струкции производителя набора реактивов ООО «Синтол». Интерпретация результатов ПЦР-РВ была 
проведена в программе Bio-Rad CFX Manager по инструкции компании ООО «Синтол». 

Анализ полученных данных проводился с использованием программы STATISTICA 6.0 с определе-
нием нормальности распределения. Для хранения и обработки результатов исследований была создана 
матрица данных в виде электронных таблиц MS Excel 2010. Сравнение частот генотипов между разными 
группами испытуемых (с нормальным давлением и с артериальной гипертензией) выполняли с помощью 
критерия χ2 – хи-квадрат Пирсона. Сопоставление аллельных вариантов генов с уровнем физического 
состояния у единоборцев проводили с помощью коэффициента корреляции Спирмена (rs), при использо-
вании которого допускается сравнение разных по объему испытуемых выборок. 

Результаты и обсуждение 

В ПЦР в реальном времени рост по каналу FAM указывает на присутствие аллеля C гена AGT в пробе 

ДНК (рис. 1). Рост по каналу HEX обозначает наличие аллеля T гена AGT. Соответственно, присутствие 

обоих аллелей в пробе ДНК свидетельствует о наличии генотипа C/T гена AGT у испытуемого. Результа-

ты подлежат учету только в случае, когда положительный контрольный образец имеет положительные 
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результаты по каналам FAM и HEX, а отрицательный контрольный образец имеет отрицательные резуль-

таты по каналам FAM и HEX. Положительный контрольный образец необходим для определения специ-

фичности набора реагентов к аллелям T и C гена AGT. Отрицательный контрольный образец необходим 

для подтверждения отсутствия в реакционной смеси контаминации и ингибирования. 

 

Рис. 1. Кинетические кривые флуоресценции, полученные для проб ДНК из буккального эпителия 

единоборцев при анализе полиморфных локусов гена AGT. 

Цвета, соответствующие каналам детекции флуоресценции: FAM (аллель C гена AGT) – синий, HEX (аллель T гена 

AGT) – зеленый; ОЕФ – относительные единицы флуоресценции, циклы – циклы амплификации 

[Fluorescence kinetic curves obtained for DNA samples from the buccal epithelium of martial artists during the 

analysis of polymorphic loci of the AGT gene. 

Colors corresponding to fluorescence detection channels: FAM (C allele of the AGT gene) – blue, HEX (T allele of 

the AGT gene) – green; RFU – relative fluorescence units, cycles – amplification cycles] 

Частоты аллелей C и T гена AGT у 381 испытуемого равны 0.82 и 0.18 соответственно. По результа-

там распределения частот полиморфных локусов Thr174Met гена AGT (rs4762) получены следующие 

данные: генотип T/T, ассоциированный с развитием артериальной гипертензии [Голованова и др., 2023], 

отмечен у 4 испытуемых Группы I с нормальным давлением (частота 0.01) и у 19 человек из Группы II 

с артериальной гипертензией (частота 0.28), всего у 23 человек, т. е. с частотой 0.06. Генотип C/T был 

обнаружен у 59 человек с нормальным давлением (частота 0.19) и у 30 испытуемых с повышенным 

риском развития артериальной гипертензии (частота 0.44), всего 89 человек с частотой 0.23. Генотип C/C 

был определен у 250 человек из Группы I (частота 0.80) и у 19 испытуемых из Группы II (частота 0.28), 

всего у 269 человек с частотой 0.71 (табл. 1). 

Таблица 1 

Аллельные варианты гена AGT у единоборцев с разным артериальным давлением (n=381) 

[AGT gene allelic variants in martial artists with different blood pressure levels (n=381)] 

Генотип 

Группы с разным артериальным давлением (381 человек) 
Частоты генотипа 

на общую выборку 

(381 человек) 

χ2 p 
Группа I – нормальное 

давление 

(313 человек) 

Группа II – артериальная  

гипертензия  

(68 человек) 

C/C 250 (0.80)  19 (0.28)  269 (0.71)  

102.4 0.000001 

C/T 59 (0.19)  30 (0.44)  89 (0.23)  

T/T 4 (0.01)  19 (0.28) 23 (0.06) 

Примечание: C/C, С/Т, Т/Т – генотипы гена AGT; Группа I – испытуемые с нормальным давлением; Группа II – 

испытуемые с артериальной гипертензией; в скобках указаны относительные частоты; полужирным шрифтом выде-

лены преобладающие генотипы в каждой группе; сравнение выполнено с использованием критерия χ2 Пирсона 

(df = 2 для генотипов и df = 1 для аллелей); p – уровень значимости, статистическая значимость определялась при 

уровне p <0.05. 

Полученный уровень значимости (p = 0.000001) свидетельствует о наличии статистической значимо-

сти, т. к. p <0.05. В результате, при сравнении частот аллелей и генотипов гена AGT у единоборцев пока-

зано, что у испытуемых с нормальным давлением (Группа I) частота генотипа T/T, ассоциированного с 

развитием артериальной гипертензии, достоверно ниже по сравнению с группой повышенного риска раз-

вития артериальной гипертензии (0.01 против 0.28). Генотип C/C встречается с более высокой частотой в 

Группе I по сравнению с другой группой (0.80 против 0.28). Генотип C/T встречается с более высокой 
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частотой в Группе II, у лиц с артериальной гипертензией. Критерий χ2 = 102.4 при р = 0.000001, что явля-

ется достоверным (p <0.05). 

При использовании анализа по пороговому циклу в ПЦР в реальном времени рост по каналу FAM 

указывает на присутствие аллеля A гена AGTR1 (рис. 2). Рост по каналу HEX обозначает наличие аллеля 

C гена AGTR1 в пробе ДНК. Соответственно, присутствие обоих аллелей в пробе свидетельствует 

о наличии генотипа A/C гена AGTR1. Положительный контрольный образец необходим для определения 

специфичности набора реагентов к аллелям A и C гена AGTR1. Отрицательный контрольный образец 

необходим для подтверждения отсутствия в реакционной смеси контаминации и ингибирования. 

 

Рис. 2. Кинетические кривые флуоресценции, полученные для проб ДНК из буккального эпителия 

единоборцев при анализе полиморфных локусов гена AGTR1. 

Цвета, соответствующие каналам детекции флуоресценции: FAM (аллель A гена AGTR1) – синий, HEX (аллель C 

гена AGTR1) – зеленый; ОЕФ – относительные единицы флуоресценции, циклы – циклы амплификации 

[Fluorescence kinetic curves obtained for DNA samples from the buccal epithelium of martial artists when 

analyzing of polymorphic loci of the AGTR1 gene. 

Colors corresponding to fluorescence detection channels: FAM (A allele of the AGTR1 gene) – blue, HEX (C allele of 

the AGTR1 gene) – green; RFU – relative fluorescence units, cycles – amplification cycles] 

Частоты аллелей A и C гена AGTR1 у 381 испытуемого составили 0.84 и 0.16 соответственно. По ре-

зультатам распределения частот полиморфных позиций A1166C гена AGTR1 (rs5186) получены следую-

щие данные: генотип С/С, ассоциированный с развитием артериальной гипертензии [Nalogowska-

Glosnicka et al., 2000; Jones et al., 2003], отмечен у 5 человек в Группе с артериальной гипертензией (ча-

стота 0.08) и отсутствует в Группе испытуемых с нормальным давлением. Генотип А/А был обнаружен 

у 228 человек (частота 0.73) из группы с нормальным давлением и у 39 испытуемых (частота 0.57) 

из Группы II с риском развития артериальной гипертензии, всего 267 человек с частотой 0.70. Генотип 

А/C был выявлен у 85 человек из Группы I (частота 0.27) и у 24 испытуемых из Группы с риском разви-

тия артериальной гипертензии (частота 0.35), всего у 109 человек с частотой 0.29 (табл. 2). 

Таблица 2 

Аллельные варианты гена AGTR1 у единоборцев с разным артериальным давлением (n=381 

[AGTR1 gene allelic variants in judokas with different blood pressure levels (n=381)] 

Генотип 

Группы с разным артериальным давлением (381 чело-

век) 
Частоты геноти-

па на общую вы-

борку 

(381 человек) 

χ2 p Группа I – нормальное 

давление 

(313 человек) 

Группа II – артериальная  

гипертензия  

(68 человек) 

A/A 228 (0.73)  39 (0.57)  267 (0.70)  

26.22 0.000002 

A/C 85 (0.27)  24 (0.35)  109 (0.29) 

C/C 0 (0.00) 5 (0.08)  5 (0.01)  
Примечание: Группа I – испытуемые с нормальным давлением; Группа II – испытуемые с артериальной гипер-

тензией; в скобках указаны относительные частоты; полужирным шрифтом выделены преобладающие генотипы в 

каждой группе; сравнение выполнено с использованием критерия χ2 Пирсона (df=2 для генотипов и df=1 для алле-

лей); p – уровень значимости, статистическая значимость определялась при уровне p <0.05. 

Полученный уровень значимости (p = 0.000002) свидетельствует о наличии статистической значимо-
сти, т. к. p <0.05. Результаты сравнения частот аллелей и генотипов гена AGTR1 у единоборцев г. Перми 
показали, что в Группе II испытуемых с артериальной гипертензией частота генотипа С/С, ассоцииро-
ванного с развитием артериальной гипертензии, достоверно выше по сравнению с Группой I испытуемых 
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с нормальным давлением (0.00 против 0.08). Генотип А/А встречается с более высокой частотой в Груп-
пе I по сравнению с группой испытуемых с высоким риском артериальной гипертензии (0.73 против 
0.57). Генотип А/C встречается с частотой 0.27 в группе с нормальным давлением с частотой 0.35 в груп-
пе с риском развития артериальной гипертензии. 

В данной выборке артериальная гипертензия обнаружена у 68 человек из 381 (18% от общей выбор-
ки). Обнаружены достоверно значимые различия при анализе полиморфных позиций Thr174Met гена 
AGT и A1166C гена AGTR1 по критерию хи-квадрат (χ2 = 102.4 при р = 0.000001 для гена AGT; χ2 = 26.22 
при р = 0.000002 для гена AGTR1). Прослеживается связь генотипа T/Т гена AGT и генотипа С/С гена 
AGTR1 с артериальной гипертензией. Таким образом, данные генотипы могут быть использованы в каче-
стве маркерных. 

Уровень физического состояния был определен у каждого участника исследования, а также по груп-
пам спортсменов, занимающихся разными видами единоборств (табл. 3). Среднее значение УФС (УФСср) 
для спортсменов, занимающихся вольной борьбой, составило 0.705. При этом низкий уровень 
(УФСср= 0.492) определен у 2 человек (частота 0.05), средний уровень (УФСср = 0.615) – у 18 спортсме-
нов; а высокий уровень (УФСср = 0.790) отмечен у 24 вольных борцов (частота 0.54). Среднее значение 
УФС для спортсменов, занимающихся джиу-джитсу, равно 0.720. При этом низкий УФС не был установ-
лен среди данной выборки. Средний УФС, равный 0.588, отмечен у 6 спортсменов, а высокий уровень 
(УФСср= 0.769) получен у 16 джитсеров. У дзюдоистов среднее значение УФС составило 0.705. При этом 
низкий уровень физического состояния (УФСср= 0.472) определен у 10 человек с частотой 0.18, средний 
уровень (УФСср= 0.618) – у 50 дзюдоистов (частота 0.34), а высокий уровень (УФСср= 0.780) – у 88 
спортсменов (частота 0.59). 

Таблица 3 

Уровень физического состояния спортсменов разных видов единоборств 

[Physical fitness level of athletes in different martial arts] 

УФС 
Вольная 

борьба 

Джиу-

джитсу 
Дзюдо Карате Самбо Всего χ2 р 

Низкий  0.05 (2) 0 0.07 (10) 0 0 0.04 (12)  

34.340 

 

0.0000 Средний  0.41 (18) 0.27 (6) 0.34 (50) 0.18 (10) 0.02 (1) 0.27 (85) 

Высокий  0.54 (24) 0.73 (16) 0.59 (88) 0.82 (46) 0.98 (41) 0.69 (215) 

Всего 44 22 148 56 42 312 - - 
Примечание: сравнение выполнено с использованием критерия χ2 Пирсона (df = 8); статистическая значимость 

определялась при уровне p <0.01, где p – уровень значимости. 

Среди каратистов среднее значение уровня физического состояния равно 0.766. Средние значение УФС 

(УФСср = 0.614) определено у 10 человек, высокий уровень физического состояния (УФСср = 0.799) обнаружен 

у 46 каратистов (с частотой 0.82). Низкий уровень физического состояния также не был определен также, как 

и в группе самбистов. Среди спортсменов, занимающихся самбо, среднее значение уровня физического со-

стояния равно 0.780, при этом среднее значение уровня физического состояния (УФСср= 0.647) определено 

только у 1 человека. У остальных 41 самбиста (частота 0.98) высокий УФСср, равный 0.784. 

Полученные значения указывают, что у спортсменов, занимающихся всеми проанализированными 

видами единоборств, отмечена тенденция к увеличению уровня физического состояния. 

Значение критерия χ2 Пирсона составляет 34.340, что указывает на статистически значимую связь 

между низким, средним и высоким уровнями физического состояния при уровне значимости р <0.01. Во 

всех видах единоборств преобладает высокий уровень физического состояния. 

При сравнении уровня физического состояния между единоборцами и группой сравнения (табл. 4) 

было установлено, что низкий УФС встречается достоверно реже, чем высокий УФС в обеих выборках 

(χ2 = 9.173, при р <0.05). Однако в группе единоборцев высокий УФС встречается значительно чаще, чем 

средний УФС (высокий УФС = 0.69 против средний УФС = 0.27). В группе сравнения разница между 

средним и высоким УФС небольшая (0.42 против 0.55 соответственно). 

Таблица 4 

Уровень физического состояния спортсменов в группе сравнения и группе единоборцев 

[Physical fitness level of athletes in the control group and the martial arts group] 

УФС Единоборцы Группа сравнения Всего χ2 

Низкий 0.04 (12) 0.03 (3) 0.04 (15)  

9.173 Средний 0.27 (85) 0.42 (50) 0.31 (135) 

Высокий 0.69 (215) 0.55 (65) 0.65 (280) 

Всего 312 118 430 
Примечание: сравнение выполнено с использованием критерия χ2 Пирсона (df = 2); статистическая значимость 

определялась при уровне p <0.05. 
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Выявленная у пациентов с эссенциальной гипертензией [Калакуток, 2002; Нгуен, Шкурат, 2010] ассо-

циация генотипа Т/Т гена AGT и генотипа С/С гена AGTR1 с развитием артериальной гипертензии под-

тверждена и установлена для спортсменов в данном исследовании для выборки единоборцев. 

Сравнение аллельных вариантов гена AGT и уровня физического состояния у 430 испытуемых пока-

зало прямую и умеренную связь между признаками: rs = 0.374 (табл. 5). 

Таблица 5 

Коэффициент корреляции Спирмена (rs) между уровнем физического состояния и аллельными 

вариантами генов, ассоциированных с развитием артериальной гипертензии, у единоборцев 

г. Перми 

[Spearman's rank correlation coefficient (rs) between physical fitness level and hypertension-associated 

gene allelic variants in martial artists in Perm] 

Сравнение УФС и аллельных 

вариантов гена 
rs 

Связь между при-

знаками 

Сила связи по 

шкале Чеддока 

Зависимость призна-

ков 

AGT (C/T) 0.374 прямая умеренная Значима  

(р = 0.000000) 

AGTR1 (A/C) 0.390 прямая умеренная Значима 

(р = 0.000000) 
Примечание: rs – коэффициент корреляции Спирмена; УФС – уровень физического состояния, шкала Чеддока – 

шкала качественной оценки тесноты связи [Chaddock, 1925]. 

При сравнении аллельных вариантов гена AGTR1 и УФС был определен коэффициент корреляции 

равный 0.390, который также указывает на прямую и умеренную связь между признаками. Следователь-

но, можно сделать вывод: чем ниже ассоциация генотипа с артериальной гипертензией, тем выше уро-

вень физического состояния единоборца. И наоборот, чем выше ассоциация аллельных вариантов гена 

с развитием артериальной гипертензии, тем ниже уровень физического состояния единоборца 

Заключение 

В данном исследовании установлено, что генотип T/T гена AGT и генотип С/С гена AGTR1 могут 

быть использованы в качестве маркерных для определения развития артериальной гипертензии у едино-

борцев. Сравнение аллельных вариантов генов AGT и AGTR1 с уровнем физического состояния показало 

достоверную связь между генотипами и показателем УФС. Следовательно, можно сказать, что присут-

ствие аллелей, ассоциированных с артериальной гипертензией, генов AGT и AGTR1 указывает на воз-

можность повышения артериального давления и, соответственно, на возможность уменьшения уровня 

физического состояния. Данные генетического анализа будут полезны в процессе подготовки спортсме-

нов в спортивных школах, т. к. на их основе можно составлять индивидуальные программы подготовки 

с учетом генотипа и особенностей физической подготовки конкретного спортсмена. Это должно приве-

сти к росту спортивных достижений, сохранению здоровья и увеличению спортивного долголетия [Kam-

bouris et al., 2012]. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что в процессе отбора отсеиваются спортсмены с небла-

гоприятными генотипами. Это происходит по многим причинам, одной из которых является их низкая 

работоспособность, обусловленная генетически, и долгое время восстановления после тренировки. Арте-

риальная гипертензия является мультифакторным заболеванием, в связи с чем она может проявиться 

в более позднем возрасте. Одним из факторов развития гипертензии является стресс, который сопровож-

дает спортсменов и на тренировках, и на состязаниях. 

На основании всех полученных данных можно сделать вывод, что для единоборцев немаловажное 

значение имеет выявление генетической предрасположенности к развитию артериальной гипертензии, 

т. к. ее наличие может привести к развитию более серьезных заболеваний. К тому же, состояние здоровья 

спортсмена напрямую влияет на его спортивные достижения. Изучение генетической предрасположен-

ности спортсменов позволит в дальнейшем повысить надежность и эффективность системы индивиду-

ального отбора и подготовки высококвалифицированных спортсменов. Полученные данные еще раз до-

казывают, что важно уделять особое внимание состоянию здоровья и интенсивности тренировок у еди-

ноборцев. 
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Аннотация. Одной из основных угроз экологическому благополучию являются отходы (в настоящее 

время – побочные продукты) агропромышленного комплекса, образующиеся и накапливающиеся 

в больших объемах. Решение данной проблемы видится в технологии рециклинга, позволяющего пере-

рабатывать данные отходы в удобрения. Однако масштабное применение удобрений на основе компо-

стированных побочных продуктов животноводства и птицеводства может приводить к загрязнению почв 

тяжелыми металлами и тем самым нести угрозу экологического риска для почвенных биомов. В настоя-

щей работе исследованы побочные продукты трех животноводческих и одного птицеводческого хозяй-

ства Пермского края. В их составе установлены щелочные, щелочноземельные и тяжелые металлы, при 

этом наибольшая загрязненность тяжелыми металлами характерна для образцов птицеводческого хозяй-

ства. Проведен расчет индексов потенциального экологического риска. Для куриного помета данный 

показатель соответствует среднему уровню опасности, тогда как для побочных продуктов животновод-

ческих хозяйств он оценивается как низкий. Полученные результаты свидетельствуют о том, что компо-

сты на основе побочных продуктов животноводства могут рассматриваться как безопасный источник 

органических удобрений. 

Ключевые слова: тяжелые металлы, экологический риск, побочные продукты животноводства и 

птицеводства 
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Abstract. Agro-industrial waste (by-products), generated and accumulated in large volumes, poses one of the 

main threats to environmental well-being. Recycling technologies that convert this waste into fertilizer offer a 

solution to this problem. However, the large-scale use of fertilizers based on composted livestock and poultry 

by-products can lead to soil contamination with heavy metals, thereby posing an environmental risk to soil bi-

omes. This study identified the presence of metals from three groups (alkali, alkaline earth, and heavy metals) in 

by-product samples from livestock and poultry farms in the Perm Krai. Poultry by-products are characterized by 

the highest levels of heavy metal contamination. The ecological hazard index value for chicken manure corre-
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sponds to a medium hazard level. An ecological risk assessment showed that livestock by-products pose a low 

level of ecological risk. Therefore, compost obtained from livestock by-products can be used as fertilizer. 
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Введение 

Активное развитие агропромышленного комплекса приводит к масштабному образованию органиче-

ских отходов. Данное явление наблюдается в различных странах, в том числе и в России. Ежегодный 

объем образования органических отходов на предприятиях агропромышленного комплекса РФ оценива-

ется в диапазоне 600–650 млн тонн, из которых на отходы животноводства и птицеводства приходится 

значительная часть: образуется не менее 160 млн тонн навозной массы и сырого помета, из которых ис-

пользуется менее 50% [Глеба, 2019]. 

Одним из вариантов решения проблемы накопления органических отходов животноводства и птице-

водства является их переработка с дальнейшим применением в качестве удобрения. Отраслевая про-

грамма Министерства сельского хозяйства РФ на период до 2030 г. ставит целью увеличение доли по-

бочных продуктов сельского хозяйства, которые будут переведены в категорию вторичных ресурсов, т. е. 

органических удобрений. Дальнейшее применение таких ресурсов по назначению способствует повыше-

нию плодородия почв, что приводит к увеличению выхода сельскохозяйственной продукции. Однако 

мировые исследования показывают, что длительное внесение органических отходов животноводства 

и птицеводства в виде удобрений приводит к загрязнению сельскохозяйственных земель и несет в себе 

экологическую угрозу. В большинстве случаев загрязнение обусловливается содержанием в побочном 

продукте (отходе) животноводства и птицеводства не только различных микроорганизмов, антибиотиков 

и других органических соединений, но и тяжелых металлов [More, Dhakate, 2025]. Так, внесение птичье-

го помета в качестве удобрения на протяжении 16 лет привело к повышению концентрации кадмия 

и меди в почве на 20–38% и 9–21% соответственно [Zhang et al., 2025а, b]. Применение для полива воды 

с разведенным в ней побочным продуктом животноводства повышает концентрацию цинка, мышьяка, 

кадмия и хрома в почве, при этом индекс потенциальной экологической опасности данной почвы в 3 раза 

превышал аналогичный показатель для земель, орошаемых чистой водой (см. [Soleimani et al., 2023]). 

Применение статистического анализа подтвердило, что основной причиной повышения концентрации 

тяжелых металлов в сельскохозяйственных почвах Малайзии является внесение удобрений [Islam et al., 

2025]. При этом наибольшую долю в повышении уровня экологической опасности данных земель вносят 

такие металлы, как свинец и кадмий. 

В ряде работ отмечено, что концентрация тяжелых металлов может увеличиваться с течением времени 

также из-за химических процессов, протекающих как в почвах, так и в органических удобрениях. 

В частности, одним из таких процессов является гумификация, при которой образуются макромолекулы 

гуминовых кислот, содержащие такие функциональные группы, как карбоксильные, гидроксильные и ряд 

других. Взаимодействие с данными группами приводит к образованию хелатных комплексов с металлами. 

В работе [Zhang et al., 2025а, b] было обнаружено, что данный механизм приводит к повышению биодо-

ступности меди, цинка, хрома и ртути. Возможно, подобные процессы могут протекать и в побочных про-

дуктах животноводства и птицеводства в период их складирования или компостирования. 

Существующее нормативное и техническое регулирование в сфере обращения с отходами, вторич-

ным сырьем и вторичными ресурсами в сельском хозяйстве определяет органические удобрения как по-

бочные продукты животного происхождения, которые подлежат обязательному экологическому контро-

лю в отношении их микробного и химического загрязнения в рамках природоохранного законодатель-

ства [РД 52.18.286-91, 1991; О побочных продуктах …, 2022]. Однако, согласно ГОСТ Р 53117-2008, 

нормы предельно допустимых концентраций (ПДК) для удобрений, полученных на основе побочных 

продуктов агропромышленного комплекса, установлены только для четырех тяжелых металлов (свинец, 

кадмий, ртуть, мышьяк), тогда как спектр данных загрязнителей в составе навоза и помета существенно 

шире. Так, в СанПиН 1.2.3685-21 для сельскохозяйственных почв установлены предельно допустимые 

концентрации для таких тяжелых металлов, как никель, хром, цинк и медь. В связи с вышесказанным 

возникает проблема безопасности использования компоста на основе продуктов животноводства и пти-

цеводства.  

Цель работы – оценка экологической безопасности применения побочных продуктов животноводче-

ских и птицеводческих хозяйств Пермского края в качестве органического удобрения.  
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Материалы и методы 

Образцы побочных продуктов. Пробы побочных продуктов были получены из трех животноводче-

ских хозяйств и одного птицеводческого хозяйства Пермского края (Россия), с разными сроками и усло-

виями компостирования, включая свежие (не компостированные) образцы (по 4–8 проб каждого срока из 

каждого хозяйства) (табл. 1). 

Таблица 1 

Характеристика образцов органических отходов 

[Characteristics of organic waste samples] 

№ точки 

отбора 

Шифр 

образца 

Вид побочного 

продукта 
Период 

Условия компостиро-

вания 
Хозяйство 

1 Х1.1 Коровий навоз 1–3 дня н/п* ООО «Агрофирма 

Труд», д. Кужлево 

2 Х2.1 Коровий навоз 1–3 дня н/п 

СПК «Хохловка», 

д. Скобелевка 

Х2.2 Коровий навоз 1 месяц Аэробное/анаэробное 

хранение 

Х2.3 Коровий навоз 12 месяцев Аэробное/анаэробное 

хранение 

3 Х3.1 Коровий навоз 1–3 дня н/п 

ООО «Русь», 

с. Большая Соснова 

Х3.2 Коровий навоз 1 месяц Аэробное/анаэробное 

хранение 

Х3.3 Коровий навоз 12 месяцев Аэробное/анаэробное 

хранение 

4 Х4.1 Куриный помет 14 дней н/п** АО «Агросила пти-

цефабрика Перм-

ская» 
Х4.2 Куриный помет 6 месяцев Закрытое хранилище 

Х4.3 Куриный помет 12 месяцев Закрытое хранилище 

(6 месяцев)+хранение 

в буртах (6 месяцев) 
Примечание: * н/п – не применимо. 

Химический анализ на наличие металлов. Водорастворимые формы металлов извлекали из 10 г 

сухой пробы органических отходов, ресуспендировали в 125 мл деионизированной воды с последующим 

перемешиванием в течение 1 ч при комнатной температуре. Полученную суспензию пропускали через 

фильтровальную бумагу «синяя лента», а фильтрат упаривали на водяной бане при 80–90°C до объема 

50 мл. После охлаждения до комнатной температуры раствор количественно переносили в мерную про-

бирку объемом 50 мл, добавляли 2–3 капли концентрированной HNO3 и, при необходимости, доливали 

деионизированной водой до метки. Калибровочные растворы готовили на основе ГСО 7330-96 в концен-

трациях 0.1–10 мг/л с построением калибровочных кривых (линейность R2> 0.99). Определение содержа-

ния металлов проводили по методике РД 52.18.286-91 «Измерение массовой доли водорастворимых 

форм металлов в почвенных пробах атомно-адсорбционным методом» на атомно-адсорбционном спек-

трометре AA-6300 (Shimadzu, Япония) в режиме пламенной атомизации с использованием воздух-

ацетиленового пламени. Параметры анализа включали: длины волн (нм) – Al 309.3, K 766.5, Ca 422.7, 

Na 589.0, Fe 248.3, Cd 228.8, Co 240.7, Mg 285.2, Cu 324.8, Mo 313.2, Ni 232.0, Pb 283.3, Zn 213.9; лампы 

с полым катодом; пределы обнаружения согласно методике. 

Показатели экологического риска. Потенциальный экологический риск (PER) для каждого тяжело-

го металла в исследуемых образцах рассчитывали по методике [Håkanson, 1980] как произведение фак-

тора биологической токсичности металла (Fi) и концентрации данного металла в образце (Ci, мг/кг). 

Факторы токсичности составляли: FMn = 1, FZn = 1, FNi = 5, FPb = 5, FCu = 5, FCd = 30 [Islam et al., 2025]. 

Классификация рисков: PER < 1 – низкий, 1 < PER < 5 – средний, 5 < PER < 20 – значительный, PER > 20 

– высокий. 

Индекс потенциального экологического риска (PERI) определяли как сумму потенциальных экологи-
ческих рисков всех металлов (PERi). 

Значения индекса потенциального экологического риска интерпретируются следующим образом: 
PERI < 150 – уровень риска низкий, 150 < PERI < 300 – уровень риска средний, 300 < PERI < 600 – уро-
вень риска высокий, PERI > 600 – уровень риска очень высокий [Soleimani et al., 2023; Islam et al., 2025]. 

Статистическая обработка данных. Статистическую обработку результатов осуществляли с ис-

пользованием пакета MS Exсel. Нормальность распределения проверяли тестом Шапиро – Уилка. Для 

сравнения независимых выборок применяли непараметрический t-критерий Стьюдента (n = 4–8 повтор-
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ностей). Результаты выражали как среднее значение ± стандартная ошибка среднего (M ± SE). Проводи-

ли одно- и двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с помощью апостериорного теста Тьюки 

при уровне значимости p <0.05, рассчитывали коэффициент корреляции Пирсона. 

Графическая визуализация данных. Географическую визуализацию результатов выполняли 

в ArcMap 10.4.1 в наборе ArcGIS Desktop для создания тематических карт распределения содержания 

металлов и нанесения точек отбора проб на основании координат. 

Результаты и их обсуждение 

Содержание металлов в побочном продукте животноводческих и птицеводческого хозяйств. 

Образцы побочных продуктов трех животноводческих и одного птицеводческого хозяйств проанализиро-

ваны на наличие в них металлов, входящих в группы щелочных, щелочноземельных и тяжелых (рис. 1, 2). 

Щелочные металлы. Содержание натрия (Na) варьировало от 71.1±0.3 мг/кг до 238.2±0.1 мг/кг (рис. 

1). Наибольшие значения были характерны для побочных продуктов птицеводческого хозяйства. 

В продуктах животноводческих ферм концентрация натрия варьировала незначительно. Достоверной 

корреляционной зависимости между количеством натрия и периодом хранения побочных продуктов жи-

вотноводства не выявлено. Напротив, при средней силе коэффициента корреляции Пирсона между кон-

центрацией натрия и временем компостирования куриного помета (r = 0.592) однофакторный дисперси-

онный анализ выявил влияние фактора времени на содержание натрия в побочном продукте птицевод-

ства (F(17.3) > Fcrit(4.1), p = 0.0001). 

Концентрация калия (К) в исследованных образцах составила от 176.8±0.2 мг/кг до 7992.5±0.1 мг/кг 
(рис. 1). При этом содержание калия в курином помете было на порядок выше, чем в коровьем навозе. 
Анализ корреляции Пирсона показал, что концентрация калия находится в линейной прямой зависимо-
сти от периода компостирования побочного продукта в образцах Х3 и Х4 (r = 0.995 и 0.885 соответ-
ственно), и в обратной линейной зависимости – в образцах Х2 (r = –0.793). Данные однофакторного дис-
персионного анализа также подтвердили влияние периода хранения навоза/помета на содержание калия. 

Щелочноземельные металлы. Содержание кальция (Са) варьировало от 3.8±0.1 мг/кг до 630.1±0.1 

мг/кг (рис. 1). Максимальное значение отмечено в образце Х1.1 (свежий коровий навоз, 1 сутки хране-

ния), при этом среднее значение данного показателя для исследованных побочных продуктов животно-

водства остальных хозяйств составило 304.5±0.1 мг/кг. Наибольший разброс значений был выявлен 

в образцах птицеводческого хозяйства, при этом не выявлено зависимости от периода компостирования. 

В составе анализируемых образцов побочных продуктов содержался магний (Mg) в концентрации (52.2–

216.2)±0.4 мг/кг (рис. 1). Наиболее богатым по данному показателю был коровий навоз хозяйства «Агро-

фирма Труд» (Х1). Выявлена обратная линейная корреляция между концентрацией магния и временем 

компостирования побочного продукта хозяйства СПК «Хохловка» (Х2), что подтверждено результатами 

однофакторного дисперсионного анализа. Важно отметить, что для образцов остальных хозяйств подоб-

ной взаимосвязи не выявлено. 

Тяжелые металлы. Установлено, что в составе исследуемых образцов побочных продуктов живот-

новодства и птицеводства присутствуют кадмий (Cd) ((0.05–0.26)±0.01 мг/кг), никель (Ni) ((0.51–

1.18)±0.01 мг/кг), марганец (Mn) ((0.60–48.37)±0.01 мг/кг) и цинк (Zn) (0.66–44.85)±0.01 мг/кг), а в образ-

цах хозяйств Х2 и Х4 (табл. 1) также обнаружены медь (Cu) (6.91–42.45)±0.01 мг/кг) и свинец (Pb) (0.69–

2.52)±0.05 мг/кг) (рис. 2). Суммарная концентрация тяжелых металлов в образцах животноводческих 

хозяйств варьировала от 8.3±0.2 мг/кг до 20.2±0.1 мг/кг, а в образцах птицефермы данный показатель 

был выше в 5.9–15.1 раза и составлял (119.01–126.01)±0.08 мг/кг. 

Согласно литературным данным, тяжелые металлы обнаруживаются в побочных продуктах животно-
водческих хозяйств разных регионов. Так в работе [Богатырева и др., 2018] указано, что в составе коро-
вьего навоза хозяйств Республики Беларусь выявлены железо, медь, цинк, марганец, свинец, никель, ко-
бальт и хром. Содержание железа, цинка и марганца было существенно выше, чем в образцах, представ-
ленных в настоящем исследовании, никель находился в сопоставимых концентрациях, а содержание ме-
ди и свинца было выше в образцах Пермского края. В образцах коровьего навоза, отобранных в хозяй-
ствах Казахстана, установлено наличие селена, никеля и кобальта [Касым и др., 2023]. Концентрация 
никеля составляла (20.7–23.2)±1.0 мг/кг, что существенно превышает данные, полученные для образцов 
из хозяйств Пермского края. 

Корреляционный анализ показал, что практически во всех образцах наблюдается линейная зависи-
мость концентрации тяжелых металлов от времени компостирования (табл. 2). Однако направление этой 
зависимости различается. При этом характер зависимости (положительный или отрицательный) варьиру-
ет в зависимости от хозяйства. Так, в образцах Х3 происходит накопление тяжелых металлов в процессе 
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компостирования навоза, тогда как в образцах Х2 и Х4 изменения концентрации цинка и марганца носят 
обратный характер, и с течением времени содержание данных металлов снижается. ANOVA-анализ под-
твердил связь данных факторов. 

 
Рис. 1. Щелочные и щелочноземельные металлы в образцах побочных продуктов 

[Alkali and alkaline earth metals in by-product samples] 

Таблица 2 

Корреляция содержания металлов в побочных продуктах птицеводства и животноводства 

с «возрастом» данных продуктов 

[Correlation of metal content in poultry and livestock by-products with the "age" of these products] 

Металл 
Образцы 

Х2 Х3 Х4 

Zn – 0.718 0.909 – 0.997 

Cu 0.372 н.п.* 0.518 

Pb 0.743 н.п. – 0.376 

Ni – 0.753 0.923 0.532 

Cd 0.997 0.997 – 0.664 

Mn – 0.999 0.908 – 0.995 
Примечание: * н/п – не применимо. 
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Рис. 2. Тяжелые металлы в образцах побочных продуктов 

[Heavy metals in by-product samples] 

Наличие тяжелых металлов в органических отходах, используемых в качестве удобрений, может при-
водить к кумулятивному накоплению тяжелых металлов в сельскохозяйственных почвах, в ряде случаев 
– до опасных уровней и представлять риск для организмов, обитающих в почве, и, следовательно, для 
качества почвы в долгосрочной перспективе. Так, в работе [Tuchkova et al., 2021] показано влияние орга-
нических отходов птицеводства на уровень загрязнения почвы тяжелыми металлами. Анализ содержания 
тяжелых металлов (меди, никеля, свинца и цинка) в почвах, подверженных влиянию промышленного 
птицеводства, выявил превышение ПДК для подвижных форм Cu и Zn. Однако результаты многолетнего 
сравнительного исследования указывают на неоднозначность данной проблемы [Мерзлая, Замана, Соко-
лов, 2009]. В ходе изучения влияния навоза и двух видов компостов, различающихся режимами подго-
товки и содержанием тяжелых металлов (Cu: 36, 425 и 1452 мг/кг; Pb: 6, 50 и 167 мг/кг; Ni: 16, 104 и 353 
мг/кг; Zn: 160, 1743 и 4589 мг/кг; As: 5, 11 и 31 мг/кг соответственно), было установлено, что их система-
тическое внесение в почву не привело к превышению нормативно допустимых уровней содержания тя-
желых металлов как в почвенном покрове, так и в вегетативной массе растений. 

Установлено, что тяжелые металлы, в особенности Cu и Zn, выступают ключевыми факторами, влия-
ющими на структуру и функции бактериальных сообществ почв [Hao et al., 2025; Wei et al., 2025; Zhang 
et al., 2025a, b; Wu et al., 2025], в то время как низкие концентрации отдельных металлов могут оказывать 
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стимулирующее действие на рост бактерий, повышенные их уровни вызывают значительное угнетение 
роста и снижение биоразнообразия почвенных микроорганизмов. Это, в свою очередь, негативно сказы-
вается на процессах, ассоциированных с их полезной деятельностью (таких как трансформация элемен-
тов питания и поддержание почвенного плодородия), что косвенно влияет на урожайность сельскохозяй-
ственных растений. На состав почвенной микробиоты существенное воздействие оказывают Zn, Cu, As, 
Mn и Cd. Показано, что биоразнообразие бактерий значительно снижалось при содержании меди в почве, 
превышающем 30.70 мг/кг [Li et al., 2025; Nunes et al., 2026]. Кроме того, тяжелые металлы ингибируют 
общую микробную активность [Gans et al., 2005]. Внесение в почву высоких доз навоза, содержащего 
медь и цинк, приводит к снижению численности дождевых червей и иных почвенных беспозвоночных 
[Segat et al., 2019; Segat et al., 2020]. 

Согласно имеющимся данным, микроорганизмы в целом обладают более высокой чувствительностью 
к тяжелым металлам по сравнению с другими компонентами экосистемы, например, растениями. Однако 
степень токсического воздействия металлов варьирует для разных микробных таксонов [Xie et al., 2016; 
Abdu et al., 2017]. В частности, некоторые виды бактерий, стимулирующие рост растений (например, 
представители родов Pseudomonas, Arthrobacter, Rhodococcus, Mesorhizobium, Agrobacterium, Bacillus, 
Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Alcaligenes, Serratia, Rhizobium и Enterobacter), демон-
стрируют природную устойчивость к высоким концентрациям тяжелых металлов [González, Ghneim-
Herrera, 2021; Wang et al., 2022]. 

Почвенная ферментативная активность является интегральным показателем, отражающим в том чис-
ле деятельность микроорганизмов и корней растений. Тяжелые металлы подавляют активность широкого 
спектра ферментов, участвующих в циклах углерода, азота, фосфора и серы. Механизмы ингибирования 
включают прямое связывание металлов с субстратом, фермент-субстратным комплексом или активным 
центром фермента, их денатурирующее действие, а также опосредованное подавление через угнетение 
роста микробных популяций, ответственных за синтез этих ферментов [Yeboah et al., 2021]. В качестве 
иллюстрации: добавление в почву Pb, Zn и Cu приводило к ингибированию активности каталазы, уреазы, 
инвертазы и фосфатазы, что сопряжено со снижением роста и урожайности ячменя [Belyaeva et al., 2005]. 
В исследовании Aponte с соавторами показано, что активность семи ферментов была значимо подавлена 
под влиянием загрязнения почвы Pb, Zn, Cd, Cu и As, а степень ингибирования убывала в следующем 
порядке: арилсульфатаза > дегидрогеназа > β-глюкозидаза > уреаза > кислая фосфатаза > щелочная фос-
фатаза > каталаза [Aponte et al., 2020]. 

Таким образом, длительное и повторное внесение навоза и компостов, содержащих тяжелые металлы, 
способно индуцировать их кумуляцию в агроценозах до токсических концентраций, что в итоге может 
негативно отразиться на здоровье почвы и продуктивности возделываемых культур. 

Экологические риски. Тяжелые металлы, содержащиеся в органических отходах птицеводства и 

животноводства, вызывают загрязнение окружающей среды; однако единый сценарий оценки рисков 

загрязнения почвы при внесении навоза отсутствует. В исследовании [Li et al., 2025] для оценки рисков 

от внесения удобрений на основе навоза было предложено учитывать несколько факторов, в том числе 

концентрацию тяжелых металлов, индексов экологического риска и период (продолжительность) внесе-

ния навоза. Исследования, проведенные на примере провинции Хунань (Китай), показали, что основным 

источником повышения концентрации тяжелых металлов в пахотных землях является навоз свиней 

(49.5%) и крупного рогатого скота (47.6%). Среди восьми тяжелых металлов наибольший риск загрязне-

ния почвы представлял кадмий (Cd). Многолетнее внесение навоза привело к повышению уровня эколо-

гической опасности земель с умеренного до высокого [Li et al., 2025]. 
Основываясь на данных о содержании тяжелых металлов в исследуемых образцах, а также сценарии, 

описанном как «базовый», в работе [Li et al., 2025], проведена оценка возможного экологического риска 
от внесения побочных продуктов животноводства и птицеводства в качестве удобрений на сельскохозяй-
ственные поля путем расчета показателей потенциального экологического риска и индекса потенциаль-
ного экологического риска (рис. 3, 4). 

Показатели PER существенно варьировали как при рассмотрении образцов одного хозяйства, так и 
при рассмотрении каждого элемента в образцах разных хозяйств. Наибольшие значения выявлены при 
анализе рисков от содержания меди (рис. 3). Значения PERCu соответствуют высокому уровню экологи-
ческого риска и существенно превышают пороговые значения. Уровень потенциального экологического 
риска цинка и марганца был в диапазоне 1.1–44.8±0.2 и 0.6–48.3±0.2 соответственно. 

Уровень данного показателя для побочных продуктов животноводческих хозяйств оценивается как 
средний, за исключением PERMn образца Х2.3, тогда как для куриного помета – как высокий. PER свинца 
классифицируется как значительный (5.6–12.6±0.3), за исключением образца Х2.1. Потенциальный эко-
логический риск побочных продуктов, обусловленный никелем, находится в диапазоне 2.2–5.9±0.1, и, 
за исключением образца Х2.2, классифицируется как средний. Анализ PER кадмия показал, что для об-
разца Х1.1 характерен значимый уровень риска, для образца Х4.2 – низкий уровень риска, для остальных 
образцов – средний уровень. Таким образом, наибольший вклад в показатели потенциального экологиче-
ского риска вносят медь, цинк и марганец, что наиболее ярко проявляется на примере побочного продук-
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та птицеводства. В работах [Li et al., 2025; Ejaz et al., 2025] показано, что ведущую позицию, обусловли-
вающую потенциальный экологический риск, занимает Cd. В настоящем исследовании Cd вносит суще-
ственный вклад в экологическую опасность только в случае использования побочных продуктов пред-
приятия ООО «Агрофирма Труд», что составляет 12.5% от всех исследованных образцов. 

 

Рис. 3. Показатели экологического риска исследованных образцов побочных продуктов 

животноводства и птицеводства. Пунктирной линией отмечен уровень значительного экологического 

риска, сплошной красной линией – уровень высокого экологического риска 

[Environmental risk indicators for the studied livestock and poultry by-product samples. The dotted line 

indicates significant environmental risk; the red line indicates high environmental risk] 

Индекс потенциального экологического риска позволяет оценить в целом, насколько опасно приме-
нение в качестве удобрения побочного продукта животноводства/птицеводства (рис. 4). 
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Рис. 4. Индекс потенциального экологического риска (интегральный показатель) исследованных 

образцов побочных продуктов животноводства и птицеводства. Пунктирной линией отмечен 

уровень значительного экологического риска, сплошной красной линией – уровень высокого 

экологического риска 

[Potential environmental risk index (integrated indicator) for the studied livestock and poultry by-product 

samples. The dotted line indicates significant environmental risk, and the red line indicates high 

environmental risk] 

Из полученных результатов можно заключить, что образцы навоза не представляют экологической 
опасности, так как значения PERI находятся в диапазоне 7.0–62.4±0.3, что соответствует низкому уровню 
риска. Побочный продукт птицеводства вне зависимости от срока компостирования характеризуется 
средним уровнем экологического риска (PERI = 162.3–211.8±0.4). Дисперсионный анализ показал слож-
ную зависимость между содержанием тяжелых металлов, сроком компостирования и уровнем экологи-
ческого риска побочных продуктов хозяйств Пермского края. 

Показано, что длительное интенсивное внесение органических удобрений способно приводить к зна-
чительному накоплению меди и цинка в почве, особенно на сельскохозяйственных угодьях вблизи райо-
нов интенсивного животноводства [Duan, Feng, 2021; Liu et al., 2014]. Несмотря на то, что эти элементы 
относятся к числу необходимых микроэлементов, их чрезмерное накопление может негативно повлиять 
на структуру почвенного микробного сообщества, ферментативную активность и рост сельскохозяй-
ственных культур. Кроме того, Cu и Zn способны мигрировать по пищевым цепям, представляя потенци-
альную угрозу для стабильности экосистем и здоровья человека. Следовательно, наряду с приоритетным 
контролем за кадмием, медь и цинк должны быть включены в системы долгосрочного мониторинга и 
оценки экологических рисков, что требует внедрения комплексных стратегий, направленных на одно-
временный контроль нескольких металлов. Для прогнозирования долгосрочных сценариев экологическо-
го риска необходимо учитывать агротехнические факторы (частоту и объемы внесения удобрений, плот-
ность поголовья, структуру севооборота), а также региональные особенности, такие как климатические 
условия и свойства почв. Например, в районах с кислыми почвами может наблюдаться дополнительное 
увеличение подвижности и биодоступности тяжелых металлов, что способно усугублять экологические 
риски [Pan et al., 2024]. 

Заключение 

Органические удобрения, получаемые из отходов агропромышленного комплекса, являются важным 
источником питательных элементов для растений, однако, наряду с другими загрязнителями, они могут 
содержать факторы химического загрязнения окружающей среды, что определяет их качество и потен-
циальное воздействие на экосистемы. В настоящем исследовании впервые проведена оценка возможных 
экологических рисков побочных продуктов животноводческих и птицеводческого комплексов Пермско-
го края (Россия). Установлено, что исследованные образцы содержат значительное количество щелочных 
и щелочноземельных металлов, а также в них присутствуют тяжелые металлы. Поскольку нормативы 
содержания большей части тяжелых металлов установлены непосредственно для сельскохозяйственных 
почв, а не для самих органических удобрений, оценить безопасность исследованных образцов путем 
прямого сравнения с ПДК (за исключением четырех металлов) не представляется возможным Расчет по-
казателей потенциального экологического риска позволил установить, что применение куриного помета, 
вне зависимости от срока компостирования, несет средний уровень экологического риска, тогда как по-
бочный продукт животноводческих производств характеризуется низким уровнем экологического риска. 
Таким образом, удобрения, полученные на основе отходов животноводства, могут рассматриваться как 
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предпочтительные для безопасного использования в сельском хозяйстве региона. Результаты исследова-
ния предоставляют основу для контроля загрязнения почвы сельскохозяйственных угодий тяжелыми 
металлами, выявления источников загрязнения и разработки комплекса природоохранных мероприятий. 
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Аннотация. Заживление ран кожного покрова представляет собой каскад сложных биологических 
процессов, обеспечивающих восстановление тканей, одним из ключевых звеньев которого является по-
ляризация макрофагов, регулирующая переход от воспалительного к противовоспалительному состоя-
нию. Нарушения этого процесса приводят к хроническому воспалению, фиброзу и затягиванию восста-
новления тканей. Современные исследования, направленные на коррекцию микроокружения в раневом 
ложе посредством иммуномодуляции, сосредоточены на использовании цитокинов и факторов роста, 
таких как IL-4, IL-10, PDGF, VEGF, IGF-1, FGF-10 и др., для модуляции активности макрофагов. Все эти 
биомолекулы, включенные в наноматериалы и системы доставки, способствуют ускорению заживления, 
снижению рубцевания и регулированию воспаления. В онкологии и воспалительных заболеваниях также 
изучается возможность переключения макрофагов между М1/М2 фенотипами для достижения терапев-
тических целей. Эффективность таких подходов повышается за счет использования современных носи-
телей, обеспечивающих целевую доставку и регуляцию высвобождения цитокинов. В данной работе рас-
сматриваются современные достижения применения цитокинов и факторов роста включенных в различ-
ные системы для модуляции макрофагов и их фенотипов, и использования их для разработки персонали-
зированных и эффективных методов лечения как различных патологий, так и в особенности поврежде-
ний кожного покрова. 
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Abstract. Skin wound healing is a cascade of complex biological processes that ensure tissue repair, one of the 
key mechanisms being macrophage polarization, which regulates the transition from a pro‑inflammatory to an an-
ti‑inflammatory state. Disruptions in this process lead to chronic inflammation, fibrosis, and delayed tissue recov-
ery. Current research aimed at modifying the wound bed microenvironment through immunomodulation focuses on 
the use of cytokines and growth factors such as IL‑4, IL‑10, PDGF, VEGF, IGF‑1, FGF‑10, and others to modulate 
macrophage activity. All these biomolecules, when incorporated into nanomaterials and delivery systems, help ac-
celerate healing, reduce scarring, and regulate inflammation. In oncology and inflammatory diseases, the possibility 
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of switching macrophages between M1 and M2 phenotypes is also being studied to achieve therapeutic goals. 
The effectiveness of such approaches is enhanced by the use of modern carriers that ensure targeted delivery and 
controlled release of cytokines. This work reviews recent advances in the application of cytokines and growth fac-
tors incorporated into various systems to modulate macrophages and their phenotypes, as well as their use in devel-
oping personalized and effective treatments for various pathologies, particularly skin injuries. 

Keywords: cytokines, immunomodulation, immune cells, macrophage activation 
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Введение 

Процесс заживления представляет собой многофакторный и строго регулируемый биологический ме-

ханизм, в основе которого лежит последовательная смена этапов гемостаза, воспаления и пролиферации 

[Deng et al., 2024]. При этом механизм восстановления поврежденных тканей представляет себой слож-

ные взаимодействия между иммунными и неиммунными клетками, компонентами внеклеточного мат-

рикса (ВКМ), а также множеством растворимых медиаторов, таких как цитокины, хемокины и факторы 

роста, формирующие общую сеть, которая играет ключевое значение в регуляции этапов заживления 

[Tottoli, 2020; Piipponen, Li, Landén, 2020]. В результате нарушения этого механизма затягивается восста-

новление тканей и повышается риск развития осложнений и инфицирования ран [El Ayad, Jay, Prasai, 

2020; Raziyeva et al, 2021].  

Среди процессов, обеспечивающих динамичное и поэтапное заживление, особое значение имеет по-

ляризация макрофагов – ключевой механизм регуляции микроокружения в раневом ложе. Поляризация 

макрофагов обеспечивает своевременную смену их фенотипов с провоспалительного на противовоспа-

лительный после устранения патогенов и апоптотических клеток на ранних этапах, что предотвращает 

избыточное воспаление, способствует завершению процессов очищения раны, а также стимулирует про-

лиферацию клеток и васкуляризацию для эффективного и полноценного заживления. При этом в случае 

гиперактивации макрофагов при их дисбалансе или нарушении поляризации происходит сбой регуляции 

раневого микроокружения, провоцируя хроническое воспаление, повреждение тканей, фиброз и аутоим-

мунные расстройства [Luo et al., 2024].  

Для корректировки чрезмерного воспаления применяют иммуномодулирующие препараты, которые 

посредством воздействия на иммунокомпетентные клетки нормализуют иммунный ответ, регулируют 

выработку цитокинов и восстанавливают баланс цитокинов, тем самым снижая хроническое воспаление 

и способствуя восстановлению тканевого гомеостаза [Быкова и др., 2023; Нестерова, Халтурина, 2024]. 

В качестве перспективных агентов для коррекции баланса макрофагов рассматривается применение ци-

токинов благодаря их иммуномодулирующим свойствам. Они посредством модуляции сигнальных пу-

тей, регуляции транскрипционных факторов (NF‑κB, STAT1/STAT6) и координации межклеточных вза-

имодействий способны направлять дифференцировку макрофагов в провоспалительный или противовос-

палительный фенотип [Федоров и др., 2022]. Более подробная схема поляризации фенотипов макрофагов 

изображена на рисунке. 

Дисрегуляция поляризации макрофагов как ключевой фактор хронизации процесса репарации 

Макрофаги являются одними из ключевых клеток врожденного иммунитета, обеспечивая при этом 

распознавание и уничтожение патогенных агентов и участвуя в поддержании гомеостаза [Barman, Koh, 

2020]. Особенность этих клеток состоит в их пластичности, в способности к динамической смене своих 

фенотипов в зависимости от сигналов микроокружения: при преобладании липополисахарида (ЛПС) или 

гамма-интерферона (IFN-γ) происходит дифференцировка в провоспалительный фенотип (М1), тогда как 

в случае высокого уровня противовоспалительных цитокинов, например, интерлейкина-4 (IL-4), интер-

лейкина-10 (IL-10), макрофаги приобретают противовоспалительный фенотип (М2). 

Поляризованные макрофаги М1-фенотипа стимулируют воспаление благодаря повышенной экспрес-

сии воспалительных факторов: цитокинов и факторов роста (интерлейкин-1 (IL-1), интерлейкин-6 (IL-6), 

интерлейкин-12 (IL-12), фактор некроза опухоли-α (TNF-α)), активные формы кислорода (АФК) и инду-

цибельная синтаза оксида азота (iNOS)), хемокины (моноцитарный хемотаксический белок 1 (MCP-

1/CCL2), макрофагальный воспалительный белок 2 (MIP-2/CCL4)) и ферменты (циклооксигеназа 

2 (ЦОГ-2)) [Delprat et al., 2020; Ross, Devitt, Johnson, 2021; Yu et al., 2022; Xiaoye et al., 2024]. Помимо 

этого, макрофаги, преимущественно поляризованные в М1-фенотип, осуществляют антигенпрезентиру-

ющую функцию, что играет существенную роль в инициации адаптивного иммунного ответа. Данные 

клетки реализуют комплексный процесс захвата, процессинга и презентации антигенов посредством мо-

лекул главного комплекса гистосовместимости II класса (MHC II), локализованных на клеточной по-
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верхности. Костимуляторные молекулы CD40, CD80 и CD86, экспрессируемые на поверхности макро-

фагов, обеспечивают эффективное взаимодействие с Т-лимфоцитами в ходе реализации антигенпрезен-

тирующей функции. 

 

Общая схема поляризации макрофагов, проиллюстрированная согласно последним представлениям 

о классификации макрофагов (по Z. H. U. Xiaoye и соавт., а также Y. Yu и соавт. 

[Yu et al., 2022; Xiaoye et al., 2024]) 

[General scheme of macrophage polarization (according to Xiaoye Z. H. U. and colleagues; Yu Y. and 

colleagues); [Yu et al., 2022; Xiaoye et al., 2024]]] 

CD40, представляющий собой трансмембранный гликопротеин I типа, экспрессируется на поверхности 
антигенпрезентирующих клеток, включая макрофаги. Его активация стимулирует продукцию медиаторов 
воспаления, в частности АФК и IL-12, что определяет направленность поляризации макрофагов в сторону 
M1-фенотипа [Zhang et al., 2025; Chen et al., 2025]. Рецепторы CD80 и CD86 являются костимулирующими 
молекулами и совместно с главным комплексом гистосовместимости MHC II обеспечивают презентацию 
антигена и взаимодействие макрофагов с Т-лимфоцитами. Последнее способствует продуктивному взаимо-
действию с Т-клетками, особенно с Т-хелперами 1 типа (Th1), что существенно усиливает иммунный ответ 
против внутриклеточных патогенов, включая вирусы и облигатные бактерии [Chen et al., 2022; Aktay-Cetin 
et al., 2025].  

В то же время поляризация макрофагов в сторону М2-фенотипа происходит под действием ответа Т-
хелперов 2 типа (Th2) в виде увеличения концентрации таких цитокинов, как IL-4, интерлейкин-13 (IL-13), 
а также колониестимулирующего фактора макрофагов (M-CSF). Макрофаги M2-фенотипа характеризуются 
высокой секрецией аргиназы-1 (Arg-1), которая катализирует превращение L-аргинина в орнитин и моче-
вину. Данный процесс ингибирует синтез оксида азота (NO), поскольку конкуренция за L-аргинин подав-
ляет активность индуцируемой NO-синтазы (iNOS) [Ishida, 2023; Walvekar, 2025].  

CD163 и CD206 представляют собой ключевые маркеры, характеризующие M2-фенотип макрофагов. 
Данные рецепторы, известные как «рецепторы-мусорщики», участвуют в распознавании и связывании раз-
нообразных лигандов, а также играют важную роль в элиминации патогенов, онкогенных и поврежденных 
клеток. Главной задачей рецептора CD163 при гемолизе является обеспечение устранения комплексов ге-
моглобин-гаптоглобин, а также распознавание бактериальных агентов. Его экспрессия увеличивается при 
повышении уровня IL-10, тогда как IL-4 и IL-13 стимулируют повышение экспрессии CD206 – рецептора 
маннозы 1 С-типа, способного связывать и обнаруживать широкий спектр лигандов, таких как гормоны, 
коллаген, манноза, CpG-сигнатуры, аллергены и метаболиты микроорганизмов. Известно, что и CD206, 
и CD163 принимают участие в эндоцитозе, перемещаясь между эндосомами и клеточной поверхностью 
[Nielsen et al., 2020]. Кроме этого, они способствуют фагоцитозу и удалению поврежденных клеток, а также 
секреции противовоспалительных цитокинов и факторов роста, за счет чего осуществляется участие мак-
рофагов М2-фенотипа в процессах регенерации тканей и иммунный гомеостаз [Scopelliti et al., 2021]. 

В свою очередь макрофаги М2-фенотипа разделяют на разные подтипы (М2а, М2b, M2c, M2d) в зави-
симости от преобладания различных иммунных медиаторов. Так, повышенный уровень IL-4 и IL-13 приво-
дит к формированию макрофагов М2а, основное предназначение которых – участие в фагоцитозе апопти-
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ческих клеток, в аллергических реакциях, инициировании ремоделирования поврежденных тканей и в им-
мунном ответе Th2-клеток [Zhang, Sioud, 2023; Jinno et al., 2024; Xin et al., 2025]. 

В роли регуляторных макрофагов выступают макрофаги М2b-подтипа, активация которых реализуется 
посредством комбинации иммунокомплексов с лигандами IL-1βRa/TLR. Данные клетки секретируют как 
провоспалительные цитокины (IL-6, IL-1β и TNF-α), так и противовоспалительные цитокины (фактор роста 
эндотелия сосудов (VEGF), IL-4, IL-10), осуществляя поддержание равновесия в иммунных и воспалитель-
ных реакциях [Singer et al., 2024; Kulakova et al., 2024]. Макрофаги М2с-подтипа, известные также как аль-
тернативно активированные / деактивированные макрофаги, занимают ключевое место в поддержании тка-
невого гомеостаза и разрешении воспалительных реакций. Их подтип характеризуется высокой экспресси-
ей ряда поверхностных рецепторов – CD14, CD169, CD163 и CD206, которые не только служат диагности-
ческими маркерами данного подтипа, но и активно участвуют в реализации его биологических функций. 
Дифференцировка макрофагов в М2с происходит под воздействием повышенных уровней глюкокортикои-
дов и IL-10. Приобретая противовоспалительные свойства, эти клетки начинают секретировать трансфор-
мирующий фактор роста‑β (TGF-β), который эффективно нейтрализует провоспалительную активность 
макрофагов М1‑фенотипа, тем самым сдерживая избыточный воспалительный ответ [Oates et al., 2022; Lee 
et al., 2025; Shen, Chen, 2025].  

Макрофаги М2d, называемые также макрофагами, ассоциированными с опухолью (tumor associated 
macrophages, TAM), участвуют в процессах ангиогенеза, метастазирования, иммуносупрессии и формиро-
вания опухолей. Активация TAM происходит под совокупным действием ряда факторов: высокого уровня 
цитокинов IL-10, TGF-β и VEGF, взаимодействия с лигандами Toll‑подобных рецепторов (TLR), а также 
связывания с поверхностным рецептором макрофагов М1‑фенотипа аденозином 2‑го типа (A2AR). Особую 
значимость приобретает гипоксия, выражаемая как пониженное содержание кислорода в микроокружении 
опухоли, которое усиливает проопухолевую активность TAM [Gu et al., 2022; Mamilos et al., 2023; Kim et 
al., 2024]. 

Ключевой патологической особенностью длительно незаживающих или хронических ран является 
нарушение скоординированной смены фаз раневого процесса, наблюдается чрезмерное воспаление, преоб-
ладание провоспалительных цитокинов, протеаз, наряду с ингибированием процессов ангиогенеза и реэпи-
телизации [Kathawala et al., 2019].  

При хроническом воспалении наблюдается два ключевых патологических процесса, связанных с мак-
рофагами. Первый патологический процесс характеризуется дисбалансом фенотипов макрофагов с преоб-
ладанием М1-фенотипа, что приводит к избыточной секреции провоспалительных медиаторов, включая 
АФК, металлопротеиназы (ММП-1, ММП-2, ММП-9) и цитокины (TNF-α, IL-1β, IL-6) при одновременном 
снижении уровня их ингибиторов. Вторым процессом является нарушение клеточной кооперации: проис-
ходит сбой и утрата взаимодействия между макрофагами и неиммунными клетками (фибробластами, эпи-
телиоцитами, резидентными стволовыми клетками). При этом в ходе длительного воспаления у макрофагов 
наблюдается снижение их фагоцитарной активности, эффективности устранения чужеродных агентов и 
апоптотических клеток, повышается секреция провоспалительных цитокинов для привлечения большего 
количества макрофагов и их стимуляции перехода в М1-фенотип [Aitcheson et al., 2021; Zeng, Liu, 2021; 
Rehak et al.; 2022; Luchian et al., 2022]. 

Результаты 

Современные подходы к использованию лекарственных средств для эффективного заживления, 
в особенности при хроническом воспалении, включают стратегию модуляции иммунного ответа в мик-
роокружении раны, стимуляции противовоспалительного звена иммунитета для предотвращения хрони-
ческого воспаления, а также стабилизации соотношения макрофагов и их функционального состояния 
[Torregrossa et al., 2021; Sharifiaghdam et al., 2022]. Методы регуляции фенотипа макрофагов в хрониче-
ских ранах характеризуются широким разнообразием, включая применение различных цитокинов, вклю-
ченных в наноматериалы и биоинженерные конструкции [Joorabloo, Liu, 2022; Mao et al., 2022; He et al., 
2023]. Ниже, в таблице, представлен обзор современных экспериментальных исследований, посвящен-
ных использованию цитокинов для модуляции соотношения М1/М2 фенотипов макрофагов. 

Регуляция M1/M2-поляризации макрофагов цитокинами 

[Cytokine-mediated regulation of M1/M2 macrophage polarization] 

Цитокин 
Поляризация 
макрофагов 

Линия клеток/животные Маркеры модуляции Ссылка 

IL-4 М2-фенотип  
Макрофаги костного мозга мыши 

линии C57BL/6  

↑ экспрессия CD206; 
↓ экспрессия CD86; 

↑ уровень IL-10 

Tian et 

al., 2021 

IL-4, IFN-γ М2-фенотип  
Макрофаги мыши линии RAW 

264.7 

↓ уровень IL-6 и TNF-α; 
↑ уровень Arg-1 и IL-10; 

изменение морфологии типич-
ной для М2-фенотипа 

Gao et 

al., 2018 
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Окончание таблицы 

Цитокин 
Поляризация 

макрофагов 
Линия клеток/животные Маркеры модуляции Ссылка 

IL-4 М2-фенотип  
Мононуклеарные клетки перифе-
рической крови (МКПК); Макро-
фаги линии KG-1 и линии J774A 

↓ уровень TNF-α, iNOS; 
↑ уровень Arg-1 и IL-10; 
↑ количество рецепторов 

CD206, CD163 

Shahbazi 

et al., 

2018 

IL-10, 

PDGF, 

VEGF 

М2-фенотип  
Макрофаги мыши линии 

RAW264.7, клетки HUVEC 

↓ уровень TNF-α, IL-6 и MCP-1; 
 ↑ экспрессия генов JAK11, 

STAT32 сигнального пути JAK1,  
↓ ингибирование сигнального 

пути NF-κB; 
 ↓ экспрессия генов VCAM-13, 

ICAM-14 и COX-25 

Kuan et 

al., 2025 

IGF-1C М2-фенотип  

Перитонеальные макрофаги мы-

шей линии BALB/c/peritoneal mac-

rophages from BALB/c mice 

↓ активность миелопероксидазы; 
↑ секреция простагландина E2 

(PGE2); 
↑ уровень CD206 и IL-10; 

↑ количества CD206+ клеток и  
↓ количества iNOS+ клеток 

Cao et 

al., 2020 

IFN-γ 

Реполяризация 

макрофагов с 

М2-фенотипа в 

М1-фенотип 

Макрофаги линии THP-1 
↑ уровень iNOS, TNF-α; 

↑ количества CD80+клеток; 
↓ количества CD206+клеток 

Chen et 

al., 2025 

FGF-10 М2-фенотип  

Макрофаги линии F4/80+Ly6G 

↑ CD206- iNOS+ ; 
↓ CD206 + iNOS- ; 

↑ экспрессия генов-медиаторов 
M2 (Arg-1, TGF-β, YM1/CLP, 

IL-10, CD163, CD206); 
↓ экспрессия NOS2 

Feng et 

al., 2025 

Мыши линии C57BL/6 
↓ уровень MIP-2 и секреция IL-

1β, IL-6 и TNF-α; 
↑ общего количества макрофагов 

IL-25 

 (IL-17E) 
М2-фенотип  Моноциты линии THP-1 

↓ уровень TNF-α, IL-1β; 
↑ уровень Arg-1 и CD206; 

↑ сигнального пути 
PI3K/Akt/mTOR 

Li et al,, 

2022 

IL-36α 
М1-фенотип  

 

Клетки линии B16-vec; 

Макрофаги костного мозга линии 

мышей C57BL/6 

↓ экспрессия ARG-1, Ym-1, IL-
10 и IL-1R; 

↑ экспрессия IL-1β, IL-6, IL-12, 
TNF-α и iNOS, NAP-3/ CXCL1, 

MIP2-α; 
↓ сигнального пути 

JAK1/STAT6 (↓ уровень фос-
фолирования JAK1, STAT6) 

Lou et 

al., 2023 

Мыши C57BL/6 

↑ выживаемость мышей при ↑ 
экспрессии IL-36α; 

сверхэкспрессия IL-36α ↑ ин-
фильтрацию макрофагами 

MHC IIhigh; 
↓ количество CD8+ клеток, Т-

регуляторных клеток 

IL-12 М1-фенотип  
Макрофаги RAW264.7 мыши, мо-

ноциты лейкоцитарной пленки 

↑ уровень IFN-γ и уровень NO; 
↑ уровень CD86, IL-10; 

↓ уровень CD163 

Silveira 

et al., 

2025 

Примечание: IL-4 – интерлейкин-4; CCL22 – хемокин 22 мотива C-C; BMSC – стволовые клетки костного мозга; 

CD206 – маннозный рецептор C 1-го типа; CD86 – костимулирующая молекула, антигенпрезентирующих клеток; IL-

10 – интерлейкин-10; Col II – коллаген II типа; IL-6 – интерлейкин – 6; TNF-α – фактор некроза опухоли-α; Arg-1 – 

аргиназа-1; iNOS – индуцибельная синтаза оксида азота; CD163 – рецептор-мусорщик специфичный для 

макрофагов; TLR1 – толл-подобный рецептор 1; TLR8 – толл-подобный рецептор 8; TGF-β1 – трансформирующий 

фактор роста-β1; Col I – коллаген I типа; Col III – коллаген III типа; α-SMA – гладкомышечный α-актин; MMP1 – 

матриксная металлопротеиназа-1; ERK1 (MAPK3) – белок, участвующий в сигнальном пути MAPK; ERK2 – белок-

киназа семейства митоген-активируемых протеинов (MAPK); Akt – протеинкиназа B; MCP-1/CCL2 – моноцитарный 

хемотаксический белок 1; JAK1 – ген, кодирующий тирозинкиназу человека; STAT3 – сигнальный белок и активатор 

транскрипции из семейства белков STAT; VCAM-1 – ген, кодирующий белок VCAM-1; ICAM-1 – ген, кодирующий 

молекулу клеточной адгезии; COX-2 – ген, кодирующий циклооксигеназу-2; VEGF – фактор роста эндотелия сосу-

дов; CD80 – мембранный белок B7, тип I; NOS2 – синтаза оксида азота 2, хитиназоподобный белок 3, YM1/CLP – 

специфичный для грызунов хитиназоподобный белок; IL-1R – рецептор интерлейкина IL-1; IL-12 – интерлейкин-12; 

NAP-3/CXCL1 – нейтрофил-активирующий белок 3; MIP2-α/CXCL2 – макрофагальный воспалительный белок 2-α; 

MIP2b/CXCL3 – макрофагальный воспалительный белок-2-β; IL-36α – интерлейкин-36α (изоформа IL-36); 

MIG/CXCL9 – хемоаттрактант Т-клеток; (IP-10/CXCL10) – интерферон-γ-индуцированный белок 10; CCL17 – хе-

мокиновый лиганд 17; NO – оксид азота. 
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Экспериментальные работы, посвященные методам иммунорегуляции иммунокомпетентных клеток, 

а именно макрофагов, при лечении различных патологий, представляют собой важный и перспективный 

подход в современной медицине. Для направленной модуляции поляризации макрофагов в сторону М2-

фенотипа применяют как противовоспалительные интерлейкины IL-4 и IL-10 [Gao et al., 2018; Shahbazi et 

al., 2018; Cao et al., 2020; Tian et al., 2021; Mao et al., 2022; Kuan et al., 2025], так и различные факторы 

роста, например, фактор роста тромбоцитов (PDGF), инсулиноподобный фактор роста-1 (IGF-1), фактор 

роста фибробластов-10 (FGF-10), включенные в различные биоматериалы или системы доставки для по-

вышения эффективности их иммуномодуляции [Cao et al., 2020; Lou et al., 2023; Feng et al., 2025]. 

Воздействие IL‑4 на макрофаги различных линий индуцирует их поляризацию в М2‑фенотип, что 

проявляется в росте экспрессии IL‑10 и Arg‑1 при одновременном подавлении маркеров М1‑фенотипа, 

что делает его перспективным агентом для терапии, направленной на заживление тканей и коррекцию 

макрофагального дисбаланса [Gao et al., 2018; Shahbazi et al., 2018; Tian et al., 2021]. Комбинация IL‑10, 

PDGF и VEGF оказывает синергический иммуномодулирующий эффект, превосходящий действие каж-

дого фактора в отдельности. Она эффективно подавляет провоспалительный ответ (снижает уровни 

TNF‑α, IL‑6 и MCP‑1/CCL2) и одновременно активирует прорегенеративные механизмы посредством 

индукции экспрессии генов JAK1 и STAT3, что стимулирует передачу сигналов через путь JAK1/STAT3 

– ключевой регулятор М2‑поляризации. Этот комплексный эффект делает указанную комбинацию пер-

спективной для терапии состояний, требующих оптимизации заживления ран, минимизации фиброза, 

разрешения хронического воспаления или стимуляции ангиогенеза в ишемизированных тканях [Cao et 

al., 2020]. Поляризация перитонеальных макрофагов мышей линии BALB/c в сторону М2‑фенотипа 

с помощью IGF‑1C демонстрировала снижение активности миелопероксидазы, усиления секреции про-

стагландина E₂ (PGE₂), что может быть использовано в качестве перспективного метода для стимуляции 

репаративных процессов и подавления хронического воспаления в клинических условиях [Chen et al., 

2025].  

Модуляция макрофагов играет существенную роль в развитии неопластических процессов, что обу-

словлено увеличением популяции М1-макрофагов и одновременным подавлением М2-макрофагов. Так, 

например, IFN-γ, добавленный в экзосомы, способствует эффективной реполяризации фенотипов макро-

фагов линии THP-1 из М2-фенотипа в М1-фенотип. При сравнении с действием свободного IFN-γ дан-

ный механизм приводит к более значительному повышению уровней iNOS и TNF-α, увеличению доли 

CD80⁺-клеток и снижению количества CD206⁺-клеток [Feng et al., 2025]. 

Применение цитокинов IL‑36α и IL-12 демонстрирует поляризацию макрофагов в сторону 

М1‑фенотипа. Под действием IL‑36α снижается экспрессия маркеров М2‑фенотипа (ARG‑1, Ym‑1, IL‑10, 

IL‑1R) и одновременно возрастает продукция провоспалительных медиаторов (IL‑1β, IL‑6, IL‑12, TNF‑α, 

iNOS), а также хемокинов (CXCL1, CXCL2, CXCL3). В то же время IL‑12 индуцирует поляризацию мак-

рофагов в сторону М1-фенотипа благодаря повышению секреции IFN‑γ, что выражается в повышении 

количества оксида азота, снижении уровня IL‑10. Смещение соотношения между рецепторами 

CD86/CD163 в сторону CD86 также демонстрирует преобладание провоспалительного профиля макро-

фагов, что может быть использовано в стратегиях иммунотерапии, нацеленных на активацию противо-

опухолевого иммунитета [Li et al., 2022; Lou et al., 2023; Silveira et al., 2025]. 

Заключение 

Цитокины представляют собой высокоэффективный инструмент для модуляции иммунокомпетент-

ных клеток, в частности макрофагов. Их действие характеризуется двойной направленностью, т. к. с од-

ной стороны, они способствуют снижению воспалительных процессов и ускорению регенерации тканей, 

а с другой – активируют провоспалительные механизмы для борьбы с опухолевыми образованиями и 

инфекционными агентами. Особую значимость цитокины и факторы роста приобретают благодаря спо-

собности точно регулировать баланс между про- и противовоспалительными сигналами. Они контроли-

руют экспрессию ключевых маркеров активации (CD86, CD163, iNOS), модулируют важнейшие сиг-

нальные пути (JAK/STAT, NF-κB), определяющие функциональное состояние макрофагов, а также коор-

динируют взаимодействие между различными клеточными популяциями в зоне повреждения или опухо-

левого роста. При этом эффективность терапевтического воздействия напрямую зависит от возможности 

целенаправленного влияния на конкретные клетки-мишени. Так, современные системы доставки, вклю-

чающие наночастицы и гидрогели, значительно повышают точность и продолжительность воздействия. 

Однако определяющим фактором успеха терапии остается биологическая активность самих цитокинов и 

факторов роста. Понимание механизмов их действия открывает путь к принципиально новым методам 

лечения, что может позволить персонализировать терапию с учетом индивидуальных особенностей па-

циента, повысить эффективность иммуномодуляции при минимальных побочных эффектах, а также со-

здаст возможность формировать заданное микроокружение тканей для оптимизации процессов регене-

рации, усиления противоинфекционной защиты и активации противоопухолевого иммунного ответа. 
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Биологический потенциал цитокинов определяет перспективы современной иммунотерапии и задает 

вектор развития медицины. Целенаправленная модуляция иммунных реакций с помощью цитокинов и их 

комбинаций открывает возможности для лечения хронических воспалительных заболеваний, онкологи-

ческих патологий и иммунодефицитных состояний. Дальнейшее изучение сигнальных путей и регуля-

торных сетей, в которых участвуют цитокины, позволит создавать более безопасные и эффективные те-

рапевтические стратегии, способные кардинально улучшить прогноз для пациентов с трудноизлечимы-

ми, хроническими ранами. 
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Аннотация. Экстракорпоральное оплодотворение (ЭКО) ― один из методов вспомогательных репро-

дуктивных технологий, используемый для лечения бесплодия. Успех ЭКО зависит от множества факторов, 

однако в последнее время все больше внимания уделяется роли иммунной системы. В клинической практи-

ке для модуляции иммунного ответа иногда применяются малые дозы глюкокортикоида дексаметазона, 

однако данные о его прямом влиянии на эмбрион и репродуктивный потенциал ограничены. Понимание 

возможных рисков применения дексаметазона в программах ЭКО требует проведения доклинических ис-

следований, которые были выполнены с использованием модели лабораторных животных. Для создания 

биологической модели использовали крыс Wistar обоего пола. Индукции иммуносупрессии добивались 

путем внутрибрюшинного введения дексаметазона («Эллара», Россия) самкам крыс в течение 3 дней. Всем 

животным в контрольной и экспериментальной группах проводили гормональную стимуляцию препарата-

ми «Фоллимаг» и «Гонадотропин хорионический». До и на 4 день после введения дексаметазона брали 

биологический материал из влагалища и кишечника животных. Полученные данные продемонстрировали, 

что на фоне состояния иммуносупрессии не было выявлено статистически значимых изменений количества 

большей части выделенных микроорганизмов. Иммунный статус крыс оценивали по уровню содержания 

в периферической крови относительного и абсолютного количества лимфоцитов, а также по фагоцитарно-

му индексу нейтрофилов. В результате при введении животным обоснованной дозы дексаметазона отмеча-

ли снижение абсолютного количества Т-лимфоцитов за счет Т-лимфоцитов хелперов, а также фагоцитар-

ного индекса. Анализ потенциального исхода ЭКО осуществляли по оценке овариального резерва и репро-

дуктивной способности животных. Выявлено, что введение дексаметазона не оказывает существенного 

влияния на количественные характеристики ооцитов, но имеются существенные морфологические анома-

лии клеток. Оценка репродуктивного потенциала самок крыс с иммуносупрессией путем спаривания с сам-

цами продемонстрировала снижение количества потомства в 1.5 раза по сравнению с контрольными жи-

вотными. Полученные данные свидетельствуют о том, что низкие дозы дексаметазона могут оказывать 

прямое эмбриотоксическое действие, не связанное исключительно с иммуноспрессией, что проявляется 

в нарушении морфологии половых клеток и снижении репродуктивного потенциала. Результаты исследо-

вания подчеркивают необходимость мониторинга иммунологических показателей, контроля состояния 

микробиоты репродуктивного тракта, обоснованного применения глюкокортикоидов в клинических прото-

колах ЭКО а также необходимость проведения дальнейших доклинических исследований для оценки рис-

ков эмбриотоксического действия препарата на ооциты. 
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Abstract. In vitro fertilization (IVF) is one of the assisted reproductive technologies (ARTs) used to treat infer-
tility. One in six couples worldwide experiences infertility, which leads to an increased utilization of assisted repro-
ductive technologies. While the success of IVF depends on numerous factors, increasing attention has recently been 
focused on the role of the immune system. On the one hand, a certain level of immunosuppression is required for 
successful implantation, on the other hand, excessive immunosuppression may increase susceptibility to infections 
and inflammation, as well as the proliferation of opportunistic pathogens, which adversely affect embryo implanta-
tion and pregnancy progression. In clinical practice, low doses of the glucocorticoid dexamethasone are sometimes 
used to modulate the immune response; however, data regarding its direct effect on the embryo and reproductive 
potential are limited. Understanding the potential risks of dexamethasone use in IVF programs requires preclinical 
studies. The aim of this work was to evaluate the effect of low-dose dexamethasone on the reproductive tract mi-
crobiota and oocyte morphological characteristics using a laboratory animal model, and to correlate these changes 
with the dynamics of immunological parameters to assess the safety of drug utilization in IVF programs. Wistar rats 
of both sexes were used to create the biological model. Immunosuppression was induced via intraperitoneal admin-
istration of dexamethasone (Ellara, Russia) to female rats for three consecutive days. All animals in both the control 
and experimental groups underwent hormonal stimulation with Follimag and human chorionic gonadotropin (hCG) 
concurrently with dexamethasone administration. Biological samples were collected from the vagina and gut of the 
animals before and on the fourth day after dexamethasone administration. The obtained data demonstrated that 
against the background of immunosuppression, no statistically significant changes were detected in the abundance 
of most isolated microorganisms (Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterococcus spp., Staphylococcus 
spp., Streptococcus spp., Morganella morganii, Escherichia coli). The immune status of rats was assessed based on 
the relative and absolute lymphocyte counts in peripheral blood, as well as the phagocytic index of peripheral blood 
neutrophils. Consequently, the administration of a reasonable dose of dexamethasone to the animals resulted in a 
decrease in the absolute T-lymphocyte count, driven by a reduction in T-helper lymphocytes, as well as a decline in 
the phagocytic index. The potential outcome of in vitro fertilization in Wistar rats following dexamethasone admin-
istration was assessed based on ovarian reserve and reproductive capacity. The results showed that while admin-
istration of dexamethasone did not significantly affect oocyte quantitative characteristics, prominent morphological 
abnormalities were observed in these cells. Evaluation of the reproductive capacity of immunosuppressed female 
rats through mating with males demonstrated a 1.5-fold decrease in the number of offspring compared to animals 
without immunosuppression. The findings suggest that low-dose dexamethasone may exert a direct embryotoxic 
effect that is not mediated solely by immunosuppression, as manifested by impaired germ cell morphology and 
reduced reproductive capacity.  The results of the study underscore the need for monitoring immunological parame-
ters, controlling the reproductive tract microbiota, and substantiating the use of glucocorticoids in clinical IVF pro-
tocols, as well as the necessity for further preclinical studies to assess the risks of the drug's embryotoxic effect on 
oocytes. 

Keywords: infertility, dexamethasone, immunosuppression, microbiome, indicators of cellular immunity, ovari-
an reserve, reproductive potential, reproductive capacity, embryotoxic effect 
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Введение 

Экстракорпоральное оплодотворение (ЭКО) – широко распространенный метод лечения бесплодия. 

Успех ЭКО зависит от множества факторов, включая возраст женщины, качество эмбрионов и состояние 

эндометрия. В последнее время все больше внимания уделяется роли иммунной системы в имплантации 

и развитии беременности после ЭКО [Andreescu et al., 2023; Ma, Gao, Li, 2023].  

Иммунный статус бесплодных женщин характеризуется вторичным Т-иммунодефицитом и значи-

тельной активацией как В-лимфоцитов, так и клеточных эффекторов врожденного иммунитета (перифе-
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рических NK-клеток (CD16+) и нейтрофилов крови) [Амян и др., 2017; Михалева и др., 2022; Трунова, 

Гюльмамедова, 2024]. 

Для коррекции этих нарушений и подавления нежелательных иммунных реакций в клинической практике 

многих стран широко применяются малые дозы глюкокортикоидов. Так, использование дексаметазона при 

индукции овуляции в программах ЭКО направлено на усиление ответа яичников на экзогенные гонадотропи-

ны, что позволяет снизить частоту отмены циклов и улучшить исходы у пациенток с синдромом поликистоз-

ных яичников [Alizadeh et al., 2025]. Существуют данные о том, что назначение глюкокортикоидов в период 

переноса криоконсервированнных эмбрионов может способствовать повышению частоты наступления бере-

менности за счет создания благоприятного иммунного фона [Wang et al., 2021]. 

Однако, несмотря на активное клиническое применение, вопрос биологической безопасности таких 

схем остается открытым. Глюкокортикоидные гормоны обладают способностью проникать через биоло-

гические барьеры и на уровне транскрипции влиять на экспрессию генов не только в клетках иммунной 

системы, но и во многих других типах клеток, включая ооциты и клетки развивающегося эмбриона. Су-

ществует риск того, что даже низкие концентрации дексаметазона могут оказывать прямое эмбриотокси-

ческое действие, провоцируя морфологические аномалии развития, которые в дальнейшем способны 

привести к врожденным дефектам плода. 

Оценка влияния иммуносупрессии на исход ЭКО сложна и неоднозначна. С одной стороны, определен-

ный уровень иммуносупрессии необходим для успешной имплантации, так как материнский организм дол-

жен проявить толерантность к полуаллогенному эмбриону, предотвращая его отторжение. С другой стороны, 

избыточная иммуносупрессия может увеличить восприимчивость к инфекциям и воспалению, которые нега-

тивно сказываются на имплантации и развитии беременности [Матвеева и др., 2023]. 

Иммунологические механизмы тесно связаны с состоянием микробиома верхнего и нижнего отделов 

репродуктивного тракта. Здоровый микробиом влагалища, матки и фолликулярной жидкости, с преобла-

данием лактобактерий, способствует успешной имплантации. Нарушение баланса микробиоты с ростом 

анаэробных условно-патогенных микроорганизмов увеличивает риск неудач ЭКО. Воспалительные про-

цессы, вызванные микробной инвазией, в частности грамотрицательными бактериями, стимулируют 

Th1-иммунный ответ, который является маркером неудачных имплантаций и исходов беременности [An-

dreescu, 2023]. Влияние иммуносупрессивной терапии на стабильность микробиома в условиях стимуля-

ции овуляции изучена недостаточно. 

Таким образом, учитывая широкое использование малых доз дексаметазона в международной клини-

ческой практике в программах ЭКО, возникает острая необходимость в детальных доклинических иссле-

дованиях. Модели лабораторных животных дают возможность изучать различные биологические про-

цессы, включая процессы иммунологического взаимодействия эмбриона и эндометрия, влияние иммуно-

логических механизмов, защищающих плод от процессов отторжения, оценить схемы применения им-

мунотропных препаратов на репродуктивный потенциал макроорганизма [Богачева и др., 2020]. 

Исходя из вышеизложенного, цель настоящей работы – изучение влияния иммуносупрессивной тера-

пии на стабильность микробиома в условиях стимуляции овуляции. При этом было необходимо с ис-

пользованием модели лабораторных животных оценить влияние низких доз дексаметазона на состояние 

микробиоты репродуктивного тракта и морфологические характеристики ооцитов, а также сопоставить 

эти изменения с динамикой иммунологических показателей для оценки безопасности применения препа-

рата в программах ЭКО. 

Материалы и методы исследования 

В работе использовали крыс Wistar обоего пола в возрасте 3 месяцев массой 290±20 г: 12 самок и 2 

самца. Самок разделили на 2 группы по 6 в каждой: 1-я группа контрольная – препарат для формирова-

ния иммуносупрессии не вводили, 2-я – экспериментальная. Животные были получены из питомника 

ООО «СМК СТЕЗАР» (г. Владимир). Все эксперименты были проведены в соответствии с директивой 

2010/63/EU Европейского парламента и Совета Европейского союза по охране животных, используемых 

в научных целях, «Правилами лабораторной практики в Российской Федерации», утвержденными прика-

зом Министерства здравоохранения РФ № 708н от 23.08.2010 г. Проведение эксперимента одобрено ло-

кально-этическим комитетом ФГБОУ ВО Кировский ГМУ Минздрава России (протокол № 16/2022 от 24 

октября 2022 г.).  

Для исключения мужского фактора фертильности проводили отбор самцов с одинаковым средним коли-

чеством сперматозоидов в эякуляте. Для получения эякулята использовали «Электростимулятор ректальный 

для получения эякулята у животных» [Богачева и др., 2024]. Подсчет среднего содержания сперматозоидов 

в 1 мл эякулята проводили при помощи цифрового микроскопа «Levenhuk D90L LCD» (Китай). 

Оценку иммунного статуса крыс проводили по уровню содержания в периферической крови относи-

тельного и абсолютного количества лимфоцитов, а также по фагоцитарному индексу нейтрофилов пери-

ферической крови. 
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Для определения уровня относительного содержания лимфоцитов в периферической крови животных 

использовали проточный цитофлуориметр BD FACSCanto II (BD Biosciences, США), оборудованный 

двухлазерной оптической системой (488 нм и 633 нм). В работе применяли моноклональные антитела: 

CD3-FITC, CD45-APC-Fire (750), CD8-Alexa (647), CD45RA-PE (уникальная изоформа общего лейкоци-

тарного антигена – маркер B-лимфоцитов у крыс (аналог CD19)), CD4 PerCP-Cy5.5 (BioLegend, США). 

Абсолютное количество лейкоцитов (количество клеток в одном мкл крови – кл/мкл) определяли мето-

дом кондуктометрии с гидродинамическим фокусированием на гематологическом анализаторе XT-4000i 

(Sysmex Corporation, Япония) с использованием стандартного комплекта реагентов. Абсолютное количе-

ство популяций и субпопуляций лимфоцитов рассчитывали от известного, определенного на геманализа-

торе абсолютного количества лейкоцитов, используя относительные значения содержания соответству-

ющих клеток (в %), определенные методом проточной цитофлуориметрии, принимая при этом лейкоци-

ты за 100%. Кровь из сердца крыс, находящихся в состоянии эфирного наркоза, брали в пробирку с анти-

коагулянтом K2EDTA («МиниМед», Россия). 

Для определения фагоцитарной активности нейтрофилов использовали частицы латекса размером 

0.8 мкм («Sigma-Aldrich», США). Латекс предварительно разводили раствором Хенкса в 10 раз. Гепари-

низированную кровь смешивали с готовым раствором латекса в соотношении 2:1. Инкубацию смеси 

проводили в течение 30 мин с трехкратным перемешиванием через каждые 10 мин. По окончании инку-

бации делали мазки, фиксировали их раствором Май-Грюнвальда, после чего окрашивали азур-эозином. 

Используя микроскоп («Микмед-2», Россия), определяли фагоцитарный индекс – процент клеток, участ-

вующих в фагоцитозе. 

Для создания состояния иммуносупрессии на самках крыс использовали дексаметазона натрия фос-

фат («Дексаметазон» в ампулах по 4 мг/мл, «Эллара», Российская Федерация; далее по тексту – дексаме-

тазон). До начала эксперимента пересчитывали максимальную дозу дексаметазона с учетом видового 

метаболизма [Богачева и др., 2021]. Препарат без разведения вводили животным туберкулиновым шпри-

цом внутрибрюшинно по 80 мкл, содержащих 320 мкг дексаметазона, в течение 3 дней.  

Состав микрофлоры влагалища и кишечника определяли до и на 4 день после окончания введения 

дексаметазона. Биологический материал помещали в пробирки со средой Эймса (ФБУН «ГНЦ ПМБ», 

Россия) и немедленно доставляли на исследование в централизованную клинико-диагностическую лабо-

раторию КОГБУЗ «Кировская областная клиническая больница», г. Киров. Для выделения чистых куль-

тур использовали набор селективных и дифференциально-диагностических питательных сред: агар MRS, 

энтерококк-агар, манит-солевой агар, кровяной агар, среду Эндо (ФБУН «ГНЦ ПМБ», Россия). Микро-

биологическую идентификацию выделенных чистых культур проводили методом прямого белкового 

профилирования на масс-спектрометре Vitek MS (BioMerieux, Франция) с использованием матрицы 

CHCA и реактива Vitek MS V2. Анализ полученных масс-спектров осуществляли с помощью программ-

ного обеспечения Myla и базы данных Vitek MS Knowledge Base, содержащей эталонные профили кли-

нически значимых микроорганизмов.  

Для выделения ооцитов использовали гормональную стимуляцию: животным внутрибрюшинно вво-

дили гонадотропин сыворотки жеребых кобыл (ГСЖК) («Фоллимаг», АО «Мосагроген», Россия) в дозе 

30 МЕ на 100 г массы тела. Через 48 ч тем же животным внутрибрюшинно вводили хорионический гона-

дотропин человека («Гонадотропин хорионический», ФГУП «Московский эндокринный завод», Россия) 

в дозе 30 МЕ на 100 г массы тела. Расчет концентрации препаратов проводили в соответствии с инструк-

циями к препаратам, весом животных и уровнем видового метаболизма. Гормональной стимуляции под-

вергали животных в обеих группах (контрольной и экспериментальной). В экспериментальной группе 

гормональную стимуляцию осуществляли одновременно с введением дексаметазона.  

Статистический анализ полученных данных проводили с использованием программных пакетов MS 

Excel и Statsoft Statistica 10.0. Количественные показатели оценивали на предмет соответствия нормаль-

ному распределению с помощью критерия Колмогорова – Смирнова. Для показателей, имеющих нор-

мальное распределение, использовали средние арифметические величины (M) и стандартные отклонения 

(SD), границ 95% доверительного интервала (95% ДИ). В случае отсутствия нормального распределения 

для количественных данных применяли медиану (Me), а также нижний и верхний квартили (Q1–Q3). 

Категориальные данные описывали с указанием абсолютных значений и процентных долей. Коэффици-

ент корреляции Спирмена использовали при анализе корреляции между количеством лимфоцитов в кро-

ви крыс Wistar на фоне индуцированного состояния иммуносупрессии, и уровнем их репродуктивной 

способности, оцениваемом по количеству ооцитов и потомства. 

Результаты и обсуждение 

На первом этапе оценили влияние состояния индуцированной иммуносупрессии на состав микрофло-

ры влагалища и кишечника животных. Исследование проводили до и на четвертый день после введения 

дексаметазона.  
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Результаты оценки динамики содержания основных представителей микробиоты влагалища и кишеч-

ника у крыс до и после создания состояния иммуносупрессии представлены в табл. 1. 

Таблица 1 

Динамика содержания основных представителей микробиоты влагалища и кишечника 

до и после введения дексаметазона 

[Dynamics of key vaginal and gut microbiota representatives before and after dexamethasone administration] 

Представители микро-

биоты 

Среднее значение количества микроорганизмов (Ме (25–75%), выделенных 
из биологического материала 

влагалища крыс, lg КОЕ /тампон 
 (n = 6) 

из биологического материала 
кишечника (фекалий) крыс, lg КОЕ /г 

(n = 6) 

до введения 

дексаметазона 
после введения 
дексаметазона 

до введения 
дексаметазона 

после введения 
дексаметазона 

Lactobacillus spp. 
5.59 

(5.23; 5.81) 
4.70 

(3.08; 4.92) 
6.74 

(6.64;6.85) 
6.24 

(5.67; 6.53) 

Bifidobacterium spp. 
4.39 

(4.00; 4.70) 
3.87 

(2.48; 4.08) 
7.15 

(6.89; 7.30) 
6.39 

(6.23; 6.63) 

Enterococcus spp. 
4.31 

(3.83; 4.87) 
3.70 

(3.43; 3.74) 
4.84 

(3.96; 4.97) 
4.19 

(3.73; 4.85) 

Staphylococcus spp. 
4.39 

(4.30; 4.72) 
3.78 

(2.77; 3.87) 
2.48 

(2.23; 2.72) 
2.15 

(1.99; 2.63) 

Streptococcus spp. 
3.95 

(3.83; 4.15) 
3.65 

(3.36; 3.79) 
Н Н 

Morganella morganii 
4.65 

(4.00; 4.79) 
4.39 

(3.81; 4.65) 
Н Н 

Escherichia coli 
4.81 

(4.48; 4.86) 
4.54 

(3.94; 4.74) 
7.54 

(6.85; 7.70) 
6.72 

(6.48; 7.08) 

Escherichia coli 
Lactosenegative 

Н Н Н Н 

Haemophilus spp. 
2.54 

(2.43; 2.70) 
2.30 

(2.00; 2.60) 
Н Н 

Candida spp. Н Н Н Н 
Примечание: «Н» – микроорганизм не определялся. 

Из данных, представленных в табл. 1, заметно, что на фоне состояния иммуносупрессии статистиче-

ски значимых изменений среднего количества микроорганизмов не выявлено (p> 0.05). Количественные 

показатели как основных представителей микрофлоры влагалища и кишечника (Lactobacillus spp., 

Bifidobacterium spp., Enterococcus spp.), так и условно-патогенных микроорганизмов (Staphylococcus spp. 

Streptococcus spp., Morganella morganii, Escherichia coli) сохранялись на уровне сопоставимом с кон-

трольными значениями. 

По результатам оценки иммунной системы животных было установлено, что на фоне введения декса-

метазона сформировалось состояние иммуносупрессии. На 4 сутки в крови всех животных происходило 

статистически значимое снижение абсолютного количества Т- и В-лимфоцитов (р <0.05), преимуще-

ственно за счет Т-лимфоцитов. Произошло статистически значимое снижение обеих субпопуляций Т-

лимфоцитов как Т-хелперов, так и Т-цитотоксических (рис. 2). У животных с состоянием иммуносупрес-

сии снизилось относительное количество Т-лимфоцитов в 1.7 раз. При этом в динамике снижение Т-

лимфоцитов хелперов произошло в 2.38 раз, Т-лимфоцитов цитотоксических – в 3.62 раза. Относитель-

ное количество В-лимфоцитов в динамике увеличилось в 2.18 раз. 

На фоне созданного состояния иммуносупрессии проводили оценку репродуктивной способности 

крыс Wistar двумя способами: исследуя влияние состояния иммуносупрессии на овариальный резерв 

животных и их репродуктивный потенциал. 

Всем самкам в контрольной и экспериментальной группах проводили гормональную стимуляцию 

препаратами «Фоллимаг» и «Гонадотропин хорионический» (ХГЧ). Препараты, согласно рассчитанным 

дозам, разводили стерильной водой для инъекций. Далее животным внутрибрюшинно вводили 90 МЕ 

препарата «Фоллимаг» и размещали в отдельные клетки со стандартными условиями пребывания, едой и 

водой. Через 48 ч после введения первого препарата внутрибрюшинно вводили 90 МЕ ХГЧ. По истече-

нию 24 ч после введения препарата ХГЧ три самки были подвергнуты эвтаназии при помощи медицин-

ского эфира для последующего извлечения яичников и маточных труб (рис. 2). 

Сравнительная оценка количества ооцитов, выделенных у крыс в контрольной и экспериментальной 

(с состоянием иммуносупрессии) группах, представлена в табл. 2. 

https://www.gastroscan.ru/handbook/118/7109
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Рис. 1. Динамика абсолютного количества лейкоцитов на фоне введения дексаметазона 

при формировании иммуносупрессии в экспериментальной группе 

[Dynamics of absolute leukocyte count during dexamethasone-induced administration during 

immunosuppression in the experimental group] 

 

Рис. 2. Внешний вид извлеченных яичников и маточных труб крыс Wistar 

[Gross appearance of ovaries and oviducts isolated from Wistar rats] 

Таблица 2 

Сравнительная оценка количества ооцитов, выделенных у крыс в контрольной и 

экспериментальной группах 

[Comparative evaluation of the number of oocytes isolated from rats in the control and experimental 

groups] 

Группа 
Количество ооцит-

кумулюсных комплексов 

Среднее количество 

клеток 

Контрольная (животные без иммуносупрессии), n = 3 27, 24, 21 24.0 

Экспериментальная (животные с иммуносупрессией), 

n = 3 
26, 23, 22 23.7 



231 
 

Исходя из полученных данных, следует, что среднее количество клеток, выделенных из яичников 

и маточных труб животных, в контрольной и экспериментальной (с состоянием иммуносупрессии) груп-

пах, не отличается (р> 0.05).  

Кроме количественных показателей были оценены и качественные характеристики ооцитов (рис. 3). 

 

Рис. 3. Результаты оценки овариального резерва в контрольной (А) и экспериментальной (после 

введения дексаметазона) группах животных (Б) 

[Ovarian reserve results in control (A) and experimental (dexamethasone-treated) groups of animals (Б)] 

В сравнении с контрольной группой ооциты, полученные у животных после введения дексаметазона, 

имели существенные аномалии строения, а именно дисморфизмы зоны пеллюцида, перивителлинового 

пространства, первого полярного тельца, а также аномалии формы и размера клеток. 

Полученные результаты наглядно демонстрируют отрицательное влияние дексаметазона на процесс 

формирования ооцитов – оогенез, которое проявляется изменением качественных характеристик поло-

вых клеток.  

Для оценки влияния состояния иммуносупрессии на репродуктивный потенциал использовали 6 са-

мок крыс Wistar. Все самки крыс были спарены с половозрелыми самцами со средней концентрацией 

сперматозоидов 8.82±0.2 млн клеток в 1 мл эякулята. После спаривания самок вплоть до родов содержа-

ли отдельно друг от друга в стандартных условиях при температуре 19–25°С и относительной влажности 

воздуха 30–70%. Далее после родов проводили оценку состояния потомства. Количественные показатели 

влияния индуцированного состояния иммуносупрессии на репродуктивную функцию представлены 

в табл. 3. 

Таблица 3 

Количественные показатели влияния индуцированного состояния иммуносупрессии 

на репродуктивную функцию 

[Quantitative effects of induced immunosuppression on reproductive function] 

Группа, n=3 
Контрольная (особи без 

иммуносупрессии) 
Экспериментальная (особи на 

фоне иммуносупрессии) 

Количество потомства 15, 17, 20 9, 12, 14 

Среднее количество потомства 17.3 11.6 

Вес потомства при рождении, г 8.4, 7.2, 5.6 5.5; 5.3; 6.1 

Средний вес потомства, г 7.06 5.60 

Вес в динамике через месяц, г 50.0; 59.6; 48.2 60.2; 45.8; 54.1 

Средний вес в динамике через месяц, г 52.6 53.6 

Из данных, представленных в табл. 3, следует, что в экспериментальной группе количество потомства 

было в 1.5 раза меньше по сравнению с контрольной группой без состояния иммуносупрессии. При 

оценке веса установлены незначимые различия в контрольной и экспериментальной группах у потомства 

при рождении и в динамике – через месяц. 

На сегодняшний день имеется ограниченное количество данных, посвященных изучению роли иммуноло-

гических механизмов в успехе имплантации при ЭКО и в течении беременности [Конкина и др., 2024]. 

В данной работе исследовали влияние искусственно индуцированной иммуносупрессии на овулятор-

ный и репродуктивный потенциал животных. Параллельно проанализировали динамику микробиоты 

влагалища и кишечника у крыс Wistar на фоне формируемого состояния иммуносупрессии как дополни-

тельный фактор, определяющий исход ЭКО. На фоне введения дексаметазона статистически значимых 

изменений состояния микробиоты влагалища и кишечника животных не выявлено: медиана количества 
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Lactobacillus spp. и Bifidobacterium spp. уменьшилась лишь в 1.1–1.2 раза. Содержание выделенных 

условно-патогенных микроорганизмов (Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Morga-

nella morganii, Escherichia coli, Haemophilus spp.) также оставалось стабильным. Динамика снижения ко-

личества основных представителей микробиоты с формированием комплексного дисбиоза в биотопах 

влагалища и кишечника на фоне состояния иммуносупрессии согласуется с данными, представленными 

в работе [Николаева и др., 2021]. 

Незначительные изменения в микробиоме сочетались со статистически значимыми изменениями 

в иммунном статусе животных (табл. 4). 

Таблица 4 

Динамика иммунологических показателей на фоне формирования индуцированного состояния 

иммуносупрессии 

[Dynamics of immunological parameters during the development of induced immunosuppression] 

Клетки крови (пока-

затель) 

Количество клеток, Ме (Q1–Q3) до введения (1) и после (2) введения дексаметазона 

абсолютное, кл./мкл относительное, % 

1 2 1 2 

Лейкоциты 
7340 

(6915.75–7907.50) 

6127.50* 

(5552.50–6200.00) 
100 100 

Лимфоциты 
3962.50 (3707.50–

4216.75) 

2334.00* (2113.75–

2609.00) 

65.9 

(63.8;78.5) 

58.7 

(54.6; 80.1) 

В-лимфоциты 
1457.00(1269.75–

1894.00) 

1466.50 (1287.25–

1685.50) 

22.63 

(21.1; 26.7) 

49.37* 

(43.3; 50.4) 

Т-лимфоциты 
2364.00 (2012.75–

2511.25) 

986.00* (872.00–

1116.50) 

57.17 

(51.2; 59.8) 

32.12* 

(31.5; 36.7) 

Т-хелперы 
1571.50 (1281.25–

1780.75) 

630.00* 

(568.00–771.50) 

53.1 

(50.3; 56.1) 

22.5* 

(19.4; 25.3) 

Цитотоксические Т-

лимфоциты 
776.50 (610.25–867.75) 

360.00* (324.25–

415.25) 

32.9 

(31.2; 37.6) 

49.4* 

(41.2; 53.8) 

Индекс CD4/CD8 2.02 1.75 Н Н 

Фагоцитарный ин-

декс (ФИ), % 

Показатель, Ме (Q1–Q3) 

До введения дексаметазона После введения дексаметазона 

70.50 (68.50–74.00) 62.50 (57.50–64.5)* 
Примечание: 1. Ме – медиана; 2. Q1–Q3 (25–75%) – интерквартильный размах; 3. «*» – различие с показателями 

контрольной группы статистически значимо (p <0.05). 

На 4-е сутки эксперимента наблюдали снижение абсолютного количества Т-лимфоцитов. При этом 

статистически значимое снижение абсолютного количества Т-лимфоцитов с 2364.00 (2012.75–2511.25) 

до 986.00 (872.00–1116.50) кл/мкл отразилось на соотношении Т- и В-лимфоцитов. Снижение уровня Т-

клеточного звена иммунитета было наиболее выражено для Т-лимфоцитов хелперов, медиана для кото-

рых на фоне иммуносупрессии снизилась в 2.49 против 2.16 раз для Т-лимфоцитов цитотоксических. 

Относительное количество Т-лимфоцитов в динамике снижалось, В-лимфоцитов – повышалось, индекс 

CD4/CD8 и фагоцитарный индекс (ФИ) снизились в 1.15 и 1.13 раз соответственно. Полученные данные 

свидетельствуют о формирования состояния иммуносупрессии на фоне введения дексаметазона, что со-

гласуются с результатами других исследований [Богачева и др., 2021].  

Анализ влияния малых доз дексаметазона на исходы экстракорпорального оплодотворения проводили 

на крысах Wistar, оценивая репродуктивную способность и овариальный резерв животных. Результаты по-

казали, что введение дексаметазона не оказало значительного влияния на количество получаемых ооцитов 

(23.7 в экспериментальной группе против 24.0 в контроле; уровень значимости р = 0.7728). Однако абсо-

лютное количественное снижение Т- и В-лимфоцитов и относительное преобладание В-лимфоцитов соче-

талось с развитием существенных морфологических аномалий ооцитов: нарушения структуры зоны пел-

люцида и перивителлинового пространства, аномалии первого полярного тельца, изменение формы и раз-

мера ооцитов. Полученные данные согласуются с данными других исследований, посвященных влиянию 

состояния иммунной системы на нормальное течение беременности и ее исход, в том числе в условиях 

ЭКО [Есина, Логина, Аляутдина, 2013]. Даже если эти изменения встречались единично, они указывают 

на потенциальное эмбриотоксическое действие дексаметазона, связанное не только с иммуносупрессией, 

но и с прямым влиянием препарата на транскрипцию и экспрессию генов в клетках. 

Иммунологические нарушения по результатам наших исследований привели и к снижению репродук-

тивной способности животных: у животных с иммуносупрессией среднее количество потомства состави-

ло 11.6 против 17.3 в контрольной группе (разница в 1.5 раза; уровень значимости р = 0.0209). При этом 

вес новорожденных и их развитие в течение первого месяца существенно не отличались между группа-
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ми. Полученные результаты указывают на то, что даже низкие дозы дексаметазона могут негативно вли-

ять на оогенез и репродуктивный потенциал, что согласуется с данными других работ [Галкина, Мака-

ренко, Окладников, 2022; Andreescu et al., 2023; Ma, Gao, Li, 2023]. Обнаруженные морфологические 

аномалии ооцитов требуют особого внимания, т. к. могут объяснять часть случаев неудач имплантации 

при ЭКО в клинической практике [Leroy et al., 2015]. 

Представляет также интерес анализ статистической закономерности между динамикой изменения 

уровня лимфоцитов на фоне состояния иммуносупрессии, с одной стороны, и репродуктивной, а также 

овариальной способностью животных – с другой [Михалёва и др., 2022; Трунова, Гюльмамедова, 2024]. 

В табл. 5 представлена оценка согласованности между разницей лимфоцитов до и после введения декса-

метазона, количеством потомства и ооцитов у животных в экспериментальной группе. 

Таблица 5 

Оценка статистической согласованности между разницей лимфоцитов до и после введения 

дексаметазона, количеством потомства и ооцитов у животных в экспериментальной группе  

[Assessment of statistical consistency between lymphocyte differences before and after dexamethasone 

administration, litter size, and oocyte count in experimental group animals] 

Абсолютное количество клеток, 

кл./мкл 

Согласованность (р) между разницей лимфоцитов до и после 
введения дексаметазона с 

количеством ооцитов количеством потомства 

Лейкоциты 0.348 0.377 

Лимфоциты 0.319 0.377 

В-лимфоциты -0.029 -0.319 

Т-лимфоциты 0.203 0.174 

Т-хелперы 0.348 0.145 

Цитотоксические  

Т-лимфоциты 
-0.058 -0.261 

Фагоцитарный индекс (ФИ) 0.326 0.356 

Примечание: 1.  – ранговый коэффициент корреляции Спирмена; 2. Значения. выделенные жирным. имеют 

определенный уровень согласованности. 

Данные. представленные в таблице 5, свидетельствуют о наличии незначимой прямой согласованно-

сти между уровнем лейкоцитов, ФИ, с одной стороны, и количеством ооцитов, потомства – с другой. 

Следует предполагать, что чем меньше количество лейкоцитов в крови, показателя ФИ, тем меньше бу-

дет образовываться ооцитов в яичнике и меньшее количество потомства будет получено у животных с 

состоянием иммуносупрессии. Участие врожденного иммунитета в благополучном течении беременно-

сти отражено в научных работах [Dai et al., 2023].  

Незначимая прямая согласованность между лимфоцитами и уровнем ооцитов. потомства у животных 

сопровождается подобной закономерностью со стороны Т-лимфоцитов хелперов. Следует предполагать. 

что чем больше Т-лимфоцитов хелперов, тем большее количество ооцитов, и наоборот, чем меньше ко-

личество Т-лимфоцитов, тем меньше ооцитов формируется в яичнике. Данные сопоставимы с результа-

том других исследований об участии и роли Т-лимфоцитов в формировании иммунологической толе-

рантности и репродуктивной способности организма. Однако на благоприятный исход имплантации и 

течение беременности влияет соотношение субпопуляций Т-лимфоцитов, а именно Th1/Th2. Существует 

гипотеза, что во время беременности преобладает иммунный ответ Т-хелперов 2 (Th2), в то время как 

иммунный ответ Т-хелперов 1 (Th1) связан с отторжением эмбриона [Andreescu, 2023].  

Обратная незначимая согласованность наблюдается между уровнем В-лимфоцитов и количеством 

потомства. Следует предполагать, что повышенное количество В-лимфоцитов приводит к уменьшению 

количества потомства у животных, и наоборот, снижение уровня В-лимфоцитов способствует повыше-

нию репродуктивной способности.   

Изучение роли В-лимфоцитов в качестве иммунологической причины репродуктивных потерь актив-

но изучается в последние годы. Активацию B-лимфоцитов связывают с продукцией аутоантител к гор-

монам, имеющим важнейшее значение для нормального развития беременности: эстрадиола, прогесте-

рона, хорионического гонадотропина. Нормальный уровень активированных В-лимфоцитов должен быть 

не более 10%. При повышении относительного количества В-лимфоцитов, которое наблюдали по ре-

зультатам нашего исследования, а также при наличии выявленной корреляции между количеством кле-

ток и потомства у животных, следует ожидать больший процент активированных В-лимфоцитов, что 

считается патологическим для нормального развития беременности. Среди активированных могут при-

сутствовать B-reg (В-лимфоциты регуляторные), которые способны подавлять через ИЛ-10 функцию 

других иммунных клеток, включая дендритные клетки (ДК) и Т-лимфоциты. Изменение уровня общих 

В-лимфоцитов в нашем исследовании не исключает влияние на нарушение численности и функциональ-
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ной активности клеток B-reg, которые, по данным последних лет, могут играть роль в развитии различ-

ных иммуноопосредованных патологий беременности, таких как повторные неудачи имплантации, при-

вычное невынашивание беременности и преждевременные роды [Богданова, Артемьева, Болтовская, 

2021]. Необходимо дополнительно изучить субпопуляционный состав В-лимфоцитов на процессы ре-

продукции и ЭКО, в том числе при использовании лабораторных животных. 

Заключение 

Созданная лабораторная модель на крысах Wistar эффективно воспроизводит состояние иммуносу-

прессии. Статистически значимых изменений количества большей части выделенных микроорганизмов 

(Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Morga-

nella morganii, Escherichia coli) не выявлено. Репродуктивный потенциал животных в условиях иммуно-

супрессии снижается. Количество получаемых ооцитов не изменяется, однако их качество существенно 

ухудшается, что проявляется различными морфологическими дисморфизмами. Результаты подтвержда-

ют возможность прямого эмбриотоксического действия низких доз дексаметазона, что связано с его вли-

янием на транскрипцию и экспрессию генов не только в клетках иммунной системы, но и в клетках эм-

бриона. Полученные данные имеют важное значение для понимания причин неудач ЭКО у пациенток 

с иммунологическими нарушениями, а также подчеркивают необходимость обоснованного подхода 

к применению дексаметазона в клинической практике в программах ЭКО. 
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