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ПРЕДИСЛОВИЕ

Биотехнология как наука возникла в 1950-х гг. и в на
стоящее время является одним из приоритетных научных 
направлений. Именно с достижениями в области биотехно
логии связывают не только повышение благосостояния че
ловечества в будущем, но и увеличение продолжительности 
жизни людей.

Быстрое развитие биотехнологии обусловлено интенсив
ным развитием биологии, успехами в познании жизненных 
явлений, прежде всего в области микробиологии, энзимоло- 
гии, молекулярной биологии и молекулярной генетики. 
Все это позволило объединить разрозненные прикладные 
направления в новую единую фундаментальную науку о 
практическом использовании биологии в целом (а не от
дельных ее ветвей, как это было прежде) — биотехно
логию.

Биотехнология — это и технологические процессы, осу
ществляемые с использованием различных биологических 
систем, включая как живые организмы (от микроорганиз
мов до клеток животных и растений), так и их компоненты 
(ферменты, витамины и т. д.).

Микроорганизмы стали основой для производства цело
го ряда полезных продуктов (органических кислот, этанола 
для технических целей, ферментов, витаминов, антибиоти
ков и т. п.). Культивируемые в условиях т иНго раститель
ные и животные клетки нашли применение в сельском хо
зяйстве (растениеводстве, животноводстве), при получении 
физиологически активных веществ, фармацевтических пре
паратов, моноклональных антител и других продуктов.

В биологической промышленности используются разно
образные биомолекулы, а также иммобилизованные фермен
ты, что позволило решить часть технологических проблем.
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Предисловие

Важное направление современной биотехнологии — ге
нетическая инженерия. Она предоставила исследователям 
новую, исключительно ценную возможность изменения ге
нетической программы бактериальных, растительных и 
животных клеток. И это направление исследований уже 
приносит большие научные и практические результаты.

Нет сомнений, что биотехнология является одним из 
нажных направлений научно-технического прогресса. Она 
ннесет (и уже внесла) большой вклад в обеспечение расту
щего населения Земли продовольствием, благодаря ее до
стижениям принципиально улучшится состояние медици
ны и ветеринарии, в постнефтяную и постгазовую эры бу
дут созданы новые виды топлива, а также сырьевая база и 
технологии переработки возобновляемого сырья для хими
ческой индустрии. Несомненен значительный вклад биотех
нологии в защиту окружающей среды.

Биотехнология — одна из перспективных и высокорен
табельных отраслей производства. Например, в США на
считывается более 1500 биотехнологических компаний (во 
всем мире их свыше 3 тыс.), в числе которых крупнейшие 
химические и фармацевтические концерны МопэапЪо, Би 
Роп1, А т еп са п  Суапагшй, Мегск, ТЧоуагНз и др. В других 
странах, где инвестиционный климат не столь благоприя
тен и бизнес менее активен, главную роль в создании био
технологических предприятий играют крупные корпорации 
и государство. Быстро развивается и западноевропейская 
биотехнологическая индустрия, в которой занято свыше 
600 биотехнологических компаний.

В России также уделяется значительное внимание раз
витию биотехнологии. Уже имеются биотехнологические 
разработки мирового уровня, внедрение которых приносит 
ощутимую пользу обществу. Так, уникальная микробиоло
гическая технология регулирования микрофлоры пластов, 
разработанная в Институте микробиологии РАН, позволила 
компании «Татнефть» получить дополнительно около полу
миллиона тонн «черного золота».

Извлечение металлов из руды с помощью микробного 
окисления и последующего электролиза не только дает воз
можность использовать «бедное» сырье, но и позволяет ог
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Предисловие

раничить выброс в атмосферу вредных серосодержащих га
зов, образующихся в процессе обжига руды при традицион
ной технологии.

По новой технологии Института микробиологии РАН с 
2001 г. в Красноярском крае на золотодобывающем комби
нате работает восемь ферментеров.

Создан новый способ снижения концентрации метана в 
шахтах с использованием метанотрофных бактерий.

Разработаны и производятся флокулянты для фильтра
ции воды в очистных сооружениях, созданы оригинальные 
технологии производства ферментов для стиральных по
рошков (Гос. НИИ Генетика РАН).

Достижения биотехнологии приносят реальную пользу 
народному хозяйству и людям, когда на их основе открыва
ются промышленные производства, создающие в значитель
ных количествах практически ценные продукты, что и яв
ляется основной задачей биотехнологов.

При подготовке настоящего учебника авторы ставили 
перед собой цель раскрыть основные представления о био
технологии, ее направлениях, этапах развития и областях 
применения, а также охарактеризовать достижения биотех
нологии как науки и как отрасли промышленности.



Глава 1

ОБЩИЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ 
О БИОТЕХНОЛОГИИ

В современном понимании биотехнология — это наука 
о технологиях создания и использования биологических 
объектов, способствующих интенсификации производства 
или получению новых видов продуктов различного назна
чения на основе методов клеточной и генетической инжене
рии.

В то же время биотехнологические производства пред
ставляют собой сложный комплекс биофизических, биохи
мических и физико-химических процессов, в котором тесно 
нзаимосвязаны производство и биология. Может быть, да
же правильнее называть биотехнологией применение в про
мышленности биологических систем или процессов.

Человек использовал биотехнологические процессы еще 
многие тысячи лет назад: люди занимались пивоварением, 
иекли хлеб; они придумали способы хранения и переработ
ки продуктов путем ферментации (производство сыра, ук 
суса, соевого соуса), научились делать мыло из жиров, из
готавливать простейшие лекарства и перерабатывать отходы.

Однако только разработка новых методов, являющихся 
основой биотехнологических процессов, позволила улуч
шить уже имеющиеся процессы и продукты, а также созда
вать оригинальные способы получения новых, ранее недо
ступных веществ и осуществлять новые процессы.

Применение научных достижений в биотехнологии тес
но связано с фундаментальными исследованиями и осу
ществляется на самом высоком уровне современной науки, 
в том числе химии, физики, генетики, биохимии, микроби
ологии и др.

В наши дни определилась еще одна важная особенность 
развития отдельных перспективных разделов биотехноло
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Глава 1. Общие представления о биотехнологии

гии — необходимость тесного международного сотрудниче
ства специалистов, ученых и технологов. Ярким примером 
тому служит интернациональность ряда основанных в по
следние годы крупнейших международных биотехнологиче
ских фирм.

1.1. Основные этапы развития биотехнологии

Для обозначения наиболее тесно связанных с биологией 
разнообразных технологий раньше использовали такие на
именования, как «прикладная микробиология», «приклад
ная биохимия», «технология ферментов», «биоинженерия», 
«прикладная генетика», «прикладная биология».

Наши предки в течение тысячелетий успешно использо
вали метод микробиологической ферментации для сохране
ния и улучшения вкуса пищи, производства спиртных на
питков. Так, пивоварение до сих пор остается наиболее 
важной (в денежном исчислении) отраслью биотехнологии: 
в мире ежегодно производится свыше 1011 л пива на сумму 
порядка 175 млн долларов. В основе процесса пивоварения 
лежат реакции обмена веществ, происходящие при росте и 
размножении некоторых микроорганизмов в анаэробных 
условиях.

Благодаря трудам Л. Пастера в конце X IX  в. были со
зданы условия для дальнейшего развития прикладной (тех
нической) микробиологии, а также в значительной мере и 
биотехнологии. Пастер установил, что микроорганизмы иг
рают ключевую роль в процессах брожения, и показал, что 
в образовании отдельных продуктов участвуют разные их 
виды. Это послужило основой развития в конце X IX  — на
чале X X  в. бродильного производства органических раство
рителей (ацетона, этанола, бутанола, изопропанола) и дру
гих химических веществ, где использовались разнообраз
ные виды микроорганизмов.

Процессы, в которых биомасса, т. е. возобновляемый ис
точник сырья, используется для получения химических ве
ществ, играли ведущую роль на первом этапе развития сов
ременной биотехнологии. По мере становления нефтехимии 
на смену многим из них пришли химические процессы.
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1 .1 . Основные этапы развития биотехнологии

Н тех случаях, когда некоторые химические соединения 
(например, цитрат, ацетат и итаконат) широко применяли 
при производстве пищевых продуктов, их продолжали полу
чить и путем брожения — самым выгодным с экономической 
точки зрения. В некоторых странах (например, в Италии) 
таким способом вырабатывали даже технический этиловый 
спирт. Сегодня под влиянием энергетического кризиса про
изводство спирта из растительного сырья получает все бо- 
и ее широкое распространение в США, Бразилии и других 
странах.

Следующим важным этапом в развитии биотехнологии 
хозяйственно ценных веществ была организация промыш
ленного производства антибиотиков, основой которого стало 
открытие в 1940 г. А . Флемингом, X . Флори и Э. Чейном 
химиотерапевтической активности пенициллина. Сегодня 
годовой оборот этой отрасли составляет около 3,5 млрд дол
ларов.

Как получение химических соединений и пищевых до
бавок путем брожения, так и синтез антибиотиков всегда 
пелись в асептических условиях, но некоторые современ
ные процессы (например, образование белка одноклеточны
ми организмами) осуществляют в еще более жестком режи
ме. Обеспечение таких особых условий — многоплановая 
задача, и она решается инженерами-химиками и микроби
ологами.

Вместе с тем переработка отходов, например, не требует 
стерильных условий; напротив, чем больше разных микро
организмов принимает участие в процессе, тем лучше. 
В наше время все более широко применяют переработку 
стоков в анаэробных условиях смешанной микрофлорой, в 
результате чего попутно образуется биогаз (он состоит в ос
новном из метана и С02). Этот способ энергетически высо
коэффективен, позволяет сохранять и концентрировать 
энергию, содержащуюся в различных компонентах стоков 
(с газом регенерируется более 80 % свободной энергии), а в 
сельской местности с его помощью можно получать значи
тельную часть столь необходимой энергии. Так, в Китае по
строено более 18 млн генераторов биогаза. В развитых стра
нах с высоким потреблением энергии превращение отходов
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Глава 1. Общие представления о биотехнологии

в биогаз может покрыть лишь несколько процентов их 
энергетических потребностей. На отдельных крупных заво
дах по переработке отходов биогаз часто сжигают в тепло
вых машинах, которые приводят в действие электрогенера
торы. В последние годы созданы также небольшие установ
ки, предназначенные для переработки отходов сельского 
хозяйства.

Т а б л и ц а  1

Направления биотехнологии и получаемые 
с ее помощью продукты

Отрасль Примеры

Сельское хозяйство Получение новых штаммов; 
новые методы селекции растений и живот
ных (включая клонирование)

Производство химиче
ских веществ

Получение органических кислот (напри
мер, лимонной, итаконовой); 
использование ферментов в составе мою
щих средств

Энергетика Увеличение потребления биогаза; крупно
масштабное производство этанола как 
жидкого топлива

Контроль за состоянием 
окружающей среды

Совершенствование методов тестирования 
и мониторинга;
прогнозирование превращений ксеноби
отиков;
улучшение методов переработки отходов, 
особенно промышленных

Пищевая
промышленность

Создание новых методов переработки 
и хранения пищевых продуктов; 
получение пищевых добавок; 
использование белка, синтезируемого 
одноклеточными организмами; 
получение ферментов для переработки 
пищевого сырья

Материаловедение Выщелачивание руд; 
контроль биоразложения

12



1 .1 . Основные этапы развития биотехнологии

Продолжение табл. 1

<>трасль Примеры

Медицина Применение ферментов для усовершенст
вования диагностики; 
создание датчиков на основе ферментов; 
использование микроорганизмов и фер
ментов при производстве сложных ле
карств (например, стероидов); 
синтез новых антибиотиков; 
применение ферментов в терапии

Широкое распространение получило производство ами
нокислот в аэробных микробиологических процессах. В ос
новном это глутамат натрия (ежегодное производство в ми
рт — около 150 тыс. т), который является усилителем вку
си, и лизин (ежегодное производство в мире — 15 тыс. т), 
который служит пищевой добавкой. За год в мире продает
ся аминокислот на сумму 1,75 млрд долларов, причем боль
шую часть поставляют японские фирмы.

В промышленных масштабах уже в течение многих де
сятилетий используется способность микроорганизмов пре
кращать растительную биомассу с низким содержанием 
белка в пищевые продукты с высоким его содержанием. 
В Германии в период Первой мировой войны выращивали 
дрожжи 8ассакаготусез се е̂V 8̂^ае, которые добавляли в 
колбасу и супы, что компенсировало около 60 % довоенно- 
го импорта пищевых продуктов. Во время Второй мировой 
войны осуществляли сходные процессы, но уже на основе 
пищевых дрожжей СапйШа агЬогеа и СапйШа иНИз.

В 1960-х гг. некоторые нефтяные и химические компа
нии начали проводить исследования с целью получения из 
одноклеточных организмов белка, предназначенного для 
добавления в пищу людям и животным. В какой-то мере 
;>то было связано с недостатком белковой пищи в мире. 
В качестве субстратов использовали нефть, метан, метанол 
и крахмал. Наиболее конкурентоспособными оказались 
процессы на основе метанола и крахмала. Основная масса
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Глава 1. Общие представления о биотехнологии

полученных продуктов предназначалась для добавления в 
корм животным.

В западных странах компанией 1С1 был построен самый 
крупный завод, где в одном ферментере при участии мета- 
нолпотребляющей бактерии МеОгу1орЫ1из те1НуШгор1гиз 
из метанола получают около 70 тыс. т белка прутина 
(Рпйееп) в год. Модификация механизмов ассимиляции 
азота этими бактериями, достигнутая с помощью техноло
гии рекомбинантных ДНК, привела к еще большему увели
чению выхода продукта. Это стало одним из первых дока
зательств практической значимости и потенциальных воз
можностей генетической инженерии.

В России ежегодно производится более 1 млн т белка 
одноклеточных водорослей, в основном из углеводородов и 
отходов растениеводства.

Возрастает интерес к применению ферментов в меди
цинской промышленности (главным образом для диагнос
тики), хотя в целом их использование остается сравнительно 
небольшим. Это обусловлено нестабильностью ферментов, 
сложностью выделения продуктов переработки и проблема
ми, связанными с добавлением или заменой кофакторов.

Однако в некоторых случаях эти сложности удается 
обойти путем использования интактных (целых) клеток 
микроорганизмов. Такой способ применили при крупно
масштабном производстве лекарственных препаратов стеро
идной природы. Было установлено, что многие микроорга
низмы способны строго направленно и стереоспецифически 
гидроксилировать сложные молекулы стероидов. Напри
мер, плесневый гриб КЫгориз аггЫгиз способен стереоспе
цифически (по 11-му положению) гидроксилировать жен
ский половой гормон прогестерон.

Существенно упростилось производство кортизона, кото
рый применяют для лечения артрита. До внедрения нового 
способа данное соединение получали с помощью химическо
го синтеза, включавшего 37 стадий; при этом выход веще
ства составлял 0,02 % , а стоимость 1 г достигала 200 дол
ларов. Благодаря введению в процесс получения кортизона 
этапа биотрансформации, синтез стал проще, а цена препа
рата составила 68 центов за 1 г.
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1 .2 . Технологии и биотехнологии

Впоследствии был обнаружен еще ряд микроорганиз
мов, способных специфически гидроксилировать другие уг
леродные атомы стероидного кольца. Микробные системы 
сейчас используют для превращения фитостероидов в С-19- 
< тороидные гормоны с менее громоздкими молекулами. 
Они находят широкое применение, в частности как перо- 
ральные противозачаточные средства.

Освоение методов культивирования растительных и жи- 
потных клеток в большом объеме повысило эффективность 
получения вакцин. Разработка метода слияния клеток раз
личных линий позволила получить новые клоны маслич
ных пальм, не только более урожайные, но и дающие про
дукцию более высокого качества.

1.2. Технологии и биотехнологии

Технология — это способы и приемы, используемые 
для получения из исходного материала (сырья) некоторого 
продукта. Очень часто для получения одного продукта тре
буется не один, а несколько источников сырья, не один 
способ или прием, а последовательность нескольких. Все 
многообразие технологий можно подразделить на три ос
новных класса:

— физико-механические технологии;
— химические технологии;
— биотехнологии.
В физико-механических технологиях исходный матери

ал (сырье) в процессе получения продукта меняет форму 
или агрегатное состояние без изменения своего химическо
го состава (например, технология переработки древесины для 
производства деревянной мебели, различные методы получе
ния металлических изделий: гвоздей, деталей машин и др.).

В химических технологиях в процессе получения про
дукта сырье претерпевает изменения химического состава 
(например, получение полиэтилена из природного газа, 
спирта — из природного газа или древесины, синтетическо
го каучука — из природного газа).

Биотехнология — это целенаправленное получение цен
ных для народного хозяйства и человека продуктов за счет

15



Глава 1. Общие представления о биотехнологии

биохимической деятельности микроорганизмов, изолиро
ванных клеток или их компонентов.

Следовательно, биотехнология предполагает использова
ние таких культур бактерий, клеток животных и растений, 
метаболизм и биологические возможности которых обеспе
чивают выработку специфических веществ. Например, в 
фармацевтической промышленности она охватывает разра
ботку вакцин, синтез гормонов, ферментов, интерферонов, 
антибиотиков, аминокислот, витаминов, алкалоидов, поли
сахаридов и других биологически активных веществ (БАВ).

Цель биотехнологических исследований — повышение 
эффективности производства и поиск биологических сис
тем, с помощью которых можно получить целевой продукт. 
Однако при использовании природных микробных штам
мов выход конечного продукта часто оказывается сущ ест
венно ниже оптимального.

Возможности биотехнологии значительно изменились 
с развитием технологии рекомбинантных ДНК. В 1973 г. 
американские ученые С. Коэн и Г. Бойер разработали стра
тегию переноса гена из одного организма в другой. Стало 
возможным не просто отбирать высокопродуктивные штам
мы микроорганизмов и эукариотических клеток, но и со
здавать принципиально новые виды, используя их в каче
стве «биологических фабрик» по производству различных 
продуктов: инсулина, интерферонов, интерлейкинов, гор
мона роста, вирусных антигенов и множества других бел
ков. Это быстродействующий, эффективный, мощный инст
румент, обеспечивающий создание организмов с заранее за
данными генетическими характеристиками. Технология 
рекомбинантных ДНК позволяет получать в промышлен
ных масштабах ценные низкомолекулярные вещества и 
макромолекулы, которые в естественных условиях образу
ются в минимальных количествах.

Биотехнология дает возможность воспроизводить нуж
ные продукты в неограниченных количествах, применяя 
новые технологии, позволяющие переносить гены в клет- 
ки-продуценты или в целый организм (трансгенные живот
ные и растения), синтезировать пептиды, создавать искус
ственные вакцины.
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Химическая
инженерия

Микро
биология ГенетикаБиохимия

Клеточная
биология

Молекулярная
биология

МОЛЕКУЛЯРНАЯ
БИОТЕХНОЛОГИЯ

Высоко
продуктивные 
с /х  культуры

Лекарственные
препараты

Диагности
ческие методы

Высоко
урожайные 

с /х  культуры

Вакцины

Рис. 1.1. Научные основы и продукты биотехнологии 
(по Б. Глику и Дж. Пастернаку, 2002)

Все эти основные биотехнологические процессы реали
зуются на уровне клетки или с участием отдельных клеточ
ных структур. В промышленном масштабе биотехнология 
представляет собой биоиндустрию (рис. 1.1).

1.3. Основные направления развития биотехнологии

Расширение сфер применения биотехнологии существен
но влияет на повышение уровня жизни человека (рис. 1.2). 
Иыстрее всего внедрение биотехнологических процессов да
ет результаты в медицине, но, по мнению многих специ
алистов, основной экономический эффект будет получен в 
сельском хозяйстве и химической промышленности.

Микрочипы, клеточные культуры, моноклональные анти
тела и белковая инженерия — это лишь небольшая часть 
современных биотехнологических приемов, используемых на 
разных стадиях разработки многих видов продукции. По
нимание молекулярных основ биологических процессов дает 
возможность значительно сократить затраты на разработку 
и подготовку производства определенного продукта, а так
же повысить его качество. Например, сельскохозяйственные

|  атында^ы ПМУ~лщ !|



Глава 1. Общие представления о биотехнологии

ГЕННАЯ ИНЖЕНЕРИЯ
Например, инсулин, гормон роста человека, соматотропин, устойчи
вость к пестицидам, устойчивость к гербицидам, трансгенные ж и
вотные, трансгенные растения, переработка нефти, вакцины и т. д.

ФЕРМЕНТЕРЫ
• Создание и использование 
ферментеров и другого произ 
водственного оборудования

ПИЩЕВЫЕ ПРОДУКТЫ 
И НАПИТКИ

(новые и традиционные)
• Белок одноклеточных
• Молочные продукты
■ Пекарное производство
• Производство пива

ПЕРЕРАБОТКА ОТХОДОВ
• Бумажные отходы
• Нефтяные разливы
• Нефтяные отходы
• Обработка сточных вод
• Отходы горных 
разработок
• Домашний мусор
• Токсичные отходы
• Сельскохозяйственные 
отходы

ТОПЛИВО
• Биогаз (метан)
• Газохол (смесь этанола 
и бензина)

РАЗРАБОТКА НЕДР
• Получение металлов ме
тодом биовыщелачивания

ФЕРМЕНТНЫЕ
ТЕХНОЛОГИИ

• Биологические стираль
ные порошки
• Пектиназы во фрукто
вых соках
• Сычуг
• Биосенсоры
• Многое другое

МЕДИКАМЕНТЫ
• Гормоны, например ин
сулин, соматотропин, 
гормон роста человека
■ Лекарства
• Антибиотики, например 
пенициллин
• Моноклональные анти
тела
• Вакцины

ХИМИЧЕСКИЕ ВЕЩЕСТВА
Этиловый спирт 
Ацетон
Бутиловый спирт 
Полимеры

СЕЛЬСКОЕ ХОЗЯЙСТВО
• Устойчивые к пестицидам сорта, созданные с помощью ген
ной инженерии
• Устойчивые к гербицидам сорта, созданные с помощью ген
ной инженерии
• Трансгенные животные
• Трансгенные растения
• Силос
• Азотфиксация
• Клонирование растений из культуры ткани

Рис. 1.2. Использование достижений биотехнологии  
в различных отраслях народного хозяйства (по Д. Тейлор и др ., 2002)
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1.3 . Основные направления развития биотехнологии

биотехнологические компании, создающие устойчивые к 
насекомым сорта растений, могут измерять количество 
защитного белка в клеточной культуре и не тратить ре
сурсы на выращивание самих растений; фармакологиче
ские компании могут использовать клеточные культуры 
и микрочипы для проверки безопасности и эффективности 
препаратов, а также для выявления возможных побочных 
эффектов на ранних стадиях получения лекарственных 
средств.

Генетически модифицированные животные, в организ
мах которых происходят процессы, отражающие физиоло
гию различных человеческих заболеваний, обеспечивают 
ученых вполне адекватными моделями для проверки дейст
вия того или иного вещества на организм. Это также позво
ляет компаниям выявлять наиболее безопасные и эффек
тивные препараты на более ранних стадиях разработки.

Применение биотехнологических приемов может повысить 
прибыльность производства и за счет сокращения процесса 
получения продукта. Так, небольшой фрагмент ДНК, исполь
зуемый учеными исследовательской лаборатории для установ
ления локализации гена в геноме паразита растения, впослед
ствии может выступить в качестве компонента диагностичес
кого набора, выявляющего наличие данного патогена, а 
моноклональные антитела, синтезированные для идентифика
ции терапевтического белкового агента, в дальнейшем мож
но использовать для выделения и очистки искомого соеди
нения.

Все это свидетельствует о важном значении биотехноло
гии и широких возможностях ее применения в различных 
отраслях народного хозяйства. Какие же направления яв
ляются наиболее приоритетными в этой области? Рассмот
рим их.

1. Повышение безопасности биотехнологического про
изводства для человека и окружающей среды. Требуется 
создание таких рабочих систем, которые будут функциони
ровать только в строго контролируемых условиях. Напри
мер, штаммы кишечной палочки, используемые в био
технологии, лишены надмембранных структур (оболочек); 
такие бактерии просто не могут существовать вне лабора
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торий или вне специальных технологических установок. 
Повышенной безопасностью обладают и многокомпонент
ные системы, каждая из которых не способна к самостоя
тельному существованию.

2. Снижение доли отходов производственной деятель
ности человека. Отходами производства называются его 
побочные продукты, которые не могут использоваться чело
веком или другими компонентами биосферы и применение 
которых нерентабельно или сопряжено с каким-то риском. 
Такие отходы накапливаются в пределах производственных 
помещений (территорий) или выбрасываются в окружаю
щую среду. Следует стремиться к изменению соотношения 
«полезный продукт/отходы» в пользу полезного продукта. 
Этого достигают различными способами. Во-первых, отходам 
необходимо найти полезное применение. Во-вторых, их мож
но направить на вторичную переработку, создав замкнутый 
технологический цикл. И наконец, можно изменить саму 
рабочую систему так, чтобы уменьшить долю отходов.

3. Снижение энергетических затрат на производство 
продукта, т. е. внедрение энергосберегающих технологий. 
Принципиальное решение этой проблемы возможно в пер
вую очередь за счет использования возобновляемых источ
ников энергии. Например, годовое потребление энергии ис
копаемого топлива соизмеримо с объемом чистой валовой 
продукции всех фотосинтезирующих организмов на Земле. 
Для трансформации солнечной энергии в формы, доступ
ные для современных силовых установок, создаются (в том 
числе методами клеточной инженерии) энергетические 
плантации быстрорастущих растений. Полученная биомас
са используется для производства целлюлозы, биотоплива, 
а также биогумуса. Всесторонние выгоды подобных техно
логий очевидны. Использование методов клеточной инже
нерии для постоянного обновления посадочного материала 
обеспечивает получение в кратчайшие сроки большого ко
личества растений, свободных от вирусов и микоплазм; при 
этом отпадает необходимость создания маточных планта
ций. Снижается нагрузка на естественные насаждения дре
весных растений (в значительной мере они вырубаются для 
получения целлюлозы и топлива), уменьшаются потребное -
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ти в ископаемом топливе (в общем-то, оно является эколо
гически неблагоприятным, поскольку при его сжигании об
разуются недоокисленные вещества). При использовании 
биотоплива образуются углекислый газ и водяные пары, 
которые поступают в атмосферу, а затем вновь связываются 
растениями на энергетических плантациях.

4. Создание многокомпонентных растительных систем. 
Качество сельскохозяйственной продукции значительно 
ухудшается при применении минеральных удобрений и 
ядохимикатов, которые наносят колоссальный ущерб при
родным экосистемам. Преодолеть негативные последствия 
химизации сельскохозяйственного производства можно раз
личными способами. Прежде всего необходимо отказаться 
от монокультур, т. е. от использования ограниченного набо
ра биотипов (сортов, пород, штаммов). Недостатки моно
культуры были выявлены еще в конце X IX  столетия; они 
очевидны. Во-первых, в монокультуре возрастают конку
рентные отношения между выращиваемыми организмами; 
и то же время монокультура оказывает лишь односторон
нее воздействие на конкурирующие организмы (сорняки). 
Во-вторых, происходит избирательный вынос элементов ми
нерального питания, что ведет к деградации почв. И нако
нец, монокультура неустойчива к патогенам и вредителям. 
Поэтому в течение X X  в. она поддерживалась за счет иск
лючительно высокой интенсивности производства. Разуме
ется, использование монокультур интенсивных сортов (пород, 
штаммов) упрощает разработку технологии производства 
продукции. Например, с помощью высоких технологий 
созданы сорта растений, устойчивые к определенному пес
тициду, который при возделывании именно данных сортов 
можно применять в высоких дозах. Однако в этом случае 
иозникает вопрос безопасности такой рабочей системы для 
человека и окружающей среды. Кроме того, рано или поздно 
появятся расы патогенов (вредителей), устойчивые к данно
му пестициду.

Следовательно, необходим планомерный переход от мо
нокультуры к многокомпонентным (поликлональным) ком
позициям, включающим разные биотипы культивируемых 
организмов. Многокомпонентные композиции должны вклю
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чать организмы с разным ритмом развития, с различным 
отношением к динамике физико-химических факторов сре
ды, к конкурентам, патогенам и вредителям. В генетически 
гетерогенных системах возникают компенсаторные взаимо
действия особей с различными генотипами, снижающие 
уровень внутривидовой конкуренции и автоматически уве
личивающие давление культивируемых организмов на кон
курирующие организмы других видов (сорняки). По отноше
нию к патогенам и вредителям такая гетерогенная экосистема 
характеризуется коллективным групповым иммунитетом, 
который определяется взаимодействием множества струк
турных и функциональных особенностей отдельных био
типов.

5. Разработка новых препаратов для медицины. В на
стоящее время ведутся активные исследования в области 
медицины: создаются различные типы новых препаратов — 
целевые и индивидуальные.

Целевые препараты. Основными причинами онкологи
ческих заболеваний являются неконтролируемое деление 
клеток и нарушение процессов апоптоза. Действие препара
тов, предназначенных для их устранения, может быть на
правлено на любую из молекул или клеточных структур, 
участвующих в этих процессах. Исследования, проведенные 
в области функциональной геномики, уже предоставили 
нам информацию о молекулярных изменениях, происходящих 
в предраковых клетках. На основе полученных данных 
можно создавать диагностические тесты для выявления мо
лекулярных маркеров, сигнализирующих о начале онколо
гического процесса до того, как появляются первые види
мые нарушения клеток или проявляются симптомы заболе
вания.

Большинство химиотерапевтических препаратов воздей
ствует на белки, участвующие в процессе деления клетки. 
К сожалению, при этом погибают не только злокачествен
ные клетки, но часто и нормальные делящиеся клетки ор
ганизма, такие, как клетки системы кроветворения и воло
сяных фолликул. Чтобы предупредить появление этого по
бочного эффекта, некоторые компании начали разработку 
препаратов, которые останавливали бы клеточные циклы
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здоровых клеток непосредственно перед введением дозы хи
миотерапевтического агента.

Индивидуальные препараты. На сегодняшнем этапе 
развития науки начинается эпоха индивидуализированной 
медицины, в которой генетические различия пациентов бу
дут учитываться для наиболее эффективного применения 
лекарств. Используя данные функциональной геномики, 
можно выявлять генетические варианты, отвечающие за 
предрасположенность конкретных пациентов к отрицатель- 
1 1 1 .1м побочным эффектам одних препаратов и за восприим
чивость — к другим. Такой индивидуальный терапевтиче
ский подход, базирующийся на знании генома пациента, 
получил название фармакогеномики.

У разных людей варьируют скорость и характер проте
кания заболеваний. Некоторые патологические процессы 
при переходе из одной фазы в другую оставляют после себя 
«молекулярные отпечатки». Знание таких молекулярных 
маркеров позволяет врачам определять степень прогресси
рования заболевания и подбирать наиболее подходящую те
рапию. Препараты, предназначенные для лечения ранних 
стадий процесса, будут неэффективны при прогрессирова
нии заболевания.

Некоторые болезни также характеризуются разной сте
пенью агрессивности. Например, одни типы рака груди го
раздо агрессивнее других и требуют иных терапевтических 
подходов. Идентификация уникальных молекулярных мар
керов различных типов рака позволит специалистам под
пирать адекватные методы лечения и корректировать их в 
каждом конкретном случае в зависимости от обстоятельств.

1.4. Задачи биотехнологии

В современной биотехнологии используются биологиче
ские системы всех уровней — от молекулярно-генетического 
до биогеоценотического (биосферного); при этом создаются 
принципиально новые биологические системы, не встречаю
щиеся в природе. Биологические системы, применяемые в 
ьиотехнологии, вместе с небиологическими компонентами 
(технологическое оборудование, материалы, системы энер
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госнабжения, контроля и управления) удобно называть ра
бочими системами.

Первоочередной задачей, стоящей перед биотехнологией, 
являются исследования в области разработки и получения:

— новых биологически активных веществ и лекарствен
ных препаратов для медицины (интерферонов, инсулина, 
гормона роста человека, моноклональных антител и т. д.), 
повышающих качество жизни людей и позволяющих осу
ществлять раннюю диагностику и лечение тяжелых заболе
ваний — сердечно-сосудистых, злокачественных, наследст
венных, инфекционных, в том числе вирусных;

— микробиологических средств защиты растений от бо
лезней и вредителей;

— бактериальных удобрений и регуляторов роста расте
ний, повышения плодородия почв;

— новых, с заданными свойствами, высокопродуктив
ных и устойчивых к неблагоприятным факторам внешней 
среды сортов и гибридов сельскохозяйственных растений, 
полученных методами генетической и клеточной инжене
рии;

— ценных кормовых добавок и биологически активных 
веществ (кормового белка, аминокислот, ферментов, вита
минов, ветеринарных препаратов и др.), необходимых для 
повышения продуктивности животноводства;

— новых методов биоинженерии для эффективной про
филактики, диагностики и терапии основных болезней 
сельскохозяйственных животных;

— новых технологий получения хозяйственно ценных 
продуктов для использования в пищевой, химической, 
микробиологической и других отраслях промышленности;

— технологий глубокой и эффективной переработки 
сельскохозяйственных, промышленных и бытовых отходов; 
использования сточных вод и газовоздушных выбросов для 
получения биогаза и высококачественных удобрений; про
изводства дешевых и эффективных энергоносителей (био
топлива).

К основным разделам современной биотехнологии отно
сятся микробиологический синтез, клеточная инженерия, 
генетическая инженерия.
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Микробиологическим синтезом называется синтез са
мых разнообразных веществ с помощью микроорганизмов. 
В настоящее время микроорганизмы применяют в различ
ных высоких технологиях: для производства антибиотиков, 
кормового белка и аминокислот, биологически активных 
соединений (витаминов, гормонов, ферментов, стимулято
ров роста) и т. д. Превращение одних веществ в другие с 
помощью микроорганизмов называется биоконверсией. 
При микробиологическом синтезе исходным сырьем служат 
разнообразные источники углерода (природные углеводоро
ды, органические отходы), минеральные соли и атмосфер
ный азот. В качестве микроорганизмов используют прока
риоты (бактерии, актиномицеты) и грибы.

Применяя методы генетической и клеточной инженерии, 
современная биотехнология осуществляет широкое конст
руирование генетически модифицированных организмов 
(ГМО), в том числе микроорганизмов, растений и животных. 
В дальнейшем предполагается использование ГМО в при
родных условиях (в сельском хозяйстве, рыбоводстве, для 
биологической борьбы с вредителями сельского и лесного 
хозяйства и т. д.). Однако перед генетической инженерией 
стоит ряд этических и технологических проблем. При вы
пуске ГМО в окружающую среду они могут взаимодейство
вать с разнообразными организмами, сообществами и эко
системами конкретных территорий, в то время как процесс 
и исход таких взаимодействий не всегда поддается прогно
зированию. В частности, существует опасность внедрения 
♦ искусственных генов» в геном природных организмов в 
результате скрещивания ГМО и «диких» форм. Из-за воз
можных непредсказуемых последствий необходимы иссле
дования, направленные на изучение биобезопасности ГМО.

1.5. Биотехнологические основы высоких технологий

Современная биотехнология развивается настолько ди
намично, что пока невозможно разработать единую класси
фикацию ее компонентов. Лишь в самом грубом приближе
нии (по аналогии с промышленными небиологическими 
технологиями) можно выделить следующие типы техноло
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гий: технологии низкого и высокого уровня, экстенсивные 
и интенсивные, безотходные, безопасные, ресурсо- и энер
госберегающие, трудоемкие, наукоемкие, прорывные. Сов
ременные биотехнологии различных направлений и различ
ных уровней неразрывно связаны между собой в единую 
научно-производственную систему.

Технологии низкого уровня — это технологии традици
онные, в известной мере устаревшие. К таковым относятся 
технологии биологической очистки сточных вод, получения 
биотоплива, некоторые виды микробиологического синтеза. 
Они характеризуются низкой наукоемкостью, т. е. базиру
ются на использовании рабочих систем, полученных мето
дами традиционной селекции. Такие технологии широко 
используются в традиционном сельскохозяйственном про
изводстве, в частности в растениеводстве.

Технологии низкого уровня с минимальными затратами 
материальных ресурсов, энергии и человеческого труда на
зывают экстенсивными (например, повышение плодородия 
почв путем вывоза на поля навоза и торфа, запашки пож
нивных остатков и/или сидератов — специально выращен
ных бобовых растений). Подобные технологии показали 
свою неэффективность уже в первой половине X X  столетия. 
Так, при их применении продуктивность агроэкосистем ма
ло отличается от продуктивности природных экосистем, 
что компенсируется расширением площадей сельскохозяй
ственных угодий: вырубаются леса (древесина используется 
на топливо, для производства бумаги), распахиваются сте
пи. Вырубка лесов и распашка степей неизбежно сопровож
даются эрозией почв, оскудением водных ресурсов.

Более эффективны интенсивные технологии низкого 
уровня, и в первую очередь технологии внедрения новых 
сортов растений, пород животных и штаммов микроорга
низмов. Качество сортов (пород, штаммов) определяется их 
повышенной продуктивностью при увеличении затрат чело
веческого труда, сырьевых и энергетических ресурсов, все 
более активном внедрении средств механизации, автомати
зации и химизации.

Распространение подобных технологий характерно для 
второй половины X X  в. Так, в Великобритании в период с
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1950 по 1980 г. удалось увеличить урожайность зерновых в 
два раза (по 50 % прироста получено соответственно за счет 
внедрения новых интенсивных сортов и за счет увеличения 
затрат сырьевых и энергетических ресурсов). В настоящее 
время в экономически развитых странах на производство 
одной пищевой калории затрачивается пять — семь кало
рий ископаемого топлива.

Однако в результате применения интенсивных техноло
гий низкого уровня многократно усиливается локальная 
нагрузка на природные экосистемы, происходит механиче
ская эрозия почв, возрастает загрязненность их минераль
ными удобрениями и средствами защиты растений. Увели
чивается и глобальная нагрузка на биосферу, в первую оче
редь за счет выбросов углекислого газа: количество С 02, 
образующегося при сжигании ископаемого топлива, в не
сколько раз больше, чем количество С 02, ассимилирующе
гося в ходе фотосинтеза в агроэкосистемах. Одним из са
мых существенных недостатков интенсивных технологий 
является резкое снижение качества продукции (такую про
дукцию часто называют экологически грязной).

Уже в 1970-е гг. стало ясно, что использование техноло
гий низкого уровня — это тупиковый путь. Выходом из не
го стало использование прорывных технологий, базирую
щихся на самых современных достижениях науки и техники. 
В свое время таковыми стали технологии микробиологиче
ского синтеза (например, получение антибиотиков), техно
логии клеточной инженерии (например, гибридизация се
митических клеток и клонирование организмов), технологии 
генетической инженерии (например, получение векторов 
переноса ДНК и создание трансгенных организмов).

Прорывные, принципиально новые технологии могут 
быть опасны для человека и окружающей среды, поскольку 
последствия их применения непредсказуемы. Внедрение 
прорывных технологий, как правило, сопровождается появ
лением новых видов продуктов и новых видов отходов. Лю
бой новый пищевой или промышленный продукт должен 
проходить всестороннюю проверку на аллергенность, кан- 
церогенность и мутагенность, на совместимость с другими 
продуктами, на безопасность для окружающей среды и т. д.
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Глава 1. Общие представления о биотехнологии

На основе прорывных технологий создаются биотехно
логии высокого уровня (или просто высокие биотехноло
гии). В противоположность технологиям низкого уровня, 
высокие биотехнологии характеризуются высокой наукоем- 
костью, т. е. использованием систем, полученных самыми 
современными методами генетики, микробиологии, цитоло
гии, экологии, молекулярной биологии. Материалы, приме
няемые в высоких биотехнологиях, часто нуждаются в спе
циальной подготовке. Все это требует специального техно
логического оборудования и высококвалифицированных 
специалистов, а на современном этапе — автоматизации и 
компьютеризации производства. Такие технологии исполь
зуют в сельскохозяйственном производстве, здравоохране
нии, в различных областях науки, при планировании и 
проведении природоохранных мероприятий.

Высокие биотехнологии также подразделяют на экстен
сивные и интенсивные. Экстенсивные высокие биотехно
логии характеризуются относительно низкими затратами 
сырьевых и энергетических ресурсов. К технологиям подоб
ного типа относится большинство микробиологических про
изводств, технологических процессов по подготовке и пере
работке промышленного сырья, а также часть производства 
продукции на основе тканево-клеточных культур. Эти тех
нологии частично интенсифицируются за счет компьютери
зации производства.

Интенсивные высокие биотехнологии (в противопо
ложность экстенсивным) реализуются с привлечением спе
циалистов высочайшей квалификации, с использованием 
уникального оборудования и самых современных материа
лов. Эти биотехнологии применяют в медицине, а также 
для создания организмов с заранее заданными свойствами. 
Нужно отметить, что интенсификация высоких техноло
гий, в отличие от интенсификации технологий низкого 
уровня, заключается в повышении качества ресурсного и 
информационного обеспечения.

Технологии разных уровней неразрывно связаны между 
собой: с одной стороны, высокие технологии базируются на 
технологиях низкого уровня, для их осуществления требу
ется определенный ресурсный, энергетический и информа
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Контрольные вопросы

ционный фундамент, с другой — достижения высоких тех
нологий используются на низших уровнях биотехнологиче
ских производств.

Высокие технологии представляют собой величайшее 
достижение человеческого разума. Однако по ряду парамет
ров они не только не превосходят технологии низкого уров
ня, но даже и уступают им. В частности, высокие техноло
гии требуют все больших вложений всех видов ресурсов, 
они не решают проблемы получения экологически чистой 
продукции, а само биотехнологическое производство может 
представлять угрозу для человека и окружающей среды.

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Какие науки внесли большой вклад в развитие биотехноло
гии?

2. Перечислите основные этапы развития биотехнологии.
3. Какие продукты получают методами биотехнологии и в каких 

отраслях народного хозяйства они находят применение?
4. Дайте определение термина «технология» и перечислите виды 

технологий.
5. Чем отличаются физические и химические технологии?
6. Что такое биотехнология и каковы ее цели?
7. Перечислите приоритетные для народного хозяйства направ

ления биотехнологии.
8. Какие первоочередные задачи стоят перед биотехнологами?
9. Производство каких продуктов биотехнологии осуществляет

ся с использованием микробиологического синтеза?
10. Назовите методы, используемые для получения генетически 

модифицированных организмов.
11. Расскажите о технологиях низкого уровня.
12. Что такое интенсивные технологии? Приведите примеры.
13. Расскажите о прорывных технологиях и их преимуществах, 

по сравнению с другими видами технологий.
14. Что вы знаете о биотехнологиях высокого уровня?
15. Перечислите отличия между экстенсивными и интенсивными 

высокими биотехнологиями.



Глава 2

ОСНОВНЫЕ ОБЪЕКТЫ БИОТЕХНОЛОГИИ 
И ИХ НАРОДНОХОЗЯЙСТВЕННОЕ 

ЗНАЧЕНИЕ

Объекты, используемые в биотехнологии (они включают 
представителей как прокариот, так и эукариот), чрезвычай
но разнообразны по своей структурной организации и био
логическим характеристикам. К объектам биотехнологии 
относятся:

— вирусы;
— бактерии и цианобактерии;
— водоросли;
— лишайники;
— грибы;
— водные растения;
— клетки растений и животных.
В группу низших растений входят и микроскопически 

малые организмы (одноклеточные и многоклеточные), и 
очень крупные по размерам. Но все они объединены таки
ми общими признаками, как отсутствие расчленения тела 
на вегетативные органы и разнообразие способов размноже
ния.

К низшим относят следующие отделы: Вирусы, Бакте
рии, группа отделов Водоросли (Синезеленые, Зеленые, Ди
атомовые, Бурые, Красные и др.), Миксомицеты, Грибы, 
Лишайники. По способу питания их подразделяют на две 
группы: автотрофы (водоросли и лишайники), способные к 
фотосинтезу, и гетеротрофы (вирусы, бактерии — за не
большим исключением, — миксомицеты, грибы), исполь
зующие для питания готовые органические вещества.

Низшие растения прошли длинный исторический путь 
развития, но многие их представители до сих пор сохрани
ли черты примитивной организации. На определенном эта
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2 .1 . Вирусы

пе развития они дали начало высшим растениям, венцом 
которых являются покрытосеменные.

2.1. Вирусы

Вирусы (от лат. У1 П1 8  — яд) — это мельчайшие организ
мы (не более 200-300 нм), невидимые в световой микроскоп, 
не имеющие клеточного строения, лишенные собственных 
систем энергообеспечения, отличающиеся паразитическим 
способом существования, т. е. являющиеся внутриклеточ
ными паразитами. Детальное изучение вирусов стало воз
можным с развитием электронной микроскопии, биохимии, 
молекулярной биологии.

Вирусы — сборная группа, не имеющая общего предка.
Структура. Вирусные частицы (вирионы) имеют белко

вую капсулу — капсид, содержащий геном вируса, пред
ставленный одной или несколькими молекулами ДНК или 
РНК. Капсид построен из капсомеров — белковых комп
лексов, состоящих, в свою очередь, из протомеров. Вири
оны часто имеют правильную геометрическую форму (ико
саэдр, цилиндр). Такая структура капсида предусматривает 
идентичность связей между составляющими ее белками и, 
следовательно, может быть построена из стандартных бел
ков одного или нескольких видов, что позволяет вирусу 
«экономить» место в геноме. Белки капсида комплементар
ны определенным молекулярным структурам в клетке хо
зяина и вступают с ними во взаимодействие, необходимое 
для проникновения и существования вируса. Капсид защи
щает вирус только вне живой клетки. Вне клетки-хозяина 
вирусы ведут себя как вещество (могут быть получены в 
кристаллической форме); попав в живую клетку, они вновь 
проявляют активность.

Механизм инфицирования. Условно процесс вирусного 
инфицирования в масштабах одной клетки можно разбить 
на следующие этапы.

Присоединение к клеточной мембране — так назы
ваемая адсорбция. Обычно, для того чтобы вирус адсорби
ровался на поверхности клетки, она должна иметь в соста
ве своей плазматической мембраны специфический белок
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(часто гликопротеин) — рецептор, специфичный для данно
го вируса. Наличие рецептора нередко определяет круг хо
зяев данного вируса, а также его тканеспецифичность.

Проникновение в клетку. На этом этапе вирусу необ
ходимо доставить внутрь клетки свою генетическую инфор
мацию. Некоторые вирусы привносят также собственные 
белки, необходимые для ее реализации. Различные вирусы 
для проникновения в клетку используют разные стратегии. 
Вирусы также различаются по локализации их реплика
ции: часть вирусов размножается в цитоплазме клетки, а 
часть — в ее ядре.

Перепрограммирование клетки. При заражении виру
сом в клетке активируются специальные механизмы проти
вовирусной защиты. Зараженные клетки начинают синте
зировать сигнальные молекулы, например интерфероны, 
переводящие окружающие здоровые клетки в противови
русное состояние и активирующие системы иммунитета. 
Повреждения, вызываемые размножением вируса в клетке, 
могут быть обнаружены системами внутреннего клеточного 
контроля, и такая клетка должна будет «покончить жизнь 
самоубийством» в ходе процесса, называемого апоптозом 
(или программируемой клеточной гибелью). От способности 
вируса преодолевать системы противовирусной защиты на
прямую зависит его выживание. Неудивительно, что мно
гие вирусы, эволюционируя, приобрели способность подав
лять синтез интерферонов, апоптозную программу и т. д. 
Кроме подавления противовирусной защиты, вирусы стре
мятся создать в клетке максимально благоприятные усло
вия для развития своего потомства.

Персистенция. Некоторые вирусы могут переходить в 
латентное состояние (так называемая персистенция), слабо 
вмешиваясь в процессы, происходящие в клетке, и активи
роваться лишь при определенных условиях. На этом по
строена, например, стратегия размножения некоторых бак
териофагов: до тех пор пока зараженная клетка находится 
в благоприятной среде, фаг не убивает ее, наследуется до
черними клетками и нередко интегрируется в клеточный 
геном. Однако при попадании зараженной фагом бактерии 
в неблагоприятную среду возбудитель захватывает конт
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роль над клеточными процессами так, что клетка начинает 
производить материалы, из которых строятся новые фаги. 
Клетка превращается в «фабрику», способную производить 
многие тысячи фагов. Зрелые частицы, выходя из клетки, 
разрывают клеточную мембрану, тем самым убивая клетку. 
С персистенцией вирусов связаны некоторые онкологиче
ские заболевания.

Создание новых вирусных компонентов. Размноже
ние вирусов в самом общем случае предусматривает три 
процесса:

— транскрипцию вирусного генома, т. е. синтез вирус
ной мРНК;

— трансляцию мРНК, т. е. синтез вирусных белков;
— репликацию вирусного генома.
У многих вирусов существуют системы контроля, обес

печивающие оптимальное расходование биоматериалов 
клетки-хозяина. Например, когда вирусной мРНК накопле
но достаточно, транскрипция вирусного генома подавляет
ся, а репликация, напротив, активируется.

Созревание вирионов и выход из клетки. В конце кон
цов новосинтезированные геномные РНК или ДНК «одевают
ся» соответствующими белками и выходят из клетки. Сле
дует отметить, что активно размножающийся вирус не всег
да убивает клетку-хозяина. В некоторых случаях дочерние 
вирусы отпочковываются от плазматической мембраны, 
не вызывая ее разрыва. Таким образом, клетка может про
должать жить и продуцировать вирус.

Классификация вирусов. Систематику и таксономию 
вирусов кодифицирует и поддерживает Международный 
комитет по таксономии вирусов (1п1егпаиопа1 С о т т Ш е е  оп 
Тахопоту о^ У1гизез, 1СТУ), поддерживающий также и так
сономическую базу ТЬе Ишуег8а1 Уггиз Ба^аЪазе 1СТУ<1В.

Форма представления генетической информации лежит 
в основе современной классификации вирусов. В настоящее 
время их подразделяют на ДНК- и РНК-содержащие вирусы.

К вирусам относятся бактериофаги — паразиты микро
организмов. Они состоят из двух частей: призматической 
головки и хвостового отростка. Если добавить к микробам 
бактериофаг, действующий именно на данный вид микро
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бов, через несколько минут его можно обнаружить на по
верхности микробной клетки, к которой он прикрепляется 
отростком. Затем бактериофаг выделяет фермент, раство
ряющий оболочку бактерии в месте прикрепления отрост
ка. Сквозь это отверстие ДНК, находящаяся в головке, по
падает в клетку. Капсид остается снаружи. Под влиянием 
ДНК фага обмен веществ бактерии перестраивается, белок- 
синтезирующие системы бактерии образуют белки фага, 
происходит репликация фаговой ДНК. Через 15-30  мин 
оболочка клетки разрывается, и огромное количество фагов 
выходит в окружающую среду. Фаги заражают новые клет
ки, вызывая их лизис.

Значение вирусов. Вирусы вызывают ряд опасных забо
леваний человека (оспу, гепатит, грипп, корь, полиомие
лит, СПИД, рак и т. д.), растений (мозаичную болезнь таба
ка, томата, огурца, карликовость, увядание земляники), 
животных (чуму свиней, ящур). Однако препараты соответ
ствующих бактериофагов применяют для лечения бактери
альных заболеваний — дизентерии и холеры.

Получение интерферона — особого клеточного белка, 
препятствующего размножению вирусов, — широко ис
пользуют в медицине, особенно во время вспышек эпидемий 
гриппа. Это вещество универсального действия, активное 
по отношению ко многим вирусам, хотя чувствительность 
разных вирусов к нему неодинакова. Будучи продуктом са
мой клетки, интерферон полностью лишен токсического 
воздействия на нее. Сейчас применяют готовый интерфе
рон, его можно синтезировать в клетках, культивируемых 
вне организма.

2.2. Бактерии

До конца 1970-х гг. термин «бактерия» служил синони
мом прокариот, но в 1977 г. на основании данных молеку
лярной биологии прокариоты подразделили на царства ар- 
хебактерий и эубактерий (собственно бактерий).

Строение бактерий. Подавляющее большинство бакте
рий (за исключением актиномицетов и нитчатых цианобак
терий) одноклеточны. По форме клеток они могут быть
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шаровидными (кокки), палочковидными (бациллы, клост- 
ридии, псевдомонады), извитыми (вибрионы, спириллы, 
спирохеты), реже — звездчатыми, тетраэдрическими, куби
ческими, С- или 0-образными. Обязательными клеточными 
структурами бактерий являются:

— нуклеоид;
— рибосомы;
— цитоплазматическая мембрана (ЦПМ).
Прокариоты, в отличие от эукариот, не имеют в цито

плазме обособленного ядра. Вся необходимая для жизнеде
ятельности бактерий генетическая информация содержится 
в одной двухцепочечной ДНК (бактериальная хромосома), 
имеющей форму замкнутого кольца. Она в одной точке 
прикреплена к ЦПМ. ДНК в развернутом состоянии имеет 
длину более 1 мм. Бактериальная хромосома представлена 
обычно в единственном экземпляре, т. е. практически все 
прокариоты гаплоидны, хотя в отдельных случаях одна 
клетка может содержать несколько копий своей хромосо
мы. Деление хромосомы сопровождается делением клетки. 
Область клетки, в которой локализована хромосома, назы
вается нуклеоидом; она не окружена ядерной мембраной. 
В связи с этим новосинтезированная мРНК сразу доступна 
для связывания с рибосомами, т. е. процессы транскрип
ции и трансляции могут протекать одновременно. Ядрыш
ка нет.

Помимо хромосомы, в клетках бактерий часто находят
ся плазмиды — замкнутые в кольцо небольшие молекулы 
ДНК, способные к независимой репликации. Они содержат 
дополнительные гены, необходимые лишь в специфических 
условиях. В них кодируются механизмы устойчивости к от
дельным лекарственным препаратам, способности к перено
су генов при конъюгации, синтеза веществ антибиотиче
ской природы, способности использовать некоторые сахара 
или обеспечивать деградацию ряда веществ. То есть плаз
миды действуют как факторы адаптации. В некоторых слу
чаях гены плазмиды могут интегрировать в хромосому бак
терии.

Рибосомы прокариот отличаются от таковых у эукариот 
и имеют константу седиментации 70 8 (у эукариот — 80 8).
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У разных групп прокариот имеются локальные впячива- 
ния ЦПМ — мезосомы, выполняющие в клетке разнообраз
ные функции и разделяющие ее на функционально различ
ные части. Считается, что мезосомы принимают участие в 
делении бактерий. Когда на мембранах мезосом располага
ются окислительно-восстановительные ферменты, они явля
ются эквивалентами митохондрий клеток растений и живот
ных. У фотосинтезирующих бактерий во впячивания мембран 
вмонтирован пигмент — бактериохлорофилл. С его помощью 
и осуществляется бактериальный фотосинтез.

С внешней стороны от ЦПМ находятся несколько слоев 
(клеточная стенка, капсула, слизистый чехол), называемых 
клеточной оболочкой, а также поверхностные структуры 
(жгутики, ворсинки, пили).

У бактерий существует два основных типа строения кле
точной стенки, свойственных грамположительным и грам- 
отрицательным видам. Клеточная стенка грамположитель- 
ных бактерий представляет собой гомогенный слой толщи
ной 20-80  нм, построенный в основном из пептидогликана 
муреина с большим количеством тейхоевых кислот и не
большим количеством полисахаридов, белков и липидов. 
У грамотрицательных бактерий пептидогликановый слой 
неплотно прилегает к ЦПМ и имеет толщину лишь 2 -3  нм. 
Он окружен наружной мембраной, имеющей, как правило, 
неровную, искривленную форму.

С внешней стороны от клеточной стенки может нахо
диться капсула — аморфный слой гидратированных поли
сахаридов, сохраняющий связь со стенкой. Слизистые слои 
не имеют связи с клеткой и легко отделяются, чехлы же не 
аморфны, а имеют тонкую структуру.

Многие бактерии способны к активному движению с по
мощью жгутиков — выростов цитоплазмы.

Размножение бактерий. Бактерии не имеют полового 
процесса и размножаются лишь равновеликим бинарным 
поперечным делением или почкованием. Для одной группы 
одноклеточных цианобактерий описано множественное де
ление (ряд быстрых последовательных бинарных делений, 
приводящих к образованию от 4 до 1000 новых клеток под 
оболочкой материнской клетки).
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У прокариот может происходить горизонтальный пере
нос генов. При конъюгации клетка-донор в ходе непосред
ственного контакта передает клетке-реципиенту часть свое
го генома (в некоторых случаях — весь геном). Участки 
ДНК донорной клетки могут обмениваться на гомологич
ные участки ДНК реципиента. Вероятность такого обмена 
значима только для бактерий одного вида.

Бактериальная клетка может поглощать и свободно на
ходящуюся в среде ДНК, включая ее в свой геном. Данный 
процесс носит название трансформации. В природных усло
виях обмен генетической информацией протекает с по
мощью бактериофагов (трансдукция). При горизонтальном 
переносе новых генов не образуется, однако осуществляется 
создание разных генных сочетаний. Эти свойства бактерий 
очень важны для генетической инженерии.

Спорообразование у бактерий. Некоторые бактерии об
разуют споры. Их формирование характерно для особо ус
тойчивых форм с замедленным метаболизмом и служит для 
сохранения в неблагоприятных условиях, а также для рас
пространения. Споры могут сохраняться продолжительное 
время, не теряя жизнеспособности. Так, эндоспоры многих 
бактерий способны выдерживать 10-минутное кипячение 
при 100 °С, высушивание в течение тысячи лет и, по неко
торым данным, сохраняются в жизнеспособном состоянии в 
почвах и горных породах миллионы лет.

Метаболизм бактерий. За исключением некоторых спе
цифических моментов, биохимические пути, по которым 
осуществляется синтез белков, жиров, углеводов и нуклео
тидов, у бактерий схожи с таковыми у других организмов. 
Однако по числу возможных биохимических путей и, соот
ветственно, по степени зависимости от поступления органи
ческих веществ извне бактерии различаются. Часть бакте
рий может синтезировать все необходимые им органиче
ские молекулы из неорганических соединений (автотрофы), 
другие же требуют готовых органических соединений, ко
торые они способны лишь трансформировать (гетеротрофы).

Классификация бактерий. Наибольшую известность 
получила фенотипическая классификация бактерий, осно
ванная на строении их клеточной стенки. На основе этой
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классификации построен «Определитель бактерий Берги», 
девятое издание которого вышло в 1984-1987 гг. Крупней
шими таксономическими группами в ней стали четыре от
дела: ОгасШсиЪез (грамотрицательные), Рш тсиЬез (грампо- 
ложительные), ТепегссиЪез (микоплазмы) и Мепс1озн;и1;ез 
(археи).

Значение бактерий. Бактерии-сапрофиты играют боль
шую роль в круговороте веществ в природе, разрушая в 
экосистемах мертвый органический материал. Хорош о из
вестна их роль во всех биогеохимических циклах на нашей 
планете. Бактерии принимают участие в круговоротах хи
мических элементов (углерода, железа, серы, азота, фосфо
ра и др.), в процессах почвообразования, определяют пло
дородие почв.

Многие бактерии «населяют» организмы животных и 
человека, стоят на страже здоровья.

Биотехнологические функции, выполняемые бактериями, 
разнообразны. Их применяют при производстве различных 
веществ: уксуса (С1исопоЪас1ег зиЪохШапз), молочнокислых 
напитков и продуктов (ЬаМоЪасШиз, ЬеисопозЬос), а также 
микробных инсектицидов (ВасШиз ОтппёЬепзьз) и герби
цидов, белков (МеОгу1отопаз), витаминов (С1озЬгШшт —  

рибофлавин); при переработке отходов, получении бактери
альных удобрений, растворителей и органических кислот, 
биогаза и фотоводорода. Ш ироко используется такое свой
ство некоторых бактерий, как диазотрофность, т. е. способ
ность к фиксации атмосферного азота.

Благодаря быстрому росту и размножению, а также 
простоте строения, бактерии активно применяют в научных 
исследованиях по молекулярной биологии, генетике и био
химии, в генно-инженерных работах при создании геном
ных клонотек и введении генов в растительные клетки 
(агробактерии). Информация о метаболических процессах 
бактерий позволила производить бактериальный синтез ви
таминов, гормонов, ферментов, антибиотиков и др.

Перспективными направлениями являются очистка с 
использованием бактерий почв и водоемов, загрязненных 
нефтепродуктами или ксенобиотиками, а также обогащение 
руд с помощью сероокисляющих бактерий.
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Нельзя забывать о том, что отдельные виды бактерий 
вызывают опасные заболевания у человека (чуму, холеру, 
туберкулез, брюшной тиф, сибирскую язву, ботулизм и 
др.), животных и растений (бактериозы). Некоторые виды 
бактерий могут разрушать металл, стекло, резину, хлопок, 
древесину, масла, лаки, краски.

2.3. Водоросли

Водоросли — наиболее древняя и разнородная группа 
организмов. Они обитают в водной среде, почве, на поверх
ности растений и в других местах. Большинство водорослей 
являются автотрофами, так как содержат хлорофилл и мо
гут использовать солнечный свет, но нередко их зеленая 
окраска маскируется другими пигментами. Некоторые во
доросли утратили способность к фотосинтезу и перешли на 
гетеротрофный тип питания.

Особенности строения водорослей. По строению тела 
различают одноклеточные, колониальные и многоклеточ
ные водоросли. Оно может быть представлено талломом, 
или слоевищем, и не подразделяется на вегетативные орга
ны. По форме многоклеточного таллома выделяют нитча
тые, пластинчатые и сифоновые водоросли.

Клетки многих водорослей похожи на растительные. 
У них имеются клеточная стенка, одна крупная или не
сколько мелких вакуолей с клеточным соком, а также хло
ропласты, которые называются хроматофорами. В хроматофо- 
рах находятся пигментные системы, в состав которых входят 
хлорофиллы (зеленые пигменты), каротиноиды (желто-оран
жевые пигменты) и фикобиллины (сине-фиолетовые пиг
менты). Их соотношение определяет окраску водоросли.

Форма хроматофоров очень разнообразна. Она может 
быть пластинчатой, цилиндрической, лентовидной, чаше
видной, звездчатой и т. д. В хроматофорах расположены 
пиреноиды, вокруг которых откладываются запасные веще
ства в виде крахмала или близкого к нему углевода.

Вегетативные клетки таллома снаружи покрыты твер
дой стенкой, состоящей из целлюлозы и пектиновых ве-
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ществ. Иногда снаружи клеточная стенка покрыта или 
инкрустирована кремнеземом. Цитоплазма заполняет всю 
полость клетки или расположена послойно. В клетке нахо
дится одно или несколько ядер. Кроме крахмала, в качестве 
запасных продуктов могут накапливаться капельки масла.

Размножение водорослей. Для водорослей характерны, 
как правило, одноклеточные органы размножения, споро- 
ношения и полового размножения.

Размножение у водорослей может происходить тремя 
способами:

— вегетативным (деление клеток пополам, фрагментами 
колоний и нитей, специализированными структурами — 
клубеньками — у харовых);

— собственно бесполым (подвижными зооспорами и 
неподвижными апланоспорами);

— половым (с участием гамет или без образования га
мет, путем слияния ядер вегетативных клеток).

Собственно бесполое размножение осуществляется с по
мощью зооспор или клеточных образований, возникающих 
внутри вегетативных клеток или в особых органах (зооспо
рангиях или спорангиях) путем деления их содержимого. 
Вскоре после выхода в воду через отверстия в стенке спо
рангия зооспоры сбрасывают жгутики, покрываются кле
точной оболочкой и прорастают в новую особь.

Половой процесс возможен в формах:
— изогамии, при которой происходит слияние одинако

вых по размеру и форме подвижных гамет;
— гетерогамии, при которой сливаются подвижные га

меты, имеющие одинаковую форму, но отличающиеся по 
размерам;

— оогамии, когда сливается неподвижная крупная жен
ская гамета — яйцеклетка с мелким подвижным спермато
зоидом.

У некоторых зеленых водорослей половой процесс осу
ществляется в форме конъюгации.

У одних водорослей одна и та же особь может образовы
вать гаметы или споры — в зависимости от возраста и ус
ловий окружающей среды, у других — функции полового и 
бесполого размножения выполняют разные особи.
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Водоросли, на которых развиваются органы бесполого 
размножения, называются спорофитами, а водоросли, на 
которых развиваются половые органы, — гаметофитами. 
Эти два поколения в цикле развития организма могут силь
но отличаться по структуре или, наоборот, быть внешне по
хожими друг на друга. Строго упорядоченные жизненные 
циклы, сходные с циклами высших растений, существуют 
лишь у эволюционно продвинутых видов, таких, как пред
ставители бурых и зеленых водорослей.

Классификация водорослей. Многочисленные виды во
дорослей отличаются между собой анатомическим строени
ем как всей особи, так и отдельных клеток, различием в 
пигментах и других включениях и т. д. На основании этих 
признаков водоросли подразделяют на 10 отделов. Рассмот
рим те из них, которые нашли применение в биотехнологии.

Бурые водоросли

Свое название бурые водоросли получили из-за высоко
го содержания в хроматофорах (помимо хлорофилла) буро
го пигмента фукоксантина. Изучено около 1,5 тыс. видов 
этих водорослей, которые распространены главным образом 
в морях и океанах, преимущественно в прибрежном мелко
водье. Иногда их находят и вдали от берегов. Бурые водо
росли считаются важным компонентом бентоса.

Постоянные скопления бурых водорослей известны в 
той части Атлантического океана, которое носит название 
Саргассово море (соответственно сами эти водоросли назы
вают саргассами). Они не являются бентосными, а облада
ют плавучестью благодаря воздушным пузырькам, за счет 
которых постоянно дрейфуют. В прибрежной же части они 
ведут обычный бентосный образ жизни.

Таллом бурых водорослей многоклеточный, часто дости
гает гигантских размеров (до 30 -50  м). У самых развитых, 
крупных видов таллом пластинчатый, т. е. многослойный, 
и разделен как бы на «ткани», выполняющие разные функ
ции. Клетки бурых водорослей одноядерные. Многочислен
ные хлоропласты чаще дисковидные. Запасные продукты 
накапливаются в виде ламинарина (полисахарид), манни-
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та (сахароспирт) и масла. Пектиново-целлюлозные клеточ
ные стенки легко ослизняются. Продолжительность жизни 
бурых водорослей достигает нескольких лет.

Вегетативное размножение бурых водорослей может 
осуществляться обрывками таллома. У некоторых видов 
имеются выводковые почки, которые легко отламываются 
и вырастают в новую особь.

Бесполое размножение (отсутствует у фукусовых) про
исходит с помощью многочисленных двухжгутиковых зоо
спор, образующихся в одногнездных (изредка — в много- 
гнездных) зооспорангиях, либо с помощью неподвижных 
тетраспор, образующихся в одногнездных тетраспорангиях.

Половой процесс у бурых водорослей встречается во всех 
формах. У простейших — в форме изо- или гетерогамии, у 
наиболее высокоорганизованных (например, у ламинарии) 
половой процесс оогамный. Размножение ламинарии про
исходит с помощью спор. Зооспоры у нее заключены в мно
гочисленные спорангии, или мешочки. При выходе спор 
наружу окружающая вода приобретает мутный оттенок. 
Постепенно споры разносятся течением и оседают на дно, где 
прикрепляются к шероховатостям и прорастают. На развив
шихся ростках (гаметофитах) образуются разнополые клет
ки. На одних ростках (мужских) появляются мелкие под
вижные сперматозоиды, на других (женских) — яйцеклетки. 
Осенью происходит оплодотворение будущей ламинарии. 
Зигота вскоре прорастает в водоросль (спорофит), дости
гающую через год длины 4 -5  м. Этой же осенью из развив
шегося растения выходят споры. Старое слоевище разруша
ется, и на его месте развивается новое, которое к весне сле
дующего года достигает нормальной промысловой длины.

Основные представители: ламинария, фукус, падина, 
макроцистис, алярия и др.

Красные, или багряные, водоросли

Почти все красные водоросли являются морскими оби
тателями, обычными в бентосе, находящемся на значитель
ной глубине. Лишь немногие из них обитают в пресновод
ных бассейнах и в почве.
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Разнообразная окраска этих водорослей объясняется на
личием, помимо хлорофилла, еще двух пигментов: красно
го — фикоэритрина и синего — фикоцианина. От соотно
шения этих пигментов окраска таллома может варьировать 
от малиново-красной до голубовато-стальной. Благодаря та
кому пигментному составу образуется специфический за
пасной продукт — багрянковый крахмал, который от йода 
приобретает буро-красный цвет.

Клеточные стенки вместе с межклеточным веществом у 
некоторых видов сильно ослизняются, из-за чего весь тал
лом приобретает слизистую консистенцию. В связи с этим 
многие красные водоросли используют для получения 
агар-агара.

Большинство красных водорослей — двудомные орга
низмы. Они размножаются бесполым и прогрессивным по
ловым путем. Многие «багрянки» характеризуются пра
вильной сменой гаметофита и спорофита, внешне неотличи
мых друг от друга. У некоторых красных водорослей 
циклы развития носят сложный характер.

Основные представители: порфира, филлофора, анфель- 
ция и др.

Зеленые водоросли

Зеленые водоросли характеризуются травянисто-зеле
ной окраской, зависящей от преобладания хлорофиллов 
над каротиноидами. Клетка большинства таких водорослей 
покрыта целлюлозной оболочкой. У многих из них наблю
дается свойственное высшим растениям правильное чередо
вание бесполого и полового поколения; некоторые зеленые 
водоросли перешли к наземному существованию.

Представители этого отдела (около 15 тыс. видов) рас
пространены в пресных водах, некоторые — в морях, и 
очень немногие обитают в условиях периодического увлаж
нения (на почве, стволах деревьев, заборах, цветочных 
горшках и т. д.).

Типичным представителем является водоросль рода 
Хламидомонада. Это одноклеточная водоросль, со жгутика
ми, многочисленные виды которой обитают в лужах, кана
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вах и других мелких пресных водоемах. В случае их массо
вого развития вода нередко принимает зеленую окраску. 
При подсыхании водоема хламидомонады теряют жгутики, 
ослизняются и в таком неподвижном состоянии пережида
ют неблагоприятные условия, а при попадании в воду клет
ки снова вырабатывают жгутики и возвращаются к подвиж
ному состоянию. В благоприятных условиях эти водоросли 
интенсивно размножаются бесполым путем, формируя 
большое количество зооспор. У большинства видов половой 
процесс изогамный.

Род Хлорелла широко распространен в пресных водах, 
где эта водоросль придает воде зеленый цвет. Она встреча
ется также на сырой земле, на коре деревьев и т. д. Хло
релла — представитель одноклеточных зеленых водорос
лей, у которых отсутствуют жгутики. При бесполом разм
ножении содержимое клетки распадается, образуя от 4 до 
64 дочерних клеток, которые освобождаются после разрыва 
стенки материнской клетки. Половой процесс отсутствует. 
В клетках хлореллы накапливается много запасных про
дуктов, витаминов, антибиотиков, поэтому ее культивиру
ют в различных целях.

Ярким представителем зеленых водорослей, имеющих 
таллом в виде разветвленной нити, сложенной из одноядер
ных клеток, может служить род Улотрикс. Эти водоросли 
встречаются в прибойной полосе больших озер, образуя ва
тообразные обрастания на камнях.

К классу конъюгатов относится представитель рода 
Спирогира, имеющий нитчатый таллом без жгутиков. Мно
гочисленные виды этого рода имеют лентовидные, спираль
но закрученные хроматофоры с пиреноидами, окруженные 
крахмальными зернами. Ядро находится в центре клетки и 
погружено в цитоплазму.

Половой процесс — конъюгация — заключается в слия
нии протопластов вегетативных клеток. Это так называе
мая лестничная конъюгация, которая происходит между 
клетками параллельно расположенных нитей. Образовав
шаяся в результате слияния протопластов конъюгирующих 
клеток зигота вырабатывает толстую стенку и переходит в 
состояние покоя. Ядра сливаются незадолго до прорастания
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зиготы, после чего образуются четыре гаплоидных ядра, 
причем из четырех ядер только одно остается жизнеспособ
ным и поэтому развивается только одна особь. Помимо 
конъюгации, широко распространено вегетативное размно
жение. Оно осуществляется благодаря разрыву нитей на от
дельные участки, клетки которых начинают делиться и об
разуют новые нити.

Основные представители: хлорелла, улъва, спирогира, уло- 
трикс, вольвокс, эвглена и др.

Диатомовые

Клеточные стенки диатомовых водорослей состоят в ос
новном из кремнезема, образующего защитный панцирь, 
который имеет две отдельные части — теки: верхнюю — 
эпитеку и нижнюю — гипотеку. Пояс эпитеки плотно 
надвинут на поясок гипотеки. В створках теки имеются 
сквозные отверстия — поры, обеспечивающие обмен ве
ществ, а также пустоты. Внутри клетки находятся прото
пласт и вакуоли. Ядро одно. Хлоропласты имеют бурую ок
раску, так как хлорофилл в них замаскирован бурыми пиг
ментами — каротиноидами и диатомином (пигмент из 
группы ксантофиллов). Запасные продукты откладывают
ся в виде масла, волютина и лейкозина.

Основные представители: пиннулярия, навикула, мело- 
зира, табеллярия и др.

Значение водорослей. Водоросли, обитающие в воде, 
подразделяют на две большие группы: планктонные и бен- 
тосные.

Планктоном называют совокупность свободно плаваю
щих в толще воды на небольшой глубине мелких — пре
имущественно микроскопических — организмов. Расти
тельная часть планктона, образуемая водорослями, состав
ляет фитопланктон. Значение фитопланктона для 
обитателей водоема огромно, так как им производится ос
новная масса органических веществ, т. е. водоросли явля
ются продуцентами в цепи питания.

К бентосным водорослям относятся особи, прикрепленные 
ко дну водоемов, находящиеся в воде на глубине 30 -50  м.
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Однако наиболее теневыносливые бурые и красные водорос
ли достигают глубины 100-200 м, а отдельные виды — 500 м 
и более.

Водоросли живут на почве и даже в атмосферном возду
хе (некоторые виды хлореллы). Отдельные виды, попадая 
вместе с бактериями на бесплодные субстраты, становятся 
пионерами их заселения. Многие водоросли активно участ
вуют в процессе почвообразования. Азотфиксирующие во
доросли (анабена) накапливают в почве азот. Некоторые ви
ды водорослей (носток и др.) входят в состав комплексных 
организмов — лишайников.

Хозяйственное значение водорослей заключается в непо
средственном использовании их в качестве пищевых про
дуктов или как сырья для получения различных веществ, 
ценных для человека.

Из многочисленных видов водорослей съедобными в на
стоящее время считаются 80 (в основном это морские виды — 
ламинария, порфира, ульва, спируллина и т. д.). Съедоб
ные водоросли богаты минеральными веществами, особенно 
йодом. Среди красных водорослей порфира считается дели
катесом во многих приморских странах. В Японии насчи
тывается более 300 наименований блюд из морской капус
ты. Одно из самых популярных блюд с водорослями — су
ши. Под общим названием тоги к и  биологи обнаружили 
ряд из шести видов водорослей — кошЬи, ш акате, поп, 
ЫдЫ и др., которые употребляют в пищу. По статистиче
ским данным, только сырых водорослей японцы съедают в 
год лишь в 35 раз меньше по весу, чем риса, который, как 
известно, в этой стране считается блюдом номер один.

Одноклеточные водоросли выращивают в условиях мяг
кого теплого климата (Средняя Азия, Крым) в открытых 
бассейнах на специальной среде. К примеру, за теплый пери
од года (шесть — восемь месяцев) можно получить 50 -60  т 
биомассы хлореллы с 1 га, тогда как одна из самых высо
копродуктивных трав — люцерна дает с той же площади 
только 15-20  т урожая. Хлорелла содержит около 50 % 
белка, а люцерна — лишь 18 % . В целом в пересчете на 1 га 
хлорелла образует 20 -30  т чистого белка, а люцерна — 2 -  
3,5 т. Кроме того, хлорелла содержит: углеводы — 40 % ,
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жиры — 7-10  % , витамины А  (в 20 раз больше), В2, К, РР 
и многие микроэлементы. Варьируя состав питательной 
среды, можно в клетках хлореллы сдвинуть процессы био
синтеза в сторону накопления либо белков, либо углеводов, 
а также активировать образование тех или иных витами
нов. В клетках хлореллы содержится также антибиотик 
хлореллин.

Водоросли служат кормом для рыб и водоплавающих 
птиц. В ряде стран их используют как витаминную добавку 
к кормам для сельскохозяйственных животных. Так, во 
Франции, Шотландии, Швеции, Норвегии, Исландии, Япо
нии, Америке, Дании и на Русском Севере водоросли при
бавляют к сену или дают как самостоятельный корм коро
вам, лошадям, овцам, козам, домашней птице. Для этой 
цели строят заводы. Опыты, проведенные в Мурманской об
ласти России, показали, что водорослями можно заменить 
примерно 50 % сочных и 30 % грубых кормов в суточном 
рационе животного. При этом удои молока и яйценоскость 
у птиц повышались на 10 % и выше.

Водоросли могут служить удобрением. В таком качестве 
их широко применяют в Ирландии, Шотландии, Норвегии, 
Франции. Запахивание биомассы водорослей обогащает поч
ву фосфором, калием, йодом и значительным количеством 
микроэлементов, а также пополняет почвенную азотфикси- 
рующую микрофлору. При этом водоросли разлагаются в 
почве быстрее, чем навозные удобрения, и не засоряют ее 
семенами сорняков, личинками вредных насекомых, спора
ми фитопатогенных грибов. Применение водорослевого пе
регноя и запахивание штормовых выбросов на 140-300 % 
повышает урожайность не только злаковых культур (пше
ницы, ячменя), но и овощей.

В Израиле на опытных установках проводят экспери
менты с зеленой одноклеточной водорослью БипаИеИа, ко
торая способна синтезировать глицерол. БипаНеИа может 
расти и размножаться в среде с широким диапазоном со
держания соли: в морской воде и в почти насыщенных рас
творах Мертвого моря. Она накапливает свободный глице
рол как осмопротектор, чтобы тем самым противодейство
вать высоким концентрациям солей в среде выращивания.
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При таких условиях выращивания дуналиеллы на долю 
глицерола приходится до 85 % сухой массы клеток. В ней 
содержится также значительное количество (3-каротина. Та
ким образом, культивируя эту водоросль, можно получать 
глицерол, пигмент и белок, что весьма перспективно с эко
номической точки зрения.

Красные водоросли (роды: анфельция, гелидиум, граци- 
лярия) служат источником получения агар-агара (жели- 
рующего вещества, широко применяемого в кондитерской, 
бумажной, фармацевтической промышленности и в микро
биологии). Получают агар-агар (далее — агар) длительным 
кипячением водорослей. После остывания образуется плот
ное желеобразное вещество, которое применяют при изготов
лении мармелада, пастилы, стабилизации многих консервов, 
сиропов, шоколадных напитков, мороженого. Кожа, бумага 
или ткань, обработанные агаром, становятся более прочны
ми и приобретают приятный блеск.

У других багрянок (роды: литотамнион, литофиллум) 
клеточные стенки инкрустированы известью, которая при
дает таллому твердость камня. Такие красные водоросли 
принимают участие в образовании коралловых рифов.

Зола водорослей служит сырьем для получения брома и 
йода. Со времен открытия йода (середина X IX  в.) Норвегия 
и Шотландия извлекали его почти исключительно из дон
ных водорослей. Во время Первой мировой войны, когда 
потребность в препаратах йода резко возросла, японские за
воды, переработав миллионы тонн сырых водорослей, полу
чили около 600 т йода.

Некоторые водоросли служат в качестве индикаторных 
организмов при определении степени загрязнения водое
мов. Например, массовое развитие осциллятории — показа
тель степени загрязнения при биологическом анализе воды. 
Применяют водоросли и для биологической очистки сточ
ных вод, а также — благодаря высокой скорости размноже
ния — для получения биомассы, используемой в качестве 
топлива.

Известны горные породы (диатомиты, горючие сланцы, 
часть известняков), возникшие в результате жизнедеятель
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ности водорослей в прошлые геологические эпохи. Диато- 
мин применяют в производстве материалов для звуковой и 
тепловой изоляции, при изготовлении фильтров для пище
вой и химической промышленности, шлифовке металлов. 
Водоросли участвуют в образовании лечебных грязей.

Бурые водоросли образуют подводные луга с огромной 
фитомассой. Они приобретают все возрастающее значение 
как кормовые, пищевые, лекарственные и технические рас
тения. В северных и умеренных широтах произрастает ла
минария — морская капуста, таллом которой достигает в 
длину 20 м и содержит много незаменимой аминокислоты 
метионина, йода, углеводов, минеральных веществ и вита
минов. Из ламинарии также получают алъгинит — клея
щее вещество, используемое в текстильной (ткани не вы
цветают и не промокают) и пищевой (при изготовлении 
консервов, соков) промышленности, при производстве ме
лованной бумаги. Альгинит повышает устойчивость лако
красочных покрытий и строительных материалов. Эту во
доросль культивируют в морях России и стран Юго-Восточ
ной Азии.

Благодаря таким свойствам водорослей, как простота 
строения, быстрый рост и скорость размножения, их широ
ко применяют в научных исследованиях по молекулярной 
биологии, генетике, генетической инженерии, биохимии и 
физиологии.

Предпринимаются попытки использовать некоторые вы
сокопродуктивные и неприхотливые водоросли (например, 
хлореллу, которая синтезирует белки, жиры, углеводы, ви
тамины и способна поглощать вещества, выделяемые чело
веком и животными) для создания замкнутого круговорота 
веществ в обитаемых отсеках космических кораблей.

2.4. Лишайники

Лишайники — это симбиотические ассоциации микро
скопических грибов и зеленых микроводорослей и/или ци
анобактерий, образующие слоевища (талломы) определен
ной структуры. Они выделяют кислоты и тем самым вносят 
существенный вклад в процессы почвообразования. Лишай
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ники можно отнести к пионерам, т. е. к первым организ
мам, заселяющим субстрат в процессе первичной сукцессии.

Преимуществом лишайников является устойчивость к 
экстремальным условиям (засухе, морозам, высоким темпе
ратурам, ультрафиолетовому излучению). В то же время 
они проявляют повышенную чувствительность к загрязне
нию окружающей среды и могут служить индикаторами ее 
состояния.

Строение лишайников. Лишайники представляют собой 
симбиотическую ассоциацию фотосинтезирующего организ
ма, или фотобионта (водоросли или цианобактерии), и 
гриба (микобионта). Водоросли и цианобактерии питаются 
автотрофно, но воду и ионы они берут от гриба. Как прави
ло, грибной мицелий служит для водоросли защитной обо
лочкой, предохраняющей ее от высыхания. Сам гриб, не
способный синтезировать органические вещества, питается 
гетеротрофно ассимилятами партнера по симбиозу. Однако 
оба партнера могут существовать и как самостоятельные 
организмы.

По внутреннему строению лишайники подразделяют на:
— гомеомерные, когда клетки водоросли (фотобионта) 

распределены хаотично среди гиф гриба по всей толщине 
таллома;

— гетеромерные, когда таллом на поперечном срезе 
можно четко разделить на слои.

Большинство лишайников имеет гетеромерный таллом. 
В гетеромерном талломе верхний слой — корковый, сложен
ный гифами гриба. Он защищает таллом от высыхания и ме
ханических воздействий. Следующий от поверхности слой — 
гонидиальный. В нем располагается фотобионт. В центре 
имеется сердцевина, состоящая из беспорядочно перепле
тенных гиф гриба. В ней в основном запасается влага. 
Сердцевина выполняет также роль скелета. У нижней по
верхности таллома часто находится нижняя кора, с по
мощью выростов которой (ризин) лишайник прикрепляется 
к субстрату.

В образовании лишайников участвует около 20 % из из
вестных видов грибов (из них аскомицены — около 98 % , 
дейтеромицеты — около 1,6 % , базидиомицеты — около
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0,4 % ). Из водорослей в лишайниках наиболее распростра
нена ТгеЪих1а. Из цианобактерий часто встречаются N08100, 
СаШпх. Цианобактерии как симбионты лишайников спо
собны осуществлять фотосинтез и фиксацию атмосферного 
азота.

По строению тела (таллома, или слоевища) лишайники 
бывают накипными (корковыми), листоватыми и кустис
тыми. Они распространены по всему земному шару — от 
тропиков до приполярных областей. Хорош о известны та
кие лишайники, как исландский мох (Се1гапа ьзЬапсИса) и 
виды Пзпеа, свешивающиеся с деревьев наподобие бороды 
и очень похожие внешне на цветковые эпифитные растения 
рода ТШапёзга.

Размножение. Большинство лишайников способно реге
нерировать даже из мелких фрагментов слоевища, содержа
щих и фотобионт, и микобионт. У многих групп лишайников 
по краям или на верхней поверхности слоевища образуются 
особые выросты — изидии, которые легко отламываются и 
дают начало новому слоевищу. В других случаях клетка 
фотобионта в сердцевине лишайника окружается несколь
кими слоями гиф, превращаясь в крошечную гранулу, на
зываемую соредией. Каждая соредия способна прорасти в 
новое слоевище. Хотя бесполое размножение лишайников 
достаточно эффективно, у грибов, образующих лишайники, 
широко распространен и половой процесс.

Значение лишайников. Лишайники настолько выносли
вы, что растут даже там, где отсутствует другая раститель
ность, например в Арктике и Антарктике. Они первыми за
селяют безжизненные субстраты, в частности камни, и на
чинают почвообразовательный процесс, необходимый для 
освоения этой среды растениями.

Ряд лишайников служит важным кормом для живот
ных (например, ягель, или олений мох (С1ас1ота гапдг^е- 
ппа), — корм северных оленей). При нехватке другой пи
щи его едят иногда и люди. Определенные виды лишайни
ков считаются в Китае и Японии деликатесами.

Из лишайников можно получать красители, в частности 
лакмус, экстрагируемый из видов рода КоссеЫа. Лакмус до
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сих пор широко применяют в химических лабораториях для 
быстрого и простого определения реакции среды: в кислой 
среде он краснеет, а в щелочной синеет. Другие лишайни
ковые красители в свое время использовали для окраски 
шерсти.

Лишайники очень чувствительны к загрязнителям воз
духа, особенно к диоксиду серы (сернистому газу). При 
этом степень чувствительности варьирует у разных видов, 
поэтому их используют в качестве биоиндикаторов степени 
загрязнения окружающей среды.

Находят применение лишайники и в народной медицине, 
а выделяемые из них лишайниковые кислоты (усниновая 
кислота и др.) используют в качестве компонента лекарст
венных средств от ряда заболеваний, например кожных.

Из некоторых лишайников (дубовый мох Епегта 
ргипаз1п и др.) получают душистые вещества, применяе
мые в парфюмерии.

2.5. Грибы

Грибы представляют собой обширную группу организ
мов, включающую около 100 тыс. видов. Это гетеротроф
ные организмы, лишенные хлорофилла. Минеральные ве
щества гриб способен усваивать из окружающей среды, од
нако органические вещества он должен получать в готовом 
виде.

По способу питания грибы подразделяют на симбионты, 
сапрофиты, паразиты. Симбионты вступают во взаимовы
годные отношения с растениями в форме микоризы. При 
этом гриб получает от растений необходимые ему органи
ческие соединения (углеводы и аминокислоты), в свою 
очередь снабжая растения неорганическими веществами и 
водой.

Строение грибов. Вегетативное тело большинства гри
бов — мицелий — представляет собой переплетение тон
ких ветвящихся нитей (гиф). Мицелий бывает неклеточ
ный (лишен перегородок), представляющий собой как бы 
одну гигантскую клетку с множеством ядер, и клеточный, 
разделенный на клетки, содержащие одно или много ядер.

52



2 .5 . Грибы

Клеточная стенка грибов содержит до 8 0 -90  % полиса
харидов, связанных с белками и липидами. Скелетные ее 
компоненты состоят из хитина или целлюлозы. Запасные 
продукты клеток грибов — гликоген, волютин, масло.

Размножение грибов. Грибы размножаются нескольки
ми способами. Бесполое размножение может быть вегета
тивным и собственно бесполым. Под вегетативным размно
жением подразумевают почкование гиф или отдельных 
клеток (например, у дрожжей). Образующиеся почки посте
пенно отделяются, растут и со временем сами начинают 
почковаться. Собственно бесполое размножение осуществ
ляется посредством спор и конидий, которые обычно обра
зуются на специальных ветвях мицелия.

В зависимости от способа образования, различают эндо
генные и экзогенные споры. Эндогенные споры характерны 
для бесполого размножения низших грибов. Они образуют
ся внутри особых клеток, называемых спорангиями. Экзо
генные споры обычно называют конидиями. Они имеются у 
высших и у некоторых низших грибов. Конидии образуют
ся на вершинах или сбоку специальных гиф — конидиенос - 
цев, ориентированных вертикально. Конидии покрыты 
плотной оболочкой, поэтому устойчивы, но неподвижны.

При половом размножении для низших грибов свойст
венно слияние гаплоидных клеток путем изогамии, гетеро
гамии и оогамии с образованием зиготы, которая покрыва
ется толстой оболочкой, некоторое время проводит в со
стоянии покоя, после чего прорастает. В случае оогамии 
развиваются половые органы — оогонии (женские) и анте
ридии (мужские).

Классификация грибов. Классификация основных отде
лов царства грибов основана на способе их размножения.

Зигомицеты (2у§оту со1 а )

Это грибы с неклеточным мицелием или с небольшим 
количеством перегородок; у наиболее примитивных — в ви
де голого комочка протоплазмы — амебоида или в виде од
ной клетки с ризоидами.

Основные представители: мукор, ризопус.
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А ском ицеты , или сумчатые грибы 
(Азсошусо1;а)

Это грибы с многоклеточным гаплоидным мицелием, на 
котором развиваются конидии. Характерно образование су
мок с аскоспорами — основными органами размножения. 
Аскомицеты представляют собой одну из самых многочис
ленных групп грибов, которая насчитывает более 32 тыс. 
видов (примерно 30 % всех известных науке видов грибов). 
Их отличает огромное разнообразие — от микроскопиче
ских почкующихся форм до обладающих очень крупными 
плодовыми телами грибов.

Основные представители: хлебные дрожжи, пеницилл, 
аспергилл, спорынья, пецица, сморчок.

Базидиомицеты (ВазШштусоЪа)

Это грибы с многоклеточным (как правило, дикариоти- 
ческим) мицелием. Для них характерно образование бази- 
дий, несущих базидиоспоры. Группа включает подавляю
щее большинство грибов, употребляемых человеком в пи
щу, а также ядовитые грибы и многие грибы — паразиты 
культурных и диких растений. Всего насчитывается свыше 
30 тыс. видов базидиальных грибов.

Основные представители: белый гриб, шампиньон, мухо
мор и т. д.

Аско- и базидиомицеты часто объединяют в группу выс
ших грибов.

Дейтеромицеты, или несовершенные грибы 
(БеиЪеготусоЪа)

В эту гетерогенную группу объединены все грибы с чле
нистыми гифами, но с неизвестным до настоящего времени 
половым процессом. Насчитывается около 30 тыс. видов 
несовершенных грибов.

Значение грибов. Съедобные грибы (белые, сыроежки, 
грузди и др.) употребляют в пищу, но только после обра
ботки. Наиболее ценный гриб — французский черный трю
фель, для него характерен привкус прожаренных семечек
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или грецких орехов. Этот гриб является деликатесом. Он 
растет в дубовых и буковых рощах, главным образом в 
Южной Франции и Северной Италии.

Искусственное выращивание съедобных грибов способно 
внести существенный вклад в дело обеспечения продоволь
ствием все увеличивающегося населения земного шара. Не
обходимо сделать съедобные грибы такой же управляемой 
сельскохозяйственной культурой, как зерновые злаки, ово
щи, фрукты. Наиболее легко поддаются искусственному 
выращиванию древоразрушающие грибы.

В пищевой промышленности различные дрожжевые 
культуры применяют в хлебопечении, для приготовления 
уксуса и спиртных напитков (вина, водки, пива, кумыса, 
кефира), а плесневые культуры — для изготовления сыров 
(рокфор, камамбер), соевого соуса (АзрегдШиз огугае), а 
также некоторых вин (херес).

Иногда грибы используют как источник галлюциноге
нов.

Грибы и препараты из них широко применяют в меди
цине. Некоторые виды грибов продуцируют важные веще
ства, в том числе антибиотики — пенициллы, стрептомице- 
ты. В списке официальных препаратов содержатся много
численные препараты из грибов, например из чаги, 
спорыньи. В восточной медицине используют цельные гри
бы — рейши (ганодерма), шиитаке и др.

Многие грибы способны к взаимодействию с другими 
организмами посредством своих метаболитов или прямо ин
фицируя их. Применение сельскохозяйственных пестицид - 
ных препаратов из некоторых грибов рассматривается как 
возможность управления размерами популяций вредите
лей сельского хозяйства, таких, как насекомые, нематоды.

В качестве биопестицидов (препарат боверин) использу
ют, например, энтомопатогенные грибы. Мухомор издавна 
применялся как инсектицид.

Разнообразны и биотехнологические функции грибов. 
Их используют для получения таких продуктов, как:

— лимонная кислота (аспергиллус);
— гиббереллины и цитокинины (физариум и ботритис);
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— каротиноиды (астаксантин, придающий мякоти лосо
севых рыб красно-оранжевый оттенок, вырабатывают гри
бы КНа^га гНойогЬта)',

— белок (СапёМа, ЗассНаготусез ИроИИса);
— ТпсНозрогоп си1апеит, окисляющий многочисленные 

органические соединения, включая некоторые токсичные 
(например, фенол), играет важную роль в системах аэроб
ной переработки стоков.

Плесени также продуцируют ферменты, используемые в 
промышленности (амилазы, пектиназы и т. д.).

Грибы принимают участие в образовании симбиотиче
ской микоризы, с корнями высших растений. Гриб получает 
от дерева органические соединения, а сам делает воду и ми
неральные вещества доступными для поглощения и всасы
вания растением. Кроме того, гриб обеспечивает дерево 
большей поверхностью всасывания.

Однако некоторые грибы оказывают и отрицательное 
воздействие. Так, отдельные представители плесневых гри
бов существенно снижают урожай сельскохозяйственных 
культур. Грибы-древоразрушители вызывают быструю дест
рукцию деревьев и древесных материалов, поэтому рас
сматриваются как патогенные. Известно большое количест
во разнообразных патогенных грибов, вызывающих заболе
вания растений, животных и человека.

2.6. Водные растения

Водный папоротник азолла ценится как органическое 
азотное удобрение, поскольку растет в тесном симбиозе с 
синезеленой водорослью анабена. Необычность симбиоза со
стоит в том, что на корнях азоллы не образуется привыч
ных клубеньков или иных выростов. Цианобактерии зани
мают полость на нижней стороне листочка папоротника, 
недалеко от его основания. По мере роста листа и размно
жения цианобактерий полость заполняется, а входное от
верстие зарастает. Это позволяет симбиотическому организ
му анабена-азолла накапливать много азота в вегетативной 
массе. Для повышения урожая риса азоллу переносят на 
поля, уже залитые водой и засаженные молодыми рас
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теньицами риса. Поверхность воды быстро зарастает азол- 
лой, которая через некоторое время, с наступлением жар
кого периода, отмирает, образуя большую массу органиче
ского удобрения. Распад биомассы папоротника после его 
отмирания происходит за неделю, а через месяц освободив
шиеся соединения азота становятся доступными растениям. 
В результате урожайность риса возрастает на 20 % . Одно
временно это позволяет снижать количество вносимых ми
неральных удобрений.

Представители семейства Рясковых (Ьетпасеае) — сво- 
бодноживущие водные плавающие цветковые растения, самые 
мелкие и простые по строению: их величина редко превы
шает 1 см. Вегетативное тело рясковых напоминает лист.

Рясковые (Ьетпа ттог, Ь. 1п8и1са, У^о1^а, 8р1гос1е1а 
ро1угЫга) служат кормом для животных, для уток и дру
гих водоплавающих птиц, для рыб и ондатры. Их применя
ют и в свежем, и в сухом виде как ценный белковый корм 
для свиней и домашней птицы. Рясковые содержат много 
протеина (до 45 % от сухой массы), углеводов (45 % ), жи
ров (5 % ), остальное — клетчатка и т. д. Они высокопро
дуктивны, неприхотливы в культуре, хорошо очищают во
ду и обогащают ее кислородом. Это делает рясковых цен
ным объектом для морфогенетических, физиологических и 
биохимических исследований.

2.7. Высшие растения т  V̂ VО и т  ьИ го

Мир растений определяет благополучие человечества. 
Известно, что 1,9 млрд т (99 % ) употребляемого сухого ве
щества человечество получает из растений. Их широко ис
пользуют в пищевой промышленности, сельском хозяйстве, 
строительстве, при производстве тканей, бумаги, выработке 
энергии. Особый интерес представляет получение из расте
ний различных химических соединений, биологически ак
тивных веществ (БАВ), из которых производят лекарствен
ные препараты (фитопрепараты), химикаты для сельского 
хозяйства и пр.

Существенное повышение урожайности сельскохозяйст
венных культур в X X  в. достигнуто за счет химизации, ме
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ханизации и мелиорации сельского хозяйства, что привело 
к загрязнению окружающей среды, истощению энергетиче
ских ресурсов, возрастанию затрат на единицу продукции. 
Приходится констатировать также, что повышение урожай
ности сельскохозяйственных культур данными методами 
в большинстве случаев достигло своего предела. Поэтому 
необходимо вести поиск новых подходов.

Наиболее перспективным в этом смысле является при
менение клеточной инженерии (клеточной и тканевой био
технологии). Клеточная инженерия основана на использова
нии принципиально нового метода — метода изолированной 
культуры клеток эукариотических организмов (растений, 
животных). Выращивание изолированных клеток и тканей 
на искусственных питательных средах ( т иИго) в стериль
ных условиях получило название метода культуры изоли
рованных тканей.

Многочисленные факты и специально поставленные экс
перименты показывают, что в процессе индивидуального 
развития и специализации растительных клеток генетиче
ская информация в них не уменьшается. Все гены, как 
правило, сохраняются, и при соответствующих благоприят
ных условиях из каждой соматической клетки растения 
может развиться целый организм. Это явление называется 
тотипотентностью. В тотипотентности заключается отличие 
клеток растений от клеток высших животных, для которых 
способность восстанавливать целый организм невозможна.

Все паренхимные клетки растения, в каких бы тканях 
они ни находились, содержат полный набор генов, такой 
же, какой имела зигота. Но в каждой ткани действует 
только часть генов, связанная с дифференциацией данного 
типа клеток. Одни гены функционируют во всех клетках 
организма (например, гены, контролирующие дыхание, 
проницаемость мембран, синтез АТФ), другие — только в 
определенных. Каждая специализированная клетка харак
теризуется своим набором активных генов. Чем более спе
циализированы клетки, тем меньше в них активных генов. 
Разные гены работают не только в различных клетках, но 
и в разное время, на разных стадиях развития особи. В од
нотипных клетках одной и той же ткани на разных стади
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ях развития организма непрерывно меняется набор актив
ных генов. Одни гены включаются, синтезируя иРНК опре
деленных белков, другие выключаются из этой работы.

Образование в процессе развития из однородных клеток 
зародыша разнообразных по морфологическим признакам и 
функциям типов клеток, тканей и органов называется диф
ференциацией. В основе дифференциации тканей лежат 
различия в активности генов. Центральная проблема онто
генетики — анализ действия гена при формировании призна
ка и установление промежуточных звеньев в цепи «ген — 
признак».

В специализированных клетках работает ограниченная 
группа генов, тогда как большая часть их репрессирована. 
Но ДНК и гены во всех растительных клетках одинаковы, 
поэтому их активность должна определяться какими-то 
другими механизмами, включение которых не связано с дей
ствием генов. Такими механизмами активации генов явля
ются различия в структуре цитоплазмы, тканевая индук
ция и гормоны. Яйцеклетка созревает под контролем генов, 
определяющих разнокачественность частей цитоплазмы, 
что приводит к неравноценности продуктов первых деле
ний, а при дальнейшем размножении клеток — к тканевой 
дифференциации. Затем в процесс вступает эмбриональная 
индукция: воздействие одних тканей зародыша на другие. 
Это воздействие выражается в активации новых генов. 
Предполагают, что клетки ранее образующейся ткани вы
деляют вещества, способные активировать работу генов, не
обходимых для дифференциации другой ткани, т. е. проис
ходит тканевая индукция.

Гормональная регуляция — наиболее хорошо изучен
ный механизм активации генов. Гормоны могут воздейство
вать на гены непосредственно или вызывать появление в 
цитоплазме каких-то специфических веществ, воздействую
щих затем на них. Проникая в клетку, гормоны воздейст
вуют на комплекс «гистоны — ДНК» и активируют отдель
ные локусы.

Особую роль в дифференциации тканей играют гомео- 
боксовые гены, группы которых содержат одинаковые эле
менты — гомеобоксы. Они служат адресом для гормональ
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ных веществ-регуляторов, определяя одновременную акти
вацию или репрессию целого семейства генов. У растений 
гомеобоксовые гены были открыты в 1980-х гг. Показано, 
что они контролируют порядок возникновения и специали
зации метамеров.

Таким образом, растительная клетка — это весьма 
сложное образование, которое включает в себя различные 
микроскопические и субмикроскопические структуры, от
личающиеся высокой динамичностью, способностью зако
номерно изменяться под влиянием условий существования.

Растения являются продуцентами многих БАВ — соеди
нений, способных оказывать влияние на биологические 
процессы в организме. К таким соединениям принадлежат 
сердечные гликозиды, сапонины, стерины, каротиноиды, 
полифенолы, алкалоиды, витамины, хиноны, а также ве
щества, обладающие специфическим ароматом, вкусом и 
окраской.

Биологически активные вещества принадлежат к про
дуктам вторичного обмена, которые называют вторичны
ми метаболитами или вторичными продуктами биосинте
за. В настоящее время известно более 100 тыс. вторичных 
метаболитов, продуцируемых растениями. Многие из них 
используются в фармакологической, косметической, пище
вой промышленности и считаются экономически важными 
продуктами.

Лекарственные растения все еще вносят значительный 
вклад в фармацевтическую промышленность, составляя 
около 25 % важнейших лекарственных средств.

К лекарственным препаратам примыкают наркотики и 
стимулирующие вещества. Наркотики являются промежу
точным звеном между ядами и лекарственными препарата
ми. В небольших количествах они часто служат эффектив
ными лекарствами (например, морфий). При высоких кон
центрациях или при постоянном применении наркотики 
могут стать причиной пагубного влечения (наркомании) 
или смерти. Наркотики составляют основную группу запре
щенных натуральных продуктов. Наиболее известны мари
хуана (или гашиш) — выделяют из СаптгаЫз, опиум и геро
ин — из Рараоег зотт/егит, кокаин — из ЕгуЬкгоху1оп.
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Табак тоже принадлежит к этой группе, поскольку содер
жит никотин.

Стимуляторы представляет собой вещества, отличные от 
наркотиков, и в целом они не вредны. Чаще всего применя
ют в виде напитков кофеин и связанный с ним теобромин. 
Кофеин найден во многих растениях, из которых наиболее 
известны СатеШа зтепзьз (чай) и Со^еа агаЫса (кофе).

Яды, вероятно, крайнее лекарственное средство. Нейро- 
токсические яды растений все еще используют охотники 
в Африке и Южной Америке, например яд кураре. Многие 
растительные яды обладают сильным нейротоксическим 
действием, например рицин из клещевины обыкновенной.

Помимо открытия регуляторов роста растений, наиболее 
выдающимся событием стало открытие пиретринов. Пиретри- 
ны, выделяемые из цветков СНгузапЬНетит стегапас/ойит, 
являются мощными инсектицидами (уничтожающие насе
комых). С природными пиретринами конкурируют синте
тические, однако при применении последних появляется 
устойчивость к ним у насекомых, а также возникает куму
лятивная токсичность.

«Тонкие химикаты» — под этим общим названием объ
единены вещества, применяемые в качестве добавок при 
изготовлении духов, а также вкусовые ароматические ве
щества и красители пищевых продуктов. К «тонким хими
катам» относятся и очень дорогие, выпускаемые в неболь
ших количествах вещества, и дешевые препараты, произ
водимые десятками тысяч тонн. Например, в США 1 кг 
жасминовой эссенции стоит 6 тыс. долларов и производит
ся она в количестве лишь 20-30 кг в год, а 1 кг масла ка
као (основного компонента шоколада) стоит 4 доллара, и 
производится оно в объеме 20 тыс. т в год.

«Тонкие химикаты» варьируют от простых соединений 
типа хинина до сложных смесей типа эфирных масел. По
следние представляют собой типичные монотерпены, часто 
летучие соединения, составляющие основу производства 
ароматических соединений для отраслей, создающих цен
ные и дорогостоящие продукты.

Следует отметить все возрастающее внимание к миру 
растений как источнику химических соединений. Разработ
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ка нового синтетического лекарственного препарата обхо
дится примерно в 100 млн долларов и занимает 10 лет, по
этому нетрудно понять возобновляющийся интерес к расте
ниям как «фабрикам» для их синтеза.

2.8. Животные т V̂ VО и т гИго

В биотехнологии в качестве объектов при проведении 
фундаментальных научных исследований, а также в прак
тических целях (терапия, фармакология, пищевая про
мышленность) используют животные организмы, а также 
культуры клеток животных, изолированные ткани и органы.

Культуры клеток животных служат главным образом 
для научных исследований. Так, культура клеток человека 
является объектом медико-биологических исследований при 
изучении клеточных, молекулярных, биохимических аспек
тов патогенеза целого ряда болезней, в том числе и наслед
ственных; ее используют при исследовании возможностей 
применения и влияния лекарственных препаратов, БАВ, 
консервантов, косметических препаратов на морфологиче
ские и биохимические изменения в клетках. Для подобных 
исследований чаще всего применяют культуру фиброблас- 
тов. Это связано с тем, что в 1978 г. А. Гринберг доказал 
адекватность результатов, полученных на культуре фибро- 
бластов, результатам, полученным на клетках целого орга
низма. Кроме того, фибробласты служат главным клеточ
ным элементом соединительной ткани, которая составляет 
значительную часть массы тела человека или животного.

Процессы клеточной дифференцировки и регуляции ак
тивности генов изучают в основном на культуре клеток бес
позвоночных, так как они характеризуются большим разно
образием роста и метаморфозов. Эту же культуру применя
ют при выращивании вирусов в живых клетках насекомых 
для получения энтомопатогенных препаратов. В культурах 
клеток выращивают вирусы для их идентификации или 
для получения вакцин.

Клетки животных можно использовать для получения 
трансгенных особей, клонирования хозяйственно важных
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пород животных, гибридизации соматических клеток с це
пью получения химерных организмов.

В последнее время большое внимание уделяется эмбри
ональным стволовым клеткам. Это клетки, выделенные из 
эмбрионов на стадии бластоцисты, сохраняющие способ
ность делиться в культуре т V̂ ^̂ о, обладающие свойством 
плюрипотентности, т. е. способностью к дифференциров- 
ке в любые типы клеток животных.

На органных культурах изучают закономерности раз
вития органов, способы сохранения их жизнеспособности 
перед трансплантацией. Целые организмы (трансгенные 
мыши) используют для моделирования ряда болезней чело
века и выявления механизмов их возникновения и проте
кания.

Практическое применение изолированных клеток, тка
ней, органов, целых животных организмов также весьма 
разнообразно. Клетки животных и человека служат в каче
стве продуцентов каких-либо веществ, например противо
вирусного препарата интерферона. Созданы перевиваемые 
культуры клеток животных, которые продуцируют моно
клональные антитела, применяемые для диагностики забо
леваний. Некоторые клетки животных и человека в куль
туре могут синтезировать биологически активные вещества: 
плетки гипофиза служат источником соматотропина (гор
мона — регулятора роста), липотропина (гормона — стиму
лятора расщепления жиров). В промышленности широко 
используют иммобилизованные ферменты, ферментативные 
комплексы и клетки животных. На клетках и тканях изу
чают влияние низких температур на сохранение жизнеспо
собности клеток, а также разрабатывают методы криокон
сервации для расширения разнообразия клеток и тканей, 
которые можно сохранять в замороженном состоянии. В ме
дицине культуру клеток кожи применяют для заместитель
ной терапии при ожогах, а культуру клеток эндотелия — 
для реконструкции стенок сосудов. В практических целях 
н качестве естественных биореакторов лекарственных пре
паратов или пищевых белков предполагается использовать 
крупный рогатый скот, овец, свиней; однако в настоящее 
время введение генов, отвечающих за синтез необходимых
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соединений, сопровождается у трансгенных животных по
явлением тяжелых заболеваний и других негативных эф
фектов.

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Перечислите основные виды объектов, используемые в био
технологии.

2. Расскажите о вирусах, их классификации и значении.
3. Какие клеточные структуры являются обязательными для 

бактерий?
4. Образование каких биотехнологических продуктов происхо

дит с использованием бактерий?
5. Расскажите о классификации водорослей.
6. В чем отличие красных и зеленых водорослей?
7. Расскажите о планктонных и бентосных водорослях.
8. Какие виды водорослей используются в пищу?
9. Какие живые организмы относятся к лишайникам?

10. В чем выражаются особенности строения лишайников?
11. Какие продукты можно получать на основе лишайников?
12. На чем основана классификация основных отделов царства 

грибов? Перечислите их группы.
13. Приведите примеры продуктов грибного происхождения, по

лучаемых методами биотехнологии.
14. Расскажите о водных растениях.
15. Перечислите возможности использования клеток высших рас

тений в биотехнологии.
16. Что такое ВАВ и какова их роль?
17. Расскажите о продуктах биотехнологии, получаемых из куль

тур клеток и тканей высших растений.
18. Для каких целей используют культуры клеток животных?



Глава 3

КЛЕТОЧНАЯ И ТКАНЕВАЯ 
ИНЖЕНЕРИЯ РАСТЕНИЙ

Клеточная инженерия — один из основных разделов 
современной биотехнологии — позволяет выделять и куль
тивировать ткани и клетки высших многоклеточных орга
низмов. Культивирование тканей и клеток происходит вне 
организма — 1п V̂ ^̂ о (в пробирке, колбе, стеклянной посу
де), в специально подобранных условиях.

Клеточная инженерия основана на использовании прин
ципиально нового объекта — изолированной культуры кле
ток или тканей эукариотических организмов, а также на та
ком уникальном свойстве растительных клеток, как тоти- 
потентность, т. е. способность каждой растительной клетки 
давать начало целому организму (рис. 3.1, см. цв. вклейку). 
Применение этого объекта открывает большие возможности 
в решении глобальных теоретических и практических за
дач (рис. 3.2).

Биотехнологическое применение
Меристемы, яйцеклетки, 
эмбрионы, микроспоры,_ 

* пыльники
4+Каллус = =

Соматические. 
эмбриоиды 
^  ___

1111 
1||| 
11II

Клетки 
♦

Протопласты

г== Фундаментальные 
|(~ исследования
|'гг- Вегетативное размножение
гг- Оздоровление
II
I

1_ Искусственные семена 
Вторичные продукты Р  и биотрансформация

I (| !,_ Гибридизация: половая, 
! п !' соматическаяш- Гаплоидизация:
I Н II андрогенная, гиногеннаяI !!_и_ 0____гтптг Селекция, мутации,======!—-' вариации
II 1 Замена органелл 
у--— Молекулярно-генетическая

инженерия растений
Рис. 3.2. Использование культуры клеток и тканей растений 

в биотехнологии (по Т.А. Егоровой и др., 2003)
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В области фундаментальных наук это касается исследо
вания таких сложных проблем, как взаимодействие клеток 
в тканях, клеточная дифференцировка, морфогенез, меха
низмы появления раковых клеток, реализация тотипотент- 
ности клеток.

При решении практических задач основное внимание 
уделяется селекции, получению значительных количеств 
биологически ценных метаболитов растительного проис
хождения (в частности, более дешевых лекарств), а также 
выращиванию оздоровленных безвирусных растений, их 
клональному размножению.

3.1. История развития метода клеточной 
и тканевой инженерии растений

Бурное развитие клеточной инженерии приходится на 
1950-е гг., хотя первые попытки выращивания изолирован
ных кусочков ткани были сделаны гораздо раньше. В на
стоящее время предлагается рассматривать следующие эта
пы становления и развития биотехнологии.

I этап (1892-1902 гг.). В конце XIX — начале XX в. 
немецкие ученые X. Фёхтинг (1892), К. Рехингер (1893) и 
Г. Хаберландт (1902) предприняли первую попытку стимуля
ции роста растительных тканей и органов, помещенных на 
фильтровальную бумагу, пропитанную сахарозой. Несмотря 
на то что положительный результат не был получен, эти ра
боты представляют большой интерес. Авторами были выска
заны идеи, которые намного опередили развитие науки того 
времени и нашли свое подтверждение лишь несколько деся
тилетий спустя. Так, Фехтинг предположил, что полярность 
присуща не только организму или органу растения, но и са
мой клетке. Рехингер определил минимальный размер сегмен
та, образующего каллус (рис. 3.3, см. цв. вклейку). Соглас
но его исследованиям, в кусочках ткани тоньше 1,5-2 ,0 мм 
клетки не делились. Хаберландт впервые четко сформулиро
вал идеи о возможности культивирования т оИго (в стек
ле) изолированных клеток растений и о тотипотентнос- 
ти клеток, т. е. способности любой соматической клетки 
полностью реализовывать свой потенциал развития.
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II этап (1902—1922 гг.) ознаменовался созданием пер
вых питательных сред для культивирования тканей живот
ных. Эти среды были природного происхождения и содер
жали, как правило, плазму крови и зародышевую жид
кость. Попытки вырастить изолированные растительные 
ткани на искусственных питательных средах, содержащих 
растительные экстракты, оказались неудачными, так как в 
экспериментах использовались мало подходящие для про
явления ростовой активности клетки и ткани высших рас
тений.

III этап (1922-1932 гг.) можно считать становлением 
метода культуры изолированных корней растения. В 1922 г. 
американский ученый В. Роббинс и немецкий ученый
В. Котте — независимо друг от друга — показали возмож
ность выращивания меристем кончиков корней томатов и 
кукурузы на синтетической питательной среде. Однако че
рез определенное время растительные ткани бурели и поги
бали.

IV этап (1932—1940 гг.) связан с именами французского 
ученого Р. Готре и американского исследователя Ф. Уайта. 
В 1932 г. они показали, что при периодической пересадке 
на свежую питательную среду кончики корней могут расти 
неограниченно долго. Именно тогда началось подлинное 
развитие метода культуры растительных тканей. Эти уче
ные разработали методы культивирования новых объектов: 
тканей древесных растений камбиального происхождения, 
каллусных тканей запасающей паренхимы (Р. Готре), а так
же тканей растительных опухолей (Ф. Уайт).

Начинаются массовые исследования по разработке но
вых питательных сред, включающих даже такие неконтро
лируемые компоненты, как березовый сок или эндосперм 
кокоса. Работы по культуре ткани быстро развиваются, бы
ло успешно введено в культуру много новых объектов.

V этап (1940—1960 гг.). В 1955 г., после открытия 
Ф. Скугом и С. Миллером нового класса фитогормонов — 
цитокининов (и в частности, кинетина), оказалось, что при 
их совместном воздействии с другим классом фитогормонов — 
ауксинами — можно стимулировать деление клеток ткани 
сердцевинной паренхимы табака, лишенной проводящих
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пучков и камбия. В зависимости от концентрации и соотно
шения фитогормонов, можно усиливать деление клеток экс
планта, поддерживать рост каллусной ткани, индуцировать 
морфогенез. На этом этапе было оценено положительное 
воздействие натуральных экстрактов типа эндосперма коко
сового ореха, каштана, кукурузы и других растений на 
поддержание неорганизованного клеточного роста и стиму
ляцию процессов морфогенеза в культуре каллусных тка
ней и клеточных суспензий. В 1959 г. был предложен ме
тод выращивания больших масс клеточных суспензий.

VI этап (1960-1975 гг.). Наиболее важное событие это
го этапа — разработка профессором Ноттингемского уни
верситета (Англия) Э. Коккингом метода получения фермен
тативным путем изолированных протопластов из корней и 
плодов томата и культивирования их в контролируемых ус
ловиях. Позже, в 1970 г., в той же лаборатории С. Пауэром 
и сотрудниками было осуществлено искусственное слияние 
протопластов, что открыло новый путь к созданию сомати
ческих гибридов. В этот же период был разработан метод 
клонального микроразмножения растений в условиях т оИго 
с использованием меристемной культуры. Основоположни
ком данного направления исследований является француз
ский ученый Ж. Морель, который получил оздоровленный 
посадочный материал орхидей и картофеля. Весьма важ
ным достижением в развитии технологий культивирования 
изолированных тканей и клеток стало культивирование 
одиночной клетки с помощью ткани-«няньки» (рис. 3.4). 
Этот метод был разработан в России в 1969 г. в Институте 
физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН под руко
водством Р.Г. Бутенко.

VII этап (1975 г. — по настоящее время). Продолжа
ется быстрое развитие технологии т иИго и изучение био
логии культивируемых объектов. Разрабатываются методы 
электрослияния изолированных протопластов, мутагенеза и 
клеточной селекции, получения гаплоидных растений. Со
вершенствуется метод глубинного культивирования клеток 
с использованием изолированных протопластов и векторов, 
созданных на основе Ть и Ш-плазмид А§гоЬас1епит 1;ите- 
{асгепз и А. гЫгодепез. С помощью методов генетической
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Клетки делятся с опозданием

Г>Целлофан

Стеклянные
пластинки

Рис. 3.4. Культивирование одиночных клеток высших растений 
с помощью ткани-«няньки» (по Р.Г. Бутенко, 1999)

инженерии разработан эффективный метод переноса генов 
для двудольных растений.

Таким образом, за последние десятилетия сделан значи
тельный шаг вперед в развитии технических приемов рабо
ты с изолированными тканями и клетками растений. Объ
ектом исследования, как правило, служили однодольные и 
двудольные травянистые растения, в редких случаях — 
древесные.

Культуры изолированных клеток и тканей применяют в 
биотехнологических работах по трем направлениям.

Первое направление — использование изолированных 
клеток в селекции растений т иИго на устойчивость к раз
личным неблагоприятным факторам среды: засухе, засоле- 
иию, низким и высоким температурам, фитопатогенам, тя
желым металлам и др. Также в рамках этого направления 
предусматриваются создание новых растений путем слия
ния изолированных протопластов и получение неполовых 
(соматических) гибридов; перенос в изолированные прото
пласты чужеродных генов методами генетической инженерии; 
культивирование изолированных пыльников и семяпочек 
на искусственных питательных средах (создание гаплоид

3.2. Основные направления 
клеточной инженерии растений
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ных растений); культивирование изолированных зароды
шей и оплодотворение в условиях т V̂ ^̂ о (преодоление 
прогамной и постгамной несовместимости растений).

Второе направление — использование культуры изоли
рованных тканей для размножения и оздоровления поса
дочного материала. Этот метод, названный клональным 
микроразмножением растений, позволяет получать от од
ной меристемы сотни тысяч растений в год. За последнее 
десятилетие данная технология становится уже коммерче
ским производством.

Наибольшее распространение метод клонального микро
размножения получил при культивировании декоратив
ных, тропических и цветочных растений (табл. 2). Для кар
тофеля, аспарагуса, земляники, некоторых подвоев яблони 
и персика он начинает заменять традиционные способы 
размножения и селекции.

Таблица 2
Промышленные культуры, выращенные т  V̂ ^̂ о в США, 

странах Азии и Европы в 2000 г. (млн шт.)

Культура США Европа Азия

Цимбидиум гибридный 
(орхидея)

0,5 0,2 0,2

Бегония 2,5 10 -

Рододендрон - 3,5 -

Гербера 2,5 - 0,5

Ирис гибридный 5,0 2,8 2,5

Папоротник 15 15 -

Фикус 1,7 4,5 -

Диффенбахия 6,0 - -

Земляника 4,0 - 2,0

Картофель 7,0 - -

Роза - 5,7 -
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Третье направление — получение ценных для медици
ны, парфюмерии, косметики и других отраслей промыш
ленности веществ вторичного синтеза (алкалоиды, стеро
иды, гликозиды, гормоны, эфирные масла и др.) на основе 
клеточных культур растений. Как правило, вторичные ве
щества получают из каллусной ткани, культивируемой на 
твердой (агаризованной) или жидкой (суспензионная куль
тура) питательной среде.

На основе клеточных технологий получают такие меди
цинские препараты, как диосгенин — из клеток диоскореи, 
нймалин — из клеток раувольфии змеиной, тонизирующие 
вещества — из клеток женьшеня. Продуктивность культи
вируемых клеток в результате их селекции т оИго может 
значительно превышать продуктивность целых растений. 
Преимущества данного способа заключаются также в воз
можности использовать для этой цели растения, не произ
растающие в наших природных условиях, и получать про
дукцию круглый год.

3.3. Клетка как основа жизни 
биологических объектов

Основной формой существования жизни является клет
ка. В ней протекают все физиологические процессы как у 
одноклеточных, так и у многоклеточных организмов. Рост 
и размножение организмов также связаны с образованием 
новых клеток, которое зависит от происходящих в них био
химических процессов, называемых обменом веществ или 
метаболизмом.

Клетка является элементарной единицей жизни: в ней 
имеется все необходимое для поддержания обмена веществ 
и размножения. Соматические и половые клетки многокле
точных животных и растений, а также одноклеточные ор
ганизмы в основном сходны по строению.

Среди живых организмов встречаются два типа органи
зации клеток — это клетки, относящиеся к прокариотиче
ской и эукариотической группам. Переход от маленьких 
клеток — прокариот — со сравнительно простой внутрен
ней структурой (клетки бактерий и синезеленых водорос
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лей) к большим по размеру и значительно более сложно 
устроенным эукариотическим клеткам, подобным клет
кам высших животных и растений, произошел приблизи
тельно 1,5 млрд лет назад.

Основные структурные различия про- и эукариот:
— наличие или отсутствие ядра, содержащего хромосом

ную ДНК;
— строение и химический состав клеточной стенки;
— наличие или отсутствие цитоплазматических орга- 

нелл.
Наиболее простое строение имеют клетки прокариотиче

ских организмов. В них нет морфологически выраженного 
ядра, хромосомная ДНК находится непосредственно в цито
плазме и нет субклеточных цитоплазматических органелл. 
Клетка окружена ригидной клеточной стенкой. В опти
мальных условиях прокариотическая клетка может делить
ся каждые 20 мин и таким образом менее чем за сутки да
вать жизнь более 10 млрд клеток.

Клетки всех остальных представителей живого мира от
носятся к эукариотической группе, потому что их обяза
тельной структурой является клеточное ядро, отделенное 
от цитоплазмы ядерной оболочкой. Кроме ядра и вакуолей, 
в цитоплазме существует целый набор специальных струк
тур, или органелл, выполняющих специфические жизненно 
важные функции.

Ядро — центр, управляющий и координирующий жиз
недеятельность всей эукариотической клетки. Оно имеет 
сложное строение, изменяющееся на разных этапах жиз
ненного цикла клетки. Ядро окружено ядерной оболочкой 
(с двумя мембранами), пронизанной порами, через которые 
осуществляется обмен веществ между ядром и цитоплаз
мой. Внутри ядра находятся хроматин, одно или несколько 
ядрышек и ядерный сок — кариолимфа, или нуклеоплаз- 
ма. Ядрышки — тельца, связанные с хромосомами. Они 
содержат большое количество рибонуклеиновой кислоты 
(РНК), в них происходит синтез рибосомной РНК.

Энергия в клетке вырабатывается митохондриями —  
особыми сферическими или палочковидными образования
ми разнообразной величины и сложной структуры.
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При исследовании цитоплазмы с помощью электронной 
микроскопии была открыта система мембран и канальцев, 
служащих продолжением клеточной мембраны и связан
ных с внешней мембраной ядерной оболочки. Эта система 
получила название эндоплазматической сети или ретику- 
лума. По эндоплазматической сети канальцев, образуемых 
мембранами, передвигаются вещества внутри клетки. Здесь 
же имеются субмикроскопические частицы — рибосомы, 
состоящие из белков и РНК.

Важнейшими структурными элементами клетки явля
ются пластиды — хлоропласты, лейкопласты, хромоплас
ты и др., которые характерны для цитоплазмы раститель
ных клеток. Хлоропласты содержат пигмент хлорофилл и 
участвуют в процессе фотосинтеза; бесцветные пластиды — 
лейкопласты — накапливают крахмал; хромопласты содер
жат пигменты каротиноиды, эупласты — жиры и пластид- 
ные нуклеиновые кислоты.

В цитоплазме клетки имеются также специфические ор
ганоиды: комплекс Гольджи (производное эндоплазмати
ческой сети), обеспечивающий выделительную и секретор
ную функции клетки; лизосомы — тела, содержащие ряд 
ферментов и выполняющие функцию внутренного пище
варения клетки; центросомы, клеточный центр которых 
состоит из небольших телец (центриолей) и центросфе
ры — особым образом дифференцированного участка цито
плазмы.

Клеточная мембрана имеет сложное строение, приспо
собленное к выполнению определенных функций: защит
ной, избирательной проницаемости и активного транспорта 
частиц и молекул. Активный транспорт молекул через кле
точную мембрану происходит с помощью ионных каналов.

Передача наследственных признаков потомству как при 
вегетативном, так и при половом размножении осуществля
ется делением клеток. Изучение процессов деления эукари
отических клеток показало, что из всех клеточных компо
нентов только хромосомы распределяются поровну между 
дочерними клетками. Это указывает на участие хромосом в 
передаче наследственных признаков. В результате деления
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ядра каждая дочерняя клетка получает точно такой же на
бор хромосом, как у исходной родительской клетки. В этом 
«уравнительном» распределении хромосом ядра заключает
ся генетическое значение митоза. Пластиды и митохондрии 
также размножаются путем деления, но их распределение 
по дочерним клеткам не подчиняется строгой закономер
ности.

Деление клетки состоит из двух основных этапов: пер
вый — деление ядра — митоз (кариокинез), второй — деле
ние цитоплазмы (цитокинез). Ядро клетки при делении 
проходит последовательные стадии: профазу, метафазу, 
анафазу и телофазу. Между двумя последовательными де
лениями клетки ядро находится в стадии интерфазы. Хотя 
интерфазу и называют стадией покоящегося ядра, метабо
лические процессы в ядре в этот период протекают наибо
лее активно. В синтетический период интерфазы происхо
дит репликация ДНК.

Продолжительность всего митотического цикла (от 30 мин 
до 3 ч) зависит от вида и физиологического состояния орга
низма, типа ткани, внешних факторов — температуры, све
та и др. Скорость прохождения отдельных фаз митоза так
же различна.

Новый организм при половом размножении возникает 
из зиготы — оплодотворенной яйцеклетки, которая образу
ется при слиянии гамет, т. е. мужской и женской половых 
клеток. Если бы каждая гамета вносила в зиготу полный 
набор хромосом родительского организма, тогда их число 
увеличивалось бы вдвое за каждое поколение. Мейоз, пред
шествующий образованию как женских, так и мужских по
ловых клеток, является регулирующим механизмом, позво
ляющим сохранять постоянное число хромосом.

Мейоз — процесс деления ядра клетки, при котором 
наблюдаются конъюгация (слияние) гомологичных хромо
сом попарно и редукция (уменьшение) их числа в дочерних 
клетках. При мейозе ядро делится дважды. В результате 
первого мейотического деления образуются два ядра с поло
винным (гаплоидным) числом хромосом. Во втором деле
нии каждое вновь образовавшееся ядро делится еще раз, но 
уже митотическим путем: расходятся сестринские хромати-
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ды. Таким образом, из каждой клетки, вступившей в мей- 
оз, после двух последовательных делений образуются четы
ре клетки с гаплоидным набором хромосом.

При мейозе не только уменьшается вдвое число хромо
сом, но и происходит перераспределение компонентов пар- 
пых гомологичных хромосом по разным клеткам. При этом 
каждая пара ведет себя независимо. Редукции хромосом в 
мейозе предшествует слияние (конъюгация) гомологов, ко
торое позволяет каждой паре гомологичных хромосом обме
ниваться участками. Это создает дополнительный резерв 
наследственных комбинаций при половом размножении ор
ганизмов. Процесс обмена гомологичных хромосом своими 
частями получил название кроссинговера.

Таким образом, через комбинаторику гомологов из раз
ных пар и кроссинговер мейоз резко увеличивает наследст
венную изменчивость нового поколения диплоидных орга
низмов, возникающих после слияния гамет.

Возникшая после слияния отцовского и материнского 
ядер зигота содержит программу развития будущего орга
низма, записанную в структурах молекул ДНК. Дочерние 
клетки развивающейся зиготы получают информацию, ко
торая позволяет им во взаимодействии с условиями внеш
ней среды формировать новый организм.

Вопрос о том, как возникла эукариотическая клетка, до 
сих пор является предметом многочисленных дискуссий. 
Отметим, что и прокариотическим, и эукариотическим клет
кам растений присуще деление. Они также реагируют на раз
дражение и способны видоизменяться.

Первые прокариоты, по-видимому, были гетеротрофны
ми организмами и использовали энергию восстановленных 
соединений, накопившихся в «добиологический» период. 
После того как запасы экзогенных восстановленных соеди
нений были исчерпаны, для них наступил серьезный «энер
гетический кризис», который был преодолен с возникнове
нием фотосинтеза и первых фотосинтезирующих бактерий 
(вероятно, это были цианобактерии).

В результате фотосинтеза на Земле существенно увели
чилось содержание кислорода, появился озоновый слой и 
возникли аэробные формы прокариот (табл. 3).
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Таблица 3
Эволюция живых организмов на Земле

Время, млн лет до н. э. Этап развития

3500-2000 Первые анаэробные бактерии (прокариоты); 
брожение; пентозофосфатный цикл; 
синтез АТФ

3400-1500 Цианобактерии (синезеленые прокариоты),
зеленые прокариоты;
биогенное образование кислорода

3000-2000 Аэробные прокариоты;
фотосинтез зеленых аэробных прокариот

1000-700 Клетки эукариот;
низшие растительные организмы

700-300 Высшие растительные организмы

В настоящее время нет единой теории возникновения 
эукариотической клетки; существует несколько гипотез на 
этот счет.

Первая гипотеза — симбиотическая — принадлежит 
Л. Маргулис. Согласно этой гипотезе, эукариотические 
клетки возникли в результате симбиоза двух (гетеротроф
ные эукариоты) или трех (фототрофные эукариоты) различ
ных клеток. При этом произошел захват (слияние) большой 
ядерной клеткой одной или нескольких прокариотических 
клеток с дыхательной или фотосинтетической системами. 
Из этих прокариотических клеток в дальнейшем образова
лись соответственно митохондрии и хлоропласты. Ядро 
клетки-хозяина делится митозом и мейозом, тогда как мито
хондрии и хлоропласты размножаются простым делением.

Вторая гипотеза — мембранная, или инвагинацион- 
ная. Согласно этой гипотезе, эволюция одной из аэробных 
прокариотических клеток и превращение ее в эукариотиче
скую происходили путем инвагинации мембран. Такая 
клетка должна была иметь многочисленные геномы, каж
дый из которых был прикреплен к наружной мембране. 
При инвагинации мембран геномы сегрегировались, и в
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процессе эволюции их функции разделились. Ядро эволю
ционировало и становилось все более сложным, тогда как 
органеллы сохраняли свои первичные функции, а некото
рые из них либо передавали их ядру, либо теряли.

Третья гипотеза заключается в том, что прокариотиче
ские клетки образовывали скопления отдельных элементов 
генома. В ходе эволюции эти скопления клонировались, в 
результате чего функции некоторых клонов генома разде
лились. Отдельные клоны генома приняли участие в обра
зовании и регуляции деятельности как органелл, так и яд
ра. Отбор будущих эукариот происходил при наиболее ус
ложненной роли ядра.

Все эти гипотезы говорят о том, что процесс возникнове
ния эукариотических клеток происходил разными путями 
и что на разных этапах естественного отбора эукариотиче
ские клетки получали возможность для эволюционных из
менений ядра, митохондрий и хлоропластов. Есть также 
сведения о том, что почти 93 % всех ферментов, характер
ных для клеток эукариот, найдены и играют существенную 
роль и в жизни прокариот.

Симбиотическая гипотеза возникновения эукариот пред
ставляется наиболее простой и эффективной, недаром сим
биоз у эукариотических и прокариотических растительных 
организмов существует и в наши дни. При этом митохонд
рии сохранили свою изначальную функцию — обеспечение 
аэробного дыхания. Хлоропласты хотя и подверглись изме
нениям пигментных систем, но также сохранили свою из
начальную функцию — процесс фотосинтеза. Ядро сохра
нило двойную мембрану, как хлоропласты и митохондрии.

Представляет интерес сравнение культивируемых эука
риотических клеток высших растений, существующих в ус
ловиях 1п иИго, с прокариотическими и эукариотическими 
клетками-организмами, существующими в природе. Это мо
жет оказаться полезным для выяснения происхождения и 
эволюции эукариотических клеток.

В эукариотической клетке т юНго возможно изменение 
состояния пластидного генома. В отдельных экспериментах 
можно получить фотосинтезирующие клетки и автотроф- 
ные суспензии, что позволит изучать развитие фотосинте-
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тического аппарата. Представляет интерес изучение мито
хондрий в суспензионных культурах клеток. Установлено, 
что они могут сильно изменяться морфологически (менять 
форму). Существенно варьирует и геном митохондрий. На
пример, в культуре клеток У1с1а / аЪа изменялась популяция 
кольцевых ДНК митохондрий, в частности появлялись спе
цифичные мини-кольцевые ДНК, по сравнению с пророст
ками.

Выход растений на сушу был связан с приобретением ими 
многих новых функций, например появлением комплекса 
защитных покровов (эпидермис, кутикула), возникновением 
транспортных систем воды и веществ, а также синтезом спе
цифических защитных веществ, в том числе и веществ вто
ричного метаболизма. В случае же культивируемых 1п иНго 
клеток растений рядом авторов отмечалось снижение их 
«эволюционного» уровня и проявление черт, свойственных 
более ранним ступеням развития. Так, в каллусной культу
ре чайного растения СатеШа зтепзгз Ь. состав лигнина — 
основного компонента вторичных клеточных стенок — зна
чительно отличался от такового исходных тканей и был 
близок к лигнину травянистых растений.

3.4. Дедифференциация — основа формирования 
клеточных культур растений

Возникновение каллуса связано с неорганизованным де
лением — пролиферацией — недифференцированных кле
ток, поэтому дедифференцировка лежит в основе формиро
вания каллусной ткани.

У интактных растений дедифференцировка и индукция 
каллусогенеза происходят при механическом повреждении 
вследствие образования раневых гормонов (травматиновая 
кислота). В случае клеточных культур обязательным усло
вием дедифференцировки тканей экспланта интактного 
растения и формирования на них каллусных клеток явля
ется не только повреждение (поранение), но и присутствие 
ауксинов и цитокининов в питательной среде. Функции 
этих двух групп гормонов в каллусогенезе разные, но они 
тесно связаны между собой. Ауксины вызывают процессы
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дедифференцировки клетки, подготавливают ее к делению, 
тогда как цитокинины инициируют деление клеток. Новей
шие исследования свидетельствуют о том, что ауксины ин
дуцируют синтез протеинкиназ клеточного деления, а цито
кинины — циклинов. Таким образом, действие этих гормонов 
проявляется только при последовательном или одновремен
ном внесении их в среду. Кроме того, оно будет зависеть от 
физиологического состояния клеток экспланта, от их ком
петентности к действию тех или иных внешних факторов. 
Результаты исследований показали, что полисахариды и ка- 
кие-то неизвестные индукторы тоже могут вызывать деле
ние клеток, приводящее к образованию каллуса.

Во время процесса дедифференциации, который у всех 
клеток сходен, клетки должны утратить характерные чер
ты исходной ткани. В первую очередь они теряют запасные 
вещества: крахмал, белки, липиды. В них не образуются 
специализированные клеточные органеллы, в частности 
хлоропласты, но возрастает число амилопластов. Кроме то
го, разрушается комплекс Гольджи, перестраиваются эндо- 
плазматический ретикулум и элементы цитоскелета. Через 
несколько часов после перенесения экспланта в условия 1п 
оИго начинается новый синтез белка. Он связан, вероятно, 
с механическим повреждением тканей и действием гормо
нов, сохранившихся в экспланте при его изоляции из рас
тения. Когда данные гормоны израсходуются, синтез белка 
прекращается. Если в это время клетки будут культивиро
ваться на питательной среде, содержащей ауксины и цито
кинины, то начнется каллусогенез, т. е. в результате де
дифференцировки и деления клеток будет образовываться 
первичный каллус. Таким образом, специализированная 
клетка растительной ткани становится каллусной в резуль
тате дедифференцировки, т. е. восстановления у нее способ
ности к делению.

3.5. Каллусные культуры растений

Существует несколько типов культур клеток и тканей 
растений, в зависимости от способа их получения, условий 
культивирования и происхождения. Если культивирование
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происходит на плотной поверхности питательной среды, со
держащей агар, то образуется каллусная ткань (рис. 3.5, 
см. цв. вклейку).

Каллус («мозоль») может образовываться как на изоли
рованных кусочках ткани (эксплантах) в условиях т иИго, 
так и на растении при поранении.

Каллусная культура — это неорганизованная пролифе
рирующая ткань, состоящая из дедифференцированных 
клеток.

Известный ученый-ботаник Н. Кренке более 50 лет на
зад посвятил часть своих работ изучению роли каллусной 
ткани в целом растении. Он установил, что в интактном 
растении каллусная ткань выполняет следующие функции:

— защитные (защищает места повреждений);
— запасные (запасание питательных веществ, синтез 

вторичных соединений);
— регенерационные (регенерация утраченных органов — 

корней, побегов).
Каллусную ткань в условиях т иИго можно получить 

практически из любой живой ткани растений, используя 
для этого определенные методические подходы.

В основном каллусы имеют белый или желтоватый 
цвет. Реже отмечается их светло-зеленая окраска и очень 
редко — интенсивно-зеленая, как это наблюдалось у каллу
са мандрагоры. Темно-коричневая окраска чаще возникает 
при старении каллусных клеток и связана с накоплением 
в них окисленных фенольных соединений (рис. 3.6, см. цв. 
вклейку). Для предотвращения этого процесса или его сни
жения в питательные среды вносят антиоксиданты.

Каллусная ткань обычно аморфна и не имеет конкрет
ной анатомической структуры, хотя она может быть разной 
плотности, в зависимости от происхождения и условий вы
ращивания (рис. 3.7).

По классификации Р.Г. Бутенко, существует три типа 
каллусной ткани (рис. 3.8, см. цв. вклейку):

— рыхлая, легко распадающаяся на отдельные мелкие 
агрегаты и состоящая из сильно оводненных клеток;

— средней плотности, с хорошо выраженными меристе- 
матическими очагами;
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Рис. 3.7. Типы каллусных тканей высших растений 
(по Т.А. Егоровой и др., 2003)

— плотная, в которой дифференцируются элементы 
камбия и проводящей системы.

Любой тип плотности каллусной ткани можно превра
тить в другой, используя для этого следующие приемы:

— заменяя один ауксин на другой (например, ИУК — 
на 2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту (2,4-Д));

— изменяя концентрацию ауксина в питательной среде;
— увеличивая или уменьшая концентрацию соли хлори

да кальция в питательной среде;
— добавляя в питательную среду ферменты (если необ

ходимо получить каллусную ткань рыхлого типа).
Обязательным условием дедифференцировки раститель

ной клетки и превращения ее в каллусную является при
сутствие в питательной среде представителей двух групп 
фитогормонов: ауксинов и цитокининов. Ауксины вызыва
ют процесс дедифференцировки клетки, подготавливающий 
ее к делению, а цитокинины — пролиферацию (деление) 
дедифференцированных клеток.
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Если в питательную среду без гормонов поместить кусо
чек стебля, листа, корня (без верхушки) или любой другой 
растительный эксплант, состоящий из специализированных 
(дифференцированных) клеток, то деления клеток не про
изойдет и каллусная ткань не образуется. Это связано с не
способностью дифференцированных клеток к делению.

Каждая клетка проходит три фазы роста: деление, рас
тяжение, дифференцировку. Характерные особенности за
ключительной фазы роста — утолщение вторичной клеточ
ной оболочки и потеря клеткой способности к делению. 
Для того чтобы дифференцированные клетки вновь приоб
рели способность к делению, необходимо, чтобы произошла 
их дедифференцировка, т. е. чтобы клетки как бы возвра
тились в меристематическое состояние. Размножение де
дифференцированных клеток приводит к неорганизован
ному росту, в результате чего образуется каллусная ткань.

Таким образом, превращение специализированной клет
ки в каллусную связано с индукцией клеточного деления, 
способность к которому она потеряла в процессе дифферен- 
цировки.

Эффект, вызываемый воздействием одних и тех же фи
тогормонов, может быть различным, в зависимости от фи
зиологической характеристики ткани-мишени. Компетент
ность ее определяется степенью дифференцировки клеток.

Ростовая кривая каллусных клеток имеет 8-образную 
форму. Она включает пять фаз. Во время первой, латент
ной, или лаг-фазы, не происходит увеличения числа или 
массы клеток. Они в этот период подготавливаются к деле
ниям. Вторая фаза — логарифмическая, или экпоненциаль- 
ного роста, — характеризуется наибольшей митотической 
активностью и увеличением массы каллусной культуры; 
кроме того, рост происходит с ускорением. Третья фаза — 
линейная, в которой скорость роста клеток постоянна. Да
лее наступает четвертая фаза — замедленного роста, когда 
митотическая активность клеток резко снижается. В пятой — 
стационарной — фазе ростовая кривая выходит на плато, 
число поделившихся клеток равно числу отмерших. В этот 
период начинается деградация клеток, однако она еще 
уравновешивается возрастанием числа клеток за счет их де
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иония; в целом же скорость нарастания клеточной массы 
равна нулю. После стационарной наступает фаза отмира
ния (деградации) клеток, во время которой число и масса 
живых клеток уменьшаются.

Культивируемые каллусные клетки и ткани сохраняют 
многие физиологические особенности, свойственные клет
кам растения, из которого они были получены. Сохраняют
ся, например, такие свойства, как морозостойкость, устой
чивость к абиотическим факторам (температура, засоление, 
фотопериодическая реакция), а главное, хотя и в разной 
степени, — способность к синтезу вторичных метаболитов. 
Наряду с этими общими чертами, у каллусных клеток по
являются свои, характерные только для них особенности. 
Например, длительно культивируемые т оИго клетки выс
ших растений образуют специфическую популяцию сомати
ческих клеток, относящуюся к типу неполовых. Наиболее 
характерные свойства этой популяции — физиологическая 
асинхронность и генетическая гетерогенность.

Физиологическая асинхронность — важнейшее свойст
во неполовой популяции — заключается в том, что в каж
дый данный момент времени клетки находятся в разных 
фазах роста: одни делятся, другие растут, а третьи уже ста
реют. Поэтому общее физиологическое состояние такой по
пуляции принято оценивать по состоянию большинства 
клеток. Причины возникающей асинхронности весьма раз
нообразны, в их числе:

— особенности вида, сорта, генотипа индивидуального 
растения, а также особенности экспланта;

— стрессы культивирования, например неоптимальная 
для данного вида клеток среда;

— изменение баланса эндогенных гормонов и концент
рации в среде экзогенных гормонов в течение выращива
ния;

— генетическая гетерогенность клеток и клонов;
— аномалия митотического цикла клеток т иИго;
— физические факторы (температура, свет, аэрация).
Асинхронность — устойчивое свойство популяции кал

лусных клеток. Если с помощью специфических воздейст
вий синхронизировать пролиферацию клеток популяции,
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то уже через три-четыре деления она вновь становится 
асинхронной.

Генетическая гетерогенность — свойство клеток сома
тической популяции (нестабильность генома и их генетиче
ская гетерогенность).

Генетически стабильными считаются только клетки ме- 
ристематических тканей. В клетках остальных тканей при 
культивировании могут возникать полиплоидия, анеупло- 
идия, хромосомные аберрации, генные мутации. Однако ге
нетическую гетерогенность нельзя рассматривать как недо
статок, поскольку она является необходимым условием су
ществования популяции клеток и служит основой для их 
адаптации.

В качестве причин появления генетической гетероген
ности можно назвать следующие:

— генетическая гетерогенность исходного материала. 
В растениях клетки характеризуются различной плоидно- 
стью, диплоидны только активно делящиеся меристемати- 
ческие клетки;

— нарушение коррелятивных связей при выделении 
первичного экспланта из растения;

— действие компонентов среды. Экзогенные гормоны и 
стимуляторы могут оказывать мутагенное воздействие. 
Ауксины (особенно 2,4-Д), входящие в состав питательных 
сред, являются мутагенами; цитокинины способствуют по- 
липлоидизации клеток;

— длительное субкультивирование, при котором накап
ливаются генетически измененные каллусные клетки.

После пяти-шести пересадок новый кариотип клеточной 
популяции, как правило, стабилизируется, если условия 
культивирования остаются постоянными. В противном слу
чае изменение физических или трофических факторов при
ведет к новым генетическим изменениям.

Генетическая нестабильность каллусных клеток имеет 
большое значение для селекционной работы, так как позво
ляет отбирать штаммы клеток с измененным генотипом. 
Эти клетки могут обладать уникальными свойствами: по
вышенной устойчивостью к неблагоприятным факторам, 
повышенной продуктивностью и т. д. Однако генетическая
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гетерогенность популяций каллусных клеток в культуре не 
илияет на сохранение в их геноме основных качеств вида и 
растения-донора.

Гормоннезависимость. Хотя гормоны и вызывают мута
ции, каллусные ткани большинства растений образуются 
только в присутствии в питательной среде и ауксинов, и 
цитокининов. Исключение составляют, например, незрелые 
зародыши пшеницы и семядоли подсолнечника. Первые об
разуют каллусную ткань на питательной среде с 2,4-Д, но 
без цитокининов, вторые, напротив, — на среде, содержа
щей цитокинины, но без ауксинов. По-видимому, такая 
специфика связана с эндогенным содержанием фитогормо
нов и с компетентностью клеток.

При длительном культивировании у каллусных тканей 
может возникать специфическое свойство гормоннезависи- 
мости, т. е. автономности, по отношению к ауксинам и ци- 
гокининам. Эти ткани могут расти на среде без гормонов, 
что делает их похожими на опухолевые клетки и резко от
личает от нормальных каллусных тканей. Внешне же та
кие гормоннезависимые ткани ничем не отличаются от кал
лусных.

Клетки, которые в процессе культивирования приобрели 
свойство автономности от присутствия в среде гормонов, 
называют «привыкшими». Ткани, образованные такими «при
выкшими» клетками, называют «химическими опухоля
ми», в отличие от растительных или генетических опухолей.

Генетические опухоли возникают на межвидовых гибри
дах растений. Растительные опухоли имеют бактериальное 
или вирусное происхождение, чаще всего они возникают 
при попадании в растения агробактерий. Так, АёгоЬас1еп- 
ит 1ите/ас1еп8 вызывает образование корончатых галлов, 
А. гЫгодепез — бородатого корня, А. гиЫ — стеблевого 
галла. Превращение растительных клеток в опухолевые 
связано с проникновением в них ДНК бактериальной клет
ки, так называемой Т-ДНК, которая значительно изменяет 
свойства клетки, в том числе экспрессирует гены, контро
лирующие синтез ауксинов и цитокининов.

Гормоннезависимость «привыкших» клеток связана с 
изменением активности собственных генов, ответственных
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за синтез белков-ферментов, участвующих в синтезе гормо
нов. Таким образом, «привыкшим» тканям и растительным 
опухолям в равной степени свойственна гормоннезависи- 
мость, но у растительных опухолей она носит генетический 
характер. У «привыкших» клеток это свойство достигается 
главным образом за счет эпигеномных изменений.

Существует еще одна особенность, позволяющая отли
чить «привыкшие» и опухолевые клетки от обычных кал- 
лусных. Так, ни опухолевые, ни «привыкшие» ткани не 
способны к нормальной регенерации. Они могут образовы
вать уродливые органоподобные структуры, так называе
мые тератомы. В отдельных случаях у длительно культи
вируемых тканей удается отодвинуть порог «привыкания» 
путем изменения состава питательных сред и добиться ре
генерации нормального растения.

В заключение следует сказать, что, как бы долго ни вы
ращивались клетки в изолированной культуре, они «по
мнят» свое происхождение. Так, клетки моркови образуют 
зародыш целого растения моркови, клетки катарантуса ро
зового — соответствующее растение и т. д.

Культивируемые клетки высших растений — это уни
кальная клеточная популяция, в которой каждая клетка 
представляет собой отдельный организм, способный к авто
номному развитию. При регулярном пассировании способ
ность клеток к делению и росту может сохраняться очень 
долго. Известны ткани, которые поддерживаются в культу
ре т V̂ ^̂ о по 60-70 лет.

3.6. Суспензионные культуры растений

Суспензионные культуры — это отдельные клетки или 
группы клеток, выращиваемые во взвешенном состоянии в 
жидкой среде (рис. 3.9, см. цв. вклейку). Они представля
ют собой относительно гомогенную популяцию клеток, ко
торую легко подвергнуть воздействию химических веществ.

Суспензию клеток получают путем перенесения в жид
кую среду каллусной ткани, предварительно выросшей на 
твердой агаризованной питательной среде. Поэтому первич
ная каллусная ткань, используемая в качестве посевного
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материала, должна быть рыхлой и легко распадаться на от
дельные клетки. Для отделения крупных агрегатов клеточ
ную массу перед пересевом фильтруют или отстаивают, а 
латем помещают в жидкую среду с автоматическим переме
шиванием.

В лабораторных условиях клетки суспензии выращивают 
и колбах на качалке. Скорость вращения 100-120 об/мин. 
В таких условиях обеспечивается аэрация тканей и нарас
тающая масса клеточных агрегатов распадается на отдель
ные фрагменты.

Необходимо отметить, что растительные клетки растут 
и размножаются значительно медленнее, чем клетки жи
вотных или микроорганизмов: время их удвоения составля
ет от одних до трех суток. Поэтому даже при суспензион
ном культивировании стационарная фаза роста клеток, при 
которой культура достигает максимума сухой биомассы, 
наблюдается обычно через две-три недели. Истощение пита
тельной среды и накопление продуктов жизнедеятельности 
клеток определяют необходимость обновления культураль
ной среды или пересева культуры на свежую питательную 
среду.

Суспензионную культуру можно получать и непосред
ственно из первичного экспланта (лист, стебель, корень 
и т. д.). Для этого применяют ферменты, например пекти- 
назу. Вначале на поверхности экспланта образуется каллус
ная ткань, а затем уже от нее отделяются клетки и клеточ
ные агрегаты, в результате чего получается клеточная сус
пензия.

Для получения 100 мл клеточной суспензии требуется 
2-3 г свежей каллусной ткани.

Обязательным условием культивирования клеточных 
суспензий является постоянное перемешивание или встря
хивание среды. Если клеточная суспензия находится в не
подвижном состоянии, то деление суспензионных клеток 
приводит к образованию каллусной ткани.

Деление суспензионных клеток поддерживается наличи
ем в среде ауксинов и цитокининов, т. е. тех гормонов, ко
торые необходимы для индукции и роста каллусных кле
ток. Суспензионные культуры представлены типичными
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каллусными клетками, обладающими всеми свойствами, 
характерными для клеток такого рода.

Таким образом, как уже было отмечено выше, суспен
зии лучше образуются из рыхлого каллуса, получаемого на 
питательных средах с 2,4-Д. Исключение из питательной 
среды ионов кальция облегчает суспензирование. Еще более 
облегчает этот процесс добавление в питательную среду 
фермента пектиназы, которая разрушает пектат кальция, 
склеивающий отдельные клетки.

При промышленном культивировании суспензионных 
культур применяют закрытые или открытые системы с пе
риодическим или проточным режимом выращивания кле
ток.

В закрытой системе клеточная суспензия лишена при
тока свежей питательной среды до конца выращивания ( пе
риодическая культура), а в случае непрерывного режима 
выращивания в открытой системе питательную среду 
частично меняют на свежую.

Как при периодическом, так и при проточном режиме 
выращивания в открытой системе клетки остаются в пита
тельной среде и не удаляются даже при ее замене. Однако в 
открытых системах культивирования при замене питатель
ной среды вместе со средой отбирается и часть суспензион
ных клеток.

Для работы с клеточными суспензиями необходимо 
знать их характеристики: жизнеспособность, плотность 
клеток в суспензионной культуре, степень агрегированнос- 
ти, скорость роста.

Жизнеспособность клеток определяют по их окрашива
нию красителем (метиленовая синь, или синька Эванса). 
Живые клетки не окрашиваются красителем вследствие не
проницаемости для него клеточных мембран. В мертвые 
клетки краска легко проникает, и они окрашиваются в си
ний цвет.

Одним из основных показателей, характеризующих со
стояние клеточной суспензии, является плотность клеточ
ной популяции. Число клеток определяют в счетных каме
рах Фукса — Розенталя или Горяева под микроскопом пос
ле мацерации (разделения клеток) культуры. В качестве
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мацерирующего вещества применяют 10- 20% -ю хромовую 
кислоту, которая гидролизует срединные пластинки, соеди
няющие клетки.

Хорошо растущая суспензия имеет, как и каллусная 
культура, 8-образную кривую роста. Обычно длительность 
пассажа составляет 14-16 дней. При этом плотность возрас
тает от 5 X 104 до 5 X Ю6 кл/мл. Суспензия для субкульти- 
иирования берется в конце экспоненциальной фазы. Увели
чение числа клеток, их сырой и сухой массы — основные 
критерии роста суспензионных культур.

Качество суспензии зависит от степени агрегированнос
ти ее клеток (рис. 3.9). По степени агрегированности выде
ляют:

— мелкоагрегированную суспензионную культуру; со
стоит из одиночных клеток (40 % ) и мелких агрегатов (60 % , 
агрегаты не должны содержать более 10-12 клеток);

— среднеагрегированную суспензионную культуру; со
стоит из одиночных клеток (40 %), мелких агрегатов (40 % ) 
и крупных агрегатов (20 % , агрегаты содержат более 12 кле
ток);

— крупноагрегированную суспензионную культуру; со
стоит из мелких (40 % ) и крупных (60 % ) агрегатов. Чтобы 
избавиться от крупных агрегатов, суспензии фильтруют 
(фракционируют) через марлевые, нейлоновые или метал
лические фильтры. Одновременно это позволяет освобо
диться от остатков экспланта или плотных кусочков кал- 
11 усной ткани.

Основными признаками хорошей суспензионной культу
ры служат ее высокая степень дезагрегации (5-10 клеток в 
группе), морфологическая однородность клеток (неболь
шие размеры, сферическая или овальная форма, плотная 
цитоплазма) и отсутствие дифференциации (в частности, 
грахеидоподобных элементов).

3.7. Изолированные протопласты

Изолированный протопласт — это содержимое расти
тельной клетки, окруженное плазмалеммой (рис. 3.10). 
Целлюлозная стенка у данного образования отсутствует.
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Рис. 3.10. Изолированные 
протопласты высших растений 

в условиях 1п иИго

Рис. 3.11. Использование 
изолированных протопластов 

при изучении различных 
физиологических процессов 

(по Р.Г. Бутенко, 1999)

Протопласт в целой клетке 
можно наблюдать во время 
плазмолиза.

Изолированные протоплас
ты относятся к одним из наи
более ценных объектов в био
технологии. Они позволяют 
исследовать различные свой
ства мембран, а также транс
порт веществ через плазма- 
лемму (рис. 3.11). Главное 
преимущество изолированных 
протопластов состоит в том, 
что в них достаточно легко 
вводить генетическую инфор
мацию из органелл и клеток 
других растений, прокарио
тических организмов и из 
клеток животных. Впервые 
термин «изолированные про
топласты» был предложен в 
1880 г. Д. Ханстейном.

Э. Коккинг установил, что 
изолированный протопласт, 
благодаря механизму пиноци- 
тоза, способен поглощать из 
окружающей среды не только 
низкомолекулярные вещест
ва, но и крупные молекулы, 
частицы (вирусы) и даже изо
лированные органеллы.

Большое значение в созда
нии новых форм растений 
для изучения взаимодействия 
ядерного генома и геномов 
органелл имеет способность 
изолированных протопластов 
сливаться, образуя гибрид
ные клетки. Таким способом
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можно добиваться получения гибридов от растений с раз
мой степенью таксономической удаленности, но обладаю
щих ценными хозяйственными качествами.

Впервые протопласты были выделены Дж. Клернером в 
1892 г. при изучении плазмолиза в клетках листа телореза 
(ЗЬгаИоЬез аШйез) во время механического повреждения 
ткани. Поэтому данный метод назван механическим. Это 
длительный и трудоемкий метод, позволяющий выделять 
лишь небольшое количество протопластов (выделение воз
можно не из всех видов тканей).

Современный метод выделения протопластов, получивший 
название ферментативного, заключается в удалении клеточ
ной стенки с помощью поэтапного использования для ее раз
рушения ферментов: целлюлазы, гемицеллюлазы, пектиназы.

Первое успешное выделение протопластов из клеток 
высших растений ферментативным методом было осуществ
лено Э. Коккингом в 1960 г. По сравнению с механиче
ским, этот метод имеет ряд преимуществ. Он позволяет 
сравнительно легко и быстро выделять большое число про
топластов, причем они не испытывают сильного осмотиче
ского шока. После воздействия ферментов смесь протоплас
тов пропускают через фильтр и центрифугируют для удале
ния неразрушенных клеток и их осколков.

Выделить протопласты можно из клеток растительных 
тканей, культуры каллусов и суспензионной культуры. Оп
тимальные условия для изоляции протопластов индивиду
альны применительно к разным объектам, что требует кро
потливой предварительной работы по подбору концентра
ций ферментов, их соотношения, времени обработки. Очень 
важным фактором, позволяющим выделять целые жизне
способные протопласты, является подбор осмотического 
стабилизатора. В качестве стабилизаторов обычно использу
ют различные сахара, иногда ионные осмотики (растворы 
солей СаС12, М&НР04, КС1). Концентрация осмотиков долж
на быть несколько гипертоничной, чтобы протопласты на
ходились в состоянии слабого плазмолиза. В этом случае 
тормозятся метаболизм и регенерация клеточной стенки.

Изолированные протопласты можно культивировать. 
Обычно для этого используют те же питательные среды, на
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которых растут изолированные клетки и ткани. Сразу же 
после удаления ферментов у протопластов в культуре начи
нается образование клеточной стенки. Протопласт, регене
рировавший стенку, ведет себя как изолированная клетка, 
способен делиться и формировать клон клеток. Регенерация 
целых растений из изолированных протопластов сопряжена 
с рядом трудностей. Получить регенерацию через эмбриоге
нез удалось пока только у растений моркови. Стимуляцией 
последовательного образования корней и побегов (органоге
нез) добились регенерации растений табака, петунии и не
которых других растений. Следует отметить, что прото
пласты, изолированные из генетически стабильной клеточ
ной культуры, чаще регенерируют растения, их с большим 
успехом применяют при исследованиях генетической моди
фикации протопластов.

3.8. Морфогенез в клеточных культурах растений

Как уже говорилось, характерной особенностью расти
тельных клеток является их тотипотентность, т. е. способ
ность отдельной соматической клетки полностью реализо
вывать свою программу развития и давать начало целому 
растительному организму.

Развитие многоклеточных организмов — одна из наибо
лее интересных, но сложных проблем в биологии. Большое 
распространение получило моделирование процессов онто
генеза на более простых системах: изолированных тканях, 
клетках и протопластах, культивируемых в стерильных ус
ловиях. Их преимущество состоит в том, что нет необходи
мости постоянно учитывать результаты взаимодействия ор
ганов в целостной системе растительного организма. Кроме 
того, экспериментатор сам имеет возможность выбирать, 
изменять и повторять условия опыта в соответствии с по
ставленной задачей.

После завершения дедифференцировки дальнейшее раз
витие каллусной клетки может идти разными путями.

Первый путь — это вторичная регенерация целого рас
тения; возможна дифференцировка на уровне клеток, тка
ней, органов.
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Второй путь — это утрата клеткой способности к вто
ричной дифференцировке и регенерации растения, стойкая 
дедифференцировка, приобретение способности расти на 
* реде без гормонов, т. е. превращение в опухолевую. Таки
ми свойствами часто характеризуются клетки старых пере
садочных культур.

Третий путь — это нормальный цикл развития каллус- 
иой клетки, заканчивающийся ее старением и отмиранием. 
И этом случае клетка претерпевает вторичную дифферен- 
цировку и прекращает делиться (стационарная фаза роста). 
Однако такая дифференцировка не ведет к морфогенезу, а 
закрепляет за клеткой свойства старой каллусной клетки.

Наибольший интерес вызывает первый путь, фактиче
ски представляющий морфогенные процессы. В культуре 
каллусных тканей морфогенезом называют возникновение 
организованных структур из неорганизованной массы кле
ток.

Вторичная дифференцировка каллусной клетки может 
завершиться образованием в каллусной ткани отдельных 
дифференцированных клеток. Они имеют определенное 
строение и выполняют специфические функции. Примером 
служит образование эпибластов — клеток, в которых запа
саются вторичные метаболиты (рис. 3.12, см. цв. вклейку). 
Это наиболее простой тип дифференцировки каллусной клет
ки. Более сложная гистологическая дифференцировка завер
шается образованием в каллусе различных тканей: млечни
ков, волокон, трихом, элементов ксилемы (трахеи и трахеиды) 
и флоэмы (ситовидные трубки и клетки-спутницы). К самым 
сложным видам вторичной дифференцировки относятся 
органогенез (образование органов) и соматический эмбрио
генез (образование из соматических клеток эмбриоидов — 
биполярных зародышеподобных структур).

Все эти типы дифференцировки возможны только благо
даря свойству тотипотентности, поскольку любая расти
тельная клетка содержит полный набор генов, характерный 
для того организма, из которого она была выделена. Потен
циальные возможности всех клеток растения одинаковы. 
Каждая из них в определенных условиях может дать нача
ло целому организму. Однако выяснено, что реально детер-
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минируется только одна из 400-1000 клеток, что, вероят
но, связано с физиологическим состоянием клетки, с ее 
компетентностью. Так, у эксплантов стеблевого происхожде
ния компетентность к действию экзогенных фитогормонов 
(и, следовательно, способность к морфогенезу) проявляют 
только клетки эпидермальных и субэпидермальных тканей. 
Клетки могут приобретать ее в процессе культивирования 
каллусной ткани, в условиях, индуцирующих морфогенез. 
Время, в течение которого в каллусных клетках возникает 
это свойство, изменяется в широких пределах. Кроме того, 
существенную роль в дифференциации играют генотип рас- 
тения-донора, условия и физические факторы культивиро
вания.

Все каллусные клетки, готовые к вторичной дифферен- 
цировке, т. е. детерминированные, характеризуются общими 
чертами. Эти клетки ( клетки-инициали) образуют утол
щенную клеточную стенку, обособляясь от остальных кал
лусных клеток. Для них характерны более крупное ядро, 
высокое накопление запасных веществ, меньшие размеры 
вакуолей. В клетках-инициалях начинается синтез опреде
ленных белков, интенсифицируется пентозофосфатный путь 
расщепления гексоз. Очень важно, что между этими клет
ками, формирующими меристематические очаги, восста
навливаются плазмодесмы, которые практически отсутству
ют в массе каллусных клеток.

Интересное предположение было высказано Л. Саксом и
С. Тойвоненом (1963). Оно сводится к тому, что существует 
минимальная масса каллусных клеток, которая определяет 
способность уже детерминированных клеток к дальнейше
му морфогенезу. Это подтвердилось в опытах с культурой 
семядолей ели, где детерминация адвентивных побегов про
исходила в клеточных комплексах из пяти-шести клеток. 
В случае развития соматических зародышей требовалось 
шесть — десять клеточных агрегатов.

Гистогенез. Главную роль в преобразовании каллусных 
клеток в сосудистые элементы играют фитогормоны, в ос
новном ауксины. Опыты по изучению влияния апикальной 
меристемы побега (место синтеза ауксинов) на гистогенез в 
каллусной ткани показали, что ниже места прививки апек-
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са в каллусной ткани начинали образовываться сосудистые 
элементы. Тот же эффект наблюдался при нанесении на 
каллус ауксина с сахарозой. Интересно, что повышение 
концентрации сахарозы способствовало образованию эле
ментов флоэмы, а понижение — образованию ксилемных 
элементов. Причем такое воздействие оказывала совместно 
с ауксином только сахароза, что позволяет говорить о ее 
возможной регуляторной роли. Добавление к гормону дру
гих сахаров гистогенеза не вызывало. В некоторых случаях 
стимуляторами гистогенеза, помимо ауксинов, могут быть 
и другие фитогормоны. Так, было отмечено, что в каллус
ных тканях сои этот процесс начинается под воздействием 
гибберелловой кислоты и этилена.

Как уже отмечалось выше, в культурах т оИго сущест
вует два основных типа морфогенеза. Это органогенез, т. е. 
образование монополярной структуры (отдельных органов) — 
корневой, стеблевой, реже флоральной (цветочной) или лис
товой (рис. 3.13, см. цв. вклейку), и соматический эмбрио
генез. При органогенезе сначала регенерируют отдельные 
органы, а затем уже из них — целые растения (исключение 
составляет корневой органогенез). При соматическом эмб
риогенезе происходит образование биполярных зародыше
подобных структур из соматических клеток (рис. 3.14, см. 
цв. вклейку). В этом случае, в отличие от органогенеза, 
сразу образуется зародыш, имеющий как меристему корня, 
так и меристему верхушечной почки, из которой в дальней
шем развивается целое растение.

Любая растительная клетка обладает одинаковыми по
тенциальными возможностями, так как содержит весь на
бор генов; следовательно, клетки сохраняют свойственную 
зиготе программу развития. Поэтому если получен каллус 
из клеток лепестка цветка, или из клеток сердцевинной па
ренхимы стебля, или из клеток любой ткани, то в принци
пе каждая такая клетка может регенерировать целое расте
ние. Однако свойство тотипотентности не всегда реализует
ся, так как потенциальные возможности клеток разных 
типов проявляются неодинаково. В некоторых из них гены 
в большей степени репрессированы, в связи с чем проявле
ние тотипотентности становится ограниченным.
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Клеточную основу морфогенеза составляет цитодиффе- 
ренцировка. При этом дедифференцированные клетки вновь 
приобретают структуру и специализированные функции. 
Регенерация растения начинается с вторичной дифферен
цировки клеток.

Первые работы Ф. Скуга и С. Миллера показали пря
мую зависимость органогенеза в каллусах от соотношения 
фитогормонов — ауксина и открытого этими исследовате
лями кинетина. Преобладание концентрации ауксина над 
цитокинином вызывает дифференцировку клеток, приводя
щую к образованию корневой системы. В этом случае реге
нерации целого растения не происходит. При увеличении 
концентрации цитокинина и уменьшении концентрации 
ауксина начинаются стеблевой органогенез и образование 
побега. Если его пересадить на свежую питательную среду с 
преобладанием ауксина, то наблюдаются образование кор
ней и регенерация целого растения.

В настоящее время доказано, что для прохождения ор
ганогенеза очень большое значение имеют принадлежность 
растения-донора к классу двудольных или однодольных, 
его генотип, а также тип экспланта. Кроме того, морфоге
нез можно получить только при условии подбора оптималь
ной питательной среды, определенных физических факто
ров, при балансе фитогормонов, присутствии сигнальных 
белков и наличии белков-акцепторов в клетках.

Среди компонентов, входящих в состав питательных 
сред, существенную роль играют ионы Г>Ш4+ и N(>3̂  При
сутствие аммонийного азота важно для начала морфогенеза, 
а добавление нитратного азота способствует росту и разви
тию образовавшихся структур. Фитогормоны, используемые 
для стимуляции органогенеза, не ограничиваются теперь 
только ауксинами и цитокининами. С этой целью в пита
тельную среду вводят другие классы фитогормонов: абсци- 
зины, гиббереллины, этилен.

Установлено также влияние типа экспланта на морфо
генез. Например, экспланты, выделенные из верхних меж
доузлий растений, могут образовывать каллус, способный к 
флоральному морфогенезу, тогда как экспланты из нижних 
междоузлий давали начало только вегетативным органам.
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Вопрос о механизме запуска вторичной дифференциров- 
ки у каллусных клеток остается открытым. В настоящее 
время самое раннее событие, связанное с морфогенезом, — 
это появление тканеспецифичных белков. Установлено, что 
все морфогенетические изменения активируются и/или 
контролируются специальными генами.

Соматический эмбриогенез. При соматическом эмбрио
генезе клетка-инициаль дает начало зиготе. Регенерант, об
разующийся из соматического зародыша, полностью сформи
рован, что делает лишними затраты на укоренение получен
ных при органогенезе побегов. Кроме того, соматические 
эмбриоиды точнее воспроизводят генотип исходного расте
ния, по сравнению с растениями-регенерантами, получен
ными в результате органогенеза. Соматические зародыши 
представляют и чисто практический интерес, так как их 
можно использовать для получения искусственных семян.

Соматический эмбриогенез очень важен для развития 
фундаментальных наук. Он позволяет изучать механизмы 
эмбриогенеза, так как почти все его фазы, за исключением 
первой, в растении и в культуре тканей совпадают. Наибо
лее ранняя из изученных фаз детерминации клетки по эмб
риональному пути развития состоит в приобретении ею 
свойств полярности. Так, при определении плотности био
электрического потенциала для четырех морфогенных кле
ток оказалось, что максимальная плотность электрического 
тока была на полярных полюсах этой группы клеток. Пере
ход клеток в следующую фазу эмбриогенеза сопровождался 
значительным повышением плотности тока. Предполагает
ся, что морфогенные клетки могут поддерживать поляр
ность за счет активного базипетального транспорта эндоген
ного ауксина, градиента биоэлектрических потенциалов и 
ионов кальция. Было также установлено, что слабый посто
янный электрический ток (2 мкА) может быть индуктором 
эмбриогенеза.

Если органогенез можно индуцировать с помощью аук
синов или цитокининов, то соматический эмбриогенез фак
тически независим от экзогенных фитогормонов. Обычно 
эмбриогенные зоны возникают в каллусной ткани на той 
же питательной среде, которая использовалась для каллу-
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сообразования. Развитие соматических зародышей в кал
лусной ткани начинается тогда, когда устраняется дедиф
ференцирующий фактор из питательной среды (2,4-Д или 
другие ауксины). Развивающийся зародыш не нуждается в 
экзогенных гормонах, так как сам обеспечивает себя ими.

Независимость соматического эмбриогенеза от экзоген
ных гормонов является аргументом в пользу точки зрения, 
высказанной еще Г. Хаберландтом, а позднее Ф. Стэвардом: 
сам процесс изолирования клетки стимулирует реализацию 
ее тотипотентности, т. е. переход к морфогенезу.

Таким образом, основными стимулами морфогенеза в 
культуре каллусных тканей являются изменения соотноше
ния гормонов в питательной среде и сам процесс изоляции 
растительной клетки от организма, а дополнительным сти
мулом — присутствие в питательной среде нитрата серебра, 
нитрата аммония, некоторых аминокислот (пролин, тиро
зин, иногда серин), полиаминов (путресцин и спермидин). 
В ряде случаев маннит и сорбит стимулируют процесс мор
фогенеза. Ионы N03” оказывают влияние на развитие воз
никших в каллусной ткани организованных структур, а их 
индукцию стимулируют ионы >Ш4+. Гибберелловая кислота 
способствует росту зачатков стебля, а абсцизовая — ускоря
ет дифференцировку органов соматических зародышей.

На регуляцию морфогенеза оказывает существенное 
влияние качество света. Показано, что морфогенный каллус 
чаще образуется на синем свету, чем на белом или красном.

Изменения на уровне индивидуальных белков во время 
реализации морфогенетической программы в культуре тка
ней позволили говорить о существовании белков развития. 
Однако отсутствие специфических тестов на эти белки де
лает их определение проблематичным. Вместе с тем при ис
пользовании гибридов, продуцирующих моноклональные 
антитела на мембранные белки соматических зародышей, 
удалось выявить полипептид с молекулярной массой 45 кДа, 
который встречается в ядре нескольких видов растений и, 
возможно, участвует в регуляции клеточного деления.

В настоящее время большое внимание уделяется генети
ческому аспекту морфогенеза — изучению соматического 
эмбриогенеза как генетически наследуемого признака. Роль
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основного двигателя процесса развития отводится диффе
ренциальной активности генов. Предполагается, что гены, 
контролирующие соматический эмбриогенез, начинают экс
прессироваться в критические периоды развития эмбриоидов.

Для перестройки и подготовки инициальных клеток к 
последующим быстрым делениям, которые происходят при 
морфогенезе, требуется лаг-фаза, после которой клетки де
лятся по типу дробления, образуя сферическую массу мел
ких изодиаметрических клеток.

В случае органогенеза эту массу клеток называют ме- 
ристематическими очагами, а в случае соматического эмб
риогенеза — глобулярным проэмбрио.

В дальнейшем в меристематическом очаге дифференци
руются зачатки стебля, корня, листа или цветочной почки 
и происходит соответственно стеблевой, корневой, листовой 
или флоральный органогенез.

В глобулярном проэмбрио развивается биполярная эмб- 
риоидная структура.

Можно выделить несколько последовательных стадий 
формирования соматических эмбриоидов из каллусной 
клетки: глобулярную, сердечка, торпедовидную, соматиче
ского зародыша (рис. 3.15, см. цв. вклейку). Меристемати- 
ческие очаги или проэмбрио могут возникать на периферии 
каллусной ткани или быть погруженными в нее. Опреде
ленной закономерности в их локализации обычно не на
блюдается.

3.9. Клональное микроразмножение растений 
и его практическое применение

Достижения в области культуры клеток и тканей приве
ли к созданию принципиально нового метода вегетативного 
размножения — клонального микроразмножения: получе
ния в условиях т иИго неполовым путем растений, генети
чески идентичных исходному экземпляру. В основе метода 
лежит уникальная способность растительной клетки реали
зовывать присущую ей тотипотентность, т. е. под влиянием 
экзогенных воздействий давать начало целому растительно
му организму.
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По сравнению с традиционными способами размноже
ния, метод клонального микроразмножения, несомненно, 
имеет ряд преимуществ. Так, он обеспечивает:

— получение генетически однородного посадочного ма
териала;

— получение безвирусных растений;
— высокий коэффициент размножения (105- 106 — для 

травянистых и цветочных растений, 104- 105 — для кустар
никовых древесных, 104 — для хвойных);

— сокращение продолжительности селекционного про
цесса;

— ускорение перехода растений от ювенильной к репро
дуктивной фазе развития;

— размножение растений, трудно размножаемых тради
ционными способами;

— возможность проведения работ в течение года и эко
номия площадей, необходимых для выращивания посадоч
ного материала;

— автоматизацию процесса выращивания.
Начало успешному применению метода клонального 

микроразмножения было положено в конце 1950-х гг. 
французским ученым Ж. Морелем, которому удалось полу
чить первые растения-регенеранты орхидей. Достижению 
успеха способствовала уже разработанная к тому времени 
техника культивирования апикальной меристемы растений 
в условиях т V̂ ^̂ о.

В нашей стране работы по клональному микроразмно
жению были начаты в 1960-х гг. в лаборатории культуры 
тканей и морфогенеза Института физиологии растений им. 
К.А. Тимирязева РАН под руководством профессора Р.Г. Бу
тенко. Были изучены условия микроразмножения картофеля, 
сахарной свеклы, гвоздики, герберы, фрезии и некоторых 
других растений и предложены промышленные технологии.

Области применения клонального микроразмножения 
разнообразны, и имеются тенденции к их постоянному 
расширению. Это в первую очередь относится к размноже
нию т VIIго взрослых древесных пород, особенно хвойных, 
и использованию техники т иИго для сохранения редких 
и исчезающих видов лекарственных растений.
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Процесс клонального микроразмножения можно разде
лить на четыре этапа (рис. 3.16):

1) выбор растения-донора, изолирование эксплантов и 
получение хорошо растущей стерильной культуры;

2) собственно микроразмножение, когда достигается по
лучение максимального количества микропобегов;

Рис. 3.16. Схема клонального микроразмножения растений методом 
активации развития существующих меристем (I путь) и индукция 
образования адвентивных почек на первичном экспланте (II путь)

1 — выбор исходного экспланта; 2 — получение стерильной 
культуры; 3 — образование адвентивных почек непосредственно на 

первичном экспланте; 4 — рост почек и формирование микропобегов; 
И — размножение микропобегов (микрочеренкование); 6 — укорене
ние микропобегов; 7 — депонирование растений-регенерантов при 

пониженной температуре (+2 °С); 8 — перевод растений в тепличные 
условия; 9 — высадка растений-регенерантов в поле
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3) укоренение размноженных побегов с последующей 
адаптацией их к почвенным условиям, а при необходимос
ти депонирование растений-регенерантов при пониженной 
температуре (+2 °С, +10 °С);

4) выращивание растений в условиях теплицы и подго
товка их к реализации или посадке в поле.

Микроразмножение растений можно осуществлять сле
дующими методами:

— активацией развития уже существующих в растении 
меристем (апекс стебля, пазушные и спящие почки и ин- 
теркалярные зоны стебля);

— индукцией возникновения адвентивных почек непо
средственно тканями экспланта;

— индукцией соматического эмбриогенеза;
— дифференциацией адвентивных почек в первичной и 

пересадочной каллусной тканях.
Из перечисленных методов клонального микроразмно

жения растений основным является метод активации 
развития уже существующих в растении меристем, 
основывающийся на снятии апикального доминирования 
(рис. 3.17). Это может быть достигнуто двумя путями:

— удалением верхушечной меристемы стебля и после
дующим микрочеренкованием побега т иИго на безгормо- 
нальной среде;

— добавлением в питательную среду веществ цитокини- 
нового типа действия, индуцирующих развитие многочис
ленных пазушных побегов.

Как правило, в качестве цитокининов используют 6-бен- 
зиламинопурин (БАЛ) или 6-фурфуриламинопурин (кинетин), 
а также 2-изопентениладенин (21р) и зеатин. Полученные та
ким образом побеги отделяют от первичного материнского экс
планта и вновь культивируют на свежеприготовленной пи
тательной среде, стимулирующей пролиферацию пазушных 
меристем и возникновение побегов более высоких порядков.

В настоящее время этот метод широко применяют в про
изводстве безвирусного посадочного материала различных 
растений (рис. 3.18, см. цв. вклейку). Это сельскохозяйствен
ные культуры — технические (сахарная свекла, хмель, табак, 
топинамбур, стахис), овощные (томаты, картофель, огурец, пе
рец, тыква, спаржа и др.); культуры промышленного цвето
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водства (гвоздика, хризантема, роза, гербера); тропические 
и субтропические растения (рододендрон, азалия, камелия, 
чай и др.); плодовые и ягодные культуры (яблоня, слива, 
вишня, груша, виноград, малина, смородина, крыжовник и 
др.); древесные растения (тополь, ива, ольха, береза, рябина, 
секвойя, туя, можжевельник и др.). Для некоторых сельско
хозяйственных культур (таких, как картофель) технология 
клонального микроразмножения поставлена на промышлен
ную основу. Применение метода активации развития уже 
существующих в растении меристем позволяет получать из 
одной меристемы картофеля более 105 растений в год, при
чем технология предусматривает получение в пробирках 
микроклубней — ценного безвирусного семенного материала.

Второй из перечисленных методов — индукция возник
новения адвентивных почек непосредственно тканями 
экспланта — основан на способности изолированных частей

Рис. 3.17. Схема размножения растений методом активации развития 
существующих меристем: 1 — удаление верхушечной меристемы;

2 — добавление в питательную среду цитокининов (Б/Г — безгормо- 
нальная среда; Ц — цитокинины; А  — ауксины)
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растения при благоприятных условиях питательной среды 
восстанавливать недостающие органы и таким образом ре
генерировать целые растения (рис. 3.19, см. цв. вклейку). 
Образования адвентивных почек можно добиться почти из 
любых органов и тканей растения (изолированного зароды
ша, листа, стебля, семядолей, чешуек и донца луковицы, 
сегментов корней и зачатков соцветий), если их удается по
лучить свободными от инфекции. Этот процесс, как прави
ло, происходит на питательных средах, содержащих один 
цитокинин или в его сочетании с ауксином (в соотношении
10 : 1 или 100 : 1). В качестве ауксина в этом случае наибо
лее часто используют Р-индолил-З-уксусную кислоту (ИУК) 
или а-нафтилуксусную кислоту (НУК).

Индукция возникновения адвентивных почек — наибо
лее распространенный метод микроразмножения высших 
растений: многие луковичные цветочные растения (нарциссы, 
лилии, гиацинты, гладиолусы, тюльпаны) были размноже
ны из луковичных чешуек, сегментов базальной части донца 
луковиц, эксплантов листьев; представители рода Вгаззма 
(капуста цветная, кочанная, брюссельская, листовая, брок
коли) — из сегментов гипокотиля, семядолей, листьев; лук, 
чеснок — из верхушечной меристемы, ткани донца луковиц; 
томаты — из апикальных или пазушных меристем; салат 
цикорный — из сегментов листовых пластинок; петуния —

из сегментов корней; глокси
ния, фиалки — из сегментов 
листовых пластинок; некото
рые представители древес
ных растений — из изолиро
ванных зрелых и незрелых 
зародышей (рис. 3.20).

Третий метод, практикуе
мый при клональном микро
размножении, основывается 
на дифференциации из сома
тических клеток зародыше
подобных структур, которые 
по своему внешнему виду на
поминают зиготические заро
дыши. Этот метод получил

Рис. 3.20. Микроразмножение 
сосны из изолированных 

зародышей в условиях т оИго
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название соматического эмбриогенеза. Основное отличие 
образования зародышей т иИго от т V̂ VО (в естественных 
условиях) заключается в том, что соматические зародыши 
развиваются асексуально вне зародышевого мешка и по 
своему внешнему виду напоминают биополярные структу
ры, у которых одновременно наблюдается развитие апи
кальных меристем стебля и корня. В настоящее время этот 
метод используется для размножения большинства растений 
из семейства ОгсНМасеае и ЯиЫсеае, некоторых представи
телей злаковых (пшеница, ячмень), люцерны, редиса, ви
нограда, а также некоторых видов древесных пород (осина, 
эвкалипт, дуб, ель обыкновенная).

Формирование эмбриоидов в культуре тканей происходит 
в две стадии. На первой стадии клетки экспланта дифферен
цируются за счет добавления в питательную среду ауксинов 
(как правило, 2,4-Д) и превращаются в эмбриональные. На 
второй стадии клетки должны развиться в эмбриоиды, что 
достигается уменьшением концентрации ауксина или пол
ным его исключением из состава питательной среды. Сома
тический эмбриогенез можно наблюдать непосредственно в 
тканях первичного экспланта, а также в каллусной культу
ре. Причем последний способ считается менее пригодным 
при клональном микроразмножении, так как посадочный 
материал, полученный таким методом, будет генетически 
нестабилен по отношению к растению-донору. Как правило, 
соматический эмбриогенез происходит при культивировании 
каллусных клеток в жидкой питательной среде (суспензии) 
и является наиболее трудоемким, так как не всегда удается 
реализовывать свойственную клеткам тотипотентность.

Однако данный метод размножения имеет свои преиму
щества, поскольку не требуется подбора специальных усло
вий укоренения и адаптации пробирочных растений, так 
как соматические зародыши представляют собой полностью 
сформированные растеньица. При использовании соответст
вующей техники их капсулирования из этих эмбриоидов 
возможно получать искусственные семена.

Четвертый метод клонального микроразмножения — 
дифференциация адвентивных почек в первичной и пере
садочной каллусной ткани — мало используется для по
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лучения посадочного материала т  у И г о . Э то  связано с тем, 
что при периодическом пересаживании каллусной ткани на 
свежую питательную среду часто наблюдаются явления, не
желательные при микроразмножении: изменение плоидности 
культивируемых клеток, структурные перестройки хромосом 
и накопление генных мутаций, потеря морфогенетического 
потенциала культивируемыми клетками. Наряду с генетичес
кими изменениями растений наблюдаются и морфологиче
ские: низкорослость, неправильное жилкование листьев и их 
расположение по стеблю, образование укороченных, утол
щенных междоузлий, уродливость, пониженная устойчи
вость к болезням и вредителям. Причем длительное куль
тивирование каллусных клеток усугубляет эти изменения, 
поэтому период неорганизованного роста при микроразмно
жении должен быть сведен к минимуму.

Несмотря на некоторые недостатки, метод дифференци
ации адвентивных почек в первичной и пересадочной кал
лусной ткани имеет положительные стороны:

— во-первых, он эффективен и экономически выгоден, 
так как в процессе размножения из каждой индивидуаль
ной каллусной клетки при благоприятных условиях куль
тивирования может сформироваться адвентивная почка, 
дающая начало новому растению;

— во-вторых, в ряде случаев он является единственно воз
можным методом размножения растений в культуре тканей;

— в-третьих, он представляет большой интерес для селек
ционеров, так как растения, полученные методом дифферен
циации адвентивных почек в первичной и пересадочной кал
лусной ткани, различаются генетически и морфофизиологи
чески. Это дает возможность селекционерам проводить отбор 
растений по хозяйственно важным признакам и оценивать 
их интродукцию в полевых условиях.

Метод дифференциации адвентивных почек в первичной 
и пересадочной каллусной ткани целесообразно применять 
лишь к тем растениям, для которых показана генетическая 
стабильность каллусной ткани, а вариабельность между 
растениями-регенерантами не превышает уровня естествен
ной изменчивости. К таким растениям можно отнести ама
риллис, томаты, спаржу, некоторые древесные породы и
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другие культуры. Через каллусную культуру были размно
жены сахарная свекла, некоторые представители рода Вгаз- 
шса, кукуруза, рис, пшеница и другие злаковые, подсол
нечник, лен; разработаны условия, способствующие регене
рации растений из каллуса огурца, картофеля, томатов.

Основное преимущество клонального микроразмножения 
заключается в возможности получения генетически одно
родного, безвирусного посадочного материала. Этого дости
гают, используя меристематические ткани апексов и пазуш
ных почек органов стеблевого происхождения. Как правило, 
меристема состоит из конуса нарастания, а также одного 
пли двух листовых зачатков (примордиев) и является сво
бодной от инфекции.

Предположение о возможности отсутствия вирусов в ме- 
ристематических тканях больных растений впервые выска
зано Ф. Уайтом (1943). Начиная с 1950-х гг. были предпри
няты первые успешные опыты по получению свободных от 
и прусов растений георгина из точки роста. Авторы этого 
метода Ж. Морель и С. Мартин полагали, что в больном 
растении вирус распространяется с отставанием от быстро 
растущих молодых органов, особенно в молодых недиф
ференцированных тканях, где концентрация вируса может 
снижаться, вплоть до полного отсутствия. Теоретические 
концепции, положенные в основу этого метода, нашли свое 
подтверждение в последнее время.

Структурной основой используемого на практике явле
ния служит специфика строения точки роста растений; 
дистальная ее часть, представленная апикальной меристе
мой, у разных растений имеет средний диаметр до 200 мкм 
и высоту от 20 до 150 мкм. В более нижних слоях диффе
ренцирующиеся клетки меристемы образуют прокамбий, 
дающий начало пучкам проводящей системы.

Известно, что успех клонального микроразмножения за- 
нисит от размера меристематического экспланта: чем боль
ше листовых зачатков и тканей стебля, тем легче идет про
цесс морфогенеза, заканчивающийся получением целого 
нормального пробирочного растения.

Вместе с тем зона, свободная от вирусных частиц, суще
ственно различается для разных видов и сортов растений, а
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также зависит от вида вирусов. В колеоптиле злаков, на
пример, размеры участка верхушки, не содержащей сосу
ды, могут достигать до 250 мкм. Такая особенность стро
ения апикальной меристемы исключает проникновение в 
нее вируса путем быстрого транспортирования по проводя
щей системе, но допускает возможность его медленного 
распространения через плазмодезмы, соединяющие мерис- 
тематические клетки.

При культивировании апикальной меристемы картофе
ля величиной 200 мкм на питательной среде и дальнейшем 
получении из нее растений-регенерантов было показано, 
что среди полученных растений только 10 % были свобод
ны от Х-вируса, но 70 % — от У-вируса.

Применение электронной микроскопии часто обнаружи
вает наличие вирусов в меристеме пораженных ими расте
ний, что, впрочем, подтверждает общеизвестный факт: чис
ло лишенных вируса растений после подобной операции 
чрезвычайно мало и многие меристемы пораженных расте
ний инфекционны.

Таким образом, эффективность применения апикальной 
меристемы в качестве метода оздоровления зараженных ви
русами растений оказывается низкой. Это было доказано 
результатами, полученными рядом меристемных лаборато
рий Российской Федерации и Крыма, а именно: из апи
кальных меристем растений гвоздики, цимбидиума, пора
женных вирусами СагМУ и СагУМУ, в условиях т иИго 
получают инфицированные мериклоны.

В принципе возможно получение безвирусной апикаль
ной меристемы от больного растения, но при этом риск по
падания вирусов в здоровые ткани должен быть снижен до 
нуля. Этого можно достичь путем применения методов пред
варительной термо- или хемотерапии исходных растений.

Метод термотерапии — использование сухого горячего 
воздуха — применяют как в условиях т ьыо, так и в усло
виях т V̂ ^̂ о. Для объяснения механизма освобождения 
растений от вирусов в процессе термотерапии существуют 
различные гипотезы.

Согласно одной из них, высокие температуры воздейству
ют непосредственно на вирусные частицы через их рибонук
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леиновую кислоту и белковую оболочку, вызывая физиче
ское разрушение и лишая вирусные частицы вирулентности.

Вторая гипотеза состоит в том, что высокая температура 
воздействует на вирусы через метаболизм растений. Под 
влиянием высоких температур нарушается равновесие меж
ду синтезом и деградацией вирусных частиц. Если преобла
дает синтез, то концентрация вируса в зараженных тканях 
растет, и наоборот.

Растения, подвергающиеся термотерапии, помещают в 
специальные термокамеры (термостат), где в течение пер
вой недели повышают температуру от 25 до 37 °С путем 
ежедневного увеличения параметров температур на 2 °С. Не 
менее важно при термотерапии создавать и поддерживать 
на протяжении всего процесса оптимальные режимы: тем
пературу — 37 °С; освещенность лампами дневного света — 
5 тыс. лк; фотопериод, в зависимости от культуры, — 14- 
16 ч в сутки при относительной влажности воздуха в тер
мокамере 90 % .

Продолжительность термотерапии всецело зависит от 
состава вирусов и их термостойкости. Если, например, для 
гвоздики достаточно 10-12-недельного воздействия теплом, 
то для освобождения хризантемы от Б-вируса этот период 
длится 12 и более недель. Однако существуют растения (на
пример, луковичные культуры, цимбидиум, розы и др.), 
рост которых угнетается в результате длительной термоте
рапии т 1дио. Для таких растений целесообразно проводить 
термотерапию растений-регенерантов т V̂ ^̂ о.

Помимо положительного воздействия термотерапии на 
освобождение растений от вирусов, выявлен положитель
ный эффект высоких температур на точку роста и процессы 
морфогенеза некоторых цветочных культур (гвоздика, хри
зантема, фрезия) в условиях т оИго. Применение термоте
рапии позволяет увеличить коэффициент размножения на 
50-60 % , повысить адаптацию пробирочных растений-реге
нерантов к почвенным условиям, а также получить более 
высокий процент безвирусных маточных растений.

Применение термотерапии в сочетании с меристемной 
культурой позволяет оздоровить от вирусного хлороза более 
70 % растений-регенерантов хмеля, 90 % — земляники,
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25 % — черной и красной смородины, 50 % — малины, бо
лее 80 % — картофеля.

Проверку растений на наличие вирусов, как правило, 
проводят с помощью иммуноферментного анализа, элек
тронной микроскопии и травянистых растений-индикаторов.

Второй метод освобождения растений от вирусов — хе
мотерапия — заключается в добавлении в питательную 
среду, на которой культивируют апикальные меристемы, 
аналога гуанозина — 1(3-Д-рибофуранозил-1,2,4-триазол-3- 
карбоскимида (коммерческое название — вирозол) в кон
центрации 20-50 мг/л. Это противовирусный препарат ши
рокого спектра действия. При использовании вирозола в 
культуральной среде процент безвирусных меристемных 
растений увеличивался до 80-100 % . Положительные ре
зультаты хемотерапии были получены для сливы, череш
ни, малины, некоторых цветочных и других растений.

Термо- и хемотерапевтические методы оздоровления по
садочного материала от вирусов экономически малоэффек
тивны. Поэтому в настоящее время с помощью методов 
трансгеноза создают формы растений с генетической устой
чивостью к вирусам.

3.10. Методы клеточной инженерии растений 
в ускорении селекционного процесса

Одно из направлений клеточных технологий — исполь
зование их в селекции для облегчения и ускорения тради
ционного селекционного процесса по созданию новых форм 
и сортов растений. Существующие методы культивирова
ния изолированных клеток и тканей т оИго условно мож
но подразделить на две группы.

Первую группу составляют вспомогательные техноло
гии, которые не подменяют обычную селекцию, а служат 
ей. К ним можно отнести: оплодотворение т иИго (преодо
ление прогамной несовместимости); культивирование семя
почек и незрелых гибридных зародышей (преодоление 
постгамной несовместимости); получение гаплоидных рас
тений путем культивирования пыльников и микроспор; 
клональное микроразмножение отдаленных гибридов.
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Вторую группу составляют основные методы, которые 
иедут к самостоятельному, независимому от традиционных 
методов селекции получению новых форм и сортов расте
ний на основе соматической гибридизации, слияния изоли- 
ронанных протопластов, клеточной селекции и других ме
тодических подходов.

Вспомогательные методы т V̂ ^ о̂ в селекции растений

Оплодотворение т  ьИго (преодоление прогамной не
совместимости) проводят при невозможности осуществить 
нилодотворение между выбранными парами растений в ес
тественных условиях. Необходимость применения может 
ныть вызвана как физиологическими (несоответствие во 
иремени созревания пыльцы и т. п.), так и морфологиче- 
( кими (короткая пыльцевая трубка или блокирование ее 
роста на разных этапах развития и т. п.) причинами.

Оплодотворение т оИго можно осуществить культиви
рованием завязи с нанесенной на нее готовой пыльцой на 
искусственной агаризованной питательной среде.

Визуально определить, прошло оплодотворение т оИго 
пли нет, можно по быстро увеличивающимся в размерах 
семяпочкам. Сформировавшийся зародыш, как правило, не 
переходит в состояние покоя, а сразу прорастает и дает на- 
чало гибридному поколению.

Плацентарное оплодотворение т иИго позволило преодо
леть несовместимость в скрещивании сортов культурного таба
ка N. ^аЪасит с дикими видами N. гози1Ма и N. <1еЪпеу1 и 
сделало возможным получение межвидовых гибридов табака.

Преодоление постгамной несовместимости. Постгам- 
п ня несовместимость при отдаленной гибридизации возни
кает после оплодотворения. Часто при этом образуются 
щуплые невсхожие семена. Причиной может быть расхож
дение во времени развития зародыша и эндосперма. Из-за 
слабого развития эндосперма зародыш становится неспособ
ным к нормальному прорастанию. В таких случаях из зер
новки изолируют зародыш и выращивают его в питатель
ной среде. Данный способ выращивания называется эмбрио
культурой. Питательная среда для выращивания может

111



Глава 3. Клеточная и тканевая инженерия растений

быть простой, без добавок физиологически активных ве
ществ (например, среда Уайта) или любой другой, содержа
щей минеральные соли и сахарозу.

При отдаленных скрещиваниях уже на ранних этапах 
могут наблюдаться нарушения в развитии зародыша, что 
выражается в отсутствии дифференцировки, замедленном 
росте. В этом случае рост культур зародыша состоит из 
двух этапов — эмбрионального роста зародыша, во время 
которого продолжается его дифференцировка, и прораста
ния подросшего зародыша. Для первого этапа требуется бо
лее сложная по составу питательная среда: с повышенным 
содержанием сахарозы, с добавками различных аминокис
лот, витаминов и гормонов.

Применение метода эмбриокультуры в селекции приоб
ретает в последнее время большое значение для получения 
отдаленных гибридов зерновых, злаковых и других сель
скохозяйственных культур. Показана возможность увели
чения выхода пшенично-ржаных гибридов путем доращи
вания незрелых зародышей, а также использования эмбрио
культуры для преодоления постгамной несовместимости 
при гибридизации пшеницы с колосняком.

Метод эмбриокультуры находит все более широкое при
менение в межвидовой гибридизации овощных растений. 
Для лука разработаны приемы выращивания т VIIго абор
тивных зародышей из гибридных семян с разных этапов 
эмбриогенеза, а также приемы выращивания зародышей от 
частично фертильных межвидовых гибридов. Культуру 
изолированных зародышей используют в селекции томатов 
и других овощных растений.

Этот вспомогательный метод применяют не только при 
отдаленной гибридизации, но и для преодоления постгам
ной несовместимости, а также с целью микроразмножения 
ценных гибридов. В этом случае микроразмножение идет 
путем каллусогенеза, индукции морфогенеза и получения 
растений-регенерантов из каллусной ткани. Техника кло
нирования незрелых зародышей позволяет размножать цен
ные генотипы растений на ранних стадиях жизненного 
цикла. Еще одна возможность применения культуры заро
дышей — использование ее в клеточной селекции.
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Клональное микроразмножение отдаленных гибри
дов. Эмбриокультура дает возможность вырастить гибрид
ные растения из неполноценных зародышей. Однако выход 
гибридных растений мал и гибриды часто бывают стерильны. 
Иногда, например при селекции гречихи, трудно воспроиз- 
иести в потомстве уникальные генотипы из-за перекрестного 
опыления культуры. Поэтому перед исследователями часто 
истает задача размножить и сохранить полученные растения. 
II этом помогает метод клонального микроразмножения. 
1’азмножают гибриды путем активации развития меристе
мы пазушных почек (черенкованием стерильных побегов), 
адвентивными почками или регенерацией растений из кал
лусной ткани, в частности полученной при культивирова
нии зародышей.

Получение гаплоидных растений т  оИго и использо
вание их в селекции. Роль гаплоидных растений в селек
ции очень велика. Их применение позволяет быстрее найти 
нужную комбинацию, сокращает время для создания сорта. 
Гаплоидные растения используют для получения стабиль
ных гомозиготных линий. Для мутагенеза также удобнее 
использовать гаплоиды, поскольку на гаплоидном уровне 
облегчается отбор рецессивных мутаций.

В диплоидных растениях мутации редко затрагивают 
оба аллельных гена в гомологичных хромосомах. Особь обыч
но гетерозиготна (два гена различаются), при этом проявля
ется действие только доминантного (но не рецессивного) ге
на. Поскольку мутации чаще рецессивны, чем доминантны, 
их довольно сложно выявить. В гаплоидных же растениях, 
которые содержат только одну из каждой пары гомологич
ных хромосом, мутации проявляются немедленно. Селек
ция на гаплоидном уровне позволяет вести прямой отбор не 
только доминантных, но и рецессивных признаков.

Гаплоидные особи стерильны, но можно искусственно 
удвоить набор их хромосом с помощью колхицина и полу
чить диплоидные гомозиготные растения.

Гаплоиды могут возникать спонтанно, но частота их 
спонтанного возникновения очень мала. Искусственным пу
тем с использованием методов т оИго удается получить 
большие количества гаплоидных растений.
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Существует три способа получения гаплоидов с исполь
зованием метода культуры изолированных тканей:

— андрогенез — получение гаплоидных растений на ис
кусственной питательной среде из изолированных пыльни
ков и микроспор;

— гиногенез — получение гаплоидных растений на ис
кусственной питательной среде из изолированных семяпочек;

— партеногенез — получение гаплоидов из гибридного 
зародыша, у которого из-за несовместимости хромосом ро
дителей потеряны отцовские хромосомы.

Гаплоидные эмбриоиды, образовавшиеся в результате 
элиминации хромосом отцовского генома, культивируют на 
искусственных питательных средах и получают гаплоидные 
растения.

Возможны два пути образования гаплоидных растений 
в культуре пыльников:

— образование растений путем эмбриогенеза в пыль
цевых зернах. При этом внутри пыльников из отдельных 
пыльцевых зерен возникают эмбриоиды. Они прорастают 
и дают гаплоидные растения;

— образование каллуса из клеток пыльника. В даль
нейшем в результате морфогенеза из каллусных клеток ре
генерируют растения. В этом случае образовавшиеся расте
ния не всегда бывают гаплоидными и часто отличаются по 
плоидности. До конца не выяснено, образуются ли они от 
полиплоидизированных гаплоидных клеток или от слив
шихся клеток.

Гаплоиды, полученные т  VII:го, можно применять не 
только в практической селекции, но и в генетической ин
женерии, в клеточной селекции. Пыльцевые зерна являют
ся в некоторых случаях более удобными, чем протопласты, 
объектами для опытов по генетической трансформации.

Основные методы т  иНго в селекции растений

Соматическая гибридизация  — создание неполовых 
гибридов путем слияния изолированных протопластов, по
лученных из соматических клеток. Этот метод позволяет 
скрещивать филогенетически отдаленные виды растений,
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которые невозможно скрестить обычным половым путем; 
вызывать слияние трех и более родительских клеток; полу
чать асимметричные гибриды, несущие весь генный набор 
одного из родителей, наряду или с несколькими хромосома
ми или генами, или только с органеллами и цитоплазмой 
другого родителя. Гибридизация соматических клеток дает 
возможность не только соединить в одном ядре гены дале
ких видов растений, но и сочетать в гибридной клетке ци
топлазматические гены партнеров.

Выделение, культивирование и слияние изолирован
ных протопластов. Для применения методов соматиче
ской гибридизации необходима разработка соответствую
щих технологий получения протопластов, способных де
литься и регенерировать растения.

Для культивирования протопластов применяют те же 
питательные среды, что и для культуры изолированных 
клеток и тканей. Отличительной чертой питательных сред 
для протопластов является повышенное осмотическое дав
ление на начальных этапах культивирования, которое обес
печивается высокой концентрацией маннита или СаС12.
II процессе культивирования изолированные протопласты 
регенерируют новую клеточную стенку (через 48 ч с момен
та выделения протопластов) и превращаются в клетки, спо
собные делиться и давать начало образованию каллусной 
ткани. Протопласты выделяют из каллусных, суспензион
ных клеток или из клеток листьев, меристем, стеблей. При 
выделении протопластов из листьев сначала удаляют эпи
дермис, лист нарезают на сегменты и затем подвергают эн
зиматической обработке пектиназой и целлюлозой.

Слияние изолированных протопластов может происхо
дить спонтанно, но это случается довольно редко. Индуци
рованное слияние изолированных протопластов впервые 
было получено в лаборатории Э. Коккинга в 1970 г. В каче
стве индуктора служил нитрат натрия. Но этот метод ока
зался малоэффективным, и сейчас найдены другие фьюзо- 
гены (индукторы слияния). Наиболее эффективными из 
них оказались растворы с высоким рН (9-11) и высокой 
концентрацией ионов кальция (100-300 мМ). Протопласты 
предварительно агглютинируют с помощью концентриро-
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ванных растворов полиэтиленгликоля с молекулярной мас
сой 1500-6000. У. Циммерман с сотрудниками разработали 
физический метод слияния протопластов животных клеток, 
липосом, в котором в качестве индуктора использовались 
импульсы электрического тока.

Слияние протопластов приводит к образованию либо 
цибрида, либо гибрида. Цибридная клетка содержит цито
плазму обоих партнеров, а ядро — одного. Это возможно, 
если после слияния протопластов не происходит соедине
ния ядер и одно ядро дегенерирует. Образование цибрида 
возможно и в том случае, если один из протопластов лишен 
ядра или оно инактивировано путем облучения. Цибриди- 
зация позволяет ввести цитоплазматические гены, несущие 
признаки ЦМС (цитоплазматической мужской стерильнос
ти), устойчивости к некоторым гербицидам и патогенам.

Гибриды были получены при слиянии протопластов 
эритроцитов крысы и протопластов дрожжевых клеток, 
протопластов моркови и человека, табака и человека и др.

Первый неполовой межвидовой гибрид высших растений 
был получен в 1972 г. путем слияния изолированных прото
пластов двух видов табака: АИсоИапа §1аиса и N. 1ап§8(1ог{И.

В настоящее время получено большое число межвидо
вых, межсемейственных и межтрибных гибридов методом 
парасексуальной гибридизации. Однако во многих случаях 
гибридные растения, полученные этим методом, в той или 
иной степени анормальны. Примером может служить сома
тический гибрид арабидопсиса и турнепса, который являет
ся растением-монстром. Аномалии возникают как резуль
тат хромосомной несбалансированности.

Для идентификации гибридов могут быть использованы 
пластиды (протопласты). Например, при слиянии прото
пластов табака и моркови в качестве селективных маркеров 
использовали зеленые хлоропласты табака и красно-оран
жевые хромопласты моркови.

Применение изолированных протопластов в селекции 
растений не ограничивается возможностью их индуцирован
ного слияния и получения соматических гибридов. Изоли
рованные протопласты способны поглощать из окружающей 
среды макромолекулы и органеллы; следовательно, в них
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можно вводить чужеродную информацию, не пересаживая 
ДНК или органеллы других клеток. Уже проведена успеш
ная трансплантация изолированных ядер в протопласты пе
тунии и табака. Вместе с тем поглощение протопластами 
чужеродных ядер не всегда ведет к образованию гибридов. 
Кроме ядер, в изолированные протопласты удалось транс
плантировать чужеродные хлоропласты и получить расте- 
ния-регенеранты.

Однако работы по переносу чужеродных органелл и 
ДНК только начинают развиваться. В целом использование 
изолированных протопластов в генетической реконструк
ции клетки открывает новые перспективы перед клеточной 
селекцией.

Одна из наиболее сильных сторон культуры т  иИго — 
создание технологий для сельского хозяйства на основе сле
дующих методов клеточной селекции:

— прямая ( позитивная)  селекция, при которой выжи
вает лишь определенный искомый мутантный тип клеток;

— непрямая ( негативная)  селекция, основанная на из
бирательной гибели неустойчивых делящихся клеток, но 
требующая дополнительной идентификации у них мутаци
онных изменений;

— тотальная селекция, при которой индивидуально 
тестируются все клеточные клоны;

— визуальная селекция и неселективный отбор, когда 
вариантная линия может быть идентифицирована среди 
всей популяции клеток визуально или при использовании 
биохимических методов (тонкослойная или жидкостная 
хроматография, радиоиммунный анализ, микроспектрофо- 
тометрия и др.).

Наиболее распространен метод прямой селекции. Он 
применяется главным образом для выделения растений-ре- 
генерантов, устойчивых, например, к гербицидам, антиби
отикам, токсинам, тяжелым металлам, солям и другим ан
тиметаболитам.

Для проведения работ по клеточной селекции растений 
в условиях т  иИго в качестве объекта исследования могут 
быть использованы каллусные, суспензионные культуры или 
изолированные протопласты. Выбор объекта зависит от нали
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чия разработанных технологий применительно к различным 
видам растений, а также от конечных целей исследования.

Каллусная ткань представляет собой легко доступный 
материал, который наиболее часто используют для клеточ
ной селекции. Как правило, работу проводят на первичной 
или пересадочной каллусной ткани, которая не утрачивает 
способности к регенерации на протяжении ряда субкульти
вирований.

Вместе с тем многие исследователи, работающие с каллус- 
ными культурами, отмечают существенные недостатки дан
ного объекта: медленный рост ткани; неравноценное для 
всех клеток воздействие токсических веществ, применяемых 
в качестве селективного фактора; потеря регенерационной 
способности в процессе культивирования каллусных клеток.

Несомненно, проводить селекцию целесообразно на уров
не одиночных клеток (суспензионная культура или прото
пласты). Однако для многих видов растений не разработаны 
эффективные технологии и способы культивирования оди
ночных клеток. Поэтому, несмотря на перечисленные не
достатки, с которыми сталкиваются исследователи при ис
пользовании каллусных культур, этот способ селекции ос
тается для некоторых видов растений пока единственным.

Получение стабильно устойчивых линий — процесс дли
тельный. Как правило, селекция начинается с получения из 
изолированных растительных эксплантов достаточного ко
личества каллусной массы, которая в дальнейшем исполь
зуется для определения такой концентрации селективного 
фактора (построение дозовой кривой), при которой наблю
дается рост каллусной ткани и одновременно погибает 
часть каллусных колоний. Выбранная концентрация селек
тивного фактора признается оптимальной и используется в 
дальнейших экспериментах.

Так как первично полученные на средах с селективны
ми факторами колонии клеток могли возникнуть вслед
ствие физиологической адаптации или определенного со
стояния дифференцировки клеток и могут быть генетиче
ски неустойчивыми, то в течение последующих четырех — 
шести субкультивирований на селективной среде проверя
ется стабильность устойчивости полученных клонов. Затем
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их переносят на питательную среду без селективного фак
тора и субкультивируют еще два-три пассажа. И только 
мосле повторного возвращения в селективные условия отби
рают стабильные клоны, из которых пытаются получить
I тстения-регенеранты.

Однако работы, проведенные с получением растений, ус
тойчивых к повышенным концентрациям солей, а также к 
токсинам, выделенным из грибов — возбудителей болезней, 
показали, что устойчивость клетки и растения к исследуе
мому селективному фактору может совпадать и не совпа
дать. Прямая корреляция между устойчивостью растений и 
клеток т  V̂ ^̂ о отмечена лишь для низких температур, для 
устойчивости к гербицидам, к высоким концентрациям 
алюминия и другим факторам.

Большое число работ по культивированию каллуса с 
целью получения нового селекционного материала проведе
но на пшенице, ячмене, рисе, сорго, а также на картофеле, 
томатах, люцерне. Уже достигнуты первые положительные 
результаты по получению растений пшеницы, риса, карто
феля, устойчивых к МаС1. Получены клетки моркови, а из 
них — растения, которые, благодаря добавлению в питатель
ную среду токсичных аналогов аминокислот, синтезируют 
н 20 раз больше метионина, в 30 раз больше — триптофана, 
н пять раз больше — лизина. Для картофеля получены рас
тения, устойчивые к кольцевой гнили. Что касается древес
ных растений, то работы в этом направлении крайне редки 
и часто носят поисковый характер.

Дальнейшее использование каллусной культуры в се
лекционных целях открывает огромные возможности в со
здании новых форм растений, несущих ценные для челове
чества признаки.

Наряду с перечисленными выше объектами (каллусные 
и суспензионные культуры, изолированные протопласты), 
в качестве исходного материала для селекции могут быть 
использованы культуры соматических или андрогенных эмб- 
риоидов, такие органогенные экспланты, как сегменты листь
ев или различные меристематические и стеблевые части расте
ний, а также культура изолированных зародышей. Например, 
путем культивирования и селекции т  V^^ о̂ зародышей
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из семян получены растения ячменя, устойчивые к анало
гам аминокислот и с улучшенным содержанием белка. 
Для картофеля разработан эффективный метод обработки 
побегов и черенков мутагеном, приводивший к получению 
химерных мутантов хлорофиллдефектности и антибиотико- 
устойчивости. При культивировании пыльников яровой пше
ницы сортов Саратовская 29 и Московская 35 на питательных 
средах с повышенным содержанием солей хлорида натрия 
получены соматические эмбриоиды, а в дальнейшем — рас- 
тения-регенеранты, проявившие повышенную солеустойчи- 
вость.

Таким образом, проведение селекции на клеточном уровне 
позволяет создавать новые формы растений в два — четыре 
раза быстрее по сравнению с традиционными способами.

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Расскажите о клеточной инженерии растений и ее целях.
2. Что означает термин т иИго?
3. Перечислите основные этапы развития биотехнологии.
4. Что означает термин «тотипотентность клеток»?
5. Каков вклад X. Фёхтинга, К. Рехингера и Г. Хаберландта в 

развитие биотехнологии?
6. Какие ученые разработали методы культивирования клеток 

растений в условиях т  VIIго?
7. В каком году и кем были открыты цитокинины? Какова при

рода этих веществ?
8. Кто является основоположником метода клонального микро

размножения растений?
9. Перечислите основные направления использования культур 

изолированных клеток и тканей растений в биотехнологии.
10. Что является основной формой существования жизни?
11. Расскажите о главных отличиях прокариотических и эукари

отических клеток.
12. Какие существуют гипотезы о возникновении эукариотиче

ской клетки?
13. Какой процесс определяет формирование каллусной ткани 

растений?
14. Какую роль выполняют ауксины и цитокинины при каллусо- 

генезе?
15. Что происходит с клетками и тканями растений в процессе их 

дедифференциации?
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Контрольные вопросы

16. Дайте определение каллусной ткани.
17. Какие существуют типы каллусных тканей?
18. Перечислите основные фазы роста клеток и расскажите о 

каждой из них.
19. Какие физиологические особенности, свойственные клеткам 

растения, сохраняются в условиях 1п оИ го!
20. Расскажите о физиологической асинхронности клеточных 

культур растений.
21. Каковы причины генетической гетерогенности культур в сис

теме т  оИго?
22. Что такое гормоннезависимость клеточных культур растений?
23. Дайте определение суспензионным культурам клеток.
24. Какие основные условия требуются для культивирования кле

точных суспензий?
25. Перечислите степени агрегированности клеток, встречающиеся 

в суспензионных культурах, и расскажите об их особенностях.
26. Что такое изолированные протопласты? Кем и когда был 

предложен этот термин?
27. Кто впервые выделил изолированный протопласт и из какого 

объекта?
28. Что установил Э. Коккинг?
29. Расскажите о механическом и ферментативном методах выде

ления изолированных протопластов и сравните особенности 
этих методов.

30. Какие условия необходимы для культивирования изолирован
ных протопластов?

31. Что такое морфогенез в условиях т иНго!
32. Расскажите о вторичной дифференцировке каллусной клетки.
33. Что такое клетки-инициали?
34. Объясните роль гистогенеза в клеточных культурах растений.
35. Какие типы морфогенеза характерны для культур т  иИго? 

Расскажите о них.
36. Какие условия необходимы для перехода клеток к морфоге

незу?
37. Перечислите стадии формирования соматических эмбриоидов 

из каллусной клетки.
38. Дайте определение термина «клональное микроразмножение».
39. Какие преимущества характерны для метода клонального 

микроразмножения, по сравнению с традиционными метода
ми размножения растений?

40. Кто и когда впервые начал работы по клональному размноже
нию растений? на каком объекте?

41. Охарактеризуйте основные этапы клонального микроразмно
жения растений.
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42. Какие возможности дает метод термотерапии и на чем он ос
нован?

43. Что такое хемотерапия и для чего она используется?
44. Расскажите о методах т иИго, которые используются для се

лекции растений.
45. Что такое эмбриокультура и для чего она используется?
46. Назовите способы получения гаплоидов в условиях т хзИго.
47. Какие приемы необходимо использовать при проведении кле

точной селекции?
48. Какие условия необходимы для получения стабильно устой

чивых линий клеточных культур?
49. В чем преимущества клеточной селекции в условиях т иИго, 

по сравнению с обычными методами селекции?



Глава 4

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ

Генетическая инженерия — одно из наиболее быстро 
развивающихся направлений биотехнологии, зародившее
ся на стыке молекулярной биологии, генетики и биохимии 
и позволяющее осуществлять всевозможные манипуляции с 
генами различных организмов.

Впервые о нуклеиновых кислотах сообщил Ф. Мишер в 
1869 г. Через 75 лет, в 1944 г., О.Т. Эвери с сотрудниками 
доказали, что именно молекула ДНК служит хранилищем 
наследственной информации. Они провели трансформацию 
невирулентного штамма пневмококка в вирулентный с по
мощью очищенного препарата дезоксирибонуклеиновой 
кислоты, выделенной из вирулентных клеток. В 1953 г. 
Д. Уотсон и Ф. Крик создали модель структуры ДНК, а в 
1966 г. М. Ниренберг, С. Очоа и Х.-Г. Корана расшифрова
ли генетический код и выделили ферменты (лигазы и рест- 
риктазы), участвующие в метаболизме нуклеиновых кислот.

Датой основания генетической инженерии считается 
1973 год, поскольку в 1972-1973 гг. П. Берг, Г. Бойер и 
С. Коэн с сотрудниками создали первую рекомбинантную 
ДНК, содержавшую фрагменты ДНК вируса 8У40, бактери
офага А, и лактозного оперона Е. соИ. Через 10 лет после 
этого были получены трансгенные растения, позднее — 
трансгенные мыши, а через 20 лет — трансгенные овцы.

4.1. Молекулярные основы генетической инженерии

Генетическая инженерия представляет собой конструи
рование т V̂ ^̂ о функционально активных генетических 
структур (рекомбинантных ДНК), или, иначе, — создание 
искусственных генетических программ (академик А .А  Баев). 
По Э.С. Пирузян, генетическая инженерия — это система 
экспериментальных приемов, позволяющих конструировать
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Малая
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Рис. 4.1. Двойная спираль ДНК

лабораторным путем (в пробирке) искусственные генетиче
ские структуры в виде так называемых рекомбинантных, 
или гибридных, молекул ДНК. Следовательно, основным 
объектом генетической инженерии является молекула ДНК, 
в которой закодирована вся информация о строении и функ
ционировании любой живой клетки.

ДНК — это полимерная двухцепочечная молекула, постро
енная по принципу комплементарности (рис. 4.1). Комплемен- 
тарность обеспечивает, во-первых, стабильность молекулы, 
во-вторых, — точное воспроизведение при построении дочер
них цепочек. Мономером ДНК служат четыре типа нуклеоти
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дов, каждый из которых состоит из сахара — дезоксирибозы, 
фосфатной группы и азотистого основания. Нуклеотиды раз
личают по азотистым основаниям, которые подразделяют на 
две группы: пуриновые (аденин и гуанин) и пиримидиновые 
(цитозин и тимин); в молекулах другой нуклеиновой кисло
ты — РНК — вместо тимина встречается урацил (рис. 4.2). 
Между пуриновыми и пиримидиновыми основаниями воз
никают комплементарные взаимодействия (А  — Т и Г — Ц), 
которые удерживают цепочки, состоящие из дезоксирибозы 
и фосфатной группы, относительно друг друга.

Размер молекулы ДНК измеряется числом пар компле
ментарных нуклеотидов — от нескольких тысяч пар нукле
отидов (т. п. н.) до миллионов пар нуклеотидов (м. п. н.). 
У  человека длина ДНК, составляющей первую хромосому, 
составляет 263 м. п. н.

Молекулы ДНК представляют собой генетическую ин
формацию, важной единицей которой являются гены — 
элементарные носители, кодирующие информацию о синте
зе одного определенного продукта. Поэтому каждый ген ха
рактеризуется строго определенной последовательностью 
нуклеотидов. Большая часть генов содержит информацию о 
строении белков, а некоторые кодируют только определен
ные молекулы РНК (например, рибосомальную РНК).

пиримидин урацил цитозин (2-оксо-4- тимин (2,4-диоксо-
(2,4-диоксопиримидин) аминопиримидин) 5-метилпиримидин)

б

Рис. 4.2. Пуриновые (а ) и пиримидиновые (б ) азотистые основания 
(по В.П. Комову и В.Н. Шведовой, 2004)
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Как уже отмечалось, в основе генетической инженерии 
лежит целенаправленное конструирование искусственных 
генетических систем вне организма и их введение в живой 
организм с целью создания нового организма (или модифи
кации существующего). Это предполагает, что часть генов 
можно с помощью специальных ферментов вырезать из мо
лекулы ДНК одного организма (донорная ДНК) и перенес
ти в другой, реципиентный, организм. Такой перенос генов 
называется трансгенозом, а организмы, в ДНК которых 
включены чужеродные гены, носят название трансгенных.

Используемые для переноса генетические конструкции 
носят название рекомбинантных ДНК. В их состав входят 
фрагмент донорной ДНК (клонируемая ДНК) и векторная 
ДНК (вектор, который отвечает за перенесение и встраива
ние — интеграцию — клонируемой ДНК). Молекулы реком
бинантной ДНК создают для клонирования необходимых 
участков ДНК, картирования ДНК, создания трансгенных 
организмов, массового получения продуктов, закодирован
ных данным участком ДНК. Рекомбинантные ДНК стано
вятся составной частью генетического аппарата реципиент- 
ного организма и обеспечивают ему новые уникальные ге
нетические, биохимические, а затем и физиологические 
свойства.

Технология получения рекомбинантных ДНК включа
ет следующие методические подходы:

1. Специфическое расщепление ДНК эндонуклеазами 
рестрикции, ускоряющее выделение и манипуляции с от
дельными генами.

2. Быстрое секвенирование всех нуклеотидов в определен
ном фрагменте ДНК, что позволяет определить границы ге
на и кодируемую им аминокислотную последовательность.

3. Конструирование рекомбинантной ДНК.
4. Гибридизация нуклеиновых кислот, позволяющая 

выявлять с большой точностью и чувствительностью специ
фические последовательности РНК или ДНК, основанные 
на их способности связывать комплементарные последова
тельности нуклеиновых кислот.

5. Клонирование ДНК путем введения ее фрагмента в 
бактериальную клетку, которая после такой трансформа
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ции воспроизводит этот фрагмент в миллионах копий, или 
ммплификация т  иИго; создание геномных библиотек.

6 . Введение рекомбинантной ДНК в клетки или орга
низмы.

Остановимся на этих технологиях более подробно.

Ферменты

Большинство ферментов выделяют из клеток бактерий и 
используют для «разрезания» или «сшивания» ДНК как 
прокариотических, так и эукариотических клеток.

Применяемые при конструировании рекомбинантных 
ДНК ферменты можно подразделить на несколько групп:

— ферменты, с помощью которых выделяют фрагменты 
ДНК (рест рикт азы );

— ферменты, синтезирующие ДНК на матрице ДНК 
(ДНК-полимеразы) или РНК (обратные транскриптазы., 
/н’вертазы ) ;

— ферменты, соединяющие фрагменты ДНК (л и га зы );
— ферменты, изменяющие строение концов фрагментов 

ДНК.
Рестриктазы  (эндонуклеазы рестрикции) — фермен

ты, с помощью которых выделяют фрагменты ДНК. Эти 
нысокоспецифичные ферменты узнают и расщепляют опре
деленные последовательности азотистых оснований в моле
куле ДНК (сайты рестрикции). В генетической инженерии 
рестриктазы предназначены для вырезания необходимых 
участков из молекул донорной ДНК.

Рестриктазы выделяют из бактерий, но они также выяв
лены у дрожжей и одноклеточных водорослей. Номенкла
тура рестриктаз была предложена в 1973 г. С. Смитом и 
Д. Натансом. В соответствии с ней названия ферментам дают 
по тем бактериям, из которых они были выделены. Первая 
буква названия обозначает род микроорганизма, две следую
щие — его вид; далее идет порядковый номер данной рестрик
тазы в ряду других эндонуклеаз, выделенных из данного 
организма. Например: рестриктазы Нра I, Нра II — фермен
ты, выделенные из НаеторНИиз рагат/1иепгае; Есо Ш  — 
рестриктаза, выделенная из Е. соИ. Иногда вставляют еще 
одну, четвертую, латинскую букву — как указатель штам
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ма бактерий: Н1пс1 III — из НаеторНИиз т{1иепгае. Если 
защитная система бактериальной клетки (система рестрик
ции — модификации) локализована в плазмиде, то указы
вают символ плазмиды — К, например: Есо Ш.

Естественной функцией рестриктаз является защита 
бактерии от чужеродной ДНК (прежде всего от ДНК бакте
риофагов, которая может проникнуть в клетку и вызвать ее 
трансформацию). Они ограничивают возможность размно
жения фаговой ДНК, разрезая ее на части. Фермент рест
рикции не может разрезать свою собственную ДНК, так 
как бактериальная ДНК модифицирована метилированием, 
осуществляемым ферментом ДНК-метилазой.

Определенные рестрикта-
♦

5'...ОТТ ААС...З'

3'...САА ТТО—5'

I 
I

5'...0ТТ| |ААС...З- 

3'...САа | |ТТ0—5' 

«тупые» концы

Рестриктаза Нра I 
(из НаеторНИиз 
рагатДиепгде)

5'...ОАА ТТС...З'

З '-СГГ А А 0 ...5'

Рестриктаза Есо К! 
| (из ЕпсНепсЫа со1!)

5'—о ]  |ААТТ~~С—3*

З '-С ТГАД| [о ...5'

«липкие» концы

Рис. 4.3. Образование в ДНК 
«тупых» (а) и «липких» (б ) 

концов под действием рестрик
таз (по А.С. Коничеву 

и Г.А. Севастьяновой, 2003)

зы узнают в ДНК последова
тельности из нескольких (от 
четырех до восьми) нуклеоти
дов, осуществляя либо несим
метричные, либо симметрич
ные разрывы. При расщепле
нии молекула ДНК разрезается 
с образованием так называе
мых «липких» или «тупых» 
концов (рис. 4.3). «Липкие» 
концы образуются, когда раз
рывы в разных цепочках ДНК 
происходят со смещением друг 
относительно друга (рестрик- 
тазы Есо Ш ; Н1п<1 III), а «ту
пые» — когда разрывы в це
почках возникают друг против 
друга (рестриктазы Тац I; 
Нра I; 8та I). В настоящее 
время выделено свыше 2000 
рестриктаз, которые могут 
узнавать более 150 сайтов 
рестрикции.

Обратные транскрипта- 
зы, ДНК-полимеразы  — фер
менты, синтезирующие ДНК 
на матрице ДНК. В генетиче-
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| кой инженерии часто используется ДНК-полимераза I, вы
деленная А. Корнбергом и сотрудниками в 1958 г. из кле
ток Е. соИ. Этот фермент имеет трехдоменную структуру. 
При удалении 1Ч-концевого домена оставшаяся часть молеку
лы (фрагмент Кленова) сохраняет характерные для нее ката
литические свойства. ДНК-полимераза в естественных услови
ях в клетке играет важную роль в репарации (восстановлении 
структуры) поврежденной ДНК, осуществляя так называе
мую ник-трансляцию (ник — разрыв в одной из цепей ДНК).

РНК-зависимая ДНК-полимераза, ревертаза — это фер
менты, которые используют для синтеза комплементарной 
цепи ДНК с мРНК. Впервые их выделили Г. Темин и С. Ми- 
нутани в 1970 г. из вируса саркомы Рауса. Полученную 
двухцепочечную комплементарную молекулу Д Н К  (к Д Н К ) 
можно затем встраивать в векторы, размножать в составе 
гибридных молекул ДНК и использовать для дальнейших 
исследований. Таким способом можно создавать кДНК-биб- 
лиотеки. Следует отметить, что молекулы кДНК не содер
жат интронов, что позволяет клонировать ДНК эукариот в 
прокариотических системах.

Л игазы  — ферменты, которые «сшивают» фрагменты 
ДНК за счет фосфодиэфирных связей, образующихся меж
ду З'-гидроксильной концевой группой одного фрагмента 
ДНК и 5'-фосфатной группой другого фрагмента.

Из двух типов существующих лигаз для лигирования 
фрагментов ДНК обычно используют более универсальную 
.мигазу фага Т4, которая может «сшивать» как «липкие», 
так и «тупые» концы. ДНК-лигазы необходимы в естест
венных условиях в процессах репарации ДНК и реплика
ции — при удвоении цепи ДНК.

Фермент ы, изменяющие строение концов фрагмен
тов Д Н К . Например, щелочная фосфатаза отщепляет от 
линейного фрагмента молекулы ДНК 5'-фосфатные группи
ровки, что значительно снижает количество образующихся 
случайных, нежелательных комбинаций фрагментов ДНК 
(в том числе тех, которые могут образоваться под действием 
ДНК-лигазы). Нуклеаза Ва1 31 — это фермент, неспецифи
чески удаляющий нуклеотиды из последовательности ДНК. 
Он позволяет «подтупить» несимметричные концы ДНК 
либо укоротить фрагменты ДНК, сближая их функциональ
но значимые элементы.
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Определение нуклеотидной последовательности 
(секвенирование) ДНК

Секвенирование позволяет довольно быстро определить 
полную нуклеотидную последовательность ДНК длиной 
100-500 нуклеотидных пар. Это необходимо для выяснения 
структуры, функций, возможностей рекомбинации и ампли
фикации молекул или фрагментов молекул нуклеиновых 
кислот.

С помощью ферментов ДНК разделяют на фрагменты и 
определяют в них позиции нуклеотидов химическим или 
энзиматическим методом.

Химический метод был предложен в 1976 г. А . Макса- 
мом и У. Гилбертом (рис. 4.4). Он основан на химической дег-

РР]

5' а  АТ  С А О С Т А С  V 
/

Полинуклеотидкииаза

51 А Т  С А  О С Т А О

Секвенируемый 
фрагмент Д Н К

Рис. 4.4. Схема химического метода определения нуклеотидных пос
ледовательностей (по А.С. Коничеву и Г.А. Севастьяновой, 2003): 

1-10 длина (число нуклеотидов) фракционируемых методом электро
фореза радиоактивно меченных фрагментов
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радации ДНК — специфической химической модификации 
пуриновых и пиримидиновых оснований с последующими 
иыщеплением модифицированных нуклеотидов из цепи ДНК 
и анализом образовавшихся продуктов методом гель-электро
фореза. Перед началом опыта один из концов фрагмента ДНК 
метят с помощью изотопа фосфора 32Р. Полученные электро- 
фореграммы проявляют с помощью рентгеновской пленки. 
Таким образом, фракционируя на одной гелевой пластине 
фрагменты, образовавшиеся после специфического выщепле- 
н ия каждого из четырех нуклеотидов (А, Т, Г и Ц), можно 
непосредственно читать нуклеотидную последовательность 
секвенируемой ДНК по проявленной электрофореграмме.

Энзиматический метод, разработанный М. Сэнгером, 
основан не на химическом, а на ферментативном подходе, 
('энгер использовал ДНК-полимеразу I (рис. 4.5). Анализи
руемый фрагмент ДНК используют в качестве матрицы в 
реакции полимеразного копирования (синтеза комплемен
тарной цепи ДНК) с помощью ДНК-полимеразы I Е. сой. 
Метод получил название «плюс-минус-метод», поскольку 
реакцию полимеризации в нем изначально проводили либо 
н отсутствие одного из четырех типов нуклеотидов («ми-
1 1  ус»-система), либо в присутствии только одного нуклеоти
да («плюс»-система), что ограничивает возможность нара
щивания полинуклеотидной цепи, т. е. останавливает (тер
минирует) ее синтез из-за недостатка соответствующего 
нуклеотида. Затем для остановки синтеза стали использо- 
пать специальные молекулы — терминаторы. Продукты ре- 
нкций анализируют методом электрофореза, и секвенируе- 
мую последовательность считывают с радиоавтографа, так 
же как при анализе химического секвенирования.

В настоящее время определение точной нуклеотидной 
последовательности любого фрагмента ДНК вполне разре
шимая задача. Уже определены последовательности не 
только сотен генов про- и эукариот, но и геномы многих 
организмов (более 800). Зная последовательность гена и ге
нетический код, легко определить аминокислотную после
довательность кодируемого им белка.
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4.1. Молекулярные основы генетической инженерии

Конструирование фрагментов рекомбинантных ДНК
(«сш ивка»)

Фрагменты рекомбинантных ДНК, полученные после 
действия рестриктаз и содержащие определенные гены, 
♦ сшивают» одним из трех основных методов, в зависимости 
от того, какие концы имеют фрагменты «сшиваемых» ДНК — 
«тупые» или «липкие».

«С ш ивка» по одноименным «л и п к и м » концам. Это 
наиболее простой и популярный метод (рис. 4.6). Впервые 
;>тим методом гибридная ДНК была получена С. Коэном с 
сотрудниками в 1973 г. Любые два фрагмента ДНК (незави
симо от их происхождения), образовавшиеся под действием 
одной и той же рестриктазы, дающей фрагменты рестрик
ции с «липкими» концами, могут «слипаться» за счет образо
вания водородных связей между однонитиевыми участками 
комплементарных нуклеотидов. Однако после такого спари
вания полная целостность двойной спирали не восстановится, 
поскольку останется два разрыва в фосфодиэфирном остове. 
Для его восстановления, т. е. «сшивания», или лигирова- 
ния, нитей, используют ДНК-лигазу бактериофага Т4. Этот 
фермент в живой клетке выполняет ту же функцию: «сши
вание» фрагментов ДНК, синтезирующихся при репликации.

« Сшивка»  по «т у п ы м » концам. «Тупые» концы мож
но соединять за счет действия ДНК-лигазы. В этом случае 
реакция лигирования имеет свои особенности и ее эффектив-

Д Н К  1

Рис. 4.6. Схема метода получения гибридных молекул ДНК за счет 
«сшивки» фрагментов по одноименным «липким» концам 

(по А.С. Коничеву и Г.А. Севастьяновой, 2003)
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ность ниже, чем при «сшивке» по «липким» концам. Впер
вые такие эксперименты были выполнены в 1972 г. П. Бер
гом в Стэнфордском университете (США). В частности, этот 
метод используют при клонировании ДНК-копий матрич
ных РНК, которые доступны в ограниченных количествах.

« Сшивка» фрагментов с разноименными концами. 
В ситуации, когда необходимо «сшить» фрагменты, образо
ванные разными эндонуклеазами рестрикции и имеющие 
разные, т. е. некомплементарные друг другу, «липкие» 
концы, применяют так называемые линкеры (или «пере
ходники»). Линкеры — это химически синтезированные 
олигонуклеотиды, представляющие собой сайты рестрик
ции или их комбинацию. Впервые эту идею предложил 
Г. Шеллер с сотрудниками в 1977 г. Существуют большие 
наборы таких генных «переходников». «Липкие» концы 
также можно ферментативным путем присоединить к моле
кулам ДНК с «тупыми» концами. При этом первоначально 
«достраивают» недостающие фрагменты, чтобы образовались 
комплементарные «липкие» концы. Далее для ковалентно
го соединения двух фрагментов используют ДНК-лигазу. 
Поскольку можно формировать достаточно длинные взаим
но-комплементарные одноцепочечные концы, гибридные 
молекулы образуются с высокой эффективностью (рис. 4.7).

ДН К 1

Терминальная трансфераза + <!ТТР

Отжиг

/ Терминальная транс- ДНК-лигаза
фераза + <1АТР ___

транс-

Д Н К  2 Гибридная 
молекула Д Н К

Рис. 4.7. Схема метода получения гибридных молекул ДНК 
за счет «сшивки» фрагментов по разноименным концам 

(по А.С. Коничеву и Г.А. Севастьяновой, 2003)
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Гибридизация — метод выявления специфических 
последовательностей нуклеотидов

Реакция гибридизации используется в генетической ин
женерии для анализа гибридных молекул ДНК как весьма 
чувствительный метод выявления определенных последова
тельностей в ДНК и РНК.

Гибридизация основана на способности азотистых осно
ваний образовывать комплементарные пары. Если солевой 
раствор ДНК нагреть до 100 °С и повысить рН до 13, то 
ДНК диссоциирует на две отдельные цепи (денатурирует, 
плавится), так как комплементарные связи между основа
ниями разрушаются. Этот процесс (его называют ренатура- 
цией или гибридизацией, отжигом) обратим: выдержива
ние ДНК при температуре 65 °С приводит к восстановлению 
структуры двойной спирали. Процессы гибридизации про
исходят между любыми одинарными цепями, если они 
комплементарны: ДНК — ДНК, РНК — РНК, РНК — ДНК.

Для теста необходимо иметь одноцепочечный фрагмент 
ДНК, комплементарный той последовательности, которую 
хотим обнаружить. Этот фрагмент получают либо клонирова
нием, либо путем химического синтеза. Одноцепочечная ДНК, 
используемая в качестве индикатора, называется ДНК-зон- 
дом. Она может содержать от 15 до 1000 нуклеотидов.

Методы клонирования ДНК

Методами клонирования фрагменты ДНК любого вида, 
полученные с помощью рестриктаз, можно ввести в плазми
ду или в бактериофаг, получив таким образом вектор, а за
тем размножить эти генетические элементы в клетках бак
терий или дрожжей, увеличивая их число в миллионы раз.

Методы клонирования ДНК основаны на двух подходах:
— использование бактериальных или дрожжевых кле

ток для размножения введенной в них чужеродной ДНК 
(клонирование ДНК т  ошо), а также создание банка генов 
(геномной библиотеки);

— амплификация ДНК т  иИго.
Для биотехнологических экспериментов часто необходи

мо идентифицировать гены, кодирующие определенные
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структурные белки. Искомые последовательности можно 
обнаружить и идентифицировать благодаря геномным биб
лиотекам, используя три широко распространенных мето
да: гибридизацию с меченым ДНК-зондом (ДНК-гибридиза- 
ция) с последующим радиоавтографическим анализом, им
мунологический скрининг, скрининг по активности белка, 
кодируемого искомым геном.

ДНК-гибридизация состоит в комплементарном спарива
нии ДНК-мишени и меченого ДНК-зонда. Гибридные моле
кулы наиболее часто определяют радиоавтографическим 
методом.

Два других метода предполагают обнаружение ДНК-ми
шени благодаря продукту ее экспрессии — белку или его 
части. Присутствие белка обнаруживают иммунологически
ми методами ( иммунологический скрининг)  либо по актив
ности белкового продукта, если таковая имеется (скрининг 
по активности белка).

Получение нужного гена, намеченного для переноса, 
возможно либо путем выделения его из подходящего гено
ма, либо методами синтеза химическим или ферментатив
ным путем, либо с помощью полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). Часто нужный ген выделяют из банка генов.

Клонирование ДНК т  ушо

Чтобы клонировать ДНК т  ишо, создают банк генов 
(библиотеку ДНК), т. е. коллекцию клонов ДНК, включаю
щих все фрагменты генома данного вида. Используя микро
организмы, можно создавать два типа библиотек ДНК: ге
номную и клоновую (кДНК).

Геномная библиотека. Первую геномную библиотеку 
создал Т. Маниатис с сотрудниками в 1978 г. Они исполь
зовали ДНК из генома I). те1апо§а81:ег, которую клониро
вали в клетках Е. соИ. Для создания банка генов выделяют 
всю геномную ДНК, разрезают ее с помощью рестриктаз 
или методом «дробовика» (ультразвуком) на отдельные 
фрагменты, присоединяют к плазмидным или вирусным 
векторам и вводят в реципиентные бактерии для их после
дующего клонирования.
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Многие плазмиды-вектора несут ген устойчивости к ан
тибиотикам, и если в рекомбинантной плазмиде есть такой 
ген, то трансформированные клетки (колонии) легко выяв
лять, выращивая их на среде с антибиотиком. Каждая та
кая колония представляет собой клон, или потомство, од
ной клетки. Плазмиды одной колонии содержат клон ге
номной ДНК, а совокупность плазмид, несущих разные 
участки генома, можно назвать библиотекой геномной 
ДНК. В таком виде банк можно сохранить.

Недостаток геномных библиотек в том, что фрагменты 
ДНК образуются в огромном количестве. Разрезание геном
ной ДНК определяется случаем, поэтому лишь часть фраг
ментов содержит полноразмерные гены. Некоторые фраг
менты могут содержать только часть гена или же интрон- 
ные последовательности.

Библиотека генов может храниться и использоваться не
ограниченно долго. В ней содержится вся наследственная 
информация организма. Банк генов — это не только источ
ник для получения нужного трансгена, но и источник мате
риала для изучения структуры, функции и регуляции ин
дивидуальных генов, структуры и функций белков. С его 
помощью можно также решить проблему сохранения гено
фонда исчезающих видов.

Клоповая библиотека генов (к Д Н К ). Помимо геном
ных, существуют библиотеки кДНК — молекул ДНК, кото
рые являются комплементарными копиями зрелых мРНК, 
прошедших процессинг; они не содержат интронов. Созда
ние кДНК начинается с синтеза на матрице РНК с по
мощью обратной транскриптазы комплементарной нити 
ДНК. Затем создают щелочные условия, разрушают цепь 
РНК на нуклеотиды, после чего с помощью ДНК-полимера- 
зы синтезируют комплементарную цепь ДНК. При этом об
разуется фрагмент ДНК с «тупыми» концами. Такую ДНК 
встраивают в плазмиды и вводят в клетки бактерий. При 
амплификации плазмиды образуется клон комплементар
ной копии ДНК (кДНК).

Существенные преимущества библиотеки кДНК заклю
чаются в том, что она представляет собой библиотеку 
транскрибируемых генов, которая ничем не прерывается,
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тогда как в геномной библиотеке не обязательно присутст
вуют только дискретные гены (рестриктазы могут разрезать 
ДНК и внутри гена).

Кроме того, гены эукариот содержат интроны, которые 
должны удаляться из транскриптной РНК перед превраще
нием ее в матричную. Этот процесс называется сплайсин
гом (созревание — удаление последовательностей, не коди
рующих белковые продукты). После чего следует сращива
ние. Бактериальные клетки не могут осуществлять такую 
модификацию РНК, образовавшуюся путем транскрипции 
гена эукариотической клетки. Поэтому если преследуется 
цель получения белка путем экспрессии клонированного ге
на, то лучше использовать банк кДНК, полученной на ос
нове матричной РНК. Библиотека кДНК отражает спектр 
генетической активности в клетках, из которых она была 
выделена. Создание таких библиотек полезно для сравне
ния генетической активности в клетках разных тканей.

П оиск нужных генов в геномной библиотеке. Одним из 
методов поиска нужных генов в банке является гибридизация, 
включающая блоттинг (от англ. ЫоШп§ — промокание). 
Блоттинг — это метод перенесения фрагментов нуклеино
вых кислот на специальную пленку (мембрану) из нитро
целлюлозы, связывающую (иммобилизующую) эти молекулы.

Саузерн-блоттинг (назван по фамилии предложившего 
его автора) основан на перемещении фрагментов ДНК бла
годаря капиллярному эффекту. Процесс переноса фрагмен
тов ДНК, находящихся в агарозном геле, на пленку из нит
роцеллюлозы с помощью фильтровальной бумаги похож на 
промокание.

Анализ проводят в такой последовательности:
— выделенную ДНК разделяют в агарозном геле, где 

происходит электрофоретическое разделение ее фрагментов 
по массе и заряду;

— после разделения фрагментов ДНК в агарозном геле 
его обрабатывают растворами, денатурирующими ДНК 
(происходит образование одноцепочечных ДНК). Далее гель 
помещают на фильтровальную бумагу, смоченную концент
рированным солевым (буферным) раствором;
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— на гель накладывают нитроцеллюлозный фильтр, на 
который происходит иммобилизация (или адсорбция, или 
фиксация) одноцепочечных фрагментов ДНК;

— поверх фильтра накладывают стопку листов сухой 
фильтровальной бумаги, которая обеспечивает медленный 
ток буферного раствора через гель (т. е. служит своеобраз
ным капиллярным насосом). Солевой раствор, проходя че
рез агарозный гель, увлекает за собой фрагменты ДНК, ко
торые задерживаются нитроцеллюлозой и связываются с 
ней, а раствор впитывается сухой фильтровальной бумагой;

— фильтр выдерживают в вакууме при температуре 
80 °С, в результате чего одноцепочечные фрагменты ДНК 
необратимо иммобилизуются (фиксируются) на нитроцел
люлозе. При этом расположение полос иммобилизованной 
ДНК точно соответствует их расположению в геле;

— ДНК, связанную с фильтром, помещают в раствор с 
меченым ДНК-зондом, в котором происходит гибридиза
ция. Гибридизироваться (образовывать водородные связи) 
со специфическим зондом будут только комплементарные 
ему фрагменты ДНК, которые можно обнаружить в виде 
темных полос на рентгеновской пленке, т. е. на радиоавто
графии нитроцеллюлозного фильтра.

Для анализа РНК применяют Нозерн-блот-гибридизацию, 
во многом похожую на Саузерн-блоттинг. В данном случае 
молекулы РНК, выделенные из клетки, разделяются по 
размерам с помощью гель-электрофореза, а затем перено
сятся на фильтр. После гибридизации с меченым одноцепо
чечным зондом выявляются места гибридизации (гомоло
гии) РНК и зонда. В этом методе в качестве зонда обычно 
используют фрагменты ДНК.

Амплификация ДНК т  VII го

Амплификация — это увеличение числа копий молекул 
ДНК. В отличие от клонирования ДНК т  ишо, которое про
исходит в клетках прокариот, дрожжей, других эукариоти
ческих организмов, амплификация осуществляется вне клет
ки ( т  оИ го) с помощью химических методов: полимеразной 
цепной реакции (ПЦР), лигазной цепной реакции, МА8ВА- 
метода (МисЫс АсШ 8е^иепсе — Ваае АтрИйсаИоп).
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В 1985 г. К. Мюллис с сотрудниками разработал метод 
клонирования последовательностей ДНК т оИго, который 
получил название полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
(рис. 4.8). Амплификация фрагментов ДНК осуществляется 
благодаря работе особого фермента Та^-полимеразы (термо
стабильная ДНК-полимераза из термофильной бактерии 
ТНегтиз а^иа^^си8) в присутствии четырех типов нуклеоти-

Неамплифицированная Д НК
Цикл О

Денатурация и посадка праймеров I 95 и 45—60 °С I

ДНК-полимераза

Цикл 1

/ 1 __Г"— !
Рост нити Д Н К  от праймера 

—5ПШХ

Цикл 2

Рис. 4.8. Схема полимеразной цепной реакции (ПЦ Р) 
(по А.С. Коничеву и Г.А. Севастьяновой, 2003)
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нов и праймеров (коротких цепочек ДНК размером около 
Л) нуклеотидов, которые выступают в качестве затравок). 
Процесс циклический, проходит в несколько этапов: терми
ческая денатурация (разделение комплементарных цепей 
ДНК при температуре 93-95 °С), охлаждение до 60 °С, свя- 
н.шание праймеров с одноцепочечными ДНК, синтез второй 
нити ДНК с помощью Та^-полимеразы. Повторяя циклы 
ммплификации, можно получать миллионы копий фрагмен
тов ДНК. Таким образом, в процессе рассматриваемой реак
ции эффективно амплифицируется только та последова
тельность ДНК, которая ограничена праймерами.

Размноженный т  иИго фрагмент получают в количест- 
нах, достаточных для его прямого секвенирования. По
скольку при этом не требуется промежуточный этап клони
рования фрагмента ДНК в молекулярных векторах, ПЦР 
иногда называют бесклеточным молекулярным клонирова
нием (се11-^гее то1еси1аг с1отп§). Автоматизированная про
цедура Тад-полимеразной цепной реакции, состоящая из 30 
и более циклов, занимает 3-4 ч, что существенно быстрее и 
проще процедуры клонирования определенного фрагмента 
ДНК в составе векторных молекул.

Для лигазной цепной реакции используют другой фер
мент — термостабильную ДНК-лигазу.

Наиболее универсальным методом амплификации слу
жит ЫАЗВА-метод. В отличие от ПЦР, он осуществляется 
при температуре 41 °С, т. е. является изотермальным. Кро
ме того, в этом методе используют другие ферменты: 
1*НК-полимеразу фага Т7, РНКазу Н и обратную транс- 
криптазу вируса птичьего миелобластоза. Метод крайне 
чувствительный, его можно использовать для контроля пи
щевых продуктов, в медицинской диагностике, в судеб- 
по-медицинской практике.

Введение нового (рекомбинантного) гена в клетку

Введение нового гена в клетку можно провести двумя 
способами: используя вектор или путем прямого введения.

Вектор — молекула ДНК или РНК, способная перено
сить включенные в нее чужеродные гены в клетку, где эти
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молекулы реплицируются автономно или после интеграции 
с геномом (хромосомой). Не каждая молекула ДНК или 
РНК может быть вектором.

Векторы должны обладать определенными свойствами, 
в числе которых:

1) способность к автономной (т. е. независимо от хромо
сомы реципиента) репликации в клетке реципиента. На
пример, для репликации в клетке бактерии вектор должен 
содержать сайт оп (участок инициации репликации);

2) наличие области, в которую возможно встраивание 
необходимого фрагмента ДНК. Для этого вектор должен со
держать один или более участков (сайтов рестрикции), чув
ствительных к определенным рестриктазам, которые рас
щепляют вектор и позволяют встроить желаемую последо
вательность нуклеотидов (трансген);

3) небольшой размер, так как при длине более 15 т. п. н. 
значительно снижается эффективность клонирования чуже
родной ДНК;

4) наличие маркерных генов, позволяющих отличить 
трансформированные клетки от исходных. Это могут быть 
селективные (придающие клеткам устойчивость к антиби
отикам, гербицидам) или репортерные (клетки удобно тес
тировать по изменению окраски продуктов этих генов) гены;

5) наличие соответствующего промотора, под который 
необходимо поместить чужеродный ген для экспрессии в 
клетке бактерии.

Последовательности ДНК, расположенные перед нача
лом структурного гена и определяющие степень активности 
РНК-полимеразы, называются регуляторными последова
тельностями. Одна из таких последовательностей представ
ляет собой участок ДНК, с которым связывается РНК-по- 
лимераза. Этот участок называется промотором.

Регуляторные последовательности эукариотических генов 
отличаются от прокариотических, и бактериальная РНК- 
полимераза не узнаёт их. Поэтому для экспрессии эукари
отических генов в клетках прокариот нужно, чтобы гены 
находились под контролем бактериального промотора (т. е. 
промотора клетки-хозяина). В качестве промотора широко
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используют промотор гена, локализованного в коммерче
ских векторах, например рВК322, 1ас-промотор Е. соИ и др.

Таким образом создается вектор, т. е. создается целая 
генетическая конструкция, в состав которой, помимо транс- 
гена, вводятся маркерные гены и соответствующие регуля
торные последовательности.

Типы векторов. В качестве векторных молекул могут 
служить плазмиды бактерий или дрожжей (простых эука
риотических организмов), Д Н К  бактериофагов или виру
сов, искусственные хромосомы дрожжей (У А К )  и бакте
рий (В А К ).  Созданы также гибридные (искусственные) век
торы — фазмиды, объединяющие преимущества плазмид и 
фагов. Для клонирования небольших фрагментов ДНК ис
пользуют плазмиды, фаговые ДНК, а для крупных — кос- 
ми ды и искусственные хромосомы.

1. П л а з м и д ы .  Основой для создания вектора обычно 
служат бактериальные плазмиды. Это небольшие внехромо- 
еомные, автономно реплицирующиеся кольцевые молекулы 
ДНК, которые в количестве нескольких копий содержатся 
и клетках бактерий. Природные плазмиды часто содержат 
гены, полезные для бактерий: придающие устойчивость к 
антибиотикам и ионам тяжелых металлов (К-плазмиды); 
контролирующие способность разрушать различные трудно- 
разлагаемые токсические соединения (нафталин, камфару, 
толуол, ксилол, различные пестициды и др.); плазмиды 
биодеградации, или Б-плазмиды.

Некоторые плазмиды за счет специфического сайта ини
циации репликации могут реплицироваться в клетках толь
ко одного вида бактерий; это так называемые плазмиды с уз
ким спектром хозяев. Другие плазмиды, с менее специ
фичным сайтом, могут реплицироваться в клетках разных 
видов бактерий; это плазмиды с широким спектром хозя
ев. Указанные особенности плазмид с успехом используют 
при создании векторов.

Однако есть свойства, которые не позволяют природным 
плазмидам выступать в качестве вектора. Так, их размер 
может достигать от 1 т. п. н. до 500 т. п. н., т. е. размер в 
большинстве случаев значительно превышает допустимый.
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Кроме того, не все плазмиды несут в себе гены, которые 
могут служить маркерами для опознавания трансгенных 
клеток. Поэтому для эффективного трансгеноза приходится 
конструировать на основе плазмид с помощью методов ге
нетической инженерии искусственные векторные системы 
(плазмидные векторы). В настоящее время предложен це
лый арсенал коммерческих векторов, созданных на основе 
бактериальных плазмид.

Например, плазмидный вектор рВК322 создан на основе 
плазмиды Е. сой (рис. 4.9). Плазмида рВК322 имеет сайт 
оп (область, ответственную за репликацию плазмиды), ге
ны устойчивости к антибиотикам ампициллину и тетрацик
лину, причем в генах устойчивости к этим антибиотикам 
имеются сайты рестрикции. Если фрагмент чужеродной 
ДНК встраивается в один из генов устойчивости, то послед-

Рис. 4.9. Схема строения плазмидного вектора рВК322 
(по А.С. Коничеву и Г.А. Севастьяновой, 2003): оп  — точка начала 

репликации; А т р г и Те1г — гены устойчивости к ампициллину 
и тетрациклину (указаны сайты рестрикции для различных 

рестриктаз, цифры обозначают число нуклеотидных пар);
К — репликон
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ний инактивируется. Следовательно, успешное встраивание 
фрагмента чужеродной ДНК в один из этих генов легко де
тектировать по исчезновению у бактерий устойчивости к 
данному антибиотику, так как при этом сохраняется устой
чивость к другому антибиотику. То есть вектор дает возмож
ность детектировать только те клоны бактерий, которые со
держат рекомбинантную плазмиду.

Строение векторов может быть разнообразным, но все они 
обязательно должны включать в себя несколько сайтов для 
встраивания фрагментов донорной ДНК и обеспечивать прос
тую идентификацию трансформированных клеток. В плаз
мидах можно клонировать фрагменты ДНК размером не бо
лее 10 т. п. н.

2 . В и р у с ы  — самые маленькие и самые простые из 
всех патогенов. Они являются одними из главных кандида
тов на роль векторов для введения чужеродной ДНК. Из 
них создают векторы на основе РНК, вироидоепецифичных 
ДНК, комбинации вироидоепецифичных ДНК с Тьплазми- 
дами. При вирусной инфекции каждая клетка может полу
чить большое число копий чужеродного гена. ДНК можно 
встраивать так, чтобы она находилась под контролем силь
ного вирусного промотора, что обеспечит высокий уровень 
экспрессии гена, и его продукты будут более доступны для 
исследования. В генетической инженерии часто используют 
358-промотор вируса мозаики цветной капусты. Этот промо
тор не обладает тканевой специфичностью и активен не 
только в клетках крестоцветных, но и в клетках растений 
других семейств. Вирус должен быть жизнеспособным пос
ле рекомбинирования его ДНК. Легче всего вирусы вводят
ся в бактерии. Недостаток вирусов как векторов заключает
ся в их небольшой емкости. Кроме того, они заражают не
большой круг хозяев.

3. Ч е л н о ч н ы е  в е к т о р ы  — это плазмидные векто
ры, предназначенные для работы в клетках разных орга
низмов (животных и бактерий). Чаще всего для клонирова
ния генов используют векторы с одним сайтом репликации 
для работы с Е. соИ. При необходимости использования 
других бактерий или эукариотических клеток в векторы 
встраивают второй сайт инициации репликации, обеспечи-
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вающий их работу и в других клетках. Именно такие век
торные системы называются челночными. Наиболее рас
пространенные векторы состоят из плазмиды рВК322 и ин- 
тактного раннего района транскрипции ДНК вируса 8У40, 
а нужный ген встраивается под контроль промотора поз
дних генов или дополнительного раннего промотора. Чел
ночные векторные системы экспрессии разработаны для 
дрожжей, насекомых и клеток млекопитающих. Челноч
ные векторы, созданные на основе бакуловирусов для рабо
ты в клетках Е. соИ и насекомых, называются бакмидами.

4. Т р а н с п о з о н ы  — это сегменты ДНК, которые 
контролируют собственное перемещение из одного сайта ДНК 
в другой путем выхода из исходного сайта и внедрения в 
новый сайт хромосомы или плазмиды. Впервые транспозоны 
были открыты в 1940-х гг. американским ученым Барбарой 
Мак-Клинток у кукурузы. Транспозоны как бы передвига
ются по всему геному растения. В течение многих лет ку
куруза оставалась единственной системой, в которой обна
руживались такие подвижные генетические элементы. Сейчас 
они выявлены у бактерий, дрозофил и других организмов.

Механизм перемещения фрагментов ДНК по геному до 
конца не выяснен. Поскольку подвижные гены могут пере
мещаться в пределах генома с одного места на другое, то 
они могут быть весьма эффективными векторами для пере
дачи рекомбинантной ДНК. Генетическая трансформация с 
помощью векторов на основе транспозонов была впервые 
осуществлена на дрозофиле. С их помощью можно перено
сить довольно крупные участки ДНК. Этот метод переноса 
генов имеет значительные преимущества, так как он осу
ществляется с высокой частотой и не сопровождается зна
чительными перестройками в интегрируемой ДНК.

5. В е к т о р н ы е  с и с т е мы,  п р е д н а з н а ч е н н ы е  д л я  
к л о н и р о в а н и я  к р у п н ы х  ф р а г м е н т о в  Д Н К :

— космиды — векторные системы, которые объединяют 
в себе участки плазмидных ДНК (ген-маркер и репликон 
плазмиды) и ДНК бактериофага. Термин обозначает, что 
вектор является плазмидой, внутри которой вставлен соз- 
участок фага Я (соа-зИе), представляющий собой нукле
отидную последовательность, отвечающую за упаковку фа-
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твой ДНК в ее протеиновую капсулу. Космиды могут пере
носить до 40 т. п. н. клонируемой ДНК в клетки Е. сой;

— фазмиды — векторы, которые также представляют со
бой искусственные гибриды между фагом и плазмидой. В за- 
мисимости от условий, после встраивания чужеродной ДНК 
ими могут размножаться как фаги или как плазмиды;

— бактериальная искусственная хромосома (ВАС — 
от англ. Ьас1ег1а1 аг1Шс1а1 сЬготозотен) — также способна 
переносить участки чужеродной ДНК от 150 до 300 т. п. н. 
Служит для трансформации животных клеток;

— дрожжевая искусственная хромосома (УАС — от 
ннгл. уеазЪ агШкйа1 сЬготозотез) — сконструирована для 
переноса особо крупных участков чужеродной ДНК, вме
щающих фрагменты геномной ДНК длиной от 100 т. п. н. до
I м. п. н. Для их создания к плазмиде дрожжей «пришива
ют» центромерные последовательности, теломеры, последо- 
нательности для автономной репликации в дрожжевой 
клетке, сайты рестрикции и селективные маркеры.

В качестве возможных векторов для переноса генов 
предполагается использовать хлоропластные и митохондри
альные ДНК.

Для идентификации трансформированных клеток, несу
щих рекомбинантную ДНК, вектор должен содержать один 
или несколько генов-маркеров. Выделяют две группы мар
керных генов, позволяющих отличить трансформированные 
клетки от исходных, — это селективные и репортерные гены:

— селективные гены — придают клеткам селективное 
преимущество, т. е. устойчивость к антибиотикам (канами- 
цину, тетрациклину, неомицину и др.) или гербицидам 
(у растений). Основной принцип работы такого маркера — 
способность трансформированных клеток расти на селек
тивной питательной среде с добавкой определенных ве
ществ, ингибирующих рост и деление нетрансформирован- 
ных, т. е. нормальных, клеток. Трансформанты отбирают 
па средах с высоким содержанием этих веществ. Например, 
в присутствии гена лактомазы бактериальная клетка при
обретает устойчивость к ампициллину и на среде с этим ан
тибиотиком образует клон (несущий данный ген), тогда как 
обычные клетки (без данного гена) на этой среде погибают;

147



Глава 4. Генетическая инженерия

— репортерные гены — кодируют нейтральные для клеток 
белки, наличие которых в тканях легко обнаружить. В каче
стве репортерных чаще всего используют гены (З-глюкурони- 
дазы ( иША, другое название — §из), зеленого флюоресцент
ного белка ( §{р),  люциферазы (1ис), хлорамфениколацетил- 
трансферазы ( са1). Из них в большей степени применяют 
гены, кодирующие белки 0118 и ОРТ, и в меньшей — коди
рующие белки Ы1С и САТ.

Ген иША (§ и з ) является модифицированным геном из 
Е. соИ, кодирующим Р-глюкуронидазу. Он может гидроли
зовать обширный спектр природных и синтетических глю- 
куронидов, что позволяет подбирать соответствующие субстра
ты для спектрофотометрического или флюориметрического 
определения активности фермента, а также для гистохими
ческого окрашивания тканей т  зИи (в синий цвет). В со
ставе химерных белков, созданных генно-инженерными ме
тодами, 0118 обычно сохраняет свою функциональную ак
тивность.

ОРР (дгееп Ниогезсеп! р го !ет  — зеленый флюоресцент
ный белок) был обнаружен Т. Шимомурой и соавторами в 
1962 г. у люминесцирующей медузы Аедиогеа иШ опа. Он 
обладает особым свойством — способен флюоресцировать в 
видимой (зеленой) области спектра при облучении длинно
волновым УФ. Для проявления флюоресценции не требует
ся субстратов или кофакторов. Ген §{р был клонирован в 
1992 г. Г. Прашером и соавторами. Благодаря свойству бел
ка, д{р является очень перспективным репортерным геном, 
позволяет проводить разнообразные прижизненные (недест
руктивные) исследования с трансгенными организмами. 
Определяется гистохимически, по изменению окраски тка
ни при добавлении соответствующего субстрата.

Ген 1ис кодирует фермент люциферазу (клонирована из 
бактерий и светлячка). Люцифераза обеспечивает переход 
люциферинов из окисленной формы в основную, что вызы
вает свечение трансформированных клеток растений, на
капливающих этот белок.

Ген са1 отвечает за синтез хлорамфениколацетилтрансфе- 
разы (выделен из Е. сой). Этот фермент катализирует реак
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цию переноса ацетильной группы от ацетил-КоА к хлорам- 
фениколу. Определяется только радиоизотопными методами.

Область применения селективных генов в основном свя
зана с простым контролем трансгеноза. Репортерные гены 
позволяют выявлять (по возможности количественно) времен
ные и пространственные особенности экспрессии данного 
конкретного гена (собственного или чужеродного). Присо
единение репортерного гена к одной лишь промоторной об
ласти позволяет исследовать в «чистом виде» ее роль в ре
гуляции экспрессии изучаемого гена на уровне транскрипции.

Методы прямого переноса генов в клетку

В качестве реципиентов, в геном которых встраиваются 
чужеродные гены, используют клетки культуры, эмбрио
нальные клетки млекопитающих, дрозофилы, пронуклеусы 
млекопитающих; у растений — протопласты, изолирован
ные клетки и ткани, микроспоры, незрелые зиготические 
зародыши, проростки.

Для введения генетического материала в клетки разных 
организмов применяют ряд общих методов прямого переноса, 
таких, как трансформация, электропорация, микроинъек
ция и др.

Трансформация — метод введения рекомбинантной 
ДНК в клетку благодаря увеличению проницаемости ее 
клеточной оболочки (вероятно, за счет локального разруше
ния последней). Клетки обрабатывают ледяным раствором 
СаС12, а затем выдерживают при температуре 42 °С в тече
ние 1,5 мин.

Трансдукция — процесс переноса (передачи) бактери
альной ДНК из одной клетки в другую бактериофагом. Об
щая трансдукция используется в генетике бактерий для 
картирования генома и конструирования штаммов.

Трансфекция — метод предполагает введение ДНК, ад
сорбированной на кристаллах фосфата кальция (кальцие
вый преципитат), в клетку путем фагоцитоза. Для транс
фекции используют и ДЭАЭ-декстран — полимер, адсорби
рующий ДНК. Эффект вхождения в клетки и время 
экспрессии высоки, но частота стабильной трансформации
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ниже, чем при использовании преципитата кальция. Часто
ту трансфекции увеличивает глицериновый шок (4 мин в 
15%-м растворе глицерина в НЕРЕ8 -буфере).

Электропорация — метод заключается в воздействии 
импульсов высокого напряжения электрического тока на 
клеточную мембрану, которое, скорее всего, вызывает вре
менное образование большого количества пор, что обратимо 
увеличивает проницаемость мембран. Через образующиеся 
на короткое время поры чужеродная ДНК проникает в 
клетку. Это простой, эффективный и воспроизводимый ме
тод. С его помощью были получены трансгенные растения 
кукурузы, риса и сахарного тростника.

М икроинъекции Д Н К  — метод позволяет с помощью 
тонких микроигл и микроманипулятора вводить в клетку 
или прямо в ядро векторную ДНК с включенным в нее 
трансгеном. С помощью микроинъекций осуществляется 
трансформация у дрозофилы и растений (ячмень, капуста). 
Метод, разработанный в начале 1970-х гг. А. Андерсоном и 
Г. Диакумакосом, дает небольшой выход трансформирован
ных клеток. Его преимуществом является возможность вво
дить любую ДНК в любые клетки; кроме того, для сохране
ния в клетках введенного гена не требуется никакого се
лективного давления.

Упаковка в липосомы. Липосомы — сферические тель
ца, оболочки которых образованы фосфолипидами. Липосо
мы, содержащие внутри рекомбинантную ДНК, способны 
непосредственно сливаться с мембраной клетки или погло
щаться клетками. В клетке происходит разрушение оболоч
ки липосом и высвобождение ДНК. Это один из методов, 
позволяющих защитить трансформированный генетический 
материал от разрушения нуклеазами, присутствующими 
вне клеток. Метод применяется для введения нуклеиновых 
кислот в культивируемые животные клетки и раститель
ные протопласты.

Биологическая баллистика — один из самых эффек
тивных методов трансформации однодольных и хвойных 
растений (в которые не удается ввести чужеродную ДНК с 
помощью агробактерий), а также трансформации живот
ных клеток. Метод базируется на напылении рекомбинант-
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мой ДНК на мельчайшие частицы золота или вольфрама 
(диаметр частиц 0 ,6- 1,2 мкм), которыми бомбардируют 
клетки. Бомбардировку осуществляют с помощью генной 
пушки за счет перепада давления или под действием элект
рического разряда. При достаточной скорости эти частицы 
могут непосредственно проникать в ядро, что сильно повы
шает эффективность трансформации. Часть клеток, кото
рые находятся в чашке Петри в центре непосредственно 
под пушкой, гибнет, а часть, расположенная по периферии 
чашки, выживает и трансформируется. С помощью генной 
пушки были трансформированы однодольные растения, та
кие, как кукуруза, рис, пшеница, ячмень. При этом были 
получены стабильные растения-трансформанты.

1.2. Основные этапы создания трансгенных организмов

Процесс создания трансгенного организма достаточно 
«■ложен и часто требует индивидуального подхода. Однако в 
пюбом случае его можно подразделить на несколько общих 
;ггапов:

1. Получение (выделение) нужного гена (трансгена), на
меченного для переноса. Ген может быть выделен из естест
венных источников (из подходящего генома) или из геном
ной библиотеки; синтезирован искусственно — химическим 
(по имеющейся последовательности нуклеотидов) или фер
ментативным (с использованием механизма обратной транс
крипции: синтез кДНК на матрице мРНК с помощью об
ратной транскриптазы) путем; получен с помощью полиме
разной цепной реакции (ПЦР).

2. Создание специальных генетических конструкций — 
векторов (переносчиков), в составе которых содержатся ге
ны (трансгены), которые будут внедряться в геном другого 
вида или экспрессироваться в клетках про- или эукариот. 
Для конструирования рекомбинантной Д Н К  (р е к Д Н К ) 
векторную ДНК (например, плазмиду) и чужеродную ДНК, 
содержащую интересующий ген (трансген), разрезают од
ной и той же рестриктазой; в результате образуются одина
ковые концы. К генам, синтезированным химическим пу
тем или полученным по матрице их мРНК, такие концы
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можно «пришить» искусственно. Затем производят смеши
вание фрагментов ДНК (вектора и трансгена) и «сшивание» 
их ДНК-лигазой. Концы чужеродной ДНК и плазмиды 
взаимодействуют друг с другом, образуя комплементарные 
пары оснований. Происходит гибридизация векторной и чу
жеродной ДНК. Концы фрагментов замыкаются с помощью 
водородных связей и ковалентно «сшиваются» с помощью 
фермента ДНК-лигазы.

3. Генетическая трансформация, т. е. перенос и включе
ние рекДНК, содержащей трансген, в клетки реципиента 
(например, Е. сой ). Плазмида, встроенная в бактерию, ве
дет себя, как вектор (переносчик) нового гена, который 
реплицируется в каждом новом поколении.

4. Молекулярная селекция — отбор трансформантов, 
т. е. клонов, несущих рекДНК. В процессе генетической 
трансформации Е. соИ могут образоваться три типа клеток: 
клетки, не содержащие пламиду, содержащие плазмиду без 
встройки (без рекДНК), содержащие плазмиду с рекДНК. 
Для отбора трансформантов среди нетрансформированных 
клеток используют различные маркерные гены, которые 
находятся в векторной молекуле наряду с трансгеном.

Так, плазмида рВК322 имеет два гена устойчивости к 
антибиотикам ампициллину (Ашрг) и тетрациклину (ТеЪг). 
Один из генов служит для идентификации бактерий, несу
щих плазмиду (вектор) путем отбора клеток, устойчивых к 
антибиотику, а другой — для отличия гибридной плазмиды 
(рекДНК) от исходного вектора. В гене Те1;г имеется уни
кальный сайт, разрезаемый рестриктазой В атШ . Если раз
резать вектор в гене Те1;г рестриктазой В ат Ш  и встроить в 
него фрагмент чужеродной ДНК, полученный с помощью 
той же рестриктазы, то ген Те1г инактивируется, и у бакте
рий, несущих плазмиду, исчезает устойчивость к тетрацик
лину, но сохраняется устойчивость к ампициллину. Отбор 
на среде с ампициллином покажет, содержит Е. соИ плаз
миду или нет. Содержащие плазмиду бактерии будут расти 
на среде с ампициллином. Для отбора клеток, несущих чу
жеродную ДНК (интересующий нас ген), бактерии выращи
вают на среде с тетрациклином. Трансформированные клетки 
устойчивы к ампициллину, но чувствительны к тетрацик-
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лицу (такие колонии отсутствуют на среде с тетрацикли
ном), так как ген устойчивости к тетрациклину разрушен в 
результате вставки фрагмента чужеродной ДНК. Помимо 
плазмиды рВК322, используется множество других векторов 
для клонирования (рИС19, рЕТ, р<ЗЕ), причем для некото
рых из них существуют весьма остроумные системы отбора 
рекомбинантных клонов (например, окрашивание колонии 
клеток, содержащих немодифицированную плазмиду р11С19).

5. Выращивание измененных клеток в целые трансген-
11 ые организмы. Синтез определенного белка — продукта 
и веденного гена.

Первый, второй и третий из перечисленных этапов 
представляют собой последовательное создание рекомби
нантной ДНК, четвертый и пятый — трансгеноз и выявле
ние трансгенного организма.

После введения в реципиентную клетку фрагмента чу
жеродной ДНК происходит ее клонирование с целью полу
чения большого числа копий или начинается синтез про
дукта, закодированного во введенном гене. Чаще всего эти 
процессы осуществляются в бактериальных клетках. По
этому клонирование прокариотической ДНК в клетках про
кариот не вызывает осложнений. Клонирование эукариоти
ческой ДНК требует дополнительных методических прие
мов, так как существуют различия в строении генома у 
прокариот и эукариот. У прокариот кодирующие домены 
структурных генов непрерывны, а у эукариот кодирующие 
области (экзоны) разделены некодирующими (интронами). 
I (рокариоты не способны удалять интроны из первичных 
1’НК-транскриптов, поэтому правильная трансляция эука
риотических мРНК в бактериальных клетках невозможна. 
Для удаления интронов из эукариотической ДНК был пред
ложен метод синтеза ДНК-копии ( кД Н К )  на мРНК.

4.3. Генетическая инженерия прокариот

Клетки бактерий нашли широкое применение в биотех
нологии. Методы генетической инженерии наиболее деталь
но разработаны для микроорганизмов. В связи с этим по
явилась возможность более эффективно применять их многие
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полезные свойства. Используя генно-инженерные методы, 
можно конструировать микробные клетки, способные син
тезировать продукты растительного и животного происхож
дения, имеющие большое значение для медицины и про
мышленности. Стало возможным превращать бактерии в 
своеобразные биологические «фабрики» по производству 
белковых препаратов, различных химических соединений, 
аминокислот и т. д.

Бактерии можно использовать как «фабрики» для син
теза белков и новых продуктов, изменяя метаболизм бакте
риальных клеток введением в них чужеродных генов или 
модификацией уже существующих; создавать рекомбинант
ные микроорганизмы, способные синтезировать самые раз
нообразные низкомолекулярные соединения: аскорбиновую 
кислоту, краситель индиго, аминокислоты, моноклональные 
антитела.

В современной биотехнологии широко используют 
трансгенные микроорганизмы, продуцирующие лекарствен
ные препараты: антибиотики, гормоны, ферменты, витами
ны; различные препараты для диагностики наследственных 
и инфекционных заболеваний (например, ВИЧ, вирусного 
гепатита и др.); для производства незаменимых аминокис
лот, биодобавок, биополимеров (например, микробиологи
ческий синтез каучука), для биодеградации ксенобиотиков.

С помощью трансгенных бактерий можно получать раз
личного рода вакцины:

— субъединичные вакцины, содержащие отдельные 
компоненты патогенного организма; для их разработки ис
пользуют технологии рекомбинантных ДНК;

— аттенуированные вакцины, содержащие непатоген
ные микроорганизмы, синтезирующие антигенные детерми
нанты определенного патогенного организма, либо штаммы 
патогенных микроорганизмов, у которых модифицированы 
или удалены гены вирулентности;

— «векторные вакцины», получаемые в большом коли
честве путем встраивания генов или их сегментов, коди
рующих основные антигенные детерминанты патогенных 
организмов, в экспрессионные векторы. Продукт использу
ют как вакцину.
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Бактериальные клетки применяют также для клониро- 
1ИПШЯ необходимых для встраивания генов, проведения 
фундаментальных исследований и других целей.

В настоящее время бактерия Е. соИ —  самая изученная 
плетка из всех существующих. У большинства наиболее пол
но изученных фагов клеткой-хозяином является также Е. соИ.

4.4. Генетическая инженерия растений

Трансформация растительного генома

Важным преимуществом растений, по сравнению с жи- 
ютными, является способность их клеток развиваться в це
лое растение (т. е. тотипотентность), что широко использу
ется в работах по получению трансгенных растений.

Генетическая трансформация растений с помощью мето
дов генетической инженерии может быть осуществлена век
торным способом (с использованием агробактерий и виру
сов) и путем прямого переноса генов.

Наиболее изученным примером работы плазмидных век
торов служит введение чужеродных генов в геном растений 
с помощью Ть и Ш-плазмид почвенных бактерий рода 
Л$гоЪас1егшт. С помощью этих плазмид бактерии могут 
интегрировать свой генетический материал в клетки дву
дольных растений.

Тьплазмида (от англ. Ъитог ш<1исш§ — индуцирующая 
опухоль) обнаружена в клетках некоторых штаммов А&го- 
Ьас1епит Ште{ас1епз. Выделенная в чистой культуре, эта 
бактерия может приводить к образованию опухолей у дву
дольных растений, что, по существу, может рассматривать
ся как природная генно-инженерная система.

Ш-плазмида (от англ. гоо! шс1исш& — индуцирующая 
корни) присутствует в штаммах А§гоЪасЬепит гЫгодепез.

В 1970-х гг. Дж. Ш елл с сотрудниками выявил, что при
чиной опухолеобразования являются Тьплазмиды, обнаружен
ные в клетках некоторых штаммов А. Ште{ас1епз. Тьплазми- 
да проникает из клетки бактерии в растение, и часть ее, на
зываемая Т-ДНК (от англ. {.гапМеггес! ВКА — переносимая), 
ковалентно встраивается в хромосомы инфицируемого рас-
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тения (рис. 4.10). В природе этот фрагмент переносит гены, 
которые способствуют размножению агробактерий и дают 
им возможность паразитировать на пораженном растении.

Гены, входящие в состав Т-ДНК, функционируют лишь 
после их переноса в растительную клетку. Будучи интегри
рованной с хромосомой, Т-ДНК индуцирует в месте зараже
ния образование опухоли (корончатых галлов, напоминаю
щих раковые клетки животных), гиперпродукцию фитогор
монов — цитокининов и ауксина, а также синтез ряда 
производных аминокислот, опинов — веществ, которых нет 
в здоровых клетках ни у одного растения.

Опухоль возникает вследствие нарушения баланса фито
гормонов, т. е. как результат функционирования онкогенов, 
продуктами которых являются ауксины и цитокинины. 
Опины, выделяемые клетками опухоли, бактерия использу
ет в качестве источников углерода и азота для своего роста 
и размножения. Сама бактерия в клетку не проникает, а 
остается в межклеточном пространстве и использует клетку 
со встроенной Т-ДНК как «фабрику», продуцирующую опи
ны. Такие отношения А. Ште^асгепз и растения Дж. Шелл 
назвал генетической колонизацией, которая представляет 
собой эксперимент по генетической инженерии, поставлен
ный самой природой.

Рис. 4.10. Генетическая колонизация растения А. Ште^асгепз 
(по Э.С. Пирузян, 1989):

1 — агробактерии существуют в ризосфере; 2 — строение А. 1ите{а- 
сьепв; 3 — встраивание Т-ДНК в геном; 4 — образование опухоли
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Строение Тьплазмид хорошо изучено. Они включают в 
себя:

— Т-ДНК — область ДНК, где содержатся гены, ответст
венные в итоге за морфологию опухоли и синтез фитогормо
нов, вызывающих неконтролируемый рост опухолевых кле
ток, а также гены, ответственные за синтез опинов — источ
ников углерода и азота для питания бактерий. Именно все 
>ти гены передаются в ядерный геном растительной клетки;

— игг-область — содержит гены, ответственные за выре- 
иание, перенос и интеграцию Т-ДНК в хромосомы расте
ний. Индукция этих генов обратима, что очень важно для 
бактериальных клеток. Если зараженное растение уже 
больно и является нежизнеспособным организмом, то пере
носа Т-ДНК не происходит;

— оп-область — содержит гены, продукты которых 
обеспечивают репликацию Тьплазмиды;

— ^га-область — содержит гены, ответственные за 
конъюгацию бактерий.

Тьплазмида оказалась идеальным природным вектором 
для введения чужеродных генов в клетки растения. Проще 
всего было бы заменить Т-ДНК на чужеродные (полезные) 
гены, ввести их в плазмиды агробактерий и заразить ими 
растения, так как гены, ответственные за индукцию опухоли, 
синтез опинов и подавление дифференциации клеток поражае
мого растения, расположены близко друг от друга в Т-ДНК. 
1$ то же время гены, ответственные за перенос и интегра
цию Т-ДНК в хромосомы растений, находятся в другой об
ласти Тьплазмиды — в 1ЯГ-области.

Итак, на основе Тьплазмиды в условиях эксперимента 
создают искусственные векторы. Для создания трансген- 
пых растений гены, кодирующие хозяйственно ценные 
признаки, встраивают в Т-ДНК. Эту же область снабжают 
маркерными генами (для отбора трансформированных рас
тительных клеток), эукариотическим промотором (напри
мер, 358-промотор вируса мозаики цветной капусты — 
( 'А М У ) и уникальными сайтами рестрикции.

Однако размеры Тьплазмид слишком велики и не по
зволяют использовать их в качестве вектора. Для решения 
:)той проблемы была создана специальная технология — би
нарная система.
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Т-ДНК вырезают из Тьплазмиды и встраивают, напри
мер, в плазмиду рВК322, способную к саморепликации в 
клетках Е. соИ. Таким образом осуществляют клонирование 
Т-ДНК (многократное увеличение числа копий) в составе 
рВЕ322. Векторную систему (Т-ДНК — рВК322) выделяют 
из клеток Е. соИ и встраивают в Т-ДНК интересующие ге
ны. Новую векторную систему снова размножают в клетках 
Е. соИ, а затем вводят в клетки А§гоЬасЬепит Ште/асьепв, 
в которых находятся нормальные Тьплазмиды. В результате 
гомологичной рекомбинации векторная система и Т1-плаз- 
мида обмениваются участками Т-ДНК. Теперь клетки Адго- 
ЪасЬепит Ште^асЬепз несут в составе своих плазмид чуже
родные гены, которые они могут передать в ядерный геном 
растительных клеток, что и приводит к созданию трансген
ных растений.

В последние годы для создания искусственных векторов 
используют Ш-плазмиду (от англ. гоо1; т й и ст ^  — индуци
рующая корни), присутствующую в штаммах А§гоЪас%епит 
гЫгодепез. Ш-плазмиды выгодно отличаются от Тьплазмид 
тем, что они являются естественными безвредными векто
рами. После встраивания Т-ДНК в хромосомную ДНК рас
тительных клеток в области заражения наблюдается уси
ленное образование корешков («бородатость»), из которых 
легче регенерировать здоровые растения, чем из недиффе
ренцированной ткани опухоли.

Для трансформации устойчивых к агробактериям одно
дольных растений разработаны приемы прямого физического 
переноса ДНК в клетку. Эти методы достаточно разнообраз
ны: бомбардировка микрочастицами, или баллистический 
метод; электропорация; обработка полиэтиленгликолем; 
микроинъекция; перенос ДНК в составе липосом и др.

Наиболее продуктивным и чаще всего используемым яв
ляется метод бомбардировки микрочастицами.

В последнее время разработан и успешно применен также 
комбинированный метод трансформации, названный агролис- 
тическим. При этом чужеродную ДНК вводят в ткани ка
ким-либо физическим методом, например баллистическим. 
Вводимая ДНК содержит как Т-ДНК вектор с целевым и 
маркерным геном, так и агробактериальные гены виру
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лентности под контролем эукариотического промотора. Вре
менная экспрессия генов вирулентности в растительной 
клетке приводит к синтезу белков, которые правильно вы
резают Т-ДНК из плазмиды и встраивают ее в хозяйский 
геном, как и при обычной агробактериальной трансфор
мации.

После проведения тем или иным способом трансформа
ции растительной ткани ее помещают т  оИго на специаль
ную питательную среду с фитогормонами, способствующую 
размножению клеток. Среда обычно содержит селективный 
агент, в отношении которого трансгенные клетки приобре
тают устойчивость. Регенерация чаще всего проходит через 
стадию каллуса, после чего при правильном подборе сред 
начинается органогенез (побегообразование). Сформирован
ные побеги переносят на среду укоренения, часто также со
держащую селективный агент для более строгого отбора 
трансгенных особей.

Достижения генетической инженерии растений

Методы генетической инженерии позволяют достаточно 
быстро создавать новые генотипы растений, т. е. значитель
но сокращают время, которое затрачивается на классиче
скую селекцию. Кроме того, применение этих методов по
зволяет изменять генотип целенаправленно. В отношении 
растений роль генетической инженерии сводится, главным 
образом, к созданию сортов сельскохозяйственных расте
ний, устойчивых к насекомым-вредителям, фитопатогенам, 
гербицидам, пестицидам, различным стрессовым факторам. 
Проводятся работы по введению генов, регулирующих со
зревание плодов, отвечающих за синтез витаминов или ле
карственных препаратов и т. д.

Получение трансгенных растений значительно облегча
ется благодаря присущему растениям свойству тотипотент- 
ности, т. е. способности любой клетки растительного орга
низма регенерировать целое растение. Следовательно, до
статочно получить несколько трансформированных клеток, 
чтобы регенерировать из них растения-трансгены.
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Однако возможности генетической инженерии растений 
ограничиваются рядом причин:

— во-первых, геном растений изучен хуже, чем геном 
млекопитающих;

— во-вторых, не для всех растений удается подобрать 
условия регенерации. Стабильно получают растения-регене- 
ранты из протопластов картофеля, люцерны, томатов, мор
кови, табака, капусты и некоторых других двудольных рас
тений. Регенерировать растения злаков удается не всегда;

— в-третьих, одной из лимитирующих причин служит 
размер фрагмента донорной ДНК, который предполагается 
ввести в клетку, а также появление химерных организмов, 
неспособных к развитию и размножению.

Не так давно была предпринята удачная попытка ис
пользовать пыльцу в качестве супервектора при трансфор
мации, что позволяет исключить появление растений-хи
мер. Имеются сообщения об использовании искусственной 
бактериальной хромосомы в качестве векторной системы, 
что позволяет переносить целые кассеты генов, кодирую
щие множественные ступени биохимических процессов. 
Это открывает такие широкие перспективы в трансформа
ции растительных организмов, что на первое место выхо
дят вопросы о возможных последствиях таких эксперимен
тов и об их экологической безопасности.

Первая волна трансгенных растений, допущенных для 
практического применения, содержала дополнительные ге
ны устойчивости (к болезням, гербицидам, вредителям, пор
че при хранении, стрессам).

Нынешний этап развития генетической инженерии рас
тений относится к «метаболической инженерии». При этом 
ставится задача не столько улучшить те или иные имею
щиеся качества растения (как при традиционной селек
ции), сколько научить растение производить совершенно 
новые соединения, используемые в медицине, химическом 
производстве и других областях. Этими соединениями мо
гут быть, например, особые жирные кислоты, полезные 
белки с высоким содержанием незаменимых аминокислот, 
модифицированные полисахариды, съедобные вакцины, ан
титела, интерфероны и другие «лекарственные» белки, но-
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пме полимеры, не засоряющие окружающую среду, и т. д. 
Использование трансгенных растений позволяет наладить 
масштабное и дешевое производство таких веществ и тем 
самым сделать их более доступными.

Изменение пищевой ценности растений

1. Запасные белки. Основной задачей генетической ин
женерии считается улучшение аминокислотного состава 
Полков. Как известно, в запасном белке большинства злако- 
Ш.1Х наблюдается дефицит лизина, треонина, триптофана, а 
и запасном белке бобовых — дефицит метионина и цистеина. 
Введение в эти белки дополнительных количеств дефицитных 
аминокислот могло бы ликвидировать аминокислотный 
дисбаланс. Методами традиционной селекции удалось су
щественно повысить содержание лизина в запасных белках 
злаковых. Во всех этих случаях часть проламинов (спирто
растворимые запасные белки злаковых) заменялась други
ми белками, содержащими много лизина. Однако у таких 
растений уменьшались размеры зерен и снижалась урожай
ность. По-видимому, проламины необходимы для формиро- 
ияния нормального зерна и их замена другими белками от
рицательно влияет на урожайность. Поэтому для улучше
ния качества запасного белка зерновых нужен такой белок, 
который не только отличался бы высоким содержанием ли
зина и треонина, но и мог бы полноценно заменить опреде
ленную часть проламинов при формировании зерна.

Эксперименты по трансформации пшеницы модифици
рованным геном, кодирующим одну из субъединиц запас
ного белка глютенина, привели к активному синтезу моди
фицированного белка, что способствовало улучшению хле
бопекарского качества пшеничной муки.

Растения могут производить и белки животного проис
хождения. Было показано, что в растениях табака могут 
собираться полностью функциональные секреторные моно
клональные иммуноглобулины. Секреторные иммуноглобули
ны обычно выделяются в ротовую полость и желудок человека 
и животных и служат первым барьером на пути кишечных 
инфекций. Из растений были получены моноклональные 
антитела, специфичные для 81гер^соссиз тМ апз — бакте
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рий, вызывающих зубной кариес. Предполагается, что на 
основе таких моноклональных антител, продуцируемых 
трансгенными растениями, удастся создать действительно 
антикариесную зубную пасту.

Из других белков животного происхождения, которые 
представляют интерес для медицины, показана продукция 
в растениях человеческого (3-интерферона.

Разработаны также подходы, позволяющие получать 
бактериальные антигены в растениях и использовать их в 
качестве вакцин. Получен картофель, экспрессирующий 
олигомеры нетоксичной субъединицы токсина холеры. Эти 
трансгенные растения могут быть использованы для полу
чения дешевой вакцины от холеры.

2. Жиры. Важнейшим сырьем для получения разного 
рода химических веществ являются жирные кислоты — ос
новной компонент растительного масла.

Были получены трансгенные растения рапса с измененным 
составом растительного масла, включающего, вместе с обыч
ными С16:0 и С18:0 жирными кислотами, также и до 45 % 
С12;0 жирной кислоты — лауриновой. Это вещество широко 
используется для производства стиральных порошков, шам
пуней, косметики.

Интересными представляются эксперименты с петрозели- 
новой кислотой С18:] — изомером олеиновой кислоты А9 С18.1, 
у которой двойная связь находится в Д6 С положении. Эта 
жирная кислота входит в состав масла кориандра и опреде
ляет его более высокую температуру плавления (33 °С), в то 
время как температура плавления олеиновой кислоты со
ставляет только 12 °С. Предполагается, что после переноса 
генов, определяющих синтез петрозелиновой кислоты, в 
растения — продуценты растительного масла удастся про
изводить диетический маргарин, содержащий ненасыщен
ную жирную кислоту.

Дальнейшее изучение специфики биохимического син
теза жирных кислот, по-видимому, приведет к возможнос
ти управлять этим синтезом с целью получения жирных 
кислот различной длины и различной степени насыщения, 
что позволит значительно изменить производство детерген
тов, косметики, кондитерских изделий, затвердителей, сма-
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ночных материалов, лекарств, полимеров, дизельного топ
лива и др.

3. Полисахариды. Проводится работа по созданию транс- 
генных растений картофеля, в которых крахмал будет на
ходиться главным образом в виде амилопектина (разветв
ленной форме крахмала) или же только в виде амилозы 
(линейной формы крахмала). Так, например, крахмал, со
стоящий в основном из амилопектина, по-видимому, будет 
иметь спрос на рынке производителей различных питатель
ных смесей (сейчас в качестве наполнителя используется 
модифицированный крахмал).

Создание гербицидоустойчивых растений

Гербициды очень широко применяются в интенсивных 
сельскохозяйственных технологиях для уничтожения сорня
ков. Однако гербициды экологически опасны, так как обла
дают широким спектром действия; они токсичны для мле
копитающих и могут накапливаться в растениях и во 
ннешней среде. Еще один существенный недостаток герби
цидов: они подавляют рост не только сорняков, но и куль
турных растений. Кроме того, у многих сорняков отмечено 
появление устойчивости к различным гербицидам.

Такие высокоэффективные гербициды, как глифосат и 
итразины, интенсивно изучаются на предмет выявления ме
ханизма толерантности к ним некоторых сорняков. Изуче
ние механизма устойчивости к гербицидам с целью получе
ния методами генетической инженерии культурных расте
ний, обладающих этим признаком, включает следующие 
:>тапы: выявление биохимических мишеней действия герби
цидов в растительной клетке, отбор устойчивых к данному 
гербициду организмов в качестве источников генов устой
чивости, клонирование этих генов, введение их в культур
ные растения и изучение их функционирования.

Установлено, что признак гербицидоустойчивости явля
ется моногенным, т. е. признак детерминируется чаще все
го одним-единственным геном. Это облегчает возможность 
применения технологии рекомбинантной ДНК для переда
чи данного признака. Таким образом, гены, кодирующие те
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или иные ферменты деструкции и модификации гербици
дов, могут быть с успехом использованы для создания гер
бицидоустойчивых растений методами генетической инже
нерии, поскольку традиционные методы селекции создания 
сортов, устойчивых к гербицидам, очень длительны и мало
результативны.

Наиболее широко применяемый за рубежом гербицид 
глифосат (коммерческое название — Коипйир) подавляет 
синтез важнейших ароматических аминокислот (тирозина, 
фенилаланина и триптофана). Под действием гербицида у 
неустойчивых к нему растений наблюдаются симптомы 
азотного голодания (из-за недостатка названных аминокис
лот), и они погибают в течение двух недель.

Путем переноса гена ср4 (ген, кодирующий Е Р 8 Р 8  и не
сущий точковую мутацию — «мутацию мишени») в геном рас
тений было изменено сродство гербицида с его ферментом- 
мишенью. В результате гербицид «не узнаёт» свою мишень, 
фермент сохраняет активность, а растение становится устой
чивым к его действию. Таким способом в 1977 г. был полу
чен сорт сои, устойчивый к Кошккф. Причем в полученной 
трансгенетической сое отсутствуют селективные гены ус
тойчивости к антибиотикам, поскольку сам ген устойчивости 
к глифосату можно использовать в качестве селективного.

К числу наиболее распространенных гербицидов, приме
няемых при обработке зерновых культур, относится атра- 
зин. Он подавляет фотосинтез, связываясь с одним из бел
ков фотосистемы II и прекращая тем самым транспорт 
электронов. Устойчивость к гербициду возникает в резуль
тате точечных мутаций в пластохинон-связывающем белке 
(замена серина на глицин), вследствие чего он теряет спо
собность взаимодействовать с гербицидом. Химерные расте
ния проявляли значительную устойчивость к таким кон
центрациям атразина, которые вызывали гибель контроль
ных растений с геном белка дикого типа.

Ряд гербицидов (паракват, ацифлуофен) ингибирует фо
тосинтез путем повышения содержания активных форм 
(радикалов) кислорода. Известно, что нейтрализация супер- 
оксиданиона катализируется ферментом супероксиддисму- 
тазой, кодируемой геном зос1. С целью защиты от гербици-
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дон была получена кДНК гена вод, из табака и введена в ге
ном люцерны, что резко повысило устойчивость растения к 
чим гербицидам.

Устойчивость к насекомым

Для борьбы с насекомыми-вредителями в растениеводст- 
|н' используются химические средства — инсектициды. Од
нако они оказывают вредное воздействие на полезных насе
комых, загрязняют окружающую среду; кроме того, насе
комые довольно скоро приспосабливаются к ним. Известно 
сныше 400 видов насекомых, устойчивых к используемым 
инсектицидам. Поэтому все большее внимание привлекают 
оиологические средства борьбы, обеспечивающие строгую 
избирательность действия и отсутствие адаптации насеко- 
мых-вредителей к применяемому инсектициду.

Давно известна бактерия ВасШиз ЦгиппдЬепзгз, проду
цирующая белок, высокотоксичный для многих видов на
секомых и в то же время безопасный для млекопитающих. 
!)тот прототоксин (Сгу-белок, гены которого локализованы 
па плазмидах) в кишечнике насекомых протеолитически 
расщепляется и превращается в токсин (8-токсин, или 
дельта-токсин), убивая их. Активированный токсин специ
фично связывается с рецепторами в средней кишке насеко
мых, что приводит к лизису клеток кишечного эпителия. 
Взаимодействие токсина с рецепторами строго специфично, 
что усложняет подбор комбинации «токсин — насекомое».

В природе найдено большое количество штаммов В. Ькипп- 
ц1еп818, чьи эндотоксины действуют только на определенные 
ниды насекомых. Препараты В. ОгиппцЬепзЬз в течение де
сятилетий использовали для контроля численности насеко
мых на полях. Безопасность токсина и его составных белков 
для человека и других млекопитающих полностью доказана.

Встраиванием гена эндотоксина в геном растений (табак, 
картофель, томаты, хлопчатник, кукуруза, рис, рапс, тополь 
и др.) были получены трансгенные растения (В1-растения — 
от В. Нгипп§1еп81з), не поедаемые насекомыми (например, 
картофель, устойчивый к колорадскому жуку), что позво
лило отказаться от применения инсектицидов (рис. 4.11).
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В асШ и з Нгипп&епзЬз

1 ^  Клонированный ген токсина 
(кодирует 1178 аминокислот)

Щ Ц ^г Фрагмент гена, кодирующий 
"'г 454-615 аминокислот

САМУ промотор Терминатор

Трансгенные растения хлопка 
экспрессируют высокий уровень 
В1;-токсина

САМУ
промото]

ЕВ

I Перенос в а 
у Заражение

агробактерию 
е проростков

У

В1-Токсин убивает Контрольный лист 
в листьях личинки

Рис. 4.11. Получение трансгенных растений хлопка с геном Ы, 
несущим устойчивость к насекомым (по Л .А . Лутовой, 2000)

166



4.4. Генетическая инженерия растений

В Северной Америке картофель со встроенным геном сгу
I НА (с токсичными для колорадского жука свойствами) по
лучил широкое распространение. В настоящее время поле- 
иые испытания трансгенного картофеля проводятся в России.

Получены трансгенные растения табака, способные синте
зировать токсин. Такие растения устойчивы к поеданию гусе
ницами МапЛиса зех1а: последние погибали в течение трех 
суток контакта с токсинпродуцирующими растениями. Токси- 
иообразование и обусловленная им устойчивость к насекомым 
передавались по наследству как доминантный признак.

Трансформация генами эндотоксина, выделенными из 
генома В. 1киппё1еп818, растений томата вызывает у них за
щитный эффект, сопоставимый с использованием инсекти
цидных препаратов.

В настоящее время ВЪ-растения хлопка и кукурузы за
нимают основную долю в общем объеме производства гене
тически модифицированных растений этих культур в США.

Повыш ение уст ойчивост и растений  
к стрессовым условиям

Растения очень часто подвергаются воздействию различ
ных неблагоприятных факторов окружающей среды: высокие 
и низкие температуры, недостаток влаги, засоление почв и 
т. д. Таких факторов множество, поэтому у растений выра
ботались различные способы защиты от них — от физиологи
ческих изменений до структурных приспособлений, позво
ляющих преодолевать отрицательные воздействия.

Имеются определенные возможности для повышения ус
тойчивости растений методами генетической инженерии. 
Это работа с отдельными генами, контролирующими мета
болические ответы растений на стрессовые условия, напри
мер сверхпродукцию пролина в ответ на осмотический шок 
и действие засоления, синтез особых белков в ответ на теп
ловой шок и т. д.

Важным направлением генетической инженерии являет
ся селекция сортов, устойчивых к засухе, жаре, повышен
ному засолению почвы. Поскольку все эти стрессовые фак
торы относятся к разряду осмотических, то и подходы по
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этим направлениям общие. Чтобы приспособиться к таким 
условиям, растения синтезируют низкомолекулярные не
токсичные вещества — осмопротекторы. Эти вещества спо
собствуют поглощению и удержанию воды, а также пред
отвращают разрушение макромолекул белков в стрессовых 
условиях. Идет работа над выявлением, клонированием и 
переносом в растения трансгенов, кодирующих образование 
различных осмопротекторов (сахаров, аминокислот, много
атомных спиртов, полиаминов), веществ, регулирующих 
содержание ненасыщенных жирных кислот в мембранах 
клеток, и т. д. Исследования показали, что некоторые рас
тения, в частности табак и томаты, не накапливают гли- 
цинбетаин (осмопротектор) и поэтому высокочувствительны 
к солевому шоку. Г. Джиа с соавторами в 2002 г. получил 
трансгенные томаты, экспрессирующие бетаинальгиддегид- 
рогеназу (БАД, участвующий в биосинтезе глицинбетаина) 
лебеды А^гр1ех НоНепзЬз и проявляющие достаточно высо
кую устойчивость к солевому стрессу.

С развитием индустриальных технологий стала актуаль
ной разработка методов, позволяющих вести хозяйство в ус
ловиях повышенных концентраций в почве тяжелых метал
лов. Один из подходов к решению этой проблемы — клони
рование и встраивание в геном растений гена, кодирующего 
белок животного происхождения — металлотионеин, ко
торый способен связывать многие тяжелые металлы. Выде
лен ген, продукт которого связывает кадмий.

Можно отметить косвенный подход к получению моро
зоустойчивых растений, основанный на генно-инженерных 
методах работы с бактериями Рзеийотопаз зупп&ае и Ег- 
т т а  НегЫсо1а. Исследователи Колорадского университета 
(СШ А) выявили, что повреждению растений при замерза
нии способствуют эти бактерии эпифитной (поверхностной) 
микрофлоры и что их белки служат центрами кристаллиза
ции. Если обезвредить бактерии стрептомицином, то расте
ния не замерзают при температуре -8  °С. Но стрептомицин 
дорог и вреден, поэтому выгоднее было изменить генетику 
данного штамма бактерий, вырезав из генома определен
ный ген. Растения, инфицированные мутантным штаммом 
Рзеийотопаз зуппдае, росли при отрицательной температу
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ре. Однако оказалось, что бактерии мутантного штамма бо
нов живучи и способны вытеснить природный штамм, кото
рый, попадая в верхние слои атмосферы, способствует 
кристаллизации атмосферной влаги. Вероятно, что уничто
жение природного штамма и замена его на мутантный мог
ли бы привести к экологической катастрофе, поэтому науч
ные разработки в этом направлении были вовремя приоста
новлены.

Дальнейшее изучение физиологической, биохимической 
и генетической основы ответной реакции растения на стрессо-
11 ые условия среды позволит применять методы генетической 
инженерии для конструирования устойчивых растений.

Повышение эффективности 
биологической азотфиксации

Атмосферный азот фиксируется благодаря уникальному 
ферменту — нитрогеназе. Структура нитрогеназы одинако
ва у всех азотфиксирующих организмов. Это один из наи
более сложных ферментов, использующих простые субстра
ты. Непременное условие работы нитрогеназы — защита ее 
от кислорода, который ингибирует не только активность 
нитрогеназы, но и ее биосинтез. Кроме азота, нитрогеназа 
может восстанавливать ацетилен, цианистый водород, за
кись азота и некоторые другие соединения. Восстановление 
ацетилена в этилен позволило разработать надежный тест 
для обнаружения азотфиксирующей активности.

Лучше всех среди азотфиксаторов изучены ризобии, об
разующие симбиоз с бобовыми растениями, и свободножи- 
вущая бактерия ШеЪзгеИа рпеитотае. Установлено, что у 
этих бактерий за фиксацию азота ответственно 17 генов — 
так называемые ш/-гены. Все они сцеплены друг с другом 
и расположены в хромосоме между генами, кодирующими 
биосинтез гистидина ( Ыз ) ,  и генами, ответственными за ус
воение шикимовой кислоты ( зЫ А).

Гены, кодирующие синтез белковых субъединиц ком
понентов нитрогеназы, образуют единый оперон НБКУ. 
У быстрорастущей ризобии яг/-гены существуют в форме 
мегаплазмиды, содержащей 200-300 т. п. н. В клетках
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симбиотических бактерий плазмиды, кроме структурных 
генов нитрогеназы, содержат гены, отвечающие за развитие 
корневых клубеньков у определенных видов бобовых.

Конструирование плазмид, несущих ш/-гены, позволяет 
передавать способность к фиксации азота организмам, не 
обладающим этим свойством. Среди бактерий, кроме Е. соИ, 
такой перенос осуществлен для бактерий 8а1топе11а 1урЫ- 
т ипит , Епст га  НегЫсо1а и др. Однако подобные манипу
ляции могут приводить к нежелательным эффектам. Так, 
перенос генов в штамм Егизгта (бактерии, вызывающие 
гниение растений) может усилить его патогенное действие. 
Кроме того, существует вероятность случайного переноса 
вместе с ш/-генами каких-то нежелательных генов.

В настоящее время внимание ученых привлекают про
блемы введения генов азотфиксации в клетки небобовых 
растений, создания ризоценозов между этими растениями 
(особенно злаками) и азотфиксирующими организмами, по
вышения мощности корневой системы бобовых растений 
для увеличения на ней количества клубеньков. Кроме того, 
предполагается создание новых азотфиксирующих систем 
путем введения диазотрофных микроорганизмов в каллус - 
ные ткани растений с последующим образованием из них 
растений-регенерантов, а также повышение эффективности 
фиксации азота путем воздействия на гены, контролирую
щие этот процесс.

Таким образом, наиболее перспективными направления
ми являются повышение эффективности фиксации азота в 
уже существующих природных системах за счет воздейст
вия на гены, контролирующие этот процесс, а также увели
чение мощности корневой системы бобовых растений и со
здание новых азотфиксирующих систем с помощью методов 
клеточной инженерии.

Повышение эффективности фотосинтеза

С4-растения характеризуются высокими темпами роста 
и высокой скоростью фотосинтеза, у них практически отсут
ствует видимое фотодыхание. У  большинства сельскохозяйст
венных культур, относящихся к СЗ-растениям, высокая ин
тенсивность фотодыхания, в результате чего теряется часть
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||><>тосинтетических продуктов. Фотосинтез и фотодыхание — 
тесно связанные процессы, в их основе лежит бифункциональ- 
ммл активность одного и того же ключевого фермента — 
рибулозобисфосфат-карбоксилазы-оксигеназы (РБФК/О). Низ
кое фотодыхание у С4-растений объясняется ограничением 
пкеигеназной реакции РБФК/О. Перед генетической инже
нерией стоит задача исследовать возможности создания 
растений, у которых РБФК/О будет работать с преобладаю
щей карбоксилазной активностью.

Один из возможных способов увеличения фотосинтеза и, 
следовательно, продуктивности растений состоит также в кло
нировании хлоропластных генов в клетках бактерий и их 
переносе в растения. Известно, что хлоропласты и прокарио
тические клетки сходны по ряду признаков.

Анализ области хлоропластных генов вблизи последова
тельности ДНК гена большой субъединицы основного фер
мента фотосинтеза РБФК/О кукурузы выявил значитель
ные гомологии с известными промоторами и последователь
ностями ШД (последовательность Шайн — Дальгарно) 
клеток Е. соИ. Все это привело к попытке клонирования ге
нов хлоропластов в клетках Е. соИ, наиболее часто исполь
зуемой в генно-инженерных исследованиях.

В настоящее время уже клонировано несколько хлоро
пластных генов: гены синтеза субъединиц РБФК/О, белка 
хлорофилл-белкового комплекса, АТФ-синтетазы, цитохро
ма и др.

Изменение окраски цветков 
у декоративных растений

Цветоводы во все времена старались создавать растения, 
цветки которых имели бы более привлекательный внешний 
вид и лучше сохранялись после срезки. Однако скрещива
ние растений традиционными методами — это кропотливая 
работа, требующая много времени и сил и к тому же имею
щая свои ограничения.

Так, например, никому не удавалось вывести синюю ро
зу. Голландские ученые методами генетической инженерии 
создали сорт голубых (синих) роз, перенеся в них ген из 
дельфиниума, контролирующий синтез голубого пигмента.
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Получены и испытываются трансгенные растения хлоп
ка с окрашенным волокном. Предполагается, что в буду
щем натуральное хлопковое волокно станет крепче, не бу
дет мяться и садиться и будет иметь различную окраску без 
использования химических красителей.

Растения как биореакторы

Растения дают большое количество биомассы, и их вы
ращивание не составляет особого труда. Поэтому естествен
но было бы попытаться создать трансгенные растения, спо
собные синтезировать новые соединения, используемые в 
медицине, химическом производстве и других отраслях. 
Такими соединениями могут быть, например, особые жирные 
кислоты, белки с высоким содержанием незаменимых ами
нокислот, съедобные вакцины и др. Уже созданы экспери
ментальные установки по получению с помощью растений 
моноклональных антител, функциональных фрагментов анти
тел и полимера поли-(3-гидроксибутирата, из которого мож
но изготавливать пластик, подверженный биодеградации.

Растения являются наиболее дешевыми продуцентами 
белков. К настоящему времени показано, что растения мо
гут производить белки животного происхождения. Так, 
встраивание в геном арабидопсиса химерного гена, состоя
щего из части гена запасного белка арабидопсиса и коди
рующей части для нейропептида — энкефалина, приводило 
к синтезу химерного белка в количестве до 200 нг на 1 г се
мян. Два структурных белковых домена были связаны по
следовательностью, узнаваемой трипсином, что давало воз
можность в дальнейшем изолировать чистый энкефалин, 
используемый в качестве болеутоляющего и успокаивающе
го средства.

Японские ученые получили растения картофеля и табака 
со встроенным геном человеческого а-интерферона, который 
применяют для лечения гепатита С и некоторых форм рака.

Созданы растения табака, нарабатывающие человече
ский интерлейкин 10 (стимулятор иммунитета), а также 
растения арабидопсиса, синтезирующие витамин Е.

Разработаны также подходы, позволяющие получать 
бактериальные антигены в растениях и использовать их в
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качестве вакцин. Так, получен картофель, продуцирующий 
нетоксичные субъединицы В-токсина холеры. Такие расте
ния могут быть использованы для получения дешевых съе
добных вакцин против холеры. Иммунизация такой анти
холерной вакциной вполне эффективно происходит путем 
преорального приема. Созданы бананы, вырабатывающие 
пакцину против полиомиелита.

Производство антител и их фрагментов с помощью 
трансгенных растений имеет ряд преимуществ перед их 
синтезом в клетках рекомбинантных микроорганизмов, так 
как трансформация растений носит стабильный характер. 
Кроме того, процессинг и укладка чужеродных белков в 
растениях сходны с таковыми в животных клетках. Также 
можно создавать условия, при которых чужеродные белки 
будут синтезироваться в семенах, где их целостность не на
рушится длительное время.

Крупномасштабный бактериальный синтез поли-[3-гид- 
роксибутирата (полимера, из которого получают пластик, 
подверженный биодеградации) обходится довольно дорого. 
11оэтому получение этого полимера с помощью трансгенных 
растений — важный шаг для создания сельскохозяйствен
ных культур, которые можно использовать для получения 
и больших количествах биодеградирующих пластиков.

Преимущества растений как «биофабрик» очевидны: мож
но производить очень редкие и дорогие вещества практиче
ски в неограниченных количествах; растения становятся 
продуцентами вакцин, фармакологических белков и анти
тел, что позволяет значительно удешевить лечение различ
ных заболеваний, в том числе и онкологических.

Регуляция сроков созревания 
и хранения плодов

Благодаря успехам генетической инженерии, можно не 
только вводить в организм новый чужеродный ген, но и за
блокировать (провести адресное разрушение), ослабить 
(или, наоборот, усилить) действие природного гена.

Например, плоды томата во время созревания содержат 
значительное количество специального белка-фермента РО 
(полигалактуроназы), придающего плодам рыхлость. Этот
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фермент участвует в разрушении пектина — основного 
компонента межклеточного пространства растительных 
тканей. Продукт гена р& синтезируется в период созрева
ния плодов томатов, а увеличение его количества приводит 
к тому, что плоды постепенно теряют упругость, становят
ся более мягкими и загнивают, что значительно сокращает 
срок их хранения. Для устранения этого белка (с целью 
увеличения сроков хранения томатов) проводят отключение 
гена р§  путем встраивания в геном томатов антисмысловой 
конструкции (содержащей перевернутую копию гена) по от
ношению к этому гену. В результате транскрипции получа
ется антисмысловая (перевернутая) мРНК (так называемая 
асРНК), которая комплементарно связывается с нормаль
ной (смысловой) мРНК. Образуется молекула двухцепочеч
ной РНК (дуплекс), которая уже не может служить матри
цей для синтеза белка.

С применением этого подхода получены первые коммер
ческие растения томата Р1ауг 8ауг, отличающиеся понижен
ной деполимеризацией пектина клеточной стенки плодов, в 
результате чего они дольше хранились, сохраняя товарные 
и пищевые качества зрелых плодов, а сами растения были 
более устойчивы к грибковым заболеваниям.

Генно-инженерный подход применяют и для регулиро
вания сроков созревания томатов. Известно, что этилен — 
это газообразный гормон, одна из функций которого — 
контроль над процессом созревания и старения плодов. 
В качестве мишени в этом случае используют ген е?е 
(еЬЬу1епе-^огтт^ епгуте), продуктом которого является 
фермент, участвующий в биосинтезе этилена. У  трансген
ных растений уровень этилена был гораздо ниже нормы, 
поэтому плоды имели более длительный срок хранения.

Данный подход представляет интерес и для обеспечения 
длительного хранения срезанных цветов.

Повышение урожайности, 
регуляция скорости роста

С помощью генетической инженерии можно повышать и 
урожайность сельскохозяйственных культур, несмотря на 
то что этот признак является полигенным. Тем не менее
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можно найти и применить отдельные гены, продукты кото
рых позволяют существенно усилить процессы роста и в 
итоге повысить продуктивность растения. Так, встраивание 
и геном картофеля гена фитохрома В от арабидопсиса при
нудило к повышению интенсивности фотосинтеза и увели
чению урожая клубней.

По данным ученых Иркутского университета (Р.К. Са- 
ияев и др.), перенос в геном картофеля гена, кодирующего 
образование фермента УДФГ трансферазы созревающего 
зерна кукурузы, сопровождался усилением биосинтеза рос
товых фитогормонов. Это позволило повысить: урожай 
клубней — в два раза, уровень сухих веществ в клубнях — 
до 27 % (у обычных сортов — менее 20 % ), аскорбиновой 
кислоты — до 9 %. Разрезанные клубни не темнели на воз
духе. Этими же учеными были получены быстрорастущие 
трансгенные растения осины путем введения в них генов 
и&1 —  из кукурузы и асЬР302 — из арабидопсиса. Продукты 
зтих генов влияют на скорость роста растений через изме
нение их гормонального (ауксинового) статуса.

Методами генетической инженерии можно добиться по
вышения качественных и потребительских свойств сельско
хозяйственной продукции. Ведутся работы и получены об
надеживающие результаты по созданию кофе без кофеина, 
табака без никотина (полагают, что курение сигарет из та
кого табака будет менее вредным для здоровья), арахиса, 
не содержащего характерных для него аллергенов.

В шлифованном рисе — основном источнике питания в 
ряде стран — отсутствует провитамин А  ((3-каротин), что 
приводит к дефициту витамина А  в организме человека и 
способствует развитию различных заболеваний (например, 
к ухудшению зрения), особенно у детей. Швейцарским уче
ным удалось разработать генно-инженерный подход к со
зданию так называемого «золотого» риса. Они перенесли в 
геном риса генетическую конструкцию, содержащую сразу 
три гена от разных организмов, необходимых для биосинте
за Р-каротина: гены фитоендесатуразы и ликопин Р-цикла- 
зы — от нарцисса и ген каротиндесатуразы — от бактерии. 
Зерна трансгенного риса накапливали в эндосперме прови
тамин А  в достаточном количестве и были окрашены в зо
лотистый цвет.
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Ведутся работы по созданию трансгенных растений лес
ных древесных пород с пониженным содержанием лигнина. 
В создании низколигниновых деревьев заинтересована цел- 
люлозно-бумажная промышленность, так как лигнин, кото
рый составляет 15—35 % от сухого вещества в древесине, 
при производстве бумаги представляет собой «лишний» 
компонент, а его удаление — дорогостоящий и экологиче
ски опасный процесс.

4.5. Генетическая инженерия животных 

Трансф орм ация  ж и вот н ого  геном а

Одними из носителей для введения чужеродной ДНК в 
животную клетку являются векторы на основе ДНК виру
сов (например, 8У40, вируса бычьей папилломы и т. д.) 
или на основе ретровирусов (например, на основе вируса 
лейкоза мышей) (рис. 4.12). Они легко проникают в клетку 
хозяина, встраиваются в ее ДНК путем обычной инфекции 
и обеспечивают высокоэффективный перенос генов. В ос
новном трансформации животных клеток осуществляют 
либо с помощью ретровирусов (около 40 % от всех транс
формаций), либо путем упаковки ДНК в липосомы (25 % ), 
реже используют другие способы.

Все генно-инженерные методы работы с клетками жи
вотных можно разделить на две группы: эксперименты с 
соматическими клетками и эксперименты по трансфор
мации половых клеток. В последнем случае конечный ре
зультат — получение трансгенных организмов.

Генетическая трансформация соматических 
клеток животных

Культуры трансформированных клеток млекопитающих 
используют для получения различных веществ. Помимо со
здания клеток-продуцентов, трансформация соматических 
клеток млекопитающих позволяет изучать тонкие механиз
мы регуляции экспрессии генов и целенаправленно моди
фицировать генетический аппарат клетки животных, а при 
необходимости и человека, что имеет огромное значение 
для медицинской генетики.
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Самка
с имплантаном

Трансгенное
животное-основатель

Рис. 4.12. Получение линии трансгенных мышей с использовани
ем ретровирусных векторов (по Б. Глику и Дж. Пастернаку, 2002). 
Эмбрион, обычно находящийся на стадии 8 клеток, инфицируют ре
комбинантным ретровирусом, несущим трансген. Самки, которым 
был имплантирован эмбрион, производят на свет трансгенное потом
ство. Для идентификации мышат, несущих трансген в клетках заро
дышевой линии, проводят ряд скрещиваний
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Хотя культуры клеток животных при массовом выра
щивании гораздо менее экономичны, чем бактериальные 
и дрожжевые культуры, они обладают существенным пре
имуществом — способностью осуществлять мелкие, но 
весьма важные модификации белков — продуктов гена 
млекопитающих. Например, для эффективного функциони
рования ряда белков необходимо присоединение к ним це
почек из молекул углеводов или липидов. Образование и 
присоединение таких цепочек — обычный процесс для кле
ток млекопитающих, тогда как бактериальная клетка не 
способна производить подобные модификации.

Культуры клеток животных служат эффективным ис
точником выделения некоторых вирусных антигенов с це
лью получения вакцин для животных и человека. Получе
ние таких вакцинных культур клеток осуществимо с по
мощью техники рекомбинантных ДНК и эффективных 
векторов экспрессии для клеток млекопитающих и челове
ка. При использовании ДНК-вакцин в организм вводится 
не антиген, а ген, кодирующий синтез этого антигена. Ген 
встраивается в плазмиду, плазмида вводится в организм 
путем обыкновенной инъекции, выработка вирусного белка 
провоцирует синтез специфических антител, т. е. вызывает 
иммунный ответ.

ДНК-вакцины имеют хорошие перспективы в животно
водстве. Достоинством таких вакцин является маленький 
объем: для иммунизации одной мыши достаточно 10-50 мкг 
плазмиды, одной коровы — 200-300 мкг. Плазмида сохра
няется в организме до одного года. В стадии клинических 
испытаний в настоящее время находятся ДНК-вакцины 
против микоплазм, возбудителя туберкулеза, сальмонелле
за, лейшманиоза.

Генетическая трансформация 
половых клеток животных

Если вводить ДНК в клетки многоклеточного организ
ма, то результатом трансформации будет изменение свойств 
лишь небольшого числа клеток, которые приобрели новый 
ген. В этом случае животное будет химерным (т. е. клетки 
разных тканей будут иметь разный генотип).
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Следовательно, для изменения свойств всего организма 
следует изменять геном половых клеток или зиготы, кото
рые передадут новые свойства потомкам. Разработаны спо
собы введения генов в эмбриональные клетки разных жи- 
иотных, в том числе млекопитающих и мух.

Существует две основные схемы создания трансгенных 
животных: микроинъекция чужеродной ДНК и введение 
генетической конструкции в эмбриональные стволовые 
клетки.

Микроинъекция чужеродной Д Н К . Первая попытка бы
ла сделана американским ученым Дж. Гордоном в 1980 г. 
Методом микроинъекции он ввел в оплодотворенную яйце
клетку мыши рекомбинантную плазмиду рВК322, которая 
содержала ген тимидинкиназы вируса герпеса и фрагмент 
генома вируса 8У40, вызывающего опухолевую трансфор
мацию. В дальнейшем в геном мыши и других животных 
удалось ввести гены интерферонов, гормона роста человека 
и ряд других.

Микроинъекцию клонированных генов проводят в один 
или оба пронуклеуса только что оплодотворенной яйцеклет
ки мыши (рис. 4.13). Чаще выбирают мужской пронуклеус. 
После инъекции яйцеклетку немедленно имплантируют в 
яйцевод приемной (суррогатной) матери или дают ей воз
можность развиваться в культуре до стадии бластоцисты, 
после чего имплантируют в матку.

Для отбора трансгенных особей (несущих введенный 
ген) проводят молекулярно-генетический анализ родивше
гося потомства. Скрещивая трансгенных животных, можно 
получить чистые (гомозиготные) трансгенные линии.

Недостатком технологии создания трансгенных живот
ных путем микроинъекции генетических конструкций в 
пронуклеус яйцеклетки является ее трудоемкость и мало- 
эффективность: полного развития достигает менее 1-5 % 
зигот.

Можно вводить ген в сперматозоиды и затем проводить 
ими оплодотворение. Таким образом были введены гены 
интерферона и инсулина человека, ген Р-глобина кролика, 
ген тимидинкиназы вируса простого герпеса и кДНК виру
са лейкемии мышей.

179



Глава 4. Генетическая инженерия
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Рис. 4.13. Получение линий трансгенных мышей методом микро
инъекций (по Б. Глику и Дж. Пастернаку, 2002). Яйцеклетки выде
ляют из самок-доноров, у которых была индуцирована гиперовуля
ция и проведено спаривание с самцами. Трансгенную конструкцию 
инъекцируют в мужской пронуклеус оплодотворенной яйцеклетки. 
Яйцеклетки имплантируют в суррогатную мать, которая производит 
на свет трансгенных мышат — основателей трансгенных линий
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Введение генетической конструкции в эмбриональные 
стволовые клетки (Э С К ).  Впервые культивируемые ли
нии ЭСК из бластоцист мыши (рис. 4.14) были получены 
Эвансом, Кауфманом и Мартином в 1981 г. Позже аналогич
ные линии были получены из бластоцист других млекопи
тающих: золотистый хомячок (1988); свинья, овца (1990); 
корова, норка (1992); кролик (1993); крыса (1994); обезья
на (1995) и даже человек (1994).

Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) обычно получают 
из бластоцист. Когда число клеток (бластомер) эмбриона не 
превышает восьми, они являются недифференцированными, 
плюрипотентными (тотипотентными), т. е. способны диф
ференцироваться в любые типы клеток, включая клетки за
родышевой линии, и каждая из них может дать начало но
вому организму. Эти клетки можно культивировать т  иИго 
и после введения в них необходимого трансгена ввести в 
другой эмбрион на стадии бластоцисты, а затем импланти
ровать в матку суррогатной матери, производящей потомст
во. Скрещивая животных-основателей, несущих трансген в 
клетках зародышевой линии, можно получить линии транс
генных животных.

В отличие от предыдущего, этот метод позволяет про
анализировать встраивание трансгена в геном клетки на 
стадии бластоцисты и проверить его экспрессию, что дает 
возможность выбрать линию ЭСК с наилучшими свойства
ми. Часть этих клеток можно заморозить в жидком азоте и 
хранить многие годы для последующего создания трансген
ных животных.

Такой путь получения трансгенных животных выгоден 
еще и тем, что используются не зиготы, а бластоцисты. Их 
легко получить нехирургическим путем из половых путей 
самок крупных видов млекопитающих и трансплантиро
вать суррогатным матерям для рождения трансгенных жи
вотных — основателей трансгенных линий.

Создание трансгенных животных — очень сложный и 
трудоемкий процесс. По статистике одно трансгенное жи
вотное удается получить на 40 инъецированных зигот мы
ши, на 100 зигот овцы или козы, на 1500 зигот коровы. К 
тому же это и неоднозначный процесс. Так как интеграция
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Рис. 4.14. Получение трансгенных мышей с помощью генетичес
кой модификации эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) (по 
Б. Глику и Дж. Пастернаку, 2002). ЭСК получают из внутренней кле
точной массы бластоцисты мыши. Их трансфицируют вектором, несу
щим трансген, культивируют и идентифицируют трансформирован
ные клетки методом позитивно-негативной селекции или ПЦР. Попу
ляцию трансформированных клеток вновь культивируют и вводят в 
бластоцисты, которые затем имплантируют в матку суррогатных ма
терей. Скрещивая животных-основателей, несущих трансген в клет
ках зародышевой линии, можно получить линии трансгенных мышей
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чужеродных генов носит случайный характер, могут быть 
повреждены соседние гены реципиента. Из трансгенных 
животных не более 50 % экспрессируют трансгенный бе- 
|{)к, не у всех животных чужой ген попадает в половые 
клетки, т. е. способен передаваться потомству.

К лон и рован и е  ж ивот ны х

Клоном называется популяция клеток или организмов — 
потомков одной клетки или организма, полученных непо
ловым путем. Таким образом, все особи в клоне имеют 
идентичный набор генов и должны быть точной копией 
взятого для размножения экземпляра (соответствующего 
прототипа).

У  животных можно получить подобные клоны в том слу
чае, когда используемые объекты размножаются путем парте
ногенеза, т. е. бесполым путем, без предварительного оплодо
творения. У нас в стране блестящие работы по клонированию 
выполнены на шелкопряде академиком В.А. Струнниковым. 
Выведенные им клоны шелкопряда (партеноклоны мужско
го пола, дающие на 20 % больше шелка, чем женские) из
вестны на весь мир.

Высшие животные в природе размножаются только по
ловым путем. Клетки животных, дифференцируясь, лишают
ся тотипотентности. Поэтому для их клонирования в основ
ном используют недифференцированные делящиеся клетки.

Для клонирования животных ядро оплодотворенной яй
цеклетки заменяют ядром, взятым от другой особи (с дру
гой генетической информацией). Оказалось, что тотипо- 
тентность (возможность развиваться во взрослую особь) со
храняют ядра из клеток очень ранних эмбрионов. Это 
позволяет проводить искусственное разделение четырех — 
восьми клеточных эмбрионов на отдельные клетки, культи
вировать их т  оИго до стадии бластоцисты и имплантиро
вать в матку суррогатной матери, где они развиваются до 
рождения. Таким путем можно получать генотипически 
одинаковые особи (однояйцевых близнецов).

Сенсационность работы доктора Я. Вильмута и соавто
ров из Шотландии (1997) заключается в том, что впервые
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для клонирования млекопитающих были использованы яд
ра соматических ( дифференцированных)  клеток взрослой 
овцы (клетки соединительной ткани — фибробласты) бело
мордой породы Финский дорсет, выделенные из вымени ов
цы (рис. 4.15).

Клонирование овцы осуществлялось методом переноса 
ядра. Ядро яйцеклетки удаляли с помощью микропипетки. 
Затем культивировали эпителиальные клетки молочной 
железы взрослой особи, индуцировали их переход в фазу
О0 и провели слияние клеток в О0 фазе и яйцеклеток, ли
шенных ядра овец шотландской черномордой породы. Вы
ращивание восстановленных яйцеклеток осуществлялось в 
культуре или в яйцеводе до ранних стадий эмбриогенеза, а 
затем их имплантировали в матку суррогатной матери чер
номордых овец, где и происходило дальнейшее развитие. 
В результате появилась всемирно известная овца Долли, ге
нотип и фенотип (беломордый ягненок) которой были пол
ностью идентичны исходной матери. В эксперименте было 
проведено слияние 277 яйцеклеток с удаленными ядрами с 
клетками молочной железы в О0 фазе; из 29 эмбрионов 
только один развился до жизнеспособного плода.

Перенос ядра соматической клетки в энуклеированную 
зиготу (безъядерную) успешно проведен на мышах япон
скими учеными. Имеются сообщения о клонировании сви
ньи, коровы, кошки. Таким образом, была доказана способ-

Генотип А  Генотип В Генотип В Генотип А

Клетки молочной 
железы овцы (КМЖ)

Яйце!

О ) Удаление 
ядра

Овца-реципиент Долли

Введение I )
ядра КМЖ

Энуклеированная
яйцеклетка Трансплантация

I Реконструированная

Стимуляция
деления

зигота Морула

Рис. 4.15. Клонирование овцы методом переноса ядра 
(по Л.И . Корочкину, 1999)
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4.5. Генетическая инженерия животных

и ость ядер соматических клеток обеспечивать нормальное 
развитие млекопитающих.

Исследования по клонированию животных имеют фун
даментальное значение. Полная схожесть организмов дает 
нозможность сравнивать влияние на них различных препа
ратов и внешних условий (например, оценивать мутаген
ность различных химических соединений); выяснить меха
низмы дифференцировки клеток в процессе онтогенеза и 
нозможность управления этими процессами. Это открывает 
путь к генотерапии и искусственному созданию органов 
для трансплантации. Появление клонов важно и для испы
тания новых лекарств.

Д ост иж ен и я  генет ической  
инж енерии  ж ивот ны х

Трансгенные животные являются удобной моделью для 
изучения болезней человека, их также планируют исполь
зовать для производства необходимых человеку биомеди
цинских препаратов.

Трансгенные животные как модели наследственных 
заболеваний человека

Трансгенные линии животных служат для моделирова
ния различных генетических болезней человека, что имеет 
огромное значение для медицинской генетики. По данным 
секвенирования генома мыши, у человека содержится око
ло 70-80 % гомологичных генов (генов-ортологов). На мы
шах можно получать мутации, осуществлять генно-инженер- 
ные манипуляции и изучать механизмы регуляции экспрес
сии генов, проводить скрещивание трансгенных животных 
и анализ наследования в потомстве.

На трансгенных животных можно изучать наследствен
ные заболевания мозга и нервной системы. Гены болезни 
Альцгеймера (отложение белка [3-амилоида приводит к об
разованию бляшек) и гены, отвечающие за развитие эпи
лепсии и болезней мозга, вводят в геном нормальных живот
ных; при этом получают трансгенных животных-моделей, 
на которых можно испытывать различные терапевтические 
препараты.
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Трансгенных животных стали использовать для иссле
дования воспалительных и иммунологических заболеваний 
человека, например ревматоидного артрита. С их помощью 
моделируют болезни — атеросклероз, мышечную дистро
фию (миодистрофия Дюшенна), образование опухолей, ги
пертонию, сердечно-сосудистые и прионные заболевания и др.

На основе изучения трансгенных животных разрабаты
вают методы генетической терапии (способы лечения раз
личных наследственных заболеваний). При этом используют 
соматическую трансфекцию — метод, при котором генети
ческие конструкции вводят в определенные клетки и ткани 
организма пациента.

Использование трансгенных животных 
в качестве биореакторов

Самая мощная белоксинтезирующая система находится 
в клетках молочной железы. Если поставить гены чужих 
белков под контроль казеинового промотора, то экспрессия 
этих генов будет мощной и стабильной, а белок будет на
капливаться в молоке. Такие трансгенные животные, секре- 
тирующие в молоко гормоны, ферменты, антитела, факторы 
свертывания крови и роста и др., уже начинают использо
вать как биореакторы, т. е. продуценты биологически актив
ных лекарственных белков человека. Традиционно такие 
белки выделяли из донорской крови, дефицит которой и 
низкая концентрация этих белков в ней не позволяют полу
чать необходимое количество препаратов для фармакологии.

Первоначально необходимо получить трансгенное жи
вотное, у которого чужой ген экспрессируется в клетках 
молочной железы и его продукт выделяется в молоко. Для 
этого создают генетическую конструкцию, содержащую ре
комбинантную ДНК трансгена и промотор гена (3-казеина — 
белка, входящего в состав молока. Генетическую конструк
цию вводят в зиготу. Причем генетическая конструкция 
должна работать только в клетках молочной железы и 
только во время лактации, не оказывая побочного действия 
на организм трансгенного животного.

В Англии в 1988 г. впервые удалось получить трансген
ных овец, продуцирующих с молоком фактор свертывания
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крови, необходимый для лечения людей, больных гемофи
лией. В последующие годы в мире созданы трансгенные 
мыши, кролики, овцы, козы, свиньи, коровы, в молоке ко
торых секретируются белки человека (ценнейшие фармацев
тические вещества) — антитрипсин, антитромбин, белок С, 
сывороточный альбумин (используемый при операциях), 
различные моноклональные антитела, эритропоэтин, инсу
линоподобный фактор роста, интерлейкины и др.

Уже получены трансгенные коровы, в молоке которых 
содержится человеческий белок лактоферрин. Этот белок 
планируют применять для профилактики гастроэнтерологи
ческих заболеваний у людей с низкой иммунорезистентно
стью. Это больные СПИДом, недоношенные младенцы, 
больные раком, прошедшие радиотерапию.

В России в 1995 г. были предприняты попытки создать 
овец, продуцирующих химозин. Это ключевой фермент сы
роделия, его традиционно выделяют из слизистой оболочки 
сычуга забитых молочных телят и ягнят.

Интересны и перспективны работы по созданию живот
ных — продуцентов белка паутины пауков, поскольку 
прочность на разрыв нитей паутины в расчете на площадь 
поперечного сечения на порядок превосходит прочность 
стальных канатов. Так, перенеся в геном коз гены паука, 
отвечающие за выработку белков паутины, американские и 
канадские генетики получили трансгенных животных, про
дуцирующих «биосталь» — молоко, содержащее белок, по 
прочности превосходящий металл.

Использование трансгенных животных позволит сни
зить стоимость большинства дорогостоящих высокоэффектив
ных препаратов в 10-20  раз и перевести, например, многие 
лекарства из разряда элитных в число общедоступных.

Трансгенные животные с выключенными генами 
(генный нокаут)

Генный нокаут (от англ. кпоск оиЪ — выбить) — это на
правленное разрушение (выключение) определенного гена с 
помощью гомологичной рекомбинации. Животные-нокауты — 
удобная модель для исследования функций различных генов.
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Сложность генома млекопитающих затрудняет проведение 
генетического анализа. Большинство исследований в этой 
области проводилось на мышах — классическом объекте ге
нетики. Создание линий мышей, гомозиготных по направ
ленно инактивированному гену, позволяет изучать детер
минируемые данным геном свойства на уровне организма.

Большое значение имеют опыты по созданию живот
ных, продуцирующих молоко, максимально приближаю
щееся по составу к материнскому молоку человека. Для 
этого нужно выключить несколько генов коровы, т. е. по
лучить животных-нокаутов, а затем ввести в ее геном не
сколько генов человека.

Трансгенные животные — источники органов 
для пересадки человеку

Трансгенных животных получают и для целей ксено- 
трансплантации, т. е. как источник органов для пересадки 
человеку.

Удобным донором органов являются свиньи, так как под
ходят человеку по строению, размерам и многим биохими
ческим показателям. Но пересаживать их органы без генети
ческого изменения (трансформации) невозможно, так как 
они будут немедленно отторгнуты иммунной системой паци
ента. Чтобы этого не произошло, необходимо создать трансген
ную свинью, у которой будут «нокаутированы» соответствен
ные гены гистонесовместимости (тканенесовместимости), а 
вместо них введены гены гистосовместимости человека. Эти 
гены располагаются компактно в локусах гистосовмести
мости, и при проведении генного нокаута можно «выклю
чить» сразу несколько генов. В январе 2002 г. было объяв
лено о рождении в США пометов трансгенных клонов сви
ньи с «отключенными» генами гистонесовместимости.

Создание трансгенных свиней, у которых продукты экс
прессии генов ингибируют процесс отторжения органов при 
их пересадке, дает надежду на возможность успешной 
трансплантации органов животных в организм человека и 
позволит создать постоянный запас органов для пересадки 
людям.
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Итак, получение трансгенных животных представляет 
интерес не только для фундаментальных исследований, но 
и для практического использования. Однако, несмотря на 
го что первые трансгенные животные были получены более 
:’0 лет назад, до сих пор на рынке нет ни одного генетиче
ски модифицированного животного для использования в 
хозяйственной деятельности. Это связано с определенными 
техническими (сложность получения и размножения), фи
нансовыми, а иногда и этическими проблемами. Тем не ме
нее успехи генетической инженерии животных очевидны. 
Разработаны различные методы переноса генов в генетиче
ский материал животных и получены трансгенные особи 
млекопитающих, низших позвоночных и беспозвоночных 
животных. Ученые научились не только переносить в гене
тический материал животных отдельные гены, но и «вы
ключать» или заменять некоторые конкретные гены.

4.6. Генодиагностика 
и генотерапия человека

Генодиагностика — совокупность методов по выявле
нию изменений в структуре генома. Это относительно но
вое, перспективное, быстро развивающееся направление 
диагностики. Диагностические методы обладают высокой 
специфичностью и чувствительностью, а также достаточно 
просты и достоверны. Успехи современной медицины во 
многом зависят от того, насколько рано и точно можно ди
агностировать наиболее распространенные генетические и 
инфекционные заболевания, а также новообразования.

Генетическая инженерия ввела в практику ДНК-диаг- 
ностику. Известно, что участок ДНК, отвечающий за дан
ный биологический признак, имеет определенную нуклео
тидную последовательность, которая может служить диаг
ностическим маркером. В основе методов ДНК-диагностики 
лежит выявление специфических нуклеотидных последова
тельностей в биологических образцах методом гибридиза
ции (ДНК — ДНК, ДНК — РНК) или полимеразной цепной 
реакции (ПЦР).
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Эти методы имеют несколько общих этапов:
— денатурация ДНК-мишени; фиксация полученной од

ноцепочечной молекулы ДНК-мишени на мембранном 
фильтре;

— инкубация мембранного фильтра с одноцепочечной 
молекулой ДНК-зонда, которая при определенной темпера
туре и ионной силе спаривается с ДНК-мишенью;

— промывание фильтра для удаления избытка не свя
завшихся меченых молекул ДНК-зонда;

— определение наличия гибридных молекул ДНК-ми- 
шень/ДНК-зонд с помощью радиоавтографического метода.

Гибридизация нуклеиновых кислот основана на исполь
зовании зондов, применяемых для выявления комплемен
тарных последовательностей (искомого участка ДНК). Для 
обеспечения высокой точности диагностического теста гиб- 
ридизационные ДНК- и РНК-зонды должны быть высоко
специфичными. Специфичность зондов проявляется на раз
ных уровнях: на видовом (различают два или более видов), 
на уровне отдельных штаммов в пределах одного вида, на 
генетическом уровне (различают разные гены).

Использование метода полимеразной цепной реакции 
ПЦР для мультипликации тестируемой ДНК обеспечивает 
также высокую чувствительность этих зондов.

В настоящее время получены и охарактеризованы более 
ста различных ДНК-зондов. Зонды применяют для:

— обнаружения генов или нуклеотидных последователь
ностей, специфичных для возбудителя инфекционного забо
левания;

— обнаружения в тканях единичных клеток патоген
ных штаммов: хламидий, вируса гепатита С, возбудителей 
туберкулеза и др.;

— диагностики наследственных заболеваний путем на
хождения специфических изменений в генах. Подобные 
зонды существуют для диагностирования более 1000 на
следственных заболеваний, в том числе фенилкетонурии, 
серповидной анемии, дефицита а-антитрипсина, мышечной 
дистрофии, болезни Альцгеймера, мусковисцидоза, гемофи
лии и др.
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Преимущества ДНК-диагностики — быстрота, надеж
ность, высокая чувствительность и специфичность. Методы 
ДНК-диагностики имеют широкую перспективу развития, с 
их помощью в принципе можно выявлять на ранних стади
ях заболевания практически любые патогенные микроорга
низмы и определять многообразие наследственных заболе
ваний.

Генет ическая  т ерапия

Большие перспективы в лечении наследственных забо
леваний человека открывает генетическая терапия (ген о 
терапия). Она позволит устранить генетические дефекты 
(коррекция наследственных патологий) путем введения в 
соматические клетки полноценных (функционально актив
ных) генов вместо (или помимо) поврежденного (мутантно
го) гена, а также лечить различные заболевания за счет 
введения в организм чужеродной генетической информа
ции с целью получения терапевтического эффекта.

Принципиальный смысл генетической терапии заключа
ется в замещении мутантного белка (с которым связано 
развитие болезни) клеток человека на соответствующий 
нормальный белок, который будет синтезироваться в клет
ках. То есть генотерапия направлена на компенсацию нару
шенных функций клетки на генетическом уровне. Причем 
таким способом возможно лечение не только генетических, 
но и других (неинфекционных и инфекционных) заболева
ний (рак, СПИД и т. п.), поэтому методы генетической те
рапии различны.

Существует два типа генотерапии: заместительная и 
корректирующая. Заместит ельная генотерапия  заключа
ется во вводе в клетку неповрежденного гена, когда болезнь 
связана с отсутствием или малым количеством белкового 
продукта. В клетку вводится неповрежденный ген, и созда
ются условия для его экспрессии (наряду с экспрессией му
тантного гена) с целью получения достаточного количества 
нормального белка-продукта. Внесенная копия заменит по 
функциям сохранившийся в геноме больного дефектный ген. 
Все проводимые сегодня клинические испытания использу
ют внесение в клетку дополнительных количеств ДНК.
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При корректирующей генот ерапии  предполагается за
мена дефектного гена нормальным в результате рекомбина
ции. Пока этот метод проходит стадию лабораторных испы
таний, и его эффективность еще очень низка.

В зависимости от способа введения экзогенных ДНК в 
геном пациента, существует два принципа лечения:

— генетическая терапия ех ушо (рис. 4.16). Так назы
ваемый «терапевтический» ген переносят в изолированные 
клетки больного с помощью ретровирусных векторов, 
трансдуцированные клетки культивируют т  1>Иго и снова 
вводят в организм больного человека;

Рис. 4.16. Схематическое представление генной терапии ех ишо 
(по Б. Глику и Дж. Пастернаку, 2002). Процедура включает:

1 — получение от пациента клеток с генным дефектом; 2 — 
культивирование изолированных клеток; 3 — трансфекцию «терапев
тической» генной конструкции в изолированные клетки; 4 — отбор, 
выращивание и тестирование трансфицированных клеток; 5 — транс
плантацию и трансфузию трансфицированных клеток пациенту
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— генетическая терапия т  оЬио (рис. 4.17). Введение 
♦ терапевтического» гена непосредственно в клетки тка
ни-мишени пациента с помощью вирусных векторов или 
путем инъекций чистой ДНК, биобаллистики, введения ли- 
иосом.

Для переноса генов чаще всего используют относительно 
легко доступные клетки: фибробласты, лимфоциты, клетки 
печени — гепатоциты, эндотелиальные и мышечные клет
ки, стволовые клетки костного мозга. Такие клетки легко 
извлекаются из организма, затем в них можно включить 
необходимую генетическую конструкцию, провести отбор и

« Терапевтический » 
ген, способный 

экспрессироваться

Рис. 4.17. Схематическое представление генной терапии т ишо 
(по Б. Глику и Дж. Пастернаку, 2002). Клонированный 

«терапевтический» ген (ген X ) кодирует белок, корректирующий 
генетический дефект. Этот ген доставляется к клеткам определенной 
ткани пациента с наследственным заболеванием и экспрессируется в 

них. Промотор р, под контролем которого осуществляется 
транскрипция, тканеспецифичен

Пациент
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Глава 4. Генетическая инженерия

культивирование т  иИго трансформированных клеток, 
после чего вновь ввести их в организм больного. При этом 
у реципиента не развивается нежелательного иммунного 
ответа. Однако это сложная и дорогостоящая процедура.

В настоящее время в клиниках экспериментируют с Т- 
лимфоцитами (острый комбинированный иммунодефицит, 
вызванный дефектом в гене айа), миобластами (мышечная 
дистрофия Дюшенна: дефект в гене дистрофина), фибро- 
бластами (гемофилия — дефекты в генах факторов IX  или 
V III), клетками эпителия бронхов (мусковисцидоз — де
фект в гене с/-трансмембранного фактора) и гепатоцитами 
(семейная гиперхолестеринемия — дефект в гене рецептора 
липопротеинов низкой плотности).

В том случае, когда клетки с дефицитным геном нельзя 
извлекать и культивировать, проводят трансгеноз т  ошо. 
Это очень перспективный подход, рассчитанный на массо
вое лечение широко распространенных заболеваний, однако 
пока он апробирован только для лечения мусковисцидоза.

Список наследственных заболеваний, которые пытают
ся или планируют лечить генами, велик. Это и ревматоид
ный артрит, и фенилкетонурия, и заболевания, связанные 
с недостатком гормонов (инсулина, эритропоэтина, гормона 
роста). Огромные перспективы открывает использование ге
нотерапии для лечения онкологических заболеваний. По 
мере усовершенствования методов доставки генов и контро
ля их экспрессии список заболеваний, к которым можно 
применять генотерапию, будет безусловно расширяться.

Таким образом, в будущем генетическая терапия может 
стать одним из ведущих направлений в лечении наследст
венной патологии человека в связи с возможностью исправ
лять функции генетического аппарата больного, нормали
зуя его фенотип.

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ И ЗАДАНИЯ К ГЛАВЕ 4

1. Кем и когда были открыты нуклеиновые кислоты?
2. Кто впервые предложил двунитиевую структуру ДНК и в ка

ком году это произошло?
3. Назовите дату основания генетической инженерии.
4. Расскажите о строении нуклеиновых кислот.
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Контрольные вопросы

5. В чем значение принципа комплементарности для молекулы 
ДНК?

6. Что такое трансгеноз и трансгенные организмы?
7. Что такое рекомбинантная ДНК? ее значение?
8. Перечислите этапы создания рекомбинантной ДНК.
9. Какие ферменты участвуют в создании рекомбинантной ДНК?

10. Что такое плазмидный вектор? Какими свойствами он обладает?
11. Назовите особенности разных типов векторных систем.
12. Перечислите этапы создания трансгенных растений.
13. Какие технологии прямого переноса генов в клетки использу

ются для получения трансгенных микроорганизмов, живот
ных, растений?

14. Перечислите особенности строения геномов прокариотической 
и эукариотической клеток.

15. В чем состоит сущность технологии синтеза к ДНК?
16. Каково значение к ДНК в клонировании генов?
17. Что такое геномные библиотеки и в чем заключается их отли

чие от библиотек кДНК?
18. Перечислите особенности технологии амплификации нуклеи

новых кислот.
19. В чем состоит отличие амплификации ДНК от ее клонирова

ния?
20. Что такое секвенирование ДНК?
21. В чем состоит значение гибридизационных ДНК- и РНК-зондов?
22. Расскажите о возможностях использования трансгенных орга

низмов.
23. Что такое плазмиды?
24. Расскажите о разновидностях плазмид и выполняемых ими 

функциях.
25. Можно ли считать синонимами формулировки «трансформи

рованное растение» и «трансгенное растение»?
26. Что такое селективные и маркерные гены? Расскажите о них.
27. Для каких целей используют гены селективных маркеров при 

проведении агробактериальной трансформации клеток?
28. От каких факторов зависит эффективность агробактериальной 

трансформации?
29. Перечислите достижения в области генетической инженерии 

растений.
30. Перечислите достижения в области генетической инженерии 

животных.
31. Что такое генодиагностика и генотерапия?
32. Чем отличаются генетическая терапия ех  ушо от генетиче

ской терапии 1п оИго?
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Глава 5

КОЛЛЕКЦИИ И КРИОБАНКИ 
КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУР

В условиях глобального экологического неблагополу
чия особую актуальность приобрела проблема сохранения 
биоразнообразия. Серьезные опасения вызывает и стреми
тельное сокращение числа видов животных и растений на 
Земле, а потеря биологического разнообразия — это потеря 
ценного генофонда и, соответственно, устойчивости экосистем.

По оценкам экологов, каждый час с планеты исчезает один 
биологический вид, что с точки зрения генетической инже
нерии означает безвозвратную потерю от 1 тыс. до 10 тыс. 
генов. Предполагают, что к 2015 г. число живых объектов 
на Земле может уменьшиться на 20 %. Все это вызывает 
большую тревогу и ставит перед биотехнологами задачу ре
шения проблемы сохранения биоразнообразия растений на 
нашей планете.

5.1. Сохранение организмов и клеточных культур

Необходимость сохранения и восстановления генетиче
ских ресурсов дикорастущих растений способствовала при
нятию в 1992 г. в Рио-де-Жанейро международной Конвенции 
по сохранению биологического разнообразия (ратифициро
вана Россией в 1995 г.). Глобальная стратегия по сохране
нию растений была принята на Шестой встрече в рамках 
Конференции Сторон по Конвенции о биологическом разно
образии, проведенной в Гааге в 2002 г. В связи с этим в 
«Стратегию ботанических садов России по сохранению био
разнообразия растений» (Москва, 2002 г.) был включен 
раздел об организации банков семян и вегетативно размно
жаемых форм растений.
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5.1. Сохранение организмов и клеточных культур

Наиболее полноценно генофонд дикорастущих видов со
храняется в природных популяциях на охраняемых терри
ториях — в заповедниках, национальных парках, ботани
ческих садах и т. д. Однако этих традиционных средств со
хранения биологического разнообразия растений уже давно 
недостаточно из-за присущих им ограничений.

Одним из эффективных способов сохранения живых 
объектов, в том числе микроорганизмов и культур клеток, 
является поддержание их в коллекциях, о которых еще не
давно было распространено представление как о месте «скла
дирования» хаотическим образом собранных штаммов. Сейчас 
же коллекции находятся в эпицентре научных исследований, 
поскольку содержат не только культуры, но и значительные 
объемы полезной научной информации. Во многих странах 
мира наблюдается Ренессанс коллекционного дела, и кол
лекции приобретают все большую ценность. Нельзя забы
вать и о том, что их наличие является необходимым усло
вием развития биотехнологии во всех промышленно разви
тых странах. Например, устойчивое функционирование 
крупных национальных коллекций микроорганизмов необ
ходимо для исследовательских и прикладных целей. В то 
же время содержание коллекции — это трудоемкое и доро
гостоящее дело. Согласно подсчетам, стоимость создания и 
сохранения в течение 25 лет коллекции из 3 тыс. микроор
ганизмов составляет 4 млн долларов США.

Во многих странах создаются национальные программы 
по сохранению природного богатства генетических фиторе
сурсов, и обязательным их компонентом является создание 
банков зародышевой плазмы (^егтр1а8т ) :  семян, меристем, 
пыльцы, зародышей, культур тканей и клеток и другого ге
нетического материала. Долговременное хранение геномов 
(зародышевой плазмы) позволяет собрать и сохранить без 
потери жизнеспособности генетически полноценное морфо
логическое, физиолого-биохимическое, адаптационное бо
гатство природной внутривидовой изменчивости.

Одна из актуальных задач современной эволюционной 
биологии заключается в создании системы генетических 
стандартов. Это связано с тем, что каждый генотип может 
эволюционировать при наличии не менее 80-90 % объема 
генетической информации.
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Глава 5. Коллекции и криобанки клеточных культур

Возникла также необходимость надежного сохранения и 
неизменном состоянии штаммов тканей и клеток, являющих 
ся продуцентами веществ народнохозяйственного значения. 
Это вызвано тем, что клеточные штаммы используют вме
сто природного растительного сырья на биотехнологических 
заводах, и создание банка продуцентов, хранящихся необ
ходимый промежуток времени в биологически полноцен
ном состоянии, оградит производство от риска их потери.

В настоящее время разработана биотехнология для под
держания и хранения генофонда ценных видов растений. 
Ее основой являются методы культивирования т  оИго кле
ток, тканей, меристем, зиготических и соматических заро
дышей растений. Однако это довольно трудоемкий процесс, 
поскольку требует значительных затрат ручного труда, 
энергии и реактивов. В связи с этим учеными разрабатыва
ются технологии, способствующие снижению экономиче
ских затрат. К их числу можно отнести:

— замедление роста объектов;
— сушку;
— криосохранение.
Для замедления роста объектов служат следующие спо

собы:
— хранение под слоем минерального масла (применяют 

для бактериальных и грибных культур, иногда — для кле
точных культур высших растений);

— изменение газового состава и атмосферного давления 
внутри культурального сосуда;

— изменение светового режима;
— охлаждение до температуры прекращения активного 

роста;
— использование гормональных (для растительных кле

ток часто применяют хлорхолинхлорид) и осмотических 
(маннит в концентрации 3-6 % ) ингибиторов;

— замена в питательных средах СаС12 на Са(Ж)3)2;
— индукция клубнеобразования в пробирках (позволяет 

сохранить генофонд, например картофеля).
Сушка, применяемая для сохранения объектов, может 

быть проведена в вакуумсушильных шкафах, в распыли
тельной сушилке, которая позволяет пневматически распы-
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,нять раствор до мельчайших капель в камере с потоком на
гретого воздуха.

Наиболее часто используют лиофильную сушку. Метод 
лиофилизации основан на том, что температура кипения 
йоды при давлении 4,6 мм рт. ст. составляет О °С, а при 
давлении 0,034 мм рт. ст. понижается до -50 °С. При этой 
температуре вода замерзает, и поэтому процесс упаривания 
представляет собой типичную возгонку.

Принцип проведения лиофильной сушки весьма прост. 
Йодный раствор полностью замораживают в тонком слое и 
выдерживают в вакууме при давлении 0 ,0 1 -2  мм рт. ст. 
благодаря быстрому испарению воды, замороженный рас
твор постоянно охлаждается. Удаляемые водяные пары 
улавливают в охлаждаемых ловушках или с помощью по
глотителей. Таким способом можно полностью высушить 
продукт за пару часов.

Основные преимущества метода лиофильной сушки со
стоят в том, что:

— в процессе упаривания объект находится при низкой 
температуре. Это особенно важно для обезвоживания бел
ков, антибиотиков, вирусов, микроорганизмов и нестабиль
ных фармацевтических продуктов;

— лиофилизация не сопровождается вспениванием;
I — во время всей операции объект находится при низкой 

температуре, следовательно, нет опасности его микробиоло
гического разрушения, а ферментативное расщепление све
дено до минимума;

— нет опасности окисления нестабильных веществ кис
лородом воздуха, поскольку работу проводят при относи
тельно глубоком вакууме;

— полученные объекты содержат около 0,5 % влаги, 
благодаря чему их можно хранить длительное время, не 
опасаясь разрушения или заражения.

5.2. Криосохранение и его основы

Термин «криосохранение» (сгуоргезегуаИоп), т. е. хра
нение объектов при очень низкой температуре (обычно при 
температуре жидкого азота, которая составляет -196 °С),
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употребляется для обозначения сложного многоэтапного 
процесса, обеспечивающего неограниченно долгое хранение 
живых клеток, тканей и органов в состоянии анабиоза. Ос
новным критерием криосохранения служит обратимое инги
бирование процессов жизнедеятельности. Только в состоя
нии глубокого анабиоза, когда полностью останавливаются 
обменные, биохимические реакции и отсутствует жидкая 
фаза, создаются условия для длительного хранения биоло
гической системы с последующим полным возвратом ее к 
исходному состоянию в условиях нормотермии.

Единственно надежным средством для решения этой за
дачи является глубокий холод (-140 °С и ниже), обеспечи
ваемый применением жидкого азота.

Важнейший этап процесса криосохранения — замора
живание. В настоящее время известны два метода криосох
ранения: программное (медленное) и сверхбыстрое замора
живание. Программное замораживание изучается уже давно, 
поэтому его довольно широко применяют при сохранении 
животных и растительных клеток. Сверхбыстрое замора
живание разрабатывается сравнительно недавно, однако 
считается, что за этим методом будущее.

На этом этапе возникают трудности, так как существует 
две группы объектов, подвергаемых криосохранению:

— ткани, содержание воды в которых минимально 
(пыльца, ортодоксальные семена). Для таких объектов про
цесс замораживания достаточно прост: их можно погру
жать непосредственно в жидкий азот и оттаивать впослед
ствии на воздухе в обычных условиях;

— большинство растительных тканей. Для них харак
терны большие размеры клеток, прочная целлюлозная 
стенка и наличие центральной вакуоли. Причем именно 
степень вакуолизации клетки (оводненность) играет основ
ную роль в устойчивости к действию низких температур. 
Для таких объектов прием простого замораживания мало 
эффективен, так как не происходит сохранения всех исход
ных свойств и жизнеспособности.

При проведении работ по криосохранению клеток расте
ний, особенно культивируемых в условиях т  оИго, следует 
отбирать мелкие клетки с маленькой вакуолью и пониженным
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содержанием воды. Необходимо разрабатывать в каждом 
отдельном случае условия замораживания и последующего 
оттаивания. Это связано с двумя повреждающими фактора
ми, проявляющимися при замораживании. Первый из них — 
мед, он возникает сначала в растворе вокруг клеток; второй — 
дегидратация клеток, вызываемая формированием кристал
лов этого внеклеточного льда. Поэтому необходимо с наимень
шей потерей жизнеспособности миновать при заморажива- 
иии-оттаивании зону между температурой защитного раство
ра и температурой -40 °С (в редких случаях — до -70 °С). 
Именно в этой температурной зоне проявляется действие 
обоих повреждающих факторов замораживания, каждый 
из которых опасен потому, что способен вызвать деструк
цию внешней клеточной мембраны — плазмалеммы и, сле
довательно, гибель клеток.

Первая задача криосохранения — предотвратить обра
зование кристаллов льда внутри клеток. В случае клеток 
растений она решается труднее, чем для других объектов, 
вследствие обилия в них свободной воды. Эту трудность 
можно преодолеть за счет снижения скорости охлаждения 
или предварительным обезвоживанием клеток. Известно, 
что чем больше воды в клетке, тем меньше должна быть 
скорость замораживания. С другой стороны, предваритель
ное обезвоживание клеток может вызвать их повреждения, 
связанные с дегидратацией.

Вторая задача криосохранения — ослабить стрессовые 
воздействия, вызванные неизбежной дегидратацией. Для 
этого необходим определенный состав смеси протекторов и 
оптимальная скорость замораживания. Желательна также 
оптимизация всей программы процесса криосохранения.

При проведении планомерных фундаментальных и при
кладных исследований выясняют механизмы криоповреж
дений и криозащиты биологических систем разных уров
ней организации. Рассмотрим некоторые из них:

1. Предот вращ ение образования внут риклет очного  
льда. В большинстве случаев клетка погибает при образова
нии льда в протопласте, поскольку для ее структур безопас
ны лишь кристаллы льда размером не более 0,1 мкм.
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При быстром понижении температуры (20 °С/мин) в 
протопласте образуются очень мелкие кристаллы льда, ко
торые являются центрами кристаллизации. Они быстро 
растут, присоединяя молекулы воды из протопласта. Обра
зующиеся большие кристаллы льда способны механически 
повредить клетки, в основном мембраны и клеточные 
структуры.

При медленном замораживании (в парах жидкого азота 
или в специальных программных замораживателях) лед об
разуется в первую очередь в межклетниках. Известно, что 
менее концентрированные растворы, находящиеся в них, 
замерзают быстрее. По мере охлаждения кристаллы льда, 
возникшие в апопласте, растут за счет воды. Лед формиру
ет градиент водного потенциала, направленный из клеток в 
межклетники. Это постепенно приводит к дегидратации 
клеток и, как следствие, к денатурации белков, нарушению 
функционирования мембран, увеличению концентрации ио
нов до токсических величин, нарушению синтеза нормаль
ных клеточных белков.

Образование внеклеточного льда и связанный с этим от
ток воды из клеток стимулируются специальными вещест
вами, которые клетки выделяют в апопласт. Такие соедине
ния называются нуклеаторами, а сам процесс — нуклеаци- 
ей. Эти вещества выполняют роль центров кристаллизации 
воды (затравок), тем самым повышая порог зародышеобра- 
зования льда. Благодаря нуклеаторам, лед в межклетниках 
образуется при более высокой температуре, чем те темпера
туры, которые требуются для замерзания внутриклеточной 
среды.

Таким образом, постепенная дегидратация протопласта 
является одним из необходимых условий выживания кле
ток при замораживании.

2. Биологические антифризы. В клетках некоторых 
растений синтезируются высокомолекулярные соединения, 
тормозящие процессы нуклеации и роста кристаллов льда. 
Эти соединения получили название биологических анти
фризов. Они препятствуют внеклеточному образованию 
льда, особенно в тех органах и тканях, клетки которых
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должны сохранить максимальное количество воды и нахо
диться в переохлажденном состоянии (почки и меристемы). 
Известны антифризы белковой, гликопротеиновой и поли
сахаридной природы.

Таким образом, с помощью антифризов возможно осу
ществление блокады роста кристаллов льда.

3. Накопление сахаров и других  совмест имы х осм о- 
питов. Снижение содержания воды в клетках при образо- 
щ| нии внеклеточного льда и сопутствующее дегидратации 
увеличение концентрации ионов в цитоплазме вызывают 
различного рода нарушения в структуре и функциях биопо- 
пимеров, в частности происходит денатурация белков и по
давляется их ферментативная активность, изменяется 
структура липидного бислоя мембран и нарушается их це
лостность. Деструктивные изменения в мембранах, в свою 
очередь, приводят к нарушению внутриклеточной компарт- 
ментации веществ.

Регуляция осмотического давления в клетках при Холо
довой дегидратации осуществляется преимущественно за 
счет биосинтеза низкомолекулярных органических соедине
ний, которые получили название осмолитов. Они хорошо 
растворимы в воде, нетоксичны, не вызывают изменений в 
метаболизме, отчего и получили второе название — совмести
мые вещества. Это могут быть моно- и олигосахариды, мно
гоатомные спирты, аминокислоты, бетаины, амины и белки.

Наряду с осморегуляцией, эти вещества выполняют еще 
одну очень важную при дегидратации функцию. Она может 
быть определена как защитная (протекторная) по отно
шению к биополимерам цитоплазмы. Подчеркивая двой
ную роль осмолитов, их часто называют криопротекторами 
(от греч. кгуоз — холод и лат. рго!ес!;ог — покровитель, 
мящитник).

Наиболее известны такие криопротекторы, как диме- 
тилсульфоксид (ДМСО), различные сахара, глицерин, эти- 
ленгликоль, пролин. Все они делятся на две группы — про
никающие и не проникающие в клетки, хотя это разделе
ние достаточно условно. Так, глицерин может проникать в 
клетку при комнатной температуре или выступать как не
проникающее соединение, если его добавлять при О °С.
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Криопротекторы, синтезируясь в клетках при понижен
ных температурах, могут предотвратить или резко замед
лить рост кристаллов льда. Чем выше концентрация рас
твора, тем ниже точка его замерзания. При накоплении, 
например, растворимых сахаров в клетке, во-первых, понижа
ется водный потенциал цитоплазмы и снижается точка ее 
замерзания, что препятствует образованию внутриклеточного 
льда; во-вторых, сахара повышают осмотическую концент
рацию клеточного сока, способствуя увеличению водоудер
живающей силы клеток и тем самым защищая их от обез
воживания при образовании внеклеточного льда; в-третьих, 
сахара защищают белки от денатурации, наступающей 
вследствие сближения макромолекул при дегидратации, а 
также повышения концентрации токсичных веществ.

Таким образом, гидрофильные белки, моно- и олигоса
хариды, обладающие криопротекторным эффектом, способ
ны связывать значительные количества воды. Связанная 
таким образом вода уже не замерзает и не транспортирует
ся. Считается, что белки и углеводы, обладающие криопро
текторным эффектом, способны стабилизировать другие 
белки и клеточные мембраны при дегидратации клеток.

4. Изменение состава мембранных липидов и текучес
ти мембран. Дегидратация клеток оказывает непосредствен
ное воздействие на структурное состояние липидов мембран. 
Мембраны в норме связывают до 30-50 % воды клетки. 
Взаимодействуя с заряженными и полярными группами бел
ков и фосфолипидов, вода стабилизирует структуру мембран.

Основной причиной повреждающего действия низких 
температур на клетки является нарушение функционирова
ния клеточных мембран из-за их затвердевания, связанного 
с фазовыми переходами, поскольку при достаточно низких 
температурах липидные бислои ведут себя как твердые те
ла. При температуре выше фазового перехода структура 
бислоя сохраняется, при этом жирные кислоты «плавят
ся», в результате чего вращение и скручивание молекул 
происходит легче, чем при низких температурах.

Различная реакция на низкие температуры определяет
ся в первую очередь различиями в составе жирных кислот, 
входящих в состав мембранных фосфолипидов. Когда в
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фосфолипидах велико содержание насыщенных жирных 
кислот (таких, как пальмитиновая и стеариновая), для та
ких мембран характерны более высокие температуры фазо
вого перехода. При этом они становятся менее текучими, 
что нарушает функционирование многих белков: каналов, 
переносчиков, рецепторов, ферментов и т. п. Выявлено, что 
увеличение количества ненасыщенных жирных кислот (та
ких, как линоленовая и линолевая) в составе мембран при
водит к снижению температуры фазового перехода мемб
ранных липидов, и как результат увеличивается текучесть 
таких мембран.

Сильная дегидратация может стать причиной наруше
ния связи между липидами и белками мембран. При вне
клеточном образовании льда в мембранах появляются уча
стки, не содержащие белков.

Таким образом, главной мишенью криоповреждений 
клеток растений является плазмалемма. Рост толерантнос
ти к замораживанию связан с изменениями ее характерис
тик, в том числе состава липидов и их ненасыщенности.

5. Абсцизовая кислота. Важная роль в адаптации кле
ток растений к низким температурам принадлежит фито
гормону АБК (абсцизовая кислота). Было обнаружено, что 
АБК накапливается в растениях при различных неблагопри
ятных воздействиях (водном дефиците, повышенной кон
центрации солей, пониженной температуре и т. д.). Посколь
ку АБК играет важную роль в адаптации растений к стрес
сам, это соединение получило название гормона стресса.

На многих растениях из разных систематических групп 
показано увеличение внутриклеточной концентрации АБК 
при пониженных температурах, причем у разных видов 
степень увеличения была различна.

Дегидратация сопровождается значительным повышени
ем концентрации гормона в растительных тканях и синтезом 
в них новых белков. Активность многих генов и белков, 
которые экспрессируются при низкой температуре или вод
ном дефиците, может быть индуцирована обработкой АБК.

Таким образом, накопление АБК в ткани при понижен
ной температуре приводит к экспрессии ряда генов и появ
лению криопротекторных белков.
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6 . Окислит ельны й стресс. При низких температурах 
наблюдается интенсивное образование АФ К (активных форм 
кислорода) в хлоропластах, митохондриях, пероксисомах и 
апопласте. При продолжительном холодовом воздействии 
на клетки уровень АФ К повышается во многих компарт- 
ментах, в клетке накапливается перекись и развивается 
окислительный стресс.

Важный фактор устойчивости клеток к низкотемператур
ному воздействию — функционирование мощной антиокси- 
дантной системы. В эту противоокислительную систему вхо
дят высокомолекулярные (ферменты — супероксиддисмутаза, 
каталаза, пероксидаза, глутатион-редуктаза), а также низко
молекулярные (аскорбат, токоферол, глутатион, фенольные 
соединения) антиоксиданты. При низкотемпературном стрес
се активность антиоксидантных ферментов значительно 
возрастает, увеличивается и содержание низкомолекуляр
ных антиоксидантов. Все это способствует снижению по
вреждения клеток при воздействии низких температур.

Способы подготовки к глубокому замораживанию. Из
вестно, что устойчивость клеток к замораживанию зависит 
от их исходного морфофункционального состояния, которое 
определяется особенностями культивирования, фазой роста 
и т. д. Так, клетки в стационарной фазе обладают наиболее 
высокой устойчивостью. Можно подвергать замораживанию 
клетки и в логарифмической фазе роста, тогда для них не
обходимо подобрать оптимальную скорость охлаждения, 
иногда возникает необходимость в применении криопротек
торов. При проведении работ по криосохранению необходи
мо прежде всего учитывать специфику растительных кле
ток, отбирать мелкие клетки, с маленькой вакуолью и по
ниженным содержанием воды.

Физиологические подходы к процессу криоконсервации 
разнообразны. Один из них — стадия культивирования пе
ред криоконсервированием. От состава среды культивиро
вания в ряде случаев зависит криоустойчивость организ
мов. Изменение соотношения углерода и азота в среде 
культивирования, введение в нее жирных кислот, солей 
кальция либо других компонентов меняет криочувстви
тельность организмов, выращенных в этих условиях. В свя
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зи с этим было предложено предварительное культивирова
ние клеток растений в определенных условиях.

Отмечено положительное влияние на криоустойчивость 
как краткой инкубации клеток при пониженной температу
ре, так и закаливания — естественной подготовки морозо
устойчивых клеток. Закаливание суспензий клеток прово
дят, постепенно снижая температуру культивирования и 
одновременно увеличивая концентрацию сахарозы в среде, 
затем добавляют и разные криопротекторы. Однако способ
ность к закаливанию генетически детерминирована.

Другой физиологический подход подготовки к криосох
ранению основан на снижении водного потенциала среды за 
счет добавления в нее осмотически активных веществ — 
криопротекторов. Среди известных криопротекторов выде
ляются такие легко проникающие в клетки вещества, как 
диметилсульфоксид (ДМСО, 5-10 % ), глицерин (10-20 % ), 
а также непроникающие высокомолекулярные — поливи- 
нилпиролидон (ПВП), декстран, полиэтиленгликоль (ПЭГ) 
с молекулярной массой 6000.

Криопротекторами могут также служить сахароза, тре- 
галоза и смеси этих растворов. Кроме того, предваритель
ное культивирование с маннитом и сорбитом (в концентра
ции 2-6 % ) способствовало уменьшению растяжения клеток. 
Положительный эффект такой подготовки к криосохране
нию связан со снижением оводненности клеток.

Следующий способ подготовки связан с физиологиче
ской ролью некоторых эндогенных аминокислот при раз
личных стрессах, обусловленных водным дефицитом. В пер
вую очередь это пролин, чье значение для связывания воды 
в клетках растений широко известно. Для этих целей при
меняют также аланин, аспарагин, серин, глицин, у-амино- 
масляную кислоту.

Известно, что образование стрессовых белков, обуслов
ливающих устойчивость к низким температурам, регулиру
ется фитогормоном АБК. В результате воздействия экзоген
ной АБК возможно добиться увеличения морозоустойчивос
ти и формирования защитных механизмов у растительных 
объектов, что является существенным для целей криокон
сервирования.
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При наблюдении за клетками под криомикроскопом чет
ко видно, как идет образование внутриклеточного льда, нахо
дящееся в прямой зависимости от степени переохлаждения, 
скорости замораживания, наличия или отсутствия центров 
инициации кристаллизации раствора, окружающего клетки.

Большое значение при криосохранении имеет правильно 
подобранный режим замораживания. Так, при криосохра
нении клеток, тканей растений и микроорганизмов целесо
образно применять программное замораживание с инициа
цией кристаллизации и скоростью охлаждения на первом 
этапе замораживания 0,25-1,0 °С/мин (до -40 °С), на втором 
этапе — увеличивать скорость до 9-10 °С /мин и при дости
жении около -60 °С быстро погружать их в жидкий азот.

Эту работу проводят на специальном оборудовании, 
обеспечивающем программное замораживание. Такие при
боры выпускает специальное конструкторское технологиче
ское бюро с опытным производством при Институте проб
лем криобиологии и криомедицины (г. Харьков).

Этап удаления криопротекторов и рекультивирования 
требует особых предосторожностей, так как выжившие клет
ки перенесли сильнейший стресс и частично повреждены. 
Для их сохранения необходимо свести к минимуму все воз
действия, которые могут дополнительно повредить клетки 
и плазмалемму. Однако криопротекторы должны быть уда
лены. Был предложен физиологичный, щадящий способ для 
интенсификации процесса рекультивирования, основанный 
на диффузии криопротекторов из клеток в жидкую среду 
после высева суспензии клеток на фильтры, расположенные 
на поверхности раствора. Это позволяет менять раствор, не 
тревожа клетки, чтобы избежать дополнительного стресса, 
и тем самым интенсифицировать рекультивирование.

Для определения жизнеспособности клеток после отта
ивания применяют наиболее простой, быстрый и вполне 
удовлетворительный способ: окраску витальным красите
лем (0,1% -м раствором феносафранина или 0,25%-м рас
твором синьки Эванса), при которой мертвые клетки окра
шиваются, а живые нет. Окончательным критерием жизне
способности клеток, безусловно, служит четкое возобновление 
их роста и деления при рекультивации на искусственных 
питательных средах после оттаивания.
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Таким образом, если к моменту глубокого заморажива
ния клеточные штаммы сохраняли способность к регенера
ции, то и после криосохранения также имеется возмож
ность регенерировать эти растения, независимо от сроков 
их хранения в жидком азоте, так как восстанавливать рост 
клеточных культур можно спустя годы, а эмбриогенные и 
морфогенетические потенции при криосохранении не изме
няются при условии, что режим хранения не был нарушен, 
т. е. температура никогда не превышала -140 °С, а все эта
пы криоконсервирования были достаточно оптимизирова
ны. Следовательно, криосохранение фактически является 
консервацией в состоянии анабиоза ( криобиоза) ,  когда все 
процессы жизнедеятельности прекращены, но при правиль
ном оттаивании и рекультивировании их можно возобно- 
нить и «оживить» биологические объекты.

Однако требуется дальнейшая исследовательская работа 
по подбору оптимальных условий для обеспечения выжива
ния клеток при криосохранении. Необходимо учитывать 
морфофизиологические и генетические особенности клеток, 
способность их к закаливанию, степень проницаемости кле
точных мембран; правильно подбирать смесь криопротекто
ров, скорость снижения температуры при замораживании 
п, соответственно, условия оттаивания.

Технология, связанная с криосохранением раститель
ных объектов, развивается и постоянно совершенствуется. 
Несомненно, что она имеет свое будущее, поскольку уже 
сегодня криобанки, основанные на методе криосохранения, 
могут значительно облегчить работу селекционеров, предос
тавив им возможность широко использовать пул генов сор
тов, в том числе старой селекции, а также диких и исче
зающих видов растений.

5.3. Криобанки

Проблема надежного и неограниченно длительного хра
нения организмов с наименьшими затратами и на мини
мальной площади решается за счет использования криобан
ков. Это направление биотехнологии стало развиваться с
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начала 1970-х гг. Для спасения исчезающих видов в допол
нение к традиционным способам было предложено хранить 
в жидком азоте семена, апексы, эмбриоиды и клетки, куль
тивируемые т  оИго и способные регенерировать растения. 
Криобанки семян сельскохозяйственных культур и их ди
корастущих сородичей существуют в развитых странах уже 
около 40 лет.

Проблема хранения генофонда растений и их клеточных 
штаммов стала, в сущности, проблемой криосохранения се
мян, апексов побегов, эмбрионов и клеток т  нИго. Апексы 
т  иНго, в отличие от клеток, регенерируют исходный гено
тип и обеспечивают не только сохранение сортов, форм и 
видов, вегетативно размножающихся и других растений, но 
и клонирование отдельных элитных экземпляров.

Благодаря сохранению криоконсервированного генофон
да, селекционерам в любое время может быть предоставлен 
генотип, имеющий искомые признаки: необходимую пыль
цу для проведения гибридизации; уникальные и единичные 
семена, в том числе не выносящие обезвоживания; транс
формированные, мутантные, гибридные клетки разных ви
дов растений, способных к морфогенезу т  иИго; зиготиче- 
ские и соматические зародыши и т. д.

Кроме того, создание на биотехнологическом производ
стве запасов посевного криоконсервированного материала с 
высокой специфической активностью позволяет добиваться 
получения стандартного высокоактивного продукта, исклю
чить потери, связанные со снижением специфической ак
тивности на различных этапах схем наработки посевного 
материала. Приемы криоконсервирования можно использо
вать также на стадии хранения особо ценного продукта.

Хранение материала в жидком азоте практически не ли
митировано. Например, в криобанке Института физиологии 
растений РАН хранятся клетки моркови, которые находят
ся в жидком азоте около 25 лет, меристемы картофеля — 
более 10 лет и др.

Уже разработаны способы криосохранения для культи
вируемых клеток более 30 видов, полученных из растений 
(13 видов), каллусных культур (около 10 видов), изолиро
ванных протопластов (8 видов), меристем (25 видов, в числе
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Контрольные вопросы

которых земляника, наперстянка, ромашка, малина, гвозди
ка, картофель) и кончиков стебля (13 видов). Из них 14 штам
мов — продуценты экономически важных веществ (рис. 5.1, 
см. цв. вклейку). Полное восстановление роста культур по
лучено после 25 лет хранения. Возобновленные культуры 
сохранили все свои основные характеристики, клетки кар
тофеля, моркови и меристемы регенерировали растения. 
Н криобанке хранятся также семена более 100 видов охра
няемых растений, собранных сотрудниками разных инсти
тутов на территории от Балтики до Курил.

Таким образом, криосохранение — современный, на
дежный способ длительного хранения клеточных штаммов, 
тканей и микроорганизмов.

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Что вам известно об условиях, в которых наиболее полноцен
но сохраняется генофонд дикорастущих видов растений и жи
вотных?

2. Какие способы сохранения живых объектов вам известны?
3. Сколько стоит создание и сохранение коллекции микроорга

низмов?
4. Какие технологические подходы используют для снижения 

экономических затрат при сохранении генофонда растений?
5. Какие способы применяются для замедления роста объектов?
6. Расскажите о методе лиофильной сушки и его применении.
7. Дайте определение термина «криосохранение».
8. В чем сущность понятия «криоконсервация»? Каково его био

логическое значение?
9. Перечислите методы, используемые при криосохранении объ

ектов.
10. Какие организмы или их ткани и клетки могут служить объ

ектами криоконсервации?
11. Почему замораживание является важнейшим этапом процесса 

криосохранения?
12. Какие задачи стоят при проведении криосохранения живых 

организмов?
13. В чем сложность замораживания растительных клеток, по 

сравнению с клетками животных и микроорганизмов?
14. Сравните, как влияет на клетки внеклеточный и внутрикле

точный лед, образующийся при замораживании объектов.
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15. Как предотвратить образование внутриклеточного льда?
16. Расскажите о биологических антифризах.
17. Какие изменения в метаболизме живых организмов происхо

дят при криосохранении?
18. Что такое криопротекторы?
19. Какова функциональная роль криопротекторов при подготов

ке живых объектов к криосохранению? В чем заключаются 
особенности их применения?

20. Сравните технологии быстрого и медленного замораживания 
и перспективы их применения.

21. Какие изменения происходят в мембранах клеток при низких 
температурах?

22. Какой фитогормон играет важную роль при адаптации клеток 
к низким температурам и в чем его значение?

23. Перечислите этапы технологического процесса криоконсерва
ции и расскажите о них.



Глава 6

ОСНОВЫ ПРОМЫШЛЕННОЙ БИОТЕХНОЛОГИИ 
И ПОЛУЧЕНИЕ ПЕРВИЧНЫХ И ВТОРИЧНЫХ 

МЕТАБОЛИТОВ

Все живые организмы на нашей планете образуют раз
личные соединения первичного метаболизма, такие, как уг
леводы, белки, липиды, витамины и другие вещества, необ
ходимые для роста и развития. Их содержание и состав за- 
нисят от генетических характеристик объектов, стадии 
онтогенеза и условий произрастания.

Помимо первичных метаболитов, у некоторых организ
мов (преимущественно растений) осуществляется синтез 
гак называемых вторичных метаболитов, к которым отно
сятся алкалоиды, терпеноиды, стероиды, фенольные соеди
нения, цианогенные гликозиды и др. (рис. 6.1). Эти низко
молекулярные вещества во многих случаях характерны для 
определенных видов растений, а их синтез в значительно 
большей степени видоспецифичен, чем синтез первичных 
метаболитов.

Все это свидетельствует о чрезвычайном разнообразии 
соединений, образуемых живыми организмами. Многие из 
них имеют важное народнохозяйственное значение и поэто
му являются целевыми продуктами биотехнологических 
производств.

Обмен веществ клетки подчиняется сложнейшей систе
ме регуляции. Задачей же биотехнолога является обеспече
ние сверхсинтеза необходимых для практических целей 
продуктов метаболизма, что достигается путем изменения 
как регуляторных систем метаболизма, так и генетических 
программ.
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СО„
Фотосинтез
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кислота
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Рис. 6.1. Основные пути синтеза вторичных соединений и их связь 
с первичным обменом веществ (по С.С. Медведеву, 2004)

6.1. Основные методы и подходы, используемые 
в промышленной биотехнологии

Как мы уже говорили, биотехнология — это целенап
равленное получение ценных продуктов за счет использова
ния биохимической деятельности микроорганизмов, изоли
рованных клеток или их компонентов.

Преимущест ва биотехнологических производств:
— возможность получения специфичных и уникальных 

природных веществ, часть из которых (например, белки, 
ДНК) еще не удается получать другим путем (например, 
химическим синтезом);
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— проведение биотехнологических процессов при отно
сительно невысоких температурах и давлениях;

— высокие скорости роста и накопления биомассы;
— использование в качестве сырья дешевых отходов 

сельского хозяйства и промышленности;
— биотехнологические процессы обычно экологичны, 

дают меньше вредных отходов и близки к протекающим в 
природе естественным процессам;

— технология и аппаратура биотехнологических произ- 
модств просты, а также недороги.

Продукты биотехнологии получают по индивидуальным 
технологиям, используя для этого определенные биологиче
ские агенты, сырье, число стадий производства и их техно
логические режимы, которые могут сильно варьировать.
II то же время для всех биотехнологических производств 
существует типовая схема.

К определяющим факторам биотехнологического про
цесса относят:

— вид используемого биотехнологического процесса;
— субстрат с его биохимическими и биофизическими 

характеристиками;
— аппаратуру, включая систему контроля управления;
— технологический режим и соответствие требованиям 

ГОСТа.
Промышленный биотехнологический процесс, в котором 

для производства коммерческих продуктов используют кле
точные системы или микроорганизмы, обычно включает 
три ключевые стадии:

— подготовительную (обработка сырья, используемого в 
качестве источника питательных веществ, и приготовле
ние, если это необходимо, питательных сред);

— биотехнологическую (рост микроорганизмов-мишеней 
и большом — обычно объемом более 100 л — биореакторе 
(ферментация) с последующим образованием нужного мета
болита, например антибиотика, аминокислоты или белка 
(биотрансформация));

— получения готовой продукции (очистка целевого про
дукта от компонентов культуральной среды или от клеточ
ной массы).
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Подготовительная стадия необходима для приготовле
ния сырья, используемого в биотехнологическом процессе. 
В зависимости от целевого продукта, при этом предусмат
риваются:

— приготовление среды, включающей необходимые 
компоненты питания для организмов, и ее стерилизация 
(для асептических биотехнологических процессов, при ко
торых нежелательно попадание посторонней микрофлоры);

— подготовка и стерилизация газов (обычно воздуха) 
путем очистки от пыли, влаги и присутствующих в воздухе 
микроорганизмов, включая споры;

— подготовка посевного материала, в том числе куль
тивирование микроорганизмов, изолированных клеток рас
тений или животных;

— подготовка биокатализатора — либо фермента в 
свободном или закрепленном на носителе виде, либо био
массы микроорганизмов, выращенных до состояния, в ко
тором проявляется их ферментативная активность;

— предварительная обработка сырья, если оно посту
пает в непригодном для непосредственного использования в 
биотехнологическом процессе виде. Например, при получении 
спирта пшеницу сначала дробят, а затем подвергают фер
ментативному процессу «осахаривания». Другой пример — 
использование древесины для получения дрожжей: ее сна
чала измельчают, а затем подвергают нагреву до 200 °С в 
кислой среде. В результате кислотного гидролиза происходит 
превращение древесины в раствор глюкозы и лигнин. Рас
твор глюкозы (гидролизат) как раз и используют в биотех
нологическом процессе для получения кормовых дрожжей.

Биотехнологическая стадия — основная в биотехноло
гическом производстве. Именно на этой стадии с использо
ванием того или иного биологического агента (микроорга
низмов, изолированных клеток, ферментов или клеточных 
органелл) происходит преобразование сырья в тот или иной 
целевой продукт.

Главной целью является получение определенного орга
нического вещества. Однако биотехнологическая стадия, 
как правило, включает не только синтез новых органиче
ских соединений, но и ряд других биотехнологических про
цессов, таких, как:
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— ферментация — процесс, осуществляемый с по
мощью ферментов культивируемых микроорганизмов;

— биотрансформация — процесс изменения химиче
ской структуры вещества под действием ферментативной 
активности клеток или готовых ферментов;

— биокатализ — химические превращения вещества, 
протекающие с использованием биокатализаторов-ферментов;

— биоокисление — окисление загрязняющих веществ с 
помощью микроорганизмов или ассоциации микроорганиз
мов в аэробных условиях;

— метановое брожение — переработка органических 
отходов с помощью ассоциации метаногенных микроорга
низмов в анаэробных условиях;

— биокомпостирование — снижение содержания вред
ных органических веществ в твердых отходах;

— биосорбция — сорбция вредных примесей из газов 
или жидкостей (обычно осуществляется закрепленными на 
специальных твердых носителях микроорганизмами);

— бактериальное выщелачивание — процесс перевода 
нерастворимых в воде соединений металлов в растворенное 
состояние под действием специальных микроорганизмов;

— биодеградация — разрушение вредных соединений, 
осуществляемая микроорганизмами-биодеструкторами.

Обычно биотехнологическая стадия завершается выхо
дом одного жидкостного и одного газового потоков, иногда — 
только одного жидкостного или переработанного твердого 
продукта, например при созревании сыра или биокомпости
ровании отходов.

Получение готовой продукции — заключительная ста
дия технологического процесса биотехнологического произ
водства. Чаще всего целевой продукт находится либо в са
мой биомассе, либо в жидкости. В зависимости от свойств 
биомассы и жидкости, для их разделения могут быть ис
пользованы различные методы:

— отстаивание — разделение под действием гравита
ционных сил (обычно при очистке сточных вод);

— фильтрация — пропускание суспензии через фильт
рующий материал, на котором задерживаются частицы 
твердой фазы — биомасса. Такой способ применяют в про
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изводстве антибиотиков, особенно в тех случаях, когда 
микроорганизм-продуцент имеет мицелиальный характер;

— сепарация, центрифугирование — разделение под 
действием центробежных сил. Наиболее часто используют 
для отделения дрожжей или бактерий в производстве кор
мовой биомассы;

— микрофильтрация, улътрафилътрация — пропуска
ние суспензии через мембраны с весьма малым размером 
пор, обеспечивающее удерживание клеток микроорганиз
мов на мембране и получение чистого раствора. При ульт
рафильтрации отделяются не только клетки, но и крупные 
молекулы растворенных веществ;

— коагуляция — добавление в суспензию реагентов, 
способствующих образованию и осаждению более крупных 
клеточных частиц и отделению их от жидкости методом от
стаивания;

— флотация — захват микроорганизмов пузырьками 
пены и выделение их из пенной фракции.

Ц елевы е продукт ы биосинтеза могут быть внеклеточ
ными и внутриклеточными.

Для внутриклеточных продуктов сначала необходимо раз
рушить оболочку клеток. Это можно осуществить дезинтег
рацией клеток, разрушив клеточную оболочку физическими 
методами (с помощью мелющих тел, путем замораживания 
и продавливания, воздействием ультразвуком, методом де
компрессии — резкого сброса давления) или химическими 
и биотехнологическими методами. Используют также гидро
лиз (разрушение клеточных оболочек под действием химиче
ских реагентов и температуры), ферментолиз (разрушение 
клеточных оболочек под действием ферментов при повы
шенной температуре) или автолиз (разновидность фермен- 
толиза, когда используют собственные ферменты клетки).

После проведения какой-либо из вышеперечисленных 
операций дальнейшее выделение целевого продукта осу
ществляют методами, общими для внеклеточных и внутри
клеточных продуктов. Основными из них являются:

— экстракция — переход целевого продукта из водной 
фазы в не смешивающуюся с водой органическую жидкость 
(экстрагент). Наиболее известно выделение жироподобных 
веществ жидкими углеводородами (типа бензина). Приме-
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ияют и многие другие виды экстрагентов (хлороформ, эфир, 
бутилацетат). Иногда экстракцию осуществляют непосред
ственно из биомассы микроорганизмов;

— осаждение — выделение целевого продукта путем 
добавления к жидкости реагента, взаимодействующего с 
растворенным продуктом и переводящего его в твердую фазу;

— адсорбция — перевод растворенного в жидкости про
дукта в твердую фазу путем его сорбции на специальных 
твердых носителях (сорбентах);
' — ионный обмен — в твердую фазу переходят ионы (ка

тионы или анионы), а не молекула целевого продукта или 
примеси;

— отгонка, ректификация — выделение растворенных 
н культуральной жидкости легкокипящих продуктов, на
пример этилового спирта;

— улътрафилътрация, нанофильтрация и обратный 
осмос — выделение высокомолекулярных соединений (белков, 
полипептидов, полинуклеотидов). Обратный осмос и нано
фильтрация позволяют отделять даже небольшие по разме
ру молекулы;

— центрифугирование, ультрацентрифугирование — 
выделение вирусов, клеточных органелл, высокомолекуляр
ных соединений.

Очистка необходима для получения биопродуктов вы
сокой степени чистоты. Основной целью является удаление 
примесей, что достигается с помощью экстракции, адсорб
ции, ионного обмена, ультрафильтрации, обратного осмоса, 
ректификации и ферментолиза, которые были рассмотрены 
ранее. Кроме перечисленных, используют и другие процес
сы, такие, как:

— хроматография — процесс, напоминающий адсорб
цию. На твердом сорбенте собираются растворенные веще
ства, часто близкие по структуре (например, смеси белков, 
нуклеотидов, сахаров, антибиотиков). При адсорбции они 
десорбируются вместе, а вот при хроматографии они выде
ляются из сорбента как бы по очереди, что позволяет отде
лить их друг от друга;

— диализ — процесс, в котором через полупроницае
мую пленку могут проходить низкомолекулярные вещест
ва, а высокомолекулярные остаются. Путем диализа осу

219



Глава 6. Основы промышленной биотехнологии

ществляют очистку вакцин и ферментов от солей и низко
молекулярных растворимых примесей;

— кристаллизация — процесс, основанный на различ
ной растворимости веществ при разных температурах. Мед
ленное охлаждение позволяет формировать кристаллы из рас
творов целевых продуктов, причем чистота их обычно 
очень высока. Таким образом, например, получают крис
таллы пенициллина. Можно даже получить еще более чис
тый продукт, если кристаллы растворить в воде или раство
рителе, а потом снова кристаллизовать (т. е. провести про
цесс перекристаллизации ).

Концент рирование продукт а  повышает его выход. 
Известно, что после биотехнологической стадии содержание 
продукта обычно составляет примерно 0,1-1 %, после ста
дии отделения биомассы — 0,1-2 %, после стадии выделе
ния — 1-10 %, после стадии очистки — 50-80 % и, нако
нец, после стадии концентрирования — 90-100 %.

На стадии концентрирования применяют такие процес
сы, как выпаривание, сушка, осаждение, кристаллизация, 
фильтрация, ультрафильтрация, гиперфильтрация или на
нофильтрация, обеспечивающие как бы отжим растворите
ля из раствора.

П олучение готовой формы продукта завершает биотех
нологическое производство. Продукт приобретает товарную 
форму за счет проведения процессов гранулирования (форми
рование гранул из порошка или прямо из раствора), дражиро- 
вания, таблетирования (формирование драже, таблеток), роз
лива или фасовки, ампулирования (затаривания в ампулы).

6.2. Технологическое оборудование промышленного
назначения

Для культивирования различных биологических объек
тов, в том числе микроорганизмов и культур клеток, в за
висимости от поставленных задач используют различное 
технологическое оборудование. Это могут быть качалки и 
роллеры — при лабораторных исследованиях, биореакторы 
и ферментеры — при промышленных производствах.

В лабораторных условиях часто используют качалки и 
роллерные установки, вращение которых предотвращает се
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диментацию (осаждение) клеток и обеспечивает достаточ
ную концентрацию растворенного кислорода. В большинст
ве случаев скорость вращения составляет 50-120 об/мин 
для круговых качалок и 1—20 об/мин — для роллерных ус
тановок. Несмотря на различные способы перемешивания 
клеточных культур, отличия в продуктивности и росте кле
ток незначительны.

Промышленное выращивание клеток растений осу
ществляют в биореакторах или ферментерах. Их подразде
ляют на две группы: по конструкции и по принципу пере
мешивания культуральной жидкости (рис. 6.2).

Выход газа

Мотор

Дк Культуральная
среда

^̂5 Лопасти 

^ ----- Подача

Выход газа

Культуральная 
среда

Подача 
воздуха

воздуха

Выход газа
&

Культуральная
среда

Центральная
труба

Подача
воздуха

Восходящий
поток

Выход газа 
Газожидкостный 

сепаратор
Культураль- 

/  ная среда

Нисходящий 
'  поток

Подача воздуха

Рис. 6.2. Упрощенные схемы биореакторов различных типов 
(по Б. Глику и Дж. Пастернаку, 2002):

А  — реактор с механическим перемешиванием; Б — барботажная 
колонна; В — эрлифтный реактор с внутренней циркуляцией; Г  — 
эрлифтный реактор с внешней циркуляцией. Стрелки указывают на

правление потока культуральной среды
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В биореакторах, относящихся к первой группе, переме
шивание клеток происходит путем аэрирования воздухом. 
Это барботажный тип биореактора, при котором процесс пе
ремешивания суспензии осуществляется поднимающимися пу
зырьками воздуха. В случае барботажных биореакторов обыч
но получают хорошие ростовые характеристики для большого 
числа клеточных культур. Однако сложность поддержания 
суспензии в гомогенном состоянии при высоких концентра
циях биомассы клеток сужает сферу их применения.

Несколько больших значений максимальной концентра
ции клеточной биомассы можно достичь при применении 
эрлифтных биореакторов, в которых создаются направлен
ные циркуляционные потоки. В эрлифтных биореакторах 
перемешивание суспензии осуществляется за счет примене
ния специальной конструкции, создающей градиент плотнос
ти (как правило, это конструкция с внутренним цилиндром).

Вторая группа биореакторов представляет собой аппа
раты с применением механических перемешивающих уст 
ройст в. Биореакторы этого типа позволяют изучать расти
тельные клеточные популяции в очень широком диапазоне 
концентраций биомассы клеток. Вместе с тем стрессовое 
воздействие перемешивающего устройства на клеточную 
популяцию часто ограничивает их применение.

Выращивание растительных клеточных культур и микро
организмов в биореакторах можно проводить в режимах пе
риодического и проточного (непрерывного) культивирования.

Периодическое культивирование — это аналог выращи
вания клеточных культур в колбах на качалке. Периодиче
скую культуру можно рассматривать как замкнутую систе
му, которая в своем развитии проходит четыре фазы — на
чальную, экспоненциальную, стационарную и отмирания. 
Условия существования культуры во всех этих фазах раз
личны.

Проточное (непрерывное) культивирование характери
зуется постоянным добавлением в биореактор свежей пита
тельной среды и постоянным отбором либо суспензии ( от
крытое проточное культивирование) ,  либо отработанной 
среды (закрытое проточное культивирование). Непрерыв
ная культура представляет собой открытую систему, стре
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мящуюся к установлению динамического равновесия. Для 
организмов создаются неизменные условия среды. Проточ
ное культивирование конструктивно более сложно и под
дается автоматическому регулированию, так как связано с 
введением в схему биореактора дополнительных устройств 
(перистальтических насосов, разделительных устройств и др.).

В периодической культуре условия все время меняются: 
плотность культуры возрастает, а концентрация субстрата 
уменьшается. Однако очень часто требуется, чтобы клетки 
могли долгое время находиться в фазе экспоненциального 
роста при постоянной концентрации субстрата в неизмен
ных прочих условиях. Этого можно достичь, если в сосуд, 
содержащий культуру клеток, непрерывно вводить новый 
питательный раствор и одновременно удалять из него соот
ветствующее количество клеточной суспензии.

Применение проточных сред при культивировании тка
ней обеспечивает динамичность и большее постоянство ус
ловий их питания. Преимущество проточной питательной 
среды над непроточными твердой и жидкой средами наблю
далось при выращивании незрелых зародышей. Сложность 
методического и технического обеспечения проточности пи
тательных сред в процессе выращивания, очевидно, являет
ся причиной того, что эти среды еще не нашли широкого 
применения. Однако моделирование условий питания при 
проточности питательной среды стоит ближе к нативным 
условиям. Это преимущество, по-видимому, будет учиты
ваться при дальнейшем совершенствовании условий пита
ния в культуре ткани.

В практике микробиологических исследований широко 
применяют две разновидности открытого проточного куль
тивирования: хемостатный и турбидостатный методы.

Хем ост ат ны й мет од культивирования клеток базиру
ется на использовании биореактора, в который с постоян
ной скоростью подается питательная среда и одновременно 
с той же скоростью (например, слив по уровню) отбирается 
клеточная суспензия. При этом объем выращиваемой сус
пензии остается постоянным. Хемостат состоит из сосу- 
да-культиватора, в который из особого резервуара поступа
ет с постоянной скоростью питательный раствор. Благодаря
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аэрации и механическому перемешиванию, в культиваторе 
создаются оптимальные условия для снабжения клеток 
кислородом и более быстрого и равномерного распределе
ния питательных веществ, поступающих с новыми порция
ми раствора. Рост культуры в хемостате контролируется 
концентрацией субстратов. На таком ограничении скорости 
роста концентрацией одного из необходимых субстратов ос
нована стабильность системы.

Турбидост ат ны й мет од  предусматривает измерение 
концентрации клеточной биомассы в биореакторе и ее авто
матическое поддержание на постоянном уровне путем изме
нения скорости протока. Работа турбидостата основана на 
поддержании постоянной плотности суспензии, или постоян
ной мутности. Датчик мутности регулирует через управляю
щую систему поступление питательного раствора. В сосуде 
для культивирования все питательные вещества содержатся 
в избытке, и скорость роста культуры приближается к макси
мальной. Турбидостат используют при скоростях протока, 
близких к максимальной удельной скорости роста, тогда 
как хемостат иногда становится неустойчивым и может про
изойти полное вымывание культуры из биореактора. Рабо
та с турбидостатами технически сложнее, чем с хемостатами.

Хемостатный метод культивирования позволяет выде
лять фактор (чаще всего концентрацию ростлимитирующего 
компонента питательной среды), определяющий физиолого
биохимическое состояние клеточной популяции. Так, было 
показано, что удельная скорость роста популяции клеток 
А сег рзеис1ор1Мапи8 Ь. может контролироваться концентра
цией нитрата в питательной среде согласно соотношению, 
определенному Ж. Л. Моно для бактерий.

В то же время в условиях хемостатного выращивания 
не всегда удается поддерживать в течение продолжительно
го времени стационарное состояние культур растительных 
клеток. Например, культура клеток табака, выросшая в ус
ловиях хемостата на стандартной питательной среде для пе
риодического выращивания, после одной-двух недель темнела 
и лизировалась. Только после увеличения концентрации всех 
компонентов в среде удалось получить (в условиях хемоста
та) стабильное состояние культуры клеток в течение 73 су
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ток. Следовательно, для поддержания стабильно пролифе
рирующей культуры необходимо обеспечивать достаточно 
высокую концентрацию компонентов питательной среды.

Наряду с лимитирующей концентрацией субстрата, на 
развитие суспензионной культуры растительных клеток, 
растущей в условиях хемостата, значительное влияние ока
зывает и скорость протока суспензии. Ее увеличение выше 
максимальной удельной скорости роста клеток приводит к 
вымыванию культуры из биореакторов. Поэтому данный 
метод непригоден для изучения медленно растущих (мед
ленно делящихся) клеточных популяций.

Новые возможности изучения физиолого-биохимическо- 
го состояния клеточной популяции появляются при ис
пользовании «закрытого протока», когда не происходит 
удаления клеточной биомассы. При этом питательная среда 
добавляется в биореактор постоянно, и с той же скоростью 
из него удаляется бесклеточная культуральная жидкость. 
Данный режим выращивания растительных клеток пра
вильнее было бы называть закрытым по биомассе прото
ком, однако обычно употребляют термин «закрытый про
ток», несмотря на его формальную нелогичность.

В заключение отметим преимущества и недостатки пе
риодических и полупериодических процессов ферментации.

Преимущества:
— малая стоимость аппарата и системы управления;
— гибкость, т. е. возможность наработки в одном биоре

акторе разных продуктов;
— время культивирования можно произвольно менять;
— процесс менее подвержен инфицированию, мутациям 

клеток вследствие отсутствия протока и притока из-за от
носительно малого времени ферментации;

— процесс удобен для получения малых количеств про
дукта;

— условия культивирования можно поддерживать в оп
тимуме как в фазе роста биомассы, так и в фазе биосинтеза 
продукта, причем оптимальные условия для биомассы и 
продукта могут быть различны;

— процесс удобен для реализации биосинтеза вторич
ных метаболитов.
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Недост ат ки:
— необходимость приготовления посевного материала;
— велико непродуктивное время ферментации;
— в связи с частой стерилизацией быстрее изнашиваются 

измерительные приборы, особенно датчики величины рН;
— производительность по биомассе и продукту часто ни

же, чем при непрерывном процессе.

6.3. Продукты биотехнологии 
и блок-схемы их производств

Продукты, получаемые биотехнологическими способа
ми, отличаются не только по цвету, вкусу, запаху или хи
мическому составу, но и по тому, какое место в типовой 
технологической схеме они занимают.

Продуктами биотехнологического производства могут быть:
1. Газы — со стадии ферментации (диоксид углерода — 

при спиртовом производстве, биогаз — при переработке от
ходов путем метанового брожения, водород — при культи
вировании фототрофов).

2. Среда ферментации — культуральная жидкость 
вместе с микроорганизмами (например, кефир, йогурт) или 
твердый субстрат (например, сыр или ферментированная с 
заквасками колбаса).

3. Жидкость (осветленная, надосадочная, нативный раст
вор, фильтрат, угат, пермеат или супернатант), полученная 
после отделения биомассы, или ее концентрат. Готовые 
продукты на этой основе — пиво, вино, квас. Концентрат 
культуральной жидкости обычно получают выпариванием 
или высушиванием (например, кормовой лизин или кормо
вые антибиотики).

4. Биомасса инактивированная (например, кормовые 
дрожжи, которые на завершающих стадиях подвергают 
тепловой стерилизации).

5. Биопрепарат — жизнеспособная биомасса микроорга
низмов в жидком или высушенном виде (пекарские дрож
жи, бактериальные средства защиты растений, деструкто
ры нефтяных загрязнений, бактериальные удобрения, си
лосные закваски и т. п.).
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6. Ослабленная биомасса микроорганизмов (например, 
живые вакцины, полученные при обработке клеток пато
генных микроорганизмов тепловыми воздействиями или 
химическими реагентами для снижения их патогенности).

7. Внеклеточные и внутриклеточные биопродукты. Чрез
вычайно разнообразны по своей структуре, могут быть лег- 
кокипящей жидкостью (например, этанол, выделяемый из 
среды отгонкой или ректификацией) или твердым вещест
вом (многие медицинские антибиотики, чистые пищевые 
или медицинские аминокислоты, лимонная кислота).

8. Переработанная биомасса микроорганизмов — гид
ролизаты и ферментолизаты, используемые как источники 
кормления для животных или как вкусовые добавки; кле
точные оболочки, получаемые после разрушения микроор
ганизмов и применяемые как сорбент для очистки соков, 
вина, пищевых жидкостей.

9. Очищенная от загрязнений жидкость (например, при 
очистке сточных вод) или твердая среда (например, почва 
при микробиологической очистке ее от нефтяных загрязне
ний).

10. Жидкая среда (культуральная жидкость) с экстра
гированными (выщелоченными) из твердой фазы компо
нентами (например, бактериальное выщелачивание метал
лов из руд, микробиологическое обессеривание угля и нефти).

Все эти продукты получают по технологическим схе
мам, или блок-схемам, содержащим несколько стадий. 
В каждом конкретном случае это определяется целевой за
дачей, а также свойствами микроорганизмов, сырья и само
го готового продукта.

Блок-схема — это последовательность технологических 
стадий биотехнологического производства, необходимых 
для получения продукта. Рассмотрим несколько примеров 
блок-схем производства различных продуктов.

Блок-схема производства биогаза (рис. 6.3) значитель
но короче общей типовой схемы и включает подготовитель
ные стадии, стадию метанового брожения и сушку как ста
дию концентрирования. Компримирование (сжатие) биогаза 
можно рассматривать как создание его готовой формы.
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Виогаз Удобрение

Рис. 6.3. Блок-схема производства биогаза (по В.В. Бирюкову, 2004)

В производстве йогурта (рис. 6.4) предусмотрены две 
подготовительные стадии, одна биотехнологическая и ста
дия розлива, представляющая собой приведение продукта к 
готовой форме.

Процесс производства хлеба схематически представлен 
на рис. 6.5. Приготовление опары (суспензии муки в воде) 
аналогично приготовлению среды в биотехнологических 
производствах. В опару добавляют дрожжи для брожения, 
затем вновь муку (замес теста) и проводят анаэробный био
логический процесс брожения. Далее тесто делят на заго
товки, и они уже в третий раз подвергаются воздействию 
дрожжей в процессе расстойки. При этом диоксид угле
рода, образующийся при брожении, увеличивает объем хле
ба и создает его пористость. Стадия выпечки закрепляет 
полученный результат и превращает, по существу, жидкий 
полупродукт в твердое тело — хлеб и хлебобулочные из
делия.

Приведенные примеры показывают, что биотехнологи
ческие производства включают в себя как специфические

Рис. 6.4. Блок-схема производства йогурта (по В.В. Бирюкову, 2004) 
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Рис. 6.5. Блок-схема производства хлеба (по В.В. Бирюкову, 2004)

для биотехнологии стадии (ферментация, биоокисление, 
биотрансформация, брожение, бактериальное выщелачива
ние, биокомпостирование, ферментолиз, стерилизация сре
ды и воздуха, дезинтеграция микроорганизмов), так и мно
жество стадий, встречающихся в химической технологии 
(фильтрация, сепарация, отстаивание, экстракция, сушка, 
выпаривание, ультрафильтрация и обратный осмос, крис
таллизация, ректификация, коагуляция и др.). Эти стадии, 
конечно, имеют свою специфику в биотехнологических 
производствах в связи с физическими и физико-химически
ми свойствами биологического объекта, его лабильностью и 
вариабельностью.

6.4. Белковые продукты

Биотехнологические методы применяют для получения 
разнообразных соединений, имеющих коммерческую цен
ность и являющихся продуктами жизнедеятельности мик
роорганизмов, а также клеточных культур растений и жи
вотных. В первую очередь это соединения первичного мета
болизма, широко используемые в народном хозяйстве 
(белки, аминокислоты, витамины и другие соединения). Ос
тановимся на некоторых из них.

Самыми важными веществами всех живых организмов 
являются белки — азотсодержащие вещества, различные 
по своему строению и молекулярной массе. В составе бел
ков содержится примерно 16 % азота, а также углерод, во
дород, кислород и — часто — другие элементы, такие, как
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сера, фосфор, железо (молекула гемоглобина, например, со
держит четыре атома железа) и медь.

Структурообразующие белки тела животных и человека 
называют фибриллярными или волокнистыми белками. 
Они имеют вытянутую нитеобразную форму. Важнейшие 
фибриллярные белки — это кератин (входит в состав во
лос, ногтей, мышц, рогов, игл и перьев животных) и колла 
ген (структурный компонент сухожилий, кожи, костей, со
единительной ткани). При кипячении коллаген гидролизу
ется и образует растворимый в воде белок — желатин.

Белок животного происхождения — наиболее дефицит
ный компонент пищи. Мировая потребность в нем в настоя
щее время удовлетворяется лишь на 40 %. В связи с этим 
необходим поиск (в том числе и методами промышленной 
биотехнологии) ресурсов белка для пищевых целей.

Одним из современных способов получения белковых 
веществ является микробиологический синтез, поскольку 
по скорости роста микроорганизмы превосходят сельскохо
зяйственные культуры в сотни, а животных — в тысячи 
раз. Кроме того, для микробиологического синтеза не тре
буется больших земельных площадей, он не зависит от по
годных и климатических условий и не загрязняет окру
жающую среду ядохимикатами.

Микробные белки близки по составу к белкам животно
го происхождения, и их применение в кормопроизводстве 
улучшает качество и усвояемость традиционных раститель
ных кормов. Например, 1 т кормовых дрожжей обеспечива
ет экономию 5 т зерна и увеличивает продуктивность в жи
вотноводстве на 15-30 %. Современный средний завод по 
производству микробного белка мощностью 50 т/год, зани
мающий площадь 0,2 га, может обеспечить потребность в 
белке до 10 млн человек. Сельскохозяйственные техноло
гии для таких масштабов производства требуют либо нали
чия до 16 тыс. га земельных угодий, засеянных пшеницей, 
либо содержания фермы, производящей 400 поросят в день.

В 1960-е гг. появился термин «белок одноклеточных ор
ганизмов» (обычно употребляют его сокращенное название — 
аббревиатуру БОО, от зт§1е се11 ргоЬеш — 8СР), которым 
обозначают целые неживые высушенные клетки водорос
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лей, дрожжей, бактерий или грибов, используемые в каче
стве белкового продукта для кормовых и пищевых целей. 
В отечественной литературе этот белок называют белково
витаминным концентратом или БОО. Все эти названия не
сколько условны, так как в биомассах, помимо белков, су
щественную долю занимают другие компоненты — сахара, 
липиды, нуклеиновые кислоты.

Белок одноклеточных организмов должен удовлетворять 
ряду специальных требований, главные из которых — пи
тательность, перевариваемость, экономическая эффектив
ность. Питательность этого белка, определяемая по химиче
скому составу, близка питательности традиционных белко
вых продуктов.

Важнейшим условием при разработке новых технологий 
получения белка одноклеточных является доступность сы
рья. Это предполагает наличие различных резервных вари
антов, позволяющих оперативно заменять и использовать 
различные источники сырья без существенного изменения 
качества получаемого продукта. В современных промыш
ленных процессах используют как «чистое» сырье постоян
ного химического состава, так и комплексные соединения, 
включая отходы различных производств. Последнее наибо
лее выгодно экономически и имеет огромное значение для 
охраны окружающей среды.

Для синтеза белка микроорганизмы способны использо
вать различные углеродсодержащие субстраты:

— углеводы;
— жидкие углеводороды;
— газообразные углеводороды;
— оксидаты углеводородов;
— углекислый газ, включая смеси с водородом.
Независимо от вида используемого сырья, типовая схе

ма микробиологического производства белка включает по
лучение и подготовку сырья, получение посевного матери
ала, ферментацию, выделение, инактивацию, сгущение 
микробной биомассы, последующее высушивание и стан
дартизацию готового продукта.

Максимальные скорости синтеза белковых веществ мик
робными клетками реализуются при оптимальных услови-
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ях среды, когда удельная скорость роста близка к макси
мальной. Поэтому для получения белка одноклеточных био
технологические процессы реализуют в проточном режиме, 
который позволяет стабилизировать практически все пара
метры стадии ферментации на уровнях, оптимальных для 
размножения клеток со скоростями роста, близкими к мак
симальной, т. е. в режиме белковой направленности био
синтеза.

Микробная биомасса питательна, если ее компоненты 
перевариваются ферментами пищеварительного тракта выс
ших животных или человека. Препятствием этому могут 
быть клеточные стенки отдельных продуцентов, которые 
предварительно приходится разрушать, а также высокий 
уровень нуклеиновых кислот. Последние не опасны для 
высших животных, поскольку они метаболизируются в их 
организме и выводятся с уриной. Для человека же такой 
уровень нуклеиновых кислот неприемлем, так как в ходе 
их усвоения возможно нарушение обмена веществ и воз
никновение патологических состояний. Поэтому для пище
вых целей микробную биомассу предварительно обрабаты
вают, используя различные методы разрушения и денук- 
леотизации.

Технология получения микробного белка является в на
стоящее время самой крупнотоннажной отраслью биотех
нологии, производящей важнейшие кормовые препараты, 
белковые добавки для животноводства, звероводства, пти
цеводства, рыбоводства, а также белок пищевого назначе
ния с использованием разнообразного сырья и субстратов.

Микроорганизмы, используемые в пищевой промыш
ленности, часто входят в состав конечного продукта (хотя 
доля их там обычно невелика). Особенность белка однокле
точных организмов заключается в том, что он практически 
целиком состоит из микробной биомассы и в его производ
стве нередко принимают участие микробы, которые ранее в 
пище отсутствовали. По этой причине к белку одноклеточных 
организмов предъявляются повышенные требования (в том 
числе требование биобезопасности) учреждениями, контроли
рующими качество пищевых продуктов. Поэтому производ
ство БОО направлено преимущественно на выработку кор
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мов для животных, а не белков, непосредственно идущих в 
пищу. Корма для животных должны содержать некоторое 
количество белка (до 15-20 % — в зависимости от их вида 
и способа содержания). Для их производства можно ис
пользовать более широкий круг субстратов, в том числе и 
органические вещества отходов, что экономически выгодно.

К БОО-продуктам, производимым промышленностью на 
корм животным, относятся прутин (РгиЪееп) фирмы 1С1 
(биомасса бактерий, выращенных на метаноле), топрина 
(Торппа) фирмы ВР (дрожжи, выращенные на алканах) и 
грибная масса, получаемая по технологии фирмы П п тзЬ  
РекПо. При ее производстве в качестве субстрата использу
ют сульфитный щелок — отход бумажной промышленнос
ти. Все эти БОО представляют собой слабоокрашенные по
рошки.

Число БОО-продуктов, используемых в пище, немного
численно. Это дрожжевой экстракт (гидролизат пекарских 
дрожжей), применяемый в небольшом количестве как вку
совая и витаминная приправа. Во время Второй мировой 
войны в пищевых целях в Германии выращивали дрожжи 
СапйШа, но это производство не получило дальнейшего 
развития. Фирма Ноескз! выпускает на основе бактерий, 
растущих на метаноле, продукт, содержащий 90 % белка. 
Этот продукт получают при фракционировании клеток вы
ращенных бактерий, он обладает определенными функци
ональными свойствами и может использоваться в пищу. 
Единственный новый официально разрешенный вид белко
вой пищи микробного происхождения — это микопротеин, 
производство которого налажено в Англии фирмой Капкз 
Ноу18 Мс Вои§а1.

Грибной белок микопротеин — это пищевой продукт, 
состоящий в основном из мицелия гриба. Его производят 
методом непрерывного выращивания выделенного из почвы 
штамма Ризапит  дгат т еагит . Субстратом для него явля
ются глюкоза и другие питательные вещества, а источника
ми азота — аммиак и аммонийные соли. После завершения 
стадии ферментации культуру подвергают термообработке 
(для уменьшения содержания рибонуклеиновой кислоты),
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Ферментация |- 
Стерилизация

Получение пищевых 
продуктов

Работа ведется при соблюдении 
правил гигиены

Работа ведется в асептических 
условиях

Рис. 6.6. Блок-схема производства микопротеина 
(по И. Хиггинсу и др., 1988)

Выход газа

а затем уже отделяют мицелий методом вакуумного филь
трования (рис. 6.6).

Текстура массы мицелия гриба близка к таковой естест
венных продуктов и имеет волокнистое строение, поэтому 
продукту можно придать текстуру мяса, а за счет добавок — 
мясной вкус и цвет. Для хранения грибной белок обычно 
замораживают, но иногда и высушивают путем распыления 
до порошкообразного состояния. Получение микопротеина 
имеет ряд преимуществ, по сравнению с процессом синтеза 
белка животными: высокая скорость роста (что характерно 
для производства всех БОО-продуктов) и более эффективное 
превращение субстрата в белок.

6.5. Аминокислоты

Аминокислоты являются основными структурными эле
ментами, из которых построены белки и которые определя
ют многие важные их свойства. Первую аминокислоту — 
глицин — выделил из желатина в 1820 г. А. Браконно, по
следнюю — треонин — выделил из гидролизата фибрина в 
1935 г. А . Роуз.
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Аминокислоты находят широкое применение в качестве 
кормовых и пищевых добавок, приправ, сырья для фарма
цевтической и парфюмерной промышленности. При этом 
из 20 аминокислот, необходимых для построения белка, не
заменимыми для человека являются восемь — лейцин, изо
лейцин, лизин, метионин, треонин, триптофан, валин, фе
нилаланин. Для сельскохозяйственных животных этот спи
сок дополняют гистидин и аргинин, а для молодняка 
птицы — еще и пролин. В связи с этим аминокислоты до
бавляют в корма, что сокращает расход дефицитных белков 
животного происхождения.

За последние годы количество аминокислот, используемых 
в кормопроизводстве, возросло в 15 раз, что составляет око
ло 70 % от объема их производства. Около 30 % производи
мых аминокислот применяют в пищевой промышленности. 
Например, цистеин предотвращает пригорание пищи в про
цессе приготовления, улучшает качество хлеба при выпечке 
и усиливает запах пищи. Глицин, обладающий освежающим, 
сладковатым вкусом, используют при производстве напит
ков. Глутаминовая кислота способствует усилению вкуса и 
консервированию пищи. Некоторые аминокислоты (аргинин, 
метионин, цистеин, фенилаланин и др.) используют в меди
цине. Широко применяют аминокислоты в химической и 
фармацевтической промышленности в качестве предшест
венников при производстве детергентов, полиаминокислот, 
а также полиуретана и препаратов для сельского хозяйства.

Ежегодно в мире производится около 800 тыс. т амино
кислот стоимостью свыше 5 млрд долларов. Более полови
ны от общего объема производства приходится на долю 
Ъ-глутаминовой кислоты, которую используют для получе
ния глутамата натрия (натриевая соль глутаминовой кисло
ты) — широко известного усилителя вкуса и аромата.

Получение аминокислот возможно путем химического 
синтеза, гидролиза природного белкового сырья и биотех
нологическим способом.

При химическом синтезе образуется продукт рацемат, 
содержащий как Ь-, так и Б-формы аминокислот. Б-изоме- 
ры этих соединений в большинстве случаев токсичны (за 
исключением глицина и метионина).
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Получение оптически активных Ь-изомеров аминокис
лот из гидролизатов природных материалов растительного 
и животного происхождения связано с многоступенчатой и 
дорогостоящей очисткой.

Процесс биотехнологического производства аминокислот 
включает прямую микробную ферментацию, микробиологи
ческий или ферментативный синтез из предшественников. 
В настоящее время наиболее распространен микробиологи
ческий метод. Он основан на способности микроорганизмов 
синтезировать все Ь-аминокислоты, а в определенных усло
виях — осуществлять их сверхсинтез.

Образование каждой ами-
Аспартат

+АТФ Аспартаткиназа 3̂ 1

Фосфоаспартат

I
Полуальдегид

аспартата
Гомосерин- 

дегидро- 
геназа/

Гомосерин

Циетатионик

I
Гомоцистеин 1

Дигидро-
пиколиновая

кислота

а,8-Диамино-
пимелиновая

кислота

Метионин
Треонин Лизин 

I I
Ь -

Рис. 6.7. Схема биосинтеза ли
зина, метионина и треонина в 

клетках микроорганизмов 
(по Т.А. Егоровой и др., 2003). 
Стрелка указывает ингибирова

ние по принципу обратной 
связи

нокислоты в микробных клет
ках строго определено и нахо
дится под четким генетическим 
контролем (рис. 6.7). Он осу
ществляется по принципу об
ратной связи на уровне генов, 
ответственных за синтез соот
ветствующих ферментов (р еп 
рессия), и на уровне самих фер
ментов, которые в результате 
избытка образующихся амино
кислот могут изменять свою 
активность ( ретроингибирова
ние ) .  Данный механизм конт
роля исключает перепроизвод
ство аминокислот, а также пре
пятствует их выделению из 
клеток в окружающую среду.

Чтобы добиться сверхсин
теза отдельных аминокислот, 
нужно «обойти» или изменить 
механизм их синтеза. Для это
го можно использовать природ
ные («дикие») штаммы, опти
мизировать условия фермента
ции, можно также добиться 
дисбаланса в метаболизме ами-
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нокислот за счет изменения некоторых факторов среды 
(концентрации основного субстрата, рН, соотношения макро- 
и микроэлементов и др.).

В промышленных масштабах аминокислоты получают 
либо экстракцией из белковых гидролизатов, либо очист
кой продуктов метаболизма двух неспорулирующих грам- 
положительных почвенных бактерий, например СогупеЬас- 
Ьепит  или ВгетЪас1епит зрр. Обычно для повышения их 
продуктивности используют мутагенез с последующим от
бором штаммов — сверхпродуцентов определенных амино
кислот. Однако такой способ их получения требует много 
времени, а эффективность его невелика.

Альтернативным подходом является выделение и изме
нение специфических генов, кодирующих ключевые фер
менты определенных биохимических реакций. Таков, напри
мер, генно-инженерный способ получения аминокислоты 
триптофана, синтезируемой СогупеЪаМепит  §1и1а1ат1сит. 
Это достигается введением в клетки «дикого» типа копии 
гена, кодирующего антранилатсинтазу — фермент, лимити
рующий синтез триптофана. Высокий уровень биосинтеза 
триптофана достигается также введением в клетки С. §1и- 
1а1ат1сит модифицированных генов трех ключевых фер
ментов его биосинтеза: З-дезокси-Д-арабиногептулозонат-7- 
фосфатсинтазы, антранилатсинтазы и антранилатфосфори- 
бозилтрансферазы. В качестве альтернативы для синтеза 
аминокислот можно использовать Е. соИ.

Изменение синтеза аминокислот осуществимо генетиче
скими методами, в том числе за счет использования му
тантных организмов, таких, как ауксотрофные и регуля
торные мутанты. Промышленные штаммы, как правило, 
несут несколько мутаций, затрагивающих механизмы регу
ляции целевой аминокислоты и ее предшественников.

Среди продуцентов аминокислот — различные микроорга
низмы, представители родов СогупеЬасЬепит, ВгеогЬа^епит , 
ВасШиз, АегоЬас{ег, МьсгоЬасЬепит, ЕзсЫ псЫ а. Для получе
ния таких аминокислот, как Ь-глутамат, Ь-валин, Ь-аланин, 
Ь-глутамин и Ь-пролин, возможно применение природных 
штаммов и усиление у них продукции аминокислот условия
ми ферментации. Например, высокий выход глутамата (до
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30 г/л) возможен при полном или частичном подавлении 
активности а-кетоглутаратдегидрогеназы, при добавлении в 
среду ПАВ и антибиотиков (пенициллина, цефалоспорина).

6.6. Гормоны

С давних времен среди людей нормального телосложе
ния рождаются и лилипуты (примерно 10 человек на 1 млн 
населения). Доказано, что в период, когда тело растет, у ли
липутов отсутствует специальный гормон — соматотропный, 
или гормон роста; такое нарушение физиологии имеется в 
генотипе этих людей. Но если в период роста в организм 
вводить этот гормон, то человек, казалось бы обреченный 
стать лилипутом, будет расти и достигнет нормального роста.

Соматотропный гормон (соматотропин, соматропин) яв
ляется одним из гормонов передней доли гипофиза. По стро
ению соматотропин является пептидным гормоном, состоит 
из 121 аминокислотного остатка, его молекулярная масса 
равна 20 кДа.

Влияние соматотропина на процессы метаболизма. Со
матотропин играет существенную роль в постнатальном 
развитии организма, контролируя многие стороны углевод
ного, липидного и минерального обмена. Гормоном роста его 
называют потому, что у детей и подростков, а также у моло
дых людей с еще не закрывшимися зонами роста в костях 
он вызывает выраженное ускорение линейного (в длину) 
роста, в основном за счет длинных трубчатых костей конеч
ностей. Дефицит гормона приводит к карликовости, лече
ние которой проводится посредством соматотропинотера- 
пии. Секреция соматотропина максимальна у подростков в 
период интенсивного линейного роста и полового созрева
ния. С возрастом она постепенно понижается и минимальна 
у пожилых людей.

Соматотропин оказывает мощное анаболическое и анти- 
катаболическое действие, усиливает синтез белка и тормо
зит его распад, а также способствует снижению отложения 
подкожного жира, усилению его сгорания и увеличению со
отношения мышечной массы к жировой. Кроме того, сома
тотропин принимает участие в регуляции углеводного обме
на: он вызывает выраженное повышение уровня глюкозы в
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крови и является одним из гормонов-антагонистов инсули
на по действию на углеводный обмен. При гипогликемии 
уровень соматотропина в крови резко повышается — это 
один из естественных физиологических механизмов быст
рой коррекции гипогликемии.

Соматотропный гормон можно добывать дорогим и не
приятным способом — из гипофиза мозга умерших людей.

Использование биотехнологических методов позволило 
«сконструировать» микроорганизм, способный синтезировать 
соматотропный гормон, и организовать его производство, 
которое может удовлетворить все потребности человечества.

Получение соматотропина с использованием генно- 
инженерных методов проводилось с учетом того, что просо- 
матотропин не подвергается процессингу в бактериальной 
клетке. Первоначально из клеток гипофиза выделили соот
ветствующую мРНК (рис. 6.8). Фрагмент ДНК, кодирующий 
первых 23 аминокислотных остатка с 14-конца, был получен 
методом химико-ферментативного синтеза, а олигопептид, 
кодирующий остальные аминокислотные остатки гормона,

Рис. 6.8. Схема по
лучения гормона роста 
человека (по А.С. Кони- 
чеву и Г.А. Севастьяно- 
иой, 2003):
а — выщепление рест- 
риктазной области, ко
дирующей сигнальный 
пептид, и присоедине
ние триплета АТС, ко
дирующего метионин;
б — присоединение к 
гену промотора и облас
ти, необходимой для свя
зывания мРНК с рибо
сомой Е. сой, включение 
в вектор; в — экспрес
сия гена в клетках бак
терии

0 0 0  Клетки гипофиза

Синтез\ ̂ ^55^ 
чкДНК

________ 1 
Ш
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терминации
трансляции
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сигнального предшественника гормона 
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ч

АТОС

I Область связывания 
с рибосомой
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представлял собой к ДНК, полученную посредством обрат
ной транскриптазы на матрице мРНК. Затем оба фрагмента 
объединяли в одной плазмиде и переносили в Е. соИ. Такая 
трансформация и клонирование этого вектора в бактериаль
ных клетках, где осуществляются интенсивная репликация, 
транскрипция и трансляция, позволили получить необхо
димое количество гормона. Он обладал биологической ак
тивностью, сопоставимой с гипофизарным соматотропином.

Получение генно-инженерного соматотропина явилось 
решением проблемы обеспечения медицины этим препара
том. Кроме того, он используется и в практическом живот
новодстве, повышая интенсивность роста животных.

Соматостатин — это один из гормонов гипоталамуса, а 
также гормон 8-клеток островков Лангерганса поджелудочной 
железы. По химическому строению это пептидный гормон, со
держащий 14 аминокислот. Соматостатин существует в двух 
биологически активных формах, происходящих от одного пред
шественника и различающихся длиной Ы-конца (рис. 6.9).

Соматостатин подавляет секрецию гипоталамусом сомато- 
тропин-рилизинг-гормона и секрецию передней долей гипо-

5
\*

сн—сн— сн32
он

ЮТЬг

Рис. 6.9. Первичная структура молекулы соматостатина 
(по Т.А . Егоровой и др., 2003)
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физа соматотропного гормона, а также секрецию различных 
гормонально активных пептидов и серотонина, продуцируе
мых в желудке, кишечнике, печени и поджелудочной желе
зе. Наиболее распространенное фармакологическое воздейст
вие на соматостатинэргическую систему связано с ингибиро
ванием выброса гормона роста, что делает данную систему 
весьма перспективной при лечении опухолевых заболеваний.

Получение соматостатина с использованием генно-ин- 
женерных методов представляет собой интересный пример 
целенаправленного конструирования белков (рис. 6.10).

Химический синтез 
гена соматостатина

I I I I I I  г . . . . . . . . . .
| ____Объединение с 1ас-опероном
| Е. соИ, включение в вектор1НС

Рис. 6.10. Схема получения соматостатина 
с использованием генно-инженерных методов 

(по А.С. Коничеву и Г.А. Севастьяновой, 2003)
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Получить соматостатин в клетках бактерий в значительных 
количествах первое время не удавалось, так как он быстро 
разрушался протеолитическими ферментами. Чтобы «обма
нуть» внутриклеточные бактериальные протеазы, пришлось 
сконструировать химерный белок — искусственный пред
шественник соматостатина. В этом белке в качестве КГ-кон- 
цевого участка использовали легко синтезируемый белок 
бактерии, а к нему через аминокислоту метионин присоеди
нили сам соматостатин. Все это сделано на уровне генетиче
ского материала ДНК, который затем клонировали в соот
ветствующем векторе. Успех работы обеспечивался предва
рительным анализом первичной структуры соматостатина, 
в составе которого отсутствуют остатки метионина.

6.7. Инсулин

Инсулин (от лат. тзи1а — остров) — это гормон пептид
ной природы, который образуется в |3-клетках островков 
Лангерганса поджелудочной железы. За открытие инсули
на Дж. Маклауд и Ф. Бантинг в 1923 г. были удостоены 
Нобелевской премии по физиологии и медицине.

Синтез инсулина осуществляется через одноцепочеч
ный белок-предшественник — препроинсулин, который со
держит сигнальный пептид, аминокислотные последователь
ности А  и В, соответствующие полипептидным цепям зре
лого гормона, а также соединительный пептид С. В клетках 
поджелудочной железы после синтеза белка-предшествен
ника сигнальный пептид отщепляется и образуется проин
сулин — молекула, в которой сохраняется пептид С, необ
ходимый для правильной ориентации А- и В-цепей гормо
на. После образования двух дисульфидных мостиков между 
цепями А  и В пептид С удаляется, и образуется молекула 
инсулина, обладающая гормональными свойствами.

Значение инсулина обусловлено его разнообразным 
влиянием на обмен практически всех тканей. Основное же 
действие этого гормона заключается в снижении концент
рации глюкозы в крови.

Инсулин увеличивает проницаемость плазматических 
мембран для глюкозы, активирует ключевые ферменты
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гликолиза, стимулирует образование в печени и мышцах из 
глюкозы гликогена, усиливает синтез жиров и белков. Кроме 
того, он подавляет активность ферментов, расщепляющих 
гликоген и жиры. То есть, помимо анаболического действия, 
инсулин обладает также и антикатаболическим эффектом.

Нарушение секреции инсулина вследствие деструкции 
|}-клеток (абсолютная недостаточность инсулина) является 
ключевым звеном патогенеза сахарного диабета 1-го типа. 
Нарушение действия инсулина на ткани (относительная ин
сулиновая недостаточность) приводит к развитию сахарного 
диабета 2-го типа. В связи с этим инсулин выполняет основ
ную роль в лечении диабета — болезни, по распространен
ности занимающей третье место в мире после сердечно-сосу
дистых заболеваний и рака. В Российской Федерации, как 
и во всем мире, количество больных сахарным диабетом по
стоянно увеличивается; в настоящее время оно достигает
2 млн человек, из которых более 750 тыс. нуждаются в 
ежедневном приеме инсулина. Мировая потребность в нем 
составляет несколько десятков килограммов в год.

Обычно инсулин получают из поджелудочных желез 
свиней и коров, но гормоны этих животных слегка отлича
ются от инсулина человека: инсулин свиней отличается од
ной аминокислотой, а инсулин коров — тремя. Отмечено, 
что инсулин животных часто вызывает побочные эффекты, 
в том числе аллергическую реакцию на такой препарат. 
Кроме того, сами возможности выделения и очистки гормо
на не беспредельны.

Существуют и другие методы получения инсулина:
— биосинтетический, или полусинтетический;
— генно-инженерный;
— модифицированный генно-инженерный;
— синтетический.
При производстве инсулина полусинтетическим мето

дом используют природные источники сырья. В этом слу
чае от очищенного инсулина свиньи отщепляют С-концевой 
октапептид В-цепи. Синтезируют С-концевой октапептид 
человеческого инсулина и присоединяют его химическим 
способом. Затем удаляют защитные группы и очищают по
лученный инсулин.
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В настоящее время инсулин человека получают в ос
новном двумя способами. Первый  связан с модификацией 
свиного инсулина синтетико-ферментативным методом. 
Он основан на том, что свиной инсулин отличается от инсу
лина человека одной заменой на С-конце В-цепи А1аЗОТ1гг. 
Замену аланина на треонин осуществляют путем катализи
руемого ферментом отщепления аланина и присоединения 
вместо него защищенного по карбоксильной группе остатка 
треонина, присутствующего в реакционной смеси в боль
шом избытке. После отщепления защитной О-трет-бутиль- 
ной группы получают инсулин человека.

Второй способ получения инсулина человека — ген
но-инженерный, т. е. биотехнологическое получение инсу
лина. Оно было осуществлено в 1980-е гг., что имело боль
шое значение для практической медицины. В качестве ком
петентных клеток использовали Е. соИ, а гены обеих цепей 
молекулы человеческого инсулина были получены методом 
химического синтеза. Эти гены присоединяли к З'-концу ге
на, кодирующего белок Р-галактозидазу, и вводили в век
торную плазмиду. Трансформированные клетки Е. соИ син
тезировали химерные белки, состоящие из А- или В-цепи 
инсулина, присоединенные через метионин к [3-галактози- 
дазе. С помощью бромцианина, специфически расщепляю
щего белки по остатку метионина, выделяли индивидуаль
ную цепь инсулина. Однако образование дисульфидных це
пей т  иИго стало лимитирующей стадией всего процесса: 
выход биологически активного вещества был незначителен 
(вероятно, в связи с отсутствием С-пептида, без которого 
плохо проходило образование -8-8-мостиков между А- и 
В-цепями инсулина).

Поэтому был разработан метод получения проинсулина 
человека с последующим созреванием его т  1иЪе (рис.
6.11). Были получены двухцепочечные фрагменты ДНК, со
ответствующие гену, кодирующему человеческий инсулин. 
Они были встроены в плазмиду и перенесены в Е. соИ. 
Полученные рекомбинантные клетки синтезировали про
инсулин, который затем т иИго превращали в зрелый 
инсулин.
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Векторная ДНК
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Инсулин человека

Рис. 6.11. Получение инсулина человека генно-инженерным методом 
(по В.П. Комову и В.Н. Шведовой, 2004)

Инсулин стал первым препаратом, созданным с помощью 
технологии рекомбинантных ДНК. В настоящее время имен
но такой инсулин широко применяется в медицинской 
практике.

6.8. Витамины

Витамины — это низкомолекулярные органические ве
щества, способные в очень низких концентрациях оказы
вать сильное и разнообразное воздействие на живые орга
низмы. Они принимают активное участие в метаболизме 
человека и высших животных, оказывая влияние на раз
личные физиологические процессы (цикл трикарбоновых
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кислот, распад и синтез жирных кислот, синтез аминокис
лот и др.). Природным источником многих витаминов яв
ляются растения и микроорганизмы.

В производстве многих витаминов ведущие позиции за
нимает химический синтез. Кроме того, для получения от
дельных витаминов огромное значение имеет микробный 
синтез, например при производстве кормовых препаратов 
витаминов. Микробиологическим путем получают некото
рые витамины группы В, а также эргостерин и каротин, 
являющиеся, соответственно, предшественниками витами
на и провитамина А.

Получение витамина В 12. Витамин В12 (а-5,6-диметил- 
бензимидазол (ДМБ)-цианокобаламин) необходим для роста 
и развития многих животных и микроорганизмов (рис.
6.12). Способность к его синтезу широко распространена 
среди прокариотических микроорганизмов. Активно проду
цируют витамин В12 РгорютЪасЬепит, а также Рзеийотопаа 
и смешанные культуры метанобразующих бактерий.

СОЫИ2

НОНэС
Витамин В] 2 (кобаламин)

Рис. 6.12. Формула витамина В12
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Микробиологический синтез — единственный способ по- 
п учения витамина В12 — осуществляют в две стадии на осно- 
не пропионовокислых бактерий, способных к самостоятель
ному синтезу коэнзима В12 (аденозилкобаламина 5,6 ДМБ).
11ервую стадию культивирования проводят в течение 80 ч в 
ппаэробных условиях и при слабом перемешивании (до пол
ной утилизации сахара). Полученную биомассу центрифу
гируют и сгущенную суспензию инкубируют во втором ап
парате еще в течение 88 ч, аэрируя культуру воздухом 
(2 м3/ч). Питательная среда содержит сахара (обычно глю
козу, 1-10 % ), добавки солей железа, марганца, магния и 
кобальта (10-100 мг/л), кукурузный экстракт (3-7 % ) и 
азот в виде (МН4)2804. Ферментацию проводят при 30 °С и 
|>Н 6,5-7,0. На второй стадии происходит образование 
ДМБ. После завершения ферментации витамин извлекают 
из клеток нагреванием в течение 10-30 мин при 80-120 °С. 
При последующей обработке горячей клеточной суспензии 
цианидом происходит образование С1Ч-кобаламина. Про
дукт сорбируют, пропуская раствор через активированный 
уголь и окислы алюминия, а затем элюируют водным спир
том или хлороформом. После выпаривания растворителя 
получают кристаллический витамин В12, выход которого 
достигает 40 мг/л.

Разработаны эффективные технологии получения вита
мина В12 и на основе термофильных бацилл ВасШиз сьгси- 
1апз, которые выращивают в нестерильных условиях в те
чение 18 ч при 65-75 °С на питательных средах, приготов
ленных из соевой и рыбной муки, мясного и кукурузного 
экстракта. Выход витамина составляет от 2,0 до 6,0 мг/л.

Для нужд животноводства витамин В12 получают на ос
нове смешанной ассоциации, состоящей из четырех куль- 
'ГУР — углеводсбраживающих, аммонифицирующих, сульфат- 
носстанавливающих и собственно метанобразующих бакте
рий, которые взаимосвязанно расщепляют органический 
субстрат до С02 и СН4. В качестве субстрата используют 
декантированную ацетоно-бутиловую барду, содержащую 
2,0-2,5 % сухих веществ. Брожение проходит при 55-57 °С 
в нестерильной культуре в две фазы: на первой образуются 
жирные кислоты и метан, на второй — метан, углекислота 
и витамин В12. Длительность процесса в одном аппарате со
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ставляет 2,5-3,5 суток, в двух (последовательно) — 2-2,5 су
ток. Концентрация витамина в барде достигает 850 мкг/л. 
Параллельно в значительных количествах образуется газ 
(65 % метана и 30 % углекислоты). Барда имеет слабоще
лочную реакцию. Для стабилизации витамина ее подкисля
ют соляной или фосфорной кислотой, затем в выпарном ап
парате сгущают до 20 % содержания сухих веществ и вы
сушивают в распылительной сушилке. Содержание В12 в 
сухом препарате составляет до 100 мкг/г.

Получение витамина В 2. Название витамина В2 — ри
бофлавин — происходит от сахара рибозы, входящего в со
став молекулы витамина в виде многоатомного спирта Б- 
рибита. Он широко распространен в природе и в значитель
ных количествах синтезируется растениями, дрожжами, 
грибами, бактериями.

Животные, не синтезирующие этот витамин, должны 
получать его в составе комбикормов, поскольку при его де
фиците в организме нарушаются процессы белкового обме
на, замедляется рост. Препараты рибофлавина используют 
в медицине для лечения ряда заболеваний, а в животновод
стве — в качестве добавки в корма. Микроорганизмы син
тезируют рибофлавин и две его коферментные формы — 
ФАД и ФМН.

Продуцентами витамина В2 являются бактерии (ВгеюЬ- 
Ъас1епит аттотадепез, МЬсгососсиз §1и1атаНсиз) ,  дрож
жи (СапсИЛа диИНегтопсШ, С. ?1аиеп), микроскопические 
(АзкЬуа доззури, Е^ето^кес^ит азкЬуи) и плесневые (Азрег- 
§Шиз т д е г ) грибы.

Промышленное получение рибофлавина осуществляют 
химическим, микробиологическим и комбинированным 
синтезом. В последнем случае синтезированная микроорга
низмами рибоза химически трансформируется в В2.

Для медицинских целей микробиологический рибофла
вин получают на основе гриба АзрегдШ из. Для высоких вы
ходов витамина (до 7 г/л) используют усовершенствован
ные штаммы и оптимизированные среды, содержащие (в %): 
кукурузный экстракт — 2,25; пептон — 3,5; соевое масло — 
4,5 и стимуляторы (пептоны, глицин). Используют активный 
инокулят, которым засевают стерильную среду. Фермента
цию проводят в течение семи суток при 28 °С и хорошей
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аэрации. Исходный рН составляет около 7,0, в ходе фер
ментации в связи с выделением кислот среда подкисляется 
до рН 4,0-4,5. После использования углеродного субстрата 
продуцент начинает утилизировать кислоты, рН повышает
ся, и затем начинается образование витамина В2. При этом 
кристаллы рибофлавина накапливаются в гифах и вне ми
целия. На постферментационной стадии для выделения ви
тамина мицелий нагревают в течение 1 ч при 120 °С.

В ряде стран для получения кормовых препаратов вита
мина В2 используют достаточно простой способ, основанный 
па выращивании микроскопического гриба ЕгетоОгесшт. 
изкЪуи в глубинной культуре в течение 80-84 ч при 28- 
30 °С на среде с глюкозой или мальтозой (2,5 % ), источни
ком азота в виде КН4Ж )3 и карбоксидом кальция (0,5 %). 
Иыход рибофлавина составляет 1250 мкг/мл. Культураль
ная жидкость концентрируется в вакуумном испарителе до 
содержания сухих веществ 30-40 % и высушивается в рас
пылительной сушилке. Товарная форма продукта — поро
шок с содержанием рибофлавина не менее 10 мг/г и 20 % 
сырого протеина. В препарате присутствуют также никоти
новая кислота и витамины В15 В3, В6 и В12. При использо
вании штамма ВасШиз зиЫШз, полученного генно-инже- 
нерным методом, выход рибофлавина составлял 4 г/л за 
35 суток ферментации.

Получение эргостерина. Эргостерин (эргоста-5,7,22-три- 
ен-3|3-ол) является исходным продуктом при производстве 
витамина Б2 и кормовых препаратов дрожжей, обогащенных 
этим витамином. Витамин Б2 (эргокальциферол) образуется 
при облучении ультрафиолетом эргостерина, который в 
значительных количествах синтезируют бурые водоросли, 
дрожжи, плесневые грибы. Наиболее активные продуценты 
эргостерина — Засскаготусез, КНойо1огу1а, СапйШа.

В промышленных масштабах эргостерин образуется при 
культивировании дрожжей и мицелиальных грибов на сре
дах, содержащих избыток сахаров и недостаток азота, при 
высокой температуре и хорошей аэрации. Более интенсивно 
эргостерин образуют дрожжи рода СапйШа на средах с уг
леводородами. Кристаллический препарат витамина Б2 по
лучают при культивировании плесневых грибов (Рет сИИит , 
АзрегдШ из).
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Для получения кормовых препаратов проводят облуче
ние суспензии или сухих дрожжей (СапЛШ а) .  Так, тонкий 
слой 5%-й суспензии дрожжей облучают ультрафиолетовы
ми лампами с длиной волны 280-300 нм.

Для получения кристаллического препарата витамина 
дрожжи или грибной мицелий подвергают кислотному гид
ролизу при 110 °С. Витамин Б2 экстрагируют спиртом, 
фильтруют, фильтрат упаривают и несколько раз промыва
ют спиртом. Спиртовой экстракт сгущают до 50% -й кон
центрации сухих веществ, омыляют щелочью. Образовав
шиеся кристаллы витамина очищают перекристаллизацией 
и сушат в эфире, отгоняя последний. Кристаллический оса
док растворяют в масле. Препарат используют в медицин
ских целях. Эргостерин служит также исходным продук
том для получения ряда стероидных гормонов, пищевых и 
лекарственных препаратов.

6.9. Интерфероны

Интерфероны представляют собой особую группу бел
ков, которые продуцируются клетками иммунной системы 
у большинства животных и человека. Впервые они были 
обнаружены как продукты метаболической активности ин
фицированных вирусами клеток. Следовательно, интерфе
роны являются «оружием», с помощью которого возможно 
противостоять болезнетворным бактериям, паразитам и да
же раковым клеткам.

Интерфероны — это низкомолекулярные белки со сход
ными свойствами, состоящие из 146-166 аминокислотных 
остатков и выделяемые клетками организма в ответ на 
вторжение вируса. Общим их свойством является наруше
ние репликации вирусов, т. е. благодаря интерферонам 
клетки становятся устойчивыми к вирусной инфекции. За 
это они и получили свое название, происходящее от анг
лийского термина ЬгЬегГеге луйЬ — мешать (вирусам осу
ществлять синтез своей РНК и белков).

При заражении клеток вирусом он начинает размно
жаться, и одновременно клетка-хозяин «запускает» синтез

250



6.9. Интерфероны

интерферонов. Они выходят из клетки, вступают в контакт 
с соседними клетками и делают их невосприимчивыми к 
вирусу. Интерфероны действуют, запуская цепь событий, 
приводящих к подавлению синтеза вирусных белков и — 
в некоторых случаях — сборки и выхода вирусных частиц 
(путем активации олигоаденилатсинтетазы) (рис. 6.13).

Интерферон

Мембранный рецептор 
| Мессенджер

эоооооос
Клеточный геном

Индукция4 
синтеза

5'-Олигоаденилат- ферментов Протеинкиназа 
синтетаза

Активация РНКазы I, __^  Ингибирование
деградация иРНК и рРНК синтеза белка

Рис. 6.13. Механизм действия интерферонов 
(по Т.А . Егоровой и др., 2003)
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Таким образом, интерфероны не обладают прямым про
тивовирусным действием, но вызывают такие изменения в 
клетке, которые препятствуют размножению вируса.

Образование интерферонов могут стимулировать не 
только интактные вирусы, но и различные другие агенты, 
например некоторые инактивированные вирусы, двухцепо
чечные РНК, синтетические двухцепочечные олигонуклео
тиды и бактериальные эндотоксины.

Биологическая активность интерферонов очень высока: 
достаточно одной их молекулы, чтобы сделать клетку ре
зистентной к вирусной инфекции.

Основные классы интерферонов. Существует три основ
ных класса интерферонов: альфа-интерферон (а), бета-интер- 
ферон (Р), гамма-интерферон (у).

а-Интерфероны являются протеинами, не содержащими 
простетических групп, а |3-интерфероны и у-интерфероны — 
гликопротеинами.

Основными клетками — продуцентами интерферонов 
являются: для а-интерферона — макрофаги (лейкоциты Т 
и В); для Р-интерферона — эпителиальные клетки и фиб- 
робласты; у-интерферон продуцируется Т-лимфоцитами и 
естественными киллерами (ШС-клетками).

Все интерфероны обладают не только антивирусным и 
противоопухолевым действием, но и, что важнее, свойством 
активировать, понуждать к действию такие клетки иммун
ной системы, как макрофаги.

Помимо общих свойств, между различными типами интер
феронов есть существенные отличия. Основные функции а-ин
терферона и Р-интерферона связаны с ограничением и подав
лением вирусной инфекции. у-Интерферон является одним 
из ключевых медиаторов активации Т-звена иммунитета.

Основные эффекты действия интерферонов. Все интер
фероны обладают противовирусным, иммуномодулирующим, 
противоопухолевым и антипролиферативным эффектами.

Противовирусный эффект заключается в индукции у 
обработанных интерфероном клеток «нечувствительности» 
к вирусам. В этом случае включаются такие механизмы, 
как подавление синтеза вирусной РНК и подавление синте
за белков оболочки вируса.
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Иммуномодулирующий эффект связан со способностью 
интерферонов регулировать взаимодействие клеток, участ
вующих в иммунном ответе. Эта функция осуществляется с 
помощью регуляции экспрессии на мембранах клеток мо
лекул главного комплекса гистосовместимости I типа или 
путем непосредственной активации иммунокомпетентных 
клеток. Все эти факторы усиливают фагоцитарные и ци- 
тотоксические реакции в зоне воспалительного очага и спо
собствуют эффективной элиминации инфекционного агента.

Противоопухолевый эффект связан со способностью 
интерферонов замедлять или подавлять рост культуры кле
ток и активировать противоопухолевые механизмы иммун
ной системы.

Все противоопухолевые эффекты интерферонов подразде
ляют на прямые и непрямые. Прямые эффекты связаны со 
способностью оказывать непосредственное воздействие на 
опухолевые клетки, их рост и дифференцировку, а непря
мые — с усилением способности иммунокомпетентных клеток 
обнаруживать и уничтожать атипичные клетки организма.

Антипролиферативный эффект заключается в способ
ности интерферонов проявлять свойства цитостатиков: по
давлять рост клеток за счет ингибирования синтеза РНК, 
протеинов, а также ростовых факторов, стимулирующих 
пролиферацию клеток.

Помимо общих свойств, интерфероны обладают рядом 
отличий.

а-Интерферон и (3-интерферон больше похожи друг на 
друга. Их гены локализуются в 9-й хромосоме. Для их вы
работки индуцирующим сигналом являются вирусы. Эти 
интерфероны обладают выраженным противовирусным и 
противоопухолевым действием, но в гораздо меньшей сте
пени проявляют иммуномодулирующие свойства.

у-Интерферон характеризуется выраженным иммуномо
дулирующим действием, регулирует иммунный ответ и вы
раженность воспалительных реакций. Противовирусные и 
противоопухолевые его свойства выражены слабее, чем у 
а-интерферона и (3-интерферона. Тем не менее у-интерферон 
существенно усиливает активность а-интерферона и (3-ин- 
терферона. Ген у-интерферона расположен в 12-й хромосоме.
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Получение интерферонов. Интерфероны служат одним 
из самых эффективных средств лечения вирусных инфек
ций, но они видоспецифичны и могут быть получены только 
из клеток человека. Технология выделения и очистки ин
терферонов малоэффективна, прежде всего из-за крайне ма
лого выхода конечного продукта. Поэтому получение ген
но-инженерного продукта является перспективной альтер
нативой традиционным методам выделения интерферонов.

Ген а-интерферона получили химико-ферментативным 
методом. Одной из трудностей, которую пришлось преодо
леть, было то, что интерферон синтезируется в виде пред
шественника с дополнительной (сигнальной) последователь
ностью аминокислотных остатков. Бактериальные клетки 
не имеют протеиназ, превращающих предшественники в 
зрелые белки, поэтому надо было синтезировать ген, коди
рующий только зрелый интерферон. Такой ген был получен 
и введен в клетку Е. соИ. Физико-химические свойства а- 
интерферона, выделенного из бактерий, оказались близки 
к свойствам интерферона, выделенного из крови доноров.

Значительным событием явилась удачная попытка вве
дения генов интерферонов в дрожжевые клетки. Замена 
бактериальной клетки в качестве реципиента на дрожже
вую сыграла огромную роль для всей генно-инженерной 
техники вообще и для получения интерферонов в частнос
ти. Дело в том, что Р-интерферон и у-интерферон представ
ляют собой гликозилированные белки, а процесс гликози- 
лирования невозможен в Е. соИ, но вполне осуществим в 
дрожжевой клетке для точного воспроизведения структуры 
Р-интерферона и у-интерферона. Рекомбинантные штаммы 
дрожжей синтезировали в больших количествах интерферо
ны, обладающие выраженной биологической активностью.

Применение интерферонов. Разработка методов получения 
лейкоцитарного и рекомбинантного интерферонов в препара
тивных количествах, а также высокоэффективных методов 
их очистки открыла возможность применения этих препа
ратов для лечения вирусных и онкологических заболеваний.

Интерфероны представляют высокую ценность при лече
нии целого ряда заболеваний: вирусного и хронического ге
патитов, герпетической инфекции, острых респираторных
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паболеваний, рассеянного склероза, миеломы, остеосарко
мы. Есть данные о положительном эффекте применения 
интерферонов для лечения рака легких, мочевого пузыря, 
яичников, мозга и гортани.

Интерфероны выпускают в качестве лекарственных пре
паратов в виде каплей в нос, мазей или растворов для инъ
екций. Существуют натуральные интерфероны, полученные 
из лимфоцитов донорской крови, и искусственно синтези
рованные с применением генно-инженерных технологий 
(рекомбинантные). В настоящее время как у нас в стране, 
так и за рубежом выпускают коммерческие препараты — 
человеческий лейкоцитарный, лимфобластный (Велферон, 
\УеШегоп) и фибробластный (Ферон), а также интерферо
ны, полученные генно-инженерными методами: рекомби
нантные а-интерферон (Роферон, Реальдерон и др.), (3-ин- 
терферон и у-интерферон (Гаммаферон).

6.10. Вакцины

Одно из важных направлений биотехнологии — созда
ние и разработка вакцин, способствующих развитию имму
нитета к патогенным вирусам и микроорганизмам.

Формированию у реципиента иммунитета к патогенным 
микроорганизмам способствует вакцинация. Эффект вакци
нации был открыт более 200 лет назад, в 1796 г., врачом 
Э. Дженнером, доказавшим, что человек, перенесший ко
ровью оспу (не очень тяжелую болезнь крупного рогатого 
скота), становится невосприимчив к оспе натуральной — 
очень опасному инфекционному заболеванию, с высокой 
смертностью. Даже если больной не погибает, у него неред
ко возникают различные уродства, психические расстройст
ва и слепота.

Э. Дженнер публично провел прививку коровьей оспы 
восьмилетнему мальчику Джеймсу Фиппсу, использовав для 
этого экссудат из пустулы больной оспой коровы, а затем, 
через определенное время, дважды инфицировал ребенка 
гноем из пустулы больного натуральной оспой. Все прояв
ления заболевания ограничились покраснением в месте при
вивки, исчезнувшим через несколько дней. Это связано с
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тем, что в ответ на введение вакцины организм запускает 
иммунный ответ — вырабатываются антитела, которые при 
последующей инфекции блокируют пролиферацию патоген
ного микроорганизма и не позволяют развиться заболева
нию.

Начиная с первой вакцины, созданной Э. Дженнером, 
ведутся большие научные исследования в этом направле
нии. Большинство человеческих противовирусных вакцин 
создано на основе убитых (инактивированных) патогенных 
микроорганизмов или живых, но не вирулентных (аттену
ированных) штаммов. Такой подход достаточно эффективен 
и предотвращает распространение многих вирусных инфек
ций, однако его применение имеет ряд ограничений, свя
занных с:

— невозможностью культивирования всех патогенных 
микроорганизмов;

— потенциальной опасностью при работе с патогенными 
микроорганизмами и вирусами;

— возможностью ревертировать (возвращаться к исход
ному вирулентному штамму) аттенуированные штаммы 
(инактивация часто бывает неполной);

— высокой стоимостью производства традиционных 
вакцин (титр вирусов животных и человека в культуре и 
скорость их размножения, как правило, невысоки).

В последние годы все большее значение в получении 
вакцин приобретают биотехнологические подходы, в том 
числе технология рекомбинантных ДНК. Она позволяет со
здавать новые препараты, более безопасные и эффектив
ные, менее дорогие и не имеющие ограничений в примене
нии. Для этих целей используют следующие подходы:

1. Патогенный микроорганизм модифицируют, делети- 
руя (убирая) гены, ответственные за вирулентность, при 
этом сохраняется способность штамма вызывать иммунный 
ответ. Получают живые вакцины, содержащие непатоген
ные микроорганизмы, которые не могут ревертировать и 
становиться патогенными.

2. Гены или их сегменты, кодирующие основные анти
генные детерминанты (белки) патогенных микроорганиз
мов, экспрессируют в альтернативном хозяине, например
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соИ. Получают нужный продукт в большом количестве и 
используют его как вакцину. Такие вакцины, содержащие 
лишь отдельные компоненты патогенного микроорганиз
ма, называют субъединичными вакцинами.

Достоинства субъединичных вакцин состоят в том, что 
препарат, содержащий очищенный иммуногенный белок, 
стабилен и безопасен. Его химические свойства известны, в 
нем отсутствуют дополнительные белки и нуклеиновые 
кислоты, которые могут быть причиной нежелательных по
бочных эффектов в организме-хозяине.

Недостатками субъединичных вакцин являются высо
кая стоимость очистки специфического белка и изменение 
его конформации после выделения, что может повлечь и 
изменение его антигенных свойств.

Клонированные гены, кодирующие основные антиген
ные детерминанты патогенного организма, встраивают в ге
ном непатогенного носителя (обычно вируса) и получают 
живую безопасную вакцину, которая не содержит болезне
творных микроорганизмов. Живые вакцины, как правило, 
более эффективны, чем неживые или субъединичные.

В числе новых направлений создания рекомбинантных 
вакцин — разработка Д Н К -вак цин  (так называемых ген 
ных, полинуклеотидных вакцин, вакцин из нуклеиновых 
кислот). Принцип применения ДНК-вакцин заключается в 
том, что в организм пациента вводят молекулу ДНК, содер
жащую гены, кодирующие иммуногенные белки патогенно
го организма и генетические элементы, которые необходи
мы для экспрессии этого гена в клетках эукариот (челове
ка). В качестве продуцентов таких генов используют 
бактериальные клетки, содержащие рекомбинантные плаз
миды с соответствующими генами. После получения доста
точной биомассы (количества копий) плазмидную ДНК вы
деляют из бактерий, очищают от других молекул ДНК и 
примесей. Полученную ДНК-вакцину вводят парентераль
но, при этом большая ее часть поступает в межклеточное 
пространство, после чего включается в клетки.

Противогерпетические вакцины. Вирус простого герпе
са (Н8У — Негрез з1тр1ех V^^и8) вызывает инфекционное 
заболевание генерализованного или местного характера
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(преимущественно поражение кожи, глаз, слизистых оболо
чек, нервной системы, энцефалит и т. д.). Кроме того, он 
является онкогенным, поэтому вакцинация убитым или ат
тенуированным вирусом сопряжена с определенным риском 
развития рака. Для защиты от Н8У-инфекции применяют 
неонкогенетическую субъединичную вакцину.

Для создания любой субъединичной вакцины прежде 
всего идентифицируют те компоненты патогенного микро
организма, которые индуцируют выработку антител. В слу
чае Н8У-типа таким компонентом является гликопротеин 
Д-оболочки (&Д). В ответ на введение этого гликопротеина 
мышам у них вырабатываются антитела, нейтрализующие 
интактный Н8У. Ген §Д  Н8У-1 был изолирован, клониро
ван в одном из экспрессирующих векторов в клетках мле
копитающих и введен в яйцеклетки китайского хомячка, в 
которых, в отличие от Е. сой, происходит гликолизирова- 
ние чужеродных белков. Полноразмерный ген §Д  кодирует 
белок, в норме связывающийся с мембраной клетки млеко
питающего. Затем модифицированным геном трансформи
ровали яйцеклетки китайского хомячка, которые гликози- 
лировали белковый продукт и секретировали его во внеш
нюю среду, так как он не мог встраиваться в клеточную 
мембрану. Антитела, вырабатываемые в ответ на введение 
модифицированного белка §Д, эффективны в отношении 
вируса простого герпеса.

Противосалъмонеллезные вакцины. Разные штаммы 
8а1топе11а вызывают острые кишечные инфекции, постна- 
тальную (послеродовую) инфекцию, брюшной тиф, пище
вую токсикоинфекцию. Для профилактики всех этих забо
леваний у овец, цыплят и человека эффективные перораль- 
ные вакцины созданы методом двойной делеции.

Такой способ получения непатогенных штаммов, при
годных для создания на их основе живых вакцин, состоит 
в удалении из генома патогенных бактерий участков хро
мосом, отвечающих за независимые жизненно важные 
функции. Лучше делетировать, по крайней мере, две такие 
области, так как вероятность их одновременного восстанов
ления очень мала. Штамм с двойной делецией обладает ог
раниченной пролиферативной способностью и сниженной
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патогенностью, но обеспечивает выработку иммунного отве
та. Штаммы 8а1топе11а с двойной делецией вызывают лег
кую форму инфекции и обладают в 100 тыс. раз меньшей 
вирулентностью.

6.11. Антибиотики

Антибиотики (от апИ — против, Ыоз — жизнь) — са
мый большой класс фармацевтических соединений природ
ного или полусинтетического происхождения, которые по
давляют рост живых клеток, чаще всего прокариотических 
или простейших. К этому же классу относятся противо
грибковые агенты, противоопухолевые лекарства и алка
лоиды.

Современное определение термина «антибиотик» дано в 
1961 г. М.М. Шемякиным и А.С. Хохловым, которые пред
ложили считать антибиотическими веществами все продук
ты обмена любых организмов, способные избирательно уби
вать или подавлять рост и развитие микроорганизмов.

Антибиотики не просто вещества, действующие против 
болезнетворных микроорганизмов; это еще и вещества, по
лучаемые с помощью микроорганизмов-продуцентов. Чаще 
всего они синтезируются актиномицетами, реже — бакте
риями. Среди актиномицетов наибольший вклад вносит род 
81гер1отусез (в частности, только один вид 81гер№тусез 
дпзеиз синтезирует более 50 антибиотиков).

Наиболее распространенными с коммерческой точки 
зрения антибиотиками оказались пенициллины, цефало- 
спорины и тетрациклины.

Пенициллин, исторически первый антибиотик, впервые 
выделил английский. ученый А. Флеминг из плесневых 
грибов РетсНИит. по1а1ит. В 1928 г. он обнаружил, что на 
агаре в одной из чашек Петри с бактериями 81арку1ососсиз 
аигеиз выросла колония плесневых грибов. Колонии бакте
рий вокруг них стали прозрачными из-за разрушения кле
ток. Флемингу удалось выделить активное вещество — пе
нициллин, которое разрушало бактериальные клетки. Эта 
работа была опубликована в 1929 г. Флеминг недооценил 
свое открытие, считая, что получить лекарство будет очень
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трудно. Работу Флеминга продолжили Г. Флори и Э. Чейн, 
предложившие методы очистки пенициллина. Его массовое 
производство было налажено во время Второй мировой вой
ны. В 1945 г. А. Флеминг, Г. Флори и Э. Чейн были удос
тоены Нобелевской премии в области физиологии и меди
цины.

Эффект от применения пенициллина превзошел все 
ожидания. По некоторым данным, только в 1940-1950-е гг. 
с его помощью было спасено от смерти более 15 млн человек. 
Действительно, часто раненый погибает не от самой раны, 
а от гнойного воспаления. Так, рана, полученная А.С. Пуш
киным на дуэли, сама по себе не была опасна, но развилось 
воспаление — перитонит, что и привело к смертельному ис
ходу. При нынешнем состоянии медицины Пушкина мож
но было бы вылечить с помощью антибиотиков.

Сразу же после открытия пенициллина начались поиски 
и других антибиотиков. Сейчас их существует уже более
3 тыс., но многие ученые в разных странах мира все время 
ищут более продуктивные микроорганизмы для их биосин
теза, достигая при этом поразительных успехов. Например, 
плесень Флеминга в военные годы давала активность по пе
нициллину не более 10 ед/мл. Современные штаммы мик
роорганизмов дают 50 тыс. ед/мл того же пенициллина.

Интересно, что в США в послевоенные годы поисками 
микроорганизмов занимались не только ученые. Институты 
давали объявления в газеты с просьбой приносить им раз
ные образцы плесеней за вознаграждение. Рассказывают, 
что в одном из городов этим занималась некая пожилая 
женщина по имени Мэри. Она по всему городу искала пле
сень в гнилых фруктах, овощах, испорченном хлебе. Ей да
же дали прозвище Заплесневелая Мэри. Так вот, именно 
она нашла родоначальника современных высокоактивных 
штаммов биосинтеза пенициллина в заплесневевшей гни
лой дыне. Этот микроорганизм был назван Рет сШ ит  
скгузодепит.

По оценкам ВОЗ, каждый год ученые обнаруживают от 
100 до 200 новых антибиотиков, прежде всего в рамках об
ширных исследовательских программ по поиску среди ты-
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ояч различных микроорганизмов таких, которые синтези
ровали бы уникальные антибиотики. Получение, лабора
торные и клинические испытания новых лекарственных 
средств обходятся дорого, поэтому до применения доходят 
только те из них, которые имеют большую терапевтиче
скую ценность и представляют экономический интерес. Это 
исего лишь 1-2 % от всех обнаруживаемых антибиотиков.

Обычно антибиотик действует не на все микроорганиз
мы подряд, да это и нежелательно: ведь наряду с болезне
творными будут уничтожаться полезные микробы, которые 
всегда есть в человеческом организме. Поэтому должен 
быть набор различных антибиотиков, пригодных для лече
ния разных болезней.

Но есть и другая сторона: болезнетворные микроорга
низмы постепенно «привыкают» к действию антибиотиков. 
Возникают виды, которые вызывают заболевание, но они 
нечувствительны к «старому» антибиотику. Такое привы
кание происходит не быстро, а в течение 10-15 лет. Но раз 
это все-таки происходит, ученым необходимо искать все но
вые и новые антибиотики и продуцирующие их микроорга
низмы.

Образование антибиотиков — это наследственно закреп
ленная особенность метаболизма микроорганизмов, прояв
ляющаяся в том, что каждый вид (или даже штамм) спосо
бен продуцировать один или несколько строго специфич
ных для него антибиотических веществ, что является 
результатом эволюции данного микроорганизма.

Специфичност ь действия  антибиотиков объясняется:
— их высокой биологической активностью в отношении 

чувствительных к ним организмов, т. е. способностью про
являть эффект даже в очень низких концентрациях;

— избирательностью действия, т. е. способностью конк
ретного антибиотика проявлять свое действие лишь в отно
шении определенных организмов или групп организмов, не 
оказывая заметного эффекта на другие формы живых су
ществ.

Величину биологической активности антибиотиков вы
ражают в условных единицах, содержащихся в 1 мл (ед/мл)
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или в 1 мг (ед/мг) препарата. За единицу антибиотической 
активности принято минимальное количество антибиотика, 
способное подавить развитие или задержать рост опреде
ленного числа клеток стандартного штамма тест-микроба в 
единице объема питательной среды. Так, за единицу актив
ности пенициллина принято минимальное количество пре
парата, способное задерживать рост золотистого стафило
кокка (штамм 209) в 50 мл питательного бульона; для 
стрептомицина единица активности — минимальное коли
чество антибиотика, задерживающее рост Е. соИ в 1 мл пи
тательного бульона.

Синтез микроорганизмами антибиотиков — одна из 
форм проявления антагонизма, который связан с опреде
ленным характером обмена веществ, возникшим и закреп
ленным в ходе эволюции. Воздействуя на постороннюю 
микробную клетку, это соединение вызывает нарушения в 
ее развитии. Антибиотики способны подавлять синтез обо
лочки бактериальной клетки в период размножения, изме
нять проницаемость цитоплазматической мембраны или 
ингибировать реакции обмена веществ.

Классификация антибиотиков может быть осуществ
лена:

— по принципу их биологического происхождения 
(предпочтительна для биологов, изучающих организмы- 
продуценты антибиотических веществ);

— по химическому строению (удобна для химиков, за
нимающихся изучением строения молекул антибиотиков и 
путей их синтеза);

— по типу и механизму биологического действия (при
нята в медицинской практике). В этом случае тип действия 
антибиотиков бывает «цидны м» (бактерицидным, фунгицид
ным, вирицидным, протозоацидным), под которым понима
ют необратимое нарушение жизнедеятельности (гибель) ин
фекционного агента, и статическим (бактериостатическим, 
фунгистатическим, виристатическим, протозоостатическим), 
при котором прекращается или приостанавливается размно
жение возбудителя. Такая градация имеет основное прак
тическое значение при лечении тяжелых инфекций, осо
бенно у пациентов с нарушениями иммунитета, когда обя
зательно назначение «цидных» препаратов.
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В зависимости от места приложения и механизма биоло
гического действия, антибиотики подразделяют на:

— специфические ингибиторы биосинтеза клеточной 
стенки (пенициллины, цефалоспорины, цефамицины и др.);

— препараты, нарушающие молекулярную организацию 
и функции клеточных мембран (полимиксины, полиены);

— препараты, подавляющие синтез белка на уровне ри
босом (макролиды, тетрациклины, левомицетин, фузидин);

— ингибиторы синтеза РНК на уровне РНК-полимеразы 
и ингибиторы, действующие на метаболизм фолиевой кис
лоты (рифампицины);

— ингибиторы синтеза РНК на уровне ДНК-матрицы 
(актиномицины и др.);

— ингибиторы синтеза ДНК на уровне ДНК-матрицы 
(антрациклины, митомицин С, нитрофураны, налидиксовая 
кислота).

При выделенном возбудителе назначают антибиотики с 
максимально узким спектром активности, так как «избы
точная» широта спектра не дает преимуществ и опасна с 
точки зрения подавления нормальной микрофлоры.

В настоящее время установлена полная химическая 
структура только для трети антибиотиков, продуцируемых 
микроорганизмами, а химическим путем может быть полу
чена лишь половина из них. В связи с возросшей сложно
стью выделения эффективных антибиотиков и распростра
нением устойчивости к наиболее широко применяемым 
соединениям у большого числа патогенных бактерий су
ществует потребность в новых соединениях. Для этого ис
следователи перешли от поиска новых антибиотиков к мо
дификации структуры уже имеющихся. Они стремятся по
высить эффективность антибиотиков, найти защиту от 
инактивации ферментами устойчивых бактерий и улуч
шить фармакологические свойства препаратов. В некото
рых случаях природные микробные антибиотические про
дукты химическим или энзиматическим путем могут быть 
превращены в так называемые полусинтетические антибио
тики, обладающие более высокими терапевтическими свой
ствами.
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Современное промышленное получение антибиотиков —
это сложная многоступенчатая биотехнологическая схема, 
состоящая из ряда последовательных стадий (рис. 6.14):

1) стадия биосинтеза (образования) антибиотика — ос
новная биологическая стадия процесса получения антибио
тика. Необходимо создание оптимальных условий для раз
вития продуцента и максимально возможного биосинтеза 
антибиотика;

2 )стадия предварительной обработки культуральной 
жидкости, клеток (мицелия) микроорганизма и фильтра
ции (отделение культуральной жидкости от биомассы про
дуцента). Определяется составом среды, характером роста 
продуцента, местом накопления биологически активного 
соединения (в культуральной жидкости или внутриклеточно);

3) стадия выделения и очистки антибиотика. В качестве 
основных методов применяют экстракцию, осаждение, сорб
цию на ионообменных материалах, упаривание, сушку;

4) стадия получения готовой продукции, изготовления 
лекарственных форм, расфасовки.

Для максимального выхода антибиотика при культиви
ровании продуцента необходим комплекс мер, включаю
щий подбор питательных сред, высокопродуктивных штам
мов микроорганизмов и режимов их культивирования.

Микроорганизмы, производящие различные метаболи
ты, в том числе и антибиотики, вначале проходят стадию 
быстрого роста (тропофазу), во время которой синтез этих 
веществ незначителен. По мере замедления роста из-за 
истощения одного или нескольких необходимых питатель
ных веществ в культуральной среде микроорганизм перехо
дит в идиофазу; именно в этот период синтезируются иди- 
олиты.

Эти особенности культурального роста необходимо учи
тывать в производственном процессе. Например, в случае 
антибиотиков большинство микроорганизмов в стадии тро- 
пофазы чувствительны к собственным антибиотикам, а во вре
мя идиофазы становятся устойчивыми к ним. Чтобы уберечь 
микроорганизмы, продуцирующие антибиотики, от самоунич
тожения, важно быстро достичь идиофазы и затем культи
вировать микроорганизмы в этой фазе. Это достигается
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Рис. 6.14. Схема производства антибиотиков 

в процессе микробного биосинтеза (по Н.С. Егорову, 1994)
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путем варьирования режимов культивирования и состава 
питательной среды на стадиях быстрого и медленного 
роста.

Новые антибиотики с уникальными свойствами и спе
цифичностью можно получить путем генно-инженерных 
манипуляций с генами, участвующими в биосинтезе уже 
известных антибиотиков. Большой эффект здесь может 
дать технология рекомбинантных ДНК: с ее помощью мож
но создавать новые антибиотики с уникальной структурой, 
оказывающие более мощное действие на определенные 
микроорганизмы и обладающие минимальными побочными 
эффектами. Генно-инженерные подходы можно использо
вать для увеличения выхода антибиотиков и снижения 
стоимости их производства.

Большинство исследований было сосредоточено на пени- 
циллинах и цефалоспоринах, структура которых включает 
четырехчленное (3-лактамное кольцо. Добавление к (3-лак- 
тамному кольцу метоксильной (СН30)-группы привело к 
появлению цефамицинов, близких к цефалоспоринам и эф
фективных как против грамотрицательных, так и против 
пенициллиноустойчивых микробов. Полусинтез состоит в 
замене химическим путем одной боковой цепи (3-лактамно- 
го кольца на другую в полученной ферментацией молекуле. 
Устойчивость к пенициллинам и цефалоспоринам связана с 
наличием ферментов, так называемых (3-лактамаз, которые 
широко распространены среди бактерий, актиномицетов, 
цианобактерий и дрожжей. Так как гены, кодирующие эти 
ферменты, находятся в составе плазмид, устойчивость мо
жет передаваться при переносе плазмид от одного бактери
ального штамма к другому.

Исследователи фирмы «Мерк, Шарп и Доум» открыли 
новый класс р-лактамных антибиотиков — тиенамицины, — 
продуцируемые !Шгер1отпусе8 саШеуа. Тиенамицины чрезвы
чайно эффективны против грамположительных и грамотрица
тельных бактерий, а также способны ингибировать Р-лактама- 
зы, что значительно повышает возможности этих антибиоти
ков. К ингибиторам Р-лактамаз относятся также клавулановая 
и оливановая кислоты, идентифицированные исследователя
ми английской фармацевтической компании «Бичем». Ком-
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мания выпустила новый антибиотик — аугментин, — кото
рый представляет собой комбинацию (3-лактамного антиби
отика амоксициллина и клавулановой кислоты.

Синтез антибиотика является результатом действия 10- 
30 генов, поэтому практически невозможно обнаружить от
дельные спонтанные мутации, которые могли бы повысить 
его выход. В промышленных штаммах РетсШштп скгузоде- 
пит или 81гер1отусез аиего/ас1епз выход пенициллина или 
тетрациклина удалось повысить с нескольких миллиграм
мов на литр (штамм дикого типа) до 20 г/л и более. Эти 
высокопродуктивные штаммы были получены в результате 
последовательных циклов мутагенеза и селекции.

В результате мутаций появились новые вторичные мета
болиты, в том числе 6-диметилхлортетрациклин и 6-диме- 
тилтетрациклин. Определенные мутанты, так называемые 
идиотрофы, способны синтезировать только половину моле
кулы антибиотика, а среда должна быть обогащена другой 
ее половиной. Такая форма мутационного биосинтеза при
вела к открытию новых производных антибиотиков, в том 
числе принадлежащих к аминоциклитольной группе.

Создание новых и совершенствование существующих 
технологий получения антибиотиков, разработка экологи
чески чистых безотходных технологий получения высоко
качественных препаратов — важнейшая задача современ
ной биотехнологии. В основном антибиотики применяют 
для борьбы с болезнями человека, животных и растений, 
как стимуляторы роста животных, при консервировании 
продуктов, в научных исследованиях (в биохимии, молеку
лярной биологии, генетике, онкологии).

Традиционно антибактериальные препараты подразде
ляют на:

— природные (собственно антибиотики, например пени
циллин);

— полусинтетические (продукты модификации природ
ных молекул, например амоксициллин, цефазолин);

— синтетические (например, сульфаниламиды, нитро- 
фураны).

Антибиотики используют для предотвращения и лече
ния воспалительных процессов, вызванных бактериальной
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микрофлорой. Они избирательно угнетают жизнедеятель
ность микроорганизмов. Под избирательным действием по
нимают активность только в отношении определенных ро
дов и видов микроорганизмов при сохранении жизнеспособ
ности клеток хозяина.

Антибиотики представляют собой самую многочислен
ную группу лекарственных средств. Так, в России в настоя
щее время используется 30 различных групп антибиотиков, 
а число препаратов приближается к 200. Ежегодно во всем 
мире производится 100 тыс. т антибиотиков на сумму при
мерно 5 млрд долларов, причем более 100 млрд долларов 
приходится на долю антибиотиков, добавляемых в корм 
скоту в качестве добавок или ускорителей роста.

Все антибиотики, несмотря на различия химической 
структуры и механизма действия, объединяет ряд уникаль
ных качеств.

Во-первых, уникальность антибиотиков заключается в 
том, что, в отличие от большинства других лекарственных 
средств, их мишень-рецептор находится не в тканях чело
века, а в клетке микроорганизма.

Во-вторых, активность антибиотиков не является посто
янной, а снижается со временем, что обусловлено формиро
ванием лекарственной устойчивости (резистентности). Ан- 
тибиотикорезистентность — неизбежное биологическое яв
ление, и предотвратить ее практически невозможно.

В-третьих, антибиотикорезистентные микроорганизмы 
представляют опасность не только для пациента, у которо
го они были выделены, но и для многих других людей, да
же разделенных временем и пространством. Поэтому борьба 
с антибиотикорезистентностью в настоящее время приобре
ла глобальные масштабы.

В течение многих лет антибиотики используют как сти
муляторы роста сельскохозяйственных животных и птиц, 
как средство борьбы с заболеваниями растений и посторон
ней микрофлорой в ряде бродильных производств, как кон
серванты пищевых продуктов. Механизм стимулирующего 
действия антибиотиков также не до конца выяснен. Пред
полагают, что стимулирующий эффект низких концентра
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ций антибиотиков на организм животного связан с двумя 
факторами:

— воздействием на микрофлору кишечника;
— непосредственным влиянием на организм животного.
В первом случае антибиотики снижают число вредных и

увеличивают количество полезных для организма микроор
ганизмов, во втором — снижают рН содержимого кишечни
ка, уменьшают поверхностное натяжение клеток организ
ма, что способствует ускорению их деления. Кроме того, 
антибиотики увеличивают количество ростовых гормонов, 
улучшают приспособляемость организма к неблагоприят
ным условиям и т. д.

Кормовые антибиотики применяют в виде неочищенных 
препаратов, представляющих собой высушенную массу про
дуцента, содержащую, помимо антибиотика, аминокисло
ты, ферменты, витамины группы В и другие биологически 
активные вещества. Все производимые кормовые антибио
тики:

— не используются в терапевтических целях и не вызы
вают перекрестной резистентности бактерий к антибиоти
кам, применяемым в медицине;

— практически не всасываются в кровь из пищевари
тельного тракта;

— не меняют своей структуры в организме;
— не обладают антигенной природой, способствующей 

возникновению аллергии.
В настоящее время производится несколько видов кор

мовых антибиотиков: препараты на основе хлортетрацик- 
лина (биовит, кормовой биомицин), бацитрацин, гризин, 
гигромицин Б и др. Из этих препаратов только бацитрацин 
представляет собой высушенную культуральную жидкость, 
полученную в результате глубинного выращивания ВасШиз 
ИсКет^огтьз. Остальные антибиотики являются продукта
ми жизнедеятельности разных видов АсИпотусез.

Антибиотики используют и как средство борьбы с раз
личными фитопатогенами. Действие антибиотика сводится 
к замедлению роста и гибели фитопатогенных микроорга
низмов, содержащихся в семенах и вегетативных органах

269



Глава 6. Основы промышленной биотехнологии

растений. К таким антибиотикам относятся фитобактерио- 
мицин, трихотецин, полимицин.

Применение антибиотиков в пищевой промышленности 
позволяет снизить длительность термообработки продуктов 
питания при их консервировании. Используемые антибио
тики воздействуют на клостридиальные и термофильные 
бактерии, устойчивые к нагреванию. Наиболее эффектив
ным признан низин, который практически не токсичен для 
человека и позволяет вдвое снизить время термообработки.

6.12. Моноклональные антитела

Моноклональные антитела (М А) — это антитела, выра
батываемые иммунными клетками, принадлежащими к од
ному клеточному клону, т. е. произошедшими из одной 
клетки-предшественницы. Они могут быть выработаны по
чти на любое вещество, которое антитело будет специфиче
ски связывать. Их можно далее использовать для обнару
жения этого вещества или его очистки.

Моноклональные антитела широко применяют в биохи
мии, молекулярной биологии и медицине. Если их исполь
зуют в качестве лекарства, то название последнего оканчи
вается на -таЪ (от англ. топос1опа1 апШюйу).

Впервые методика получения моноклональных антител 
с помощью гибридомной технологии была опубликована в 
1975 г. Ж. Келером и С. Милынтейном, которые в 1984 г. 
получили за ее создание Нобелевскую премию. Именно 
они, предварительно введя в организм антиген и вызвав та
ким образом иммунный ответ, извлекли лимфоидную клетку, 
продуцирующую соответствующие антитела, и объединили ее 
с клеткой опухоли (миеломы) (рис. 6.15). В результате по
лучился непрерывно делящийся клеточный гибрид (гибри- 
дома), способный синтезировать антитела с заданной специ
фичностью. Гибридома унаследовала от нормальной клетки 
способность к синтезу антител, а от опухолевой — бессмер
тие и способность к неограниченному и бесконтрольному 
росту.
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Клетки
Антиген Селезенка селезенки

Культура 
миеломных клеток

Гибридомы © о э е
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продуцирующие
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Рис. 6.15. Схема получения моноклональных антител 
(по В.П. Комову и В.Н. Шведовой, 2004):

1 — иммунизация; 2 — выделение клеток селезенки; 3 — получение 
культуры миеломных клеток; 4 — гибридизация (слияние);
5 — селекция гибридом; 6 — отбор положительных клонов;

7 — культивирование; 8 — производство моноклональных тел ш V̂ ^^о 
в биореакторе; 9 — получение моноклональных антител

В действительности продуцировать антитела способны 
только единичные гибридомные клетки. Их необходимо 
выделять и размножать клонированием. После тестирова
ния клонов на способность образовывать антитела отбирают
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положительные культуры, которые снова клонируют и под
вергают последующей селекции (рис. 6.16). В результате 
получают гибридому, продуцирующую моноклональные ан
титела. Производство моноклональных антител этими клет
ками осуществляют т  иИго в биореакторе или т  V^VО в ас
цитной жидкости мыши. Таким способом получают моно
клональные антитела к определенным антигенам бактерий 
или вирусов, опухолевых клеток, лимфоцитов, а также к 
гормонам, ферментам, медиаторам и т. д.

С появлением моноклональных антител в биологии и 
медицине началась эпоха современных исследований высо
чайшей точности. Специфичность антител делает их мощ
ными диагностическими инструментами, которые позволя
ют определить наличие минимального количества искомых 
субстанций. В настоящее время моноклональные антитела 
используют для:

— обнаружения загрязнителей окружающей среды;
— проверки пищевых продуктов на наличие опасных 

микроорганизмов;
— распознавания злокачественных клеток среди нор

мальных;
— аналитических целей — как «иммунологический 

микроскоп» с чрезвычайно высоким разрешением;
— диагностики инфекционных заболеваний человека, 

животных и растений, а также в биотехнологии в качестве 
лигандов для аффинной хроматографии.

Уже сейчас препараты моноклональных антител широ
ко применяют в лабораторной диагностике многих заболе
ваний как диагностические тест-системы.

Современная диагностика злокачественных новообра
зований крови немыслима без моноклональных антител. 
Их используют для определения иммунного статуса паци
ентов, диагностики и контроля эффективности лечения он
кологических заболеваний, диагностики бактериальных и 
вирусных инфекций (гепатиты А  и С, простой герпес, кле
щевой энцефалит, цитомегаловирусная инфекция, ВИЧ), 
для определения биологически активных веществ — белков 
крови, гормонов, ростовых факторов, клеточных рецепто
ров, медиаторов воспаления и др. Для исследования ло
кализации злокачественного новообразования и степени
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Отдельный
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Рис. 6.16. Скрининг клеток, вырабатывающих 
моноклональные антитела (по Б. Глику и Дж. Пастернаку, 2002)
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метастазирования используют метод введения в организм 
специфичных к определенной опухолевой клеточной попу
ляции моноклональных антител, связанных с радиоактив
ными изотопами.

Моноклональные антитела незаменимы при диагностике 
заболеваний, но могут быть использованы и в качестве вы
сокоспецифичных терапевтических средств. Они могут осу
ществлять избирательную доставку химиотерапевтических 
агентов к клеткам опухоли, не затрагивая при этом здоро
вые клетки организма. В настоящее время уже создано и 
успешно применяется в клинической практике несколько 
лекарственных препаратов, содержащих моноклональные 
антитела.

Существуют также моноклональные антитела для лече
ния аутоиммунных заболеваний и реакций отторжения 
трансплантата. В этих случаях действие моноклональных 
антител направлено против клеток иммунной системы, уча
ствующих в патологических процессах; другие иммунные 
механизмы при этом не страдают.

Предпринимаются попытки связать моноклональные ан
титела с противоопухолевыми препаратами, такими, как 
доксорубицин или рицины. Это обеспечит адресную достав
ку токсичного препарата к опухолевым клеткам, позволит 
прицельно (направленно) обнаруживать и уничтожать их, 
не повреждая здоровые ткани.

Таким образом, работы по получению новых монокло
нальных антител в целях создания на их основе лекарст
венных и диагностических средств очень перспективны. 
Они позволят вывести практическую медицину на качест
венно новый уровень. Терапия с помощью моноклональных 
антител эффективна, очень специфична, т. е. нацелена 
только на определенный патологический механизм, являю
щийся причиной заболевания, и, следовательно, сравни
тельно безопасна.

Одна из причин ограниченного применения этого метода 
терапии заключается в том, что мышиные антитела зачастую 
распознаются иммунной системой человека. Развивающийся 
при этом иммунный ответ не только выводит терапевтические 
антитела из организма, он может приводить к поражению
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почек. Для снижения проблемы возникновения человеческих 
антимышиных антител (НАМ А) разработчики лекарствен
ных средств используют химерные или гуманизированные 
антитела. Для создания химерного антитела антигенсвязы- 
нающие зоны (вариабельные домены) мышиного антитела 
объединяют с эффекторными зонами (константными доме- 
11 ами) человеческого антитела. Для создания человеческого 
антитела только аминокислоты, образующие зону, взаимо
действующую с антигеном (гипервариабельные регионы), 
заменяют соответствующими аминокислотами мышиного 
антитела. К препаратам, синтезируемым описанным мето
дом, относятся 2епарах, УИахт, Му1о1аг§, НегсерИп и Хо1ай\

Тем не менее преимущества применения моноклональ
ных антител очевидны, что обусловило производство их в 
промышленном масштабе.

На сегодняшний день 20 % биофармацевтических препа
ратов являются продуктами гибридомной технологии. Всего 
в мире на различных стадиях разработки находится свыше 
350 лекарственных средств, содержащих моноклональные 
антитела, 70 % из них проходят клинические испытания. 
По прогнозам, к 2010 г. на рынке появится более 100 но
вых препаратов на основе моноклональных антител с об
щим объемом продаж около 50 млрд долларов.

Ряд фармацевтических фирм США, Европы и Японии 
производят диагностические наборы, моноклональные анти
тела для терапии заболеваний и лабораторной техники, а так
же для научных целей.

6.13. Вторичные соединения

Характерной особенностью клеток растений является 
способность к синтезу соединений так называемого вторич
ного метаболизма, к которым относятся терпеноиды, поли
фенолы, алкалоиды, стероиды и др. Они синтезируются, 
как правило, в меньших количествах, чем вещества основ
ного (первичного) обмена, и, кроме того, не участвуют в нем.

Впервые термины «первичные соединения» и «вторич
ные соединения» ввел немецкий биолог А. Коссель (1891). 
В своей лекции «О химическом составе клеток», прочитан -
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ной для Берлинского общества физиологов, он говорил: 
«Предлагаю называть соединения, имеющие важность для 
каждой клетки, первичными, а соединения, не присутст
вующие в любой растительной клетке, — вторичными».

Долгое время считалось, что вторичные метаболиты от
личаются от первичных тем, что они:

— распространены в ограниченном числе видов растений;
— являются «конечными» продуктами первичного об

мена;
— не имеют значения для образующей их клетки, но 

могут быть необходимы для целого растения.
В настоящее время установлена важная роль вторичных 

метаболитов в жизни растений. Они обнаружены у 20-30 
тыс. их видов, т. е. у 10-15 % всей флоры Земли. Установ
лена структура уже около 100 тыс. индивидуальных ве
ществ. Выяснено участие 15-25 % генов растительных ор
ганизмов в их вторичном метаболизме. Все это свидетельст
вует о том, что считать эти соединения синтезированными 
«случайно» — неправильно.

Ученые-биологи достаточно долго не уделяли должного 
внимания вторичным соединениям. Гораздо больше знали о 
них провизоры, фармацевты и криминалисты, поскольку 
лекарственные и ядовитые свойства растений чаще всего 
обусловлены этими соединениями.

Вторичные соединения придают также вкус и аромат 
растениям. От их присутствия зависят окраска цветков и 
многообразие «расцветки» окружающего нас мира. Многие 
из вторичных соединений используются в качестве лекарст
венных препаратов, вкусовых и ароматических добавок для 
пищевой и парфюмерной промышленности.

Все это свидетельствует о важном народнохозяйствен
ном значении вторичных соединений, они могут найти ши
рокое применение в биотехнологическом производстве. Рас
смотрим основные классы вторичных соединений, синтези
рующихся в клетках высших растений.

Терпены (старое название — изопреноиды) — одни из 
наиболее распространенных в растениях вторичных ве
ществ. Свое название получили от немецкого слова Ьегреп- 
Ип (скипидар), означающего смесь этих веществ.
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К настоящему времени известно более 30 тыс. соедине
ний данной группы вторичных метаболитов. Основным их 
структурным элементом является пятиуглеродное соедине
ние — изопрен. Общая формула всех терпенов выражается 
как (С5Н8)П.

Все терпены подразделяют по единому структурному 
признаку — числу изопреновых единиц, входящих в состав 
их молекулы.

Среди терпенов встречаются также смешанные вещест
ва, молекула которых состоит из терпеноидной и нетер- 
пеноидной частей. Последняя может быть представлена 
тетрапирролом, как это характерно для хлорофилла и 
цитохрома, бензохиноном, что наблюдается в структуре 
убихинонов, а также аденином — в случае цитокининов. 
Такие соединения называют меротерпенами.

Большинство терпенов имеет название, отражающее тот 
растительный источник, откуда они были выделены впер
вые. Так, например, ментол впервые получили из растений 
мяты (М е Ы а ),  бетулапренолы — из листьев березы 
(Ве1и1а), авенастерин — из зерен овса (А и еп а ).

Функции, выполняемые терпенами в клетках растений, 
чрезвычайно разнообразны. Так, важную физиологическую 
активность проявляют такие их представители, как цито- 
кинины, гиббереллины и абсцизовая кислота. Моно- и сеск- 
витерпеноидам часто приписывают аллелопатическую роль. 
Аллелопатия — это вредное действие одного растения (до
нора) на другое (реципиент). Стеролы, локализованные в 
клеточных мембранах растений, по-видимому, выполняют 
там такую же функцию, как холестерол в мембранах жи
вотных клеток. Существует предположение, что стеролы 
стабилизируют мембраны и контролируют их проница
емость. Каротиноиды защищают клетки от фотодинамиче- 
ского повреждения и, кроме того, участвуют в поглощении 
света при фотосинтезе. Смешанные терпеноиды также игра
ют ключевую роль в обмене веществ у растений: хлоро
филл, лишенный своей фитольной боковой цепи, не эффек
тивен; пластохинон участвует в фотосинтетическом транс
порте электронов, а убихинон — в митохондриальном 
транспорте электронов. Полипренилпирофосфаты участвуют
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в процессе гликозилирования при образовании клеточных 
стенок.

Фенольные соединения, или полифенолы, являются 
вторыми по распространенности в растительном мире пред
ставителями вторичных соединений. Эти вещества, так же 
как и терпены, обнаружены не только во всех растениях, 
но даже в каждой растительной клетке. В настоящее время 
число известных фенольных структур превышает девять 
тысяч.

Фенольные соединения содержат в своей молекуле бен
зольное ядро с одной или несколькими гидроксильными 
группами. Их классификация зависит от числа ароматиче
ских колец (одно или два), а также от количества присо
единенных к ним атомов углерода.

Ф енольны е соединения с одним  аромат ическим  
кольцом  подразделяют на следующие классы:

— соединения С6-ряда — не содержат в своей структуре 
дополнительных атомов углерода. К ним относятся прос
тые фенолы, представителями которых являются фенол 
(в малых количествах образующийся в хвое сосны), пиро
катехин (найден в листьях тополя) и флороглюцин (чешуя 
лука);

— соединения Сд -С^ряда  — имеют в своей структуре 
один дополнительный атом углерода (рис. 6.17). К ним от
носятся оксибензойные кислоты и их производные, кото
рые часто называют фенольными кислотами или феноло- 
кислотами, а также лишайниковые кислоты — специфиче
ские фенольные соединения, синтезируемые лишайниками;

СООН

о
ОН

л-Оксибензойная
кислота

ООН

О
ОН

Н

Протокатеховая
кислота

СООН

Ванилиновая
кислота

Рис. 6.17. Структурные формулы оксибензойных кислот
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— соединения С6~С 2ряда — соответствующие альдеги
ды и спирты оксибензойных кислот, в их структуре при
сутствует два дополнительных атома углерода;

— соединения С 6~С 3ряда — имеют три дополнитель
ных атома углерода и составляют наиболее многочислен
ную и важную группу веществ, часто называемых фенил- 
пропаноидами (рис. 6.18). К ним относятся оксикоричные 
(по международной номенклатуре — гидроксикоричные) 
кислоты, оксикоричные (гидроксикоричные) спирты, 
фенилпропены, а также кумарины, изокумарины и хромо- 
ны — соединения, у которых дополнительные атомы угле
рода замыкаются в конденсированное лактонное кольцо; 
некоторые фенилпропаноиды образуют димеры, т. е. соеди
нения типа (С6-С 3)2, которые называют лигнанами.

Ф енольны е соединения с двум я аромат ическими  
кольцами  подразделяют на:

— соединения С6~С 1—С6-ряда — имеют два ароматиче
ских кольца, соединенных мостиком из одного углеродного 
атома. К ним относятся бензофеноны и ксантоны;

— соединения С6- С 2~С 6-ряда — имеют два ароматиче
ских кольца, соединенных двумя атомами углерода. К ним 
относятся стильбены  (два ароматических кольца соединя
ются цепочкой из двух атомов углерода) и антрахиноны. 
(два ароматических кольца соединяются двумя атомами уг
лерода с образованием центрального конденсированного 
третьего кольца);

— соединения С6- С 3- С 6-ряда — имеют два ароматических 
кольца, соединенных тремя атомами углерода. Наиболее мно-

—СООН

К1=К2=Н — ге-Оксикоричная (л-кумаровая) кислота 
К 1=Н; К2=ОН — Кофейная кислота 
К1=Н; К2=ОСН3 — Феруловая кислота 
К1=К2=ОСНз — Синаповая кислота

Рис. 6.18. Структурные формулы некоторых фенилпроианоидов
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гочисленная группа фенольных соединений, представленная 
прежде всего флавоноидами, которые, в свою очередь, вклю
чают целый ряд подгрупп, в зависимости от степени окис
ления трехуглеродного кислородсодержащего (пиранового) 
кольца (рис. 6.19). К ним относятся флавоны, антоцианы, 
флавононы, флавонолы, изофлавоноиды  и неофлавоноиды.

Рис. 6.19. Основные классы флавоноидов:
1 — катехины; 2 —  лейкоцианидины; 3 — дигидрохалконы;

4 — хал коны; 5 — антоцианидины; 6 — флаваноны; 7 — флавано- 
нолы; 8 — ауроны; 9 — флавоны; 10 — флавонолы

280



6.13. Вторичные соединения

В особые группы выделяют димерные и полимерные фе
нольные соединения. Это дубильные вещества (таннины) и 
лигнин. Термин «таннины» был впервые использован для 
описания веществ, которые превращали сырые животные 
шкуры в кожу в процессе дубления (Ъапшп). Связываясь с 
белками коллагена шкуры животных, таннины повышают 
устойчивость получаемой кожи к жаре, воде и микроорга
низмам.

Наиболее распространенным полимером фенольных со
единений в растениях является лигнин. В его образовании 
принимают участие три оксикоричных спирта: кониферило- 
вый, пара-кумаровый и синаповый. В результате биохими
ческих превращений они и образуют лигнин, который 
представляет собой сильно разветвленный полимер.

Для фенольных соединений характерно формирование 
огромного числа соединений за счет модификаций молекулы 
и образования конъюгатов с разнообразными структурами. 
Это может происходить за счет различного замещения в 
бензольных кольцах (к которым в различных положениях 
могут присоединяться группы -ОН, -ОСН3), способности 
образовывать гликозиды с широким набором моно- и дисаха
ридов, а также наличия асимметричных атомов углерода. 
Фенольные соединения могут также связываться с органи
ческими кислотами, растительными аминами, алкалоида
ми. Помимо этого, растительные фенолы взаимодействуют 
с изопреноидами, образуя большую группу пренилирован- 
ных фенолов. Такие свойства фенольных соединений обес
печивают огромное разнообразие структур, характерное для 
растительных фенолов.

Фенольные соединения играют важную роль в самых 
различных физиологических процессах — фотосинтезе, ды
хании, росте и защитных реакциях растительного организ
ма. Кроме того, они выполняют механические и структур
ные функции (лигнин), а также являются аттрактантами 
для насекомых-опылителей и животных — распространите
лей семян. Многие представители фенольных соединений 
обусловливают вкусовые качества растений. Особенно часто 
это отмечается для флавоноидов. Например, флавонон на-
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рингенин  придает горький вкус кожуре грейпфрута, тогда 
как другой флавонон — гесперидин, обнаруженный в кожу
ре апельсина и мандарина, таких свойств не проявлял. 
Во многих плодах (яблоки, груши, вишня, айва, персики, 
абрикосы) и ягодах (ежевика, земляника, брусника, сморо
дина, малина, виноград) содержатся катехины, также от
носящиеся к соединениям флавоноидной природы. Наи
большее их содержание было отмечено в молодых побегах 
чайного растения (до 30 % на сухой вес). Катехины широ
ко применяют в производстве какао, виноделии и особенно 
в чайной промышленности. Это связано с тем, что продук
ты окисления катехинов обладают характерной окраской и 
приятным слабовяжущим вкусом. Кроме того, они прояв
ляют Р-витаминную активность. Часто в растениях встре
чается рамноглюкозид кверцетина — рутин, используемый 
в медицине как капилляроукрепляющее средство.

У  200 природных флавоноидных веществ выявлено 40 ви
дов биологического действия. В основном оно связано с их 
антиоксидантным и мембраностабилизирующим действием, 
а также влиянием на ферментные системы. Благодаря такой 
разнообразной активности флавоноидсодержащие растения 
служат сырьем для производства препаратов желчегонного, 
противоязвенного, капилляроукрепляющего, гипотомическо- 
го действия. Флавоноиды применяют как антимутагены, 
противоопухолевые и антиаллергические препараты. Так, 
препарат ревенол, получаемый из коры приморской сосны, 
виноградных зерен и куркумы, обладает антиоксидантной 
активностью, в 50 раз превышающей таковую у а-токофе
рола. Разработанный на основе экстракта виноградных кос
точек французский препарат эндотелон используют для ле
чения онкологических заболеваний.

Алкалоиды представляют собой большую группу азотсо
держащих вторичных веществ, найденных у 20 % видов 
сосудистых растений.

Термин «алкалоид» введен в 1819 г. немецким фармако
логом В. Майсснером. Чтобы особая группа азотсодержа
щих веществ с щелочными свойствами не была классифи
цирована как щелочи (аХсаИ), он предложил назвать ее ал
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калоидами. Название происходит от арабского слова а1саИ — 
щелочь и греческого еМоз — подобный.

Алкалоиды содержат азот, чаще всего в составе гетеро
циклического кольца. В настоящее время известно около 
10 тыс. индивидуальных веществ.

Согласно химической классификации, алкалоиды — это 
соединения, содержащие один или несколько атомов азота 
в молекуле, что и придает им щелочные свойства. Обычно 
их подразделяют на две подгруппы: протоалкалоиды, ко
торые содержат азот не в гетероцикле, и истинные алкало
иды, содержащие азот в гетероцикле.

Биохимическая классификация алкалоидов основана на 
их метаболизме. Гликоалкалоиды, а также ряд других ал
калоидов (например, алкалоиды аконита) по типу синтеза и 
структуре фактически являются изопреноидами, поэтому 
было решено выделить их в особую группу — изопреноид- 
ных псевдоалкалоидов. В связи с этим сейчас принято под
разделять алкалоиды на три подгруппы: протоалкалоиды  
(азот не в гетероцикле (рис. 6.20)); истинные алкалоиды

О С Н з

К=СОСН3 — Колхицин 

К=СН3 — Колхамин

Рис. 6.20. Структура некоторых протоалкалоидов 
(по И.П. Ермакову и др., 2005)
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(азот в составе гетероцикла (рис. 6.21)); псевдоалкалоиды  
(синтез не из аминокислот). Каждая подгруппа, в свою оче
редь, подразделяется на 3-10 классов.

Наиболее широко алкалоиды распространены среди по
крытосеменных растений. Особенно богаты ими семейства 
маковых, пасленовых, бобовых, кутровых, мареновых, лю-

N

Группа
пирролидина

N
I

Н
Группа

пиперидина
Группа

пиридина
Группа

пирролизидина

Группа
хинолизидина

Группа
изохинолина

Группа 
хинолина

Группа хиназолина

Группа акридина

N
Группа пурина

Рис. 6.21. Основные группы истинных алкалоидов 
(по И.П. Ермакову и др., 2005)

Группа индола Группа имидазола
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тиковых. Во мхах, папоротниках и голосеменных алкало
иды встречаются относительно редко. Разные органы и тка
ни растения могут содержать разные алкалоиды. Обычно 
их концентрация невелика и составляет десятые и сотые 
доли процента. При содержании алкалоидов около 1-3 % 
растение считается богатым этими соединениями (алкалои
доносным). Только немногие растения, например культиви
руемые формы хинного дерева, могут накапливать до 15- 
20 % алкалоидов.

Алкалоиды могут оказывать токсическое действие на 
человека. Однако их малые дозы используют в качестве эф
фективных фармакологических препаратов (морфин, кодеин, 
эфедрин, атропин). Некоторые алкалоиды (никотин, кофе
ин) применяют как стимуляторы или седативные средства.

Цианогенные гликозиды и глюкозинолаты также яв
ляются азотсодержащими веществами (рис. 6.22). Их иног
да называют прототоксинами или фитоантисипинами. Они 
принимают непосредственное участие в защите растений от 
травоядных животных. При гидролизе цианогенных глико- 
зидов специфичной гликозидазой выделяется синильная 
кислота.

Цианогенные гликозиды  широко распространены в рас
тительном царстве и часто встречаются у представителей 
бобовых, розоцветных и некоторых злаков. Их много также

Я2 О-р-Сахар

Общая формула Линамарин Лотаустралин

Н, О-р-Оеп Нч О-р-Ук Н ч .О-р-Рп

(Я)-Амигдалин (Д)-Вицианин (Я)-Аукумин

Рис. 6.22. Цианогенные гликозиды высших растений
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в крахмалистых клубнях маниока Мат ко1 езси1еп1а. Это 
важный пищевой продукт в ряде тропических стран. Клуб
ни и мука маниока — обычная пища для аборигенов, кото
рые научились в процессе приготовления избавляться от 
токсичных соединений.

Вторая важная группа растительных прототоксинов — 
глюкозинолаты  — впервые была выявлена у растений се
мейства крестоцветных Сгис1}егае. В растении глюкозинола
ты, так же как и цианогенные гликозиды, пространственно 
отделены от гидролизующих их ферментов. При поврежде
нии растительных тканей происходит смешивание глюко- 
зинолатов с соответствующими ферментами и превращение 
их в летучие токсичные вещества с горчичным запахом — 
изотиоцианаты  и нитрилы. Образующиеся вещества 
функционируют как токсины и репелленты для травояд
ных животных. Большинство исследований, посвященных 
глюкозинолатам, выполнено на рапсе Вгаззьса париз, кото
рый служит важным источником для получения пищевого 
растительного масла в Северной Америке и Европе. Одна из 
основных задач селекционеров состоит в получении семян 
рапса с резко сниженным содержанием глюкозинолатов.

Таким образом, в растениях синтезируются различные 
соединения вторичного метаболизма. Их группы находятся 
в растении в динамическом состоянии, а содержание меня
ется от органа к органу в ходе онтогенеза. Поэтому, с одной 
стороны, при проведении скрининга желательно собрать 
как можно больше образцов разных частей растений на 
разных фазах развития, а с другой — при интерпретации 
полученных данных необходимо сравнивать данные о со
держании изучаемого соединения в сходных частях расте
ний, отобранных на одной и той же фазе развития. Очевид
но, что данные о динамике содержания вторичных мета
болитов представляют непосредственный интерес при 
проведении хемотаксономических исследований.

Поскольку многие из вторичных метаболитов обладают 
высокой биологической активностью, они находят широкое 
практическое применение. И в этом плане перспективным 
источником их получения могут быть каллусные и суспен
зионные культуры высших растений.
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Культуры т оИго — продуценты вторичных соедине
ний. Существующие методы культивирования изолирован
ных клеток и тканей в условиях т  иИго позволяют исполь
зовать их для практического применения. Особый интерес 
представляет способность изолированных клеток, тканей и 
органов синтезировать вещества вторичного метаболизма, 
которые широко применяют в медицине, ветеринарии, кор
мопроизводстве, пищевой промышленности, парфюмерии, 
для защиты растений и др.

Интерес исследователей к этому направлению работ не 
случаен. По сравнению с использованием традиционного 
растительного сырья, получение физиологически активных 
веществ методами клеточной биотехнологии имеет ряд пре
имуществ, так как:

— процесс получения биомассы клеток автоматизирован 
и не зависит от сезона, климатических и почвенных условий;

— можно оптимизировать условия культивирования 
суспензии клеток, позволяющих синтезировать в необходи
мом количестве нужные вещества.

Использование клеточных культур растений для полу
чения вторичных метаболитов важно и в тех случаях, когда:

— невозможно выращивание растения в природе;
— имеются трудности в его сборе;
— содержание вторичных соединений в культурах т  

иИго высокое или высока его цена на мировом рынке;
— возможен хороший рост клеточных культур растений 

на сравнительно простых по составу питательных средах;
— вторичное соединение (соединения) выделяется клет

ками в питательную среду;
— можно получить высокопродуктивные растительные 

культуры.
Основным условием культивирования изолированных 

клеток и тканей в условиях т  иНго является тот факт, что 
они, так же как и интактные растения, синтезируют вто
ричные метаболиты.

Первые данные, касающиеся синтеза вторичных соеди
нений в клеточных культурах растений, появились в лите
ратуре в 1940 г., когда Дж. Боннер сообщил об образова
нии каучука клетками гваюлы. Первыми лекарственными
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растениями, исследованными в культуре ткани, были бар
винок розовый и белена черная. Исследования В. Телле и 
Ф. Готре доказали способность культуры ткани белены к 
синтезу алкалоидов. Позднее появились и другие сообще
ния о получении культур тканей различных лекарственных 
растений, способных синтезировать многие уникальные со
единения вторичного метаболизма. Это культуры ткани та
бака, накапливающие большие количества никотина 
(0,7 % ), диоскореи — диосгенина (1,6 % ) и др.

В отделе биологии клетки и биотехнологии Института 
физиологии растений РАН собрана большая коллекция ис
пользуемых в промышленности клеточных культур расте
ний, синтезирующих вторичные метаболиты. Это культуры 
женьшеня дальневосточного (источник алкалоида диосгени
на), диоскореи дельтовидной (источник стероидных глико- 
зидов), раувольфии змеиной (продуцент антиаритмического 
алкалоида аймалина), стевии (источник заменителя саха
ра — стевиозида) и др. В последние годы большое внима
ние в мире уделяется культивированию клеток тиса ягод
ного, синтезирующего уникальное вещество терпеноидной 
природы — таксол, который является противораковым пре
паратом.

Использование культур т  иНго для получения вторич
ных соединений связано с их высокой продуктивностью. 
Экспериментально доказано, что прирост клеточной био
массы в условиях т  иИго и т  V^VО проходит с разной ско
ростью. Например, за год прирост корня женьшеня в тайге 
составляет 1 г, на плантации — 3 г, а при выращивании 
клеток корневого происхождения на агаре ( т  V^^^о) можно 
получать 0,4 г сухой массы на литр среды в день. Биомасса 
клеток женьшеня в суспензии при выращивании в 50-лит
ровом ферментере увеличивается до 2 г в литре среды за 
сутки, что в тысячу раз больше, чем при выращивании на 
плантации. Учитывая высокую стоимость женьшеня (кило
грамм плантационного корня стоит 100-150 долларов), це
на дикорастущего корня может доходить до нескольких ты
сяч долларов. Поэтому с экономической точки зрения био
технологический способ получения биомассы культуры 
клеток женьшеня весьма перспективен.
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Вещества вторичного синтеза, как правило, получают из 
суспензионной культуры, которую выращивают в биореак
торах или ферментерах. Важной характеристикой клеток 
иопуляции является ее стабильность в отношении синтеза 
метаболитов. Она может сохраняться в течение всего време
ни существования популяции, постепенно снижаться за 
счет медленного увеличения числа клеток с низким синте
зом метаболитов или быть нестабильной в случае быстрой 
потери способности клеток синтезировать вторичные мета
болиты.

Технология выращивания культур клеток в биореакто
рах представляет собой масштабный процесс. Специалисты 
немецкой фирмы Б1УЕК8А (ныне — РУТОЫ) осуществили 
выращивание ряда культур в биореакторах объемом до 
75 тыс. л. В России на Омутнинском биохимическом заводе 
в биореакторах объемом до 2,5 м3 в промышленном масшта
бе получили биомассу женьшеня. В ТОО «Тэмбр» (г. Ярос
лавль) осуществлено проточное культивирование клеток 
женьшеня в промышленных биореакторах объемом 7,5 м3. 
В Институте физиологии растений РАН оптимизированы 
режимы культивирования целого ряда различных культур 
клеток высших растений (женьшеня настоящего, полисциаса 
и других аралиевых, диоскореи дельтовидной, маральего 
корня и др.) в биореакторах объемом 630 л.

Российские ученые разработали технологию, жизненно 
важную для десятков тысяч пациентов. Она позволяет по
лучать практически любое требуемое количество пакли- 
таксела — основы одного из самых эффективных, но и са
мых дорогих препаратов для лечения некоторых видов он
кологических заболеваний, в том числе рака легкого, 
яичников и молочной железы. Субстанция, полученная по 
новой технологии, по структуре ничем не отличается от 
обычной, но стоить будет, по мнению авторов, существенно 
дешевле. Дело в том, что высокая цена паклитаксела — это 
не прихоть фармацевтов, а следствие огромных затрат на 
его производство. В природе он есть только в коре очень 
редкого и очень медленно растущего дерева — тихоокеан
ского тиса. Чтобы выделить количество, необходимое для 
лечения только одного пациента, нужно собрать кору с 10-
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12 взрослых деревьев. Понятно, что такое лекарство деше
вым просто не может быть. Разумеется, что, обнаружив 
удивительные свойства паклитаксела, ученые искали спо
собы более дешевого его получения. Были разработаны и 
методы химического синтеза, и способ получения полупро
дукта из хвои тиса с последующей его переработкой в пак- 
литаксел. Но оказалось, что синтетический аналог сущест
венно дороже вещества, выделенного из природного сырья.

Метод же, который предлагают использовать специалис
ты ОАО «Биохиммаш», относится к области биотехноло
гии. Это ценное лекарство ученые научились выделять из 
природного сырья. Но не из деревьев, а из культуры клеток 
тиса, выращенных в ферментере и способных эффективнее 
прочих вырабатывать искомую субстанцию.

Продуктивность клеточных культур высших растений в 
отношении синтеза вторичных веществ зависит также от со
става питательной среды, используемой для их выращивания.

Обязательными компонентами питательных сред явля
ются углеводы. Клеточные культуры могут расти на раз
личных углеводах (испытано более 30 различных соедине
ний), но в большинстве случаев их лучший рост отмечается 
при добавлении в питательную среду двух сахаров — глю
козы или сахарозы. В то же время высокий уровень синте
за свойствен культурам, растущим на сахарозе, а на пита
тельных средах с глюкозой синтез часто сильно ослаблен. 
Причины этого явления пока не ясны. Повышенные кон
центрации сахарозы (5 % ) в среде эффективны для роста 
культуры диоскореи, а пониженные (1,5 % ) — для продук
тивности диосгенина.

Минеральный состав питательных сред также оказыва
ет большое влияние на синтез вторичных соединений; при 
этом наиболее важно содержание фосфора, калия и различных 
форм азота. Высокие концентрации фосфора в большинстве 
случаев приводят к улучшению роста культуры и ослабле
нию синтеза вторичных метаболитов. Это отмечено для 
синтеза никотина в культуре клеток табака, антоцианов — 
в культивируемых клетках моркови, катехинов — в каллу
сах чая. Накопление вторичных веществ в культурах т  иИ- 
го обычно начинается после исчерпания фосфора из среды.
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Имеются данные о том, что повышение концентрации 
фосфора в питательной среде увеличивало содержание ал
калоидов в культуре барвинка розового и антрахинонов в 
культуре клеток СаИит зр.

Показано, что как для роста, так и для синтеза вторич
ных соединений необходимы минеральные формы азота. 
При этом органические формы (пептон, дрожжевой экс
тракт и др.) тормозят и рост, и синтез. Очень важно соотно
шение аммонийного и нитратного азота. Можно проследить 
определенную тенденцию: повышение доли нитратного азо
та способствует увеличению синтеза вторичных веществ, в 
частности диосгенина, в культуре клеток диоскореи.

Фитогормоны  как компоненты питательных сред при
влекают наибольшее внимание исследователей. Однако 
влияние гормонов на синтез вторичных соединений в куль
туре клеток неоднозначно и может меняться, в зависимости 
от класса вторичных соединений, физиологического состоя
ния культуры, условий культивирования и др.

Наиболее интенсивно изучались ауксины  и цитокини- 
ны, поскольку они являются необходимыми компонентами 
питательных сред. Имеется множество примеров, когда 
ауксины стимулировали или подавляли синтез вторичных 
соединений. Ауксины стимулировали синтез антоцианов 
в культурах моркови и тополя, антрахинонов — в Саззьа 
?18Ьи1а и Саззга 1огга, сапогенинов — в тригонелле; умень
шали и исключали синтез антрахинонов и шиконина в во
робейнике, скополамина — в гиосциамусе, хлорогеновой 
кислоты — в табаке.

Достаточно часто влияние ауксинов на синтез вторич
ных метаболитов зависит от их природы. Так, синтез нико
тина в табаке стимулируется НУ К и ИУК, но тормозится 
2,4-Д; синтез антоцианов и нафтахинонов в клетках куль
туры Р1итЪа§о геу1атса, наоборот, стимулируется повы
шенными концентрациями 2,4-Д и тормозится ИУК и 
НУК. В целом 2,4-Д чаще, чем ИУК и НУК, отрицательно 
влияет на синтез вторичных соединений.

Результатов по влиянию цитокининов на синтез вторич
ных соединений существенно меньше, что не позволяет вы
явить какие-либо закономерности. Например, бензиламино-
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пурин стимулировал синтез стероидных сапогенинов в 
культуре паслена, а кинетин также стимулировал синтез 
алкалоидов в клетках скополии, но полностью ингибировал 
синтез никотина в культуре клеток табака.

Результаты по другим классам фитогормонов весьма 
фрагментарны и противоречивы.

Изучению влияния предшественников синтеза вторич
ных метаболитов на продуктивность клеточных культур по
священо значительное число работ. В большинстве случаев 
добавление их к питательной среде не приводило к сущест
венному увеличению продуктивности клеток. По всей види
мости, концентрация предшественников не является опре
деляющим фактором для синтеза вторичных соединений в 
культуре.

Все это свидетельствует о том, что, используя различ
ные комбинации питательных сред, можно повысить про
дуктивность клеточных культур высших растений и эффек
тивность синтеза вторичных веществ.

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Какие соединения относятся к первичным и вторичным мета
болитам?

2. Перечислите определяющие факторы биотехнологического 
процесса.

3. Какие этапы составляют промышленный биотехнологический 
процесс?

4. Расскажите о подготовительной стадии промышленного био
технологического процесса.

5. Какая стадия является основной стадией биотехнологических 
производств?

6. Что является главной целью биотехнологической стадии и ка
кие методы используются для ее проведения?

7. Сколько продуктов может быть получено в конце биотехноло
гической стадии?

8. Какие методы можно использовать для отделения жидкости 
от биомассы?

9. Какие методы следует использовать для выделения продук
тов, полученных на биотехнологической стадии?

10. Какие существуют отличия при выделении внеклеточных и 
внутриклеточных продуктов?
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11. Для чего необходима стадия очистки продукта в биотехноло
гическом процессе?

12. Какие методы необходимо использовать для очистки продукта?
13. Что происходит с продуктом биотехнологического производст

ва на стадии концентрирования?
14. Как называется последняя стадия биотехнологического произ

водства и какова ее цель?
15. Перечислите продукты, получаемые в процессе биотехнологи

ческого производства.
16. Что такое блок-схема? Дайте определение и расскажите о ней.
17. Чем отличаются биотехнологические производства от химиче

ских?
18. Расскажите о важнейших веществах всех живых организмов — 

белках.
19. Что такое белок одноклеточных организмов, каков его состав 

и где он находит применение?
20. Какие углеродсодержащие субстраты используют микроорга

низмы для синтеза белка?
21. Расскажите о микопротеине, его получении и использовании.
22. Какие аминокислоты являются незаменимыми для человека, 

а какие — для сельскохозяйственных животных?
23. В каких отраслях народного хозяйства наиболее широко ис

пользуются аминокислоты?
24. Какие способы применяют для получения аминокислот? Рас

скажите о преимуществах каждого из них.
25. Как осуществляется биотехнологическое получение аминокис

лот?
26. Что такое репрессия и ретроингибирование?
27. Какие виды микроорганизмов являются сверхпродуцентами 

аминокислот?
28. Каково значение соматотропного гормона в жизни человека?
29. Расскажите о получении соматотропина.
30. Какой биотехнологический метод используют для получения 

соматостатина? Расскажите о нем.
31. Что такое инсулин и каково его значение в жизни человека?
32. Какие методы используют для получения инсулина?
33. Расскажите о биотехнологическом методе получения инсулина.
34. Что такое моноклональные антитела и где они применяются?
35. Перечислите преимущества использования моноклональных 

антител, по сравнению с поликлональными антителами.
36. Что такое витамины и какова их роль?
37. Расскажите о микробиологическом синтезе витамина В12.
38. Что известно о промышленном получении витамина В2?
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39. Как в промышленных масштабах получают эргостерин?
40. К каким соединениям относятся интерфероны и каковы их 

свойства?
41. Перечислите основные классы интерферонов.
42. Какое действие оказывают интерфероны на организм человека?
43. Расскажите о способах получения интерферонов.
44. Перечислите биотехнологические способы получения вакцин.
45. Какие вещества называют антибиотиками?
46. На чем основана классификация антибиотиков?
47. Расскажите о биотехнологии промышленного получения ан

тибиотика.
48. Какие соединения относят к вторичным метаболитам?
49. Расскажите о терпенах, их структуре и функциях.
50. Перечислите основные классы фенольных соединений.
51. Какие соединения являются алкалоидами?
52. Перечислите основные группы алкалоидов.
53. Расскажите о цианогенных гликозидах.
54. Какие преимущества при получении вторичных метаболитов 

имеют клеточные культуры, по сравнению с растениями?
55. Какие компоненты питательных сред способствуют повыше

нию образования вторичных метаболитов в клеточных куль
турах растений?

56. Что известно о действии предшественников на синтез вторич
ных метаболитов?



Глава 7

ЭНЗИМ АТИЧЕСКАЯ ИНЖ ЕНЕРИЯ

7.1. Роль и значение ферментов

Ферменты, или энзимы, — это биологические катализа
торы, обладающие способностью избирательно катализиро
вать многие химические превращения как в живой клетке, 
так и вне организма. Еще русский физиолог И.П. Павлов 
называл их истинными двигателями всех природных про
цессов.

Ферменты нетоксичны, работают при нормальных усло
виях, обладают высокой специфичностью и эффективностью 
действия, сохраняют свои свойства вне клетки. Все это 
позволяет применять их в качестве экологически чистых 
и недорогих биокатализаторов для технологических про
цессов в химической, текстильной, кожевенной, пищевой, 
сельскохозяйственной и других отраслях промышленности.

Значительна роль ферментов в фармакологии и медици
не (рис. 7.1). Их широко используют в заместительной те
рапии при лечении большого числа заболеваний. Так, ами
лазы, липазы, пепсин, трипсин и химотрипсин (в виде фер
ментных препаратов и их смесей — фестал, панзинорм, 
мезим и др.) применяют для лечения заболеваний желудоч
но-кишечного тракта и печени; протеазы — для лечения 
злокачественных новообразований; плазмин (фибриноли- 
зин), стрептокиназу, урокиназу — для растворения тромбов 
в кровеносных сосудах; (3-галактозидазу — для восстанов
ления способности к усвоению молочных продуктов у лю
дей, страдающих недостаточностью этого фермента в желу- 
дочно-кишечном тракте. Эластаза задерживает развитие 
атеросклероза.

Изменение уровня активности определенного фермента 
или соотношения его множественных форм и изоферментов
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Трипсины,

Реннины ,

Амилазы

Щ елочныеХ^.^ 
протеазы

Целлюлазы, лактазы 
Изомеразы 

Щ  Пектиназы
Липазы 

3 % ,  х

Развитие аналити
ческих методов, 
фармация

Другие

Карбогидразы

Протеазы

Рис. 7.1. Использование ферментных препаратов в промышленности 
(по И. Хиггинсу и др., 1988)

позволяет проводить диагностику заболевания того или 
иного органа (энзимодиагностика). Например, повышение в 
сыворотке крови активности фруктозо-1,6-дифосфатальдо- 
лазы свидетельствует об инфекционном гепатите, раке пече
ни, инфаркте миокарда; повышение в плазме крови актив
ности креатинкиназы — о мышечной дистрофии, а возрас
тание активности аланинаминотрансферазы — о болезнях 
печени и т. д.

Ферменты применяют при создании новых технологий 
очистки сточных вод, а также при использовании содержа
щихся в них веществ. Например, во Франции активно вне
дряется новая технология производства кормовых белков 
из аминокислот и пептидов сточных вод. Она основана на 
открытой А.Я. Данилевским в 1886 г. реакции пластеино- 
образования (образование белковоподобных веществ — 
пластеинов), в которой участвуют протеолитические фер
менты.
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Источником для крупномасштабного выделения фер
ментов служат организмы, в которых содержание требуемо
го фермента составляет не менее 1 %. К ним относятся бак
терии (рис. 7.2), некоторые растения (например, проростки 
злаков, бобовых растений), отдельные ткани и органы жи
вотных (например, слизистая оболочка желудочно-кишеч
ного тракта).

Широкое применение ферментативных препаратов опре
деляет темпы их производства и потребления. Лидерами 
этого направления на мировом рынке являются США, Япо
ния и страны Западной Европы. Так, объем продаж ДНКа
зы составил в 2000 г. примерно 100 млн долларов.

Рис. 7.2. Технология получения ферментов 
биотехнологическими методами:

1 — внутриклеточные ферменты; 2 — внеклеточные ферменты 
(по И. Хиггинсу и др., 1988)
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В то же время препараты чистых ферментов имеют ряд 
недостатков: они достаточно дороги, нестабильны и быстро 
разрушаются при хранении либо требуют специальных ус
ловий хранения (низкая отрицательная температура — до 
-80 °С, добавление коферментов и субстратов), их невоз
можно использовать многократно, трудно отделить от ис
ходных субстратов и продуктов реакции.

Решить эти проблемы удалось с помощью инженерной 
энзимологии — науки, появившейся в 1960-е гг. и создавшей 
иммобилизованные ферменты. Достижения инженерной эн
зимологии дали начало развитию нового направления анали
тической химии — безреагентных методов анализа, осно
ванных на использовании различных биохимических сенсо
ров. Наличие в устройстве биоматериала с уникальными 
свойствами позволяет с высокой селективностью определять 
нужные соединения в сложной по составу смеси, не прибе
гая ни к каким дополнительным операциям, связанным с 
использованием других реагентов, концентрированием и т. д. 
(отсюда и название — безреагентные методы анализа).

7.2. Иммобилизованные ферменты

Иммобилизованными называют такие ферменты, кото
рые выделены из клетки, искусственно закреплены на но
сителе и сохраняют свойственную им каталитическую ак
тивность.

Иммобилизация — это технология, согласно которой 
молекулу фермента включают в какую-либо фазу или со
единяют с нерастворимым носителем. Комплекс «фермент — 
носитель» отделен от раствора, но при этом может обмени
ваться с ним молекулами субстрата, эффектора или инги
битора. В промышленных целях для иммобилизации ис
пользуют главным образом энзимы, выделенные из мик
роорганизмов. Они примерно в 100 раз дешевле, чем 
ферменты животного или растительного происхождения, и 
более доступны.

По сравнению со свободными ферментативными препа
ратами, иммобилизованные ферменты имеют существенные 
преимущества:
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— они обладают высокой стабильностью, в несколько 
тысяч раз превышающей стабильность свободных фермен
тов, и поэтому достаточно долговечны;

— они легко отделимы от реакционной среды, что по
зволяет получать чистые продукты реакции;

— иммобилизация дает возможность многократно ис
пользовать ферментативный препарат;

— иммобилизованные ферменты технологичны, что по
зволяет либо вести процесс непрерывно, регулировать его 
скорость и, соответственно, выход продукта, либо в любой 
момент остановить реакцию;

— с помощью подбора носителей и методов иммобилиза
ции можно целенаправленно изменять некоторые свойства 
ферментов (специфичность, рН- и температурозависимость, 
стабильность) для оптимизации процесса.

Процесс иммобилизации как способ сохранения актив
ности выделенного из клетки фермента был открыт еще в 
начале XX  в. В 1916 г. Дж. Нельсон и Е. Гриффин показа
ли, что сахараза, адсорбированная на угле, сохраняла свою 
каталитическую активность. Однако первый патент на при
менение иммобилизованных ферментов был выдан только в 
1939 г. Дж. Пфанмюлеру и Г. Шлейху, которые предложи
ли использовать протеолитические ферменты, адсорбиро
ванные на древесных опилках, для обработки шкур живот
ных. В 1953 г. Н. Грубхофер и Д. Шлейт разработали прин
ципиально новый метод для иммобилизации ферментов — 
ковалентное связывание. Что касается термина «иммобили
зованные ферменты», то он был узаконен в 1971 г. на пер
вой конференции по инженерной энзимологии, которая 
проходила в США.

Носители для иммобилизации ферментов должны об
ладать определенными свойствами:

— высокой биологической и химической стойкостью;
— нерастворимостью;
— высокой механической прочностью;
— значительной гидрофильностью, которая обеспечива

ет связывание фермента с носителем в водной среде;
— достаточной проницаемостью для ферментов, кофер- 

ментов, субстратов и продуктов реакции, пористостью, 
большой удельной поверхностью;
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— легкостью активации комплекса «фермент — носи
тель»;

— возможностью создания различных структур (мемб
ран, пластин, трубочек, гранул);

— низкой стоимостью.
В зависимости от структуры, носители подразделяют на 

природные и синтетические, органические и неорганиче
ские, полимерные и низкомолекулярные.

П риродны е полимерны е носит ели  по своей химиче
ской природе подразделяют на белковые (кератин, фибро
ин, коллаген, желатин), полисахаридные (целлюлоза, дек- 
стран, агароза, каррагинан, альгиновые кислоты и их соли, 
аминополисахариды — хитин и хитозан) и липидные (мо
дель «фермент — липид» в виде монослоя или бислоя сфе
рической формы — липосома), наиболее приближенные к 
естественным комплексам, существующим в клетке.

Синтет ические полимерны е носит ели  подразделяют 
на три группы — полиметиленовые, полиамидные и поли
эфирные. Благодаря разнообразию, механической прочнос
ти и доступности, они широко используются для иммоби
лизации. Кроме того, при производстве синтетических по
лимеров можно значительно разнообразить их форму 
(гранулы, трубочки и т. д.), варьировать величину пор, вво
дить различные функциональные группы.

Н осит ели  неорганической природы  могут быть пред
ставлены материалами из глины, стекла, керамики, сили
кагеля, графитовой сажи, а также оксидами металлов и т. д. 
Преимущества этой группы носителей состоят в легкости 
регенерации, возможности получения любой их формы при 
производстве и вариабельности размера пор.

Методы иммобилизации ферментов. Иммобилизацию 
ферментов можно осуществлять физическими и химиче
скими методами (рис. 7.3).

Физические мет оды  основаны на адсорбции фермента 
на нерастворимом носителе, на включении фермента в по
ры поперечносшитого геля, в полупроницаемые структуры.

Адсорбция ферментов на нерастворимом носителе. 
Молекула фермента удерживается на поверхности носителя 
благодаря электростатическим, гидрофобным, дисперсион-
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Методы иммобилизации ферментов 
____________ |___________

Физические Химические

1
Адсорбция

*
Включение 

в гель
Инкапсули- В 

рование в
Включение
влипосомы

Ковалентное
связывание

Рис. 7.3. Методы иммобилизации ферментов: 
Ф — фермент (по Т.А. Егоровой и др., 2003)

ным взаимодействиям или возникновению водородных связей. 
Прочность связывания фермента с носителем небольшая.

Иммобилизация ферментов путем включения в гель 
(обычно — полимерный гель). Метод обеспечивает равно
мерное распределение фермента в объеме носителя, доста
точно прост и применяется для иммобилизации отдельных 
молекул определенного энзима, мультиферментных комп
лексов и интактных клеток. Однако он непригоден для ра
боты с ферментами, которые воздействуют на водонераство
римые субстраты.

Иммобилизация в полупроницаемые структуры. В этом 
случае раствор фермента и раствор субстрата разделяют с по
мощью полупроницаемой мембраны (микрокапсулирование, 
включение в липосомы). Метод используется главным образом 
в фундаментальных научных исследованиях и в медицине.

Использование химических мет одов приводит к воз
никновению ковалентных связей между ферментом и носи
телем. Этот способ получения промышленных биокатализа
торов наиболее распространен.

Химическое присоединение энзима к носителю отлича
ется высокой эффективностью и прочностью связи. Однако 
химические методы иммобилизации сложны и дороги, но 
незаменимы в научных исследованиях при создании фер
ментов с контролируемыми свойствами. Рассмотрим неко
торые из этих методов.

301



Глава 7. Энзиматическая инженерия

Иммобилизация на носителях, несущих гидроксигруп 
пы. В этой группе наиболее распространен бромциановый 
метод, который позволяет связывать фермент с полисаха
ридным или синтетическим носителем.

Иммобилизация на носителях, несущих аминогруппы. 
Аминогруппы носителя превращают в соли диазония, к ко
торым впоследствии присоединяют молекулы ферментов за 
счет взаимодействия с фенольными, аминными, имидазоль- 
ными, тиольными, гуанидиновыми группами этих ферментов.

Иммобилизация на носителях, несущих сульфгидрилъные 
группы. Если и носитель, и фермент несут сульфгидрилъные 
группы, то под воздействием кислорода воздуха эти группы 
легко окисляются с образованием дисульфидных связей.

Среди всех методов иммобилизации оптимальным счи
тается метод включения ферментов в полимерные гели. 
Также широко распространены адсорбционное присоедине
ние и химические методы, основанные на ковалентном свя
зывании. Достаточно часто иммобилизацию проводят за 
счет включения ферментов в мембраны и микрокапсулы, 
тогда как другие приемы используют в единичных случаях.

Применение иммобилизованных ферментов. Иммоби
лизованные ферменты находят широкое применение в раз
личных отраслях народного хозяйства:

— в промышленности — в качестве активных компонен
тов стиральных и моющих средств, в дубильных процессах, 
в пищевых производствах, например при обработке мяса; 
в качестве катализаторов при проведении различных техно
логических процессов, для анализа различных веществ;

— в медицине — в качестве противовоспалительных, 
тромболитических и фибринолитических препаратов;

— в фармации — в медицинской диагностике при ана
лизе лекарственных веществ белковой природы;

— в качестве биокатализаторов в биотехнологических 
производствах.

Созданы искусственные аналитические системы для 
анализа различных веществ — ферментные электроды, про
точные анализаторы и т. д. В настоящее время разрабаты
ваются новые поколения биодатчиков на базе аффинных 
взаимодействий.
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О широком применении ферментов в медицине уже шла 
речь выше. Однако использование белковых препаратов в 
качестве лекарственных средств может быть ограничено их 
иммуногенностью, аллергенностью, малым временем дейст
вия в организме человека или животного. В связи с этим в 
медицине более перспективно применение иммобилизован
ных ферментов, которые менее аллергенны и иммуноген- 
ны, более стабильны, обладают пролонгированным действи
ем. Например, при включении в липосомы ферменты защи
щены от эндогенных протеиназ организма пациента, а сами 
липосомы утилизируются в организме. В иммобилизован
ном виде применяют тромболитические ферменты, предотв
ращающие образование тромбов в кровеносных сосудах. 
Иммобилизованные протеолитические ферменты помогают 
при лечении ожогов, абсцессов, ран. Иммобилизованная 
уреаза используется в аппарате «искусственная почка». 
Микрокапсулы, заполненные аспарагиназой, применяют 
для лечения аспарагинзависимых опухолей.

7.3. Иммобилизованные полиферментные системы

Первая искусственная биферментная система, включаю
щая ковалентно связанные с носителем иммобилизованные 
ферменты — гексокиназу и глюкозо-6-фосфатдегидрогена- 
зу, была создана в 1970 г. К. Мосбахом. В настоящее время 
известно несколько десятков иммобилизованных полифер- 
ментных систем, состоящих из двух, трех, четырех и более 
энзимов. Эффективность таких комплексов намного выше, 
чем у свободных ферментов, за счет локального концентри
рования субстрата около второго и всех последующих фер
ментов, входящих в систему.

Иммобилизованные полиферментные системы применя
ют в промышленных технологиях, иногда — в научных ис
следованиях при изучении метаболизма клеток, транспорт
ных процессов и т. д. Следует, однако, отметить, что ре
зультаты, полученные с помощью таких систем, не всегда 
правильно отражают процессы, происходящие в клетках. 
Это объясняется тем, что в живых клетках комплексы эн
зимов чаще всего располагаются упорядоченно в мембранах
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клетки, что позволяет регулировать скорость протекания 
ферментативных процессов, тогда как в полиферментных 
комплексах иммобилизованные ферменты связываются с 
носителем случайным образом.

Современные методы иммобилизации позволяют создавать 
не только полиферментные комплексы, связывать с носите
лями удается субклеточные структуры и даже целые клетки. 
Такие системы очень удобны, поскольку можно, не выде
ляя чистые ферментные препараты, получать естественные 
полиферментные системы, осуществляющие многостадий
ные процессы.

7.4. Биосенсоры

Биосенсоры — это аналитические устройства, в кото
рых чувствительный слой, содержащий биологический ма
териал, реагирует на присутствие определяемого компонента 
и генерирует электрический сигнал, функционально связан
ный с наличием и концентрацией этого вещества. Биомате
риалом могут служить ферменты, ткани, бактерии, дрож
жи, антигены/антитела, липосомы, органеллы, рецепторы, 
ДНК, а также клетки, которые иммобилизованы на физи
ческих датчиках. Следовательно, биосенсорная технология 
сочетает в себе достижения биологии и современной микро
электроники.

Идея создания такого рода устройств возникла сравни
тельно недавно, в 1960-х гг. Впервые ее высказали Л. Кларк 
и К. Лионе в 1967 г. Идея Кларка состояла в использова
нии ферментного электрода, т. е. электрохимического дат
чика с иммобилизованным на его поверхности ферментом. 
Затем в обиход вошло понятие «биосенсор».

Большинство биосенсоров используется для анализа 
биологических жидкостей. Так, в крови находятся тысячи 
различных соединений, и бывает необходимо быстро и эф
фективно определить концентрацию нужного соединения, 
например глюкозы. Для людей, страдающих диабетом, это 
жизненно важный клинический анализ. Биосенсоры обес
печивают такую возможность.

Функционально биосенсоры сопоставимы с датчиками 
живого организма — биорецепторами, способными преобра

304



7.4. Биосенсоры

зовывать все типы сигналов, поступающих из окружающей 
среды, в электрические.

Принципы конструирования биосенсоров. Конструк
тивно биосенсор представляет собой устройство, состоящее 
из двух преобразователей, или трансдьюсеров, — биохими
ческого и физического, находящихся в тесном контакте 
друг с другом (рис. 7.4).

Биохимический преобразователь сигнала (или био- 
трансдьюсер, биоселектор) выполняет функцию биологи
ческого элемента распознавания, преобразуя определяемый 
компонент (а точнее, информацию о химических связях) в 
физическое или химическое свойство или сигнал. В этом 
качестве выступают все типы биологических структур: фер
менты, антитела, рецепторы, нуклеиновые кислоты и даже 
живые клетки.

Физический преобразователь сигнала (или трансдью- 
сер) преобразует определяемый компонент (а точнее, кон
центрационный сигнал) в электрический с помощью специ
альной аппаратуры. Для считывания и записи информации 
используют электронные системы усиления и регистрации 
сигнала. Существует большое разнообразие физических 
трансдьюсеров: электрохимические, спектроскопические, 
термические, пьезоэлектрические, различного рода оптиче
ские преобразователи, гравитационные, калориметриче
ские, резонансные системы и т. п.

Рис. 7.4. Схема биосенсора (по С.Д. Варфоломееву, 1997)
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Все виды биоселектирующих элементов можно комби
нировать с различными трансдьюсерами и тем самым со
здавать большое разнообразие различных типов биосенсоров.

Основными характеристиками, позволяющими биосен- 
сорному анализу успешно конкурировать с традиционными 
методами, являются оперативность анализа, высокая специ
фичность и чувствительность при низкой стоимости, отсутст
вие необходимости использовать дорогостоящую аппаратуру.

Наличие в устройстве биоматериала с уникальными 
свойствами позволяет с высокой селективностью опреде
лять нужные соединения в сложной по составу смеси.

Разновидности биосенсоров и их применение. Разра
ботка биосенсоров относится к наукоемким технологиям и 
представляет собой одну из ветвей современной биотехноло
гии. Существует несколько типов биосенсоров, среди кото
рых наибольшее развитие получили ферментные и клеточ
ные биосенсоры.

Ф ерм ент ны е биосенсоры  могут быть представлены 
ферментными электродами, ферментными микрокалори- 
метрическими датчиками, биодатчиками на основе хеми- и 
биолюминесценции.

Ферментные (или безреагентные) электроды — уст
ройства основаны на применении электрохимического спо
соба определения веществ, образующихся в ходе фермента
тивного превращения. Представляют собой электрод с нане
сенным поверхностным слоем (каким-либо природным 
полимером), содержащим один или несколько иммобилизо
ванных ферментов (иногда фермент может находиться в 
растворенном состоянии в приэлектродном слое, окружен
ном мембраной). В зависимости от типа взятого за основу 
электрода, устройства подразделяют на потенциометриче
ские и амперометрические.

Ферментные микрокалориметрические датчики — 
устройства основаны на использовании теплового эффекта 
ферментативной реакции. Состоят из двух колонок (изме
рительной и контрольной), заполненных носителем с иммо
билизованным ферментом и снаряженных термисторами. 
При пропускании через измерительную колонку анализи
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руемого образца происходит химическая реакция, которая 
сопровождается регистрируемым тепловым эффектом. Дан
ный тип датчиков интересен своей универсальностью.

Хем и - и биолюминесцентные датчики — регистрируют 
световое излучение с различной длиной волны, испускае
мое продуктами ферментативной реакции, находящимися в 
возбужденном состоянии. Конструкция включает колонку с 
иммобилизованными на носителе ферментами (люцифера- 
зой, пероксидазой) и светоприемное устройство. Заложен
ный в систему этого типа датчиков аналитический метод 
характеризуется прежде всего крайне высокой чувствитель
ностью, позволяя определять фемтомольные (10~12 М) коли
чества вещества.

Электроды, в которых применены иммобилизованные 
ферменты, во много раз долговечнее и позволяют провести 
несколько сот измерений, тогда как электроды, в которых 
используются естественные ферментные препараты, — 
только около 50.

В настоящее время наиболее распространен амперомет
рический биосенсор для определения сахара в крови (на ос
нове иммобилизованной глюкозоксидазы). В качестве физи
ческого трансдьюсера в нем использован так называемый 
электрод Кларка. Исторически этот биосенсор является са
мым «древним».

Для контроля содержания пенициллина в питательной 
среде для выращивания бактерий используют пеницилли
новый электрод — рН-датчик, покрытый иммобилизован
ным ферментом пенициллазой.

Биосенсоры, основанные на кислородном электроде как 
физическом трансдьюсере, позволяют определять разнооб
разные субстраты ферментов: лактаты, Ь-аминокислоты, 
салицилаты, оксалаты, пируваты, т. е. анионы соответст
вующих карбоновых кислот.

С помощью биосенсоров можно решать и обратную зада
чу: при некоторой определенной концентрации субстрата 
оценивать активность собственно фермента по величине из
меряемого сигнала (потенциала, тока и т. д.). Из описания 
работы фермента следует, что измеряемый сигнал зависит 
не только от концентрации субстрата, но и от каталитиче
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ской активности биологического преобразователя, т. е. фер
мента. Такое применение биосенсоров позволяет измерить 
активность большого числа ферментов, например, в крови. 
Оценка активности ферментов, связанных с сердечной де
ятельностью (таких, как аспартамаминотрансфераза, креа- 
тинкиназа), дает возможность в клинических условиях оце
нивать глубину инфаркта миокарда. Измерения активности 
фермента амилазы используют в педиатрии.

Клет очны е биосенсоры. Одно из достижений биотехно
логии связано с развитием методов включения живых кле
ток в полимеры и твердые носители различной природы и 
применением такого рода материалов для решения задач 
медицины и управляемого биосинтеза.

Методы иммобилизации клеток — физические и хими
ческие — сходны с методами иммобилизации отдельных 
ферментов. Стабильность иммобилизованных клеток опре
деляется их метаболизмом, свойствами носителя и среды.

Наибольшее применение для иммобилизации нашли 
клетки микроорганизмов, которые легко культивируются, 
воспроизводятся и поддерживаются в чистой культуре, а 
также клетки растений, животных, человека. В отличие от 
ферментов, при их использовании не требуется дорогостоя
щих стадий очистки.

Имеющиеся методы позволяют получить клетки, сохра
няющие около 100 % активности ферментов и способные 
функционировать достаточно длительные промежутки вре
мени (в некоторых случаях такие клетки сохраняют жизне
способность и активность ферментных систем в течение не
скольких лет). Клетки, как правило, сохраняют все системы 
жизнеобеспечения, что позволяет проводить сложные последо
вательные реакции, осуществляя многостадийные процессы.

Для многих типов клеток, особенно микробных, разра
ботаны эффективные методы генетических трансформаций, 
позволяющие получать мутанты с высоким содержанием 
того или иного белка или фермента, что дает возможность 
оперировать с высокоэффективными каталитическими сис
темами. Клетки сохраняют аппарат биосинтеза белка. На 
основе этого могут быть разработаны высокоэффективные 
методы генодиагностики.
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Основные недостатки клеточных биосенсоров заключа
ются в медленном отклике электрода (что связано с необхо
димостью использовать толстые мембраны), а также в срав
нительно низкой селективности, обусловленной присутст
вием в клетке или тканях нескольких ферментных систем. 
В процессе роста и размножения интактные клетки разру
шают носитель, а дочерние клетки загрязняют получаемый 
продукт. Эта проблема решается торможением роста, что 
достигается созданием дефицита фитогормонов для иммо
билизованных клеток растений либо добавлением антиби
отиков при применении клеток бактерий.

Для создания биосенсоров используют различные микро
организмы: Иещгозрога еигореа — для определения аммиака, 
Тпскозрогоп Ьгаззгсае — для определения уксусной кислоты, 
Загст а  /7аоа — для определения глутамина, АгоЬоЪасЬег 
V^пе^аис^^  ̂ — для определения нитратов и др. На основе 
гриба Азрег&Шиз п1§ег группой японских ученых созданы 
биосенсоры для определения биогенных аминов в мясных 
продуктах. В тканевых электродах нашли применение сре
зы почек и печени свиньи, желтой тыквы, банана и др.

Первоначально для иммобилизации клеток с сохранени
ем их активности применяли материалы природного проис
хождения: желатин, агар, альгинат кальция, каррагинан. 
В последние годы разработаны и развиты методы включе
ния живых клеток в синтетические полимерные гели.

В пищевой, фармацевтической, текстильной, металлур
гической, химической и других отраслях промышленности 
используется большое количество разнообразных химических 
соединений: органических кислот и их солей, аминокислот, 
витаминов и т. д. Эти вещества можно синтезировать как 
химическим, так и биотехнологическим способом. Причем 
биотехнологический синтез предпочтительнее для пищевой 
и фармакологической промышленности, так как в этом 
случае продукты получаются более чистыми и дешевыми.

Иммобилизованные клетки нашли применение в раз
личных отраслях народного хозяйства для синтеза разнооб
разных химических соединений биотехнологическим спосо
бом (табл. 4).
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Т а б л и ц а  4

Промышленное применение клеточных биосенсоров

Продукт биотехноло
гического процесса

Иммобилизованные
клетки

Носители

Уксусная кислота Асе1;оЪас1ет асеИ Древесная стружка, 
хлопок, керамика, 
стекло, БЕАЕ-целлюло- 
за, включение в колла
ген

Молочная кислота ЬасЬоЬасШиз <1е1ЬгискИ, 
Екугориз опгае

Са-альгинат, агароза, 
ПААГ, полые волокна, 
мембранные реакторы

Лимонная кислота Азрег§Шиз т§ег Адсорбция на полипро
пиленовой пленке, 
включение в коллагено- 
вую мембрану, ПААГ, 
гели Са-альгинат, агара

Аспарагиновая
кислота

ЕзскепсЫа а1са1еясепя, 
Е. соИ

ПААГ, агар, агароза, 
каррагинан, полые во
локна

Триптофан Е. соИ ПААГ

А ТФ Заскаготусез зр. Поперечносшитые смолы

Витамин В12 Ргор1оп1Ьас1епит зр. Поперечносшитые смо
лы, полиуретан, агар, 
каррагинан

6-Аминопеницил- 
лановая кислота

Е. соИ Включение в П ААГ

Тетрациклин ИНгер^тусез
аигео^асгепз

Полые волокна

Биосенсоры можно использовать также для:
— измерения пищевой ценности, свежести и безопаснос

ти продуктов питания;
— экспресс-анализа крови непосредственно у кровати 

больного;
— обнаружения и измерения степени загрязнения окру

жающей среды;
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— детекции и определения количества взрывчатых ве
ществ, токсинов и возможного биологического оружия;

— извлечения металлов из сточных вод;
— изготовления водородных солнечных элементов;
— очистки природных и сточных вод.
Распознавание определяемого вещества с помощью им

мобилизованного биоматериала оказалось востребованным. 
Некоторые биосенсоры уже получают распространение для 
индивидуального применения в домашних аптечках (чаще 
всего для определения уровня сахара в крови). На очереди 
разработка конструкций биосенсоров, заменяющих рецеп
торы живых организмов, что позволит создать «искусствен
ные органы» обоняния и вкуса, а также применять подоб
ные разработки для возможно более точной и информатив
ной диагностики ряда заболеваний.

7.5. Биочипы

Успехи в области развития молекулярной биологии и 
микроэлектроники подтолкнули разработчиков конструк
ций биосенсоров к новым решениям. Оказалось перспек
тивным использовать так называемую планарную техноло
гию (фотолитографию, полупроводниковую технику покры
тий и т. д.) для изготовления биочипа, объединяющего 
сенсорную систему, трансдьюсер, аналого-цифровой преоб
разователь и микропроцессор с целью измерения аналити
ческого сигнала и расчета результатов анализа.

Прообразом современных биочипов послужил Саузерн- 
блотт, изготовленный в 1975 г. Э. Саузерном. Он использо
вал меченую нуклеиновую кислоту для определения специ
фической последовательности фрагментов ДНК, зафиксиро
ванных на твердой подложке. В России ученые начали ак
тивно разрабатывать биочипы только в конце 1980-х гг. в 
Институте молекулярной биологии РАН под руководством 
А.Д. Мирзабекова.

Технология микрочипов — это принципиально новый уро
вень лабораторных исследований, который позволяет про
водить одновременное тестирование тысяч образцов. Тысячи
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молекул ДНК или белков помещают на пластинки для созда
ния соответственно ДНК-чипов или белковых чипов. Эти 
миниатюрные приборы используют для анализа специфиче
ских взаимодействий биологических макромолекул. Зондами 
в таких чипах могут служить олигонуклеотиды, фрагменты 
геномной ДНК, РНК, белки, рецепторы, лиганды и др.

За короткое время биочипы выделились в самостоятель
ную область анализа с приложениями — исследования 
фундаментальных проблем молекулярной биологии и моле
кулярной эволюции до практического применения в меди
цине, фармакологии, экологии, судебно-медицинской экс
пертизе и др.

Биочип и принцип его работы. Существует несколько 
разновидностей биочипов — матричные (с иммобилизован
ной ДНК), микрофлюидные (капиллярные) и биочипы с ис
пользованием микросфер с цветовой кодировкой.

У  современных микрочипов размеры ячеек лежат в пре
делах 50-200 микрон; характерные объемы, относящиеся к 
отдельной ячейке, составляют примерно от 1 нл до 1 мкл; 
значения концентраций анализируемых макромолекул на
ходятся обычно в пределах до 10 мкМ. Общее число ячеек 
на чипе составляет 103- 105, а его линейные размеры со
ставляют приблизительно 1 см.

Микрозонды, которые должны взаимодействовать с об
разцом, наносят на подложку размером не больше почтовой 
марки. Каждый микрозонд имеет форму капельки, состав
ляющей около 100 микрон в поперечнике. Все ячейки од
ного микрозонда одинаковы по размеру и располагаются с 
плотностью 10-30 «капелек» на 1 мм2. Чипы, на которых 
проходит ферментативная реакция, имеют более редкое 
расположение ячеек, чем чипы, на которых идет ДНК-ре- 
акция. Такая технология позволяет на одном биочипе раз
местить анализатор фактически всего генома человека — от 
30 до 100 тыс. генов. При этом детектируется наличие уча
стков ДНК длиной от шести до нескольких тысяч нуклео
тидов — в зависимости от поставленной задачи.

Чаще всего для изготовления чипов служат пластинки 
из стекла, пластика, полупроводника или металла, на кото
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рые наносят биологические макромолекулы (ДНК, белки, 
ферменты), способные избирательно связывать вещества, 
содержащиеся в анализируемом растворе.

Во всех многопараметрических биочипах используют 
какой-либо механизм химического взаимодействия. Моле
кулы исследуемого образца соединяются со своей «парой» 
(микрозондом), помещенной в одну из нескольких тысяч 
ячеек на чипе. Например, нити ДНК соединяются со своей 
комплементарной парой, антиген — со своим антителом, 
субстрат — со своим ферментом. Наличие того или иного 
вещества или гена в образце определяют по люминесцент
ному свечению на прореагировавшем чипе. Флуоресценция 
является основным, но далеко не единственным методом 
изучения гибридизации. В частности, данные о характере 
гибридизации можно получить также с помощью масс- 
спектрометрии, атомной силовой микроскопии и др.

В зависимости от того, какие макромолекулы использу
ются, выделяют различные виды биочипов, ориентирован
ные на разные цели. В настоящее время преобладает произ
водство ДНК-чипов (94 % ), т. е. матриц, несущих молеку
лы ДНК. Оставшиеся 6 % составляют белковые чипы.

В основе принципа работы всех типов биочипов с иммо
билизованной ДНК лежит точное соответствие между пря
мой и комплементарной ДНК по правилу Уотсона — Крика 
(А/Т или О/С). Гибридизуемая ДНК обычно заранее нара
батывается в достаточных количествах с помощью полиме
разной цепной реакции (ПЦР). Далее в ходе реакции на чи
пе происходит взаимодействие комплементарных цепей 
ДНК: одна из них с известной последовательностью нукле
отидов зафиксирована на пластине, а другая одноцепочеч
ная ДНК-мишень, меченная флуоресцентной меткой, нано
сится на ДНК-чип.

Иммобилизуемая ДНК наносится на поверхность через 
игольчатые растры (пины) механического робота или с по
мощью технологии типа струйного принтера. Гибридизуе
мая ДНК в растворе метится с помощью флуоресцентной 
или радиактивной метки. Свойства флуоресцентного краси
теля не должны сильно зависеть от состава ДНК (А/Т или 
О/С) и температуры.
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При взаимодействии биочипа с исследуемым образцом, 
предварительно обработанным светящимся (флуоресцент
ным) красителем, в соответствующих ячейках происходит 
химическая реакция, и тогда эти ячейки начинают све
титься — тем сильнее, чем интенсивнее процесс. Анализ 
прореагировавших чипов производится автоматически с по
мощью анализатора (чип-детектора), который представля
ет собой широкопольный микроскоп, соединенный с видео
камерой и компьютером. По сути, именно в выявлении и 
сопоставлении наиболее ярко светящихся ячеек и заключа
ется работа прибора — анализатора биочипов. Так опреде
ляются различные характеристики образца, например при
сутствие в организме тех или иных возбудителей инфекций 
или наличие в геноме каких-либо измененных генов.

В гелевых биочипах ДНК иммобилизуется в слое поли
акриламидного геля толщиной 10-20  микрон, нанесенного 
на специально обработанную поверхность стекла. Иммоби
лизация осуществляется за счет образования ковалентных 
связей с помощью фотореакции при облучении ультрафи
олетовым излучением. В гелевых биочипах взаимодействие 
между молекулами ДНК примерно такое же, как и в рас
творе. Кроме того, благодаря трехмерной конфигурации 
ячейки, в таких биочипах общее число иммобилизуемых 
молекул ДНК существенно выше, чем в поверхностных 
микрочипах, что приводит, соответственно, к более сильно
му сигналу флуоресценции из ячейки.

Особенностью российских гелевых биочипов является то, 
что такие гели удерживают большее количество пробы, неже
ли двухмерные, и потому чувствительность отечественных 
биочипов выше, а следовательно, ниже требования к реги
стрирующей аппаратуре. Немаловажно и то, что реакции в 
объемном геле протекают так же, как и в жидкостях, т. е. 
как в живом организме. Это позволяет получить результат, 
максимально приближенный к реальности.

На Западе исследователи пошли по другому пути и раз
работали для создания ДНК-чипов процесс фотолитогра
фии, аналогичный процессу производства кремниевых про
цессоров. Например, АШ теЪпх (СШ А) создал ОепеСЫр-
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технологию, основанную на высокоплотных чипах, содер
жащих ДНК-последовательности.

Д Н К -м и к р очи пы  применяют с целью практического ис
пользования информации, полученной в результате секве- 
нирования геномов человека и других живых организмов, а 
именно для:

— идентификации мутаций в генах, связанных с раз
личными заболеваниями;

— наблюдений за активностью генов;
— диагностики инфекционных заболеваний и определе

ния наиболее эффективного метода терапии;
— идентификации генов, важных для продуктивности 

сельскохозяйственных культур;
— скрининга микроорганизмов, как патогенных, так и 

полезных, например используемых для восстановления за
раженных органическими отходами почв.

Чтобы использовать известные последовательности ге
нов и геномных карт, необходимо определить функции вхо
дящих в их состав генов. Без белковых микрочипов эта ра
бота очень трудоемка.

Белковые биочипы, несущие молекулы, «чувствитель
ные» к различным низкомолекулярным соединениям, уже 
в скором будущем позволят определять наличие широкого 
спектра лекарственных веществ, гормонов, наркотиков, 
ядов, пестицидов практически в любом анализируемом ма
териале (кровь, вода, пища или образец почвы), а также 
множество различных аллергенов, онкогенов, биологически 
активных веществ и даже генетических дефектов. Техноло
гия белковых биочипов заменит целые иммунологические 
лаборатории и даст возможность увеличить производитель
ность большинства диагностических методов в тысячи раз, 
резко снизив себестоимость анализов.

Белковые микрочипы предполагается использовать для:
— обнаружения белковых биомаркеров, характерных 

для различных заболеваний и даже разных их стадий;
— оценки потенциальной эффективности и токсичности 

препаратов в доклинических испытаниях;
измерения различий в синтезе белков отдельными ти

пами клеток; клетками, находящимися на разных стадиях
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развития; здоровыми и патологически измененными клет
ками;

— изучения взаимосвязи между структурой и функция
ми белков;

— оценки экспрессии белков с целью выявления мише
ней для новых лекарственных препаратов;

— изучения взаимодействий между белками и другими 
молекулами.

Фундаментальный принцип, положенный в основу тех
нологии микрочипов, вдохновил исследователей на созда
ние большого числа устройств для решения широкого спект
ра научных задач и создания новых продуктов. Это тканевые 
и клеточные микрочипы, микрочипы на основе малых мо
лекул.

Применение биочипов. Биочипы применяют как для 
исследовательских целей, так и в практической медицине. 
Они помогают в поиске и установлении функций различ
ных генов. За короткий промежуток времени становится 
возможным проанализировать генетические мутации и вы
явить предрасположенность человека, например, к онкоза
болеваниям (она выявляется у 60 % больных раком). В на
стоящее время в процессе сертификации находится биочип 
для диагностики лейкемии.

Поскольку существуют не только генные, но и белковые 
онкомаркеры (молекулы, сигнализирующие о раке), были 
разработаны и соответствующие биочипы. То же самое ка
сается биозондов, определяющих совместимость при пере
ливании крови, анализирующих организм пациентов на ге
патит и СПИД.

Используя биочипы, можно диагностировать не только 
наследственные заболевания, но и болезни, являющиеся ре
зультатом прижизненных мутаций в генетическом коде.

Микрочипы помогают изучать молекулярные механизмы 
и осуществлять проверку действия различных лекарств, 
причем показания и противопоказания по применению пре
паратов можно выявлять на индивидуальном уровне.

Существенную помощь призваны оказать биочипы и при 
пересадке органов. Основная проблема при подобного рода 
операциях заключается в отторжении имплантированных
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тканей иммунной системой человека. Маркерами, которые 
находятся в каждой человеческой клетке и служат для иден
тификации своих клеток, являются белки главного комп
лекса гистосовместимости. Для того чтобы избежать отторже
ния, необходимо, чтобы белки-маркеры на имплантированной 
ткани как можно меньше отличались от белков-маркеров 
пациента. Биочипы облегчат подбор наиболее подходящих 
доноров, пересадка органов от которых вызовет минималь
ный иммунный ответ.

Разрабатываются также биочипы для диагностирования 
различных форм туберкулеза. В настоящее время появи
лось множество разновидностей туберкулезной палочки, ус
тойчивых к воздействию антибиотиков. Биочип позволит 
выявить все известные на сегодняшний день формы возбу
дителя туберкулеза, а также определить, каким именно ан
тибиотиком нужно лечить конкретную форму заболевания. 
Причем вероятность выявления биочипом формы заболева
ния туберкулезом с устойчивыми к лекарствам возбудите
лями близка к 100 %. Диагностику можно будет провести 
в течение дня, тогда как другие традиционные методы тре
буют нескольких недель или даже месяцев.

Биочипы можно применять для контроля за некоторыми 
смертельно опасными бактериями (так, есть биочипы, позво
ляющие определять возбудителей сибирской язвы, оспы, чу
мы и бруцеллеза), а также для диагностики гриппа и опреде
ления его штаммов. Российские ученые получили грант 
Американского центра по контролю заболеваний (СБС) для 
совместной работы по выявлению штаммов вирусов гриппа.

Биочипы могут работать и дистанционно. Российские уче
ные предоставили свои технологии и оборудование в Универ
ситет Джорджа Вашингтона в Сиэтле, а также в американ
скую организацию Огапй СГШГ, которая работает с ЫА8А. 
Последний проект касается возможности обнаружения жиз
ни вне Земли, что связано с необходимостью многопараметри
ческого анализа с помощью автономной системы с исполь
зованием биочипов.

Приведенные примеры свидетельствуют в пользу того, 
что в ближайшее время технология биочипов будет стреми
тельно развиваться, а их массовое производство приведет к
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резкому уменьшению стоимости этой продукции. Сейчас 
число размещаемых на биочипе ячеек достигает уже не
скольких тысяч, что соответствует тысячам пробирок с 
проводимыми в них анализами. Такие биочипы представ
ляют собой целые экспресс-лаборатории, которые позволя
ют сэкономить массу времени как врачам, так и пациен
там. Развитие технологии использования биочипов не толь
ко приведет к резкому сокращению сроков проведения 
анализов, но и даст возможность осуществлять диагностику 
на индивидуальном уровне.

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Какие соединения являются основой энзиматической инжене
рии?

2. Расскажите о ферментах. Перечислите области их применения.
3. Приведите примеры использования ферментов для лечения и 

диагностики заболеваний.
4. В чем заключаются недостатки препаратов чистых ферментов?
5. Что такое иммобилизованные ферменты?
6. Как получают иммобилизованные ферменты?
7. В чем состоят преимущества иммобилизованных ферментов, 

по сравнению со свободными ферментативными препаратами?
8. Кто впервые открыл способ сохранения активности выделен

ного из клетки фермента?
9. Какими свойствами должны обладать носители, используе

мые для иммобилизации ферментов?
10. В чем сущность физических методов иммобилизации?
11. Дайте краткую характеристику химических методов иммоби

лизации.
12. Какими соединениями представлены природные полимерные 

носители?
13. Расскажите о синтетических полимерных носителях.
14. Какие методы применяются для иммобилизации ферментов?
15. Как используются ферменты для очистки загрязнений внеш

ней среды?
16. В каких отраслях народного хозяйства применяются иммоби

лизованные ферменты?
17. Расскажите об иммобилизованных полиферментных системах.
18. Когда была создана первая искусственная биферментная сис

тема и какие компоненты она включала?
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Контрольные вопросы

19. В каких случаях желательно использование иммобилизован
ных полиферментных систем?

20. Что такое биосенсоры?
21. Какие соединения являются биоматериалом для получения 

биосенсоров?
22. Расскажите о принципах конструирования биосенсоров.
23. Какие типы биосенсоров наиболее широко применяются в на

родном хозяйстве?
24. Какие виды микроорганизмов используются для создания 

биосенсоров?
25. Что такое биочип и для чего он предназначен?
26. Перечислите и охарактеризуйте разновидности биочипов.
27. В каких случаях применяют ДНК-микрочипы?



Глава 8

ЭКОЛОГИЧЕСКАЯ БИОТЕХНОЛОГИЯ

Экологическая биотехнология основана на использова
нии живых организмов при переработке опасных отходов 
и борьбе с загрязнением окружающей среды. Эти методы 
обеспечивают более эффективное, по сравнению с традици
онными подходами, обезвреживание, а также значительно 
снижают нашу зависимость от утилизации мусора путем 
сжигания и создания хранилищ токсичных отходов.

Использование биотехнологии для решения экологиче
ских проблем не новая идея. Уже более ста лет смешанные 
бактериальные популяции применяют для очистки сточ
ных вод. Для поддержания жизни все живые организмы 
(животные, растения, бактерии и др.) поглощают и перева
ривают питательные вещества и выделяют в окружающую 
среду образующиеся при этом продукты жизнедеятельности.

8.1. Биотехнология утилизации твердых отходов

Твердые отходы, являющиеся продуктами жизнедеятель
ности человека, складируют на городских свалках. Их чис
ло в настоящее время огромно. Увеличиваются не только 
площади свалок, но и неуправляемое попадание отходов в 
окружающую среду, в частности за счет рассыпания при 
транспортировке.

Несмотря на все возрастающий интерес к повторному 
использованию сырья, очевидно, что простая ликвидация 
отходов на свалках существенно дешевле любого способа их 
переработки. Когда же стало ясно, что при анаэробной пе
реработке отходов образуется в больших количествах цен
ный энергетический носитель — биогаз, основные усилия 
стали направляться на соответствующую организацию сва
лок и получение на месте их переработки метана (рис. 8 .1).
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Сточные воды Решетки Песко- Жиро-

Грубые 
загрязнения

Отстойник
ловка ловушка ^

1_Л_]

Отстойник

-I
Очищенная

Ил

Осадок (Ил)

Рис. 8.1. Схема гидромеханической очистки воды

Состав отходов, вывозимых на городские свалки, стано
вится все более однотипным: увеличивается объем бумаги и 
пластмасс на фоне снижения доли органических и расти
тельных отходов. Исследования химического состава содер
жимого свалок показали, что фракция, поддающаяся био
деградации, составляет до 70 % от общего количества твер
дых отходов.

На свалке постоянно происходит наслаивание нового 
материала через различные временные промежутки. В ре
зультате меняются температура, значения рН, потоки жид
кости, ферментативная активность микроорганизмов и т. п., 
что негативно сказывается на переработке отходов.

В общей массе материала свалок присутствует сложная 
ассоциация микроорганизмов, которые развиваются на по
верхности твердых частиц и служат для них источником 
биогенных элементов. Внутри ассоциации складываются 
разнообразные взаимосвязи и взаимодействия. Состояние и
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Глава 8. Экологическая биотехнология

биокаталитический потенциал микробного сообщества за
висят от спектра химических веществ материала свалок, 
степени доступности этих веществ, наличия градиентов 
концентраций различных субстратов, в особенности гради
ентов концентраций доноров и акцепторов электронов и во
дорода. На типичной европейской свалке, где отходы раз
мещены по отсекам, система их переработки является, по 
существу, совокупностью реакторов периодического дейст
вия, в которых субстрат (отходы) находится на разных ста
диях био деградации.

На начальной стадии биодеградации твердых отходов 
доминируют аэробные процессы, в ходе которых под воз
действием микроорганизмов (грибов, бактерий, актиноми- 
цетов), а также беспозвоночных (клещей, нематод и др.) 
окисляются наиболее деградируемые компоненты. Затем 
деструкции подвергаются трудно и медленно окисляемые 
субстраты: лигнины, лигноцеллюлозы, меланины, танины.

Существуют различные методы оценки степени биодег
радации твердых отходов. Наиболее информативным при
нято считать метод, основанный на различиях в скоростях 
разложения целлюлозы и лигнина. В непереработанных от
ходах отношение содержания целлюлозы к лигнину состав
ляет около 4,0; в активно перерабатываемых — 0,9-1,2 и в 
полностью стабилизированных — 0,2.

В течение аэробной стадии температура среды может по
вышаться до 80 °С, что вызывает инактивацию и гибель па
тогенной микрофлоры, вирусов, личинок насекомых. По
вышение температуры увеличивает скорость протекания 
процессов деструкции органических веществ, но при этом 
снижается растворимость кислорода, что является лимити
рующим фактором. Исчерпание молекулярного кислорода 
т  зИи приводит к снижению тепловыделения и накопле
нию углекислоты. Это, в свою очередь, стимулирует разви
тие в микробной ассоциации сначала факультативных, а 
затем облигатных анаэробов.

В анаэробной минерализации, в отличие от аэробного 
процесса, участвуют разнообразные микроорганизмы, взаи
модействующие между собой. При этом виды, способные 
использовать более окисленные акцепторы электронов, по
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лучают термодинамические и кинетические преимущества. 
Происходит процесс гидролиза полимеров типа полисаха
ридов, липидов, белков; образованные при этом мономеры 
расщепляются с образованием водорода, диоксида углеро
да, а также спиртов и органических кислот; затем при 
участии метаногенов образуется метан (рис. 8.2).

В результате процессов, происходящих при биодеградации 
содержимого свалок, формируется два типа продуктов — 
фильтрующиеся в почву воды и биогазы. Фильтрующиеся 
воды, помимо микроорганизмов, содержат разнообразные 
вещества, включая аммонийный азот, летучие жирные кис
лоты, алифатические, ароматические и ациклические со-

Липиды Лигнины Белки

Рис. 8.2. Биохимическое расщепление отдельных соединений 
до метана и углекислого газа при анаэробном расщеплении отходов 

(по И. Хиггинсу и др., 1988)

Высокомолекулярные 
жирные кислоты 
с длинной цепью

Ароматические
соединения

Аминокислоты

I1 Кетокислоты
Кислоты цикла Кребса

Пропионова*
кислота

Молочная
кислота

I

Уксусная кислота

Муравьинг
I

Метан + углекислый газ
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единения, терпены, минеральные макро- и микроэлементы, 
металлы. Поэтому важным условием при выборе и органи
зации мест свалок является защита поверхности земли и 
грунтовых вод от загрязнений. Для борьбы с фильтрацией 
вод применяют малопроницаемые засыпки, создают непро
ницаемые оболочки вокруг свалки или специальные за
граждения.

При биодеградации материала свалок образуется биогаз — 
ценный энергоноситель, который также может вызывать 
негативные явления в окружающей среде (дурной запах, 
закисление грунтовых вод, снижение урожайности сельско
хозяйственных культур). Ограничить утечку биогаза помо
гают специальные приспособления (преграды; траншеи, на
полненные гравием; системы экстракции газа), а также со
здание над массивом свалок оболочек, препятствующих 
этому процессу.

В последние десятилетия существенно возрос интерес к 
извлечению метана в процессах переработки свалок. В США 
для этих целей построено 10 установок, в странах Евросо
юза — около 40. Сбор и последующее применение биогаза, 
образующегося на свалках в больших количествах, имеет 
огромные перспективы. Так, одна установка может дать до 
40 тыс. м3 биогаза в день.

Теоретический выход метана может составлять 
0,266 м3/кг сухих твердых отходов. Огромное влияние на 
процесс метаногенеза оказывают температура и рН среды, 
влажность, уровень аэрации, химический состав отходов, 
наличие в них токсических компонентов и др. Газ, образуе
мый на свалке, извлекается с помощью вертикальных или 
горизонтальных перфорированных труб из полиэтилена. 
Применение воздуходувок и насосов повышает степень его 
извлечения. Газ используют для обогрева теплиц, получе
ния пара, а после дополнительной очистки его можно пере
качивать по трубам к местам потребления.

Таким образом, проблема анаэробной переработки твер
дых отходов, помимо экологического, носит и экономиче
ский характер, так как использование образуемого на свал
ках биогаза снижает материальные затраты на борьбу с за
грязнениями, опасными и дурнопахнущими отходами.
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8.2. Биотехнология очистки сточных вод

Использование и получение огромного количества про
дуктов в различных сферах человеческой деятельности со
провождается образованием сточных вод, загрязненных 
разнообразными органическими и неорганическими соеди
нениями. Многие из них токсичны для живых организмов. 
Сброс неочищенных сточных вод отрицательно сказывается 
на содержании в воде растворенного кислорода, ее рН, 
прозрачности и цветности и т. д., что отрицательно влияет 
на состояние компонентов водной экосистемы, снижает 
продуктивность и способность водоемов к самоочищению.

Сточные воды могут быть классифицированы по источ
нику происхождения:

— производственные (промышленные) сточные воды, 
образующиеся в технологических процессах при производ
стве или добыче полезных ископаемых. Отводятся через 
систему промышленной или общесплавной канализации;

— бытовые (хозяйственно-фекальные) сточные воды, 
образующиеся в жилых помещениях, а также в бытовых 
помещениях на производстве. Отводятся через систему хо
зяйственно-бытовой или общесплавной канализации;

— атмосферные сточные воды (их подразделяют на 
дождевые и талые, т. е. образующиеся при таянии снега, 
льда, града). Отводятся, как правило, через систему ливне
вой канализации.

П роизводст венны е сточные воды, в отличие от быто
вых и атмосферных, не имеют постоянного состава и, в 
свою очередь, могут быть классифицированы:

1) по составу загрязнителей — на загрязненны е: 
преимущественно минеральными примесями; органически
ми примесями; как минеральными, так и органическими 
примесями;

2 ) по концентрации загрязняющих веществ — с со
держанием примесей:

— 1-500 мг/л;
— 500-5000 мг/л;
— 5000-30 000 мг/л;
— более 30 000 мг/л;
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3) по свойствам загрязнителей:
по кислотности на:
— неагрессивные (рН 6,5-8);
— слабоагрессивные (слабощелочные — рН 8-9 и слабо

кислые — рН 6-6,5);
— сильноагрессивные (сильнощелочные — рН > 9 и 

сильнокислые — рН < 6);
по токсическому  воздействию и воздействию за

грязнителей на водные объекты — на содержащие ве
щества:

— влияющие на общесанитарное состояние водоема (на
пример, на скорость процессов самоочищения);

— изменяющие органолептические свойства (вкус, за
пах и др.);

— токсичные для человека и обитающих в водоемах 
животных и растений.

Специальные «Правила охраны поверхностных вод от 
загрязнений сточными водами» нормируют показатели за
грязнения в водоеме после смешивания сточных вод с есте
ственными. Важнейшими являются следующие показатели:

— количество растворенного в воде кислорода после 
смешивания — не менее 4 мг/л;

— содержание взвешенных частиц после спуска стоков 
не может возрасти более чем на 0,25-0,75 мг/л (для водое
мов разной категории);

— содержание минерального осадка — не более 1000 мг/л;
— органолептические свойства — вода не должна иметь 

запахов и привкусов;
— рН — в пределах 6,5-8,5.
Кроме того, на поверхности не должно быть пленок, 

плавающих пятен, а содержание ядовитых веществ не дол
жно превышать установленных предельно допустимых кон
центраций (ПДК). Запрещается сбрасывать в водоемы ра
диоактивные вещества.

Известно, что попавшие в водоемы органические веще
ства окисляются до С02 и Н20 в пределах способности во
доемов к самоочищению, а количество кислорода, расхо
дуемое в этих процессах, т. е. ВПК (биохимическое потреб
ление кислорода), определяется концентрацией и спектром
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присутствующих в воде примесей. Показатель БПК являет
ся важным критерием при оценке состояния сточных вод. 
Различают БПК5 (пятидневный), БПК20 (двадцатиднев
ный) и БПКполн (полный). БПКполн обозначает время, в тече
ние которого все вещества стоков окисляются в водоеме 
полностью до конечных продуктов.

Комплекс мероприятий по удалению загрязнений, со
держащихся в бытовых и промышленных сточных водах, 
называется очисткой сточных вод. Это система методов, 
вызывающих разрушение или удаление из них присутст
вующих веществ, а также патогенных микроорганизмов. 
Очистка сточных вод включает три этапа: механический, 
биологический и физико-химический. Иногда производят 
дезинфекцию сточных вод.

На механическом этапе осуществляют предваритель
ную очистку сточных вод. Он необходим для подготовки 
поступающих на очистные сооружения сточных вод к даль
нейшим этапам очистки.

Для вылавливания крупных загрязнений применяют ре
шетки и сита. Затем стоки проходят через песколовки, где 
осаждаются мелкие частицы (песок, молотый кофе и т. п.) 
и жироловушки, в которых происходит удаление с поверх
ности воды гидрофобных веществ. Песок из песколовок 
обычно складируют или применяют в дорожных работах. 
Очищенные таким образом сточные воды переходят на пер
вичные отстойники для выделения взвесей. В результате 
удаляется до 60-70 % минеральных загрязнений, а БПК5 
снижается на 30 %.

Механический этап очистки важен для создания равно
мерного движения сточных вод и позволяет избежать коле
баний объема стоков на биологическом этапе.

Биологический этап (биологическая очистка) предпола
гает деградацию органической составляющей сточных вод 
микроорганизмами (бактериями и простейшими), которые 
используют в качестве ростовых субстратов различные со
единения, входящие в их состав. При этом происходят ми
нерализация вод, удаление органического азота и фосфора, 
а главной целью является снижение БПК5.

В процессах биологической очистки принимает участие 
сложная биологическая ассоциация, состоящая из бакте
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рий, водных грибов, простейших организмов (амебы, жгу
тиковые и ресничные инфузории), микроскопических жи
вотных (коловратки, круглые черви — нематоды, водные 
клещи) и др. В сточных водах часто встречаются следую
щие виды микроорганизмов: эуглифа (раковинная амеба), 
аэрцелла (раковинная амеба), инфузория туфелька, хармо- 
нихилл (инфузория), стилонихия (инфузория), циклидиум 
(инфузория), кархезиум (колониальная инфузория), опер- 
кулярия (колониальная инфузория), оксидриха (брюхорес
ничная инфузория), эплотес (брюхоресничная инфузория), 
сосущая инфузория, амеба протей, амеба дисковидная, аме
ба террикола, нитчатые бактерии, политома (жгутиковые), 
бодо (жгутиковые), коловратка нотоммата, коловратка фи- 
лодина, коловратка мостила, коловратка катипна, аспиди- 
ска (брюхоресничная), аэлозома (малоресничный червь).

Достоинства биологической очистки заключаются в воз
можности удаления из стоков широкого спектра органических 
и неорганических веществ, простоте используемой аппара
туры и относительно невысоких эксплуатационных расходах. 
На этом этапе необходимо строго соблюдать технологии режи
ма очистки и, главное, учитывать чувствительность микро
организмов к высоким концентрациям загрязнителей. По
этому перед биоочисткой стоки необходимо разбавлять.

На этом этапе очистки сточных вод можно применять 
как аэробные микроорганизмы, которые используют для 
окисления веществ кислород, так и анаэробные микроорга
низмы, не имеющие доступа ни к свободному растворенному 
кислороду, ни к предпочтительным акцепторам электронов 
типа нитрат-ионов. В этих процессах в качестве акцептора 
электронов микроорганизмы могут использовать углерод.

При выборе между аэробными и анаэробными процессами 
предпочтение обычно отдают первым: аэробные системы бо
лее надежны, стабильно функционируют и больше изучены.

Биологическая очистка стоков проводится в различных 
по конструкции сооружениях — биофильтрах, аэротенках 
(с активным илом) и метантенках (анаэробное брожение).

Аэробные процессы очистки стоков. Биоф ильт р  — 
наиболее распространенный тип биореактора с неподвиж
ной биопленкой, применяемый для очистки стоков. По су
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ществу, это реактор с неподвижным слоем и противотоком 
воздуха и жидкости. Биомасса растет на поверхности на
садки в виде пленки. Особенностями насадки или фильт
рующего слоя являются значительная удельная поверх
ность для развития микроорганизмов и большая порис
тость. Последнее придает необходимые газодинамические 
свойства слою и способствует прохождению через него воз
духа и жидкости.

В биофильтре происходят непрерывный прирост и отми
рание биопленки. Отмершая биопленка смывается током 
очищаемой воды и выносится из биофильтра. Очищенная 
вода поступает в отстойник, в котором освобождается от 
частиц биопленки, и далее сбрасывается в водоем. Процесс 
окисления органических веществ сопровождается выделе
нием тепла, которое используется для обогрева биофильтра.

Эксплуатация биофильтров достаточно несложный про
цесс. Важное условие их эффективной работы — тщательная 
предварительная очистка стоков от взвешенных частиц, 
способных засорить распределительное устройство. Небла
гоприятными факторами при эксплуатации биофильтров 
являются вероятность их переполнения, размножение мух 
на поверхности, дурной запах как следствие избыточного 
образования микробной биомассы.

Около 70 % очистных сооружений Европы и Америки 
представляют собой капельные биофильтры. Срок службы 
таких биореакторов исчисляется десятками лет (до 50). Ос
новной недостаток конструкции — избыточный рост мик
робной биомассы, что приводит к засорению биофильтра и 
вызывает сбои в системе очистки.

Аэрот енк  относится к гомогенным биореакторам. Ти
повая конструкция биореактора представляет собой железо
бетонный герметичный сосуд прямоугольного сечения, свя
занный с отстойником. Подача воздуха в «коридоры» аэро- 
тенка осуществляется через пористые железобетонные 
плиты или через систему пористых керамических труб. 
Обычно воздухораспределительное устройство располагают 
не по центру, а около одной из стен коридора. В результате 
этого в аэротенке происходит турбулизация потока, и сточ
ные воды не только продвигаются вдоль коридора, но и за
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кручиваются по спирали внутри него. Это улучшает режим 
аэрации и условия очистки.

В аэротенке происходит непрерывная ферментация. Час
тицы активного ила, образованные бактериями и простейши
ми, являются флокулирующей смесью. По сравнению с 
биопленкой, функционирующей в биофильтрах, в активном 
иле аэротенков беднее экологическое разнообразие видов.

Биоочистка в аэротенке осуществляется в два этапа. На 
первом этапе микроорганизмы активного ила адсорбируют 
загрязняющие вещества стоков, на втором — окисляют их 
и восстанавливают свою окислительную способность.

Число микроорганизмов в активном иле достигает мно
гих миллиардов бактериальных клеток в 1 г ила. Количест
во бактерий, как и их видовой состав, может быстро ме
няться, в зависимости от химического состава поступаю
щей в данный момент воды.

Среди обитателей активного ила больше всего псевдомо
над (Рзеиёот опаз) — свыше половины всех видов; предста
вители родов ВасШиз составляют более трети всех видов, 
ЕпЬегоЪасЬепит  и 8агст1а — около одной пятой. Есть еще 
сахаромицеты (8аскаготусе1;е8, до 8-10 % ), микрококки 
(М гс гососси з ), разные грибки, актиномицеты и близкие к 
ним микобактерии, немного нитчатых бактерий 8ркаегоИИз 
па1апз и С1ад,о1пх сИскоЬота. Если в воде есть соединения 
серы, то в активном иле появляются серобактерии и тионо- 
вые бактерии (ТЫоЪасШ из 1Ыорагиз), которые усваивают 
серу. Серобактерии (бесцветная серобактерия Ведд1а1а а1Ъа 
или пурпурная, с красным пигментом, из семейства 
ТЫ огойасеа) образуют обрастания или плавающие нити.

Микроорганизмы формируют скопления в виде слизи — 
зооглеи, в которой много палочковидных бактерий, кокков. 
Обычный обитатель активного ила 2оод1оеа гатгдега обра
зует зооглеи в виде лопастей. Все эти группы микробов осу
ществляют первичное окисление и разложение жиров и уг
леводов и усваивают продукты их распада. При этом обра
зуются промежуточные вещества: спирты, органические 
кислоты.

В качестве самостоятельного очистного сооружения или 
конечного пункта очистки стоков, прошедших стадию био
очистки в биофильтре или аэротенке, используют биологи
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ческие (очистные) пруды. Если таковые функционируют 
как самостоятельные системы водоочистки, сточные воды 
перед поступлением в них разбавляются трех-, пятикрат
ными объемами технической или хозяйственно-питьевой 
поды. Для отстоянных стоков без разбавления нагрузка на 
пруды составляет до 250 м3/га/сут., для биологически очи
щенных вод — до 500 м3/га/сут. Средняя глубина прудов 
составляет от 0,5 до 1,0 м. Срок «созревания» прудов в зо
нах умеренного климата — не менее одного месяца.

Методы аэробной биологической очистки сточных вод 
непрерывно совершенствуются. В последние годы стали 
внедряться более эффективные системы биоочистки, напри
мер шахтные реакторы, с использованием для аэрирова
ния кислорода. Такие биореакторы называют окситенка- 
ми. Концентрация растворенного в них кислорода достига
ет 10-12 мг/л, что в несколько раз превосходит уровень 
аэрации в аэротенках. В результате повышенной аэрации 
стоков концентрация активного ила в них возрастает до 
15г/л и их окислительная мощность в четыре-пять раз 
превосходит аэротенки.

Шахтные биореакторы позволяют реализовать процесс 
очистки стоков аналогично протеканию его в окислитель
ном канале, но расположенном вертикально. Такие реакто
ры занимают небольшие площади и большей частью за
глублены в грунт. Высота шахтных аппаратов достигает 
50-150 м при диаметре 0,5-10,0 м. Внутри аппарата вмон
тирован полый стержень или специальное устройство, обес
печивающее образование зон восходящего и нисходящего 
потоков для циркуляции очищаемой воды.

Однако при эксплуатации окситенков возникает пробле
ма отделения твердых частиц от иловой смеси: микропу
зырьки воздуха прилипают к твердым частицам и ухуд
шают осаждение. Для улучшения осаждения применяют 
вакуумную дегазацию, флотацию, отдувку воздуха. По за
вершении стадии дегазации иловая смесь направляется в 
аэротенк, где после удаления микропузырьков происходит 
доокисление оставшейся органики. Далее стоки поступают 
по обычной схеме в отстойник.

Анаэробные процессы очистки стоков. Анаэробные 
процессы очистки сточных вод не получили достаточно ши
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рокого развития. Они существенно уступают аэробным про
цессам в скорости очистки, хотя имеют ряд преимуществ:

— масса образуемого в них активного ила практически 
на порядок ниже (0,1-0,2), по сравнению с аэробными про
цессами (1,0-1,5 кг/кг удаленного ВПК);

— существенно ниже энергозатраты на перемешивание;
— дополнительно образуется энергоноситель в виде био

газа.
Вместе с тем анаэробные процессы очистки мало изуче

ны, и для них требуются дорогостоящие очистные сооруже
ния больших объемов.

Анаэробные процессы для очистки стоков применяются 
в Европе около 100 лет. Используемые для этих целей био
реакторы — септиктенки и метант енки  — представляют 
собой отстойники, в которых осадок ила подвергается ана
эробной деградации.

Например, в первичном отстойнике остался избыточный 
осадок ила, содержащий недоокисленные вещества. Этот 
осадок плохо сохнет, содержит много болезнетворных мик
робов, имеет неприятный запах, привлекает мух. Его на
правляют на сбраживание в бескислородных условиях в 
специальные резервуары — метантенки, где развиваются 
анаэробные микроорганизмы, функционирующие при тем
пературе от 23 до 55 °С.

В процессах метанового сбраживания с образованием газа 
метана участвуют микроорганизмы родов Ме1Напососси8 и 
МеЬНапоЪасЬепит. Разные виды клостридий (С1о81псИит) 
разлагают целлюлозу, пектины, жиры. Очищение осадка в 
метантенках может длиться от 6 до 15 суток. За это время 
погибают яйца гельминтов (например, болезнетворные мик
роорганизмы), остаются единичные особи кишечной палоч
ки ЕзсНепсЫа соИ, а общее количество бактерий составляет 
не более 100 клеток в 1 мл. Высушенный осадок недоокис- 
ленных примесей содержит до 20 микроэлементов и слу
жит неплохим удобрением.

Анаэробные проточные сбраживатели такого типа при
меняют для анаэробной биоочистки промышленных и сель
скохозяйственных стоков.
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Особенно эффективно применение сравнительно недоро
гих анаэробных систем для сильно загрязненных стоков 
пищевой промышленности и отходов интенсивного живот
новодства, которые имеют высокие уровни нагрузки по 
ВПК и ХПК (химическая потребность в кислороде), а на
возные стоки — также и высокое содержание нераствори
мых компонентов, не поддающихся биодеградации. Для их 
очистки применяют сбраживатели полного смешения. Сто
ки евино- и птицекомплексов освобождаются в ходе ана
эробной биоочистки только на 50 % ХПК, а стоки ферм 
крупного рогатого скота — на 30 %. Высокие концентра
ции органики и аммонийного азота (до 4000 мг/л) способ
ны ингибировать процесс деградации.

В целом же анаэробные процессы очистки стоков, обла
дая рядом несомненных достоинств, не находят пока такого 
широкого применения, как аэробные системы биоочистки. 
Однако в последние годы, вследствие более строгих требо
ваний к предварительной очистке промышленных стоков 
перед сбросом их в канализацию, интерес к анаэробным 
процессам возрастает.

Физико-химический этап очистки стоков. Главная цель 
водоочистки — производство бактериально безопасной во
ды. Для улучшения параметров очистки применяют раз
личные химические методы, например дополнительное 
осаждение фосфора солями Ре и А1, хлорирование, озониро
вание.

Наиболее распространенным способом дезинфекции во
ды является ввод в нее хлора — сильного окислителя, ко
торый добавляется к воде в виде газа или концентрирован
ного водного раствора. Эффективность обработки хлором 
зависит от ряда факторов, в том числе от рН, времени обра
ботки, температуры и наличия взаимодействующих с хло
ром органических веществ. Небольшое количество свобод
ного хлора оставляют в воде на случай попадания загрязне
ний в потребительскую водопроводную сеть. Поскольку при 
бытовом использовании воды в водосток сбрасывается мно
го колиформных бактерий, их обнаружение служит показа
телем бытового загрязнения (коли-индекс).
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8.3. Биоочистка газовоздушных выбросов

В условиях возрастающей технологической деятельности 
все большую остроту приобретает проблема борьбы с загряз
нением воздушного бассейна. Основными загрязнителями 
атмосферы являются предприятия нефтеперерабатывающей, 
химической, пищевой и перерабатывающей промышленнос
ти, а также большие сельскохозяйственные комплексы, от
стойники сточных вод, установки по обезвреживанию отхо
дов. В воздухе крупных промышленных городов содержит
ся огромное количество вредных веществ, а концентрация 
многих токсикантов превышает допустимые уровни. Это 
органические (ароматические и непредельные углеводоро
ды, азот-, кислород-, серо- и галогенсодержащие соедине
ния) и неорганические вещества (сернистый газ, сероугле
род, окислы углерода, аммиак, хлор, водород, галогены). 
В воздушных бассейнах больших промышленных городов 
присутствуют десятки различных соединений, в том числе 
дурнопахнущие, способные даже в незначительных кон
центрациях представлять угрозу для здоровья, а также вы
зывать у людей чувство дискомфорта.

Существуют различные методы очистки воздуха — физи
ческие, химические и биологические, однако уровень и масш
табы их применения в настоящее время не столь широки.

Физические мет оды  — это абсорбция примесей на ак
тивированном угле и других поглотителях, абсорбция жид
костями.

Хим ические мет оды  — это озонирование, прокалива
ние, каталитическое дожигание и хлорирование воздуха.

Биологические мет оды  очистки газовоздушных выбро
сов начали применять сравнительно недавно и пока в огра
ниченных масштабах. Они базируются на способности мик
роорганизмов разрушать в аэробных условиях широкий 
спектр веществ и соединений до конечных продуктов — 
С02 и Н20. Широко известна способность микроорганизмов 
метаболизировать алифатические, ароматические, гетеро
циклические, ациклические и различные С1-соединения. 
Микроорганизмы утилизируют аммиак, окисляют сернис
тый газ, сероводород и диметилсульфоксид. Образуемые 
сульфаты утилизируются другими микробными видами.
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Есть данные об эффективном окислении аэробными карбок- 
сидобактериями моноокиси углерода — одного из наиболее 
опасных воздушных загрязнителей. Представители рода 
N 00 а г  (На эффективно разрушают стерины и ксилол, 
НуркотгсгоЫит  — дихлорэтан, Хап1коЪасЬепит — этан и 
дихлорэтан, МусоЬасЬепит  — винил-хлорид.

Наиболее широким спектром катаболических путей ха
рактеризуются почвенные микроорганизмы. Так, только 
представители рода Рзеиёотопав способны использовать в 
качестве единственного источника углерода, серы или азота 
свыше 100 соединений — загрязнителей биосферы. Микро
биология и генетика располагают большими возможностя
ми для повышения биосинтетического потенциала микро
организмов—деструкторов токсичных веществ, включая ме
тоды традиционной селекции и отбора, а также новейшие 
достижения клеточной и генетической инженерии. Подав
ляющее число токсических загрязнителей атмосферы мо
жет быть разрушено монокультурами микроорганизмов, но 
эффективнее применять смешанные культуры, имеющие 
больший каталитический потенциал, а следовательно, боль
шую деструктурирующую способность. Для разрушения 
трудноутилизируемых соединений в ряде случаев микроор
ганизмы целесообразно адаптировать к таким субстратам и 
только после этого вводить их в рабочее тело действующих 
установок.

Для биологической очистки воздуха применяют три ти
па установок: биофильтры, биоскрубберы и биореакторы с 
омываемым слоем.

Принципиальная схема для биологической очистки воз
духа впервые была предложена в 1940 г. Г. Прюссом. Пер
вый биофильтр в Европе был построен в 1980 г. в Германии 
(ФРГ), а уже в 1984 г. в этой стране функционировало или 
находилось в стадии запуска около 240 установок.

Основным элементом биофильтра для очистки воздуха, 
как и водоочистного биофильтра, является фильтрующий 
слой, который сорбирует токсические вещества из воздуха. 
Далее эти вещества в растворенном виде диффундируют к 
микробным клеткам, включаются в них и подвергаются 
деструкции.
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В качестве носителя для фильтрующего слоя используют 
природные материалы — компост, торф и др. Эти матери
алы содержат в своем составе различные минеральные соли 
и вещества, необходимые для развития микроорганизмов. 
Поэтому в биофильтры не вносят каких-либо минеральных 
добавок. Воздух, подлежащий очистке, подается вентилято
ром в систему, проходит через фильтрующий слой в любом 
направлении (снизу вверх или наоборот). При этом воздух 
должен проходить через всю массу фильтрующего слоя рав
номерно, для чего требуются однородность слоя и опреде
ленная степень влажности. Оптимальная для очистки воз
духа влажность фильтрующего слоя составляет 40-60 % от 
веса материала носителя. При недостаточной влажности ма
териала фильтрующего слоя в нем образуются трещины, 
материал пересыхает. Это затрудняет прохождение воздуха 
и снижает физиологическую активность микроорганизмов. 
Увлажнение материала обеспечивается распылением воды 
на поверхности фильтрующего слоя. При избыточной влаж
ности в толще слоя происходит образование анаэробных зон 
с высоким аэродинамическим сопротивлением. В результа
те снижается время контакта потока воздуха с поглотите
лем, падает эффективность очистки. В толще фильтрующей 
массы не должно образовываться более плотных зон или 
комков материала, что бывает при использовании компос
та, так как при этом снижается удельная площадь поверх
ности фильтрующего слоя. В материале фильтрующего слоя 
не должно возникать температурных градиентов и не дол
жно происходить резких изменений рН среды. Поэтому 
температурный режим в биофильтре поддерживается посто
янным. Для этого воздух, подаваемый в биофильтр, подо
гревается, установка в целом термостатируется.

Для обеспечения стабильной работы биофильтров следу
ет соблюдать комплекс мер, важнейшими из которых явля
ются следующие. Воздух, подаваемый на очистку в био
фильтр, предварительно увлажняют в биоскруббере до от
носительной влажности в 95-100 %. При заполнении 
фильтрующего слоя для снижения аэродинамического со
противления в материал добавляют гранулы (диаметром 3- 
10 мм) из синтетических полимерных материалов (полиэти
лена, полистирола), а также частицы автопокрышек, акти-
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нированный уголь. Масса добавок составляет от 30 до 70 % 
от массы фильтрующего материала. С целью предотвраще
ния резкого закисления материала фильтрующего слоя в 
ходе трансформации органики в него добавляют известняк 
или карбонат кальция в количестве 2-40 % от веса носите
ля. Чтобы избежать ситуаций, когда микроорганизмы, вхо
дящие в состав рабочего тела биофильтра, могут ингибиро
ваться токсическими веществами (в результате, например, 
залповых выбросов), в материал вносят активированный 
уголь — до 250 кг/м3.

Эффективность работы биофильтра определяется газоди
намическими параметрами фильтрующего слоя, спектром и 
концентрацией присутствующих в воздухе веществ, фер
ментативной активностью микроорганизмов-деструкторов. 
При этом скорость удаления вредных примесей из воздуха 
в процессе биоочистки может лимитироваться как диффу
зией веществ из газовой фазы в биокаталитический слой, 
так и скоростью протекания биохимических реакций в 
микробных клетках. При высокой входной концентрации 
вредных веществ в воздухе процесс их деструкции в ходе 
прохождения потока через фильтрующий слой неравноме
рен. Сначала разрушаются легкодоступные вещества, и 
только в конце процесса начинается разрушение труднодег- 
радируемых соединений. Так, в случае присутствия в воз
духе в качестве вредных примесей комплекса соединений: 
бутанола, этилацетата, бутилацетата и толуола — послед
ний утилизируется микроорганизмами только после окис
ления всех остальных веществ.

Стационарное состояние и наиболее высокая скорость 
биоочистки наступают спустя некоторое время после запу
ска биофильтра, поскольку необходим некоторый период 
для созревания и адаптации микробиологического ценоза. 
Длительность периода адаптации зависит от концентрации 
веществ в воздухе и микробного состава в диффузионном 
слое и может составлять от нескольких часов до несколь
ких недель. Иногда концентрация микроорганизмов в ходе 
очистки возрастает и может стать избыточной. Поэтому пе
риодически материал фильтрующего слоя приходится об
новлять. Длительность циклов достаточно велика и состав
ляет несколько лет.
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Принцип функционирования 
биоскруббера (рис. 8.3) отличает
ся тем, что процесс очистки воз
духа реализуется в две стадии и 
в двух различных установках. На 
первом этапе (в абсорбере) погло
щаются токсические вещества, на
ходящиеся в воздухе, а также 
кислород, который растворяется в 
воде. В результате воздух выходит 
очищенным, а загрязненная вода 
далее следует на очистку. Приме
няют различные типы абсорберов 
(барботажные, насадочные, распы
лительные, форсуночные и т. д.). 
Цель конструкционных усовер
шенствований заключается в уве
личении площади поверхности раз
дела фаз газа и жидкости. Это оп
ределяет эффективность абсорбции. 
На второй стадии загрязненная 
вода поступает в аэротенк, где она 

регенерируется. Очищение воды в аэротенке происходит по 
обычной схеме с участием кислорода. В ходе очистки слож
ные органические вещества окисляются микроорганизма
ми, формирующими активный ил, до конечных продуктов 
с образованием биомассы.

Рабочим телом биореактора с ом ы ваем ы м  слоем  яв
ляются иммобилизованные микроорганизмы. Биослой реак
тора представляет собой гранулы с этими клетками. Он омы
вается водой, содержащей необходимые для развития кле
ток минеральные вещества. Загрязненный воздух проходит 
через него; при этом вещества, подлежащие деструкции, 
диффундируют в водную пленку, покрывающую частицы 
биокатализатора, и далее окисляются микроорганизмами. 
Скорость деструкции может лимитироваться скоростью 
диффузии веществ из газовой фазы в жидкую, а также ско
ростью протекания реакций в микробных клетках. Ско
рость диффузии, в свою очередь, зависит от природы токси

^ Шлам

Рис. 8.3. Схема биоскруб
бера
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ческих веществ и их концентраций. Стационарный режим 
биореактора с омываемым слоем наступает через 5-10 дней 
после его запуска. При использовании заранее адаптиро
ванных к очищаемым веществам микроорганизмов этот 
срок может быть сокращен до нескольких часов. Периоди
чески (обычно раз в несколько месяцев) биослой очищают 
от избытка биомассы и наполняют свежими гранулами.

Основные требования, предъявляемые к установкам био
логической очистки газов, заключаются в простоте и эксплу
атационной надежности конструкции, высокой удельной про
изводительности и высокой степени очистки. Удельная 
производительность установки измеряется отношением объема 
воздуха, прошедшего через нее за 1 ч, к общему объему ус
тановки.

Масштабы промышленного применения методов биоло
гической очистки воздуха в настоящее время весьма незна
чительны. Наиболее распространенным типом установок 
являются биофильтры. Они достаточно дешевы, малоэнер
гоемки, требуют незначительных расходов воды. Однако 
из-за низкого содержания микроорганизмов в единице объ
ема материала фильтрующего слоя производительность 
биофильтров сравнительно невысока — от 5 до 400 м3 очи
щаемого воздуха на 1 м2 поперечного сечения фильтрующе
го слоя в час. Высота биофильтров невелика — около 1 м 
(это обусловлено требованиями однородности структуры и 
газодинамическими ограничениями). Поэтому биофильтры 
занимают большие площади (от 10 до 1600 м2).

Степень очистки воздуха в биофильтрах достаточно вы
сока. Например, используемые в сельском хозяйстве Герма
нии биофильтры обеспечивают 90%-ю очистку воздуха от 
дурнопахнущей органики. Повышение эффективности рабо
ты биофильтров достигается созданием установок, в кото
рых обеспечивается более равномерное прохождение возду
ха через рабочее тело установки.

Так, немецкой фирмой «Гербург Вейз» разработан био
фильтр, через который сверху вниз противотоком к вводи
мому снизу воздуху проходит тонко измельченный ком
пост, получаемый при переработке мусора и шлама. Ком
пост выгружается на дно установки и транспортером вновь
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подается в ее верхнюю часть. Такой движущийся биологи
чески активный компост обеспечивает равномерное про
хождение через него очищаемого воздуха; степень извлече
ния из воздуха алканов, толуола, сероводорода составляет 
96,7-99,9 %. Повышение эффективности работы биофильт
ров, безусловно, связано с повышением энергозатрат на 
процесс биоочистки.

Биоскрубберы, по сравнению с биофильтрами, занимают 
меньшую площадь, так как представляют собой башни вы
сотой несколько метров. Эксплуатационные затраты при 
использовании биоскрубберов выше, так как процесс био
очистки воды требует существенных затрат. Применение 
биоскрубберов эффективно при наличии в воздухе хорошо 
растворимых токсических веществ. Их производитель
ность существенно выше, по сравнению с биофильтрами; 
эффективность очистки также высока. Например, примене
ние биоскрубберов для очистки отходящих газов металлур
гических предприятий дает следующие показатели: произ
водительность — 120 тыс. м3/ч, снижение интенсивности 
запаха воздуха — от 75 до 85 %, степень конверсии орга
нических примесей — 50 %.

Наиболее перспективными для очистки воздуха явля
ются биореакторы с омываемым слоем. Практически не ус
тупая в степени очистки другим установкам, они характе
ризуются более высокой удельной производительностью 
(несколько тысяч кубометров очищаемого воздуха в час). 
Такие малогабаритные биореакторы очень эффективны для 
очистки воздуха предприятий интенсивного животноводст
ва. Степень очистки воздуха от ацетона, бутанола, пропи- 
онового альдегида, этилацетата в реакторе с иммобилизо
ванными на активированном угле микроорганизмами до
стигает 90 % при удельной производительности установки 
10 тыс. м3/ч.

Описаны другие подходы, применяемые для очистки 
воздуха, например на основе растущей суспензии микроор
ганизмов. Пропускание воздуха, насыщенного сероводоро
дом, сернистым ангидридом и парами серной кислоты, че
рез интенсивную культуру микроводоросли СЫогеИа, имею
щую большую поверхность контакта суспензии с воздухом,
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обеспечивает 100% -ю очистку воздуха при производитель
ности установки до 1 млн м3/ч.

Известны способы комплексной очистки стоков и за
грязненного воздуха от алифатических кислот, спиртов, 
альдегидов и углеводородов в аэротенке с активным илом. 
Показана возможность эффективной очистки отходящего воз
духа ряда фармацевтических производств на основе иммо
билизованных микробных клеток. Производительность ус
тановки достигает: по ацетону — 164 г углерода/м3 • ч; по 
смеси этанол + пропанол — 57 г/м3 • ч; по дихлорэтану — 
15 г/м3 • ч. Для детоксикации цианида в промышленных 
выбросах предложены биологические методы, включая при
менение различных биологических агентов — от активного 
ила до специфических ферментов, разрушающих цианиды. 
Так, раданаза, обнаруженная у ВасШиз з1еаго1кегторкИиз, 
катализирует превращение цианида в тиоцианат, а иммоби
лизованная цианидгидратаза гидролизует цианид до форма- 
мида. Образующиеся во многих производственных процес
сах восстановленные соединения серы (тиосульфат, серово
дород, метилмеркаптаны, диметилсульфид) могут служить 
источником энергии для многих микроорганизмов.

Один из методов очистки от сероводорода состоит в про
пускании воздуха через солевой раствор меди. Образуемый 
в результате этого нерастворимый сульфид металла далее 
может быть окислен при участии микроорганизмов. Воз
можно создание системы биоочистки воздуха от сероводоро
да и органических соединений серы с использованием тио- 
бацилл; при анаэробных условиях десульфурирование со
пряжено с денитрификацией:

5Н28 + 8Ыа]ЧОз — 4Ма2804 + Н2804 + 4Н20 + 41М2 

(СН3)28 + 4Ы аШ 3 — 2С02 + Ыа2804 + 2ЫаОН + 2Н20 + 2Ы2

Таким образом, в настоящее время в промышленных 
масштабах применяются достаточно эффективные биологи
ческие процессы для очистки газовоздушных выбросов. Су
ществуют реальные научные основы для разработки и вне
дрения новых методов биоочистки.
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8.4. Биогеотехнология и получение металлов

Биогеотехнология изучает процессы извлечения метал
лов из руд, концентратов, горных пород и водных раство
ров под воздействием микроорганизмов или продуктов их 
жизнедеятельности при нормальном давлении и физиологи
ческой температуре (от 5 до 90 °С).

Бакт ериальное выщелачивание. Применение биогео
технологии металлов обусловлено исчерпаемостью доступ
ных природных ресурсов минерального сырья и необходи
мостью разработки сравнительно небогатых и труднопере- 
рабатываемых месторождений.

Биогеотехнологические методы, такие, как микробиоло
гическая адсорбция и бактериальное выщелачивание, позво
ляют получить дополнительное количество цветных метал
лов за счет утилизации шламов и отходов металлургических 
производств, переработки так называемых забалансовых 
руд и извлечения их из морской воды и стоков. Использо
вание этих методов интенсифицирует добычу минерального 
сырья, удешевляет ее, исключает необходимость примене
ния трудоемких горных технологий и позволяет автомати
зировать процесс.

За тысячелетие до нашей эры римляне и финикийцы 
извлекали медь из рудничных вод. В Средние века в Испа
нии и Англии использовали процесс «выщелачивания» для 
получения меди из медьсодержащих минералов. Безуслов
но, древние горняки не могли предположить, что активным 
элементом данного процесса являются микроорганизмы. 
Впервые это было доказано в 1947 г., когда в США А. Кол- 
мер и Г. Хинкли выделили из шахтных дренажных вод 
микроорганизмы, окисляющие двухвалентное железо и вос
станавливающие серу. Они были идентифицированы как 
ТЫоЬасШиз / еггоохМ апз . Вскоре было установлено, что эти 
железоокисляющие бактерии в процессе окисления перево
дят медь из рудных минералов в раствор. Позднее были вы
делены и описаны многие другие микроорганизмы, участ
вующие в процессах окисления сульфидных минералов. 
В 1958 г. в США был зарегистрирован первый патент на 
получение металлов из концентратов с помощью железо
окисляющих микроорганизмов.

342



8.4. Биогеотехнология и получение металлов

В настоящее время процесс бактериального выщелачи
вания достаточно широко применяют для получения меди. 
Меньшие масштабы имеет бактериальное выщелачивание 
урана. На основании многочисленных исследований приня
то считать бактериальное выщелачивание перспективным 
процессом для внедрения в горнодобывающую промышлен
ность.

Обычное производство большинства металлов на началь
ной стадии предусматривает концентрирование металлсо
держащего минерала из руды. В концентратах содержание 
металлов может на порядок превосходить их уровень в ис
ходных рудах и породах. Бактериальное выщелачивание 
сульфидных концентратов имеет несомненные достоинства, 
так как может быть реализовано непосредственно в месте 
получения концентрата в районе разрабатываемого место
рождения, без больших и дорогостоящих затрат на транс
портировку. Однако лимитирующими факторами бактери
ального выщелачивания являются довольно низкие скорости 
протекания этих процессов, а также неполная раствори
мость некоторых металлов.

Работы последних лет показали, что экономически вы
годно получать медь из халькопиритного концентрата, так 
как скорость выщелачивания может достигать 700 мг/л • ч, 
а образуемый при этом раствор содержит 30-50 г/л меди. 
Известны бактериальные технологии получения цинка, ме
ди и кадмия из смешанных сульфидных концентратов с 
94%-й степенью экстракции названных металлов.

В меньших масштабах применяется в горнодобывающей 
промышленности другой биотехнологический процесс — 
извлечение металлов из водных растворов. Это направле
ние обещает существенные перспективы, так как предпола
гает достаточно дешевые процессы очистки стоков от ме
таллов и экономичное получение при этом сырья.

Определенный интерес для биосорбции металлов из рас
творов представляют денитрифицирующие бактерии, осо
бенно представители родов Рзеийотопаз, А1саИ§епез, 
ВасШиз. Эти микроорганизмы, будучи факультативными 
анаэробами, используют в качестве акцептора электронов 
окислы азота (Ж )3~, М0 3~, 1Ч20 ) или кислород, а донорами
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электронов могут служить различные органические соеди
нения, водород, восстановленные соединения серы. Суль- 
фатвосстанавливающие бактерии, которые используют в 
качестве доноров электронов молекулярный водород и орга
нические соединения, в анаэробных условиях восстанавли
вают сульфаты, 802, 820 2, иногДа 80.

Некоторые гетеротрофные микроорганизмы способны 
разрушать горные породы в результате выделения органи
ческих продуктов обмена — органических кислот, полиса
харидов. Источником энергии и углерода для организмов 
служат различные органические вещества. Так, силикатные 
породы деструктурируют представители рода ВасШиз, раз
рушая связи 81-О -81. Грибы родов АзрегдШ из, Рет сШ ит  и 
других также активные деструкторы силикатов.

Все названные выщелачивающие бактерии переводят в 
ходе окисления металлы в раствор, но разными путями. 
Различают прямые и непрямые методы бактериального 
окисления металлов.

Процесс окисления железа и серы бактериями является 
прямым окислительным процессом:

4Ге804 + 0 2 + 2Н2804 — 2Ге2(804)3 + 2Н20,

88 + 1202 + 8Н20 — 8Н2804

В результате прямого бактериального окисления окис
ляются пирит:

4Ге82 + 1502 + 2Н20 — 2Ге2(804)3 + 2Н2804 

и сфалерит:
2п8 + 202 —* 2п804

Ион трехвалентного железа, образующийся в результате 
окисления бактериями двухвалентного железа, служит 
сильным окисляющим агентом, переводящим в раствор 
многие минералы, например халькоцит:

Си28 + 2Ге2(804)3 — 2Си804 + 4Ге804 + 80 

и уранит:
Ш 2 + Ре2(804)3 — 1ГО2804 + 2Ге804
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Выщелачивание, происходящее при участии иона Ге3+, 
который образуется в результате жизнедеятельности бакте
рий, называется непрямым окислением. Часто в ходе не
прямого окисления минералов образуется элементарная се
ра, которая может непосредственно окисляться бактериями 
до серной кислоты.

Сложный процесс бактериального окисления сульфид
ных минералов включает адсорбцию микроорганизмов на 
поверхности минерала или горной породы, деструкцию 
кристаллической решетки, транспорт в клетку минераль
ных элементов и их внутриклеточное окисление.

Бактериальное выщелачивание, называемое также био
гидрометаллургией или биоэкстрактивной металлургией, 
в промышленных масштабах довольно широко применяют 
для перевода меди и урана в растворимую форму. Сущест
вует несколько способов проведения бактериального выще
лачивания металлов. Все они основаны на стимуляции рос
та железоокисляющих бактерий, способных окислять двух
валентное железо и серу. Эти методы весьма экономичны и 
чисты в экологическом плане, достаточно просты и способ
ны к самоподдержанию, благодаря образованию агента — 
растворителя металлов в виде раствора Ге3+. Все получен
ные при бактериальном выщелачивании продукты реакции 
находятся в растворах, которые можно легко нейтрализо
вать. Вредные побочные газообразные продукты отсутст
вуют, а процесс не зависит от масштабов его проведения. 
К трудностям реализации биологических методов относятся 
необходимость поддержания активной микробной культуры 
в строго контролируемых, заданных условиях; низкие, по 
сравнению с химическими процессами, скорости реакций, 
взаимосвязь процессов выщелачивания со скоростями роста 
микроорганизмов.

Поверхностное выщелачивание куч и отвалов в основ
ном сводится к извлечению металлов из отходов горнодобы
вающей промышленности или побочных бедных руд, перера
ботка которых обычными способами неэкономична. Методы 
поверхностного выщелачивания куч и отвалов, применяе
мые в настоящее время, мало чем отличаются от процесса, 
который использовали в XV III в. в Испании на месторожде
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нии Рио-Тинто для извлечения меди из руд выветрившейся 
породы. Эти методы применяют обычно при извлечении ме
ди из пород с низким ее содержанием (менее 0,4 % по ве
су). Такие отвалы накапливаются в больших количествах 
при крупномасштабной открытой разработке руды, они мо
гут занимать огромные площади и достигать в высоту не
скольких сот метров.

Выщелачивание куч несколько отличается от выщела
чивания отвалов. Кучи содержат повышенное, по сравне
нию с отвалами, содержание металла, извлечение которого 
в принципе возможно за достаточно короткий срок — не
сколько месяцев. В то же время выщелачивание отвалов 
может длиться годами. В кучах и отвалах измельченная 
руда уложена на наклонное водонепроницаемое основание. 
Поверхности куч и отвалов орошают выщелачивающей 
жидкостью, представляющей собой слабый раствор кисло
ты и ионов трехвалентного железа. Сбор раствора с извле
ченным металлом, профильтровавшимся через слой поро
ды, производят снизу. При выщелачивании отвалов в них, 
как правило, развиваются природные микроорганизмы, а 
кислая среда и наличие кислорода способствуют повыше
нию каталитической активности ТЫоЬасШиз { еггоохШ апз. 
Выщелачивающая жидкость с помощью насосов подается 
поверх кучи руды, распыляется по ее поверхности и, стекая 
вниз самотеком, фильтруется, проходя через нее. Эти обо
гащенные металлом растворы направляют в специальные 
пруды и водоемы для сбора и извлечения металла мето
дом простого осаждения, электролизом или более сложны
ми методами. Отработанные выщелачивающие растворы, 
содержащие в основном растворенное железо, регенерируют 
в окислительных прудах и вновь подают в отвалы.

Скорость извлечения металла при промышленном вы
щелачивании куч и отвалов зависит от многих факторов — 
активности культуры, качества руды и степени ее дисперс
ности, скорости фильтрации выщелачивающего раствора, 
аэрации. Так, при введении сжатого воздуха в толщу вы
щелачиваемой медной руды скорость извлечения меди воз
растает на 25 %.

Применяемое, например, в штате Нью-Мексико (США) 
выщелачивание отвалов дает суточную добычу меди около
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45-50 т. Себестоимость получаемой таким способом меди в 
полтора-два раза ниже, по сравнению с обычными метода
ми гидро- и пирометаллургии. В целом в США 15 % меди 
получают в процессах бактериального выщелачивания куч 
и отвалов.

Существенно реже используют микроорганизмы для вы
щелачивания в промышленных масштабах урана. При этом 
порода или руда должна быть богата сульфидными минера
лами и не слишком интенсивно поглощать кислород. В вос
точных районах Канады подземное бактериальное выщела
чивание применяют для извлечения остаточного урана на 
выработанных площадках. Для этого стенки и крыши забо
ев промывают подкисленной водой. Развивающиеся естест
венные железобактерии ТНюЪасШиз { еггоохМ апз окисляют 
двухвалентное железо до трехвалентного, которое окисляет 
четырехвалентный уран до шестивалентного, переводя его 
в раствор:

Ш 2 + Ге2(804)3 — Ш 2804 + 2Ге804

Возможно также прямое окисление урана бактериями: 

21ГО2 + 0 2 + 2Н2804 — 2 Ш 2804 + 2Н20

Спустя три-четыре месяца забои снова промывают. Про
мывные воды, содержащие уран, собирают; уран извлекают 
растворителями либо с помощью ионного обмена. Этим спо
собом можно извлечь до 90 % остаточного урана.

Можно применять бактериальное выщелачивание в ка
честве первичной технологии для получения урана — так 
называемой технологии ш зИи. Рудное тело разрушают 
взрывом для увеличения проницаемости и поверхностной 
площади. Через скважины руда инжектируется слабым 
раствором серной кислоты и насыщается воздухом. Через 
них же возможен отвод рудничных вод с извлеченным ура
ном. Преимуществами данного метода являются его незави
симость от погодных условий, сохранность поверхности 
месторождения и отсутствие груды отвалов.

Однако процесс выщелачивания т  зИи более трудоем
кий, по сравнению с поверхностным выщелачиванием. Что
бы контролировать его течение и состояние микроорганиз
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мов, необходимо создавать специальные инженерные схе
мы, так как в условиях глубинных залеганий пластов из-за 
высокого давления, гипербарии кислорода и прочих факто
ров возможно изменение физиологического состояния же
лезоокисляющих бактерий, а следовательно, нарушение 
технологического цикла.

Наиболее сложен процесс бактериального выщелачива
ния в аппаратах — так называемое чановое выщелачива 
ние. Этот тип выщелачивания применяют в горнорудной 
промышленности для извлечения урана, золота, серебра, 
меди и других металлов из окисных руд или упорных суль
фидных концентратов.

Чановое выщелачивание упорных сульфидных концент
ратов проводят в проточном режиме в серии последователь
но соединенных аппаратов большого объема (30 X 50 X 6 м) 
с перемешиванием, аэрацией, при стабилизации рН, темпе
ратуры и концентрации микроорганизмов в пульпе. Перед 
загрузкой в аппараты концентраты измельчают и смешива
ют со слабым раствором серной кислоты. На ход процесса 
влияют многие параметры: рН, температура, скорость про
тока пульпы, ее плотность и размер частиц концентрата. 
Важным условием чанового выщелачивания является нали
чие систем, контролирующих и стабилизирующих многие 
из перечисленных параметров, что обеспечивает эффектив
ное протекание процесса. Схема чанового выщелачивания 
сульфидных концентратов замкнутая. Оборотные воды пос
ле регенерации используют в качестве питательной среды 
для бактерий и выщелачивающего раствора.

Определенную проблему представляет обеспечение про
цесса инокулятом. При чановом выщелачивании работают 
с плотными пульпами при концентрации клеток в культуре 
до 1,0-1,5 г/л АСБ. Для получения активной микробной 
культуры существует несколько способов. Наиболее эффек
тивен способ культивирования железоокисляющих бакте
рий в проточном электрохимическом культиваторе, что со
пряжено с электровосстановлением субстрата. В ходе роста 
микроорганизмы окисляют двухвалентное железо до трех
валентного, а в ходе электрохимических превращений же
лезо восстанавливается до двухвалентного и снова служит
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субстратом для микроорганизмов. В промышленных масш
табах чановое выщелачивание применяется при переработ
ке комплексных медно-цинковых концентратов. В составе 
этих комплексных концентратов присутствуют несколько 
минералов — халькопирит (СиГе82), пирит (Ре82), сфалерит 
(2п8). За 72-96 ч выщелачивания извлекают около 90 % 
2п, а также Си и Ре — соответственно 25 и 5 %.

Оловосодержащие концентраты включают пирит, халь
копирит, арсенопирит и оловянные минералы в виде окис
лов олова. Из этого комплекса минералов бактерии окисля
ют прежде всего низкопотенциальный арсенопирит (ГеАз8 ).

Мышьяк представляет собой вредную примесь и чрезвы
чайно затрудняет извлечение олова или золота из таких 
концентратов. Селективное бактериальное выщелачивание 
мышьяка позволяет получить оловянный и медный кон
центраты. Применение этого подхода делает перерабатывае
мыми труднодоступные золотосодержащие концентраты, 
которые входят в состав пирита и арсенопирита. Золото в 
таких концентратах тонко вкраплено в кристаллическую 
решетку, и извлечь его методом цианирования можно толь
ко после ее разрушения. Пирометаллургический обжиг та
ких мышьяксодержащих концентратов сильно загрязняет 
окружающую среду вредными арсинами (АвНд) и дает низ
кую степень извлечения благородных металлов, а потому 
малопригоден. Применение бактериального выщелачива
ния позволяет в экологически безопасном процессе селек
тивно извлечь мышьяк из концентратов и перевести его в 
раствор. После извлечения мышьяка из таких концентра
тов удается также извлечь методом цианирования до 90 % 
золота и серебра.

Обогащ ение р уд  и концентратов относится к перспек
тивным направлениям биогеотехнологии металлов. Весьма 
эффективным представляется применение для этих целей 
сульфатредуцирующих бактерий, с помощью которых мож
но разработать принципиально новые процессы и сущест
венно улучшить существующие. При проведении процессов 
флотации окисленных минералов свинца и сурьмы исполь
зование сульфатредуцирующих бактерий на 6 -8  % повы
шает извлечение минералов в результате сульфидизации
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окислов; в процессах флотации церуссита (РЬС03) извлече
ние свинца возрастает на 20-25 %.

Применение сульфатредуцирующих бактерий для де
сорбции ксантогената с поверхности некоторых минералов 
после флотации позволяет селективно разделить некоторые 
минералы (медь, молибден, свинец, цинк и др.).

Следовательно, биогеотехнологические методы извлече
ния металлов могут дополнить (а в некоторых случаях и 
частично заменить) традиционные методы горнодобываю
щей отрасли. Так, медь и уран получают в больших масш
табах в процессах кучного и подземного выщелачивания; с 
помощью чанового выщелачивания удается перерабатывать 
многие концентраты и получать цинк, медь, олово, сереб
ро, золото и др. Разрабатываются и находят все большее 
применение процессы биосорбции металлов из растворов и 
сточных вод; намечены подходы к использованию биогео- 
технологических методов при обогащении руд и концентра
тов. Внедрение биогеотехнологии металлов позволяет уве
личивать сырьевые ресурсы, обеспечивает комплексное из
влечение металлов и не требует сложной горнодобывающей 
техники; происходящие при этом процессы легко поддают
ся регулированию и автоматизации и позволяют решать 
многие природоохранные задачи.

8.5. Биоэнергетика

Интерес к биоэнергетике как науке о путях и механизмах 
трансформации энергии в биологических системах велик, 
поскольку энерговооруженность относится к факторам, оп
ределяющим уровень развития общества. В последнее вре
мя для сравнения эффективности тех или иных процессов и 
технологий все чаще прибегают к энергетическому анализу, 
который успешно используется в экологии. Основная за
дача энергетического анализа заключается в планировании 
таких методов производства, которые обеспечивают наибо
лее эффективное потребление ископаемых и возобновляе
мых энергоресурсов, а также охрану окружающей среды.

За всю историю развития человеческого общества по
требление энергии в расчете на одного человека возросло
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более чем в 100 раз. При этом через каждые 10-15 лет ми
ровой уровень потребления энергии практически удваивает
ся, а запасы традиционных источников энергии (нефти, га
за) истощаются. Кроме того, сжигание ископаемых видов 
топлива приводит к нарастающему загрязнению окружаю
щей среды. Поэтому становится очень важным получать 
энергию за счет экологически чистых технологий.

Неиссякаемым источником энергии на Земле является 
Солнце. Каждый год на поверхность Земли с солнечной энер
гией поступает 3 X 2024 Дж энергии. В то же время, по оцен
кам специалистов, разведанные запасы нефти, угля, природ
ного газа, урана эквивалентны 2,5 X Ю22 Дж, т. е. менее чем 
за одну неделю Земля получает от Солнца такое же количест
во энергии, какое содержится во всех ее топливных запасах.

Важным направлением является поиск новых источников 
энергии. Так, величина солнечной энергии, падающей на не
освоенные территории, например пустыни (около 2107 км2), 
составляет около 51 тыс. кВт • ч. При освоении этой энергии 
хотя бы с 5%-м КПД уровень мирового производства энер
гии можно увеличить более чем в 200 раз. Таким образом, 
при возможном народонаселении земного шара в 10 млрд 
человек получение энергии только с поверхности зоны пус
тынь будет в 10-12 раз превышать энергетические потреб
ности человечества.

Принципиально возможно также освоение солнечной 
энергии, падающей на поверхности морей и океанов. При 
этом первично преобразование солнечной энергии происхо
дит за счет синтеза биомассы фитопланктона; вторичный 
процесс представляет собой конверсию биомассы в метан и 
метанол. Плантации микроводорослей, по оценкам специ
алистов, являются наиболее продуктивными системами: 
50-100 т/га в год.

Растительный покров Земли составляет свыше 1800 млрд т 
сухого вещества, образованного в процессах фотосинтеза 
лесными, травяными и сельскохозяйственными экосистемами. 
Существенная часть энергетического потенциала биомассы 
потребляется человеком. Для сухого вещества простейшим 
способом превращения биомассы в энергию является сгора
ние, в процессе которого выделяется тепло, преобразуемое
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далее в механическую или электрическую энергию. Сырая 
биомасса также может быть преобразована в энергию в про
цессах биометаногенеза и получения спирта.

Получение топлива по схеме «биомасса — биотехноло
гия» основывается на сочетании фотосинтеза, животновод
ства, кормопроизводства и ферментации с использованием 
тех или иных биологических агентов.

Научные и аналитические исследования последнего де
сятилетия приводят к выводу, что наиболее эффективными 
и обнадеживающими для крупномасштабного преобразова
ния солнечной энергии являются методы, основанные на 
использовании биосистем, в числе которых достаточно хо
рошо освоенные биологические технологии превращения 
биомассы в энергоносители в процессах биометаногенеза и 
производства спирта, а также принципиально новые разра
ботки, направленные на модификацию и повышение эф
фективности самого процесса фотосинтеза, создание биотоп- 
ливных элементов, получение фотоводорода, биоэлектрока
тализ.

Биометаногенез, или метановое брожение, давно из
вестный процесс превращения биомассы в энергию. Он был 
открыт в 1776 г. Вольтой, который установил наличие ме
тана в болотном газе. Биогаз, получаемый из органического 
сырья в ходе биометаногенеза в результате разложения 
сложных органических субстратов различной природы при 
участии смешанной из разных видов микробной ассоциации, 
представляет собой смесь из 65-75 % метана и 20-35 % угле
кислоты, а также незначительных количеств сероводорода, 
азота, водорода. Теплотворная способность биогаза зависит от 
соотношения метана и углекислоты и составляет 5-7 ккал/м3;
1 м3 биогаза эквивалентен 4 кВт • ч электроэнергии; 0,6 л 
керосина; 1,5 кг угля и 3,5 кг дров. Неочищенный биогаз 
используют в быту для обогрева жилищ и приготовления 
пищи, а также в качестве топлива в стационарных установ
ках, вырабатывающих электроэнергию. Компремирован- 
ный газ можно транспортировать и использовать (после 
предварительной очистки) в качестве горючего для двигате
лей внутреннего сгорания. Очищенный биогаз аналогичен 
природному газу.
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В процессах биометаногенеза решается не только про
блема воспроизводства энергии, эти процессы чрезвычайно 
важны в экологическом плане, так как позволяют решать 
проблему утилизации и переработки отходов — производст
венных и технологических, сельскохозяйственных и про
мышленных, а также бытовых, включая сточные воды и 
твердый мусор городских свалок.

В сложных процессах деструкции органических субстратов 
и образования метана участвует микробная ассоциация раз
личных микроорганизмов. В ассоциации присутствуют микро- 
организмы-деструкторы, вызывающие гидролиз сложной 
органической массы с образованием органических кислот 
(масляной, пропионовой, молочной), низших спиртов, амми
ака, водорода; ацетогены, превращающие эти кислоты в ук
сусную кислоту, водород и окислы углерода, и, наконец, 
собственно метаногены — микроорганизмы, восстанавливаю
щие водородом кислоты, спирты и окислы углерода в метан.

С биохимической точки зрения метановое брожение — 
это процесс анаэробного дыхания, в ходе которого электро
ны с органического вещества переносятся на углекислоту; 
последняя затем восстанавливается до метана (при истин
ном брожении конечным акцептором электронов служит 
молекула органического вещества, являющегося конечным 
продуктом брожения). Донорами электронов для метаноге- 
нов служит водород, а также уксусная кислота.

Деструкцию органической массы и образование кислот 
вызывает ассоциация облигатных и факультативных ана
эробных организмов, в числе которых гидролитики, кисло- 
тогены, ацетогены и др. Это представители родов ЕпЬего- 
ЪасЬепасеае, ЬасЪоЪасИасеае, ЗЬгерЬососсасеае, С1оз1п(Иит, 
ВиЬупигЪпо. Активную роль в деструкции органической 
массы играют целлюлозоразрушающие микроорганизмы, 
так как растительные биомассы, вовлекаемые в процессы 
биометаногенеза, характеризуются высоким содержанием 
целлюлозы (лигнинцеллюлозы). В превращении органиче
ских кислот в уксусную существенное значение имеют ацето
гены — специализированная группа анаэробных бактерий.

«Венцом» метанового сообщества являются собственно 
метаногенные, или метанобразующие, бактерии (архебакте-
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рии), катализирующие восстановительные реакции, приво
дящие к синтезу метана. Субстратами для реализации этих 
реакций являются водород и углекислота, а также окись 
углерода и вода, муравьиная кислота, метанол и др.:

4Н2 + С02 — СН4 + 2Н20

Несмотря на то что метанобразующие бактерии выделе
ны и описаны сравнительно недавно — в середине 1980-х гг., 
их возникновение относят к Архею и возраст оценивают 
в 3,0-3,5 млрд лет. Эти микроорганизмы достаточно широ
ко распространены в природе в анаэробных условиях. Вмес
те с другими микроорганизмами активно участвуют в дест
рукции органических веществ с образованием биогаза в 
морских осадках, болотах, речных и озерных илах. От про
кариотических микроорганизмов архебактерии отличают
ся отсутствием муреина в клеточной стенке; специфиче
ским, не содержащим жирных кислот составом липидов; 
наличием специфических компонентов метаболизма в виде 
кофермента М (2-меркаптоэтансульфоновая кислота) и фак
тора Г420 (особый флавин); специфической нуклеотидной 
последовательностью 168 рРНК.

Внутри данной группы отдельные представители метан- 
образующих бактерий могут существенно отличаться друг 
от друга по ряду показателей, включая содержание Г — Ц 
в ДНК. На этом основании их подразделяют на три порядка, 
которые включают несколько семейств и родов. К настоя
щему времени выделены в чистой культуре и описаны около 
30 метанобразующих бактерий; список этот непрерывно по
полняется. Наиболее изучены метанобактерии Ме1капоЪас1е- 
пит  ЬкегтоаиШгорЫсит, МеЬкапозагста Ьагкеги, МеЬкапо- 
ЪгеугЪасЬег гиттапИит. Все метаногены — строгие анаэробы; 
среди них встречаются как мезофильные, так и термофиль
ные формы; гетеротрофы и автотрофы. Особенностью метан
образующих бактерий является также способность активно 
развиваться в тесном симбиозе с другими группами микро
организмов, обеспечивающими метаногенов условиями и 
субстратами для образования метана.

В процессах метаногенеза можно переработать самое 
разнообразное сырье — различную растительную биомассу,
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включая отходы древесины, несъедобные части сельско
хозяйственных растений, отходы перерабатывающей про
мышленности, специально выращенные культуры (водяной 
гиацинт, гигантские бурые водоросли), жидкие отходы 
сельскохозяйственных ферм, промышленные и бытовые 
стоки, ил очистных сооружений, а также мусор городских 
свалок. Важно, что сырье с высоким содержанием целлю
лозы, трудно поддающееся методам переработки, также эф
фективно сбраживается и трансформируется в биогаз.

Установки для биометаногенеза с учетом их объемов и 
производительности можно подразделить на несколько ка
тегорий: реакторы для небольших ферм сельской местности 
(1-20 м3), реакторы для ферм развитых стран (50-500 м3), 
реакторы для переработки промышленных стоков, напри
мер спиртового и сахарного производств (500-10 000 м3), и 
реакторы для переработки твердого мусора городских сва
лок (до 20 тыс. м3).

Метантенки, изготовленные из металла или железобето
на, могут иметь разнообразную форму, включая кубическую 
и цилиндрическую. Конструкции и детали этих установок 
несколько варьируют, что связано в основном с типом пере
рабатываемого сырья. Существует огромное разнообразие ус
тановок для реализации процесса метаногенеза, конструк
ционные детали и компоновка которых определяются при
оритетностью задачи, решаемой в конкретном процессе: 
либо это утилизация отходов и очистка стоков, либо полу
чение биогаза требуемого качества. Так, среди действующих 
в развитых странах установок есть как средние, так и боль
шие по объему аппараты (дайджестеры), снабженные уст
ройствами для очистки и компремирования биогаза, элек
трогенераторами и очистителями воды. Такие установки 
могут входить в состав комплексов с промышленными пред
приятиями (сахароперерабатывающими, спиртовыми, моло
козаводами), канализационными станциями или крупными 
специализированными фермами. Когда главной целью про
цесса является утилизация отходов, в конструкции устано
вок должен быть предусмотрен блок для фракционирова
ния и отделения крупных твердых частиц.

Метантенки могут работать в режиме полного переме
шивания, полного вытеснения, как анаэробные биофильтры
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или реакторы с псевдоожиженным слоем, а также в режи
ме контактных процессов. Простейшая конструкция метан- 
тенка — это обычная бродильная яма в грунте с фикси
рованным объемом газа. Метантенк представляет собой 
герметичную емкость, частично погруженную в землю для 
теплоизоляции и снабженную устройствами для дозирован
ной подачи и подогрева сырья, а также газгольдером — ем
костью переменного объема для сбора газа. Очень важно, 
чтобы в метантенках обеспечивался требуемый уровень пе
ремешивания весьма гетерогенного содержимого аппарата. 
Вместе с тем известно, что максимальное выделение метана 
наблюдается в системах со слабым перемешиванием. Поэто
му, в отличие от аэробных процессов, требующих интенсив
ной аэрации и перемешивания, перемешивание при метано- 
генезе главным образом должно обеспечивать гомогениза
цию бродящей массы, препятствовать оседанию твердых 
частиц и образованию твердой плавающей корки.

В зависимости от типа исходного материала, сбраживае
мого в метантенке, интенсивность процесса, включая ско
рость подачи и полноту переработки, существенно варьиру
ет. При переработке жидких отходов животноводческих 
ферм соотношение между твердыми компонентами и водой 
в загружаемой массе должно составлять примерно 1 : 1, что 
соответствует концентрации твердых веществ от 8 до 11 % 
по весу. Смесь материала обычно засевают ацетогенными и 
метанобразующими микроорганизмами из отстоя сброжен
ной массы от предыдущего цикла или другого метантенка. 
Температура и, следовательно, скорость протекания процес
са зависят от вида используемого метанового сообщества. 
Для термофильных организмов процесс реализуется при 
50-60 °С, для мезофильных —- при 30-40 °С, для психро- 
фильных — около 20 °С. При повышенных температурах 
скорость процесса в два-три раза выше, по сравнению с ме- 
зофильными условиями.

В ходе сбраживания органической массы на первой (так 
называемой кислотной) фазе в результате образования ор
ганических кислот снижается рН среды. При резком сдвиге 
рН среды в кислую сторону возможно ингибирование мета- 
ногенов. Поэтому процесс ведут при рН 7,0-8,5. Против за-
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кисления используют известь. Снижение рН среды служит 
своеобразным сигналом о том, что процесс деструкции ор
ганики с образованием кислот закончен, т. е. в аппарат 
можно подавать новую партию сырья для переработки. Оп
тимальное соотношение С : N в перерабатываемой органиче
ской массе находится в диапазоне 11-16 : 1. Изменение со
отношения С : N в исходном материале в сторону увеличе
ния содержания азота приводит к выделению аммиака в 
среду и защелачиванию. Поэтому жидкие навозные отхо
ды, богатые азотсодержащими компонентами, разбавляют 
резаной соломой или различными жомами.

Процессы, протекающие при метановом брожении, эн- 
дотермичны и требуют подвода энергии в виде тепла извне. 
Для подогрева загружаемого сырья и стабилизации темпе
ратуры процесса на требуемом уровне обычно сжигают 
часть образуемого биогаза. В зависимости от температуры 
процесса, количество биогаза, идущего на обогрев процесса, 
может достигать 30 % от объема получаемого.

Скорость поступления сырья на переработку или время 
удержания сырья в аппарате являются важными и конт
ролируемыми параметрами. Чем интенсивнее процесс бро
жения, тем выше скорость загрузки и тем меньше время 
удержания. Однако важным условием стабильности процес
са биометаногенеза, как и любой проточной культивацион
ной системы, является сбалансированность потоков суб
страта со скоростью размножения продуцента.

Скорость подачи субстрата в метантенк должна быть 
равной скорости роста бактерий метанового сообщества, 
при этом концентрация субстрата (по органическому веще
ству) должна быть стабилизирована на уровне не ниже
2 %. При уменьшении концентрации субстрата плотность 
бактериального сообщества снижается, и процесс метаноге- 
неза замедляется.

Наибольший выход продукции обеспечивается более вы
сокой скоростью подачи субстрата, что, в свою очередь, 
требует стабилизации в аппарате достаточно высокой кон
центрации микроорганизмов.

Возможны осложнения процесса, которые зависят от ха
рактера перерабатываемой органики. Если в перерабаты
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ваемом материале содержится много труднорастворимых 
веществ, в реакторе накапливаются неразрушенные твер
дые вещества (до 80 % осадка). При больших количествах 
растворимой и легкодоступной органики образуется боль
шое количество микробной биомассы в виде активного ила 
(до 90 % осадка), который трудно удержать в реакторе. 
Чтобы избежать подобных осложнений, применяют хими
ческий или ферментативный гидролиз исходного сырья 
(помимо его механического измельчения), обеспечивают оп
тимальное перемешивание в метантенке подаваемого сырья 
с активным илом, перемешивают осадок и т. д.

Нормы загрузки сырья в существующих процессах ме- 
таногенеза колеблются в пределах 7-20 % объема субстрата 
от объема биореактора в сутки. Цикличность процесса — 
5-14 суток. Обычно время сбраживания животноводческих 
отходов составляет около двух недель. Растительные отхо
ды перерабатывают дольше — 20 суток и более.

Особенно трудны для переработки твердые отходы, по
этому переработка более длительна. В результате модифи
кации и усовершенствования процесса можно существенно 
изменить скорость протока сырья через метантенк. Цик
личность процесса может быть сокращена до 5-15 ч при 
увеличении скорости загрузки до 150-400 % от общего су
точного объема.

Интенсифицировать процесс можно повышением его 
температуры и использованием термофильного сообщества, 
но это требует дополнительных энергозатрат. Для увеличения 
эффективности метанового сообщества в метантенке применя
ют так называемые анаэробные биофильтры, или метантенки 
второго поколения. В анаэробном биофильтре микроорга
низмы находятся в иммобилизованном состоянии. В качестве 
носителя используют галечник, керамзит, стекловолокно и 
др. В таких конструкциях сбраживание материала проис
ходит при существенно меньшей величине текущей кон
центрации субстрата (0,5 % сухих веществ) с большими 
скоростями. Это позволяет повысить интенсивность дест
рукции отходов при уменьшении объемов реакторов.

Эффективно также пространственное разделение процес
са в соответствии с характерной для него (с точки зрения
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химизма процесса) двухфазностью. Процесс реализуется в 
двух, соединенных последовательно реакторах. В первом ап
парате осуществляется анаэробное разложение органики с 
образованием кислот, окислов углерода и водорода (кислот
ная стадия). Параметры процесса брожения в аппарате зада
ются на уровне, обеспечивающем требуемый выход кислот и 
рН культуры не выше 6,5. Полученная барда поступает во 
второй аппарат, в котором происходит процесс образования 
метана. В такой системе можно независимо варьировать ус
ловия ферментации (скорость протока, рН, температуру) в 
каждом аппарате с учетом создания оптимальных условий 
для развития микроорганизмов-деструкторов в первом и ме- 
таногенов — во втором аппарате. Применение такой биосис
темы в два-три раза повышает интенсивность процесса.

Производство биогаза стало одним из основных принци
пов энергетической политики ряда стран Тихоокеанского 
региона. Правительство Китая уделило больше внимания и 
вложило много средств в становление биогазовой промышлен
ности, особенно в сельской местности. В рамках националь
ной программы были созданы условия для строительства 
сети заводов, выпускающих биогазовые установки. Прави
тельство поощряло это направление и пошло даже на создание 
сети региональных и местных структур, ответственных за 
биогазовую программу. Государственные банки предоставля
ли населению льготные ссуды и материалы для строитель
ства установок. В 1978 г., через три года после принятия 
программы, в стране функционировало свыше 7 млн уста
новок, что в 15 раз превосходило уровень 1975 г. В год выра
батывалось около 2,6 млрд м3 биогаза, что эквивалентно 
1,5 млн т нефти. В начале 1980-х гг. в Китае производилось 
до 110 млрд м3 биогаза, что эквивалентно 60-80 млн т сырой 
нефти, а уже через несколько лет было создано до 70 млн 
установок, которые покрывали бытовые потребности в энер
гии примерно 70 % крестьянских семей. В Индии также 
большое внимание было уделено получению энергии в про
цессах биометаногенеза при утилизации сельскохозяйствен
ных отходов.

Строительство биогазовых установок начато на Филип
пинах, в Израиле, странах Латинской Америки. Интерес к
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данной технологии в середине 1980-х гг. усилился в стра
нах Центральной Европы, особенно в ФРГ и во Франции. 
Комиссариатом по солнечной энергии Франции в середине 
1990-х гг. было выделено 240 млн франков на создание и 
распространение биогазовых установок в сельской местнос
ти. Французским исследовательским институтом приклад
ной химии было показано, что при утилизации и перера
ботке навоза сельскохозяйственных ферм можно полностью 
обеспечить потребности в энергии комплекса из 30 голов 
крупного рогатого скота или 500 свиней.

В середине 1990-х гг. в странах Евросоюза функциони
ровало около 600 установок по производству биогаза из 
жидких сельскохозяйственных отходов и около 20 устано
вок, перерабатывающих твердый городской мусор. В приго
родах Нью-Йорка установка по переработке содержимого 
городской свалки производит около 100 млн м3 биогаза в 
год. Интегрированные национальные программы многих 
стран Африки и Латинской Америки, имеющих огромные 
количества сельскохозяйственных отходов (свыше 90 % 
мировых отходов цитрусовых, бананов и кофе, около 70 % 
отходов сахарного тростника и около 40 % отходов мирово
го поголовья скота), в настоящее время ориентированы на 
получение биогаза.

8.6. Ксенобиотики и их биодеградация

Ксенобиотики — чужеродные для организмов соедине
ния (пестициды, ПАВ, красители, лекарственные вещества 
и пр.), которые практически не включаются в элементные 
циклы углерода, азота, серы или фосфора. Они временно 
или постоянно накапливаются в окружающей среде и вред
но влияют на все живое. Накопление в огромных количест
вах различных отходов привело к чрезвычайному загрязне
нию окружающей среды — недр, воды, воздуха, что пред
ставляет огромную опасность для человечества.

Судьба ксенобиотиков определяется комплексом физи
ческих, химических и особенно биологических факторов. 
Их биологическая трансформация может протекать в раз
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личных направлениях, приводя к минерализации, накопле
нию или полимеризации.

Ксенобиотики, которые подвергаются полной деграда
ции (т. е. минерализуются до диоксида углерода, воды, ам
миака, сульфатов и фосфатов), используются микроорганиз
мами в качестве основных ростовых субстратов и проходят 
полный метаболический цикл.

Частичная трансформация соединений происходит, как 
правило, в процессах кометаболизма или соокисления и не 
связана с включением образуемых продуктов в метаболиче
ский цикл микроорганизмами.

Некоторые ароматические углеводороды и синтетиче
ские полимеры вообще не поддаются биологической транс
формации.

Поведение ксенобиотика в природе зависит от многих 
взаимосвязанных факторов: структуры и свойств самого со
единения, физико-химических условий среды и ее биокатали- 
тического потенциала, определяемого микробным сообщест
вом. Все эти факторы в совокупности определяют скорость 
и глубину трансформации соединений. Нельзя забывать о 
том, что биологическая деградация ксенобиотиков оправда
на только тогда, когда происходят их полная минерализа
ция, разрушение и детоксикация. Это может быть достиг
нуто в результате всего одной модификации структуры со
единения. Однако часто в ходе деградации происходит 
серия последовательных изменений исходного соединения с 
участием нескольких микробных видов. Именно благодаря 
гетерогенности природных микробных сообществ ксеноби
отики в принципе могут подвергаться биодеградации, а на
личие в микробных сообществах взаимосвязанных метабо
лических путей разрушения токсинов является основой для 
борьбы с загрязнением окружающей среды.

Существует два пути борьбы с загрязнением биосферы 
ксенобиотиками: их сбор и детоксикация до момента попа
дания в окружающую среду; трансформация или удаление 
ксенобиотиков, попавших в окружающую среду.

Возможности микробных сообществ по деградации мно
гих токсичных соединений значительны. Доказано, что при
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повторном попадании в среду многих химических соеди
нений время до начала их трансформации (так называемый 
адаптационный период микроорганизмов по отношению к 
данному субстрату) значительно короче, по сравнению с 
первым попаданием этого соединения. В течение этого пе
риода микроорганизмы в ходе адаптации к токсическому 
соединению как субстрату селектируются по способности 
деградировать данный субстрат. В результате естественным 
путем возникают микробные популяции, которые могут со
храняться в почве в течение нескольких месяцев после пол
ной деградации токсиканта.

Для отбора и селекции микроорганизмов, характери
зующихся высокой скоростью деградации определенных 
классов ксенобиотиков, возможно использование различных 
путей: отбор конститутивных мутантов, отбор на генетиче
скую дупликацию и на основе механизма переноса генов. 
Повышение деградирующей способности возможно также в 
результате стимуляции естественной почвенной микрофло
ры, уже адаптированной к токсикантам.

При попадании новых веществ в окружающую среду мо
жет происходить природное генетическое конструирование, 
в результате которого возникают микробные формы с новы
ми катаболическими свойствами. В настоящее время иден
тифицированы разнообразные природные плазмиды, спо
собствующие катаболизму веществ и встречающиеся у раз
личных представителей почвенной микрофлоры. Особенно 
часто они встречаются среди рода Рзеийотопаз. Информа
ция, которую несут плазмиды, может расширить круг суб
стратов хозяина за счет объединения двух метаболических 
путей, либо полным кодированием нового пути, либо до
полнением существующих метаболических путей. Внутри- 
и межплазмидные рекомбинации приводят к перестановке 
генов на плазмидах и возникновению новых метаболиче
ских путей. Известны также случаи перераспределения ге
нетического материала между плазмидами и хромосомой 
хозяина, приводящие к появлению совершенно новых ге
нов. Пластичность катаболических плазмид обеспечивает 
перераспределение генетического материала, что может 
привести к возникновению в природе нового организма, эф
фективно деградирующего новый субстрат.
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Таким образом, природные генетические механизмы об
мена информацией позволяют получать эффективные штам- 
мы-деструкторы ксенобиотиков. Это очень важно, так как 
общепринятые методы работы с рекомбинантными ДНК, 
применяемые для клонирования чужеродной ДНК с неболь
шим числом генов, имеют существенные ограничения при 
клонировании метаболических путей деградации ксеноби
отиков, кодируемых десятками генов. Ограничения также 
обусловлены недостатком знаний о механизмах деградации 
и структуре метаболических путей, а также возможностями 
риска, связанного с попаданием сконструированных орга
низмов в среду. Методы генетической инженерии могут 
быть полезными и для модификаций уже существующих 
микробных клеток со способностью к биодеградации.

Известно, что большинство пестицидов, попадающих в 
окружающую среду при обработке сельскохозяйственных 
культур, расщепляются бактериями и грибами. Превраще
ние исходного пестицида в менее сложное соединение доста
точно эффективно происходит под воздействием микробных 
сообществ. При этом уже на первой стадии микробной 
трансформации высокая токсичность ряда пестицидов мо
жет утрачиваться, что позволяет разрабатывать относитель
но простые микробиологические методы борьбы с ксеноби
отиками. Описаны опыты успешного применения ферментов 
(гидролаз, эстераз, ациламидаз и фосфоэстераз) для проведе
ния первичного гидролиза пестицидов и увеличения степе
ни их последующей биодеградации. Например, с помощью 
наратионгидролазы из Рзеийотопаз зр. можно достаточно 
эффективно удалять остаточный паратион из контейнеров с 
данным пестицидом, а растворы данного фермента применя
ют для уничтожения разливов паратиона на почвах. На ос
нове иммобилизованных ферментов удаляют пестициды из 
сточных вод, ферменты применяют также в виде аэрозолей 
для удаления пестицидов с промышленных установок.

Большую опасность для окружающей среды представля
ют полиароматические углеводороды. Так, полихлорбифе- 
нилы (ПХБ) — очень устойчивые соединения, долго при
сутствующие в окружающей среде в результате прочной ад
сорбции биологическими и осадочными породами, а также
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плохой миграции. Микроорганизмы не способны полностью 
деградировать эти соединения, но могут модифицировать их.

Установлена способность микробных сообществ превра
щать промышленные ПХБ в новые типы углеводородов, 
при этом молекулы с низкой степенью хлорирования рас
щепляются. Устойчивое полиароматическое соединение 
бензапирен не минерализуется в системах активного ила, 
хотя описано несколько видов микроорганизмов, способных 
частично его метаболизировать. В ходе деградации бензапи- 
рена образуются канцерогенные соединения (гидрокси- и 
эпоксипроизводные).

Также устойчив к деградации полистирол, хотя описано 
несколько случаев частичной деградации измельченных ав
томобильных шин, изготовленных из стиролбутадиеновой 
резины. Есть сообщения о росте микробного сообщества на 
стироле, в ходе которого разрушается ингибитор полимери
зации 4-трет-бутилкатехол; далее происходит свободнора
дикальная полимеризация стирола с осаждением образую
щегося полистирола. Этот полимер впоследствии под воз
действием микробного сообщества исчезает из почвы.

Одна из крупнейших групп загрязнителей природы — 
галогенсодержащие ксенобиотики, которые характеризуют
ся высокой токсичностью и низкой способностью к разру
шению. Причина их токсичности и устойчивости определя
ется наличием в них трудно расщепляемой галогенуглерод- 
ной связи.

Однако, как оказалось, ряд галогенсодержащих соеди
нений являются природными образованиями и представля
ют собой метаболиты бактерий, грибов, водорослей. Это оп
ределило судьбу отдельных галогенсодержащих соединений 
в природе.

Для эффективной трансформации родственного ксеноби- 
отического соединения необходима адаптация микроорга
низма, включая его генетическую изменчивость. Длительные 
исследования путей деградации галогенсодержащих ксено
биотиков показали, что для получения суперштамма, эффек
тивно их разлагающего, нужно модифицировать сущест
вующий механизм деградации ароматических соединений.

Идея конструирования катаболических путей принадлежит 
М. Рейнеке и Кнакмуссу, создавшим штамм Рзеиёотопав,
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способный разрушать 4-хлорбензоат. В эксперименте по 
скрещиванию Рзеиёотопаз риИда РаЧУ 1, обладающего 
ТОЬ-плазмидой р\̂ "\\ГО с Рзеийотопаз зр. В13  (р\УК1), 
утилизирующим 3-хлорбензоат, они получили трансконъю
гат, способный использовать 4-хлорбензоат в результате пе
реноса гена толуол-1,2-диоксигеназы (контролируемого 
плазмидой р\УЛ\Ю) в штамм Рзеийотопаз зр. В13. Анало
гичный результат был получен при совместном культиви
ровании в хемостате двух культур — Р. аегидтоза, содер
жащей плазмиду рАС25, и культуры, содержащей ТОЬ.

Первая плазмида, связанная с катаболизмом галогени- 
рованных органических соединений (2,4-Д), была обнару
жена у А1саИдепез рагаёохиз, затем у других микроорга
низмов. Позже появилась серия публикаций о деградации 
2,4-Д, однако сообщения по разрушению 2,4,5-трихлор- 
уксусной кислоты (2,4,5-Т) были крайне редки. Впоследст
вии при совместном культивировании в хемостате в тече
ние 8-10 месяцев микробных культур, содержащих несколь
ко катаболических плазмид, при постепенном увеличении 
концентрации 2,4,5-Т получили штамм, способный к дегра
дации 2,4,5-Т и трихлорфенола.

Биологические методы применимы также для очистки 
природной среды от нефтяных загрязнений, представляю
щих собой как сточные воды нефтяной промышленности, 
так и непосредственное загрязнение в результате разлива 
нефти. Сточные воды нефтяной промышленности очищают 
биологическими методами после удаления физическими ме
тодами большей части смеси различных углеводородов. 
Для этого применяют аэрируемые системы биоочистки с 
активным илом, содержащим адаптированное к компонен
там нефти сообщество. Скорость деградации зависит от ка
чественного состава и концентрации углеводородов, а так
же от температуры и степени аэрации среды. Наиболее эф
фективно биодеградация осуществляется, когда нефть 
эмульгирована в воде.

Особую проблему представляют выбросы и аварийные 
разливы нефти на поверхность почвы. Это приводит к за
грязнению не только пахотных земель, но и источников 
питьевой воды. В почве содержится много микробных ви
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дов, способных деградировать углеводороды, но их актив
ность часто низка, в частности и за счет дефицита отдель
ных биогенных элементов. В таких случаях эффективным 
является внесение в почву так называемых «олеофильных 
удобрений», в состав которых входят соединения азота, 
фосфаты и другие минеральные элементы, концентрации 
которых в почве достаточно низки и лимитируют рост мик
роорганизмов. После внесения этих соединений в почву 
концентрация микроорганизмов-деструкторов существенно 
возрастает, как и скорость деградации нефти.

С помощью генетического конструирования создан «су
пермикроб» с плазмидами ОСТ и САМ. Такая мультиплаз- 
мидная бактерия растет, утилизируя неочищенную нефть. 
Однако возможность эффективного применения данного ор
ганизма в естественных условиях требует доказательств.

Изучение возможностей использования методов генети
ческого конструирования микробных штаммов-деструкторов 
ксенобиотиков в практических целях находится на ранней 
стадии. Одна из основных проблем при конструировании 
микроорганизмов на основе природных катаболических 
плазмид — стабильность. Стабильность систем «хозяин — 
вектор» особенно важна при интродукции штаммов в есте
ственную среду. При возвращении микроорганизма с новой 
катаболической функцией в исходную природную среду 
ему приходится конкурировать с хорошо адаптированной к 
данным условиям среды естественной микрофлорой, стал
киваться с огромным разнообразием источников углерода, 
в том числе высокотоксичных. При этом совершенно не яс
ны перспективы сохранения стабильности новой катаболи
ческой функции, а следовательно, самого штамма. Пока же 
существует большой разрыв между достижениями в облас
ти конструирования микроорганизмов и возможностями их 
практического применения. В будущем наиболее перспек
тивными для детоксикации ксенобиотиков представляются 
биологические системы, состоящие из микробиологиче
ской консорции индивидуальных организмов и микробных 
сообществ, полученных методами клеточной и генетиче
ской инженерии.
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8.7. Биоремедиация

Все живые организмы (животные, растения, бактерии и 
др.) для поддержания жизни поглощают и переваривают 
питательные вещества и выделяют в окружающую среду 
образующиеся при этом продукты жизнедеятельности. Раз
ным организмам для поддержания жизни необходимы разные 
питательные вещества. Некоторые бактерии «с удовольст
вием» поглощают химические соединения, содержащиеся в 
отходах, другие питаются токсическими химикатами, таки
ми, как метиленхлорид, детергенты и креозот.

Специалисты в области охраны окружающей среды 
пользуются двумя методами биоремедиации (биовосстанов
ления) зараженных органическими отходами земель: вносят 
в зараженную почву либо специализированные штаммы  
бактерий, либо питательные вещества, стимулирующие 
активность уже присутствующих там микроорганизмов. 
Бактерии поглощают токсины и разлагают их до безвред
ных продуктов жизнедеятельности. После того как весь за
пас токсических соединений переработан, численность по
пуляции бактерий-очистителей возвращается к нормально
му уровню или же они отмирают.

Различные методы биоремедиации с помощью природ
ных микроорганизмов применяют для обезвреживания про
мышленных отходов перед их выбросом в окружающую 
среду, а также для очистки уже существующих загрязне
ний. В настоящее время несколько усовершенствованных 
систем очистки, использующих генетически модифициро
ванные микроорганизмы, проходят тестирование на эффек
тивность обезвреживания плохо поддающихся деградации 
соединений.

В некоторых случаях продукты жизнедеятельности 
микроорганизмов — «борцов» за чистоту окружающей сре
ды — сами обладают полезными свойствами. Например, 
бактерии, расщепляющие образующиеся в процессе произ
водства бумаги соединения серы, выделяют метан.

Одним из направлений биоремедиации является фито
ремедиация — комплекс методов очистки вод, почв и ат
мосферного воздуха с использованием зеленых растений. 
На использовании растений были основаны первые прос
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тейшие методы очистки сточных вод (поля орошения и по
ля фильтрации). Первые научные исследования в этом на
правлении были проведены в 1950-х гг. в Израиле. Актив
ное развитие метода фиторемедиации началось только в 
1980-х гг. Известно, что растение воздействует на окру
жающую среду разными способами, основными из которых 
являются:

— ризофильтрация — корни всасывают воду и химиче
ские элементы, необходимые для жизнедеятельности расте
ний;

— фитоэкстракция — накопление в организме растения 
опасных загрязнений (например, тяжелых металлов);

— фитолатилизация — испарение воды и летучих хими
ческих элементов (Аз, 8е) листьями растений;

— фитостабилизация — перевод химических соедине
ний в менее подвижную и активную форму (снижает риск 
распространения загрязнений);

— фитодеградация — деградация растениями и симбио
тическими микроорганизмами органической части загряз
нений;

— фитостимуляция — стимуляция развития симбиоти
ческих микроорганизмов, принимающих участие в процес
се очистки.

Главную роль в деградации загрязнений играют микро
организмы. Растение является своего рода биофильтром, 
создавая для них среду обитания (обеспечение доступа кис
лорода, разрыхление грунта). В связи с этим процесс очист
ки происходит также вне периода вегетации (т. е. не толь
ко летом) с несколько сниженной активностью.

В фиторемедиации может быть использован широкий 
спектр водных растений (гидроботаническая очистка). К ним 
относятся тростник (РН гаёт иН ез сот т ипиз), ива (8а И х  
стегеа, 8аИх реип1апд,га), ряска (Ь ет п а  зр.) и др.

В настоящее время проводятся активные исследования 
по поиску гипераккумуляторов веществ. Так, в фитореме
диации уже применяется водяной гиацинт (ЕгсННогта  
сгаззьрез). Изучаются возможности генетической модифи
кации растений, например их трансформации бактериаль
ными генами, ответственными за деградацию органических
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веществ, в частности метилртути и взрывчатых веществ. 
Ученым удалось получить растения, которые могут погло
щать мышьяк из почвы. Для этого в геном АгаЫёорзЬз 
ОгаИапа ввели два гена из генома бактерии Е. соИ. Соеди
нения мышьяка обычно накапливаются в почве вблизи 
районов добычи полезных ископаемых и хранения промыш
ленного мусора. Даже небольшая концентрация мышьяка 
вызывает повреждения нервной системы и способствует 
возникновению рака. Очень опасно, когда мышьяк попадает 
в воду. Особенно тяжелая ситуация с загрязнением соеди
нениями мышьяка сложилась в Бангладеш и индийском 
штате Западная Бенгалия, где от этого страдают миллионы 
людей.

Традиционные методы очистки почв, загрязненных со
единениями мышьяка, кадмия, ртути, меди и цинка, пред
полагают полное удаление почвы в этих регионах, перевоз 
и хранение ее в другом месте. Однако если соединения 
мышьяка будут накапливаться в листьях и стеблях расте
ний, то методы очистки станут намного дешевле и безопас
нее. Полагают, что с помощью методов генетической инже
нерии можно получить и разновидности растений, способ
ных извлекать из почвы другие вредные вещества.

Преимущества биоремедиации заключаются в:
— наличии условий для проведения ремедиации т  зИи;
— относительно низкой себестоимости проводимых ра

бот, по сравнению с традиционными очистными сооруже
ниями;

— безопасности метода для окружающей среды;
— теоретической возможности экстракции ценных ве

ществ из зеленой массы растений (№ , Аи, Си);
— возможности мониторинга процесса очистки;
— высоком уровне очистки, который не уступает тради

ционным методам, особенно при небольшом объеме сточ
ных вод (например, в сельской местности).

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Расскажите об основной задаче экологической биотехнологии.
2. Какой ценный энергетический носитель образуется при пере

работке твердых отходов?
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3. От чего зависит биокаталитический потенциал микробного со
общества свалок бытовых отходов?

4. Какие типы классификации сточных вод существуют?
5. Перечислите этапы очистки сточных вод и расскажите о них.
6. Какие виды микроорганизмов часто встречаются в сточных 

водах?
7. Что такое биофильтр и для чего он предназначен?
8. Расскажите об аэротенке.
9. Что представляют собой окситенки и в каких случаях они ис

пользуются?
10. Какие преимущества характерны для анаэробных процессов 

очистки сточных вод?
11. Какие методы используются при биоочистке газовоздушных 

выбросов?
12. Перечислите типы установок для биологической очистки воз

духа.
13. Какие методы необходимо соблюдать для обеспечения ста

бильной работы биофильтров?
14. Почему биоскрубберы более эффективны для биологической 

очистки воздуха, чем биофильтры?
15. Какие задачи стоят перед биогеотехнологией?
16. Расскажите о биовыщелачивании металлов.
17. В каких случаях применяется поверхностное выщелачивание 

металлов?
18. Что происходит при обогащении руд и концентратов металлами?
19. Какие цели стоят перед биоэнергетикой?
20. Расскажите о биометаногенезе и его применении.
21. Какое сырье можно переработать с использованием биомета

ногенеза?
22. Перечислите установки, используемые для биометаногенеза.
23. Какова эффективность использования биогаза?
24. Дайте определение ксенобиотиков и назовите их наиболее рас

пространенных представителей.
25. Какие методические подходы используются для удаления ксе

нобиотиков из окружающей среды?
26. Что такое биоремедиация и в каких случаях необходимо ее 

применение?
27. Перечислите преимущества биоремедиации, по сравнению с 

другими методами очистки почв.



Глава 9

Н А Н О Б И О Т Е Х Н О Л О Г И И

9.1. Представления о нанотехнологиях

В настоящее время происходит формирование и развитие 
нового научного направления — нанотехнологии, что вызва
но переходом от изучения макрообъектов к изучению частиц 
размером 1-10 нм. «Нано» (от греч. папоз — карлик) озна
чает одну миллиардную долю какой-либо единицы измерения.

На многих объектах показано, что столь значительное 
уменьшение размеров частиц приводит к качественным из
менениям их физико-химических свойств и получаемых на 
их основе систем. В них возрастает доля поверхностных 
атомов и молекул, что и влияет на свойства (электриче
ские, магнитные, механические) такой частицы в целом. 
Иногда наноматериалы могут приобретать совершенно но
вые качества.

Все это может означать, что наноразмерные объекты 
имеют такие свойства и особенности строения, которые вы
деляют их как независимую часть Природы, промежуточ
ную между микро- и макромиром. Поэтому нанотехнология 
как научное направление носит междисциплинарный ха
рактер и в одинаковой степени зависит от достижений фи
зики, химии и биологии.

Наномир подразумевает мир объектов или связанных 
структур, имеющих характерные размеры от долей наномет
ра до сотен нанометров. Размеры нанообъектов — миллиард
ные доли метра. Например, размер атомов по порядку вели
чины равен 0,1 нм; длины валентных связей и расстояния 
между атомами в кристаллических решетках — того же по
рядка; диаметр двуспиральной молекулы ДНК — 2 нм; тол-
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щина клеточной мембраны — 6-10 нм; размеры вирусов — 
от 20 до 300 нм; характерные размеры молекул белков — 
от 10 до 100 нм. Минимальный размер углеродных нанотру
бок, синтезированных в настоящее время, составляет 0,4 нм. 
Нижняя граница объектов, которыми занимается нанотех
нология, определяется радиусом атома порядка 0,1 нм, верх
няя — размерами до.0,1 мкм (100 нм), т. е. размерами био
молекул, при которых утрачивается специфика свойств и 
поведения наночастиц.

Таким образом, нанотехнологии — это совокупность на
учных знаний, способов и средств, направленных на регу
лируемую сборку (синтез) из отдельных атомов и молекул 
разных веществ, материалов с линейным размером струк
турных элементов до 1 нм (миллиардная доля метра). Кро
ме того, нанотехнологии — это и методы управления нано
частицами, в результате применения которых создаются 
новые способы обработки, изготовления, изменения состоя
ния, свойств, формы сырья, материала или полуфабриката.

История использования нанотехнологий уходит корня
ми в глубокую древность: египтяне смешивали сажу с во
дой для изготовления так называемых китайских чернил, а 
скифы применяли магнитную жидкость Ре30 4 в виде кра
сок. Опалесцирующие красные и рубиново-красные стекла 
Древнего Египта, Древнего Рима (кубок Ликурга) и витра
жей Средневековья (мастера Клауса Кункеля) можно также 
считать исторически первыми наноматериалами.

Первые упоминания о методах построения любых мате
риальных объектов «атом за атомом», которые впоследст
вии стали основой нанотехнологий, прозвучали в 1959 г. в 
докладе на тему «Там, внизу, еще много места», сделанном 
американским физиком-теоретиком, лауреатом Нобелев
ской премии Р. Ф. Фейнманом на ежегодном собрании Аме
риканского физического общества. Он говорил о том, что 
существует «поразительно сложный мир малых форм, а 
когда-нибудь (например, в 2000 г.) люди будут удивляться 
тому, что до 1960 г. никто не относился серьезно к исследо
ваниям этого мира». Но только в последние несколько лет 
предположения Фейнмана приблизились к реальности.
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Научные исследования в области нанотехнологий при
знаны приоритетными во всем мире. Основные усилия ученых 
сконцентрированы на уменьшении размеров вычислитель
ных устройств, создании механических устройств субмик- 
ронных размеров (электрических двигателей, трансмиссий 
и т. п.) и синтезе наноструктур химическими методами.

9.2. Нанотехнологии в медицине и биологии

Отрасль нанотехнологий и 
наноматериалов находит ши
рокое применение в медицине 
(рис. 9.1). На сегодняшний 
день они применяются прак
тически во всех ее отраслях, 
и особенно широко в генетике, 
гематологии, гигиене, токсико
логии, микробиологии. Совре
менные приложения нанотех- рис. 9.1. Наночастицы 
нологий в медицине можно на поверхности эритроцита 
подразделить на несколько 
групп:

— наноструктурированные материалы, в том числе по
верхности с нанорельефом, мембраны с наноотверстиями;

— наночастицы (в том числе фуллерены и дендримеры);
— микро- и нанокапсулы;
— нанотехнологические сенсоры и анализаторы;
— наноинструменты и наноманипуляторы;
— микро- и наноустройства различной степени автоном

ности.
Продукты нанотехнологий используют в диагностике, 

мониторинге, при создании биосенсоров и сорбентов, а так
же в качестве протезов, имплантатов, искусственных орга
нов чувств. В хирургии находят применение микро- и нано
устройства различной степени автономности, зондовые 
микроскопы, наноинструменты и наноманипуляторы, в 
дерматологии — солнцезащитные кремы.

373



Глава 9. Нанобиотехнологии

Рассмотрим более детально некоторые примеры приме
нения нанотехнологий в медицине.

Наночастицы предполагается использовать как лекарст
венные препараты нового поколения, а также как контей
неры для адресной доставки лекарств в клетки-мишени. 
Например, лекарство можно сделать из порошка, состояще
го из наночастиц с особыми свойствами. Эти частицы будут 
«проскакивать» через стенку сосуда или кишечную стенку 
и попадать к месту назначения быстрее, что сделает лече
ние более эффективным. Можно, «посадив» наночастицу на 
лекарство, превратить его в средство направленного дейст
вия, заставить «садиться» на ту ткань, которую необходи
мо разрушить (к примеру, опухоль) или, наоборот, защи
тить (например, сердце, печень). Таким образом, наночас
тицы позволят врачам доставлять лекарство точно к месту 
болезни, увеличивая тем самым эффективность лечения и 
минимизируя побочные эффекты. Применение наночастиц 
открывает также новые возможности для контролируемого 
вывода терапевтических веществ.

Мембраны с нанопорами могут применяться для фильт
рации жидкостей организма от вредных веществ и вирусов, 
а миниатюрные капсулы с нанопорами — для доставки 
лекарственных средств в нужное место организма. Это дает 
возможность помещать в капсулы, например, инсулинпро- 
дуцирующие клетки животного, которые иначе были бы от
торгнуты организмом.

Фуллереновые наносферы С60 можно подобрать таким 
образом, чтобы связываться с заранее выбранными биологи
ческими мишенями. Аддукт фуллерена с поливинилпирро- 
лидоном (ПВП) — это хорошо растворимое в воде соединение, 
а полости в его структуре близки по размерам молекулам 
С60. Полости легко заполняются молекулами фуллерена, в 
результате получается продукт с высокой антивирусной ак
тивностью, превышающей таковую у ремантадина.

Микроскопические капсулы сравнительно простой конст
рукции могут взять на себя также дублирование и расшире
ние естественных возможностей организма, как, например, 
респироцит — искусственный носитель кислорода и двуокиси
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углерода, значительно превосходящий по своим возможнос
тям и эритроциты крови, и существующие кровезаменители.

Наносферы применимы и в диагностике, например в 
качестве рентгеноконтрастного вещества, прикрепляющегося 
к поверхности определенных клеток и показывающего их рас
положение в организме. Кроме того, с помощью нанотехноло
гий можно определять даже одну молекулу какого-то вещест
ва, к примеру антитела или вируса. Это гарантирует высокую 
точность проведения диагностики, ее массовость и одновре
менное определение нескольких (иногда десятков) компо
нентов, когда за один раз можно сделать много анализов.

Как и при любом типе диагностики, окончательная цель 
нанотехнологий состоит в том, чтобы помочь врачам иден
тифицировать заболевание как можно раньше, значительно 
улучшить качество постановки диагноза и лечение, в том 
числе и раковых образований.

Решение проблем регенеративной медицины  имеет осо
бое значение. В этом случае материалы с наноструктуриро- 
ванной поверхностью и предварительно заданными свойст
вами могут быть использованы для замены тех или иных 
тканей. Клетки организма опознают такие материалы как 
«свои» и прикрепляются к их поверхности. Преимущества
ми таких препаратов являются хорошая переносимость и 
отсутствие побочных эффектов, доступность и низкая цена.

В настоящее время достигнуты успехи в изготовлении 
наноматериалов, имитирующих естественную костную ткань. 
Нанокость применяется в ортопедии, нейрохирургии, ото
ларингологии, челюстно-лицевой хирургии, стоматологии, 
в том числе в качестве имплантатов для возмещения боль
ших краниальных дефектов.

Представляет интерес и разработка наноматериалов, ко
торые, наоборот, не позволяют клеткам прикрепляться к 
поверхности. Одной из сфер применения таких материалов 
могло бы стать изготовление биореакторов для выращива
ния стволовых клеток. Наночастицы могут использоваться 
для стимулирования врожденных механизмов регенерации. 
Основное внимание при этом сосредоточено на искусствен
ной активации и управлении взрослыми стволовыми клет
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ками. Таким образом, применение материалов с нанораз- 
мерной структурой поверхности для управления процесса
ми пролиферации и дифференциации стволовых клеток 
представляет собой огромное поле для исследований, в том 
числе и в области создания искусственных органов.

Ученые говорят также о возможности создания принципи
ально новых типов перевязочных и клейких материалов с 
антимикробной, противовирусной и противовоспалительной 
активностью, дезинфектантов и антисептиков. В этом направ
лении уже достигнуты определенные результаты. Например, 
получены материалы с наночастицами серебра, обладаю
щие антибактериальными свойствами. Они применимы в 
медицине (в виде красок, бесхлорных средств дезинфекции, 
перевязочных материалов, лака для покрытия катетеров и 
т. д.) для борьбы со стафилококками и другими бактериями.

Представляет интерес создание из наноматериалов но
вых хирургических инструментов с высокими режущими 
свойствами и износостойкостью.

На сегодняшний день возможно производство магнит 
ных жидкостей. Сами по себе магнитные жидкости — это 
коллоидные дисперсии магнитных материалов размером от 
5 нм до 10 мкм, которые могут применяться в терапии опу
холей. Для этого магнитная частичка покрывается липид
ной оболочкой с добавлением лекарственного средства, за
тем вводится в кровь и под контролем магнитного поля на
правляется в место локализации патологического процесса. 
Эффективность действия обеспечивается высокой точностью 
(прицельностью) и возможностью создавать предельно вы
сокие концентрации препарата в зоне опухоли.

Ведутся работы по использованию магнит ных наночас
тиц в лечении прогрессирующих форм рака груди. Эти 
частицы крепятся к антителам, которые, попадая в крове
носную систему, распознают раковые клетки и прикрепля
ются к ним. Затем с помощью магнитного поля происходит 
их быстрый разогрев, который убивает клетки опухоли, не 
повреждая соседние ткани.

Другое важное направление использования нанотехноло
гий — создание нановакцин для профилактики и терапии
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инфекционных заболеваний, против которых невозможно раз
работать вакцины традиционными методами. Таковыми явля
ются вакцины для профилактики социально значимых инфек
ций (туберкулеза, гепатита В, вируса папилломы, вызываю
щего распространенное онкологическое заболевание) и особо 
опасных инфекций (лептоспироза, туляремии, бруцеллеза). 
Кроме того, до настоящего времени не удается создать вак
цину, защищающую одновременно от многих заболеваний.

Нановакцины имеют следующие преимущества:
— они практически безопасны, поскольку содержат толь

ко вакцинные компоненты;
— они нетоксичны, биосовместимы и биодеградируемы 

в организме;
— самосборка компонентов нановакцины решает проб

лему очистки, иммобилизации и концентрирования компо
нентов, обеспечивает стандартность получаемого продукта;

— технология нановакцин позволяет получать много
компонентные препараты, защищающие одновременно от 
широкого спектра социально-значимых или особо опасных 
заболеваний.

В настоящее время изучается влияние нанодисперсного 
кремнезема на уменьшение токсичности факторов внешней 
среды. Доказано, что такой кремнезем понижает токсичность 
нитрита натрия, фторида натрия, доксорубицина, противоту
беркулезных препаратов за счет связывания белков, снижения 
перекисного окисления, обезвреживания низкомолекулярных 
токсинов. На основе нанодисперсного кремнезема создан 
препарат с адсорбционно-детоксикационным действием, кото
рый показан при острых кишечных заболеваниях, вирусных 
гепатитах, атеросклерозе, острой почечной недостаточности, 
интоксикациях различного генеза, аллергических реакциях. 
Местно этот препарат применяют при гнойно-септических 
процессах, ранах; в стоматологии — для лечения гингиви
тов, стоматитов, пародонтита; в офтальмологии — в случае 
ожогов роговицы и воспалительных заболеваний глаз.

Выраженные противомикробные свойства проявляют са- 
мособирающиеся пептидные нанотрубки (например, Е. сой 
погибает в течение часа). Метод основан на внедрении пеп
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тидных колец в мембрану бактерий, где они собираются в 
трубки, которые затем приводят к гибели бактерий. Про
гнозируется, что самособирающиеся пептидные нанотрубки 
станут эффективным средством борьбы с микроорганизма
ми, устойчивыми к антибиотикам.

Таковы лишь некоторые приоритетные направления раз
вития наномедицины.

Использование нанотехнологий в сельском хозяйстве 
связано с обеззараживанием воздуха и различных материа
лов, в том числе кормов и конечной продукции животно
водства, а также с обработкой семян и урожая в целях его 
сохранения. Как и в медицине, оправдали надежды ученых 
наноэмульсии и антибактериальные нанопрепараты, дейст
вие которых значительно пролонгируется за счет наночас
тиц серебра. Такие материалы используют, например, в до
ильных аппаратах; кроме того, они решают проблему за
грязнения фильтров любых кондиционеров.

Нанотехнологии применяют при стимуляции роста рас
тений, лечении животных, для улучшения качества кормов.

Есть опыт внедрения нанотехнологий с целью уменьше
ния энергоемкости производства, оптимизации методов об
работки сырья и увеличения выхода конечной продукции; 
создания новых упаковочных материалов, обеспечивающих 
долгую сохранность конечной продукции.

Большинство подобных технологий связано с пищевой про
мышленностью, с использованием наноматериалов для упа
ковки пищи или определения и — в отдельных случаях — 
нейтрализации опасных токсинов, аллергенов или патоге
нов. Развиваются проекты по созданию и улучшению пи
щевых добавок, получению растительного масла с нанодо
бавками, которые препятствуют поступлению холестерина 
в кровь млекопитающих.

Отдельные проекты направлены на развитие более эф
фективных и средосберегающих агротехнологий (напри
мер, использование наноматериалов для очистки вод в аг
роэкосистемах или для переработки отходов растениевод
ства в этанол). В животноводстве разрабатывают методы 
использования нанодобавок в целях уменьшения доз росто
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вых факторов и гормонов, нейтрализации патогенов на ран
них стадиях их контакта с животными.

По мнению ряда ученых, нанотехнологии существенно 
упрощают и ускоряют решение традиционных проблем гене
тики сельскохозяйственных видов, таких, как контроль про
исхождения, выявление носителей неблагоприятных мутаций 
или инфекций, а также генов, связанных с хозяйственно 
ценными признаками, включая устойчивость к неблагопри
ятным факторам окружающей среды.

Получены и успешно испытаны на животных эмульсии, 
содержащие нанокапли, которые обладают антивирусной и 
антимикробной активностью. Они способны обеззараживать 
поверхности, уничтожая не только сами микроорганизмы, 
но и споры, при этом оставаясь безвредными для животных 
клеток. Потенциально подобные эмульсии могут найти 
применение не только в медицине, но и в пищевой про
мышленности, для очистки воды и даже для защиты от 
бактериологического оружия.

Особое место занимает создание устройств с использовани
ем биологических макромолекул для изучения биологических 
систем либо управления ими, так как хорошо известна способ
ность биомолекул к самосборке в наноструктуры. Например, 
липиды способны спонтанно объединяться и формировать 
жидкие кристаллы. ДНК используется не только для создания 
наноструктур, но и в качестве важного компонента наномеха
низмов. Предполагается, например, что, вместо того чтобы 
создавать кремниевую основу микросхем, нанотехнологи 
смогут применять двухцепочечную молекулу ДНК, особен
ности которой позволяют объединять атомы в предсказуемой 
последовательности. Вполне вероятно, что ДНК станет ос
новным компонентом компьютеров следующего поколения.

Благодаря микро- и нанотехнологиям многократно по
вышается возможность обнаружения и анализа сверх малых 
количеств различных веществ. Одним из вариантов такого 
рода устройств является «лаборатория на чипе». Она пред
ставляет собой пластинку, на поверхности которой упоря
доченно размещены рецепторы к нужным веществам, на
пример антитела. Такое устройство способно обнаруживать
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буквально отдельные молекулы и может быть использовано 
при определении последовательности оснований ДНК или 
аминокислот для целей идентификации, выявления генети
ческих или онкологических заболеваний, обнаружения ин
фекционных возбудителей, а также токсических веществ.

Биологические наночипы помогут проводить диагности
ку соматических и инфекционных заболеваний, в том чис
ле видовую идентификацию возбудителей особо опасных 
инфекций и токсинов.

Устройства, предназначенные для манипуляций с нано
объектами (наночастицами, молекулами и отдельными ато
мами), можно назвать наноманипуляторами. Таковыми 
являются сканирующие зондовые микроскопы, которые по
зволяют перемещать любые объекты, вплоть до атомов. Со
зданы прототипы нескольких вариантов «нанопинцетов».

Уже нашли применение такие достижения нанотехноло
гий, как:

— амфифильные белки, поддерживающие рост клеток 
для восстановления поврежденного спинного мозга;

— покрытия на опухоли головного мозга из магнитных 
наночастиц и чувствительных к ферментам частиц;

— зонды из наночастиц для внутриклеточной доставки 
препарата и экспрессии генов и квантовые точки, которые 
обнаруживают и определяют количество биомаркеров рака 
молочной железы человека.

Согласно МапоВюЪесЪ Мел^з, с 2005 г. в доклинической, 
клинической или коммерческой разработке находятся 130 
нанотехнологичных лекарств и систем доставки и 125 уст
ройств и диагностических тестов. Все это еще раз под
тверждает: будущее медицины во многом зависит от нано
технологий.

Несмотря на риски и проблемы, связанные с нанотехноло
гиями, предполагается, что наноустройства смогут полностью 
заменить существующие промышленные и сельскохозяйст
венные технологии, во много раз превзойти их по произво
дительности при одновременном снижении затрат. Ученые 
прогнозируют возможность встраивания в клетки крови дат
чиков, реагирующих на появление радионуклидов в окру
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жающей среде и раковых клеток в организме, а также созда
ние сверхчувствительных сенсоров и «умной» косметики, 
новых видов топлива и материалов для полетов в космос.

9.3. Основные направления развития 
нанобиотехнологии

Рассмотрим, как в будущем можно осуществлять диаг
ностику и лечение на клеточном, субклеточном и молеку
лярном уровнях.

П одход  «сверху вниз». Заключается этот подход в даль
нейшем усовершенствовании и миниатюризации сущест
вующих микроустройств. Ряд ученых во всем мире занима
ются созданием таких устройств, которые могли бы рабо
тать внутри человеческого организма. Они должны быть 
оснащены бортовыми системами управления, связи и ори
ентации, основанными на нанотехнологии. Наносенсоры и 
наноманипуляторы могут стать реальностью уже в обозри
мом будущем.

«М ок рая  нанот ехнология». Данный подход основан на 
применении готовых механизмов, существующих в живой 
природе. В 1967 г. Айзек Азимов первым предложил исполь
зовать механизмы, состоящие из молекул нуклеиновых кис
лот. Позднее В. Вайт предложил использовать генетически 
модифицированные вирусы для «ремонта» клеток. В настоя
щее время их уже активно применяют для внесения в клет
ки нового генетического материала. В перспективе можно 
представить себе появление разнообразных «роботов»-виру
сов, способных распознавать клетку специфического типа, 
находящуюся в определенном состоянии. В зависимости от 
конкретной ситуации, такой «робот»-вирус сможет или 
убить эту клетку (например, возбудителя заболевания), или 
внести в нее необходимые молекулы ДНК или РНК, вплоть 
до полной замены поврежденного генетического материала.

Наномеханизмы. Этот подход представляется наиболее 
фантастическим, но и наиболее перспективным. Основное 
внимание уделяется конструкциям из атомов углерода, что 
обусловлено его способностью образовывать огромное коли
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чество разнообразных соединений, а также рекордной проч
ностью связи между двумя атомами углерода. Примерами 
углеродных молекул, которые могут послужить прототипа
ми нанотехнологических компонентов, являются фуллере- 
ны-шары и нанотрубки из пяти- или шестиугольных колец 
атомов углерода. Из углерода возможно изготовить молеку
лы, имеющие форму самых разнообразных деталей — шес
теренок, штоков, подшипников и т. д. Устройство для та
кой сборки наномеханизмов называется ассемблером.

Нанороботы. Создание нанороботов — основная задача 
будущего, хотя пока это всего лишь гипотетическое направ
ление. Предполагается, что нанороботы будут представлять 
собой устройства молекулярных размеров, изготовленные 
из искусственно синтезируемых углеродных цепочек или 
на основе биологических макромолекул, снабженные детекто
рами, манипуляторами и встроенным компьютером и способ
ные к перемещению в окружающей среде. Принцип их рабо
ты будет напоминать механизмы действия белковых молекул. 
Нанороботы будут оказывать помощь в решении огромного 
количества задач — в диагностике и лечении любых болез
ней, включая старение, устранении дефектов в организме 
больного человека путем управляемых нанохирургических 
вмешательств, перестройке организма «по заказу», а также 
в изготовлении сверхпрочных конструкций и т. д.

9.4. Возможные риски, связанные 
с использованием нанобиотехнологий

Ученые говорят не только о возможных выгодах приме
нения нанотехнологий, но и о возможных рисках. Даже 
специалисты обращают внимание на отсутствие «порога» 
действия наноматериалов и значительные выбросы при их 
производстве. Существуют также политические и этические 
аспекты (например, разработка новых видов вооружения, 
неоправданное применение наноструктур).

Говоря о создании новых материалов, не следует забывать 
о том, что это еще и риск для здоровья человека и окружаю
щей среды. Ведь наночастицы легко проникают через кожу,
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дыхательные пути, желудочно-кишечный тракт, взаимо
действуют друг с другом, приобретая тем самым неизвест
ные свойства. Поэтому переход от микро- к нанотехнологи
ям требует специальных фундаментальных исследований.

Дело в том, что наноматериалы могут обладать огром
ной разрушительной силой. К примеру, ученые проводили 
опыты с углеродом и наноуглеродом. Когда в аквариум с 
рыбками бросили угольный порошок, он просто осел и рыб
ки продолжали плавать. Но после добавления наноуглерода 
все рыбки погибли, потому что он проникает в мозг и бло
кирует нервные клетки.

Наномедицина и нанотехнология — новые области, и 
существует не много экспериментальных данных о непред
намеренных и неблагоприятных эффектах. Нехватка зна
ний о том, как наночастицы будут встраиваться в биохими
ческие процессы в человеческом теле, доставляет особое 
беспокойство.

Из сказанного очевидно, что должна быть разработана 
программа по биобезопасности наноматериалов, которая 
включала бы в себя основные проблемы, связанные с их 
разработкой, применением и утилизацией.

Первая проблема — обеспечение безопасности труда при 
производстве наноматериалов. Предполагается, что на рабо
те во вредных условиях будет занято около 400 тыс. чело
век, а соответствующие правила техники безопасности пока 
отсутствуют.

Вторая проблема — охрана наносубстанций. Как и в 
случае с любыми экологически опасными и потенциально 
опасными веществами, возникает проблема их утилизации, 
в том числе утилизации наноотходов, просроченных ле
карств и гигиенических средств, созданных с применением 
нанотехнологий.

Третья проблема — необходимость контроля качества 
продукции, особенно лекарств и биоактивных добавок.

Таким образом, очень важно изучить фундаментальные 
закономерности проявления биологических и токсических 
эффектов наночастиц, в зависимости от их формы, размера, 
исходного материала, площади поверхности, заряда и дру
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гих физико-химических особенностей строения, а также от 
дозы, путей введения, концентрации в области органа-ми- 
шени и продолжительности воздействия. Необходимо пра
вильно оценить возможные отдаленные риски и эффекты 
нанотерапии.

Приведем одно из мнений ученых в поддержку нанотех
нологий: «Мы не смогли предотвратить создание ядерного 
оружия; не остановили рентгеновские лучи; мы применяем 
одни и те же препараты и в качестве яда, и в качестве про
тивоядия, меняя дозировку, поэтому взять позитив нанома
териалов и нанотехнологий мы просто обязаны».

Биологическая нанотехнология — одно из наиболее 
спорных, но и едва ли не наиболее многообещающих на
правлений в современной науке. Вопрос о реализации ее 
идей будет, вероятно, решен в течение ближайших десяти
летий, а возможно, и раньше.

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. Каковы размеры объектов, используемых в нанотехнологиях?
2. Какие виды нанотехнологий являются самыми древними?
3. Расскажите об использовании нанотехнологий в медицине.
4. Какие нанотехнологии используются в сельском хозяйстве?
5. Что такое лаборатория на чипе?
6. Расскажите об использовании наноманипуляторов.
7. Какие риски могут возникнуть при использовании достиже

ний нанотехнологий?



Глава 10

БИОБЕЗОПАСНОСТЬ И ГОСУДАРСТВЕННЫЙ 
КОНТРОЛЬ

10.1. Введение

В начале X X  в. А. Пуанкаре писал, что в области науч
ных исследований «любое правовое вмешательство будет 
неуместно и несколько нелепо». Однако последующие собы
тия доказали, что самые «нелепые» проекты способны 
стать реальностью. Поэтому сегодня стоит вопрос о созда
нии свода законов, определяющих безопасность и этику на
учных исследований.

Во всех государствах в настоящее время приняты зако
ны и другие государственные акты, создающие норматив
но-правовую базу для современной биотехнологии и биоин
женерии. В большинстве своем они адаптированы к между
народным требованиям и правилам, зафиксированным в 
документах ООН, ВОЗ, ЮНЕСКО и других международных 
организаций.

Приняты такие международные документы, как Всеоб
щая декларация по геному человека и правам человека, 
международная Конвенция о биологическом разнообра
зии, Конвенция по правам человека и биомедицине, Кон
венция по защите прав и достоинства человека в связи с 
использованием достижений биологии и медицины.

Сегодня одним из важнейших является вопрос о генети
чески модифицированных организмах (ГМО) и использова
нии продуктов, полученных из них. Эксперты считают, что 
в связи с их бесконтрольным распространением мировое со
общество может вскоре столкнуться с совершенно новым 
видом терроризма. Призывы к жесткому контролю ГМ- 
продуктов звучат все чаще.

Различные требования, предъявляемые в разных стра
нах к ГМ-продуктам, и колоссальная разница между посев-
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Общая площадь под трансгенными культурами, млн га (1996—2003)

18 стран,
выращивающих
ГМ-культуры

общая площадь 
индустриально развитые страны^ 

. развивающиеся страны

1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 

15% -й рост площадей с 2002 по 2003 г. (9 млн га)

2002 2003

Рис. 10.1. Карта мира с общими площадями 
под трансгенными культурами, млн га

ными площадями, занимаемыми генетически модифициро
ванными растениями в различных регионах (рис. 10.1), 
свидетельствуют о том, что проблема очень далека от оконча
тельного решения. Мировая динамика роста площадей воз
делывания трансгенных культур поражает своим размахом: 
с 1996 по 2003 г. они выросли в 40 раз (с 1,7 до 67,7 млн 
гектаров). Лидерами являются США, Аргентина, Канада. 
Мировые продажи трансгенных растений (в основном сои, 
хлопка, кукурузы, рапса) увеличились с 75 млн долларов в 
1995 г. до примерно 8 млрд долларов в 2005 г. (табл. 5).

В 2004 г. в Аргентине было произведено 34,5 млн тонн 
генетически модифицированной сои, т. е. 49,5 % всех вы
ращенных здесь зерновых, а под ее посевами было занято 
14 млн га, т. е. 54 % всех посевных площадей страны. Та
ким образом, генетически модифицированная соя стала ос
новной сельскохозяйственной культурой Аргентины. При 
этом если в США только 40 % выращиваемой сои является 
трансгенной, то в Аргентине этот показатель равен 99 %.

386



10.1. Введение

Таблица  5

Посевные площади в некоторых странах мира, 
занятые трансгенными культурами в 2006 г., млн га

Страна Площадь Генетически модифицированные растения

СШ А 54,6 Соя, кукуруза, хлопчатник, рапс 
(канола), папайя, люцерна

Аргентина 18,0 Соя, кукуруза, хлопчатник

Бразилия 11,5 Соя, хлопчатник

Канада 6,1 Канола, кукуруза, соя

Индия 3,8 Хлопчатник

Китай 3,5 Хлопчатник

Парагвай 2,0 Соя

Южная Африка 1,4 Кукуруза, соя, хлопчатник

Уругвай 0,4 Соя, кукуруза

Филиппины 0,2 Кукуруза

Австралия 0,2 Хлопчатник

Румыния 0,1 Соя

Мексика 0,1 Хлопчатник,соя

Испания од Кукуруза

Колумбия <0,1 Хлопчатник

Франция <0,1 Кукуруза

Иран <0,1 Рис

Гондурас <0,1 Кукуруза

Чехия <0,1 Кукуруза

Португалия <0,1 Кукуруза

Германия <0,1 Кукуруза

Словакия <0,1 Кукуруза

По данным российского Федерального реестра пищевой 
продукции, на 26 февраля 2001 г. в нашей стране был заре
гистрирован и допущен к использованию на внутреннем 
рынке 81 вид трансгенного пищевого сырья. Практически 
все из них являются производными сои. В 2004 г. службами 
Госсанэпиднадзора Российской Федерации были обнаружены 
трансгенные соевые добавки в 17,7 % исследованных мясных 
продуктов и в 16,7 % хлебобулочных и крупяных изделий.
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Хлынувший в Россию поток продуктов, содержащих 
трансгенные компоненты, в условиях неоднозначности ре
зультатов исследований в области их медицинской и эколо
гической безопасности ставит ряд задач. Во-первых, необхо
димы анализ и оценка мотивов разработки, производства и 
использования генетически модифицированных продуктов 
питания. Во-вторых, не проработана российская правовая 
база, регламентирующая использование таких продуктов.

10.2. Международная законодательная база 
по биобезопасности и ее реализация

Международное сообщество приняло ряд документов, 
определяющих правила безопасности при работе с генетиче
ски измененными организмами. Это Картахенский прото
кол по биобезопасности к Конвенции о биологическом 
разнообразии (регулирует перемещение ГМО), Декларация 
Рио (определяет, что доказательства безвредности ГМ-продук- 
тов лежат на производителе продукции), документы Кодекса 
Алиментариус и Комиссии ООН по пищевым стандартам 
(определяют стандарты для ГМ-продуктов), а также Дирек
тивы Европейского Парламента и Совета (определяют ме
тоды оценки угрозы, правила мониторинга, а также усло
вия, при которых выдаются разрешения на выпуск ГМО). 
Разработка и принятие этих документов сопровождаются 
ожесточенной борьбой между производителями ГМ-продук
тов и экологами.

Международная Конвенция о биологическом разнооб
разии, подписанная 13 июня 1992 г. в Рио-де-Жанейро, 
указывает на недопустимость как запрещения, так и полного 
отказа от регулирования производства и использования гене
тически модифицированных организмов. В Конвенции (ст. 19, 
п. 3) отмечается необходимость применения мер предосто
рожности при использовании живых измененных организ
мов, однако сами меры не конкретизируются. Таким обра
зом, в этом международном документе предусмотрена, хотя 
и в «свернутой» форме, правовая защита двух сторон — 
как производителей, так и потребителей ГМ-продуктов.

Различные страны при этом по-разному воплощают в 
свое законодательство положения о мерах предосторожнос
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ти и формах контроля за ГМ-продуктами. В США, напри
мер, нет особых законов, определяющих критерии безопас
ности трансгенных продуктов. Для всех продуктов питания 
они являются общими («Закон о пищевых продуктах и кос
метических препаратах»).

Одним из наиболее жестких законодательств в облас
ти ГМ-продуктов является законодательство Евросоюза. 
Так, Директива Европейского Парламента и Совета от 
23.04.1990 № 220/90 по выпуску в природу генетически 
модифицированных организмов (ГМО) требует разрешения 
Государственного секретаря ЕС по вопросам окружающей 
среды, транспорта и регионов на любое высвобождение в 
окружающую среду ГМО — от одного растения в горшке до 
крупномасштабного промышленного производства. Проце
дура обращения за разрешением включает в себя:

— оценку возможного риска окружающей среде;
— описание природы измененного организма;
— описание происхождения и типов переносимых ген

ных последовательностей;
— описание методики переноса.
То есть этим документом предусмотрена защита двух 

групп интересов — как производителей, так и потребите
лей (оценка экологического риска).

Директива Европейского Парламента и Совета от 
27.01.1997 № 258/97 дополняется подробной регламента
цией оценки медико-биологической безопасности ГМО (мо
дели потребления, исследование пищевой ценности, аллер
гические и токсикологические исследования, способность 
изменять микробиоценоз кишечника человека) и критериев 
их технологической оценки (параметры производства, оцен
ка физических, химических и органолептических свойств).

Исследовательская группа Кодекс Алиментариус, первое 
заседание которой прошло в 2000 г., отметила необходимость 
дополнительной оценки медико-биологической безопаснос
ти ГМ-продуктов с учетом метаболических особенностей 
различных потребительских групп (дети, беременные, кор
мящие матери, пожилые люди, пациенты, страдающие са
харным диабетом), а также необходимость долговременных 
«хронических исследований».
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Директива Европейского Парламента и Совета от
12.03.2001 № 18/2001 расширила критерии оценки эколо
гической безопасности ГМ-растений прежде всего для за
щиты потребителей, включив в число критериев оценку 
влияния на естественных обитателей сельскохозяйственных 
земель; оценку возможных воздействий на фермеров и ра
бочих, занятых в сельском хозяйстве; оценку влияния на 
биогеохимические процессы и др.

Наконец, Директива Европейского Парламента и Совета 
от 22.09.2003 № 1829/2003 о генетически модифицирован
ных продуктах и кормах ввела с апреля 2004 г. новые прави
ла маркировки ГМ-продуктов в странах Евросоюза. Марки
ровке подлежит вся пищевая продукция, полученная с ис
пользованием ГМ-продуктов при их содержании более 0,9 %.

Всемирная торговая организация (ВТО) 7 февраля 2006 г. 
заявила, что Евросоюз, в нарушение торговых норм, нало
жил мораторий на использование ГМ-растений и ГМ-про
дуктов. ВТО также постановила, что шесть отдельных 
стран, среди которых Франция и Австрия, нарушили пра
вила, введя свои собственные запреты на торговлю и им
порт ГМ-продуктов. Жалобу в ВТО на Евросоюз подали 
США, Канада и Аргентина.

10.3. Законодательная база России по биобезопасности
и ее реализация

В Российской Федерации действует около полутора де
сятков документов, имеющих отношение к ГМ-продуктам.

После принятия международной Конвенции о биологи
ческом разнообразии, ратифицированной РФ  в 1995 г. (Фе
деральный закон от 17.02. 1995 № 16-ФЗ «О ратификации 
Конвенции о биологическом разнообразии»), в России 
принимаются Федеральные законы от 05.07.1996 № 86-ФЗ 
«О государственном регулировании в области генно-инже- 
нерной деятельности» и от 12.07.2000 № 96-ФЗ «О внесении 
изменений и дополнений в Федеральный закон “О Госу
дарственном регулировании в области генно-инженерной 
деятельности” ». Статья 5 этого закона гласит: «Основными 
направлениями государственного регулирования в области 
генно-инженерной деятельности в России являются:
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улучшение условий жизни человека и охрана здоровья; 
охрана и восстановление окружающей среды, сохране

ние биологического разнообразия;
повышение эффективности сельского хозяйства» и др. 
При этом указывается: «Генно-инженерная деятель

ность должна основываться на следующих принципах:
безопасности граждан (физических лиц) и окружающей 

среды;
<.. .>
общедоступности сведений о безопасности генно-инже- 

нерной деятельности;
сертификации продукции, содержащей результаты ген

но-инженерной деятельности, с указанием полной инфор
мации о методах получения и свойствах данного продукта».

Таким образом, законы регулируют отношения в сфере 
природопользования, охраны окружающей среды и обеспе
чения экологической безопасности, возникающей при осу
ществлении генно-инженерной деятельности с биологиче
скими объектами, за исключением человека, его клеток и 
тканей, что регулируется специальным законодательством.

По этим законам государство обязано устанавливать основ
ные направления деятельности федеральных органов госу
дарственной власти, органов государственной власти субъек
тов Российской Федерации, органов местного самоуправления, 
юридических лиц и граждан (физических лиц) в области 
генно-инженерной деятельности; устанавливать основные 
положения правового регулирования отношений, возни
кающих в области генно-инженерной деятельности; опреде
лять механизмы, обеспечивающие безопасность граждан и 
окружающей среды в процессе осуществления генно-инже
нерной деятельности и использования ее результатов; уста
навливать правовые основы международного сотрудничест
ва Российской Федерации в области генно-инженерной де
ятельности; создавать условия для развития приоритетных 
направлений в этой области.

Для реализации указанных задач закон предусматрива
ет принятие федеральных и региональных программ в об
ласти развития генно-инженерной деятельности.

В этой связи Правительство РФ принимает Постановле
ние от 22.04.1997 № 464 «О межведомственной комиссии
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по проблемам генно-инженерной деятельности». Комиссия 
разработала Временные правила безопасного получения, ис
пользования и передачи генетически модифицированных 
(трансгенных) растений и их фрагментов, содержащих ре
комбинантную ДНК. Полный цикл предполагает испыта
ние биологической безопасности, экологическую эксперти
зу, широкомасштабный выпуск. Постановлением Прави
тельства РФ от 16.02.2001 № 120 «О государственной 
регистрации генно-инженерно-модифицированных орга
низмов» утверждено Положение о государственной реги
страции генно-инженерно-модифицированных организмов. 
Установлено, что генно-инженерно-модифицированные ор
ганизмы, предназначенные для первого на территории Рос
сийской Федерации выпуска в окружающую среду, про
мышленного использования или импорта, подлежат обяза
тельной государственной регистрации. Регистрация таких 
организмов и ведение сводного государственного реестра 
зарегистрированных генно-инженерно-модифицированных 
организмов возложены на Министерство промышленности, 
науки и технологий РФ.

Биобезопасность, применительно к указанному Положе
нию, означает отсутствие фактического или прогнозируемо
го нежелательного воздействия модифицированного орга
низма (в сравнении с исходными немодифицированными 
организмами) на окружающую среду.

Положением утвержден также срок действия свидетель
ства о государственной регистрации модифицированного 
организма — до пяти лет с момента включения его в ре
естр. Срок действия свидетельства может быть продлен — 
по заявлению его владельца — на следующие пять лет. При 
появлении в период срока действия свидетельства о госу
дарственной регистрации модифицированного организма 
новых научно обоснованных данных о биобезопасности мо
дифицированного организма (в сравнении с исходным не- 
модифицированным организмом) Министерство промышлен
ности, науки и технологий РФ  может — по представлению 
экспертного совета — принять решение о его перерегистра
ции без проведения экспертизы. В случае выявления нега
тивного воздействия модифицированного организма на ок
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ружающую среду, подтвержденного экспертизой, проведен
ной в соответствии с указанным выше Положением, по 
инициативе федеральных органов исполнительной власти, 
органов местного самоуправления, заинтересованных орга
низаций и граждан государственная регистрация модифи
цированного организма может быть аннулирована.

В соответствии с законодательством РФ  (Федеральные 
законы от 30.03.1999 № 52-ФЗ «О санитарно-эпидемиологи
ческом благополучии населения» и от 02.01.2000 № 29-ФЗ 
«О качестве и безопасности пищевых продуктов») пище
вая продукция из ГМО относится к категории «новой пи
щи» и подлежит обязательной оценке на безопасность и по
следующему мониторингу за ее оборотом.

В 1999 г. принято постановление Главного государствен
ного санитарного врача РФ от 26.09.1999 № 12 «О совершен
ствовании системы контроля за реализацией сельскохозяй
ственной продукции и медицинских препаратов, полученных 
на основе генетически модифицированных источников». 
Этим постановлением запрещено с 1 июля 2000 г. реализовать 
населению пищевую продукцию и медицинские препараты, 
полученные из ГМО, без соответствующей маркировки. 
Указанное постановление рассматривается как подзакон
ный акт Федеральных законов «О санитарно-эпидемиологи
ческом благополучии населения» и «О защите прав потре
бителей», но федеральный закон, регулирующий производ
ство и использование ГМИП, до настоящего времени не 
принят.

В 2000 г. постановлением Главного государственного са
нитарного врача РФ  от 08.11.2000 № 14 введены Положе
ние о порядке проведения санитарно-эпидемиологической 
экспертизы пищевых продуктов, полученных из генетиче
ски модифицированных источников, а также Методические 
указания «Медико-биологическая оценка пищевых продук
тов, полученных из генетически модифицированных ис
точников». В соответствии с этими документами экспертиза 
осуществляется по трем направлениям: медико-генетиче- 
ская оценка (Центр «Биоинженерия» РАН), медико-биоло- 
гическая оценка (ГУ НИИ питания РАМН) и оценка техно
логических параметров продукта (МГУ прикладной биотех

393



Глава 10. Биобезопасность и государственный контроль

нологии Минобразования России). Результаты проведенной 
экспертизы представляются в Минздрав России, который 
выдает разрешение на использование ГМИ в пищевой про
мышленности и реализацию населению или мотивирован
ный отказ.

В соответствии с Постановлением Правительства РФ  от
16.02.2001 № 120 «О государственной регистрации ген
но-инженерно-модифицированных организмов» Министер
ство промышленности, науки и технологий РФ своим при
казом от 10.07.2001 № 264 создало Экспертный совет 
Минпромнауки России по вопросам биобезопасности и ут
вердило Положение о нем. Совет является постоянно дейст
вующим органом, обеспечивающим объективность и надле
жащий уровень проверки предоставляемых заявителями 
сведений о биобезопасности генно-инженерно-модифициро- 
ванных организмов.

Значительным шагом вперед в области оценки биобезо
пасности ГМО и полученных из них продуктов в России 
стало создание в 2002 г. совместным решением РАН и Гос
стандарта РФ Технического комитета «Биологическая бе
зопасность пищевых продуктов, кормов и товаров народ
ного потребления и методы ее контроля» Госстандарта 
России (Приказ Госстандарта России от 01.08.2002 № 175) 
на базе Института физиологии растений им. К.А. Тимиря
зева РАН.

Указанным Техническим комитетом была инициирова
на и успешно осуществлена разработка (силами ученых 
Института физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН 
и Института молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта 
РАН ) принципиально нового метода идентификации ГМИ в 
сырье и продуктах питания для оценки их биобезопаснос
ти. Метод основан на новейшей технологии микрочипов. 
На основе этого метода был разработан ГОСТ Р 52174— 
2003 «Биологическая безопасность. Сырье и продукты пи
щевые. Метод идентификации генетически модифициро
ванных источников (ГМИ) растительного происхождения 
с применением биологического микрочипа», который в 
2003 г. принят Госстандартом России в качестве националь
ного стандарта.

394



10.3. Законодательная база России по биобезопасности и ее реализация

В дополнение к этому постановлением Главного государ
ственного санитарного врача РФ  от 16.09.2003 № 149 вве
дена санитарно-эпидемиологическая, микробиологическая 
и молекулярно-генетическая экспертиза генетически моди
фицированных микроорганизмов, используемых в произ
водстве пищевых продуктов. Разработаны и утверждены со
ответствующие методические указания.

Полный цикл всех необходимых исследований в настоя
щее время прошли 14 видов продовольственного сырья, 
продукты переработки которого разрешены для использова
ния в пищевой промышленности и реализации населению 
без ограничений:

— 3 линии сои, устойчивые к пестицидам (40-3-2, ус
тойчивая к глифосату; А  2704-12 и А5547-127, устойчивые 
к глюфосинату аммония);

— 3 линии кукурузы, устойчивые к пестицидам (СА 21 
и ]ЧК 603, устойчивые к глифосату, и Т-25, устойчивая к 
глюфосинату аммония);

— 3 линии кукурузы, устойчивые к вредителям (МОЫ 
810 и В1-1, устойчивые к стеблевому мотыльку, и М(Ж 
863, устойчивая к жуку диабротика);

— 3 сорта картофеля, устойчивые к колорадскому жуку 
(Рассеет, Бурбанк Ньюлив и Супериор Ньюлив);

— 1 линия сахарной свеклы, устойчивая к глифосату;
— 1 линия риса, устойчивая к глюфосинату аммония;
— 5 видов генетически модифицированных микроорга

низмов.
В этой связи уместно остановиться на проблеме марки

ровки продуктов, содержащих ГМИ. В мире существуют 
различные подходы к маркировке пищевых продуктов. 
Так, в США, Канаде и Аргентине такие продукты не мар
кируются каким-либо особым образом; в Японии и Австра
лии принят 5%-й уровень содержания ГМИ в продуктах, 
обязательный для маркировки, в странах Евросоюза — 
0,9 %-й.

Система маркировки пищевой продукции из ГМИ су
ществует в России с 1999 г. Однако она носила рекоменда
тельный характер. В соответствии с санитарно-эпидемиоло
гическими правилами и нормами СанПиН 2.3.2.1078-01

395



Глава 10. Биобезопасность и государственный контроль

«Гигиенические требования безопасности и пищевой цен
ности пищевых продуктов», с 1 сентября 2002 г. была вве
дена обязательная маркировка пищевых продуктов, полу
ченных с применением ГМО. Маркировке подлежала вся 
пищевая продукция, содержащая в своем составе более 5 % 
трансгенных компонентов.

В 2004 г. санитарно-эпидемиологическими правилами и 
нормами СанПиН 2.3.2.1842-04 введены Дополнения и из
менения № 3 к СанПиН 2.3.2.1078-01, которые, вслед за 
принятием Директивы Европейского Парламента и Сове
та от 22.09.2003 № 1829/2003, снижают в России порого
вый уровень маркировки пищевых продуктов, содержащих 
ГМИ, с 5 % до 0,9 %.

Минздрав России считает целесообразным ввести в Рос
сийской Федерации обязательную маркировку всей пище
вой продукции, содержащей более 0,9 % компонентов из 
ГМИ, а пищевую продукцию, содержащую 0,9 % и менее 
компонентов из ГМИ, считать генетически немодифициро- 
ванной и не подлежащей маркировке.

Пищевые продукты, полученные из ГМО, прошедшие 
медико-биологическую оценку и не отличающиеся по изу
ченным свойствам от своих аналогов, полученных традици
онными методами, являются безопасными для здоровья че
ловека, разрешены для реализации населению и использо
вания в пищевой промышленности без ограничений.

В соответствии с рекомендациями международных орга
низаций и с законодательством РФ, в нашей стране пище
вая продукция из ГМИ подлежит обязательной оценке на 
безопасность. Однако необходимо дальнейшее проведение 
обязательного широкомасштабного и длительного исследо
вания безопасности ГМО, а также и экологических послед
ствий использования ГМ-продуктов.

Несмотря на распоряжения Госсанэпиднадзора, как по
казали проверки в супермаркетах и магазинах, маркирует
ся только ничтожная часть ГМ-продуктов. При этом уро
вень ГМИ в них превышает не только 0,9 % (установлен
ную норму), но даже 50 % и выше. Даже если товар 
маркирован, не каждый рядовой потребитель знает, что 
значок «АКБЕХ Г » означает присутствие изолята (концен
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трата) соевого белка. Россияне лишены еще одной подсказ
ки на наличие ГМ-продуктов: во всем мире продукты из 
ГМ-сырья дешевле натуральных, а в России они продаются 
по цене натуральных.

В 2006 г. вышло Письмо Главного государственного 
санитарного врача Российской Федерации от 03.04.2006 
№ 0100/3572-06-32 «О совершенствовании надзора за пи
щевыми продуктами, содержащими ГМО», в котором от
мечено, что в России «имеется необходимая нормативно
методическая база, включая методы лабораторных исследо
ваний, необходимые для организации и проведения эффек
тивного надзора за пищевыми продуктами, содержащими 
компоненты, полученные с применением ГМО».

Особенно часто в 2005 г. ГМИ встречались в мясных 
продуктах — 15,8 % (2004 г. — 20,5 %; 2003 г. — 14,8 % ), 
в группе продуктов «прочие» (в основном растительные 
белки) — 10,8 % (2004 г. — 16,7 %; 2003 г. — 16,4 % ), в 
птицеводческих продуктах — 9,1 % (2004 г. 15,4 %; 
2003 г. — 29,5 % ).

В 2005 г. наибольший удельный вес пищевых продук
тов, содержащих компоненты ГМИ, приходился на Севе- 
ро-Западный (11,7 % ), Уральский (11,2 % ), Приволжский 
(8,4 % ), Центральный (8,2 % ) и Сибирский (8 % ) феде
ральные округа.

Наибольшее количество исследований пищевых продук
тов на наличие ГМИ в 2005 г. проведено в Центральном 
(5506), Приволжском (3579), Южном (2952) и Сибирском 
(2925) федеральных округах, наименьшее — в Уральском 
федеральном округе (631). Вместе с тем в терри ториальных 
управлениях Роспотребнадзора по республикам Ингушетия 
и Саха (Якутия), Ненецкому, Ханты-Мансийскому, Тай
мырскому, Эвенкийскому, Усть-Ордынскому, Чукотскому, 
Корякскому автономным округам по-прежнему не прово
дится исследование пищевых продуктов на наличие ГМИ.

Одной из основных задач в области предупреждения и 
ликвидации последствий чрезвычайных ситуаций в резуль
тате воздействия биологических факторов является обеспе
чение безопасности продуктов питания, производимых из 
генетически модифицированных источников, а также бе
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зопасности экологической системы от проникновения чуже
родных биологических видов организмов; прогнозирование 
генетических аспектов биологической безопасности и созда
ние системы государственного контроля за оборотом гене
тически модифицированных материалов.

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ

1. В чем сущность понятия «биологическая безопасность»?
2. Перечислите современные источники биологической опасности.
3. Определите место биотехнологии в вопросах биобезопасности.
4. Какие международные документы создают нормативно-право

вую базу для современной биотехнологии и биоинженерии?
5. Приведите данные о расширении площадей возделывания 

трансгенных культур в мире.
6. Какие вопросы рассматривает международная Конвенция о 

биологическом разнообразии?
7. Расскажите о законодательной базе России по биобезопасности.
8. По каким направлениям проводится экспертиза генетически 

модифицированных продуктов для их использования в пище
вых целях?

9. Рассмотрите возможности и перспективы применения генети
чески модифицированных организмов (ГМО) в России и в ми
ре.

10. Почему современные технологии создания ГМО служат источ
ником биологических и экологических рисков?

11. В чем состоит перспектива появления суперсорняков и супер- 
устойчивых насекомых?

12. Объясните понятие «отсроченное действие ГМ-растений».
13. Приведите примеры достижений генетической инженерии в 

области фундаментальных наук.
14. Расскажите о достижениях генетической инженерии в облас

ти медицины.
15. Перечислите основные законы РФ по контролю безопасности 

ГМО. В чем их смысл?
16. Сравните технологии генетической и клеточной инженерии.
17. В чем сущность понятия «биологическая этика» примени

тельно к биотехнологии?



ПРИЛОЖЕНИЯ 

ЛАБОРАТОРНЫЙ ПРАКТИКУМ

Лабораторная работа №  1

Получение накопительных культур 
сенной и картофельной палочек

Накопительными называют культуры, в которых преоб
ладает одна группа или даже один вид микроорганизма. Для 
получения накопительной культуры создают элективные 
условия, обеспечивающие преимущественное развитие лишь 
данной группы или данного вида микроорганизмом и неблаго
приятные — для развития сопутствующих форм микробов.

Ц е л ь  р а б о т ы :  получить накопительные культуры 
сенной (ВасШиз зиЫШз) и картофельной (ВасШиз зиЫШз 
оаг тезеп1епсиз)  палочек.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  чашки Петри, ко
нические колбы, ножницы, мел, вата, фильтровпльная бу
мага, электроплитка.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  сено, клубни картофеля.
Х о д  р а б о т ы.
Получение культуры сенной палочки (ВасШиз зиЫШз)
Сено из разнотравья мелко нарезают и помещают в кол

бу объемом 500 мл, заполняя ее на четверть объема, добав
ляют 100-150 мл воды и щепотку мела. Смесь кипятят 15- 
20 мин, пока среда не приобретет цвет настоя крепкого 
чая. Сенной отвар разливают в подготовленные конические 
колбы слоем 1-1,5 см, закрывают ватными пробками и по
мещают в термостат при температуре 25 °С или вблизи ра
диатора центрального отопления.

Через двое суток на поверхности среды развивается бе
ловатая пленка ВасШиз зиЫШз, которая при старении на 
третьи-четвертые сутки становится серовато-зеленоватой.
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Приложения

Другие микроорганизмы при этом вырастают редко и в не
больших количествах.

Получение культуры- картофельной палочки (ВасШиз 
зиЫШз оаг тезеМепсиз)

Промытые клубни картофеля, не очищая, нарезают кру
жочками. Поверхность их натирают мелом для нейтрализа
ции среды и помещают в чашки Петри на двойной слой 
фильтровальной бумаги, смоченной водой. Чашки ставят в 
термостат с температурой 27—30 °С на трое-четверо суток. 
На поверхности ломтиков картофеля образуется плотная 
морщинистая пленка культуры картофельной палочки. Ок
раска пленки может быть разной: беловато-серой, розова
той, желто-бурой, черной, — что зависит от разновидностей 
культуры, получивших преимущественное развитие.

Задание. Отметить интенсивность развития культур мик
роорганизмов, просмотреть их под микроскопом и зарисовать.

Лабораторная работа №  2 

Антагонизм микроорганизмов

На микроорганизмы воздействуют не только абиотиче
ские факторы внешней среды, но и другие микроорганиз
мы, живущие в одной и той же среде. Взаимоотношения 
между ними могут быть разными: метабиоз, паразитизм, 
симбиоз, антагонизм. В случае антагонистических отноше
ний микроорганизмы выделяют в окружающую среду про
дукты обмена веществ, которые могут либо угнетать рост 
других микроорганизмов, либо убивать их.

Ц е л ь  р а б о т ы :  исследовать антагонистические отно
шения между различными группами микроорганизмов.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  чашки Петри с мя- 
со-пептонным агаром, микробиологические петли, спиртовка.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  чистые культуры микро
организмов — ВасШиз зиЫШз, Загста 1иЬеа, ВасШиз сегеиз.

Х о д  р а б о т ы.
На поверхность застывшего мясо-пептонного агара, на

ходящегося в чашке Петри, микробиологической петлей 
наносят широкую полоску культуры Вас. зиЫШз, перпен
дикулярно к ней параллельными штрихами высевают 
культуры Вас. сегеиз и Загста 1иЬеа. Чашки помещают в
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Лабораторный практикум

термостат при температуре 25-28 °С. Через неделю наблю
дают результаты опыта. Вас. зиЫШз является антагонистом 
по отношению к двум другим микроорганизмам, поэтому в 
непосредственной близости от культуры не будет роста обе
их бактерий, на некотором удалении наблюдается слабый 
рост и лишь на значительном расстоянии рост культур ока
жется нормальным.

Задание. Результаты опытов занести в таблицу и зарисо
вать. Сделать выводы о взаимоотношениях различных мик
роорганизмов, находящихся в одной и той же среде.

Лабораторная работа №  3 

Определение чувствительности микроорганизмов 
к антибиотикам

Широкое использование антибиотиков в рационе живот
ных, а также для профилактики и лечения болезней привело 
к появлению резистентных (устойчивых) форм микроорганиз
мов. Для того чтобы определить наличие чувствительности 
бактерий, используют метод бумажных дисков, пропитан
ных антибиотиками.

Предпочтительнее использовать антибиотики тетрацик- 
линового комплекса, широко применяемые при выпаива
нии телят, кормлении взрослых животных.

Метод основан на диффузии антибиотика из пропитан
ного им диска фильтровальной бумаги в плотную питатель
ную среду. Содержание большинства антибиотиков в ди
сках колеблется от 1 до 50 мкг.

Ц е л ь  р а б о т ы :  определить чувствительность микро
организмов к различным антибиотикам.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  чашки Петри с мясо- 
пептонным агаром; микробиологические петли; диски из 
фильтровальной бумаги, пропитанные различными раствора
ми антибиотиков; стеклянный шпатель; пипетки; спиртовка.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  чистые культуры микро
организмов (можно использовать культуры из предыдущей 
работы — ВасШиз зиЫШз, Загста 1иЬеа, ВасШиз сегеиз).

Х о д  р а б о т ы.
В стерильные, предварительно просушенные чашки 

Петри разливают по 10 мл мясо-пептонного агара. На по
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верхность среды высевают суспензию суточной культуры 
микроорганизмов. Пипеткой берут 0,02 мл этой суспензии 
(одна капля) и стерильным шпателем растирают досуха на 
питательной среде в чашке Петри у пламени горелки.

Затем стерильным пинцетом раскладывают диски 
фильтровальной бумаги диаметром 8 мм, предварительно 
пропитанные разными антибиотиками (не менее четы- 
рех-пяти дисков). Чашки Петри выдерживают 30 мин при 
комнатной температуре для диффузии препаратов в среду. 
Затем чашки помещают в термостат при 37 °С на 18-24 ч.

При оценке результатов опыта измеряют диаметр за
держки роста микроорганизмов вокруг дисков с антибиоти
ками, включая диаметр самих дисков. Отсутствие зоны за
держки роста микроорганизма означает, что испытуемый 
штамм устойчив к данному препарату. Зоны диаметром до 
10 мм указывают на малую чувствительность, зоны диамет
ром более 10 мм — на чувствительность микроорганизма.

Задание. Результаты опыта записать в таблицу. Сделать 
выводы о чувствительности различных микроорганизмов к 
антибиотикам.

Лабораторная работа №  4

Определение чувствительности микроорганизмов 
к различным фитонцидам

Фитонциды являются веществами, создаваемыми расте
ниями в процессе обмена веществ. Характерное свойство этих 
веществ — губительное действие на микроорганизмы (бакте
рии и плесневые грибы). Иногда их действие ограничивается 
только задержкой роста. В качестве фитонцидов можно ис
пользовать чеснок, репчатый лук, хрен, редьку, лимон и др.

Ц е л ь  р а б о т ы:  выяснить чувствительность микроор
ганизмов к действию различных фитонцидов.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  чашки Петри с 
мясо-пептонным агаром (М ПА), микробиологические пет
ли, чеснок, репчатый лук, хрен, редька, лимон, стеклян
ный шпатель, пипетки, спиртовка.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  чистые культуры микро
организмов (можно использовать культуры из предыдущей 
работы — ВасШиз зиЫШз, Багета 1и1еа, ВасШиз сегеиз).
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Х о д  р а б о т ы.
В стерильные, предварительно просушенные чашки 

Петри разливают по 10-15 мл МПА. На поверхность среды 
высевают суспензию суточной культуры микроорганизмов. 
Пипеткой берут 0,02 мл этой суспензии (одна капля) и сте
рильным шпателем растирают досуха на питательной среде 
в чашке Петри у пламени горелки.

Затем, измельчая растительный материал на шинковке 
или терке, готовят кашицу из растений, содержащих фи
тонциды (чеснок, репчатый лук, хрен, редька, лимон). Ка
шицу помещают на агар в чашки Петри. Делать это надо 
быстро, так как бактерицидное действие зависит от быстро
ты и степени измельчения материала. Одну чашку оставля
ют для контроля, т. е. производят посев, но не вносят фи
тонциды.

После того как произведен посев и внесены фитонциды, 
все чашки Петри помещают в термостат и оставляют стоять 
там в течение 36-48 ч при температуре 25 °С. По истечении 
указанного срока их вынимают и просматривают, отмечая 
различное развитие бактерий в контроле и под воздействи
ем разных фитонцидов.

Задание. Результаты опыта записать в таблицу и зари
совать. Сделать выводы о чувствительности различных 
микроорганизмов к фитонцидам.

Лабораторная работа М  5

Культура плесневого гриба 
на полной и неполной питательных средах

Для изучения особенностей питания микроорганизмов 
удобным модельным объектом является АзрегдШиз т&ег, 
который легко получить и использовать в постановке раз
личных экспериментов, в том числе для определения значе
ния отдельных минеральных элементов для роста.

Ц е л ь  р а б о т ы :  изучить значение питательных эле
ментов для роста гриба Азрег§Шиз тдег.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  20%-й раствор са
харозы; 1%-е растворы 2п804, Н3В03, Мп804; 10%-е раство
ры ЫН4Ж>3, КН2Р04, КС1, ^ Н 2Р04, Мд804, МеС12, Ге804,
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ГеС13, Ка2804; колбы емкостью 100 мл; цилиндры емкостью 
100 мл; пипетки на 10 и 1 мл; препаровальные иглы; вата.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  культура гриба Азрег§Шиз 
т§ег.

Х о д  р а б о т ы.
Готовят различные питательные среды для культивиро

вания гриба Азрег§Шиз тдег.
Вариант 1 — полная питательная среда без микро

элементов, %: сахароза — 10,0; МН4Ж )3 — 0,3; КН2Р04 — 
0,2; М^804 — 0,05; Ге804 — 0,01.

Вариант 2 — среда без углерода: исключена сахароза. 
Для компенсации осмотической активности среды можно 
внести соответствующее по осмотическому эквиваленту ко
личество хлорида натрия (КаС1), который не оказывает 
влияния на развитие гриба.

Вариант 3 — среда без азота: исключен >Ш4>Ю3.
Вариант 4 — среда без фосфора: КН2Р04 заменен эк

вивалентным количеством КС1.
Вариант 5 — среда без калия: КН2Р04 заменен экви

валентным количеством КаН2Р04.
Вариант 6 — среда без серы: М&804 и Ре804 заменены 

эквивалентными количествами М&С12 и ГеС13.
Вариант 7 — среда без магния: М^804 заменен экви

валентным количеством Ма2804.
Вариант 8 — среда без железа: Ре804 заменен эквива

лентным количеством Ма2804.
Вариант 9 — полная питательная среда с добавле

нием цинка: 2п804 — 0,01 % .
Вариант 10 — полная питательная среда с добавле

нием марганца: Мп804 — 0,01 %.
Вариант 11 — полная питательная среда с добавле

нием бора: Н3В03 — 0,01 %.
Следует рассчитать эквивалентный процент замещающе

го вещества (это относится ко всем вариантам, за исключе
нием первых трех). Если в каждом из этих вариантов иск
лючить какую-либо соль, то одновременно удаляются два 
элемента питания вместо одного. Так, в варианте № 4 (сре
да без фосфора) при удалении КН 2Р04 одновременно исклю
чаются фосфор и калий. Поэтому калий необходимо внести
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в среду в эквивалентном количестве в виде КС1. Кроме то
го, необходимо помнить, что АзрегдШиз т§ег аэробный ор
ганизм, поэтому для создания оптимальных условий аэра
ции используют колбы емкостью 100 мл с 30 мл среды.

Пример расчета.
Вариант 4 — среда без фосфора: КН 2Р04 (0,2 % в сре

де) заменяют на КС1.
Молекулярная масса КН 2Р04 — 136, КС1 — 74.
Сначала определяют содержание (в % ) калия ( X )  в среде:
136 г КН 2Р04 составляют 0,2 %;
39 г К — X  %;
X  =  0,06 % .
Затем устанавливают количество КС1 (в % ), эквивалент

ное изъятому количеству КН 2Р04:
39 г К соответствуют 0,06 % К;
74 г — У  % КС1;
У  = 0,1 %.
Далее рассчитывают количество каждого вещества в 

граммах в 30 мл среды, зная их процентное содержание.
Пример расчета.
Необходим раствор, концентрация МН4Ж )3 в котором 

0,3 %:
в 100 мл раствора содержится 0,3 г МН4Ж )3;
в 30 мл — X  г МН4Ы03;
X  = 0,09 г.
Таким же образом рассчитывают навески всех осталь

ных компонентов среды.
Так как навески в большинстве своем очень малы, что 

затрудняет взвешивание, удобнее использовать готовые рас
творы: 20% -й раствор сахарозы; 1%-й раствор микроэле
ментов; 10%-е растворы всех остальных солей. Для этого 
следует определить, сколько миллилитров каждого раство
ра надо взять, чтобы внести соответствующую навеску.

Пример расчета.
Для ЫН^Од:
в 10 мл 10% -го раствора >Ш4Ж )3 содержится 10 г ЫН^Од;
в У мл 10%-го раствора МН4Ж )3 — 0,09 г МН4Ж )3;
У = 0,9 мл.
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Подобным же образом рассчитывают (в мл) все ингреди
енты для каждого варианта и вносят их в колбу.

Просуммировав объемы растворов в каждом варианте, 
вычтя полученные суммы из 30 мл, получают количество 
дистиллированной воды, которое необходимо добавить в 
каждую колбу.

Колбы со средой заражают спорами гриба АзрегдШиз т- 
§ег, закрывают ватными пробками и подписывают вариан
ты опыта.

Среды перед внесением спор гриба не стерилизуют, так 
как высокая концентрация сахара и кислая реакция среды 
за счет кислых солей калия, магния и железа препятству
ют росту бактерий.

Для каждого варианта опыт желательно повторить дваж
ды. Опытные колбы помещают в термостат при 28-30 °С.

Материал анализируют через семь дней, так как к это
му времени гриб вполне разовьется. Пленка, выросшая в 
первом варианте, принимается в качестве образца, с ней 
сравнивают все остальные. Обычно в этом варианте рост 
гриба очень хороший. Рост гриба оценивают визуально.

Отмечают состояние культуры гриба:
а) характер мицелия — сплошная пленка или островка

ми, плотная или студенистая, складчатая или гладкая;
б) спороношение — обильное или слабое, зрелые или 

незрелые спорангии.
Для более точной оценки пленку гриба тщательно про

мывают с нижней стороны водой. Затем пленку из каждого 
варианта опыта можно высушить в сушильном шкафу при 
105 °С до постоянной массы и взвесить, принимая вес плен
ки гриба в первом варианте за 100 %.

На средах, где исключен тот или иной элемент питания 
(особенно при большой потребности в нем) гриб не растет 
или растет очень слабо. При полном удалении из питательной 
среды необходимого элемента гриб развиваться не будет.

Задание. Результаты опыта записать в таблицу и зари
совать. Сделать выводы о необходимости различных пита
тельных элементов для нормального роста гриба Азрег&Шиз 
т§ег и об особенностях развития гриба в отсутствие и при 
дополнительном внесении какого-либо элемента питания.
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Лабораторная работа №  6

Образование лимонной кислоты 
грибом АзрегдШ из ш §ег

В биотехнологии широко используется получение ли
монной кислоты с помощью микроорганизмов. Этим важ
ным свойством обладает и гриб АзрегдШиз тдег.

Ц е л ь  р а б о т ы :  изучить особенности образования ли
монной кислоты грибом АзрегдШиз тдег в различных ус
ловиях выращивания.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  20%-й раствор са
харозы; 10%-е растворы КН2Р04, М§804, Ре804; 
колбы емкостью 100 мл; цилиндры емкостью 100 мл; пи
петки на 10 и 1 мл; препаровальные иглы; вата.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  культура гриба АзрегдШиз 
тдег.

Х о д  р а б о т ы .
Готовят 200 мл полной питательной среды без микро

элементов, %: сахароза — 10,0; МН4М03 — 0,3; КН 2Р 0 4 — 
0,2; Мё804 — 0,05; Ге804 — 0,01.

Определяют исходную кислотность раствора с помощью 
рН-метра.

Питательную среду тщательно перемешивают и разли
вают по 50 мл в четыре конические колбочки, каждая ем
костью 150 мл. Закрывают ватными пробками.

Во все колбочки вносят равное количество спор гриба. 
Колбы подписывают и ставят в термостат при 28-30 °С.

На шестой день, когда пленка гриба достигнет большой 
мощности, проводят следующий опыт. Из колбы № 1 выни
мают мицелий гриба, тщательно промывают с нижней сто
роны водой. Пленку гриба высушивают при 105 °С в су
шильном шкафу до постоянного веса. С помощью рН-метра 
определяют кислотность фильтрата. Из колбы № 4 акку
ратно сливают фильтрат и под мицелий подводят 50 мл 
свежей среды, после чего колбу помещают в термостат.

На седьмой день определяют кислотность фильтрата и 
сухой вес мицелия из колбы № 2 описанным выше способом.

На восьмой день определяют кислотность фильтрата и су
хой вес мицелия из колб № 3 и 4 описанным выше способом.
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В результате этой работы могут быть получены следую
щие данные.

Первое время гриб интенсивно накапливает кислоту до 
тех пор, пока в среде достаточно сахара (колбы № 1 и 2), из 
которого он может синтезировать кислоту. Однако как 
только среда истощается (опыт продолжается в прежних 
условиях), мицелий гриба продолжает увеличиваться в ве
се, но гриб начинает перерабатывать кислоту, питаясь от
части за ее счет (колба № 3). Культура же, получившая 
подкормку сахаром (колба № 4), дает значительный скачок 
в сторону большего накопления кислоты и увеличения су
хого веса мицелия.

Задание. Результаты опыта записать в таблицу и зари
совать. Сделать выводы об образовании лимонной кислоты 
грибом АзрегдШиз тдег в различных условиях.

Лабораторная работа №  7 

Получение каллусиой ткани из листьев табака

Для растения т  ишо каллус — это группа клеток, воз
никающая при травмах и защищающая место поранения 
(раневая паренхима). В ней накапливаются питательные 
вещества для регенерации анатомических структур или ут
раченного органа. На питательных средах с большим содер
жанием ауксинов (2,4-Д) клетки экспланта дедифференци- 
руются. Клетки утрачивают прежние функции и морфоло
гию. Особенности дедифференциации клеток экспланта 
зависят от генетики экспланта. Причем чем менее диффе
ренцирована клетка, тем легче получить каллус. Дедиффе
ренциация специализированных клеток начинается с обо
гащения их элементами цитоплазмы: микротрубочками, 
мембранами ЭПС и комплекса Гольджи, рибосомами; исче
зают хлоро- и хромопласты, продукты их деятельности; мо
жет образоваться много ядер или увеличиться число хромо
сом; укрупняются вакуоли. Каллус, выращиваемый по
верхностным способом, представляет собой аморфную массу 
тонкостенных паренхимных клеток, не имеющую строго 
определенной структуры. Клетки каллуса либо бесцветны, 
либо имеют желтоватый оттенок. В зависимости от проис
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хождения и условий культивирования, различают каллу
сы: рыхлые, с сильно оводненными, легко отделяющимися 
друг от друга клетками; средней плотности, с зонами ме- 
ристематической активности; плотные, с зонами редуциро
ванного камбия и сосудов.

В биотехнологии чаще всего используют те виды расте
ний, которые и в обычных условиях легко укореняются, 
регенерируют, образуют каллус. Клетки табака легко де- 
дифференцируются и переходят к делению, образуя быст
рорастущую каллусную ткань. Поэтому большинство мето
дов получения и культивирования каллуса разработано для 
табака. Каллусы можно получить практически из любой 
части растения. Для культивирования каллусов из листьев 
табака используют среду Мурасиге — Скуга (МС) с добавле
нием ауксинов (2,4-Д).

Ц е л ь  р а б о т ы :  освоить метод приготовления пита
тельной среды для получения каллусной культуры табака.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  чашки Петри со 
стерильной питательной средой МС для индукций каллусо- 
генеза, 6%-й раствор хлорамина, колбы со стерильной дис
тиллированной водой.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  растения табака.

Т а б л и ц а  1

Приготовление маточных растворов для среды 
Мурасиге — Скуга (МС)

Компоненты среды Количество вещества

Маточный раствор макросолей (г на 1 л маточного раствора)

КЖ )3 38

ЫН4Ы03 33

КН2Р04 3,4

М§804 • 7Н20 7,4

или М§804 безводный 3,6

СаС12 • 2Н20 8,8

или СаС12 безводный 6,65
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Окончание табл.

Компоненты среды Количество вещества

Маточный раствор микросолей (мг на 100 мл маточного раствора)

Ыа2Мо04 • 2Н20 25

Си804•5Н20 2,5

Н3В03 620

МпВ04 • 5Н20 2410

или Мп804 • 4Н20 2230

2п804 • 7НаО 860

КЛ 83

СоСЦ • 6Н20 2,5

Ре804 557

Ыа2 ЭДТА 745

Т а б л и ц а  2

Среда Мурасиге — Скуга (МС) для клеточных 
и тканевых культур

Компоненты питательной среды

Маточный раствор макросолей 50 мл/л

Маточный раствор микросолей 1 мл/л

Ре-хелат 5 мл/л

СаС12 5 мл/л

Тиамин-НС1 1 мг/л

Пиридоксин-НС1 0,5 мг/л

Никотиновая кислота 0,5 мг/л

Мезоинозит 100 мг/л

Глицин 2 мг/л

Сахароза 30 г/л

Агар-агар 7 г/л

рН 5,6-5,8
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Х о д  р а б о т ы.
Приготовить питательные среды МС с добавлением:

а) 1,0 мг/л 2,4-Д + 0,2 мг/л БАП; б) 1,0 мг/л ПУК + 
+ 0,2 мг/л БАП. Листья табака поместить в дезинфицирую
щий раствор на 5 мин, затем промыть стерильной дистил
лированной водой три раза.

Стерильным скальпелем вырезать сегменты у основания 
листа ближе к центральной жилке длиной 1,5-2 см, шири
ной 1 см. Для лучшего каллусообразования делают насечки 
по всей поверхности сегмента. Поместить экспланты на пи
тательные среды (перед каждой манипуляцией инструмен
ты обрабатывать спиртом и обжигать на пламени спиртов
ки). Чашки Петри с эксплантами перенести в термостат 
для индукций каллусогенеза при температуре 25 °С.

Задание. Результаты опыта рассмотреть через две — четы
ре недели, зарисовать, сравнить каллус, полученный на сре
де с ПУК, с каллусом, полученным в среде с 2,4-Д. Сделать 
выводы.

Лабораторная работа №  8

Получение каллусов из незрелых зародышей 
и узлов кущения пшеницы

Каллусы из различных органов пшеницы на искусствен
ных питательных средах впервые были получены в 1968 г. 
Их можно использовать для изучения солеустойчивости 
и устойчивости к температурному стрессу, для получения 
суспензий и протопластов. Для индукции каллусогенеза 
обычно используют стерильные пробирочные растения, вы
ращенные из зародышей на средах без гормонов. Растения 
для получения каллусов можно вырастить в теплице. Для 
этого набухшие семена помещают на пять недель в холод
ную камеру на яровизацию при 2 °С, проростки высажива
ют в вегетационные сосуды и выращивают до достижения 
молочной спелости. Незрелые зародыши выделяют и пере
носят на питательные среды.

Ц е л ь  р а б о т ы :  получить каллусы из незрелых заро
дышей и узлов кущения пшеницы.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  ламинар-бокс, 
пробирки с питательной средой МС, 6% -й раствор хлорамина,
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стерильная дистиллированная вода, препаровальные иглы, 
пинцеты, скальпели, стерильная бумага, флаконы с 96%-м 
спиртом, спиртовка.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  растения пшеницы в ста
дии молочной спелости, пробирочные растения пшеницы.

Х о д  р а б о т ы.
Для получения каллусной ткани незрелые зародыши пше

ницы изолировать на 12-е сутки от начала цветения. Незре
лые зерновки поместить в дезинфицирующий раствор на 
5 мин. Промыть три раза стерильной дистиллированной во
дой. Простерилизованные зерновки поместить в стерильные 
чашки Петри. Препаровальной иглой вычленить зародыши 
и перенести в пробирки с питательными средами. Пробир
ки с зародышами закрыть пробками и поставить в штатив. 
Культивируют в светлой культуральной комнате при 25 °С.

Пробирочные растения пшеницы выложить на стериль
ные бумажные матрасики и разрезать на небольшие части 
по 5-10 мм, выделить междоузлия с участками листового 
влагалища. Перенести экспланты в пробирки на питатель
ные среды МС + 2,4-Д в концентрации 4 мг/л. Культивиру
ют в светлой культуральной комнате при 25 °С.

Задание. Через две — четыре недели рассмотреть кал- 
лусные клетки под микроскопом и зарисовать, сделать вы
воды о морфологии каллусов.

Лабораторная работа №  9 

Получение каллусов из корешков фасоли

Каллусы можно получать из разных частей растения, в 
том числе из кончиков корней. Образование каллуса проис
ходит в области первичных и вторичных меристем. Про
цесс каллусообразования зависит от размера экспланта. Оп
тимальная величина экспланта 5-10 мм3, масса 20-100 мг. 
Многие ткани имеют физиологическую полярность. Поэто
му каллус лучше образуется на той стороне экспланта, ко
торая ближе к апикальным меристемам корня. Кончики 
корней легко образуют каллус, если они помещены на сре
ду горизонтально, тогда как сегменты стебля лучше форми
руют каллус, если их поместить вертикально. Для культи
вирования на питательных средах лучше использовать сте
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рильные корешки, полученные при проращивании семян в 
стерильных условиях.

Ц е л ь  р а б о т ы :  получить каллус из корешков фасоли.
О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  чашки Петри с 

питательными средами для индукции каллусогенеза, сте
рильные чашки Петри, 6%-й раствор хлорамина, препаро
вальные иглы, пинцеты, скальпели, флаконы со спиртом и 
стерильной дистиллированной водой.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  семена фасоли.
Х о д  р а б о т ы.
Семена фасоли поместить в чашки Петри (по 15 семян в 

чашку), залить раствором хлорамина до полного погруже
ния семян в жидкость и оставить на 20 мин. Промыть се
мена стерильной дистиллированной водой три раза. Сте
рильные семена залить стерильной водой и оставить для 
набухания на 24 ч.

Семена с разрушенной кожурой удалить, а жизнеспособ
ные семена простерилизовать повторно 6%-м раствором 
хлорамина в течение 20 мин. Промыть семена стерильной 
дистиллированной водой три раза. Семена перенести в сте
рильные чашки Петри (по пять семян в чашку).

Стерильным пинцетом придерживать семя, а стериль
ным скальпелем надрезать оболочку. Стерильным скальпе
лем и препаровальной иглой изолировать корешки (2-3 мм) 
и перенести в чашки Петри со стерильной дистиллирован
ной водой (по 15 корешков в чашку).

Корешки стерильной препаровальной иглой поместить 
на поверхность агаризованной среды и слегка вдавить в 
агар для обеспечения хорошего контакта с питательной 
средой (среда: МС + 20 г/л сахарозы +  100 мг/л мезоинози- 
та + 2 мг/л 2,4-Д + 0,2 мг/л кинетина). Культивируют в 
светлой культуральной комнате при 25 °С или в термостате.

Задание. Через три недели рассмотреть в микроскоп и 
зарисовать сформировавшийся каллус.

Лабораторная работа № 1 0  

Субкультивирование каллусов

В цикле выращивания каллусные клетки после ряда де
лений проходят обычный онтогенез: растут растяжением,
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дифференцируются и деградируют. Рост каллуса можно от
разить 8-образной кривой роста. Ростовой цикл начинается 
с посадки экспланта на среду (начало культивирования), а 
завершается в момент прекращения митозов (стационарная 
фаза). В лаг-фазе (латентной фазе) клетки не делятся, не 
увеличиваются в размере, имеют низкую метаболическую 
активность. В экспоненциальной фазе (фазе логарифмиче
ского роста) клетки активно делятся митозом. В ранней экс
поненте увеличивается количество митохондрий (синтезиру
ется АТФ ), рибосом, всех видов РНК, синтезируются белки, 
активизируется метаболизм, интенсивно поглощается кис
лород. Поздняя экспонента характеризуется снижением 
удельной скорости роста, замедлением клеточного деления, 
увеличением среднего размера клеток за счет растяжения. 
В стационарной фазе (фаза плато) размер клеток продолжает 
увеличиваться, а их деление прекращается. В поздней ста
ционарной фазе (фаза деградации) за счет истощения среды 
клетки стареют и отмирают. Продолжительность ростового 
цикла каллусных клеток 21-28 дней. В процессе культиви
рования каллус пассируют (пересаживают на свежую пита
тельную среду) каждые четыре — шесть недель в зависимос
ти от интенсивности роста. Масса транспланта (фрагмента 
ткани, который пассируют на свежую питательную среду) 
составляет 60-100 мг на 20-40 мл питательной среды.

Ц е л ь  р а б о т ы:  исследовать характер роста каллуса 
картофеля.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  ламинар-бокс, 
пробирки с питательной средой для культивирования кал
лусов, препаровальные иглы, пинцеты, флакон с 96%-м 
спиртом, спиртовка.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  каллусная культура кле
ток картофеля.

Х о д  р а б о т ы.
В асептических условиях извлечь каллусы из пробирок и 

поместить на стерильную поверхность. Стерильной препариро- 
вальной иглой выделить зоны меристематической активности 
(белые мелкие клетки). Транспланты величиной 2-3 мм помес
тить на поверхность питательной среды (среда: МС + 30 г/л 
сахарозы + 1 мг/л НУК + 0,8 мг/л БАП). Культивируют в 
светлой культуральной комнате при 25 °С или в термостате.
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Обычно цикл выращивания составляет четыре недели. 
За это время для построения кривой роста каллус взвеши
вают четыре раза, т. е. через каждые семь дней.

Задание. По результатам взвешиваний через одну, две, 
три и четыре недели построить кривую роста каллуса. Кро
ме снятия ростовых показателей, отмечать цвет и консис
тенцию каллусной ткани. Результаты культивирования за
рисовать через две — четыре недели. Рассчитать (в % ) ин
тенсивность роста каллусной ткани по формуле

ИР = (т2 — т 1) : /п1 х 100 %,

где ИР — интенсивность роста; т1 — масса каллусной тка
ни в начале пассажа; т2 — масса каллусной ткани в конце 
пассажа.

Лабораторная работа №  11

Получение и культивирование суспензии картофеля 
на средах с различными гормонами

Суспензионные культуры — это одиночные клетки, мел
кие, средние и крупные агрегаты (группы клеток), выра
щиваемые в жидкой питательной среде при постоянной 
аэрации (доступ кислорода) в асептических условиях. Сус
пензии получают из каллусов. Для инициации суспензион
ной культуры необходимо 2-3 г свежей рыхлой массы кал- 
лусных клеток на 60-100 мл жидкой питательной среды. 
Первичную суспензию культивируют в колбах с жидкой 
питательной средой на круговых качалках со скоростью 
100-120 об/мин. Кривая роста суспензии имеет 8-образную 
форму и включает лаг-фазу, экспоненциальную фазу, ста
ционарную фазу и фазу деградации. Форма ростовых кри
вых отличается продолжительностью фаз. Это зависит от 
генетики популяции, количества инокулюма и состава пи
тательной среды. Скорость нарастания биомассы колеблет
ся от 15 до 70 суток. Суспензии используют для получения 
различных химических веществ: органических кислот, 
ферментов, алкалоидов, красителей, белков, аминокислот. 
Их применяют в фармакологии, парфюмерии, пищевой и 
химической промышленности, сельском хозяйстве. Суспен

415



Приложения

зионные культуры имеют большое значение для генетики и 
особенно молекулярной биологии: из суспензионных кле
ток получают протопласты, необходимые для соматической 
гибридизации, генетической инженерии, а также для изу
чения метаболизма клеток.

Ц е л ь  р а б о т ы:  получить суспензионную культуру 
картофеля и изучить влияние различных гормонов на ее рост.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  ламинар-бокс, 
колбы с питательной средой (МС + 3 мг/л 2,4-Д) для ини
циаций суспензии, круговые качалки, магнитные мешал
ки, стерильные инструменты, флакон с 96%-м спиртом.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  пробирки с рыхлыми кал
лусами картофеля.

Х о д  р а б о т ы.
Приготовить питательные среды: а) МС + 3 мг/л 2,4-Д;

б) МС + 1 мг/л ИУК; в) МС + 3 мг/л 2,4-Д + 0,2 мг/л БАП; 
г) МС без гормонов.

В асептических условиях извлечь каллус из пробирки и 
поместить в колбу с питательной средой из расчета 2-3 г на 
100 мл среды. Колбы с суспензией поместить на круговые 
качалки при 100-120 об/мин и оставить на три-четыре не
дели (для первого пассажа).

Пассирование суспензионной культуры осуществляют 
каждые две недели следующим образом: суспензии дают 
отстояться 1-2 мин и переливают 5-10 мл суспензии в кол
бу со свежей средой (обычно в пропорции 1 : 10, т. е. в кол
бу емкостью 500 мл помещают 5 мл исходной суспензии и 
45 мл свежей среды). Пересадив суспензию, ставят колбы 
на качалку до следующей пересадки.

Задание. Результаты культивирования суспензии зари
совать и сделать выводы о влиянии различных по составу 
сред на образование суспензионной культуры.

Лабораторная работа № 1 2

Определение плотности суспензионной культуры 
и оценка ее ростовой активности

По плотности суспензии можно не только охарактеризо
вать состояние клеточной популяции, но и определить время
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Рис. 3.3. Инициация каллусных клеток на растительном экспланте



Рис. 3.5. Формирование каллуса 
на сегменте растительной 

ткани тиса

Рис. 3.6. Каллусная культура 
чайного растения, имеющая на 
поверхности темноокрашенные 

некротические участки

Рис. 3.8. Различная морфология каллусных культур высших растений:
а — рыхлая каллусная ткань чайного растения; б  — каллусная ткань 

рододендрона средней плотности; в — плотная каллусная ткань чайного 
растения, в структуре которой формируются трахеидальные элементы — г



а

б
Рис. 3.9. Суспензионные культуры льна в условиях т иНго: 

а — крупноагрегированная; 
б  — мелкоагрегированная (одиночные клетки)

Рис. 3.12. Клетка — 
вместилище (эпибласт) 

с фенольными соединениями 
из каллусной культуры 

чайного растения



Рис. 3.13. Морфогенез в условиях т иИго\ 
а — корневой; б  — стеблевой
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субкультивирования (отбора инокулята и пересадки на све
жую питательную среду). В большинстве случаев суспензию 
для субкультивирования отбирают в конце экспоненциаль
ной фазы (через 14-16 дней после начала культивирова
ния). При построении кривой роста показатели снимают че
рез день. Плотность суспензии за две-три недели культиви
рования возрастает в среднем в 20 раз. Клетки суспензий 
удобнее всего подсчитывать в специальных счетных каме
рах Фукса — Розенталя или Горяева. Объем выборки дол
жен составлять не менее 1000 клеток. Подсчет клеток за
трудняется, если в суспензии преобладает фракция агрега
тов. В таких случаях к одному объему культуры добавляют 
два объема 8% -го оксида хрома и нагревают до 70 °С в те
чение 2-15 мин. После охлаждения культуру встряхивают, 
чтобы распались агрегаты. Для разрушения агрегатов в 
суспензию добавляют пектиназу — 0,25 % объема.

Плотность суспензии можно определить и по соотношению 
объема биомассы к общему объему суспензии. Измеряют сред
ний объем клетки и получают число клеток в 1 мл суспензии.

Ц е л ь  р а б о т ы:  научиться определять плотность сус
пензионной культуры для изучения характера ее роста.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  микроскоп, цент
рифуга, стерильная пипетка, предметное стекло, покровное 
стекло, камера для подсчета Фукса — Розенталя или Горя
ева, фильтровальная бумага.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  суспензионная культура.
Х о д  р а б о т ы.
Колбу с суспензией встряхнуть и отобрать пипеткой не

сколько миллилитров. 1 мл суспензии смешать с 2 мл 8% -го 
оксида хрома и поставить на 15 мин в термостат при темпе
ратуре 70 °С. Смесь пропустить три раза через шприц с 
толстой иглой (пипетировать). Камеру Фукса — Розенталя 
или Горяева заполнить суспензией. Для этого притереть по
кровное стекло до появления колец Ньютона. Подсчитать 
количество клеток под микроскопом. Подсчет клеток осу
ществляется в пяти больших квадратах (в четырех — по 
диагонали и в одном — в любом верхнем или нижнем углу 
сетки). Плотность суспензии, т. е. число клеток, рассчитать 
(в мл) по формуле
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X  =  М  X ЛГ X 1000 : 3,2,

где X  — число клеток в мл; М  — среднее число клеток в 
камере; N  — разведение; 3,2 — постоянная величина.

Задание. Показатели снимать через день в процессе все
го культивирования. По ним построить кривую роста сус
пензии, используя суспензионную культуру из предыдущей 
работы.

Лабораторная работа № 1 3

Определение степени агрегированности 
и жизнеспособности суспензии

В зависимости от целей исследования, условия культи
вирования и состав питательной среды подбирают так, что
бы в суспензии преобладала определенная фракция клеток. 
Обычно в суспензии различают четыре основные фракции: 
одиночные клетки, мелкие агрегаты, средние агрегаты, 
крупные агрегаты. Агрегаты не должны содержать более 
10-12 клеток. Степень агрегированности определяют, под
считывая клетки в нескольких полях зрения на временных 
препаратах под малым увеличением микроскопа (не менее 
1000 клеток).

При работе с суспензией необходимо учитывать ее жиз
неспособность. О жизнеспособности клеток можно судить 
по движению цитоплазмы, степени проницаемости клеточ
ной стенки для красителей, активности ферментов.

Прижизненные красители (такие, как метиленовый си
ний) не убивают клетки и не проникают через мембраны 
живых клеток в цитоплазму. Суспензия считается жизне
способной, если более 70 % клеток не окрашиваются в си
ний цвет; агрегат жизнеспособен, если более 50 % его кле
ток не окрасились.

Ц е л ь  р а б о т ы:  определить степень агрегированности 
и жизнеспособности суспензионной культуры.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  микроскоп, 0,1%-й 
раствор метиленового синего, дистиллированная вода, пред
метные и покровные стекла, пипетки, марлевые салфетки, 
фильтровальная бумага.
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Х о д  р а б о т ы .
Приготовить препарат суспензии: встряхнуть суспензию 

в колбе, пипеткой отобрать небольшое количество суспен
зии, поместить каплю суспензии на предметное стекло, до
бавить каплю красителя, накрыть покровным стеклом, из
лишки жидкости убрать фильтровальной бумагой. Помес
тить препарат на столик микроскопа под малое увеличение 
объектива и подсчитать клетки и агрегаты в трех полях 
зрения (просмотреть не менее трех препаратов).

Задание. Результаты записать в виде таблицы. Один 
препарат зарисовать, описать морфологию клеток суспен
зии (форму, величину, окраску). Сделать вывод о степени 
агрегированности (какие фракции преобладают, % ) и жиз
неспособности (количество неокрашенных клеток, % ) сус
пензии.

Лабораторная работа № 1 4

Высев суспензионной культуры на твердую 
агаризованную среду

Культивирование отдельных (одиночных) клеток позво
ляет получать микроколонии и исследовать генетическую и 
физиологическую стабильность или изменчивость этого ма
териала. Одиночные клетки используют в клеточной селек
ции мутантных, гибридных и трансформированных линий. 
В эти клетки можно ввести новые гены, в то же время это 
хорошая модель для изучения ее онтогенеза и физиологии. 
Источником отдельных (одиночных) клеток являются кле
точные суспензии, растущие на жидкой питательной среде. 
Для получения микроколоний каллусной ткани использу
ется метод плейтинга — смешивание суспензии клеток с 
агаризованной питательной средой в равных пропорциях.

Ц е л ь  р а б о т ы:  получить микроколонии каллусной 
ткани из суспензионных клеток.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  стерильные чашки 
Петри; чашки Петри с агаризованной средой; стерильные 
препаровальные иглы, цилиндр, пинцеты; флаконы с 96%-м 
спиртом; спиртовка.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  суспензионная культура.
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Х о д  р а б о т ы.
Клеточную суспензию перелить в стерильный цилиндр 

и оставить на 5 мин. Пипеткой отобрать 5 мл верхней 
фракции суспензии (в верхнем слое суспензии преобладает 
фракция одиночных клеток) и смешать с 5 мл агаризован- 
ной (1,4 % агара) среды для культивирования каллуса. Ра
боту проводить в стерильной посуде: мерном цилиндре, ста
кане. Полученную смесь разлить в стерильные чашки Пет
ри слоем до 1 см. Чашки Петри закрыть крышками и 
герметизировать парафилмом. Рассчитать количество высе
янных клеток. Количество колоний подсчитать через три — 
шесть недель.

Задание. Результаты зарисовать, подсчитать количество 
выросших колоний в каждой чашке Петри.

Определить эффективность высева:

ЭВ — количество образовавшихся колоний : количество 
высеянных клеток X 100%,

где ЭВ — эффективность высева.

Лабораторная работа № 1 5  

Индукция органогенеза в каллусной ткани картофеля

Фитогормоны — это биологические регуляторы роста и 
развития растений, осуществляющие взаимодействие кле
ток, тканей и органов, стимулирующие и ингибирующие 
морфогенетические и физиологические процессы в расти
тельных организмах. Фитогормоны влияют на деление и 
рост клеток растяжением, состояние покоя, созревание, 
старение, формирование пола, устойчивость к стрессу, тро- 
пизмы, транспирацию; обеспечивают функциональную це
лостность растительного организма, закономерную последо
вательность фаз индивидуального развития.

Ауксины в культуре тканей вызывают рост клеток рас
тяжением и деление, в сочетании с цитокининами — орга
ногенез. В биотехнологии применяют как природные 
ауксины (ИУК), так и синтетические — ИМК (индолил-3- 
масляная кислота), 2,4-Д (2,4-дихлорфеноксиуксусная кис
лота), НУК (нафтилуксусная кислота).
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Цитокинины в сочетании с ауксинами индуцируют ми
тозы, пролиферацию клеток, почек и побегов. К природным 
цитокининам относятся: зеатин, кинетин (6-фурфурилами- 
нопурин); к синтетическим — БАП (6-бензиламинопурин).

Следовательно, изменяя соотношение гормонов в пита
тельных средах, можно в какой-то степени изменять и ге
нетические программы клеток и тканей. Эти процессы из
вестны как дифференциация клеток и тканей, дедифферен
циация и редифференциация.

В 1955 г. Скуг и Миллер предложили гипотезу гормо
нальной регуляции в культуре клеток и тканей, которая 
сейчас известна как правило Скуга — Миллера: если кон
центрации ауксинов и цитокининов в питательной среде 
относительно равны или концентрация ауксинов незначи
тельно превосходит концентрацию цитокининов, то образу
ется каллус; если концентрация ауксинов значительно пре
восходит концентрацию цитокининов, то формируются 
корни; если концентрация ауксинов значительно меньше 
концентрации цитокининов, то образуются почки, побеги.

Таким образом, для индукции органогенеза каллусы пе
ресаживают на среду с высоким содержанием цитокининов, 
а для укоренения образовавшихся побегов используют сре
ду с повышенным содержанием ауксинов.

Индукция морфогенеза и регенерация растений — слож
ный многостадийный процесс. У  каллусной культуры кар
тофеля можно выделить несколько стадий: индукцию зеле
ных меристематических зон; появление почек д,е по\ю; фор
мирование микропобегов с последующим их укоренением.

Ц е л ь  работы:  провести индукцию органогенеза в кал
лусной ткани картофеля.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  ламинар-бокс; 
колбы емкостью 50 мл со стерильной питательной средой 
(МС без гормонов); колбы со средами для органогенеза и 
ризогенеза; стерильные препаровальные иглы, пинцеты; 
флаконы с 96%-м спиртом; спиртовка.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  пробирки с каллусами 
картофеля.

Х о д  р а б о т ы.
Стерильным пинцетом переложить каллусы на стериль

ную поверхность, разделить на кусочки 5 X 5  мм и помес
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тить в колбы с питательными средами: а) МС без гормонов;
б) МС + 2 мг/л 6-БАП + 1 мг/л НУК. Колбы перенести в 
культуральную комнату с температурой 25 °С, влажностью 
воздуха 70 % и интенсивностью освещения 3 Клк.

Через одну неделю отметить появление структурирован
ных очагов, через три — пять недель — меристематических 
зон ярко-зеленого цвета. Еще через одну-две недели отме
тить появление апексов.

При дальнейшем культивировании апексы превращают
ся в микропобеги.

На одном экспланте может дифференцироваться до не
скольких десятков побегов. Когда они достигнут высоты 
10 мм, отделить их от каллусной ткани в стерильных усло
виях. Перенести побеги на питательные среды для индук
ции корнеобразования: а) МС без гормонов; б) МС + 2 мг/л 
ИМК + 1 мг/л ГК. Поместить на 20 дней в темноту. Через 
7—14 дней отметить появление корней.

Задание. Записать количество апексов, появившихся на 
каждом каллусе. Результаты эксперимента зарисовать через 
две, четыре, шесть и восемь недель. Сделать выводы о влия
нии различных гормонов на органогенез каллусной ткани.

Лабораторная работа № 1 6

Изолирование и культивирование 
апикальных меристем картофеля

В культуре тканей можно размножать растения и полу
чать оздоровленный (безвирусный) посадочный материал. 
Для оздоровления растений используют культуру апикаль
ных меристем. Активно делящиеся клетки конуса нараста
ния, расположенного на верхушке побега, не содержат ви
русов. Обычно на питательные среды высаживают неболь
шую часть меристемы — 0,5 мм. Чем меньше величина 
меристемы, тем больше вероятность получения безвирус- 
ных растений. Биотехнология позволяет получать безвирус
ный оздоровленный посадочный материал практически 
всех сельскохозяйственных культур.
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Меристематические ткани:
1 — в зародыше семени; 2 — в 

проростке растения; 3 — в кончи
ке корня; а — верхушечная ме

ристема побега; б — верхушечная 
меристема корня; в — прокамбий;

г — интеркалярная меристема 
листа; д — интеркалярная мерис

тема побега; е — камбий; ж — 
верхушечная меристема придаточ
ного корня; з — верхушечная ме
ристема бокового корня; и — вер

хушечная меристема пазушной 
почки; к  — ксилема; л  — пери- 

цикл; м — флоэма

Наиболее полно разработана технология получения без- 
вирусного картофеля. В культуре тканей используют апек
сы верхушечных и боковых почек. Клубни картофеля хра
нят при 4-6 °С, затем проращивают при 20-22 °С.

Ц е л ь  р а б о т ы:  получить апикальные меристемы кар
тофеля и пронаблюдать за развитием из них побега.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  ламинар-бокс; чаш
ки Петри; пробирки со средой; флаконы со стерилизующими 
растворами (0,2% -й диацид или 70%-й спирт); стериль
ная дистиллированная вода; бинокулярный микроскоп; сте
рильные препаровальные иглы, пинцеты, скальпели; спир
товка.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  проростки картофеля.

Та б л ица  3

Модифицированная питательная среда Мурасиге — Скуга (МС) 
для культивирования апикальных меристем картофеля

Компоненты питательной среды

Маточный раствор макросолей 50 мл/л

Маточный раствор микросолей 1 мл/л

Ге-хелат 5 мл/л
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Окончание табл.

Компоненты питательной среды

СаС12 5 мл/л

Тиамин-НС1 1 мг/л

Пиридоксин-НС1 1 мг/л

Витамин В12 0,015 мг/л

Никотиновая кислота 2 мг/л

Фолиевая кислота 0,5 мг/л

Мезоинозит 100 мг/л

Гидролизат казеина 1 г/л

Аденин 40 мг/л

Пантотенат Са 10 мг/л

Рибофлавин 0,5 мг/л

Биотин 1 мг/л

Активированный уголь 10 г/л

ГК 2 мг/л

Кинетин 0,5 мг/л

Сахароза 20 г/л

Глюкоза 20 г/л

Агар-агар 7 г/л

рН 5,7-5,8

Х о д  р а б о т ы.
Поверхность ламинара, штативы, пробирки, микроскоп 

обработать ультрафиолетом и 96% -м спиртом. Руки проте
реть спиртом. Препаровальные иглы, пинцеты, скальпели 
поместить в 96%-й спирт и перед каждой манипуляцией 
обжигать на пламени спиртовки.

Проростки (2 см) отделить от клубней и поместить в 
чашки Петри со стерилизующими растворами: в диацид на 3-
5 мин, в спирт — на 1-2 мин. Проростки промыть три раза 
стерильной дистиллированной водой и перенести в стерильные 
чашки Петри. Тонкой препаровальной иглой у проростков 
удалить все листья, последовательно обнажая верхушечные и
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боковые меристемы с примордиями. Меристему с одним- 
двумя примордиями отделить от проростков, при этом ве
личина экспланта должна быть не более 100-250 мкм. Экс- 
планты перенести в пробирку на поверхность питательной 
среды. Пробирки закрыть пробками, поместить в штатив и 
перенести в культуральную комнату. В культуральной ком
нате поддерживают температуру 25 °С, влажность воздуха — 
70 %, освещенность — 5 Клк и фотопериод — 16 ч.

В среднем от посадки меристемы на среду до формиро
вания проростков с пятью-шестью листочками проходит 
30-45 дней, в некоторых случаях от двух до восьми месяцев. 
Среды по мере истощения обновляют, и проростки периоди
чески пересаживают на новые среды в стерильных условиях.

Задание. Через две, три и четыре недели проводят на
блюдение за развитием из меристемы побега. Результаты 
зарисовать и сделать выводы.

Лабораторная работа №  17

Клональное микроразмножение 
картофеля путем черенкования побегов

Микроклональное размножение пробирочных растений 
осуществляют с помощью черенкования. Такое размножение 
основано на подавлении апикального доминирования и акти
вации пазушных меристем при удалении верхушки побега. Из 
пазушных почек на питательных средах образуются побеги.

Растения, сформировавшие пять-шесть листочков, в сте
рильных условиях извлекают из пробирок и деляг на сег
менты (отрезок стебля с листом и пазушной почкой). Че
ренки высаживают на глубину междоузлия в питательные 
среды либо без гормонов, либо с добавлением ауксинов. Че
ренки культивируют в тех же условиях, что и меристемы. 
Рост стебля и корней начинается на третий-четвертый день 
после посадки на питательную среду, а полностью растения 
формируются через 12-15 дней. Каждое последующее че
ренкование проводят через 24-28 дней. Из одного растения 
можно получить пять — восемь черенков, а через два-три 
месяца — 3-5 тыс. черенков.

Если почки или черенки высадить на питательные сре
ды с высоким содержанием цитокининов, то образуется
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конгломерат почек и побегов. Полученные побеги легко от
деляются друг от друга, их можно либо укоренить, либо ис
пользовать для дальнейшего микрочеренкования.

Ц е л ь  р а б о т ы:  провести микроразмножение картофе
ля путем черенкования побегов.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  ламинар-бокс; 
пробирки с проростками; пробирки с питательной средой 
МС; стерильные препаровальные иглы, скальпели; флакон 
с 96%-м спиртом; спиртовка.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  стерильные проростки кар
тофеля в пробирках.

Т а б л и ц а  4

Модифицированная питательная среда Мурасиге — Скуга (МС) 
для микроразмножения картофеля черенкованием побегов

Компоненты питательной среды

Маточный раствор макросолей 50 мл/л

Маточный раствор микросолей 1 мл/л

Ре-хелат 5 мл/л

СаС12 5 мл/л

Тиамин-СШ 1 мг/л

Пиридоксин-НС1 1 мг/л

Никотиновая кислота 2 мг/л

Аденин 40 мг/л

Кинетин 0,5 мг/л

Гибберелловая кислота 2 мг/л

Пантотенат Са 10 мг/л

Активированный уголь 10 мг/л

Сахароза 30 г/л

Агар-агар 7 г/л

рН 5,8

Х о д  работы.
Подготовить ламинар-бокс и инструменты к работе. 

В ламинаре извлечь стерильные проростки картофеля из
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пробирок. Побеги разрезать на сегменты (отрезок стебля с 
листом и пазушной почкой). Часть стебля над листом 
должна быть в два-три раза меньше, чем часть ниже листа. 
Микрочеренки помещают в питательную среду на глубину 
междоузлия. Пробирку закрыть пробкой, поместить в шта
тив и перенести в культуральную комнату. Необходимо со
блюдать стерильность.

Задание. Пробирку с черенком зарисовать. Через одну, 
две и три недели провести наблюдение за развитием побега 
и зарисовывать этапы развития растения из черенка.

Лабораторная работа №° 18 

Получение микроклубней картофеля т  юИго

В практике биотехнологии на искусственных питатель
ных средах с определенным набором биологически актив
ных веществ можно укоренить побеги, а также индуциро
вать образование микроклубней. Для этого обычно исполь
зуют среды с высоким содержанием минеральных солей 
(МС), углеводов (сахарозы — до 8 % от объема среды), ци- 
токининов, абсцизовой кислоты, хлорхолинхлорида.

В течение первых 10-12 суток после черенкования рас
тения выращивают на обычном фотопериоде (16-17-часо- 
вом) с интенсивностью освещения 3-5 Клк, при температу
ре 25 °С днем и 19-20 °С ночью. Последующее культивиро
вание проводят на 12-часовом фотопериоде при тех же 
степени освещенности и температуре.

В некоторых случаях после выращивания в условиях 
длинного дня пробирки переносят в холодильник с темпе
ратурой 10 °С. Образование микроклубней происходит че
рез месяц-полтора.

Микроклубни хранят в холодильнике при температуре 
+5 °С и влажности воздуха до 95 %. Их закладывают в сте
рильные пробирки без среды по 10 микроклубней в каж
дую и закрывают пробками (срок хранения — до шести ме
сяцев). Таким образом создаются условия, соответствующие 
периоду покоя картофеля, что способствует лучшей всхо
жести и жизнеспособности растений.

Весь период — от микрочеренкования до получения 
микроклубней — составляет 60-65 дней.
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Ц е л ь  р а б о т ы :  изучить процесс клубнеобразования у 
проростков картофеля.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  ламинар-бокс, сте
рильные чашки Петри, пробирки с питательной средой для 
получения микроклубней, препаровальные иглы, пинцеты, 
скальпели, флаконы с 96% -м спиртом для стерилизации 
инструментов, спиртовка, вата.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  стерильные проростки кар
тофеля с пятью-шестью сформированными листьями в про
бирках.

Та б л ица  5

Модифицированная питательная среда Мурасиге — Скуга (МС) 
для клубнеобразования у картофеля

Компоненты питательной среды

Маточный раствор макросолей 50 мл/л

Маточный раствор микросолей 1 мл/л

Ге-хелат 5 мл/л

СаС12 5 мл/л

Тиамин-НС1 1 мг/л

Пиридоксин-НС1 0,5 мг/л

Никотиновая кислота 0,5 мг/л

Аскорбиновая кислота 1 мг/л

Кинетин 0,5 мг/л

Сахароза 50 г/л

Агар-агар 7 г/л

рН 5,8-6,0

Х о д  р а б о т ы .
В стерильных условиях стерильными инструментами 

извлечь проростки с хорошо сформированными корнями из 
пробирок и перенести на питательные среды для индукции 
клубнеобразования. Пробирки с пересаженными в них расте
ниями закрыть и перенести в культуральную комнату. В хо
де опыта соблюдать световой и температурный режим.
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Задание. Провести наблюдение процесса клубнеобразо- 
вания через четыре, шесть и восемь недель после начала 
культивирования. Результаты зарисовать, сделать выводы 
на основании теории гормональной регуляции. Заложить 
микроклубни на хранение.

Лабораторная работа № 1 9

Получение безвирусного посадочного материала 
методом термотерапии в сочетании 

с культивированием апикальных меристем

В случае заражения посадочного материала вирусами 
применяют термотерапию (использование сухого горячего 
воздуха). В случаях заражения растений мозаичными, ве
ретеновидными, нитевидными, палочковидными вирусами 
термическая обработка малоэффективна. В связи с этим до
полнительно используют метод апикальных меристем. Для 
этого после термообработки апикальную меристему расте
ний картофеля срезают и помещают в пробирки на пита
тельные среды. Термообработку обычно проводят осенью и 
зимой. Весной из растений вычленяют пазушные почки — 
от 0,3 до 1 мм и высаживают на питательные среды (МС 
без гормонов, рН 5,7).

Ц е л ь  р а б о т ы :  изучить влияние высокой температу
ры на развитие апикальных меристем картофеля.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  ламинар-бокс; кю
веты с песком; пробирки с питательными средами; флако
ны с водой; бинокулярный микроскоп; стерильные препа
ровальные иглы, скальпели; флаконы с хлорамином; фла
коны с 96%-м спиртом; спиртовка.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  клубни картофеля.
Х о д  ра б о т ы.
Здоровые клубни картофеля тщательно промыть проточ

ной водой. Клубни обработать дезинфицирующим раствором 
(спирт, хлорамин), промыть стерильной дистиллированной 
водой. Вырезать глазки с частью паренхимы (1,5 X 1,5 см) 
и поместить в кюветы для проращивания и термотерапии.

Глазки разместить в кюветах со стерильным песком и 
проращивать одну-две недели при температуре 28-30 °С,
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четыре недели — при температуре 37-38 °С и влажности 
воздуха 70-80 %. Дважды в день песок увлажнять, через 
7-10 дней провести подкормку раствором Кнопа и микро
элементов по прописи среды МС: 5 мл маточного раствора 
на 1 л  раствора Кнопа.

Проростки, прошедшие термотерапию, поместить в 6%-й 
раствор хлорамина на 5 мин, промыть стерильной дистил
лированной водой. В ламинар-боксе под микроскопом вы
членить апикальные меристемы и поместить их в пробирки 
с питательными средами. Весь растительный материал пе
ренести в культуральную комнату с нормальными условиями.

Клубни жаровыносливых сортов можно сразу выращи
вать при температуре 37-38 °С и влажности воздуха 70 %. 
Режим тепловой обработки для каждого сорта подбирают 
экспериментально.

Задание. Результаты зарисовать через две, четыре, 
шесть и восемь недель, сделать выводы о влиянии высокой 
температуры на зараженный посадочный материал.

Лабораторная работа №  20 

Выделение изолированных протопластов

Изолированный протопласт представляет собой содер
жимое растительной клетки, окруженное плазмалеммой. 
Целлюлозная стенка у него отсутствует.

Изолированные протопласты одни из наиболее ценных 
объектов в биотехнологии. При их слиянии происходит об
разование гибридных клеток. В изолированные протоплас
ты достаточно легко вводить генетическую информацию из 
органелл и клеток других растений, прокариотических ор
ганизмов и из клеток животных, что имеет важное значе
ние как в теоретическом, так и практическом отношении.

Ц е л ь  р а б о т ы :  получить изолированные протопласты 
механическим методом.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  1 М раствор саха
розы, дистиллированная вода, пробирки, штативы для про
бирок, пипетки на 10 мл, стерильные препаровальные иг
лы, лезвия, стеклянные палочки, предметные и покровные 
стекла, фильтровальная бумага.
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О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  кусочки растительных тка
ней (окрашенная эпидерма чешуи лука, листьев бегонии 
или традесканции).

Х о д  р а б о т ы .
Приготовить в пробирках растворы сахарозы в концент

рациях 0,3; 0,35; 0,4; 0,45; 0,5; 0,55; 0,6; 0,7 М. Опустить 
в пробирки с растворами кусочки растительных тканей (ок
рашенная эпидерма чешуи лука, листьев бегонии или тра
десканции), что приводит к плазмолизу, позволяющему ви
деть протопласт в целой клетке. Через 10-15 мин извлечь 
растительную ткань из пробирок и положить на предмет
ные стекла в каплю соответствующего раствора. Придержи
вая стеклянной палочкой, разрезать ее на тонкие полоски, 
оставляя неразрезанным общий конец. Осторожно провести 
препаровальной иглой по ткани, выдавливая в раствор содер
жимое разрушенных клеток. Убрать ткань, каплю раствора 
накрыть покровным стеклом, рассмотреть препарат в мик
роскоп с целью обнаружения изолированных протопластов.

Задание. Отметить раствор, в котором обнаружены изо
лированные протопласты, и зарисовать их. Сделать выводы.

П ри м еча н и е. Механический метод извлечения изоли
рованных протопластов дает очень небольшой выход целых 
протопластов. Он требует большой аккуратности и высокой 
точности исполнения. Растворы сахарозы разной концент
рации позволяют выбрать один раствор, водный потенциал 
которого будет близок к водному потенциалу клеток расти
тельной ткани. В этом растворе с наибольшей вероятностью 
будут сохраняться целые протопласты.

Лабораторная работа №  21

Изучение защитного действия криопротекторов
на устойчивость растительных клеток к действию 

низких температур

При воздействии отрицательных температур в межклет
никах растительных тканей образуются кристаллы льда, 
что приводит к повреждению клеточных мембран и обезво
живанию цитоплазмы. При определенной степени обезво
живания, индивидуальной для каждой растительной клет
ки, цитоплазма коагулирует.
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Кристаллы льда могут образовываться и непосредствен
но в клетках. Они оказывают механическое действие на 
мембраны цитоплазмы, нарушают проницаемость плазма- 
леммы, а при длительной экспозиции на морозе вызывают 
гибель клеток. Скорость отмирания зависит от температу
ры, времени экспозиции, от водоудерживающей способнос
ти самой клетки. Увеличение количества криопротекторов 
в зимующих органах растений повышает водоудерживаю
щую способность тканей и тем самым приводит к повыше
нию их морозоустойчивости.

Ц е л ь  р а б о т ы:  изучить влияние различных криопро
текторов на устойчивость клеток к низким температурам.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  1 М раствор саха
розы; 1 М раствор глицерина; 8%-й раствор МаС1; дистил
лированная вода; пробирки, штативы для пробирок; микро
скопы; термометры; стерильные препаровальные иглы, 
скальпели; пипетки; стеклянные палочки; предметные и 
покровные стекла; пробочные сверла; карандаши по стек
лу; лед или снег; фильтровальная бумага.

Охладительную смесь готовят, смешивая три части сне
га или льда с одной частью поваренной соли. Температура 
охладительной смеси — около -20 °С.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  корнеплоды свеклы.
Х о д  р а б о т ы.
Из корнеплода свеклы вырезают несколько пластинок 

толщиной 5 мм. С помощью пробочного сверла диаметром 
5-6 мм делают высечки из этих пластинок. Высечки тща
тельно ополаскивают водой до полного удаления остатков 
клеточного сока. Затем по три-четыре высечки помещают в 
пробирки.

Пробирки подписывают согласно схеме опыта.
В пробирку № 1 наливают 5 мл дистиллированной воды 

(контроль);
в пробирку № 2 — 2,5 мл 1 М раствора сахарозы и 2,5 мл 

воды;
в пробирку № 3 — 5 мл 1 М раствора сахарозы;
в пробирку № 4 — 2,5 мл 1 М раствора глицерина и 

2,5 мл воды;
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Рис. 3.15. Стадии соматического эмбриогенеза: 
а — глобулярная; б — сердечко; 

в — торпедовидная; г  — соматический зародыш



Рис. 3.18. Размножение растений т  VI Iго  
методом активации развития существующих меристем: 

а — фуксии; б  — роза; в — картофель
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Рис. 3.19. Размножение растений т 1>Иго 
методом индукции образования адвентивных почек 

непосредственно на первичном экспланте: 
а — сенполии; б — гиацинты; в  — фритилярии; г  — лилии



Земляника после длительного 
криохранения меристем

Растения розы получены после 
криохранения меристем

Рис. 5.1. Криосохранение (-196 °С) и полное восстановление роста 
ценных сортов декоративных и сельскохозяйственных растений 

(по данным А.С. Попова, 2004)
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в пробирку № 5 — 5 мл 1 М раствора глицерина; 
в пробирку № 6 — 2,5 мл 1 М раствора сахарозы и 2,5 мл 

1 М раствора глицерина.
Пробирки с растительным материалом на 15-20 мин по

мещают в свежеприготовленную охладительную смесь. За
тем их вынимают и размораживают в стакане воды комнат
ной температуры. После оттаивания визуально сравнивают 
интенсивность окраски высечек, цвет жидкостей в пробир
ках, отмечают различия и объясняют их.

Для проверки жизнеспособности клеток из анализируе
мых высечек готовят тонкие срезы и рассматривают их под 
микроскопом при малом увеличении в капле того же рас
твора, в котором они находились. Подсчитывают в одном 
поле зрения общее число клеток и число обесцвеченных 
клеток, из которых вышел бетацианин.

Для проверки жизнеспособности клеток также можно 
провести плазмолиз. Для этого тонкие срезы клеток из ана
лизируемых высечек помещают на 10 мин в 8%-й раствор 
ЫаС1. Затем препараты просматривают под микроскопом и 
подсчитывают процент плазмолизированных клеток в поле 
зрения (не менее пяти полей зрения).

Задание. Результаты опыта занести в таблицу и сделать 
выводы о защитном действии криопротекторов на цито
плазму растительных клеток.

Лабораторная работа №  22

Влияние криопротекторов на белки цитоплазмы 
растительных клеток, подвергнутых воздействию 

отрицательных температур

При воздействии на растение экстремальных температур 
может происходить коагуляция белка. Выпадение хлопье
видного осадка белка из вытяжки растительной ткани — 
показатель ее повреждения. Криопротекторы стабилизиру
ют нативную структуру белка, тем самым защищая ее от 
губительного воздействия низких температур.

Ц е л ь  р а б о т ы:  изучить влияние криопротекторов на 
степень денатурации белков цитоплазмы растительных кле
ток.
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О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  1 М раствор саха
розы, 1 М раствор глицерина, дистиллированная вода, про
бирки, штативы для пробирок, микроскопы, термометры, 
препаровальные иглы, скальпели, пипетки, стеклянные па
лочки, предметные и покровные стекла, пробочные сверла, 
карандаши по стеклу, лед или снег, фильтровальная бумага.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  клубни картофеля, листья 
капусты.

Х о д  р а б о т ы .
Картофель очищают и натирают на терке. Растертую 

массу переносят на двойной слой марли и отжимают через 
нее сок в стакан. Дают отстояться крахмалу, а надосадоч- 
ную жидкость сливают и используют для опыта. Листья 
капусты мелко шинкуют, отжимают из них сок, который 
фильтруют через марлю.

Пробирки подписывают согласно схеме опыта.
В пробирку № 1 наливают 2,5 мл клеточного сока кар

тофеля и 2,5 мл дистиллированной воды (контроль);
в пробирку № 2 — 2,5 мл клеточного сока и 2,5 мл 1 М 

раствора сахарозы;
в пробирку № 3 — 2,5 мл клеточного сока и 2,5 мл 

0,5 М раствора сахарозы;
в пробирку № 4 — 2,5 мл клеточного сока и 2,5 мл 1 М 

раствора глицерина;
в пробирку № 5 — 2,5 мл клеточного сока и 2,5 мл 

0,5 М раствора глицерина.
Аналогичным образом проводят разведение клеточного 

сока капусты.
Перемешивают содержимое в пробирках и ставят их на 

15-20 мин в охладительную смесь. Охладительную смесь 
готовят, как в предыдущей работе (три части снега или 
льда и одна часть поваренной соли). Температура охлади
тельной смеси — около -20 °С. Затем пробирки вынимают 
из охладительной смеси и, не встряхивая, размораживают 
в стакане воды комнатной температуры. Наблюдают обра
зование хлопьев коагулировавшего белка.

Задание. Результаты опытов занести в таблицу и зарисо
вать пробирки. Сделать выводы о защитном действии крио
протекторов на белки и о морозоустойчивости различных 
растительных клеток.
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Лабораторная работа №  23

Обнаружение амилазы в прорастающих семенах

Ферменты могут действовать не только в той клетке, ко
торая их вырабатывает, но и вне ее, в том числе при выде
лении во внешнюю среду. Чтобы наблюдать быстрое выде
ление ферментов из клеток семян злаков, необходимо раз
резать зерновки, так как семенная кожура и околоплодник 
препятствуют диффузии веществ.

Под действием фермента амилазы происходит гидролиз 
крахмала. В растениях встречаются две амилазы: а-амила- 
за, вызывающая распад крахмала на крупные молекулы 
(декстрины), и (3-амилаза, которая отщепляет от крахмала 
концевые остатки мальтозы. В сухих семенах пшеницы, 
ржи, ячменя содержится только (3-амилаза, причем почти 
вся она связана с белками. При прорастании (3-амилаза пе
реходит из связанного состояния в свободное, и, кроме то
го, происходит синтез а-амилазы.

Ц е л ь  р а б о т ы :  изучить изменение активности амилаз 
в ходе прорастания семян.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  чашки Петри с 
крахмальным агаром, стакан с водой, раствор Люголя (1 г 
йодида калия, 1 г кристаллического йода в 100 мл дистил
лированной воды), скальпель, пинцет.

О б ъ е к т  и с с л е д о в а н и я :  проросшие и непроросшие 
семена пшеницы.

Х о д  р а б о т ы .
Приготовить крахмальный агар. Для этого: взвесить 2 г 

агара, поместить в колбу, прилить 100 мл воды и осторож
но кипятить до полного растворения агара; 2 г крахмала 
размешать стеклянной палочкой с 10 мл холодной воды, 
вылить в кипящий раствор агара и вновь довести до кипе
ния. Горячую смесь разлить в чашки Петри и дать застыть.

Разрезать несколько непроросших зерен пшеницы попо
лам, слегка смочить водой и разложить пинцетом на одной 
половине чашки Петри с крахмальным агаром поверхно
стью среза вниз, не вдавливая семена в агар. На другую по
ловинку чашки Петри поместить несколько проросших семян 
того же растения, также разрезанных пополам и смочен
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ных водой (желательно оставить на некоторых проросших 
семенах корешки), и приложить их к поверхности крах
мального агара. Закрыть чашки Петри, чтобы не было под
сыхания семян. Через час осторожно снять семена и облить 
всю поверхность крахмального агара слабым раствором Лю- 
голя. Отметить, что в тех местах, где были размещены про
росшие семена, агар не прокрасился, т. е. остался бесцвет
ным.

Задание. Результаты опыта зарисовать. Сделать вывод
об изменении активности амилаз при прорастании различ
ных семян.

Лабораторная работа №  24 

Кислотный гидролиз крахмала

Крахмал представляет собой полисахарид. Его молекула 
состоит из большого количества остатков глюкоз, соединен
ных попарно в мальтозы. Крахмал нерастворим в холодной 
воде, а в горячей образует коллоидный раствор — крах
мальный клейстер. При кипячении крахмального клейсте
ра с минеральной кислотой крахмал гидролизуется до глю
козы через ряд промежуточных продуктов с постепенно 
уменьшающейся молекулярной массой, называемых декст
ринами. Проследить за процессом гидролиза крахмала 
можно с помощью реакции с раствором йода, который ок
рашивает крахмал в синий цвет, амилодекстран — в фи
олетовый, эритродекстран — в оранжевый, а с мальтодек- 
стрином и мальтозой окрашивания уже не дает (остается 
желтым).

Ц е л ь  р а б о т ы :  провести кислотный гидролиз крахма
ла и определить составляющие его компоненты.

О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы :  крахмал, 20%-й 
НС1, раствор Люголя, Ма2С03, Феллингова жидкость, элек
троплитка, колбы, мерный цилиндр, стакан химический, 
штатив с пробирками, пипетки.

Х о д  р а б о т ы.
Приготовить 0,1% -й крахмальный клейстер. Для этого 

отвесить 100 мг крахмала, высыпать крахмал в стаканчик, 
добавить 10 мл воды и тщательно размешать стеклянной
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палочкой. Налить в колбу 90 мл воды, нагреть до кипения, 
вылить в нее содержимое стаканчика, взболтать, дать рас
твору еще раз закипеть и снять с огня.

Поставить в штатив шесть-семь пробирок. Отлить в пер
вую пробирку 3 мл крахмального клейстера. Добавить в 
колбу с крахмальным клейстером 5 мл 20%-го НС1 и нагре
вать на электроплитке. При появлении первых пузырьков 
(начало кипения) отлить из колбы 3 мл во вторую пробир
ку. Продолжать кипятить содержимое колбы, отливая из 
нее через каждые 5 мин по 3 мл в следующие пробирки. 
Дать пробам в пробирках остыть, разбавить и х  ВОДОЙ и до
бавить по пять капель раствора Люголя. Если окрашивание 
проб йодом отсутствует, гидролиз можно считать окончен
ным. Проделать с раствором, оставшимся в колбе, реакцию 
на редуцирующие сахара: налить 2-3 мл жидкости в чис
тую пробирку, нейтрализовать кислоту содой, прилить рав
ный объем Феллинговой жидкости и довести до кипения.

Задание. Результаты опыта записать в таблицу и зари
совать. Сделать вывод о причинах изменения окраски рас
творов, указать время, в течение которого произошел пол
ный гидролиз крахмала.



ИСТОРИЧЕСКИЕ ВЕХИ РАЗВИТИЯ  
БИОТЕХНОЛОГИИ*

8000 лет до н. э.
Жители Средней Азии одомашнивают дикие растения и 

животных для производства продуктов питания.

5000 лет до н. э.
В Китае и Египте семена тех растений, которые дают 

более высокие урожаи, отбирают и высаживают на буду
щий год для сбора еще более высоких урожаев.

4000 лет до н. э.
Зарождение искусства виноделия и начало применения 

биотехнологии для закваски теста и брожения пива в Древ
нем Египте.

3000 лет до н. э.
Народы Южной Америки выбирают картофель в качест

ве основной сельскохозяйственной культуры.

2000 лет до н. э.
Самаритяне овладевают процессом брожения и исполь

зуют его в сыро- и пивоварении.

1000 лет до н. э.
В Вавилоне проводят под контролем опыление пальм, 

выборочно опыляя женские деревья пыльцой некоторых 
мужских особей.

500 лет до н. э.
Открыт первый антибиотик — масса из заплесневевших 

соевых бобов для лечения нарывов (Древний Китай).

* По материалам сайта интернет-журнала «Коммерческая биотехноло
гия» (№№№.сЫо.ГЦ).
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420 лет до н. э.
Древнегреческий философ Сократ (470-399 до н. э.) 

размышляет на тему, почему дети не всегда походят на сво
их родителей.

400 лет до н. э.
Древнегреческий врач Гиппократ (460-377 до н. э.) при

шел к выводу, что «вклад» мужчины в наследственность 
ребенка находится в семенной жидкости. По аналогии, он 
предположил, что имеется подобная жидкость и в женщи
нах, так как дети получают черты от каждого из родителей 
в приблизительно равной пропорции.

320 лет до н. э.
Древнегреческий философ Аристотель (384-322 до н. э.), 

полемизируя с Гиппократом, утверждал, что все наследст
венные признаки приобретаются только от отца. Мужское 
семя определяет форму младенца, в то время как мать 
просто обеспечивает материал, из которого сделан младенец.

300 лет до н. э.
Древние греки развивают методы прививки и культиви

рования растений.

100-300 гг. н. э.
Индийские философы первыми начали полемику о ха

рактере природы воспроизводства и наследственности. Они 
утверждали, что дети наследуют характеристики обоих ро
дителей. Кроме того, они полагали, что некоторые болезни 
могут передаваться по наследству.

Начало практики применения инсектицидов — исполь
зование пыльцы хризантем в Китае.

1100-1700 гг.
Преобладание концепции «самопроизвольного зарожде

ния жизни» (зроп{;апеои5 &епега1,юп) — догмы, объясняю
щей, что организмы являются результатом процесса, не 
имеющего отношения к живому началу. Личинки, напри
мер, как предполагалось, появлялись из конского волоса.

1322 г.
Арабский вождь впервые использует искусственное осе

менение для получения особенно выдающихся скакунов.
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1500-1600 гг.
Процесс ферментации становится общеприменимым и 

позволяет получать как квашеные овощи, так и йогурт.

1630 г.
Английский врач В. Гарвей (Наг^еу, \УПИат, 1578- 

1657) высказал предположение, что млекопитающие, по
добно курам, также развиваются из яйца. Однако понадо
билось более двух сотен лет, прежде чем смогли обнару
жить «яйцо» млекопитающего.

Голландский естествоиспытатель И.Б. ван Гелъмонт 
(уап Не1топ1, ^Ьапп ВарИ^а, 1579-1644) показал, что 
растения сами образуют органические вещества, а не полу
чают их из почвы.

1665 г.
Изобретатель Р. Гук (Нооке, КоЬег1, 1635-1703) с по

мощью сконструированного им микроскопа с увеличением 
в 30 раз обнаружил растительные «клетки на срезе пробки».

1668 г.
Итальянец Ф. Реди (КесН, Ггапсезсо, 1626-1697) исполь

зовал эксперимент для сравнения двух конкурирующих 
идей, объясняющий причину появления личинок на гнию
щем мясе. Он отметил, что на мясе, изолированном от воз
духа, не наблюдалось появления личинок, в отличие от не
изолированного. Это было расценено как первое опроверже
ние теории «самопроизвольного зарождения жизни» и 
явилось первым фактом использования управляемого экс
перимента.

1660-1675 гг.
Итальянскому биологу М . Мальпиги (Ма]р1§Ы, Магсе11о, 

1628-1694) с помощью микроскопа удалось обнаружить ка
пилляры, детализировать анатомию тутового шелкопряда, 
описать развитие цыпленка в яйце и издать работу, посвя
щенную анатомии растений.

1673 г.
Голландец А. ван Левенгук (уап ЬеешуепЬоек, АпШопу, 

1632-1723), пользуясь линзами, дающими увеличение в 
270 раз, сделал ряд открытий в микробиологии. Он был
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первым ученым, который описал бактерии, открыл мир 
простейших, предполагая, что такие микроорганизмы мо
гут являться причиной брожения, впервые увидел клетки 
животных — эритроциты.

1701 г.
Ныне забытый родоначальник садоводства Т. Фейрчайлд 

(ГаггсЫЫ, ТЬогпаз) создает первое в Европе растение-гибрид.

1724 г.
Обнаружен факт перекрестного опыления у зерновых 

растений.

1748 г.
Английский натуралист Дж.Т. Нидхем  (ЫеейЬат, 

ТигЬеуШ, 1713-1781) проводит опыты по термической об
работке различных физиологических растворов, в которых 
присутствовали микроорганизмы. Исходя из этого, он при
шел к заключению о «наличии вегетативной силы в каж
дом микроскопическом корпускуле», что говорило в под
держку теории «самопроизвольного зарождения жизни».

1761 г.
Немецкий ботаник Дж. Келърейтер (Кое1геи1ег, ^ГозерЬ 

ОоШ1еЪ, 1733-1806) сообщает об успешном скрещивании 
некоторых видов хлебных злаков. Кельрейтер окончатель
но доказал наличие пола у растений, а своими работами по 
гибридизации показал участие в оплодотворении и разви
тии как яйцеклеток, так и пыльцы растений.

1798 г.
Английский врач Э. Дженнер ^еппег, Ес1\уагс1, 1749- 

1823) вводит ребенку вирусную вакцину с целью профилак
тики оспы, а также публикует книгу, в которой анализиру
ет различия между вакцинацией и инокуляцией.

1799 г.
Итальянский естествоиспытатель Л. Спалланцани (8ра1- 

1апгаш, Ьагаго, 1729-1799) описывает эксперименты, про
веденные с использованием «герметично запечатанных» со
судов, нагреваемых в кипящей воде, с целью проверить 
возможность использования высокой температуры для унич
тожения микробов в «экстракте» (физиологическом растворе).
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1809 г.
Французский кондитер Н. Апперт (АррегЪ, №со1аз, 1749- 

1841) изобрел способ остановки развития (размножения) 
микроорганизмов в пищевых и прочих продуктах — кон
сервирование, за что получил вознаграждение от Наполе
она в размере 12 тыс. франков.

1815 г.
Русский химик К.Г.С. Кирхгоф (1764-1833) получил из 

пшеницы экстракт, способный превращать крахмал в сахар.

1831 г.
Английский ботаник Р. Браун (Вго\т, КоЪегЬ, 1773-1858) 

впервые описывает ядро растительной клетки — обязатель
ный компонент почти всех клеток.

1838 г.
Немецкие ботаник М . Шлейден (8сЬ1ек1еп, МаЪЫаз, 1804- 

1881) и зоолог Т. Ш ванн (ЗсЬлуапп, ТЬеосЬг, 1810-1882) 
первыми констатировали, что все организмы состоят из 
клеток и что растения и животные представляют собой 
скопления клеток, расположенных в определенном поряд
ке. Их считают авторами «клеточной теории».

1839 г.
Чешский физиолог Я. Пуркине (Ригкупе, ^ п ,  1787-1869) 

вводит для обозначения живого содержимого клетки тер
мин «протоплазма».

1850 г.
Венгерский естествоиспытатель И.Ф. Земмельвейз (8ет- 

теЬгегв, 1§паг РЫПрр, 1818-1865) использовал эпидеми
ологические наблюдения, чтобы выдвинуть гипотезу, что 
лихорадка может передаваться при непосредственном кон
такте.

1852 г.
В Париже проходит международная выставка кукурузы 

( «С о т  81кт»), где было представлено существующее мно
гообразие сортов зерна из разных стран мира.

1856 г.
Французский ученый Л. Пастер (РавЪеиг, Ьошз, 1822- 

1895) утверждает, что за процесс брожения ответственны 
микробы.
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1858 г.
Немецкий биолог Рудольф Вирхов (УйгсЬош, КисЫ? 

ЬшЬуц* Каг1, 1821-1902) постулирует: «Каждая клетка по
является от клетки».

1859 г.
Английский естествоиспытатель Ч. Дарвин (Баттут, СЬаг- 

1ев, 1809-1882) публикует свой фундаментальный труд 
«Происхождение видов путем естественного отбора».

1861 г.
Л. Пастер открыл микроорганизмы, вызывающие мас

лянокислое брожение: анаэробные бактерии, живущие и 
развивающиеся без кислорода. Он предложил способ сохра
нения пищевых продуктов с помощью тепловой обработки 
(впоследствии названный пастеризацией).

1863 г.
Немецкий ботаник Г. Бари (с1е Вагу, НетпсЬ Ап1оп, 1831- 

1888) доказал, что причиной заболеваний картофеля явля
ется грибок.

1864 г.
Л. Пастер выдвинул теорию, что причиной гниения ор

ганизмов является наличие маленьких организованных 
«корпускул», или микробов, в воздухе.

1865 г.
Австрийский монах Г. Мендель (Мепс1е1, Оге^ог, 1822- 

1884) в результате изучения огородного гороха открывает 
законы наследственности. Он представил эти законы на
следственности к рассмотрению Общества Естествознания в 
Австрии. Мендель предположил, что единицы наследствен
ности, которые позже стали известны как гены, представ
лены у каждой живой особи парами; при образовании га
мет (половых клеток) составляющие единицы каждой пары 
расходятся и переходят в разные гаметы. Работа Менделя 
осталась незамеченной и находилась в тени более сенсаци
онной публикации Дарвина до 1900 г.

Английский хирург Дж. Листер (ЫзЪег, ^зерЬ , 1827- 
1912) открыл возбудителя молочнокислотного брожения, а 
также начал использовать дезинфицирующие растворы для 
обработки ран в операционной хирургии, основываясь на 
теории Пастера.
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1866 г.
Биолог-эволюционист Э. Геккель (Наеске1, Егпб!, 1834- 

1919) сформулировал свой «биогенетический закон»; со
гласно этому закону, зародыши в процессе развития повто
ряют эволюционный путь, пройденный их предками.

Русский ботаник и почвовед М.С. Воронин (1838-1903) 
обнаружил в клубеньках на корнях бобовых растений мель
чайшие тельца и впервые связал образование клубеньков с 
деятельностью бактерий.

1868 г.
Французский паразитолог К. Давэн ф ауате , Са81ппг 

^ГоверЬ, 1812-1882) впервые использовал тепловую обработ
ку для избавления растений от бактериальной инфекции.

Швейцарский врач Ф. Мишер (МгезсЬег, ГгейпсЬ, 1844- 
1895), исследуя гной, выделил из ядер клеток гноя новый 
тип химических соединений, который он в совокупности 
назвал «нуклеином» (позднее эти соединения получили на
звание нуклеиновых кислот).

1870 г.
Немецкий цитолог В. Флемминг (Иетппп&, \^аНег, 1843- 

1905) обнаружил эффект митоза — непрямого деления ядра 
клетки.

Начало работ по скрещиванию хлопка, что привело в 
ближайшие 20 лет к созданию сотни новых видов превос
ходного качества.

1871 г.
Один из первых биохимиков Э. Хоуп-Сейлер (Норре- 

8еу1ег, ЕгпзЪ, 1825-1895) обнаружил инвертазу — фермент, 
который расщепляет сахарозу на глюкозу и фруктозу.

Американский селекционер Л. Бербанк (ВигЬапк, Ьи1Ьег, 
1849-1926) вывел сорт красновато-коричневого картофеля 
и продолжил работы по гибридизации ряда плодовых и 
ягодных культур.

1875 г.
Ч. Дарвин выдвинул теорию существования «геммул» 

(гипотетическая наследственная частица) как части меха
низма наследования.
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1878 г.
Дж. Листер описал технику изоляции чистых культур 

бактерий — важный шаг в понимании инфекционных забо
леваний.

1879 г.
Немецкий физиолог А. Коссель (Коззе1, А1ЬгесЫ;, 1853- 

1927) начал изучение нуклеина, что привело к открытию 
нуклеиновых кислот.

В штате Мичиган профессор ботаники В. Бил (Веа1, 
‘УУИИат ^ т е з ,  1833-1924) провел первое контролируемое 
скрещивание кукурузы с целью увеличения урожайности 
и получил первый гибрид.

1880 г.
Изучая заболевания домашней птицы (холера), Л. Пас

тер публикует свою работу об ослабленных формах инфи
цирования организма, не приводящих к болезни, но защи
щающих против серьезных форм той же болезни в будущем.

Й.Дж . Ханстейн ( у о п  Напз^ет, ^каппез, 1822-1880) 
вводит термин «изолированные протопласты» — содержи
мое растительной клетки, окруженное плазмалеммой.

1881 г.
Немецкий микробиолог Р. Кох (КосЬ, КоЪегЪ, 1843-1910) 

описал бактериальные колонии, вырастающие на тонких 
срезах картофеля, на среде желатина и на среде агара. Пи
тательный агар становится обычным инструментом для по
лучения чистых культур и для идентификации генетиче
ских мутантов. Это событие значительно повлияло на уско
рение развития микробиологии.

Л. Пастер получил первые вакцины против бактери
ального патогенеза холеры домашней птицы, что явилось 
началом создания иммунологии и открыло новые области 
в профилактической медицине.

1882 г.
В. Флемминг обнаруживает и описывает «хроматин» 

(часть структуры клеточного ядра), который позже назвали 
хромосомами.

Р. Кох, экспериментируя на морских свинках, описал 
бактерию, которая является причиной туберкулеза у лю
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дей. Кох первым определил причину некоторых человече
ских заболеваний. Он установил, что определенные болезни 
вызываются определенными микроорганизмами.

Русский биолог И.И . Мечников (1845-1916) наблюдал 
фагоцитное окружение микроорганизмов в личинках мор
ской звезды. Позже он развил клеточную теорию для объ
яснения действия вакцин.

Швейцарский ботаник А. Кандолл (Бе Сапйо11е, А1рЬоп- 
зе-Ъошз-Ргегге-Ругатиз, 1806-1893) публикует первое ис
следование о происхождении и истории культивируемых 
растений. Его работа позже сыграет важную роль в работе 
Н.И. Вавилова о центрах происхождения культурных рас
тений.

1883 г.
Немецкий физиолог А. Вейсман (ДУе1зтапп, Аи^изЪ 

РпесМсЬ ЬеороЫ, 1834-1914) в в о д и т  термин «зародышевая 
плазма» («ёегт-р1азт») и формулирует теорию «непрерыв
ности зародышевой плазмы». В своей книге он утверждает, 
что мужская и женская родительские особи вносят равно
значный вклад в результаты наследственности, что воспро
изводство, таким образом, получает новые комбинации фак
торов наследственности и что хромосомы должны быть 
причиной непосредственной передачи наследственности.

1884 г.
Р. Кох обнародовал свои «постулаты», утверждающие, 

что микроб является причинным агентом болезни.
Л. Пастер создал вакцину от бешенства.
Датский врач Г. Грам (О гат, Напз СЬгазйап ЛоасЫт,

1853-1938) описывает технику дифференцирования бакте
рий по морфологическим признакам, известную как метод 
окраски бактерий по Граму.

1887 г.
Бельгийский зоолог Э. ван Бенеден (уап Вепейеп, Ейоиагй- 

<1озерЬ-Ьош8-Мапе, 1846-1910) обнаружил, что каждый жи
вой вид имеет определенное количество хромосом; он также 
открыл процесс формирования гаплоидных клеток.

Немецкий бактериолог Р. Петри (Ре1п, ШсЬагй <1и1шз, 
1852-1921) дал описание стеклянных сосудов, получивших

446



Исторические вехи развития биотехнологии

название «чашки Петри», для выращивания микробов на 
питательной среде (агар).

1892 г.
Русский ботаник Д М . Ивановский (1864-1920) сообщил 

об открытии «вируса» мозаичной болезни растений табака. 
Он доказал, что эта «болезнь вызывается не каким-то воз
будителем грибкового или бактериального происхождения, 
а еще меньшими и совсем простыми формами живых су
ществ, которые могут проходить сквозь фильтр с наимель
чайшими порами» и которые невозможно наблюдать при 
помощи существовавшей в то время техники.

Дж. Клеркер (Юегкег, Л.) впервые выделил протопласты 
во время механического повреждения ткани при изучении 
плазмолиза в растительных клетках.

1892-1902 гг.
Немецкие ученые Г. Хаберландт (НаЬег1апё1, ОоШЪ,

1854-1945), X. Фёхтинг (у о п  УбсЫдщ*, Негтапп, 1847-1917) 
и К. Рехингер (КесЫп&ег, Каг1, 1867-1952) попытались куль
тивировать в растворе сахарозы растительные ткани, одна
ко безрезультатно. Не достигнув экспериментальных успе
хов, эти исследователи высказали ряд важных идей и гипо
тез, подтвержденных значительно позже. Так, Хаберландт 
выдвинул гипотезу о тотипотентности любой живой расти
тельной клетки.

1893 г.
Исследователи в Институте Листера (1лз1ег 1пз1Ни1;е) 

выделили антитоксин дифтерии.

1895 г.
Русский микробиолог С.Н. Виноградский (1856-1953) 

продемонстрировал процесс фиксации азота бактериями 
С1о81псИит в анаэробных условиях.

1896 г.
Американский цитолог Э. Вильсон (\УПзоп, Ес1типс1 

ВеесЬег, 1856-1939) разработал в деталях хромосомную 
теорию наследственности Августа Вейсмана. Публикует кни
гу «Клетка в развитии и наследственности», в которой факты, 
добытые генетиками, цитологами, эмбриологами, эволюцио
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нистами, послужили основой для целостной теории хромо
сомной наследственности.

1897 г.
Немецкий химик Э. Бюхнер (ВисИпег, Ес1иагс1, 1860- 

1917) и з г о т о в и л  из дрожжей бесклеточный экстракт, пре
вращающий сахар в спирт, и продемонстрировал таким об
разом факт существования ферментов. Это событие явилось 
ключевым моментом в процессе развития биохимии и энзи- 
мологии.

1899 г.
Исследование голландского ботаника и микробиолога 

М . Бейеринка (Вецеппск, МагИпшз ЛУШет, 1851-1931) 
подтвердило работу Д.И. Ивановского по возбудителю моза
ичной болезни табака; также ученый предположил, что ви
рус непосредственно включается в протоплазму клетки рас
тения-хозяина.

1900 г.
Год рождения генетики как науки, когда три исследова

теля: Г. Де Фриз (с1е Упез, Ни§о, 1848-1935) в Голландии, 
К. Корренс (Соггепз, Саг1, 1864-1933) в Германии и Э. Чер- 
мак ( у о п  ТзсЬегтак, ЕпсИ, 1871-1962) в Австрии — неза
висимо друг от друга — вторично «открыли» законы на
следственности Г. Менделя.

Американский военный хирург В. Рид (Кеей, У^аНег, 
1851-1902) установил, что желтая лихорадка передается 
москитами; впервые было доказано, что человеческая бо
лезнь может быть вызвана вирусом.

Вспышки болезней в переполненных индустриальных 
городах привели к внедрению крупномасштабных систем 
очистки сточных вод, основанных на деятельности микробов.

Начато производство основных промышленных химика
тов (глицерин, ацетон и бутанол) с помощью бактерий.

1901 г.
М . Бейеринк выделил из почвы чистую культуру аэроб

ных неспорообразующих бактерий, фиксирующих молеку
лярный азот. Новый вид азотфиксирующих клубеньковых 
микроорганизмов он назвал Аго1:оЬас1:ег сНгоососсит.
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И . Уайлдер (\УИсНег, Е.) обнаружил «новое вещество, 
необходимое для развития дрожжей». Эти факторы роста 
теперь известны как витамины.

1902 г.
Американец В. Саттон (8иМоп, ^УаНег, 1877-1916) и 

немецкий цитолог и эмбриолог Т. Бовери (Воуеп, ТЬеойог, 
1862-1915) — независимо друг от друга — предположили, 
что гены расположены в хромосомах и что каждая яйце
клетка или сперматозоид содержат только по одной хромо
соме каждого типа. Эта идея положила начало хромосом
ной теории наследственности.

1903 г.
Сотрудник МСХ США Г. Веббер С\УеЬЪег, НегЪегЧ ЛоЬп) 

предложил термин «клон» (греч. к1бп — черенок или по
бег, пригодный для размножения растений) для обозначе
ния растений, полученных бесполым размножением; позже 
термин начал применяться и для обозначения «размноже
ния» генов.

1904 г.
Английский биолог В. Бейтсон (ВаЪезоп, ЛУНИат, 1861-

1926) продемонстрировал, что хромосомы наследуются как 
единое целое. Гены, локализованные в одной хромосоме, 
способны наследоваться совместно, поэтому они составляют 
одну группу сцепления; совместное наследование генов бы
ло названо «сцеплением генов». Это привело к необходи
мости «генетического картирования» для определения ко
личества и последовательности расположения групп сцеп
ления генов.

1905 г.
Э. Вильсон и Н. Стивенс (81еуепз, ЫеШе Мапа, 1861- 

1912) — независимо друг от друга — разработали теорию, 
устанавливающую, что X- и У-хромосомы определяют пол. 
Они показали, что наличие одной У-хромосомы определяет 
мужской пол, а двух Х-хромосом — женский.

1906 г.
В. Бейтсон и один из первых английских генетиков 

Р. Паннетт  (РиппеМ, Ке&таЫ СгийеП, 1875-1967) в опы
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тах с душистым горошком обнаружили, что некоторые при
знаки не проявляют независимого наследования. Ввели 
термин «генетика».

1907 г.
Американский генетик Т. Морган (Могдап, ТЬотаз Нип1, 

1866-1945) положил начало изучению плодовой мушки 
(БгозорЬПа рзешкюЬзсига); доказал, что каждая хромосома 
имеет определенную функцию в процессе наследственности; 
разработал теорию мутации, что способствовало фундамен
тальному пониманию механизмов наследственности.

1908 г.
Селекционер кукурузы из Института Карнеги Г.Х. Ш улл  

(8Ьи11, Оеогде Нагпзоп, 1874-1954) получил первую в США 
гибридную кукурузу методом самоопыления.

Английский врач А. Гаррод (Оаггой, АгсЫЬаЫ Ейлуагй, 
1857-1937) впервые выдвинул предположение о непосред
ственной связи между генами и ферментами. Анализируя 
истории болезней близких родственников, он обнаружил 
наследственные биохимические аномалии, названные им 
врожденными ошибками метаболизма. Это явилось первым 
признанием важной роли генетики в биохимии, но само 
предположение осталось недооцененным до появления ра
боты Г. Бидла (ВеасПе, Сеог^е \Уе11в, 1903-1989) и Э. Тейте
ма (ТаЪит, Ей^агй Ьа^гге, 1909-1975) в 1941 г.

1909 г.
Датский биолог В. Иоганнсен (ЛоЬаппзеп, \УЦЬе1т, 1857-

1927) вводит термин «гены» и формулирует различия меж
ду понятиями «генотип» и «фенотип». Иоганнсен является 
одним из основоположников современной генетики; он со
здал учение о чистых линиях, заложил основы современ
ных принципов селекции.

1910 г.
Т. Морган  сформулировал современную концепцию о 

линейном расположении единиц наследственности — генов — 
в хромосомах.
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1911 г.
В своих опытах с плодовой мушкой Т. Морган обнару

жил взаимосвязь между конкретными генами и конкрет
ными хромосомами. Это явилось убедительным доказатель
ством справедливости хромосомной теории наследственности.

1913 г.
Студент Т. Моргана А. Стертевант (81иг1еуап1;, АНтей, 

1891-1971) впервые установил порядок генов в хромосоме — 
построил первую карту гена.

1916 г.
Студент Т. Моргана К. Бриджес (ВгМ^ев, Са1ут, 1889- 

1938) доказал взаимосвязь между конкретными генами и 
конкретными хромосомами, что подтвердило справедли
вость хромосомной теории наследственности.

1917 г.
Венгерский инженер К. Эреки (Егеку, Каг1, 1865-1933) 

ввел термин «биотехнология». По его определению, биотех
нология — это «все виды работ, при которых те или иные 
продукты производятся из сырьевых материалов с по
мощью живых организмов».

Немецкий генетик Г. фон Плауг ( у о п  Р1оидЬ, Н.Н.) про
демонстрировал обмен участками между гомологичными 
хромосомами, известный как «кроссинговер».

Французский ученый Ф. Д ’Эррелль (О ’НегеПе, ГеИх 
НиЪегЬ, 1873-1949) обратил внимание на то, что какой-то 
невидимый агент разрушает культуры дифтерийных пало
чек, с которыми он работал. Так им были открыты вирус
ные паразиты бактерий, которым ученый дал название 
« бактериофаги ».

1921 г.
Генетик Г. Мюллер (Ми11ег, Негтап, 1890-1967), сту

дент Т. Моргана, отметил два важных общих свойства бак
териофагов и генов: и те и другие способны к размноже
нию, создавая точные копии самих себя; и те и другие в ре
зультате мутаций могут принимать новые формы.
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1922 г.
Американский ученый В. Роббинс (КоЬЫпз, \УШ1ат 

^соЬ , 1886-1937) и его немецкий коллега В. Котте 
(КоМе, \^а11ег) показали возможность культивирования ме
ристем (кончиков корней) томатов и кукурузы на твердых 
питательных средах.

Т. Морган  изобрел методы картирования гена и создал 
карту хромосом плодовой мушки.

1925 г.
Н .И . Вавилов (1887-1943) начал первую из своих мно

гочисленных экспедиций в десятки стран земного шара с 
целью изучения мировых растительных ресурсов. Н.И. Ва
вилов вооружил сельскохозяйственную науку методом по
иска исходного материала для селекции растений.

1926 г.
Т. Морган опубликовал «Теорию генов» («ТЬе 1Ьеогу о? 

1Ье депе») — результат многочисленных экспериментов, по
зволивших раскрыть генетическую основу определения по
ла. Работа позволила объяснить ряд необычных форм на
следования, при которых передача признака зависит от по
ла особи (так называемые признаки, сцепленные с полом).

1927 г.
Г. Мюллер, облучая живые организмы рентгеновскими 

лучами, обнаружил, что можно искусственно вызывать у 
них изменения генов. Применение рентгена ускоряет мута
цию генов в 1500 раз, что позволило получать множество 
новых мутантных генов — дополнительный материал для 
изучения наследственности. Данные о природе мутаций 
стали основополагающими в понимании природы и строе
ния самих генов.

1928 г.
Английский микробиолог Ф. Гриффит (ОпШ Ш , Ггеёе- 

пск, 1877-1941) показал, что бактериальные клетки непа
тогенного штамма пневмококка могут трансформироваться 
в патогенные с помощью трансформирующего фактора.

Советский цитогенетик Г  Д . Карпеченко (1899-1942) 
скрестил редьку и капусту, впервые получив плодовитый 
межродовой гибрид — фертильное потомство от разных видов.
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1928-1935 гг.
Американский физик и химик Л. Полинг (РаиИщ*, 

Ыпиз Саг1, 1901-1994) объяснил физические законы, вли
яющие на организацию атомов в молекулах. Он также опи
сал серповидноклеточную анемию и определил, что эта му
тация связана с определенными изменениями химической 
структуры молекул гемоглобина.

1929 г.
Химик-органик Ф. Левин (Ьеуепе, РЬоеЪиз, 1869-1940) 

обнаружил в молекулах нуклеиновых кислот, не содержа
щих рибозу, ранее неизвестный моносахарид — дезоксири- 
бозу; теперь известно, что этот моносахарид входит в состав 
нуклеотидов дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК).

Английский микробиолог А. Флеминг (П етт& , А1ехапс1ег, 
1881-1955) заметил, что все бактерии вокруг продуктов 
плесени РетсИИит по1а1ит на чашке Петри погибли. На
чалась эра пенициллина, хотя пройдет еще почти 12 лет, 
прежде чем этот антибиотик станет доступным для широ
кого использования.

1931 г.
Американский цитогенетик Б. Мак-Клинток  (МсСИп- 

к>ск, ВагЪага, 1902-1992) и X. Крейтон (СгещЫоп, Нагпе!) 
на основе полученных данных при исследовании кукурузы 
доказали, что в основе рекомбинации лежит кроссинговер, 
т. е. физический обмен участками хромосом между двумя 
разорванными хроматидами.

1934 г.
Английский физик Д. Бернал (Вегпа1, Безтопй, 1901- 

1971) впервые показал, что такие гигантские молекулы, 
как белки, могут быть исследованы с помощью рентгено
структурного анализа.

1935 г.
Американский вирусолог и биохимик В. Стэнли 

(8Ъап1еу, ^епйе11, 1904-1971) изолировал и кристаллизо
вал вирус табачной мозаики — первый случай очистки ви
руса. Он обнаружил, что в состав вирусов входят нуклеино
вые кислоты и белки, т. е. те же соединения, из которых в 
основном состоят хромосомы высших организмов.
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Советский биохимик, основоположник современной на
учной школы по нуклеиновым кислотам А.Н . Белозерский 
(1905-1972) первым выделил чистую ДНК.

1937 г.
Французский ученый Р. Готре (Оаи1;Ьеге1., Ко^ег) с ус

пехом культивировал недифференцированную ткань морко
ви. Он показал возможность долгого культивирования в ус
ловиях т оИго растительных тканей за счет периодическо
го пересаживания их на свежую питательную среду. Это 
открытие дало новый толчок работам по изучению культу
ры ткани.

Английский вирусолог Ф. Боуден (Ват1еп, ГгейегкЖ 
СЬаг1ез, 1908-1972) обнаружил рибонуклеопротеидную при
роду вируса табачной мозаики (т. е. вирусы содержат рибо
нуклеиновую кислоту — РНК).

1938 г.
Английские исследователи Г. Флори (Погеу, Нолуагй, 

1898-1968) и Э. Чейн (СЬат, ЕгпзЪ, 1906-1979) из Окс
фордского университета приступили к исследованию проти- 
вобактериальных веществ, образуемых некоторыми микро
организмами, что позволило им в 1940 г. выделить из 
культуры плесневого гриба пенициллин.

Введен термин «молекулярная биология».

1939 г.
А.Н. Белозерский начал экспериментальную работу, до

казывающую наличие ДНК и РНК в бактериях.

1940 г.
О. Эйвери, работая в Институте Рокфеллера (Коске^е11ег 

1пзШ;и1;е, Ые\у Уогк), изолировал чистую ДНК.

1941 г.
Американские генетики Г. Бидл и Э. Тейтем, экспери

ментируя с аскомицетом Иеигозрога сгазза, разработали 
гипотезу «один ген — один фермент — одна реакция», т. е. 
каждый нормальный ген продуцирует определенный фер
мент, необходимый для организма. За это открытие в 1958 г. 
они были удостоены Нобелевской премии. Они также вы
двинули гипотезу, что рентгеновское излучение вызывает 
повреждение генов.
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Датский микробиолог А. Джост (<1оз1, АсЫ?) вводит по
нятие «генетическая инженерия».

Налажено крупномасштабное производство пенициллина.

1943 г.
Американские генетики С. Лурия (Ьипа, ЗаЬгасЬг, 

1912-1991) и М . Делбрук фе1Ьгиск, Мах, 1906-1981) про
вели эксперимент, получивший название «флуктуацион- 
ный тест», доказывающий, что бактерии содержат спонтан
но мутирующие гены, подобно всем другим организмам. 
Эта работа ознаменовала рождение бактериальной генетики 
как самостоятельной дисциплины.

1944 г.
О. Эйвери доказал, что носителем генетической инфор

мации является ДНК — наследственный материал, вызы
вающий трансформацию бактерий. Вначале эта теория не 
получила достойного внимания, так как на тот момент уче
ные полагали, что ДНК слишком простая молекула, чтобы 
содержать всю генетическую информацию, необходимую 
для организма.

Английский биохимик Ф. Сангер (Зап^ег, ГгеёеНск, 
1918-1982) применил метод, названный хроматографией, 
для определения аминокислотной последовательности бел
ка инсулина.

1946 г.
Американский генетик Дж. Ледерберг (ЬейегЬег^, ЛозНиа, 

р. 1925) и Э. Тейтем продемонстрировали, что между чле
нами генетически неоднородной популяции Е. соИ может 
происходить обмен генетической информацией и возникать 
новые генетические комбинации (генетическая рекомбина
ция). В то время генетическая рекомбинация у бактерий 
считалась невозможной.

Американские генетики М . Делбрук и А. Херши (НегзЬеу, 
АИгей Бау, 1908-1997) — независимо друг от друга — об
наружили, что генетический материал от различных виру
сов может взаимодействовать, приводя к возникновению 
новой формы вируса. Этот процесс явился другим приме
ром, подтверждающим возможность генетической рекомби
нации.
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Агроном-селекционер Сельскохозяйственной исследова
тельской службы США С. Салмон (8а1топ, Сесх1), будучи 
советником по сельскохозяйственным вопросам в посольст
ве США в послевоенной Японии, привозит домой семена со
рта пшеницы Норин 10 (Ыопп 10) с геном карликовости. 
На основе этого японского сорта было создано много цен
ных короткостебельных или полукарликовых сортов ози
мой пшеницы, введение которых в культуру положило на
чало «зеленой революции».

1947 г.
Б. Мак-Клинток  сообщила об открытии у бактерий 

подвижных генетических элементов, известных сегодня 
как транспозоны. Научное сообщество не сумело оценить 
значение этого открытия в тот момент.

1949 г.
Установлено, что апикальная меристема практически не 

содержит вирусов. Это позволило создать технику культи
вирования и вегетативного размножения здоровых расте
ний методом культуры ткани т оИго.

1950 г.
Американский биохимик Э. Чаргафф (СЬаг&а??, Е гтп , 

1905-2002) в результате анализа ДНК пришел к выводу, 
что в ДНК общее количество аденина равно общему коли
честву тимина (А  = Т), а количество гуанина равно количе
ству цитозина (Г = Ц). Эти данные составили важную часть 
фактического материала, на основе которого позднее была 
построена модель структуры ДНК Уотсона — Крика.

1952 г.
Дж. Ледерберг продемонстрировал перенос ДНК от од

ной бактерии к другой, опосредованный вирусом и назван
ный трансдукцией. Ввел название «плазмида».

А. Херши и М . Чейз (Сказе, Маг1Ьа Со\у1ез, 1927-2003) 
провели эксперимент с целью выяснить, какие компоненты 
фага проникают в бактериальную клетку при ее зараже
нии: ДНК, белок или оба эти вещества. Оказалось, что в 
клетку проникает только ДНК фаговой частицы, тогда как 
белковая оболочка остается снаружи. Этот результат под
твердил генетическую роль ДНК и опроверг роль белка.
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Английский микробиолог В. Хейс (Науез, ’Ш Ш ат, 1918- 
1994) обнаружил эффект конъюгации — однонаправленный 
перенос ДНК из одной контактирующей бактериальной 
клетки в другую.

Бельгийский цитолог Дж. Брэчет (ВгасЬе!;, ^ а п , 1909- 
1988) предположил, что РНК играет важную роль в синтезе 
белков.

Французский ботаник Ж. Морелъ (Моге1, Оеог^е М1с1ге1, 
1916-1973) предположил, что, используя культивирование 
меристем, можно получать здоровые, избавленные от ви
русной инфекции растения. Культивирование меристем по
бега — наиболее эффективный способ оздоровления расти
тельного материала от вирусов, вироидов и микоплазм.

1953 г.
Американские биохимик Дж. Уотсон (^аЪзоп, ^ т е з  

Бемгеу, р. 1928) и генетик Ф. Крик (Сг1ск, Ггапсгз, 1916- 
2004), работая в Кембридже (Мо1еси1аг Вю1оду ЬаЪогаЪогу 
т  СатЬпй^е, Еп&1апс1), описали структуру ДНК как двой
ную спираль (за что в 1962 г. получили Нобелевскую пре
мию). Открытие структуры ДНК привело к активизации 
исследований в области молекулярной биологии и генети
ки, что положило начало биотехнологической революции.

В. Хейс обнаружил, что плазмиды можно использовать 
для переноса генетических маркеров из одной бактерии в 
другую.

1955 г.
Американские физиологи растений Ф. Скуг (8коо&, Ро1ке 

Каг1, 1908-2001) и К. Миллер  (МШег, Саг1оз) открыли но
вый класс фитогормонов — цитокининов. Открытие дало 
возможность стимулировать деление клеток, поддерживать 
рост каллусной ткани, индуцировать морфогенез в контро
лируемых условиях.

1956 г.
Американскому биохимику X. Френкелъ-Конрату (Ргаеп- 

ке1-Сопга!;, Н етг , 1910-1999) удалось разделить вирус на 
его основные компоненты — белок и нуклеиновую кислоту — 
и затем вновь соединить их в активный вирус.
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1957 г.
Американцы Ф. Крик и физик-теоретик Дж. Гамов 

(Оато\иг, Оеог&е, 1904-1968) предложили концепцию 
«центральной догмы» молекулярной биологии: информа
ция о структуре клеточных белков закодирована в нукле
отидной последовательности клеточной ДНК. Они также 
утверждали, что перенос генетической информации между 
биологическими макромолекулами происходит только в од
ном направлении: ДНК — мРНК — белок.

Американские молекулярные биологи М . Мезелъсон 
(Мезе1зоп, МаМЬе^ 81ап1еу, р. 1930) и Ф. Сталь (81аЫ, 
РгапкНп \\ШИат, р. 1929) продемонстрировали полуконсер- 
вативный механизм репликации ДНК. Он заключается в 
том, что обе цепи ДНК разделяются и на каждой синтези
руется комплементарная ей цепь.

1958 г.
Американский биохимик А. Корнберг (КогпЬегд, АгШиг, 

р. 1918) обнаружил и выделил ДНК-полимеразу — фер
мент, который использует одноцепочечную ДНК как матри
цу и строит на ней вторую цепь ДНК.

Установлено, что серповидноклеточная анемия возника
ет в результате замены одной аминокислоты.

1959 г.
Французские микробиологи Ф. Жакоб (ЛасоЬ, Ггапсо1з, 

р. 1920) и Ж. Моно  (Мопой, ^ас^ие8, 1910-1976) впервые 
установили факт существования механизма регуляции ге
нов. Ими были определены участки регуляции транскрип
ции и сформулирована модель структурно-функциональной 
организации оперона и репрессора.

1960 г.
Английский ученый Э. Коккинг (Соскт^, ЕсЬуагй С.) 

разработал ферментативный метод получения изолирован
ных протопластов. Это послужило толчком к получению со
матических гибридов, введению в протопласты вирусных 
РНК, клеточных органелл, клеток прокариот.

1961 г.
П Д . Митчелл предложил хемиосмотическую теорию 

образования АТФ.
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A. Мармур и П . Доти открыли явление ренатурации 
ДНК и установили точность и специфичность реакции гиб
ридизации нуклеиновых кислот.

1962 г.
B. Арбером впервые получены сведения о ферментах 

рестрикции ДНК.

1963 г.
Американский биохимик М . Ниренберг (№гепЪег&, 

МагзЪаИ, р. 1927) расшифровал генетический код, который 
оказался универсальным как для бактерий, так и для выс
ших организмов вплоть до человека (за что получил Нобе
левскую премию в 1968 г.). Тем самым генетическая ин
формация и ее смысл, т. е. взаимосвязь между генетиче
ским кодом и структурой белков, стали доступны для 
изучения.

Новые гибридные сорта пшеницы, выведенные агроно
мом и микробиологом Н . Борлаугом (Вог1аи&, 1Чогтап Егпез1, 
р. 1914), позволили увеличить урожайность на 70 %. За ра
боту по созданию короткостебельных сортов озимой пшени
цы в 1970 г. Борлауг получил Нобелевскую премию и стал 
первым в истории селекционером растений — Нобелевским 
лауреатом.

1965 г.
Ученые заметили, что гены устойчивости к антибиоти

кам в бактериях локализованы на двухцепочечных кольце
вых молекулах ДНК, называемых плазмидами. Это наблю
дение привело к началу классификации плазмид.

1966 г.
М . Ниренберг и Г. Маттэй  (Ма1Ьае1, Н етпсЬ ) проде

монстрировали, что каждую из 20 аминокислот в молекуле 
мРНК (кодон) кодируют три смежных нуклеотида.

1970 г.
Э. Коккинг осуществил первое искусственное слияние 

протопластов с помощью индуктора слияния (фьюзогена), 
что открыло новый путь к созданию соматических гибридов.

X. Темин, Д. Балтимор открыли процесс обратной транс
крипции.
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1971 г.
Американские ученые С. Коэн (СоЬеп, 81ап1еу N.. 81,ап- 

?огс1 ГГшуегбИу, р. 1922) и Г. Бойер (Воуег, НегЪегЪ ЛЛ̂ ., 
ЦтуегзИу о? СаШогта, 8ап Ггашнасо, р. 1936) — незави
симо друг от друга — разработали стратегию переноса 
функциональной единицы наследственности (гена) из одно
го организма в другой.

1972 г.
Американский биохимик П. Берг (Вег§, Раи1, р. 1926) 

сконструировал и получил биологически активную гибрид
ную плазмиду путем обработки рестриктазой двух плазмид 
с последующей их сшивкой ДНК-лигазой. Таким образом 
была создана первая рекомбинантная молекула ДНК.

С.И. Сингер и Г Л . Николсон предложили жидкостно
мозаичную модель биомембраны.

1973 г.
С. Коэн и Г. Бойер обнародовали технологию использо

вания рекомбинантной ДНК, что рассматривается как дата 
рождения современной биотехнологии. В 1974 г. Бойеру 
удалось запатентовать эту технологию, что позволило ему 
создать свою частную компанию.

1974 г.
Г. Мельхерс (Ме1сЬег8, Оеог^е) вводит термин «сомати

ческая гибридизация», означающий процесс слияния про
топластов соматических клеток.

В. Эрбер предложил использовать рестрикционные эндо
нуклеазы как инструмент анализа ДНК.

1975 г.
Ц. Милъштейн синтезировал первые моноклональные 

антитела.

1977 г.
В Гарвардском университете В. Джилберт (ОПЪег!, МУаИег, 

р. 1932) со своим аспирантом А. Мэксамом (Махат, А11ап М.) 
разработали быстрый метод химического анализа ДНК; по
явилась реальная возможность определять последователь
ность до 1000 нуклеотидов в неделю силами одного исследо
вателя.
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1978 г.
Ученые Стэнфордского университета (81ап?огс1 Ишуег- 

зН,у) успешно пересадили ген млекопитающего в ДНК бак
терии.

Впервые синтезирован рекомбинантный человеческий 
инсулин.

1979 г.
В Гарвардском университете В. Бендер (Вепйег, \^е1- 

соте Д^.) и Д. Хогнесс (Но^пезз, БауИ 8., р. 1953) разрабо
тали метод клонирования ДНК, позволивший выделить и 
клонировать тысячи различных генов.

Компания «Дженентек» и Национальный медицинский 
центр г. Хоуп (ТЬе СИу о? Норе №1;юпа1 МесИса1 Сеп1ег) в 
Калифорнии объявили об успешном синтезе гена соматоста- 
тина и инсулина с помощью технологии рекомбинантной 
ДНК. Так впервые была продемонстрирована экспрессия 
гена человека в бактериальных клетках.

Впервые синтезирован человеческий гормон роста.

1980 г.
Группа исследователей корпорации «Сетус» (СеЪиз 

Согрогайюп, Беркли, Калифорния), возглавляемая К. Мюл- 
лисом (Ми1Нз, Кагу Вапкз, р. 1944), разработала способ по
лучения т иИго большого количества специфических нук
леотидных последовательностей — полимеразную цепную 
реакцию, ПЦР (за что Мюллис получил Нобелевскую пре
мию в 1993 г.). ПЦР будет названа наиболее революцион
ным и эффективным инструментом молекулярной биологии 
1980-х гг.

С. Коэну и Г. Бойеру выдан патент США (№ 4237224) 
на использование вирусных и плазмидных векторов для со
здания рекомбинантных ДНК.

1981 г.
В США проданы первые диагностические комплекты на 

основе моноклональных антител.
Впервые был маркирован автоматически синтезирован

ный ген.
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1982 г.
Начало эры трансгенных растений. Ученые создают пер

вое культурное растение — продукт биотехнологий: стой
кий к антибиотикам табак.

1983 г.
Международный Стэнфордский научно-исследователь

ский институт (ЗЪап^огс! Кезеагск 1пзШи1;е 1п1;егпа1;1опа1) 
получил патент на экспрессирующий вектор для осуществ
ления синтеза чужеродных белков в Е. сой.

Американский биохимик М . Каррутерс (СагиШегз, Маг- 
У1П Н., ЦшуегзНу о? Со1огас1о) предложил метод химическо
го синтеза ДНК длиной до 75 пар нуклеотидов. Совместно с 
Л. Х уд  (Ноой, Ьегоу Е., СаИ:Гогта 1пзШи1;е о  ̂ ТесЬпо1оёу, 
р. 1938) разработал первый прибор для автоматического 
синтеза — ДНК-синтезатор.

1984 г.
Бельгийские генетики М . Ван Монтагю  (Уап Моп^а^и, 

Магк) и Дж. Ш елл (ЗсЬеИ, ^?:Г) открыли механизм переда
чи генов от почвенных бактерий рода АдгоЬасЬепит в рас
тения. Это позволило создать эффективные методы генети
ческой трансформации для большинства видов двудольных 
растений.

1985 г.
Начало производства генно-инженерного микроорганиз

ма, созданного для борьбы с заморозками.
Проведены первые полевые испытания трансгенных рас

тений, устойчивых к насекомым, вирусам и бактериям.

1986 г.
Первый (неудачный) эксперимент Министерства сель

ского хозяйства США по созданию трансгенных животных 
в городе Белтсвилл (ВеИзуШе, Мй., штат Мэриленд). В эмб
рион свиньи трансформирован человеческий ген гормона 
роста. Две особи погибают прежде, чем достигают половой 
зрелости, а третья парализована.

В США и во Франции проведены первые полевые испы
тания генетически модифицированного табака, толерантно
го к гербицидам.
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Создана первая рекомбинантная вакцина для человека 
(вакцина против гепатита В).

Создан первый биотехнологический противоопухолевый 
препарат — интерферон.

1986-1995 гг.
За десятилетний период было проведено 3647 полевых ис

пытаний 56 ГМ-растений в 18 странах мира. Из них 1952 ис
пытания (54 % ) осуществлено на территории США. Ком
мерческими стали только восемь основных культур, на ко
торые приходится 28 % (1024) всех полевых испытаний: 
кукуруза — 33 %, масличный рапс — 21 %, картофель — 
11 %, томат — 11 %, соя — 9 %, хлопчатник — 7 %, та
бак — 5 % и тыква — 3 %. Основными привнесенными ха
рактеристиками являются: гербицидная толерантность — 
35 %, улучшенные качественные характеристики — 20 %, 
инсект-устойчивость — 18 %, вирусная резистентность — 
11 %, устойчивость к грибковой инфекции — 3 % и другие 
(маркерные и селективные гены, устойчивость к бактериям 
и нематодам) — 13 %.

1987 г.
Американский генетик М . Олсон (01зоп, Маупагс! У1ск>г, 

^ а з Ь т ^ о п  ИшуегзНу) сконструировал новый тип экспрес
сирующего вектора — «искусственные дрожжевые хромосо
мы» (уеаз! агШ1с1а1 сЬготозотез), предназначенные для 
клонирования больших фрагментов ДНК.

1988 г.
Генетики Ф. Ледер (Ъейег, РЫИр) и Т. Стюарт (81е\уаг1, 

Т1то1Ьу) запатентовали первое животное, полученное с по
мощью методов генетической инженерии, — трансгенетиче
скую мышь с повышенной частотой возникновения опухолей.

1989 г.
Создание в США Национального центра по исследова

нию человеческого генома (Ыаиопа1 СепЪег ^ог Нитап Се- 
поте КезеагсЬ), который возглавил Дж. Уотсон.

1990 г.
Молекулярный биолог М . Фромм (Г г о т т ,  М1сЬае1 Е.) 

из Центра экспрессии генов растений сообщил об устойчи
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вой трансформации кукурузы с помощью бомбардировки 
микрочастицами — метод баллистической трансфекции.

Официальное начало реализации международной про
граммы «Геном человека» (Нитап Оепоте Рго^есй) в США. 
Конечная цель программы с о с т о и т  в  определении нуклео
тидной последовательности всего генома человека к 2005 г., 
на что странами-участницами выделено 13 млрд долларов.

Компанией «Калджин» проведены успешные полевые 
испытания ГМ-растений, устойчивых к гербициду бромо- 
ксинилу.

1991 г.
Первая попытка экспериментальной генетической тера

пии успешно опробована на четырехлетней девочке, стра
дающей патологией иммунной системы.

Создана устойчивая к насекомым (В1) кукуруза.
Одобрен первый пищевой продукт, полученный с по

мощью генетически модифицированных дрожжей.
Проведены первые испытания генетически модифициро

ванного позвоночного — форели — в природных условиях.

1994 г.
Первый биотехнологический пищевой продукт — тома

ты БЪАУК 8АУК — получил одобрение ГГ)А.
Обнаружен первый ген, определяющий предрасположен

ность к раку груди.
Получено одобрение рекомбинантной версии человече

ской ДНКазы, растворяющей скопления белка в легких 
больных мусковисцидозом.

Начато применение коровьего соматотропина.

1995 г.
В США разрешены к коммерческому использованию ге

нетически модифицированные сорта сои Коипйир Кеайу 
(«Монсанто») и кукурузы Махшпгег («Сиба-Гейги») и начи
нается в промышленных масштабах использование ГМ-со- 
ртов хлопчатника — Во11&агс1 («Монсанто») и ВХЫ СоМоп 
(«Калджин»),

Произведена первая трансплантация костного мозга от 
обезьяны человеку, больному СПИДом.
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Й.К. Вентер с сотрудниками завершили секвенирова- 
ние генома бактерий НеторкИиз т?1иепгае и Мусор1азта 
§епИаИит.

Генетическая терапия, модулирование иммунной систе
мы и рекомбинантные антитела вводятся в клиническую 
практику для борьбы с онкологическими заболеваниями.

1996 г.
Группа ученых сообщает об определении полной нукле

отидной последовательности всего набора хромосом эукари
отического микроорганизма — пивных (пекарских) дрожжей 
ЗассНаготусез се^еV^8^ае. Это повысило ценность данного 
микроорганизма для научных исследований и доказало воз
можность картирования больших геномов, более 12 млн п. н.

Открытие гена, ассоциированного с развитием болезни 
Паркинсона, дало новые возможности изучения причин и 
разработки потенциальной терапии этого нейродегенератив- 
ного заболевания.

Первый год культивирования ГМ-культур, которые вы
ращиваются в 6 странах на общей площади 1,7 млн га.

1997 г.
Исследователи из Института Рослина (Шотландия, 8со1- 

1апй’8 КозИп 1пзШи1е) сообщили о клонировании первого 
млекопитающего — овцы Долли.

Генетически модифицированные сельскохозяйственные 
культуры выращиваются в семи странах на общей площади 
11,0 млн га: соя — 5,1 млн га (46 % ), кукуруза — 3,2 млн 
га (30 % ), хлопчатник — 1,4 млн га (13 % ) — это 7-крат
ный прирост, по сравнению с предыдущим годом.

1998 г.
Исследователи Гавайского университета клонировали 

три поколения мышей из ядра взрослой клетки яичника.
Созданы линии эмбриональных стволовых клеток чело

века.
Ученым японского университета Кинки удалось клони

ровать восемь идентичных телят из клеток одной взрослой 
коровы.
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Завершена работа над секвенированием генома первого 
животного — круглого червя СаепогНаЬёШз е1е§апз.

Составлена приблизительная карта генома человека, на 
ней указано расположение более чем 30 тыс. генов.

Генетически модифицированные сельскохозяйственные 
культуры выращиваются в восьми странах на общей пло
щади 27,8 млн га: соя — 14,5 млн га (52 % ), кукуруза — 
8,3 млн га (30 % ), хлопчатник — 2,5 млн га (9 % ) — 16- 
кратный прирост, по сравнению с 1996 г.

1999 г.
Создано путем трансформации первое растение с изме

ненной пищевой ценностью — «золотой рис», содержащий 
бета-каротин, предшественник витамина А.

Генетически модифицированные сельскохозяйственные 
культуры выращиваются в 12 странах на общей площади 
39,9 млн га: соя — 21,6 млн га (54 % ), кукуруза — 11,1 млн 
га (28 % ), хлопчатник — 3,7 млн га (9 % ) — прирост со
ставил 11 %, по сравнению с предыдущим годом.

2000 г.
Расшифрован первый полный геном растения АгаЬШорзьз 

1каИапа — растения, являющегося популярным модель
ным объектом в молекулярной биологии. Участвовали 
27 лабораторий в США, Европе и Японии. Полученные дан
ные позволяют понять, какие гены отвечают за специфиче
ские свойства у многих сельскохозяйственных культур, по
скольку между всеми растениями много общего.

Генетически модифицированные сельскохозяйственные 
культуры выращивают более 3,5 млн фермеров в 13 странах 
на общей площади 44,2 млн га: соя — 25,8 млн га (58 % ), 
кукуруза — 10,3 млн га (23 % ), хлопчатник — 5,3 млн га 
(12 % ) — это 26-кратный прирост, по сравнению с 1996 г.

2001 г.
Китайские исследователи объявляют о создании нового 

сорта риса, урожайность которого в два раза выше, по срав
нению с обычными сортами.

Завершено секвенирование ДНК важных для сельского 
хозяйства микроорганизмов: азотфиксирующей бактерии 
ЗтогЫгоЫит теШоН и А§гоЬасЬепит Ьите^асьепз — не-

466



Исторические вехи развития биотехнологии

опасного фитопатогена и настоящей находки для генных 
инженеров.

С целью создания культуры, способной расти на засо
ленных почвах, ген из АгаЬШорзьз ОгаИапа встроен в геном 
томатов.

Компания «Синджента» заявила об успешном оконча
нии проекта картирования генома риса.

Генетически модифицированные сельскохозяйственные 
культуры выращивают около 5,5 млн фермеров в 13 стра
нах на общей площади 52,6 млн га: соя — 33,3 млн га (63 %), 
кукуруза — 9,8 млн га (19 % ), хлопчатник — 6,8 млн га 
(13 % ) — это 31-кратный прирост, по сравнению с 1996 г.

2002 г.
Международные группы исследователей секвенируют ге

номы малярийного плазмодия и комара, переносящего это
го паразита.

Опубликована черновая версия человеческого генома. 
Первый этап Нитап Оепоте Рго]ес1 завершен с опережени
ем плана и экономией средств.

Большой прогресс достигнут в определении факторов, 
контролирующих дифференцировку стволовых клеток, 
идентифицировано более 200 генов, участвующих в этом 
процессе.

Объявлены положительные результаты применения вак
цины от рака шейки матки, что демонстрирует возмож
ность создания вакцин для профилактики злокачественных 
заболеваний.

Завершено секвенирование генома грибка, ежегодно 
уничтожающего огромное количество риса. Параллельное 
изучение геномов риса и его главного паразита позволит 
разобраться в молекулярных механизмах их взаимодействия.

Возникла необходимость пересмотра существующих 
взглядов на РНК, так как обнаружена чрезвычайная важ
ность маленьких фрагментов РНК(з1-1ША) в управлении 
многими функциями клетки.

Генетически модифицированные сельскохозяйственные 
культуры выращивают более 6 млн фермеров в 16 странах 
на общей площади 58,7 млн га: соя — 36,5 млн га (62 % ), 
кукуруза — 12,4 млн га (21 % ), хлопчатник — 6,8 млн га
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(12 % ) — это 35-кратный прирост, по сравнению с 1996 г.; 
27 % от общей площади составляют угодья развивающихся 
стран.

2003 г.
Исследователи обнаружили ген предрасположенности к 

депрессии и приближаются к разгадке взаимосвязи между 
генетическими особенностями и шизофренией.

На рынке Северной Америки появляется СИоПзЬ — пер
вое трансгенное декоративное животное, аквариумная рыб
ка, светящаяся красным в ультрафиолетовом свете, что до
стигается благодаря встроенному гену флуоресцирующего 
белка коралла.

Впервые клонирован представитель вымирающего вида 
бантенг ( Воз ]аоатсиз). Также были впервые клонированы 
мулы, лошади и олени.

Овца Долли — «героиня» 1997 г. — подверглась эвтана
зии из-за прогрессирующего заболевания легких.

Японские биотехнологи разработали первый не содержа
щий кофеина сорт кофе.

Генетически модифицированные сельскохозяйственные 
культуры выращивают около 7 млн фермеров в 18 странах 
на общей площади 67,7 млн га: соя — 41,4 млн га (61 % ), 
кукуруза — 15,5 млн га (23 % ), хлопчатник — 7,2 млн га 
(11 % ) — это 40-кратный прирост, по сравнению с 1996 г. 
В 2003 г. в эту группу вступили Бразилия и Филиппины. 
Кроме того, Индонезия, Китай и Уганда одобряют импорт 
генетически модифицированных культур.

Великобритания одобряет внедрение первой биотехноло
гической культуры, устойчивой к гербицидам кормовой ку
курузы.

Управление по охране окружающей среды США одобря
ет трансгенетическую кукурузу, устойчивую к насеко- 
мым-вредителям.

2004 г.
Корейские ученые создают первую линию человеческих 

эмбриональных стволовых клеток, полученную с помощью 
переноса ядра соматической клетки (терапевтическое кло
нирование).

468



Исторические вехи развития биотехнологии

ГБА одобряет первый антиангиогенный препарат для 
лечения рака Авастин (Ауазйп (ЪеуасйгитаЪ)).

БЮА рекомендует первую минимизированную тест-сис
тему для генотипирования «АтрИСЫр Су^осЬготе Р450 
Оепо1;урт|7 Тез!», ее использование предназначается для 
облегчения подбора лекарственных препаратов и установле
ния точных диагнозов при большом количестве часто встре
чающихся патологических состояний.

Секвенирован геном лабораторной крысы.
Завершена работа по секвенированию генома шимпанзе — 

примата, являющегося ближайшим родственником человека.
Канадская биотехнологическая компания 1о§еп запусти

ла первое промышленное производство биоэтанола из пше
ничной соломы с помощью биотехнологических ферментов.

Генетически модифицированные сельскохозяйственные 
культуры выращивают около 8,25 млн фермеров в 17 странах 
на общей площади 81,0 млн га: соя — 48,4 млн га (60 % ), 
кукуруза — 19,3 млн га (23 % ), хлопчатник — 9,0 млн га 
(11 % ) — это 47-кратный прирост, по сравнению с 1996 г.

2005 г.
Ученые университета штата Джорджия успешно клони

ровали корову из соматической клетки.
Утвержден Акт о политике в области энергетики, поощ

ряющий производство биоэтанола.
На основе информации, полученной в результате секве- 

нирования ДНК из сохранившихся образцов тканей, уче
ные Центров по контролю и профилактике заболеваний 
США восстановили геном штамма вируса гриппа, в 1918- 
1919 гг. уничтожившего около 20 млн человек.

Ученым Гарвардского университета — с помощью мето
да слияния (фузии) с эмбриональными стволовыми клетка
ми — удалось трансформировать клетки кожи в плюрипо- 
тентные стволовые клетки.

ВОЗ обнародовала отчет «Современная пищевая биотех
нология, здоровье и развитие человека». В отчете проана
лизированы результаты изучения влияния потребления 
ГМО на здоровье человека и еще раз сделаны выводы о бе
зопасности разрешенных к коммерческому использованию 
трансгенных культур. Переход на биотехнологические

469



Приложения

культуры может повысить количество собираемого урожая, 
качество пищи и разнообразие продуктов, которые можно 
выращивать в каждом конкретном регионе. Такие измене
ния будут способствовать улучшению состояния здоровья и 
питания населения, а также повышению стандартов здо
ровья и жизненного уровня; Министерство сельского хозяй
ства США совместно с компаниями МопзапЬо и Сгепа18запсе 
РИагтасеи1;1са1з объявили о начале работы над совместным 
проектом по секвенированию генома сои.

Суммарная (за 10 лет промышленного возделывания) 
площадь, на которой выращивались генетически модифи
цированные культуры, достигла круглой величины в 1 млрд 
акров (400 млн га).

Глобальная площадь, засеянная биотехнологическими 
культурами, составила 222 млн акров (89 млн га).

2006 г.
Американская ассоциация диетологов опубликовала по

вторно подтвержденное заявление в поддержку сельскохо
зяйственной и пищевой биотехнологии. Согласно заявлению, 
применение методов сельскохозяйственной биотехнологии 
может повысить качество, безопасность, питательную цен
ность и разнообразие пищевых продуктов с одновременным 
увеличением эффективности производства, обработки и рас
пределения продуктов питания, а также мероприятий по 
охране окружающей среды и утилизации отходов.

Кепеззеп ЬЬС (совместное предприятие, организованное 
компаниями МопзапЬо и Саг^Ш) получило одобрение Ми
нистерства сельского хозяйства США на продажу семян 
первой генетически модифицированной кормовой культу
ры. Мауега НщЬ Уа1ие С о т  луШг Ьузте  — сорт кукурузы, 
отличающийся повышенным содержанием аминокислоты 
лизина, являющейся важным компонентом рациона живот
ных, особенно свиней и домашней птицы.

Специалисты создали породу биотехнологических сви
ней, сало которых содержит большое количество омега-3 
жирных кислот. Этот эффект достигнут путем встраивания 
в геном свиньи гена /а#-1, выделенного из генома круглого 
червя СаепогкаЬсИШ е1е§апз. Генетически модифицирован
ных свиней клонировали, при этом в организме шести из

470



Исторические вехи развития биотехнологии

десяти клонов содержалось повышенное количество омега-3 
жирных кислот, предотвращающих развитие сердечно-сосу- 
дистых заболеваний.

Всемирная торговая организация публикует окончатель
ное конфиденциальное решение по делу США/Канада/Ар
гентина против Евросоюза по поводу одобрения биотехноло
гических культур. Из заявлений прессы следует, что, со
гласно решению, Евросоюз должен изменить свои 
коммерческие обязательства с учетом появления 21 сель
скохозяйственного биотехнологического продукта, в том 
числе сортов масличного рапса, кукурузы и хлопка.



СЛОВАРЬ ОСНОВНЫХ ТЕРМИНОВ 
ПО БИОТЕХНОЛОГИИ

АДВЕНТИВНЫЕ ПОЧКИ — почки на растениях, возникшие 
из клеток и тканей, обычно их не образующих. 
АКРОПЕТАЛЬНЫЙ ТРАНСПОРТ — транспорт веществ в рас
тении по направлению к апикальным меристемам стебля. 
АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ ФЕРМЕНТЫ — ферменты, изменяю
щие свою активность в результате присоединения к их регуля
торному (аллостерическому) центру вещества-эффектора. 
АМИНОАЦИЛ-тРНК-СИНТЕТАЗЫ — ферменты, осуществ
ляющие ковалентное присоединение аминокислот к 2'- или 
З'-ОН концам тРНК.
АМПЛИФИКАЦИЯ — образование дополнительных копий 
хромосомных последовательностей ДНК.
АНЕУПЛОИД — ядро, клетка, организм с числом хромосом, 
отклоняющимся от X и от чисел, кратных X.
АНДРОГЕНЕЗ — процесс возникновения растения из микро
споры или пыльцевого зерна через соматический эмбриогенез 
либо через образование каллуса.
АНТИГЕНЫ — белки, индуцирующие образование в иммун
ной системе антител, способных к специфическому взаимодей
ствию с веществом, вызывающим образование антител. 
АНТИСТРЕССОВЫЕ ПРЕПАРАТЫ — препараты, повышаю
щие устойчивость растения в стрессовых условиях. Как прави
ло, их действие связано с активацией синтеза организмом 
стрессовых белков.
АПЕКС — верхушечная часть стебля или корня. 
АПИКАЛЬНОЕ ДОМИНИРОВАНИЕ — явление подавления 
роста верхушечных почек боковых побегов гормонами, выра
батываемыми в апикальной меристеме.
АР-ЭНДОНУКЛЕАЗЫ — ферменты, разрезающие ДНК в апу- 
риновых или апиримидиновых участках.
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АТТРАГИРУЮЩАЯ СПОСОБНОСТЬ — способность активиро
вать транспорт питательных веществ к органу с наибольшей 
концентрацией фитогормонов-стимуляторов (ауксины, гиббе- 
реллины, цитокинины, брассиностероиды).
АУКСИНЫ — фитогормоны (ИУК, НУК, 2,4-Д), активизирую
щие рост стеблей и корней, стимулирующие образование кор
ней у проростков.
АУТОСОМЫ — набор хромосом, не включающий половые хро
мосомы (обозначаются цифрами: 1, 2, 3 и т. д.).

БАЗИПЕТАЛЬНЫЙ ТРАНСПОРТ — транспорт веществ в рас
тении по направлению к апикальным меристемам корня. 
БАКТЕРИОФАГИ (ФАГИ) — вирусы, инфицирующие бактерии. 
БЕЛКИ ТЕПЛОВОГО ШОКА (БТШ) — стрессовые белки, вы
рабатываемые организмом в ответ на сверхоптимальное повы
шение температуры.
БЕССМЫСЛЕННЫЙ КОДОН — один из трех триплетов (ИАО, 
ЧАА, 1ЖА), вызывающих терминацию синтеза белка (ИАО 
известен как атЬег-кодон, Х1АА — как осЬге-кодон, IIС А  — 
как ора1-кодон). В настоящее время не рекомендуется употреб
лять термин «бессмысленный кодон», так как он выполняет 
конкретную функцию терминатора трансляции.
БИБЛИОТЕКА ГЕНОМА — набор клонированных фрагментов 
ДНК, содержащий весь геном.
БИОБЕЗОПАСНОСТЬ — состояние защищенности человека, 
общества, цивилизации и окружающей среды от вредного, опас
ного для жизни и здоровья человека воздействия токсических 
и аллергенных биологических веществ и соединений, содержа
щихся в природных или генно-инженерно-модифицированных 
биологических объектах и полученных из них продуктах. 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ ЗА ПОСЕВАМИ — система 
мониторинга показателей биологических процессов у растений 
в онтогенезе, коррелирующих с ходом формирования урожая 
посевами в конкретных условиях выращивания.
БИОМАССА — общая масса особей одного вида, группы видов 
или сообщества в целом на единицу поверхности или объема 
местообитания.
БИОРЕМЕДИАЦИЯ — комплекс методов очистки вод, грунтов 
и атмосферы с использованием метаболического потенциала
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биологических объектов: растений, грибов, насекомых, червей 
и других организмов.
БИОТЕХНОЛОГИЯ КЛАССИЧЕСКАЯ — наука о методах и 
технологиях производства, хранения и переработки сельскохо
зяйственной и другой продукции с использованием обычных, 
нетрансгенных, растений, животных и микроорганизмов в 
природных (естественных) и искусственных условиях. 
БИОТЕХНОЛОГИЯ НОВЕЙШАЯ — наука о генно-инженер- 
ных и клеточных методах и технологиях создания и использо
вания генетически трансформированных (модифицирован
ных) растений, животных, микроорганизмов и вирусов в це
лях интенсификации производства и получения новых видов 
продуктов различного назначения.
БИОЦЕНОЗ — совокупность растений, животных и микроор
ганизмов, населяющих данный участок суши или водоема и 
характеризующихся определенными отношениями между со
бой и приспособленностью к условиям окружающей среды. 
БИОЭТИКА — область междисциплинарных исследований 
этических, философских и антропологических проблем, возни
кающих в связи с прогрессом биомедицинской науки и вне
дрением новейших технологий в практику здравоохранения. 
БЛОК ПРИБНОВА — каноническая последовательность 
ТАТААТО, находящаяся на расстоянии около 10 п. н. перед 
стартовой точкой транскрипции бактериальных генов. Пред
ставляет собой часть промотора, отвечающую за связывание 
РНК-полимеразы.
БЛОТТИНГ ДНК ПО САУЗЕРНУ — процедура переноса дена
турированной ДНК из агарозного геля на нитроцеллюлозный 
фильтр для гибридизации с комплементарными нуклеотидны
ми последовательностями.
БЛОТТИНГ РНК — перенос РНК из агарозного геля на нитро
целлюлозный фильтр для последующей гибридизации с комп
лементарной ДНК.
БРЕШЬ (ПРОБЕЛ) В ДНК —- отсутствие одного или несколь
ких нуклеотидов в цепи ДНК.

ВЕДУЩАЯ ЦЕПЬ — цепь ДНК, синтезирующаяся в б'-З'-на- 
правлении.
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ВЕКТОР — самореплицирующаяся (автономная) молекула 
ДНК, используемая в генетической инженерии для переноса 
генов и других последовательностей от организма-донора в ор
ганизм-реципиент, а также для клонирования нуклеотидных 
последовательностей.
ВТОРИЧНЫЙ ПОСРЕДНИК — физиологически активное ре
гуляторное вещество, специфически стимулирующее актив
ность протеинкиназ-ферментов, переносящих остаток фосфор
ной кислоты на другие белки, что приводит к изменению их 
конформации и биологической активности.

ГАПЛОИД — ядро, клетка, организм, характеризующиеся 
одинарным набором хромосом, представляющим половину 
полного набора, свойственного виду (символ га).
ГЕН — единичная структура генетической информации, учас
ток хромосомы (молекулы ДНК), кодирующий структуру од
ной или нескольких полипептидных цепей, или молекул РНК, 
или определенную регуляторную функцию.
ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ — совокупность приемов, ме
тодов и технологий, в том числе технологий получения реком
бинантных рибонуклеиновых и дезоксирибонуклеиновых кис
лот, по выделению генов из организма, осуществлению мани
пуляций с ними и введению их в другие организмы. 
ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОД (ГК) — система записи наследственной 
информации в виде последовательности нуклеотидов в молеку
лах нуклеиновых кислот. Единицей ГК служит кодон, или 
триплет (тринуклеотид). ГК определяет порядок включения 
аминокислот в синтезирующуюся полипептидную цепь. 
ГЕНЕТИЧЕСКИЙ РИСК — возможность проявления непред
сказуемых, опасных для здоровья и жизни человека и для ок
ружающей среды наследственных изменений генома и качест
ва организма.
ГЕНОМ — совокупность генов, содержащихся в гаплоидном 
(одинарном) наборе хромосом данного организма. Диплоидные 
организмы содержат два генома — отцовский и материнский. 
ГЕННО-ИНЖЕНЕРНАЯ ДЕЯТЕЛЬНОСТЬ — деятельность 
ученых, специалистов, научных организаций и государствен
ных органов, направленная на получение, испытание, транс
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портировку и использование генетически модифицированных 
организмов (ГМО) и полученных из них продуктов. 
ГЕНОТЕРАПИЯ — лечение наследственных болезней с по
мощью введенных в геном реципиента чужеродных генов. 
ГЕНОТИП — конкретный набор генов особи.
ГЕТЕРОЗИС — повышение жизнеспособности гибридов перво
го поколения в результате скрещивания исходных родитель
ских форм, отличающихся между собой по ряду признаков и 
свойств.
ГИББЕРЕЛЛИНЫ — фитогормоны (ГК и др.), активизирую
щие рост стеблей, вызывающие прорастание семян. 
ГИНОГЕНЕЗ — процесс возникновения растения из клеток за
родышевого мешка.
ГОМОЗИГОТНОСТЬ — отсутствие различий между идентич
ными генами родителей.
ГОРМОНАЛЬНАЯ СИСТЕМА РАСТЕНИЙ — регуляторный 
комплекс, состоящий из фитогормонов, их рецепторов и вто
ричных посредников.
ГОРМОНАЛЬНЫЙ СТАТУС — состояние гормональной систе
мы в онтогенезе растений и животных, уровни гормонов и со
отношения между ними в процессах образования, передвиже
ния, использования и инактивации в ответ на эндогенные и 
экзогенные воздействия.
ГОРМОН-РЕЦЕПТОРНЫЙ КОМПЛЕКС — соединение гормона 
и белкового рецептора, первый необходимый шаг в реализа
ции действия гормона.
ГОСУДАРСТВЕННОЕ РЕГУЛИРОВАНИЕ ГЕННО-ИНЖЕНЕР- 
НОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ — регулирование государственными 
органами в соответствии с законами и другими правовыми ак
тами отношений между участниками генно-инженерной де
ятельности в сфере природопользования, охраны окружающей 
среды и обеспечения экологической безопасности.

ДЕСТРУКЦИЯ — разрушение вещества, сопровождаемое поте
рей его физиологической активности.
ДЕДИФФЕРЕНЦИАЦИЯ — переход специализированных, неде- 
лящихся клеток к пролиферации, т. е. к образованию недиф
ференцированных делящихся каллусных клеток (к неорганизо
ванному каллусному росту — утрате специализации клетками).
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ДЕТЕРМИНАЦИЯ РАЗВИТИЯ — приобретение клеткой, тка
нью, органом или организмом состояния готовности к разви
тию по определенному пути, сопровождающееся одновремен
ным ограничением возможностей развития в других направ
лениях. В период детерминации создаются необходимые 
внутренние условия для последующей реализации нового на
правления развития.
ДИПЛОИД — ядро, клетка, организм, характеризующиеся 
двойным набором гомологичных хромосом, представленных 
числом, характерным для данного вида (символ 2п). 
ДИПЛОИДИЗАЦИЯ — превращение гаплоидного набора хро
мосом в диплоидный путем удвоения каждой хромосомы. 
ДИПЛОИДНЫЙ НАБОР ХРОМОСОМ — два гаплоидных набо
ра хромосом, содержащие хромосомы только одного или обоих 
родителей.
ДИФФЕРЕНЦИАЦИЯ — комплекс процессов, приводящих к 
различиям между дочерними клетками, а также между мате
ринскими и дочерними клетками.
ДИФФЕРЕНЦИРОВКА — состояние специализации клеток, 
отличающее их от других.
ДНК — молекула дезоксирибонуклеиновой кислоты — систе
мы, состоящей из нуклеотидов (аденин, гуанин, цитозин, ти- 
мин), дезоксирибозы и остатков фосфорной кислоты. 
ДОМИНАНТ — ген, проявляющийся как признак при усло
вии, когда гомологичные наборы имеют разные гены.

ЗИГОТА — оплодотворенная яйцеклетка.
ЗАТРАВКА — короткая последовательность (часто это РНК), 
комплементарно взаимодействующая с одной из цепей ДНК; 
образует свободный З'-ОН-конец, используя который ДНК-по- 
лимераза начинает синтез дезоксирибонуклеотидной цепи.

ИЗОЛИРОВАННЫЙ ПРОТОПЛАСТ — растительная клетка, 
лишенная клеточной стенки с помощью ферментативного или 
механического разрушения.
ИММОБИЛИЗАЦИЯ — фиксация низкомолекулярных лиган
дов, макромолекул, клеточных органелл и клеток на опреде
ленном носителе.
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ИНВЕРТИРОВАННЫЕ ПОВТОРЫ — две копии одной и той 
же последовательности ДНК в составе одной молекулы, нахо
дящиеся в противоположной ориентации. Прилежащие друг к 
другу инвертированные повторы образуют палиндром. 
ИНОКУЛЮМ — часть клеточной суспензии, используемая для 
переноса на свежую питательную среду.
ИНТРОН — «молчащий», транскрибируемый участок гена, не 
содержащий кодонов и удаляющийся из молекулы РНК в ходе 
ее процессинга.

КАЛЛУС — группа дедифференцированных клеток, возник
ших т июо или т оИго путем неорганизованной пролифера
ции.
КАЛЬМОДУЛИН — вторичный посредник гормонов растений 
и животных. После присоединения двух ионов кальция из не
го выделяется активная субъединица, активизирующая опре
деленные протеинкиназы.
КАРИОТИП — набор хромосом, характерных для данного 
вида.
КЛЕТКИ-МИШЕНИ — клетки, имеющие рецепторы того или 
иного фитогормона и изменяющие метаболизм при изменении 
концентрации фитогормона.
КЛЕТОЧНАЯ СЕЛЕКЦИЯ — метод выделения мутантных 
клеток и сомаклональных вариаций с помощью селективных 
условий.
КЛОНАЛЬНОЕ МИКРОРАЗМНОЖЕНИЕ — получение т нИго 
неполовым путем растений, генетически идентичных исходно
му растению.
КЛОНИРОВАНИЕ — получение генетически идентичных по
пуляций организмов.
КОМПЕТЕНЦИЯ — способность клетки, ткани, органа, орга
низма воспринимать индуцирующее воздействие и специфиче
ски реагировать на него изменением развития.
КЛОН — большое число клеток или молекул, идентичных од
ной родоначальной клетке или молекуле (культура, возник
шая из одной клетки).
КОДОН — триплет нуклеотидов, соответствующий определен
ной аминокислоте или терминирующему сигналу.
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КОМПЛЕМЕНТАРНАЯ ЦЕПЬ — одна из цепей ДНК, исполь
зуемая в качестве матрицы для синтеза РНК и соответствую
щая ей по взаимодействию пар нуклеотидов.
КУЛЬТУРА ЗИГОТИЧЕСКИХ ЗАРОДЫШЕЙ 7ДГ У1ТКО  —  

асептическое выращивание на искусственной питательной сре
де незрелых или зрелых изолированных зародышей. 
КУЛЬТУРА ИЗОЛИРОВАННЫХ ПРОТОПЛАСТОВ — выра
щивание клеток, лишенных стенок, в жидкой или на агаризо- 
ванной среде, содержащей в качестве дополнительного компо
нента осмотически активное вещество (стабилизатор) в опти
мальной для данного вида концентрации. При регенерации 
стенок изолированные протопласты превращаются в культуру 
клеток.
КУЛЬТУРА КАЛЛУСОВ Ш  У1ТЕО  — выращивание в дли
тельной пересадочной культуре каллусов, возникших путем 
дедифференциации и пролиферации клеток, тканей, органов 
растений.
КУЛЬТУРА КОРНЕЙ Ш  У1ТЕО  — асептическое выращива
ние на искусственной питательной среде в пересадочном режи
ме изолированных корней.
КУЛЬТУРА МЕРИСТЕМ Ш  У1ТЕО  — асептическое выращи
вание на искусственной питательной среде изолированного 
апекса или пазушной почки побега конуса нарастания с одним 
или двумя листовыми примордиями.
КУЛЬТУРА ОРГАНОВ Ш  У1ТКО  — асептическое выращива
ние на искусственной питательной среде в пересадочном режи
ме изолированных корней, стеблевых апексов, незрелых час
тей цветка, незрелых плодов.
КУЛЬТУРА «ПРИВЫКШИХ» ТКАНЕЙ — выращивание тка
ней, возникших путем редифференциации или мутации кле
ток нормальных каллусных тканей и способных расти на пи
тательных средах без гормонов.
КУЛЬТУРА СУСПЕНЗИОННАЯ, ИЛИ КУЛЬТУРА КЛЕТОК 
Ш  У1ТЕО  — асептическое выращивание отдельных клеток 
или их небольших групп во взвешенном состоянии в жидкой 
питательной среде.
КУЛЬТУРА ТКАНЕЙ Ш  У1ТКО  — выращивание в длитель
ной пересадочной культуре тканей, возникших путем проли
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ферации клеток изолированных сегментов разных органов или 
самих органов растений.

ЛИГИРОВАНИЕ — образование фосфодиэфирной связи между 
двумя основаниями одной цепи ДНК, разделенными разры
вом. Этот термин употребляют также в случае соединения ту
пых концов и при образовании связи в РНК.
ЛИНИЯ — культура, возникшая из штамма путем селекции 
или клонирования, имеющая маркерные признаки.
ЛИПКИЙ КОНЕЦ — свободный одноцепочечный конец двух
цепочечной ДНК, комплементарной одноцепочечному концу, 
принадлежащему этой же или другой молекуле ДНК.

МАРКЕР (ДНК) — фрагмент ДНК известного размера, исполь
зуемый для калибровки фрагментов в электрофоретическом 
геле.
МАРКЕРНЫЙ ГЕН — ген, идентифицированный по месту 
расположения и имеющий четкое фенотипическое проявление. 
МАРКИРОВКА ПРОДУКТОВ ИЗ ГМО — нанесение специаль
ных меток-обозначений (символов) на упаковке товаров и про
дуктов, полученных из ГМО, при их реализации.
МЕЙОЗ — процесс деления клеток, приводящий к редукции 
числа хромосом и рекомбинации генов.
МЕРИСТЕМА — образовательные ткани с активно делящими
ся клетками.
МЕТАБОЛИЗМ — промежуточный обмен, т. е. превращение 
веществ внутри клеток с момента их поступления до образова
ния конечных продуктов.
МОНОПЛОИД — ядро, клетка, организм, характеризующиеся 
основным числом хромосом в полиплоидной серии (символ X). 
МОРФОГЕНЕЗ — процесс формирования органов (органоге
нез), тканей (гистогенез) и клеток (цитогенез, или клеточная 
дифференцировка).
МУТАЦИЯ — спонтанное или индуцированное изменение ге
на, последовательности нуклеотидов хромосомы, генома, при
водящее к изменению тех или иных признаков и сохранению 
их в поколениях.
МИТОЗ — процесс деления эукариотических соматических 
клеток.
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МУТАГЕНЫ — факторы, увеличивающие частоту возникнове
ния мутаций в молекуле ДНК.

НЕЗАМЕНИМЫЕ АМИНОКИСЛОТЫ — аминокислоты, кото
рые не синтезируются в организме человека и животных. 
НУКЛЕИНОВЫЕ КИСЛОТЫ — наиболее высокомолекуляр
ные природные соединения (полимеры), состоящие из остат
ков различных нуклеотидов. Существует два типа нуклеино
вых кислот: РНК, ДНК.

ОМНИПОТЕНТНОСТЬ ЯДЕР — сохранение ядрами соматиче
ских клеток растений всех потенций ядра зиготы, т. е. сохра
нение всей генетической информации.
ОПЕРОН — единица генетической регуляторной структуры, в 
состав которой входят один или несколько связанных между 
собой структурных генов, а также промоторный, операторный 
и другие регуляторные участки, контролирующие транскрип
цию оперона.
ОРГАНОГЕНЕЗ — процесс возникновения в неорганизованно 
растущей массе каллусных клеток зачатков органов (корней и 
побегов).
ОТРИЦАТЕЛЬНАЯ СУПЕРСПИРАЛИЗАЦИЯ — введение в 
двухцепочечную ковалентно замкнутую ДНК супервитков, на
правление которых противоположно направлению витков це
пей молекулы.

ПАРТЕНОГЕНЕЗ — развитие особи с участием только мате
ринских генов.
ПЛАВЛЕНИЕ ДНК — денатурация ДНК.
ПЛАЗМИДА — основа плазмидного вектора: кольцевая двух
цепочечная ДНК, обладающая способностью к автономной 
репликации, а также к встраиванию в нее и передаче в геном 
реципиента чужеродных генов и других последовательностей 
ДНК.
ПОЛИАДЕНИЛИРОВАНИЕ — присоединение последователь
ности полиаденилиновой кислоты к З'-концу эукариотической 
РНК после завершения ее синтеза.
ПОЛИПЛОИД — ядро, клетка, организм, характеризующиеся 
умноженным основным числом хромосом (символы ЗХ, 4Х 
и т. д.).
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ПОЛОВЫЕ ХРОМОСОМЫ — хромосомы, определяющие пол 
особи (обозначаются буквами: X, У, "\У, 2 и т. д.). 
ПРОДУКЦИОННЫЙ ПРОЦЕСС — сумма всех одновременно 
протекающих в растении физиологических, биохимических, 
биофизических и других процессов образования и метаболизма 
веществ, обеспечивающих формирование хозяйственно ценных 
органов растения и продуктов вторичного обмена на основе ге
нетического контроля и донорно-акцепторных отношений. 
ПРОЛИФЕРАЦИЯ — новообразование клеток и тканей путем 
размножения уже существующих.
ПРОМОТОР — участок гена, ответственный за начало его 
транскрипции.
ПРОТОННАЯ ПОМПА — белки, переносящие протоны через 
клеточные мембраны.
ПРОТОПЛАСТ — содержимое растительной клетки, лишен
ной клеточной стенки с помощью ферментативного разруше
ния или механическим способом.
ПРОФАГ — фаговый геном, интегрированный в бактериаль
ную хромосому.
ПСЕВДОДИПЛОИД — ядро, клетки, организм, характеризую
щиеся диплоидным числом хромосом, отличающиеся от зигот 
данного вида по кариотипу.

РАЗРЫВ В ДУПЛЕКСЕ ДНК — отсутствие фосфодиэфирной 
связи между двумя соседними нуклеотидами в одной из цепей 
двухцепочечной ДНК.
РЕГЕНЕРАЦИЯ — восстановление целостного организма из 
клетки, ткани, органа.
РЕДИФФЕРЕНЦИАЦИЯ — переход специализированных кле
ток из одного состояния дифференцировки в другое с пред
шествующими делениями или непосредственно. 
РЕДУПЛИКАЦИЯ ДНК — самоудвоение молекулы ДНК пу
тем образования ее копии с помощью набора ферментов 
(ДНК-полимераз, лигаз и др.).
РЕКОМБИНАНТНЫЙ ГЕН — ген, состоящий из компонентов 
различных генов.
РЕКОМБИНАЦИЯ — перераспределение генетического мате
риала родителей, приводящее к наследственной комбинатив- 
ной изменчивости.

482



Словарь основных терминов по биотехнологии

РЕЦЕССИВ — ген или генетически обусловленный признак, 
проявляющийся в диплоидной клетке или организме при ус
ловии, когда оба набора хромосом несут данные гены. 
РИЗОГЕНЕЗ — процесс заложения, роста и развития корней. 
РНК — молекула рибонуклеиновой кислоты, в состав которой 
входят нуклеотиды (аденин, гуанин, цитозин, урацил), рибоза 
и остатки фосфорной кислоты.
РОСТОВОЙ ЦИКЛ — рост популяции клеток в цикле перио
дического выращивания, характеризующийся сигмоидальной 
(8-образной) кривой.

СИНЕРГИЗМ — эффект взаимного усиления действия ве
ществ, процессов и других факторов.
СЛИЯНИЕ ИЗОЛИРОВАННЫХ ПРОТОПЛАСТОВ — форми
рование одной клетки из двух и более объединением их по
верхностных мембран.
СОМАКЛОНЫ — регенеранты растений, полученные из сома
тических клеток и обладающие определенными отличиями от 
исходных форм.
СОМАКЛОНАЛЬНАЯ ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ — размах колеба
ний в различии признаков у растений, регенерированных из 
культивируемых соматических клеток.
СОМАКЛОНАЛЬНЫЕ ВАРИАЦИИ И ВАРИАНТЫ — феноти
пическое выражение непостоянства ядерного и органелльных 
цитоплазматических геномов культивируемых клеток. От ис
тинных генных мутаций отличаются большей частотой воз
никновения и комплексностью изменений (изменения в струк
туре генов, хромосом, геномов).
СОМАТИЧЕСКАЯ (ПАРАСЕКСУАЛЬНАЯ) ГИБРИДИЗАЦИЯ — 
процесс вовлечения в генетическую рекомбинацию хромосом и 
генов ядра и органелл вне сексуального цикла, например пу
тем слияния изолированных протопластов. Приводит к появ
лению гибридных клеточных линий и соматических гибридов 
растений.
СОМАТИЧЕСКИЙ ГИБРИД — растение-регенерант, получен
ное путем слияния (гибридизации) соматических клеток. 
СОМАТИЧЕСКИЙ ЭМБРИОГЕНЕЗ — процесс образования за
родышеподобных структур (эмбриоидов) в культуре ткани и 
клеток.
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Приложения

СТРЕССОВЫЕ БЕЛКИ — специальные белки, синтезируемые 
организмом в неблагоприятных условиях и позволяющие сни
зить вредоносное воздействие стрессовых факторов на организм. 
СУБЪЕДИНИЦЫ — белковые глобулы, из которых состоят 
молекулы белков (четвертичная структура). 
СУБКУЛЬТИВИРОВАНИЕ — перенос трансплантов (инокулю- 
ма) в другой культуральный сосуд на свежую питательную 
среду.
СУСПЕНЗИОННАЯ КУЛЬТУРА — суспензия клеток или их 
агрегатов (небольших групп) во взвешенном состоянии в жид
кой среде при использовании аппаратуры, обеспечивающей их 
аэрацию и перемешивание.
СУБПРОТОПЛАСТ — изолированный протопласт, потеряв
ший часть цитоплазмы, сохранивший ядро.

ТОТИПОТЕНТНОСТЬ — свойство соматических клеток расте
ний полностью реализовывать свою наследственную програм
му онтогенетического развития при определенных условиях 
выращивания, вплоть до образования взрослых растений и се
мян.
ТРАНСГЕНЕЗ — процесс переноса с помощью различных век
торов донорских, чужеродных генов в клетки реципиентных 
растений, животных и микроорганизмов.
ТРАНСГЕННЫЕ, ГЕНЕТИЧЕСКИ МОДИФИЦИРОВАННЫЕ 
ОРГАНИЗМЫ (ГМО) — растения, животные, микроорганизмы 
и вирусы с измененной наследственностью, вызванной вклю
чением в их геном чужеродных генов с помощью генно-инже
нерных методов.
ТРАНСЛЯЦИЯ — синтез белка на рибосомах при участии ин
формационной, транспортной РНК и других факторов. 
ТРАНСКРИПЦИЯ — образование РНК-копии ДНК с по
мощью фермента РНК-полимеразы.
ТРАНСПЛАНТ (ИНОКУЛЮМ) — часть каллусной (суспензи
онной) культуры, используемой для пересадки на свежую пи
тательную среду.

ФАЗЫ РОСТОВОГО ЦИКЛА: латентная (лаг-фаза), экспонен
циальная (лог-фаза, фаза логарифмического роста), замедле
ния роста, стационарная (плато), старения (деградации).
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Словарь основных терминов по биотехнологии

ФЕНОТИП — сумма внешних признаков организмов, опреде
ляемых генотипом и условиями выращивания. 
ФЕРМЕНТИРОВАННЫЙ СОК — жидкий белковый раствор, 
образующийся в процессе ферментации растительного сока. 
ФИТОАЛЕКСИНЫ — гипотетические и реальные компоненты 
системы устойчивости растений к болезням, замедляющие 
развитие патогена.
ФИТОГОРМОНЫ (гормоны растений) — биологически актив
ные соединения, образующиеся в растениях в малых количе
ствах, вызывающие специфический ростовой или формообра
зовательный эффект.
ФИТОРЕГУЛЯТОРЫ — природные и синтетические препара
ты, вызывающие различные ростовые или формативные эф
фекты и не обладающие действием удобрений и гербицидов.

ХРОМОСОМЫ — генетические структурные образования ядра 
клетки, состоящие из ДНК и белков. В хромосомах заключена 
наследственная информация организма.

ЦИБРИД — растение, полученное при слиянии изолированно
го протопласта с цитопластом, протопластом с инактивирован
ным ядром или с энуклеированным протопластом.
ЦИКЛ ВЫРАЩИВАНИЯ — период от помещения клеточного 
инокулюма или каллусного транспланта на питательную среду 
до следующего субкультивирования.
ЦИТОКИНИНЫ — фитогормоны (кинетин, 6-БАП), активизи
рующие развитие меристем, стимулирующие образование по
чек.
ЦИТОПЛАСТ — ограниченный мембраной участок цитоплаз
мы, возникший при фрагментации изолированного протопласта.

ШТАММ — культура, возникшая после первого субкультиви
рования и состоящая из многих клеточных линий, возникших 
из клеток первичного каллуса.

ЭКСПЛАНТ — фрагмент ткани или органа, инкубируемый на 
питательной среде самостоятельно или используемый для по
лучения первичного каллуса.
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Приложения

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА — проявление генетической информа
ции, записанной в гене, в форме рибонуклеиновой кислоты, 
белка и фенотипического признака.
ЭЛЕКТРОПОРАЦИЯ — метод переноса генов в клетки с по
мощью электрического разряда, вызывающего образование 
пор в клеточной мембране.
ЭМБРИОИДОГЕНЕЗ — процесс образования зародышеподоб
ных структур (эмбриоидов) неполовым путем в культуре тка
ней и клеток т иИго.
ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИЕ ВАРИАЦИИ — фенотипическое выра
жение дифференциальной активности генов. От мутаций и со- 
маклональных вариаций отличаются тем, что не сохраняются 
в цикле клетка — растение — клетка.
ЭУПЛОИД — ядро, клетки, организм с числом хромосом, 
кратным X.

ЮВЕНИЛЬНАЯ ФАЗА РАЗВИТИЯ — период заложения, рос
та и развития вегетативных органов от прорастания семени 
или вегетативной почки до появления способности к образова
нию репродуктивных органов.

АТТ-САЙТЫ — участки фаговой и бактериальной хромосом, 
рекомбинация между которыми приводит к интеграции или 
исключению фага.
СААТ — участок консервативной последовательности, распо
ложенный примерно на расстоянии 75 пар оснований перед 
стартовой точкой в транскрипционных единицах эукариот. 
О-БЕЛКИ — регуляторные белки, активирующие фермент, 
синтезирующий вторичный посредник.
Е Х  У1УО  — получение изолированных клеток, исправление в 
них генетического дефекта с помощью переноса нужного гена, 
наращивание «исправленных» клеток.
Ш  81Т11 — сохранение культивируемых видов в той среде, в 
которой они приобрели свои отличительные свойства.
Ш  У1ТКО  — выращивание живого материала «в стекле», на 
искусственных питательных средах, в стерильных условиях. 
Ш  У1УО  — выращивание живого материала в естественных 
условиях.
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