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ВИДЫ РОДА BERBERIS L. КАЗАХСТАНА И  
ИХ ПРИРОДНЫЕ АРЕАЛЫ

Видовая определенность объектов исследований лежит в основе всех ботанических и 
экологических исследований, а также природоохранных и природопользовательских мероприятий. 
Целями исследований были разбор и анализ ареалов произрастания видов барбариса в Казахстане 
в настоящее время, а также установление современных ареалогических характеристик видов и 
формулирование задач по развитию исследований рода Berberis L. на территории республики. 
Уточнение видовой специфичности барбарисов является обязательным и непременным условием 
как дальнейшего развития исследований растений этого рода в Казахстане, так и для разработки 
по ним эффективных природоохранных и природопользовательских мероприятий. Объектами 
исследований являлись восемь видов барбариса (Berberis sibirica Pall., B. iliensis M. Pop., B. sphaero-
carpa Kar. et Kir., B. oblonga C. K. Schneid., B. integerrima Bunge, B. kaschgarica Rupr., B. karkaralen-
sis Kornilova et Potapov, B. nummularia Bunge). В работе использовались материалы электронной 
базы данных гербария РГП «Институт ботаники и фитоинтродукции» КН МОН РК (г. Алматы) 
по роду Berberis L., в которых отмечены места и датировки сборов образцов. Данные были 
дополнены собственными сборами и описаниями видов барбариса сотрудниками лаборатории 
дендрологии данного института за 2013-2016 годы. Приведены описания природных ареалов 
видов барбарисов по фундаментальным флористическим и дендрологическим сводкам с 
учетом современных таксономических представлений. Итогами исследования стали уточнения 
всех природных ареалов видов барбарисов Казахстана. На сегодняшний день можно с полным 
основанием говорить о произрастании в Казахстане 6 видов рода Berberis L. 

Ключевые слова: Berberis L., природный ареал, флористический район, гербарный фонд, 
виды барбарисов. 
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Kazakhstan species of Berberis L. and their natural habitats 

The aim of the study is to analyze the habitats of barberry species in Kazakhstan at the present time, 
as well as to establish modern areological characteristics of species and formulation of tasks for the de-
velopment of research on the genus Berberis L. in the territory of the republic. There are different versions 
in understanding of species variability Berberis L. in Kazakhstan. Up to 60-th of XX century there were 8 
species. To the end of 60-th of XX century the number of species reduced to 6 species. Such opinion is 
the same with modern. But in different books we see different understanding of species. The objects of 
our investigations were habitats of Berberis species in Kazakhstan in fundamental taxonomic books. The 
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Electronic Data base of Herbarium of Institute of Botany and Phytointroduction was the object of the in-
vestigation as well. Our investigation had shown next. There are 6 species of Berberis L. on Kazakhstan’s 
territory now. These plants are growing in Kazakhstan in mountains only. Go after specific of species of 
Berberis in Kazakhstan’s habitat is divided into three parts – north-east, south-east and south. 

Key words: Berberis L., natural habitat, floristic region, herbarium, species of Berberis
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Қазақстанның Berberis L. түрлері мен олардың табиғи ареалдары

Зерттеу объектілерінің түрлілік ерекшелігі барлық ботаникалық және экологиялық 
зерттеулердің, сондай-ақ табиғатты қорғау және табиғатты пайдалану шараларының негізі 
болып табылады. Зерттеудің мақсаты қазіргі уақытта қазақстандық бөріқарақат түрлерінің 
мекендейтін жерлерін талдап және сипаттама беріп, Berberis L. тегінің зерттеу міндеттерін 
қалыптастыру болды. Сондықтан, бөріқарақаттың түрлілік ерекшелігін нақтылау Қазақстандағы 
осы тектің түрлерін зерттеу шараларын әрі қарай дамыту үшін және табиғатты тиімді қолдану, 
тиімді қорғау шараларын әзірлеу үшін аса қажетті шарт болып табылады. Зерттеу объектілері 
ретінде бөріқарақаттың 8 түрі алынды (Berberis sibirica Pall., B. iliensis M. Pop., B. sphaerocarpa Kar. 
et Kir., B. oblonga C. K. Schneid., B. integerrima Bunge, B. kaschgarica Rupr., B.karkaralensis Kornilo-
va et Potapov, B. nummularia Bunge). Жұмысымызда ҚР БҒМ «Ботаника және фитоинтродукция 
институтының» Berberis L түрлерінің жиналған орны мен күні белгіленген гербарийдің электрондық 
мәліметтер базасы пайдаланылды. Бұл мәліметтер 2013-2016 жылдары осы институттың 
дендрология зертханасының қызметкерлерінің жинақтарымен және бөріқарақаттың түрлерінің 
сипаттамасымен толықтырылды. Мақалада қазіргі заманғы таксономиялық өкілдіктерді ескере 
отырып, іргелі флористикалық және дендрологиялық есептерге сәйкес бөріқарақаттың табиғи 
түрлерінің сипаттамалары берілген. Зерттеудің нәтижесі Қазақстандағы бөріқарақат түрлерінің 
барлық табиғи ареалдарын нақтылау болды. Бүгінгі таңда Қазақстанда Berberis L. тегінің 6 түрінің 
өсуі туралы толық негізде айтуға болады.

Түйін сөздер: Berberis L., табиғи ареал, флористикалық аудан, гербарлық фонд, барбарис 
түрлері. 

Введение

По современным таксономическим пред-
ставлениям на территории Казахстана предпо-
лагается произрастание 8 видов рода Berberis 
L (Черепанов, 1981: 510; Черепанов, 1995: 992; 
Абдулина, 1999: 187). Однако по различным 
флористическим и дендрологическим литера-
турным источникам не однозначны не только 
характеристики природных ареалов, но и видо-
вой состав барбарисов Казахстана (Флора СССР 
1937: 792; Флора Казахстана: 548; Определитель 
растений Средней Азии. Критический конспект 
флоры 1972: 268; Соколов 1980: 144). Речь идет 
не о том, что источники, опубликованные до 
описания вида, не содержат его характеристик, 
а о том, что в различных источниках вновь опи-
санные виды предполагают различный характер 
близкородственных связей. 

Сходная ситуация с таксономией видов Ber-
beris L������������������������������������������. имеет место в Патагонии. Здесь изначаль-

но выделяли 16 видов (Orsi 1984: 325; Bottini 2002: 
133) а затем 13 (��������������������������������Landrum������������������������� 1999: 793). Однако пред-
ложенная новая классификация барбарисов Чили 
не согласуется с результатами биохимических и 
молекулярно-генетических исследований (Bottini 
1999: 514; Bottini 2000: 565; Bottini 2007: 321). За 
основу разрешения противоречий принята разра-
ботка по индийским барбарисам (Roy 2010: 3674) 
в соответствии с которой проводятся дальнейшие 
исследования (Arenа 2011: 117; Arena 2013: 1323; 
Arena 2014: 5; Rodoni 2014: 233; Suarez 2015: 35; 
Giordani 2016: 14).

Природный ареал вида динамичен (Alberch 
1982: 313; Грант 1984: 528). Вид «зарождается» 
на локальном территориальном участке. В ходе 
дальнейшего своего развития он расселяется по 
новым территориям, расширяя свой природный 
ареал. Когда вид подходит к «эволюционному 
угасанию», его природный ареал сокращается. 
Тем самым вид динамичен как в пространствах 
природного ареала, так и во времени. Это осо-
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бенно важно учитывать для видов, пришедших 
к «эволюционному угасанию» естественным 
или стимулированным деятельностью человека 
путем. Два вида барбариса (Berberis������������ �����������karkaralen-
sis Kornilova et Potapov, Berberis iliensis M.Pop.) 
включены в Красную книгу Казахстана, а пото-
му понимание их «динамичности» имеет перво-
приоритетное значение, как для осуществления 
природоохранных действий, так и для пони-
мания эволюционной «перспективности» вида 
(Красная книга Казахской ССР 1981: 263) (Крас-
ная книга Казахстана 2014: 452). Динамичность 
природных ареалов видов растений обуславли-
вается не только их эволюционным состоянием, 
но и глобальными изменениями температурно-
го режима поверхности Земли (Чекалин 2012: 
188). Сейчас, в период глобального потепления, 
происходят коренные изменения экологических 
условий в бывших ранее «традиционными» 
местах обитания видов. Если такие изменения 
превышают грань экологической пластичности 
вида, то вид «уходит» из данной части своего 
природного ареала. Вместе с тем на территори-
ях, ранее не освоенных видом, могут сложиться 
благоприятные экологические условия для засе-
ления вида. 

Целью наших исследований был анализ ареа-
лов произрастания того или иного вида барбариса 
в Казахстане в настоящее время, уточнение со-
временных ареалогических характеристик видов 
и формулирование задач по развитию исследова-
ний рода Berberis L. на территории республики. 

Материалы и методы исследований

Объектами исследований являлись описания 
природных ареалов видов барбарисов по фун-
даментальным флористическим и дендрологи-
ческим сводкам с учетом современных таксоно-
мических представлений (Черепанов 1981: 510; 
Черепанов 1995: 992; Абдулина 1999: 187; Флора 
СССР 1937: 792; Флора Казахстана 548; Опреде-
литель растений Средней Азии 1972: 268; Соколов 
1980: 144). В работе использовались материалы 
электронной базы данных гербария РГП «Инсти-
тут ботаники и фитоинтродукции» КН МОН РК 
по роду Berberis L., в которых отмечены места и 
датировки сборов образцов, которые были допол-
нены собственными сборами и описаниями видов 
барбариса сотрудниками лаборатории дендроло-
гии этого Института 2013-2016 годов. 

В исследованиях был впервые использован 
географически-временной подход системати-
зации данных. Для монографических описаний 
такой подход сводился к единству устанавлива-
емого природного ареала и времени публикации 
описания. По гербарным материалам геогра-
фически-временной подход включал систему 
географической идентификации мест сборов об-
разцов (горные системы – горные хребты) и вре-
мени их сборов. Географическая идентификация 
мест произрастания барбарисов в Казахстане по 
горным системам обусловлена тем, что в нашей 
Республике видам этого рода свойственны толь-
ко горные места обитания. 

Рисунок 1 – Ущелье Каракыстак, Сарыайгыр, Сайрамсу (слева на право). Северный макросклон Киргизского Алатау

Даже Балхаш-Алакульский флористиче-
ский район, в котором произрастает барбарис 
илийский, представляет собой плоскогорье с 
минимальными высотными отметками 250-500 
м над уровнем моря. При географо-временном 
обобщении данных регионы произрастания вида 
в Казахстане «ранжировались» от наиболее се-
верных («холодных») к южным («теплым»). 

Тем самым по каждому виду формировался эко-
логический ряд мест произрастания с заданно 
изменяющимися температурными характери-
стиками. Фиксация времени сборов материалов 
позволяет анализировать как годы нахождения 
вида в данном месте обитания, так и полноту 
или недостаточность мониторинга за природ-
ным ареалом вида в Казахстане. 
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Результаты исследования и их обсуждение

Данные о природных ареалах Berberis� ���� ����kas-
chgarica Rupr., B. karkaralensis ���������������� Kornilova�������  ������et���� ���Po-
tapov, B. sibirica Pall. B. sphaerocarpa Kar.et Kir., 
B. oblonga (Regel) C.K. Schneid., B. integerrima 
Bunge, B. nummularia Bunge, B. iliensis M. Pop. 
по флористическим и дендрологическим свод-
кам сведены в таблицу 1. В таблице 2 приведены 
материалы электронной базы данных гербария 
РГП «Институт ботаники и фитоинтродукции» 
КН МОН РК по роду Berberis L., дополненные 
сборами 2013-2016 годов лаборатории дендро-
логии Института. Видовой состав тот же, что и 
в таблице 1 за исключением Berberis kaschgarica 
Rupr. данные таблицы 2 имеют датировки от 
1840 (A.G. Shrenk) до 2016 года. 

Berberis kaschgarica �����������������������Rupr�������������������. вид описан из Ки-
тайского Тянь-Шаня (Флора СССР 1937: 792). 
В 1961 году включён во «Флору Казахстана» 
как возможно произрастающий в Республике 
на Кетмене и в Терскей Алатау (из-за соседства 
с Западным Китаем) (Флора Казахстана, 1961: 
548). Данные накопленные к 70-м годам про-
шлого столетия расширили природный ареал 
вида Памиром (Определитель растений Средней 
Азии. Критический конспект флоры, 1972: 268). 
Полное детальное описание природного ареала 
вида приведено С.Я. Соколовым, О.А. Связовой 
и В.А. Кубли (Соколов 1980: 144). Этот природ-
ный ареал не охватывает территории Казахстана. 
Вид расселен в более теплых территориях Тянь-
Шаня и Памира. Отсутствие находок вида в Ка-
захстане обусловило постановку знака вопроса 
перед ним в списке сосудистых растений Ка-
захстана С.А. Абдулиной (Абдулина 1999: 187). 
Развивающееся в настоящее время глобальное 
потепление климата Земли может обусловить 
изменения экологических условий в Кетмене и 
Терскей Алатау, после которых прогноз «Флоры 
Казахстана» реализуется (Чекалин 2012: 188). На 

сегодняшний день: барбарис кашгарский отсут-
ствует в Казахстане, но потенциально может за-
селиться на территории Республики с развитием 
глобального потепления. Требуется мониторинг 
заселения этого вида на территорий Казахстана 

Berberis karkaralensis Kornilova et Potapov. 
Узкий эндемик гор Кент Каркаралинского фло-
ристического района Казахстана (Казахский 
мелкосопчник). Первый гербарный сбор вида 
осуществлен в 1952 году (коллектор неизве-
стен). В 1953 году сбор вида повторен инициалы 
Потаповым, который и осуществил описание. 
Наличие вида в природном месте обитания под-
тверждено сборами гербария А.Н. Куприянова 
(1977 год) и М.С. Байтенова (1985 год). В 90-х 
годах прошлого века Институт фитохимии МОН 
РК неоднократно предпринимал попытки обна-
ружения вида в его природном месте обитания 
(личное сообщение Ж.Б. Нашенова). Экспедици-
онными обследованиями вид не был обнаружен. 
В соответствии с выше изложенным, вид дол-
жен быть охарактеризован как произраставший 
в Казахстане. 

Наличие или отсутствие барбариса каркара-
линского может быть установлено специальны-
ми экспедиционными исследованиями.

Berberis sibirica Pall. Произрастание вида 
в Казахстане подтверждается данными с 1841 
года (��������������������������������������     A�������������������������������������     .������������������������������������     J�����������������������������������     .����������������������������������     Schrenk���������������������������     ) по настоящее время. В со-
ответствии с С.Я.Соколовым, О.А. Связовой и 
В.А. Кубли природный ареал вида охватывает 
Алтай, Восточный Казахский мелкосопочник, 
Зайсанскую котловину, Саур, Тарбагатай, Джун-
гарский Алатау, Монголию (Соколов 1980: 144). 
Материалы электронной базы данных гербария 
РГП «Институт ботаники и фитоинтродукции» 
подтверждают наличие вида в Казахском Алтае, 
в Казахском мелкосопочнике, на хребтах Мон-
рак, Саур и Тарбагатай (Таблица 2).. В этой базе 
данных отсутствуют материалы по Зайсанской 
котловине. Есть предположение о наличии та-

                 Куст барбариса на берегу р. Или                                    Побег с соцветиями	                            Плодоношение

Рисунок 2 – Барбарис илийский, Балхаш-Алакульский флористический район
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ких сведений в гербарии РГП «Алтайский бота-
нический сад» КН МОН РК. Мы надеемся на со-
вместное исследование этих двух Казахстанских 
научных учреждений, целью которого является 
проведение исследований по природному ареалу 
барбариса сибирского а так же осуществление 
мониторинга природного ареала вида в Казах-
станском Алтае, в Казахском мелкосопочнике, 
на хребтах Монрак и Саур. Проблемным вопро-
сом является охват природным ареалом вида 
Джунгарского Алатау. В 1937 году отмечалось, 
что по Джунгарскому Алатау имеется только 
одно место нахождения вида (Флора СССР 1937: 
792). По материалам электронной базы данных 
гербария это сборы С.Ю. Липшиц 1928 года на 
горе Урта-Тау на северной оконечности Джун-
гарского Алатау. Возможно, что в связи с гло-
бальным потеплением самая южная точка про-
израстания барбариса сибирского сместилась с 
Джунгарского Алатау на Тарбагатай. Это пред-
положение подлежит научной верификации.

Berberis sphaerocarpa Kar.et Kir. �����������Произраста-
ние вида в Казахстане подтверждается данными 
с 1841 (A.J.Schrenk) по 2016 год. С.Я.Соколов, 
О.А. Связова и В.А. Кубли дают следующие 
описание природного ареала вида в Казахстане: 
Юго-Западный Алтай (Нарынский хребет – еди-
ничные местонахождения), Зайсанская котлови-
на, Саур, Тарбагатай, Джунгарский Алатау (Со-
колов 1980: 144). В средней Азии: Тянь-Шань, 
Западный Китай. Гербарием «Института ботани-
ки и фитоинтродукции» КН МОН РК подтверж-
дается наличие вида на хребтах Саур, Тарбага-
тай, в Джунгарском Алатау. Кроме того по этим 
материалам вид расселен на хребтах Монрак, 
Кетмень, в Терскей, Кунгей, Заилийском и Кир-
гизском Алатау, в Чу-Илийских горах и в горах 
Каржантау Западного Тянь-Шаня. Северо-Вос-
точная часть природного ареала вида (Алтай, За-
йсанская котловина, Монрак, Саур, Тарбагатай) 
должна быть дополнительно исследована для 
подтверждения современных данных. 

Berberis oblonga (Regel) C.K. Schneid. �����Нали-
чие вида на территории Казахстана подтверж-
дается материалами с 1933 по 2016 год. Если 
зарубежный природный ареал вида изначаль-
но трактовался широко (Западный Тянь-Шань, 
Памиро-Алай, Центральная Азия), то по более 
поздним представлениям он ограничивается 
лишь Западным Тянь-Шанем (Флора Казахстана 
548) (Соколов 1980: 144). В Казахстане вид лока-
лизован как в Западном Тянь-Шане (Таласский 
Алатау, Каратау, Каржантау, хребет Огам), так 
и в Северном Тянь-Шане (Киргизский Алатау) 

(Таблица 2). Все гербарные сборы по Киргиз-
скому Алатау относятся к 60-м годам прошлого 
столетия. Такая временная однозначность мате-
риалов может определяться спецификой таксо-
номических взглядов, согласно которой барба-
рис круглоплодный определялся как барбарис 
продолговатый. Ботаники Узбекистана согласны 
с наличием барбариса продолговатого в Киргиз-
ском Алатау (Определитель растений средней 
Азии 1972: 268). 

Berberis integerrima Bunge С.Я.Соколов, О.А. 
Связова и В.А. Кубли описывают природный 
ареал этого вида следующим образом: Средняя 
Азия-Западный Тянь-Шань, Памиро-Алай, Ко-
петдаг, Балханы, Бадхыз, Иран, Афганистан, Па-
кистан, Индия (Кашмир), Западный Китай (Со-
колов 1980: 144). Из этого перечня территорий 
к Казахстану относится лишь Западный Тянь-
Шань. Наличие вида в Казахстанском Западном 
Тянь-Шане подтверждается гербарными матери-
алами Института ботаники (Таблица 2). Вместе 
с тем согласно этим материалам 1969-1981 годов 
барбарис цельнокрайний произрастает и в Се-
верном Тянь-Шане (Киргизское Алатау). Дают 
ли эти материалы повод для расширения при-
родного ареала вида, или являются специфиче-
ской таксономической интерпретацией, должны 
показать специальные исследования. Узбекские 
ботаники согласны с наличием барбариса цель-
нокрайнего в Киргизском Алатау (Определитель 
растений средней Азии 1972: 268. 

Berberis nummularia ���������������������Bunge����������������. Природный аре-
ал вида включает следующие территории: За-
падный Тянь-Шань, Памиро-Алай, Афганистан 
(Соколов 1980: 144). В Казахстане произрастает 
только в Западном Тянь-Шане (Таласский Ала-
тау, хребет Огам). Обращают на себя внимание 
как малочисленность (всего два сбора), так их 
датировка (только 60-ми годами ХХ века.) Рас-
пространение вида в Казахстане требует более 
детального исследования. 

Berberis iliensis ���������������������������M��������������������������. ������������������������Pop���������������������. Вид описан М.Г. По-
повым в 1936 году по гербарному материалу 
Дингильштата 1935 года у станции Или Турсиб-
ской железной дороги. Этот гербарный сбор был 
далеко не первым для этого вида. В 1843 году 
в песках Сары-Ишик-Атрау А.Г. Шренком был 
собран гербарный образец, который теперь от-
носится к барбарису илийскому. Первоначально 
этот образец был отнесен к Berberis nummularia 
var. Schrenkiana C.K. Schneid (1905), позже к Ber-
beris integerrima Bunge (Флора СССР 1937:792). 
В.С. Корнилова рассматривала Berberis������� ������nummu-
laria Bunge как наиболее близкий к Berberis�� �� ���il-
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Таблица 1 – Виды барбариса Казахстана и их природные ареалы по различным литературным источникам

Виды 
(Черепанов 1981а: 
510) (Черепанов 

1995б: 992) 

Литературные источники

(Флора СССР 
1937:792)

(Флора Казахстана 
1961:548)

(Определитель 
растений средней 
Азии 1972: 268) 

(Соколов 1980: 144)

1 2 3 4 5
Berberis kaschgarica 

Rupr.
Тянь-Шань. 
Джунгария и 

Кашгария. Описан 
из долины Суукты в 

Китайском Тянь-Шане 
с 50-60 км к северу от 

Кашгара).

Может найтись во 
флористическом районе 
Кетмень-Терскей Алатау. 
Общее распространение: 
Китайский Тянь-Шань, 
Джунгария, Кашгария.

Тянь-Шань 
(центральный) 

Памиро-Алай (Памир)

Центральный Тянь-
Шань (басс. р. 

Сарыджаз ущелье 
р. Бедель), Вост. 

Памиро-Алай (Ошская 
область, Иркештам), 
Восточный Памир 
(урощ. Джамантал 
и массив Акташ), 
Западный Китай.

Berberis 
karkaralensis 

Kornilova et Potapov

- Каркаралинский 
флористический район, 
горы Кентау описан с 

горы Кент.

- Казахстан-
Каркаралинский 

район (горы Кент-
единственное место 

нахождения)
Berberis sibirica Pall. Зап. Сибирь-Алтай, 

Вост. Сибирь-Саяны, 
Даурия, Тарбагатай, 

Джунгарский 
Алатау (только одно 
местонахождение), 
Монголия.Описан с 

Алтая.

Алтай, Восточный 
Казахстанский 

мелкосопочник, Саур, 
Тарбагатай, Джунгарский 

Алатау Каралинск.

Зайсанская котловина, 
Восточный 

Казахстанский 
мелкосопочник, 

Саур, Тарбагатай, 
Джунгарский Алатау.

Западная Сибирь- 
Алтай, юг Восточной 
Сибири, Казахский 

мелкосопочник 
(Восточный), 

Зайсанская котловина, 
Саур, Тарбагатай, 

Джунгарский Алатау, 
Монголия.

iensis M. Pop. вид (Флора Казахстана 1961:548). 
Узбекская школа ботаников до настоящего 
времени рассматривает барбарис илийский как 
барбарис монетный (Определитель растений 
Средней Азии 1972: 268) (Бердиев 2012: 61). 
Барбарис илийский включён в оба издания Крас-
ной книги Казахстана как вид с сокращающим-
ся ареалом (Красная книга Казахской ССР 1981: 
263) (Красная книга Казахстана 2014: 452). Ber-
beris iliensis ��������������������������������    M�������������������������������    . �����������������������������   Pop��������������������������   . является самым исследуе-
мым видом рода в Казахстане в начале ХХI века 
(Чекалин С.В 2011: 235) (Джолдыбаева 2012: 
59) (Смекенов 2012: 49) (Мухитдинов 2013: 322) 
(Чекалин 2013:140) (Чекалин 2014а: 131) (Чека-
лин 2014б 283) (Pozharskiy 2015: 15) (Sitpaуeva 
2016а: 67) (Sitpaуeva 2016б: 120) (Chekalin 2016: 
76). Показано, что резкое сокращение природ-

ного ареала барбариса илийского к началу 80-х 
годов ХХ века было вызвано строительством во-
дохранилищ на реках Или, Чилик, Чу (Чекалин 
2014: 131). Эти водохранилища затопили значи-
тельное число природных популяций вида, об-
условил тем самым их гибель. И сегодня крайне 
высока угроза дальнейшего сокращения природ-
ного ареала барбариса илийского. Резкое увели-
чение забора воды из реки Или в Китае уже при-
вело к значительному понижению уровня воды 
в реке Или и в Капчагайском водохранилище. В 
этой ситуации самыми уязвимыми являются по-
пуляции в нижнем течении реки Или, водоснаб-
жение которых осуществляется только за счет 
этой реки. Акжарская, Акдалинская, и Баканас-
ская популяции барбариса илийского находятся 
под острой угрозой исчезновения.
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Продолжение таблицы 1

Виды 
(Черепанов 1981а: 
510) (Черепанов 

1995б: 992) 

Литературные источники

(Флора СССР 
1937:792)

(Флора Казахстана 
1961:548)

(Определитель 
растений средней 
Азии 1972: 268) 

(Соколов 1980: 144)

1 2 3 4 5
Berberis 

sphaerocarpa Kar.
et Kir.

(B. heteropoda Schrenk) 
Тарбагатай, Тянь-
Шань, Монголия 
(южный Алтай), 
Западный Китай.

описан из гор 
Джунгарского Алатау.

(B. heteropoda Schrenk, 
B. bykovianus N. Pavl.) 

Алтай, Зайсанская 
котловина, Тарбагатай, 
Джунгарский Алатау, 
Заилийский и Кунгей 

Алатау, Кетмень и 
Терскей Алатау, Чу-

Или, Киргизский 
Алатау, Фергана, Алай, 

Монгольский Алтай, 
Западный Китай.

(B. heteropoda Schrenk) 
Зайсанская котловина, 

Саур, Тарбагатай, 
Джунгарский Алатау, 

Тянь-Шань.

В Казахстане: 
Юго-Западный 

Алтай (Нарынский 
хребет единичные 
местонахождения), 

Зайсанская котловина, 
Саур, Тарбагатай, 

Джунгарский Алатау; 
В Среденй Азии: 

Тянь-Шань; Западный 
Китай.

Berberis oblonga 
(Regel) C.K. 

Schneid.

Тянь-Шань, Памиро-
Алай Иран, Кашгария. 

Описан с Чаткала

Киргизский Алатау, 
Каратау, Западный Тянь-

Шань, Памиро-Алай, 
Центральная Азия.

Тянь-Шань (исключая 
Заилийский Алатау и 
Чу-Илийские горы), 

Памиро-Алай.

Средняя Азия: 
Западный Тянь-Шань.

Berberis integerrima 
Bunge

Джунгарский Алатау 
[?], Тянь-Шань, 

Памиро-Алай. Описан 
с Зеравшана.

Западный Тянь-Шань, 
Памиро-Алай, Иран, 

Афганистан, Западный 
Китай.

Тянь-Шань (исключая 
Заилийский Алатау и 
Чу-Илийские горы), 

Памиро-Алай.

Средняя Азия: 
западный Тянь-
Шань, Памиро-
Алай, Копетдаг, 

Балханы, Бадхыз. 
Иран, Афганистан, 
Пакистан, Индия, 

(Кашмир), Западный 
Китай.

Berberis nummularia 
Bunge

Тянь-Шань, Памиро-
Алай, Иран. Описан с 

реки Ягноба

Западный Тянь-Шань, 
Памиро-Алай, Иран

Тянь-Шань, Памиро-
Алай (исключая 

Восточный Памир), 
Прибалхашские 

пустыни (долины реки 
Или), Джунгарский 

Алатау [?]

Западный Тянь-
Шань Памиро-Алай, 

Афганистан.

Berberis iliensis M. 
Pop.

- Berberis iliensis M. Pop. 
Ind. Sem. Hort. Bot. 

Almatensis Acad. Sa. № 
3 (1936) = B. nummularia 

var Schrenkiana C.K. 
Schn. (1905) Вид 

близкий к nummularia, 
отличающийся более 

узкими листьями, 
широкими соцветиями, 

длинными цветоножками, 
короткими 

прицветниками и формой 
ягод).

Бассейн реки Или, 
Джунгарский Алатау, 

Кетмень-Терскей Алатау. 
Описан с реки Или.

- Долины рек Или, 
Чу, Хоргос, Усек, 

Борохудзир, 
Заилийский Алатау, 
Кетмень, Западный 

Китай.
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Таблица 2 – Материалы электронной базы данных гербария РГП «Институт ботаники и фитоинтродукци» КН МОН РК по 
роду Berberis L., дополненные сборами 2013-2016 годов лаборатории дендрологии Института 

Виды
Горные системы и 

(или) флористические 
районы

Горные хребты или 
макропривязки сборов Места сборов Годы осуществления 

сборов

1 2 3 4 5

Berberis sibirica Pall. Казахстанский Алтай

Ивановский хр.

Окрестности Ридера
Г. Три брата

Г. Толуха
Ущ. Сакмариха

1950
1937
1947
1947

Колбинский хр. Шибандыколь 1956

Нарымский хр.
Перевал Барлыбай

Аргаты-Урылы
1986
1968

Berberis sibirica Pall.

Казахстанский Алтай Курчумский хр.

Маркаколь
Ущ. Ак-Чоки

Азутау
С. Сервенок

Сайрымсакты

1968
1948
1980
1987
1988

Казахский 
мелкосопочник

Восточная часть

Чингиз-Тау
Улькен-Карасук

Горы Кули
Северное 

Прибалхашье, Кзыл-
Рай

1950
1958
1984
1934

Каркаралы
Сандуктае

Бахты
1841 (Schrenk)
1843 (Schrenk)

Западная часть

Южнее поселка 
Жанааул

Талдинский р-он, 
Ущ.Сармекты

1954
1934

Саур-Тарбагатай Монрак

Чорбак
Чилисты

Саганды-Булак
Катон-Чилик

Ущ. Кусты

1966
1972
1972
1981
1984

Berberis sibirica Pall.
Саур-Тарбагатай

Саур
Южнее перевала 

«Алтай»
Ущ. Обалы

1948,1967
1956,1972

Тарбагатай

Северный макросклон, 
Кызыл-Тас

Северный макросклон, 
ущ. Читасты

Северный макросклон 
ущ. Акжал

1950
1955
2015

Джунгарский Алатау Северная оконечность
Урочище, на подъеме 

горы Урта-Тау
1928

Berberis karkaralensis 
Kornilova et Potapov

Казахстанский 
мелкосопочник

Каркаралы Горы Кент 1952, 1953, 1977, 1983
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Виды
Горные системы и 

(или) флористические 
районы

Горные хребты или 
макропривязки сборов Места сборов Годы осуществления 

сборов

1 2 3 4 5

Berberis shaerocarpa 
Kar.et Kir.

Саур-Тарбагатай

Монрак Западная оконечность 1966

Саур

Сарыбулак
Майгат
Акбулак
Теректы

Кандырык

1950
1967
1969
1969
1972

Berberis shaerocarpa 
Kar.et Kir.

Тарбагатай

-
Южный макросклон, 

с. Подгорное
Кусак

Читпасты

1841 (A.J. Schrenk)
1953
1955
1955

Джунгарский Алатау

Биже 1840 (A.J. Schrenk)

Северная часть

Р. Токты
Малая Теректы

Лепсинск, Бельтерек
Между Саркандом и 

Лепсинском
Бельгаин

Р. Теректы

1928
1928
1928
1934
1954
1960

Центральная часть Р. Коксу 1948,1960

Южная часть

Кола-Узек
Баскан

Карагайлы
Кендырсахан

Перевал Алтын-Емель
Кутурхан

Горы Улкентау:
Тулкили
Талсай
Коянды

Сред.течение реки 
Усек

1930
1959
1960
1960

1967, 2014
1969

1971,2014
2014
2014
2014

Хребет Кетмень Северный макросклон

Карасаз
Кумирчи
Пияздык
Темирлик

Большой Киргизсай
Кызылбулак

Кулуктау
Большой Мураб

Кольжат

1902
1953
1957

1958, 2014
1963, 1968, 2014

1963
1963
1964
1989

Продолжение таблицы 1
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Виды
Горные системы и 

(или) флористические 
районы

Горные хребты или 
макропривязки сборов Места сборов Годы осуществления 

сборов

1 2 3 4 5

Berberis shaerocarpa 
Kar.et Kir.

Центральный Тянь-
Шань

Терскей Алатау
Баянкол

Нарынкол
Карасай

1962
1969
1982

Северный Тянь-Шань Кунгей Алатау

Карабула
Кайынды
Карабулак
Тау-Чилик
Курмекты

1937,1952,1955
1953

1955,1964
1967
1964

Заилийский Алатау

Малое Алматинское 
ущелье

Большое Алматинское 
ущелье

Турайгыр
Ремизовка

Тургенское ущелье
Сасусак
Кастек

Чип-Тургень
Ботан

Сюгаты
Талгар

Котур-Булак

1934, 1936, 1937, 1945
1935
1966
1957

1986, 1987, 2013
1968
1936
1966
1937
1953

1976, 1984, 2013
1982, 2013

Чу-Илийские горы Чокпар 1948

Киргизский Алатау

Мерке
Карабалта

Каракыстак
Чегенды
Мулалы
Чепсу

Джарлы-Каинды
Каратал

1964,1983
1974

1983,2016
1984

1986,1990
1983
1986
2016

Западный Тянь-Шань Каржантау Каскасу 1964

Berberis iliensis M. 
Pop.

Балхаш-Алакульскии 
флористический район

Нижнее течение реки 
Или

Пески Сары-Ишик 
Атрау
Карой

Дельта Или
Пос. Барибаев (Акжар)

Пос. Акдала
Пос. Баканас

1843 (A.J. Schrenk)
1931
1930
2013
2013

1949,2013

Продолжение таблицы 1
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Виды
Горные системы и 

(или) флористические 
районы

Горные хребты или 
макропривязки сборов Места сборов Годы осуществления 

сборов

1 2 3 4 5

Berberis iliensis M. 
Pop.

Среднее течение реки 
Или

Урочище Капчагай
Станция Или

20 км выше (по 
течению р.Или) 

поселка Илийски

1946, 1956, 1962
1930, 1935

1955

Джунгарский Алатау

Алтын-Эмель

Арал-Тобе
Между Большим и 
Малым Калканами

Аяк-Калкан
Минбулак
Кол-Бастау

Нурум-Даникер
Даникер
Кок-Тума
Капсалан
Шыган
Басши

1956
1971
1971
1977
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

Южные склоны 
Джунгарского Алатау

Долан-Тау,Кзыл-Жар
Долан-Тау, 

правобережье р. 
Барахудзар

Р. Усек Дарбазакум

1956
1956

1930, 2014, 2014

Кетмень Северный макросклон Темирлик 1937,2014

Северный Тянь-Шань Заилийский Алатау

Пойма реки Чарын
Р. Чарын

Р. Чарын Актогай
Горы Сюгаты

Горы Турайгыр
Р. Чилик урощ.

Бартогай
Р. Чилик, пос. Гайрак
Р. Чилик, пос. Чилик
Р. Чилик, Кызыл-Жар

1948. 1970
1948, 1958
1948, 1982

1953
1966
1956
2014
2014
2014

Продолжение таблицы 1

В более благоприятных условиях оказались по-
пуляции вида, расположенные в верхнем течении 
реки Или, водообеспечение которых осуществля-
ется притоками реки Или (р. Чарын, Шелек, Усек, 
Темирлик). Также не вызывает серьезных опасе-
ний состояние популяций барбариса илийского, 
расположенных в ГНПП «Алтын-Емель» и на при-
мыкающих к нему территориях (Дарбазакумская). 
Здесь водообеспечение популяций определяется 
стоком грунтовых вод с прилегающих нагорий 

(Sitpaeva 2016а: 120). Начато сохранение ex-situ 
генофонда популяций нижнего течения реки Или 
(Sitpaуeva 2016б: 67). Следует подчеркнуть, что 
если в верхнем течении реки Или популяции бар-
бариса илийского находятся под защитой трех 
особо охраняемых природных территориях, то в 
нижнем течении Или ни одна популяция вида не 
охраняется in-situ (Sitpaуeva 2016а: 120). А именно 
такое сохранение общепризнано обязательной и 
непреложной мерой (Чекалин 2010: 70).
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В заключение обобщения природных аре-
алов рода Berberis L. в Казахстане необходимо 
отметить, что в Республике барбарисы харак-
теризуются только горными местами обитания. 
Природный ареал рода можно рассматривать 
как последовательность горных систем, выстро-
ившихся с северо-востока (Алтай) на юго-запад 
(Западный Тянь-Шань). Проведенный анализ 
распространения видов рода позволяет подраз-
делить ареал Berberis ��������������������������L�������������������������. в Казахстане на три со-
ставляющие: северо-восточную, юго-восточную 
и южную. 

Северо-восточная часть ареала рода вклю-
чает Казахстанский Алтай, Казахский мелкосо-
почник, Зайсанскую котловину, хребты Монрак, 
Саур и Тарбагатай. Это место «уверенного рас-
селения» барбариса сибирского и отчасти – бар-
бариса круглоплодного. 

Юго-восточная часть ареала рода включает 
Джунгарский Алатау и примыкающие к нему 
с северо-запада плоскогорья, хребет Кетмень, 
Терскей, Кунгей и Зайсанский Алатау, а также 
Чу-Илийские горы. Здесь расселились барбарис 
круглоплодный и барбарис илийский.

Южная часть ареала рода в Казахстане вклю-
чает Киргизский Алатау Казахстанские террито-
рии Западного Тянь-Шаня. На этих территориях 
расселись барбарис круглоплодный, барбарис 
цельнокрайний и барбарис монетный. 

Выводы

1. На сегодняшний день можно с полным ос-
нованием говорить о произрастании в Казахста-
не 6 видов рода Berberis L.: Berberis sibirica Pall., 
B. sphaerocarpa Kar. et Kir., B. iliensis M. Pop., 
B. oblonga (Regel) C.K. Schneid., B. integerrima 
Bunge, B. nummularia Bung. 

2. Berberis karkaralensis ����������������  Kornilova�������   ������ et����  ���Po-
tapov безусловно произрастал на территории 
Казахстана как минимум до 1985 года. 
Утверждения о исчезновении или о сохранности 
этого вида сегодня требуют обоснования 
специальными исследованиями. 

3. Berberis kaschgarica Rupr ни сейчас, ни 
ранее не произрастал в Казахстане. Возможно 
его заселение на территории Республики из 
Западного Китая при дальнейшем развитии 
процессов глобального потепления.

4. Показано, что в Казахстане виды рода 
Berberis L. характеризуются только горны
ми местами обитания. Ареал рода в респуб
лике представляет собой цепь горных сис
тем, простирающуюся с северо-востока 
(Казахстанский Алтай) на юго-запад (Западный 
Тянь-Шань). По специфичности видового соста
ва барбарисов предложено подразделить его 
ареал в республике на северо-восточную, юго-
восточную и южную составляющие.
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НАСЕЛЕНИЕ МЕЛКИХ МЛЕКОПИТАЮЩИХ  
В УСЛОВИЯХ ТЕХНОГЕННОГО ЗАГРЯЗНЕНИЯ  

СЕВЕРНОГО КАЗАХСТАНА  
(на примере г. Павлодара)

В статье приводятся данные по населению мелких млекопитающих промышленной 
зоны г. Павлодар за летний период 2016-2017 гг. Проведен анализ основных структурных 
показателей разнообразия сообществ мелких млекопитающих как биоиндикаторов состояния 
экосистем в зонах техногенной нагрузки, в сравнении с контрольными участками. За период 
исследований на сравниваемых территориях нами зарегистрировано 19 видов мелких 
млекопитающих. В зоне техногенной нагрузки отмечено 15, а на контрольной территории 13 
видов, а одновременно на двух территориях зарегистрировано по девять общих видов мелких 
млекопитающих. На техногенной территории доминируют в основном два вида – узкочерепная 
полевка и степная мышовка. На контрольном участке существенно преобладает узкочерепная 
полевка, а также бурозубки – тундряная, малая и обыкновенная, а также мышь-малютка. 
Исследована межпопуляционная изменчивость морфометрических экстерьерных показателей 
узкочерепной полёвки. Анализ показал закономерное снижение размерных показателей длины 
тела и веса животных на территориях техногенной нагрузки. Территории зон техногенной 
нагрузки подвержены сильной антропогенной трансформации ландшафтов и значительному 
изменению и фрагментированности местообитаний, в конечном итоге, влияющих на динамику 
и устойчивость популяции узкочерепной полевки. В результате многие зверьки, теряют 
способность к миграциям и заселению подходящих пограничных местообитаний, образуя 
локальные популяции.

Ключевые слова: грызуны, насекомоядные, численность и структура населения, 
промышленное загрязнение, зона техногенной нагрузки, контрольная территория, узкочерепная 
полевка.
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The population of small mammals in conditions  
of technogenic pollution of Northern Kazakhstan (on an example of Pavlodar)

In the article presents data on the population of small mammals in the industrial zone of Pavlodar for 
the summer period 2016-2017. Analyzed of the main structural indicators of the diversity of communi-
ties of small mammals, as bioindicators of the condition of ecosystems in zones of technogenic load, in 
comparison with the control sites. During the period of research in the compared territories, we recorded 
19 species of small mammals. In the zone of technogenic load 15 were recorded, and 13 species in the 
control area, and simultaneously in two territories nine common species of small mammals were regis-
tered. The technogenic territory is dominated mainly by two species - the narrow-skulled vole and the 
southern birch mouse. In the control area, the narrow-skulled vole predominates, as well as the tundra 
shrew, the pigmy shrew and the common shrew, and also the harvest mouse. Interpopulation variability 
of morphometric exterior characteristics of a narrow-skulled vole was investigated. The analysis showed 
a regular decrease in the size indices of body length and weight of animals in the territories of techno-
genic load. The areas of technogenic load zones are subject to strong anthropogenic transformations of 
landscapes and to a significant change and fragmentation of habitats, ultimately affecting on the dynam-
ics and stability of the population the narrow-skulled vole. As a result, many animals lose their ability to 
the migrate and to populate suitable border habitats, forming local populations.

Key words: rodents, insectivores, number and structure of the population, industrial pollution, zone 
of technogenic load, control territory, narrow-skulled vole.
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Солтүстік Қазақстанның техногендік ластану жағдайына  
ұсақ сүтқоректілердің қоныстануы (Павлодар қаласы мысалында)

Мақалада 2016-2017 жылдардың жазғы мезгілі аралығындағы Павлодар қаласының өндірістік 
аймағының ұсақ сүтқоректілерінің таралуы бойынша мәліметтер берілген. Ұсақ сүтқоректілер 
қауымдастығының әр түрлілігі негізінде басты құрылымдық көрсеткіштеріне, техногендік жүктеме 
жағдайындағы экожүйелердің биоиндикаторлары ретінде, бақылау аумақтарын салыстыру 
арқылы талдау жүргізілді. Зерттеу барысында салыстыру аумақтарында ұсақ сүтқоректілердің 
19 түрін тіркедік. Техногендік жүктеме аймағында 15, бақылау аумағында 13 түр, ал бір мезгілде 
екі аумақта тоғыз түрлі ұсақ сүтқоректілер тіркелген. Техногендік аумақтарда негізінен екі түрі 
басымдылық танытады – бас миы тар сұртышқан және қыр тышқаны. Бақылау телімінде едәуір 
басымдылықты бас миы тар сұртышқан, сонымен қатар тундралы, кіші және кәдімгі – жертесер, 
шағын тышқан танытады. Бас миы тар сұртышқанның морфометриялық сыртқы көрсеткіштерінің 
популяция аралық өзгеруі зерттелген. Талдау техногендік жүктеме аймақтарда жануарлардың 
салмағы және дене ұзындық көрсеткіштері мен өлшемдерінің төмендеу заңдылығын көрсетті. 
Техногендік жүктеме аймағында ландшафттардың қатты антропогендік трансформациясы және 
мекендеу орындарының айтарлықтай фрагменттелуі ақыр соңында бас миы тар сұртышқанның 
динамикасы мен тұрақты популяциясына әсер етеді. Нәтижесінде көптеген аңдар қоныс 
аударуларға және келісті шекаралық қонысорындарға қоныстану қабілеттіліктерін жояды және 
жергілікті популяция құрайды.

Түйін сөздер: кемірушілер, жәндікқоректілер, тұрғындардың саны мен құрылымы, өндірістік 
ластану, техногендік жүктеме аймағы, бақылау аумағы, сүйірбасты тоқалтісі.
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Введение

Антропогенная трансформация окружающей 
природной среды приводит к значительным из-
менениям в экосистемах. Первые исследования 
изменений биоты вблизи точечных источников 
выбросов были выполнены в конце ������������XIX��������� в. (����Hol-
land, 1888: 112; Haselhoff, Lindau, 1903: 412; 
Stoklasa, 1923: 487). Описания мертвых лесов и 
«лунных ландшафтов» вошли во многие учебни-
ки экологии (Freedman, 1989:424) как наиболее 
яркие примеры негативных последствий челове-
ческой деятельности. Интенсивное накопление 
информации позволило уже к концу 1970-х го-
дов выявить картину трансформации экосистем 
под влиянием загрязнения (Woodwell, 1970: 
430; Smith, 1981: 378; Odum, 1985: 420; Rapport, 
Whitford, 1999:193).

Павлодарская область является одним из 
развитых промышленных регионов Северного 
Казахстана. За последние десятилетия в г. Пав-
лодар и его окрестностях, в связи со значитель-
ным ростом количества предприятий и увеличе-
нием объемов производства, преобразованием 
мезорельефа, интенсивным выпасом домашних 
животных возросла антропогенная нагрузка на 
окружающую среду, что привело к значительной 
трансформации и фрагментированности место-
обитаний. Изменение характеристик биотопов 
обуславливает значительные изменения геогра-
фического распространения видов, что сказы-
вается на видовом составе сообществ и приво-
дит к усилению действия естественного отбора, 
корректирующего взаимоотношения видов на 
уровне их экологических ниш (Hanski, 2005: 
47). На территориях техногенных участков, рас-
положенных в непосредственной близости от 
объектов промышленного производства, проис-
ходит снижение биоразнообразия флоры и фау-
ны, уменьшение количества обитающих видов 
и снижение их численности. Оставшиеся виды 
вынуждены приспосабливаться к обитанию в 
сложных условиях постоянного техногенного 
пресса и присутствия в окружающей среде зна-
чительных количеств вредных веществ антропо-
генного происхождения (Земляной, 2007: 484).

Группа мелких млекопитающих, представ-
ленная различными таксономическими и эко-
логическими единицами, давно используется 
в качестве удобной экологической модели для 
комплексного изучения антропогенного влия-
ния на экосистемы (Ивантер, 1981: 47; Daniel, 
1993: 352; Guillermo Espinosa-Reyes et al., 2014: 
13; Rodriguez-Estival, Smits, 2016: 286). Данная 

группа животных благодаря высокой численно-
сти, быстрому обмену веществ, интенсивному 
размножению, оседлости и небольшому инди-
видуальному участку обитания, удовлетворяют 
всем основным требованиям, предъявляемым к 
видам-индикаторам (��������������������������  Biomonitoring�������������   ������������ and���������  ��������environ-
mental management, 1990: 108).

На территории Казахстана (Каркаралинско-
го государственного национального природного 
парка, а также в прибрежных биотопах рек Же-
тысу), результаты биоиндикационных исследо-
ваний показали, что популяции мышевидных 
грызунов, под влиянием антропогенной нагруз-
ки, имеют устойчивое состояние (Пудов, 2013: 
23; Магда, 2014: 319). Но, в результате исследо-
ваний техногенных участков, под воздействи-
ем выбросов вредных веществ (Темиртауского 
промышленного комплекса), установлено зна-
чительное уменьшение биоразнообразия мелких 
млекопитающих, снижение их численности, а 
также накопление тяжелых металлов во вну-
тренних органах животных, приводящих к раз-
витию патологических изменений во внутрен-
них тканях и органах кроветворения (Аталикова, 
2009: 12).

К настоящему времени, работ, посвященных 
биоиндикационным исследованиям сообществ 
мелких млекопитающих на техногенных участ-
ках Северного Казахстана немного. Более того, 
изучение фауны и населения мелких млекопита-
ющих в окрестностях г. Павлодар проводилось 
эпизодически, данные о составе, численности и 
распределении их населения по биотопам малы. 
Исходя из вышесказанного, определяется акту-
альность данной статьи.

Впервые для территории окрестностей г. 
Павлодар проведен эколого-фаунистический 
анализ населения мелких млекопитающих, а так-
же проведены зоомониторинговые исследования 
импактных регионов (Воробейчик, 2012: 83) АО 
«Алюминий Казахстана» и АО «Казахстанский 
электролизный завод», выявлены межпопуляци-
онные различия внешних морфологических по-
казателей узкочерепной полевки. Впервые для 
Павлодарской области приводится новый, ранее 
не встреченный, вид – восточноевропейская по-
левка (M. levis Miller, 1908).

Цель работы состоит в изучении видового 
состава и структуры населения мелких млеко-
питающих зон техногенной нагрузки и выяв-
лении межпопуляционных различий внешних 
морфологических показателей узкочерепной по-
левки зон техногенной нагрузки и контрольной 
территории.
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Материалы и методы исследований

Исследования проводили в восточной про-
мышленной зоне г. Павлодар, где выбрано два 
крупных объекта загрязнения: АО «Алюминий 
Казахстана» и АО «Казахстанский электролиз-
ный завод». Расстояние между заводами соста-
вило около 11 км. 

АО «Алюминий Казахстана» (далее алюми-
ниевый завод) входит в Евразийскую Группу 
(ERG). Основная деятельность состоит в добы-
че бокситов и производстве глинозема (Ибраги-
мов,2010:5-6). Это второй крупнейший произво-
дитель глинозема по объему в СНГ, пущенный в 
эксплуатацию в 1964 г. Мощность предприятия 
– 1,4 млн тонн глинозема в год. Рядом распола-
гается Павлодарская ТЭЦ-1, входящая в состав 
предприятия. Завод находится на юго-востоке 
г. Павлодар на расстоянии около 2 км от жи-
лого микрорайона. Алюминиевый завод и ТЭЦ 
выбрасывают до 90% от общего количества за-
грязняющих веществ в год, что приводит к наи-
большим концентрациям на данной территории 
таких элементов как Cu, Zn, Cd, Pb, Cr, Mn, Co, 
Mo, Be в почвах (Панин, 2006: 174).

АО «Казахстанский электролизный завод» 
(далее электролизный завод) входит в группу 
ENRC – единственного производителя первич-
ного алюминия в Казахстане (Ибрагимов, 2009: 
14-16). Введен в эксплуатацию в 2007 г., произ-
водственная мощность – 250 тыс. тонн продук-
ции в год. Завод располагается на расстоянии 12 
км от города в юго-восточном направлении. По 
литературным источникам, основными загряз-
нителями подобного производства выступают 
фторидные соединения (HF, SiF4, NaF, Na3AlF6 
и др.), которые могут рассеиваться в радиусе 50 
км, а также окиси углерода, диоксид серы и пыль 
(Ибрагимов, 2009: 234). 

Полевые работы вели с мая по сентябрь 2016-
2017 гг., в течение 10-20 дней каждого месяца, 
на 12 пробных участках в схожих биотопах в 
пределах трех зон техногенной нагрузки, распо-
ложенных в западном и восточном направлении, 
на разном удалении от источников загрязнения. 
Зоны выделяли на основании данных статьи 
С.В. Мухачевой: импактная зона до 0,5-3 км, бу-
ферная – 3-5 км, фоновая – 20-25 км (Мухачева, 
2005: 523). В импактной зоне выбрано пять проб-
ных участков – И1, И2, И3, И4, И5; в буферной три 
– Б6, Б7, Б8; в фоновой четыре – Ф9, Ф10, Ф11, Ф12 
(рисунок 1). Кроме того, в качестве контрольной 
зоны выделен участок, расположенный на рас-

стоянии около 200 км от г. Павлодар по прямой 
линии. Участок размещался в окрестностях с. 
Троицкое в 15 км от г. Карасук Новосибирской 
области (Карасукский стационар Института си-
стематики и экологии животных СО РАН, КК). 

На территории импактной зоны пробные 
участки располагались в разнотравно-полынной 
(И1, И2), разнотравно-ковыльно-полынной (И3, 
И4) и разнотравно-типчаковой (И5) степях. Бу-
ферная зона представлена типчаково-полынной 
(Б6), полынно-ковыльной (Б7) и разнотравно-
типчаковой степями (Б8), а фоновая – типчако-
во-полынной (Ф9, Ф10) и полынной степями (Ф11, 
Ф12). 

Контрольная территория в окрестностях с. 
Троицкое (КК) представлена следующими био-
топами: типчаково-злаково-разнотравная степь, 
небольшой участок ковыльно-типчаковой степи 
вдоль лесополосы, участок пахотного поля, за-
росший злаково-разнотравной растительностью 
и берег оз. Кротово заросший злаково-разно-
травной растительностью. 

Сбор материала осуществляли методом лов-
чих канавок, длиной 50 метров. В дно канавки 
вкапывали пять пластиковых конусов на рас-
стоянии 10 м между ними и по 5 м за крайние 
конусы. В качестве конусов были использова-
ны обычные 5-литровые емкости со срезанным 
дном. Канавки проверяли ежедневно рано утром. 
В качестве числовых характеристик видов в со-
обществе применяли индекс доминирования 
(процент или доля вида в сообществе (и. д.)) и 
показатель численности (п. ч.) рассчитанный на 
100 конусо-суток (к/с) (Литвинов, 2010: 24). 

Систематический перечень видов, их рус-
ские и латинские названия даны по справоч-
нику-определителю «Наземные звери России» 
(Павлинов, 2002: 25-214) с некоторыми поправ-
ками по Каталогу мировой фауны млекопитаю-
щих (Mammal Species of the World, 2005). 

По учетам 2016 г. на пробных и контроль-
ном участках доминирующим видом в сообще-
стве мелких млекопитающих была узкочерепная 
полевка (Дупал, 2017: 793). Поэтому объектом 
исследования межпопуляционой морфометри-
ческой изменчивости выбран этот вид. Кроме 
Карасукской популяции стадной полевки для 
сравнения приводятся морфометрические дан-
ные с Бийского участка (КБ), который располо-
жен в подзоне южной лесостепи в окрестностях 
г. Бийска (Алтайский край). Этот участок вклю-
чал в себя два открытых биотопа: луга-переле-
ски и луга-выпасы.
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Выборки самцов и самок Microtus 
(Stenocranius) gregalis были разбиты на три воз-
растные группы: молодые (Subad), взрослые 
(Adultus) и перезимовавшие (Senex). Возрастные 
группы выделены по массе тела и состоянию по-
ловой системы. Сеголетки с массой тела больше 
20 г, половозрелые самцы с массой семенника 
более 100 мг, а также беременные, с плацентар-
ными пятнами самки отнесены к группе взрос-
лых животных. Размножающиеся полевки, от-
ловленные в начале лета, с массой тела более 30 
г, с хорошо развитым межглазничным гребнем 
на черепе, включены в группу перезимовавших. 
Неполовозрелые сеголетки с массой тела менее 
20 г отнесены к группе молодых полевок. Ис-
пользовали следующие показатели: масса тела, 
длина тела, хвоста и ступни. Для каждого при-
знака посчитаны средние значения и ошибка 
средней, достоверность различий (Плохинский, 
1961: 119).

Результаты исследований и их обсуждение

Всего за время исследований 2016–2017 гг. 
отработано 4682 конусо-суток в зоне техноген-
ной нагрузки и 1535 на контрольной территории 
Карасукского участка. Отловлено 431 особей 
мелких млекопитающих 19 видов, 11 родов, 5 
семейств и 2 отрядов, среди которых преоблада-
ли грызуны, как в техногенной (64,3 %), так и в 
контрольной (69,2 %) зонах (таблица 1). 

За летний период 2016–2017 гг. одновре-
менно на двух территориях зарегистрировано 
по девять общих видов мелких млекопитаю-
щих (табл. 1). В зоне техногенной нагрузки от-
мечено 15 видов, шесть из которых не встрече-
ны в этот период на контрольной территории 
(Кк). Малая белозубка и обыкновенная слепу-
шонка в Карасукском районе не встречаются. 
В контрольной зоне (Кк) за два года зареги-
стрировано 13 видов, из которых средняя бу-

Рисунок 1 – Район исследования и участки отлова мелких млекопитающих
Ф9, Ф10, Ф11, Ф12 – фоновая зона; Б6, Б7, Б8– буферная зона, И1, И2, И3, И4, И5 – импактная зона; 

ПАЗ – алюминиевый завод; КЭЗ – электролизный завод
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розубка, водяная полевка, мышь-малютка и 
полевая мышь не отмечены в зоне техногенной 
нагрузки. Кроме того, в зоне техногенной на-
грузки Павлодарской области нами обнаружен 
новый вид для региона – восточноевропейская 
полевка (Microtus levis Miller�����������������  , 1908). Опреде-
ление вида осуществлялось сотрудником ла-

боратории экологии сообществ позвоночных 
животных ИСиЭЖ СО РАН к.б.н. Т.А. Дупал. 
Подтверждение вида проведено сотрудниками 
«Федерального научного центра Биоразноо-
бразия наземной биоты Восточной Азии» ДВО 
РАН И.В. Картавцевой и И.Н. Шереметьевой 
(устное сообщение). 

Таблица 1 – Список отловленных видов мелких млекопитающих 

Вид
Зона техногенной нагрузки Контрольная зона (КК)

2016 2017 2016 2017
n и.д. n и.д. n и.д. n и.д.

Насекомоядные (Insectivora) 
Малая бурозубка (Sorex minutus L., 1766) 1 1,1 1 1,4 14 10,2 10 7,7
Средняя бурозубка (S. caecutiens Laxmann, 
1785) 0 0 0 0 0 0 1 0,8

Тундряная бурозубка (S. tundrensis Merriam, 
1900) 2 2,2 8 11,1 25 18,1 16 12,3

Обыкновенная бурозубка (S. araneus L., 
1758) 0 0 1 1,4 12 8,7 11 8,5

Крошечная бурозубка (S. minutissimus 
Zimmermann, 1780) 1 1,1 0 0 0 0 0 0

Малая белозубка (Crocidura suaveolens Pall., 
1811) 2 2,2 4 5,6 0 0 0 0

Грызуны (Rodentia)
Краснощекий суслик (Spermophilus 
erythrogenys, Brandt, 1841) 1 1,1 1 1,4 0 0 0 0

Степная мышовка (Sicista subtilis Pall., 1773) 24 26,4 13 18,1 0 0 0 0
Джунгарский хомячок (Phodopus sungorus 
Pall., 1773) 6 6,6 7 9,7 0 0 2 1,5

Обыкновенная слепушонка (Ellobius talpinus 
Pall., 1770) 2 2,2 8 11,1 0 0 0 0

Степная пеструшка (Lagurus lagurus Pall., 
1773) 4 4,4 5 6,9 0 0 1 0,8

Водяная полевка (Arvicola amphibius L., 
1758) 0 0 0 0 1 0,7 0 0

Полевка-экономка (Microtus oeconоmus Pall., 
1776) 1 1,1 1 1,4 6 4,3 3 2,3

Узкочерепная полевка (M. gregalis Pall., 1779) 39 42,8 21 29,2 63 45,7 56 43,1
Обыкновенная полевка (M. arvalis Pall., 1779) 4 4,4 1 1,4 0 0 0 0
Восточноевропейская полевка (M. levis 
Miller, 1908) 1 1,1 0 0 5 3,6 3 2,3

Мышь-малютка (Micromys minutus Pall., 
1771) 0 0 0 0 7 5,1 21 16,2

Полевая мышь (Apodemus agrarius Pall., 
1771) 0 0 0 0 3 2,2 6 4,6

Малая лесная мышь (A. uralensis Pall., 1811) 3 3,3 1 1,4 2 1,4 0 0
Всего 91 100 72 100 138 100 130 100
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В 2017 г. по сравнению с прошлым годом, 
не отмечены следующие виды: для зоны техно-
генной нагрузки – это крошечная бурозубка и 
восточноевропейская полевка, а для контроль-
ной – водяная полевка и малая лесная мышь. 
Напротив, в 2017 г. зарегистрированы виды, не 
встреченные в 2016 г.: на контрольном участке 
– это средняя бурозубка, джунгарский хомячок 
и степная пеструшка, а в зоне техногенной на-
грузки – обыкновенная бурозубка.

В сообществах зоны техногенной нагрузки 
соотношение долей видов мелких млекопитаю-
щих неравномерное (табл. 1). В 2016 г. самый 
высокий показатель доминирования отмечен 
для узкочерепной полевки (42,8 %) и степной 
мышовки (26,4 %). На долю остальных видов 
приходилось 30,8 %. Реже встречались красно-
щекий суслик, малая и крошечная бурозубки, 
полевка-экономка и восточноевропейская по-
левка, доля которых составляла по 1,1 %. В 2017 
г. наблюдается незначительное выравнивание 
структуры доминирования сообществ, за счет 
увеличения численности тундряной бурозубки 
и обыкновенной слепушонки, на долю которых 
приходится по 11,1 %. Как и в прошлом году, са-
мый высокий показатель доминирования отме-
чен для узкочерепной полевки (29,2 %) и степ-
ной мышовки (18,1 %). Единично встречались 
малая и обыкновенная бурозубки, краснощекий 
суслик, полевка-экономка, обыкновенная полев-
ка и малая лесная мышь, доля которых составля-
ла по 1,4 %. 

При сравнении индексов доминирования 
мелких млекопитающих техногенных и кон-
трольных зон показано, что доли видов распре-
делены более равномерно в последних. В 2016 г. 
в контрольной зоне (Кк) также, как и в зоне тех-
ногенной нагрузки доминировала узкочерепная 
полевка (45,7 %). Значительную долю занимали 
бурозубки – тундряная (18,1 %), малая (10,2 %) 
и обыкновенная (8,7 %). Меньшую долю имели 
мыши: полевая (2,2 %) и малая лесная (1,4 %) и 
водяная полевка (0,7 %). В 2017 г., так же, как и 
в прошлом году доминировала узкочерепная по-
левка (43,1 %), но в свою очередь увеличилось 
обилие мыши-малютки, индекс доминирования 
которой составил 16,2 %. Снизилось обилие у 
тундряной (12,3 %) и малой бурозубок (7,7 %), 
а доля обыкновенной бурозубки осталась при-
мерно на том же уровне (8,5 %). Меньшую долю 
имели полевки: экономка и восточноевропей-
ская (по 2,3 %). Реже встречались джунгарский 
хомячок (1,5 %), средняя бурозубка (0,8 %) и 
степная пеструшка (0,8 %), которые прошлом 

году не были зарегистрированы на данной тер-
ритории. 

Биотопическое распределение и соотноше-
ние показателей численности доминирующего 
вида – узкочерепной полевки в зоне техногенной 
нагрузки неравномерное. Узкочерепная полевка 
лидирует только в типчаково-полынной степи с 
элементами древесной растительности в буфер-
ной зоне алюминиевого завода (Б6) и фоновой 
зоне на западе от него (Ф9, Ф10). Реже встречает-
ся в полынно-ковыльной степи буферной зоны 
электролизного завода (Б7) и разнотравно-по-
лынной степи с элементами древесной расти-
тельности импактной зоны алюминиевого заво-
да (И1, И2). В других участках отсутствует вовсе. 
Данные территории подвержены фрагментации  
местообитаний и их утрата в отдельные годы 
влияет на динамику и устойчивость видов, в 
данном случае на выживаемость молодняка уз-
кочерепной полевки. Участки импактной и бу-
ферной зон алюминиевого завода отделены друг 
от друга рядом автомобильных дорог, построй-
ками, отстойниками. Вследствие чего образуют-
ся локальные популяции узкочерепной полевки, 
не имеющие возможности к миграциям и заселе-
нию пограничных местообитаний. Происходит 
снижение численности данного вида не только 
в импактной зоне алюминиевого завода, но и в 
импактной и буферной зонах электролизного за-
вода вплоть до ее отсутствия. На контрольной 
территории (КК) значительных нарушений ме-
стообитаний нет, поэтому узкочерепная полевка 
встречается и доминирует во всех представлен-
ных биотопах. 

Анализ морфологических различий узко-
черепной полевки (таблица 2) из контрольных 
территорий и зон техногенной нагрузки показал, 
что на территориях, подверженных влиянию 
выбросов промышленных предприятий, по-
ловозрелые сеголетки имеют меньший вес, до-
стоверно как у самок (Р˂0,001), так и у самцов 
(Р˂0,001), а также меньшую длину тела у самок 
(Р˂0,001) и у самцов (Р˂0,05), хвоста у самок 
(Р˂0,001) и у самцов (Р˂0,05) и ступни у самок 
(Р˂0,01) и у самцов (Р˂0,001), чем на контроль-
ных территориях. Неполовозрелые сеголетки 
также имеют достоверно меньшую длину тела у 
самок (Р˂0,001) и у самцов (Р˂0,01), кроме того 
для самцов характерна меньшая длина хвоста 
(Р˂0,01) и ступни (Р˂0,001), а по массе значи-
тельных различий нет. У перезимовавших сам-
цов в зоне техногенной нагрузки масса и длина 
тела больше, чем на контрольных территориях. 
Возможно, эти данные не достоверны, так как 
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из-за недостаточной выборки сделать законо-
мерный вывод не представляется возможным. 
Перезимовавшие самки из зон техногенной на-
грузки имеют достоверно меньший вес (Р˂0,01), 
длину тела (Р˂0,001), хвоста (Р˂0,001) и ступни 
(Р˂0,01), чем животные с контрольных участков 
(Карасукского и Бийского).

Известно, что влияние техногенных факто-
ров загрязнения токсикантами и трансформа-
ция среды обитания являются одними из значи-
тельных среди внешних факторов, влияющих 
на изменение метаболизма животных. В таких 
условиях обитания у животных происходит мо-
дификация процессов метаболизма, что выра-
жается в изменении некоторых биохимических 

параметров организма, в том числе и их мор-
фологической структуры. Могут наблюдаться 
уменьшения средней длины и массы тела (Ка-
таев, 1984: 92; Мухачева, 1996:22; Лукьянова, 
1998: 697). 

Таким образом, сравнительный анализ мор-
фометрических признаков показал снижение 
размерных показателей длины тела и массы уз-
кочерепных полевок на техногенных террито-
риях по сравнению с контрольными. Возможно, 
это является следствием интенсификации об-
менных процессов, необходимых для нейтрали-
зации и выведения ингредиентов загрязнения, и 
значительных энергетических затрат, необходи-
мых для выживания полевок.

Таблица 2 – Межпопуляционная морфологическая изменчивость узкочерепной полевки техногенной и контрольной тер-
риторий

Возраст Зона (кол-во 
животных) Пол Масса тела Длина тела Длина хвоста Длина ступни

Sen (перезимовавшие)

Т (2)

самец

39,98±2,25 117,54±2,16 28,88±3,12 16,13±0,64

КК (24) * 35,16±0,96 116,61±0,68 30,29±0,53 16,64±0,18

КБ (13) - 118,39±1,90 28,12±0,99 16,42±0,26

Т (2)

самка

28,15±0,81 99,75±2,75 24,05±0,85 14,2±0,4

КК (8) 33,46±0,81 116,62±2,11 27,36±0,73 16,21±0,27

КБ (6) - 120,5±1,59 32,08±0,74 15,7±0,22

Ad (сеголетки 
половозрелые)

Т (12)

самец

21,14±1,04 95,47±2,45 25,36±0,82 15,73±0,21

КК (29) 24,52±0,62 103,04±1,52 29,61±0,55 16,59±0,13

КБ (19) - 100,68±1,77 24,92±0,39 15,58±0,17

Т (14)

самка

18,73±1,25 91,63±2,45 25,42±0,72 14,52±0,18

КК (54) 23,94±0,72 102,51±1,16 27,32±0,41 15,49±0,09

КБ (21) - 94,71±1,51 23,90±0,54 14,95±0,13

Subad (сеголетки не 
половозрелые)

Т (27)

самец

14,07±0,76 83,94±1,65 20,69±0,74 14,71±0,21

КК (116) 13,34±0,27 85,48±0,58 23,15±0,24 15,49±0,06

КБ (13) - 95,59±1,15 24,5±0,90 15,28±1,16

Т(13)

самка

12,15±1,42 79,10±3,13 25,27±4,15 14,64±0,21

КК (92) 12,19±0,23 83,94±0,65 22,36±0,25 15,01±0,08

КБ (17) - 91,06±1,27 21,72±0,34 14,94±0,19

Примечание: Т – зона техногенной нагрузки. Контрольная зона: КК – Карасукский участок; КБ – Бийский участок.
* Данные по контрольной зоне КК взяты из статьи Дупал Т.А. и Абрамова С.А. (Дупал, 2010: 858).
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Выводы

Исследование населения грызунов и насе-
комоядных  одновременно на двух территориях 
выявило девять общих видов мелких млекопи-
тающих. В зоне техногенной нагрузки отмечено 
15 видов, шесть из которых не встречены в этот 
период на контрольной территории (Кк). В кон-
трольной зоне (Кк) за два года зарегистрировано 
13 видов, из которых средняя бурозубка, водя-
ная полевка, мышь-малютка и полевая мышь не 
отмечены в зоне техногенной нагрузки. Кроме 
того, в Павлодарской области нами обнаружен 
новый вид для региона – восточноевропейская 
полевка (Microtus levis Miller, 1908). 

В зоне техногенной нагрузки нарушена 
структура доминирования, а соотношение долей 
видов в сообществах мелких млекопитающих 

неравномерное. Доминируют узкочерепная по-
левка и степная мышовка.

Территория техногенной нагрузки подвер-
жена сильной нарушенности и фрагментации 
ландшафтов, что приводит к исчезновению от-
дельных местообитаний, образованию локаль-
ных популяций и в конечном итоге к снижению 
численности видов.

Наблюдается закономерное снижение раз-
мерных показателей длины тела и веса узкоче-
репных полевок на техногенных территориях, 
что является следствием интенсификации об-
менных процессов и значительных энергетиче-
ских затрат. 

Работа выполнена при частичной финансо-
вой поддержке РФФИ: гранты № 17-04-00269, 
№ 16-04-00301.
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МИКРОКЛОНАЛЬНОЕ РАЗМНОЖЕНИЕ  
КОММЕРЧЕСКИХ СОРТОВ РОЗ IN VITRO

С целью размножения посадочного материала гибридных и коммерческих сортов роз 
казахстанской селекции, адаптированных к аридным регионам Западного Казахстана была 
использована технология микроклонального размножения in vitro. Для введения гибридных 
и сортовых роз в культуру in vitro узловые сегменты с пазушными почками, а также сегменты 
междоузлий, взятые с растений, активно вегетирующих в Мангышлакском экспериментальном 
ботаническом саду изолировали в асептических условиях. Стерилизация путем обработки 
эксплантов 10% раствором перекиси водорода в течение 8 минут оказалась наиболее 
эффективной, по сравнению с обработкой эксплантов в 70% этаноле (20 сек.) и последующей 
5-минутной экспозицией в 5% гипохлориде натрия. При использовании такого способа 
дезинфекции выход жизнеспособных эксплантов был максимальным и составлял 68,4%.
Клонирование роз осуществлялось на различных вариантах модифицированной по фитогормонам 
питательной среде Мурасиге-Скуга. Наибольшее количество микроклонов образовывалось на 
среде МС, содержащей 3 мг/л БАП и 0,5 мг/л 2,4-Д. В качестве антиоксиданта в состав среды МС 
было добавлено 0,5 мг/л аскорбиновой кислоты. Для укоренения микрочеренков применялась 
среда МС с 2 мг/л ИУК. Коэффициент размножения при таких условиях равнялся 4. Данный 
оптимизированный протокол рекомендуется для интродукции декоративных гибридных и 
коммерческих сортов роз, для дальнейшего озеленения прикаспийского региона.

Ключевые слова: роза (Rosa L.), микроклональное размножение, in vitro, регуляторы роста.
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Microclonal propagation in vitro of commercial varieties of rose

To propagate the seedling of hybrid and commercial varieties roses of Kazakhstan breeding, adapted 
to the arid regions of Western Kazakhstan, the microclonal propagation in vitro technology was used. For 
introduce hybrid roses in in vitro culture, the nodal segments with axillary buds, as well as the internode 
segments taken from plants actively growing in Mangishlak experimental botanic garden, were isolated 
in aseptic conditions. Sterilization by treating the explants with a 10% solution of hydrogen peroxide for 



ISSN 1563-0218                                                       Experimental Biology. №4 (73). 2017 33

Толембетова А.К. и др.

8 minutes was the most effective, than its treatment by 70% ethanol (20 sec.) and subsequent 5-minute 
exposure in 5% sodium hypochlorite. Due to this method of disinfection, the yield of viable explants 
was maximal – 68.4%. Cloning of roses was carried out on different variants of Murashige-Skug me-
dium modified by phytohormones. The greatest number of microclones was obtained on MS medium 
containing 3 mg/l BAP and 0.5 mg/l NAA. Ascorbic acid (0.5 mg/l) was added into MC medium as an 
antioxidant. For rooting was used MC medium with 2 mg/l IAA. The multiplication rate in this case was 
4. This optimized protocol is recommended for the introduction of commercial varieties of roses, as well 
as for gardening of the Caspian region.

Key words: rose (Rose L.), microclonal propagation, in vitro, plant growth regulators
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Раушангүлдің коммерциялық сұрыптарын in vitro микроклондық көбейту

Батыс Қазақстанның құрғақ аймақтарына бейімделген раушангүлдердің будан және 
коммерциялық сұрыптарының көшет материалдарын көбейту мақсатында, in vitro микроклондық 
көбейту технологиясы қолданылды. Маңғышлақ эксперименталдық ботаникалық бағында өсіп 
жатырған раушангүлдердің қолтық бүршік бар бұтақ сегменттері мен буынаралық сегменттерін, 
асептикалық жағдайда сұрыптарды және гибридтіраушангүлдерді in vitro жағдайда енгізу 
үшін оқшаулап алынды. Эксплантты 70% этанол (20 секунд) және 5% натрий гипохлоридімен 
(5 минут) өңдеумен салыстырғанда, 8 минут бойы 10% сутек асқын тотығы ерітіндісімен 
зарарсыздандыру ең тиімді болды.  Бұл әдісті қолданған кезде экспланттың өмір сүру шығуы 
максималды болды және 68,4% құрады. Раушангүлдердің клондық көбеюі фитогормондармен 
өзгертіп модифицирленген Мурасиге-Скуг (МС) қоректік ортасының әртүрлі нұсқаларында 
жүзеге асырылды. Микроклондардың ең көп саны 3 мг/л БАП және 0,5 мг/л 2,4-Д құрайтын MС 
ортасында құрылды. Антиоксидант ретінде MC ортасына 0,5 мг/л аскорбин қышқылы қосылды. 
Микробұтақтарды тамырландыру үшін 2 мг/л ИСҚ қосылған МС ортасы пайдаланылды. Осындай 
жағдайларда көбейту коэффициенті 4-ті құрады.  Бұл оңтайландырылған регламент Каспий 
аймағын одан әрі көгалдандыру үшін сәндік гибридті және раушангүлдердің коммерциялық 
сұрыптарын енгізу үшін ұсынылады.

Түйін сөздер: раушангүл (Rosa L.), микроклондық көбейту, in vitro, өсу реттегіштері.

Введение

В последнее время в связи с ростом числа го-
родов и новостроек в Западном и Центральном 
Казахстане появляется необходимость в созда-
нии зеленых насаждений, из которых формиру-
ются скверы, парки, аллеи и групповые посад-
ки. Для озеленения территории в общественных 
местах используются хвойные и лиственные 
деревья, кустарники, а также большое разно-
образие цветочных декоративных растений, 
которые выполняют не только эстетическую 
функцию, но и создают определенный микро-
климат. Из-за сурового климата, крайне небла-
гоприятного для роста и развития растений (рез-
кие перепады температур, высокая солнечная 
инсоляция в сочетании с засоленностью почв 
и дефицитом влаги) Западный Казахстан от-

личается ограниченным составом аборигенной 
дендрофлоры и декоративной растительности, 
что обуславливает необходимость интродукции 
и акклиматизации растений для дальнейшего 
проведения озеленительных работ. В вопросах 
зеленого строительства в рамках национальной 
программы «Жасыл ел» в аридных зонах при-
каспийского региона крупные цветоводческие 
хозяйства и экспериментальные ботанические 
сады отдают предпочтение розам, в частности, 
наиболее ценным сортам чайно-гибридных, по-
луплетистых и роз, принадлежащих к садовой 
группе флорибунда. Большинство сортов роз 
традиционно размножается черенками, привива-
ется на рассаду или клональные подвои. Однако 
прививка является дорогостоящей процедурой, 
и традиционное разведение является трудоем-
ким процессом. Биотехнология стала одной из 
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альтернатив традиционным методам размноже-
ния роз (��������������������������������������Nitish K������������������������������., 2011: 61-72). Повышение эф-
фективности селекционной и семеноводческой 
работы связано с использованием клеточных 
технологий и, в частности, микроклонального 
размножения in vitro. Этот метод позволяет в ко-
роткие сроки размножить уникальные генотипы 
(отдаленные гибриды, селекционные образцы, 
формы, полученные с использованием биоинже-
нерных приемов) и ускорить внедрение новых 
сортов в производство (Ruzic D., 2006: 149-153, 
Saxena�������������������������������������      ������������������������������������    G., 2000: 133-140�������������������  ). Важным преимуще-
ством микроклонального размножения является 
то, что посадочный материал, получаемый этим 
методом, генетически идентичен давшему ему 
начало растению. По сравнению с традицион-
ными методами данный биотехнологический 
метод позволяет получать оздоровленный от 
грибных и бактериальных патогенов, вирусных, 
микоплазменных и нематодных инфекций по-
садочный материал, а также достичь высокого 
коэффициента размножения, т.к. при клональ-
ном микроразмножении можно получить до 100 
000 клонов в год, тогда как при обычном – всего 
50-100 растеньиц за тот же срок (Das P., 2010: 
70-78, Pratar K.P., 2006: 94-114). Немаловажным 
является также и возможность сокращения про-
должительности селекционного процесса, кле-
точные технологии позволяют проводить рабо-
ты в течение года, независимо от климатических 
условий и экономить площади, необходимые 
для выращивания посадочного материала. Вы-
сокая экономическая эффективность технологии 
показана во многих европейских странах, ко-
торые удовлетворяют ежегодно растущий ком-
мерческий спрос на декоративные цветочные 
растения, используя метод микроклонального 
размножения для массового тиражирования по-
садочного материала декоративных растений 
(Kim S.W., 2009: 199-203, Khosravi P., 2007: 100-
104, Nak-Udom N., 2009: 583-586). В Казахстане 
ландшафтный дизайн и разведение коммерче-
ских сортов декоративных цветочных растений 
развиты слабо ввиду отсутствия рентабельной 
и универсальной технологии, основанной на ре-
гламенте массового тиражирования и быстрого 
воспроизводства качественного посадочного 
материала декоративных растений, которая яв-
лялась бы альтернативой обычным трудоемким 
методам размножения. Данная статья посвящена 
разработке эффективных способов ускоренного 
размножения гибридов и коммерческих сортов 
роз казахстанской селекции на основе метода 
микроклонального размножения in vitro. 

Материалы и методы исследования

Объектами исследования являлись коммер-
ческие сорта роз казахстанской селекции: «Коль-
хозница», «Былина», «Казахстанская Юбилей-
ная», «Алма-Атинская ароматная», «Ак-ку». 
Исходный материал собран весной с опытного 
участка Мангышлакского экспериментального 
ботанического сада (МЭБС) в период активной 
вегетации. 

Данные сорта характеризуются следующими 
свойствами:

Колхозница – авторы сорта К.Л. Сушков, 
М.В. Бессчетнова, 1959. ВМЭБС с 1980 г. полу-
чены из Главного ботанического сада г. Алматы. 
В коллекции 12 экз. Кусты роз высокие, до 1 м 
высоты, здоровые, листья крупные, кожистые. 
Бутоны длинные, острые. Цветки розовые с ли-
ловатыми оттенками, крупные (11-12 см), мах-
ровые (до 45 лп.), душистые, большей частью 
одиночные. Цветение обильное, продолжитель-
ное время сохраняют декоративность. Зимо-
стойкость средняя, слабо поражается мучнистой 
росой. Сорт замечателен яркой окраской цветка, 
устойчивостью в срезе. Рекомендуется для мас-
сового озеленения.

Былина – авторы сорта К.Л. Сушков, 
М.В.  Бессчетнова, 1961. В МЭБС с 1979 г. полу-
чены из Главного ботанического сада г. Алматы. 
В коллекции 17 экз. Кусты роз сильнорослые, до 
1 м высоты, густые, молодые побеги пурпуро-
вые с лиловым оттенком. Листья крупные, тем-
но-зеленые, молодые листья пурпуровые. Буто-
ны овальные, распускаются медленно. Цветки 
светло-лилово-красные, пышные, с красивой 
раскладкой лепестков, высоким центром, круп-
ные (10-13 см), махровые (40 лп.), со слабым 
специфическим ароматом, в соцветиях по 3-7, 
на прочных цветоносах. Цветение дружное и 
продолжительное. Зимостойкий. Не поражается 
грибными болезнями. Перспективен для срезки 
и групп.

Казахстанская Юбилейная – авторы сорта 
К.Л. Сушков, М.В. Бессчетнова, 1958. В МЭБС 
привлечен в 1985 г. из Главного ботанического 
сада г. Алматы. В коллекции 30 экз. Кусты не-
высокие, 65-75 см высоты, листья крупные, тем-
но-зеленые, молодые пурпуровые. Бутоны длин-
ные, острые, распускаются медленно. Цветки 
темно-красные, с черно-бархатистым оттенком, 
крупные (10-14 см), махровые (до 60 лп.), со 
слабым ароматом, большей частью одиночные. 
В сильную жару выгорает. Зимостойкость сред-
няя. Слабо поражается мучнистой росой. Сорт 
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хорош для групповых посадок, среза и выгонки.
Алма-Атинская Ароматная – авторы сорта 

К.Л. Сушков, М.В. Бессчетнова, 1959. В МЭБС 
с 1979 г. получены из Главного ботанического 
сада г. Алматы. В настоящее время в коллекции 
11 экз.Кусты роз сильнорослые, 70-80 см высо-
ты, прямые. Листья крупные, кожистые. Бутоны 
длинные. Цветки светло-розовые с желтизной, 
на обороте лилово-розовые, чашевидные, круп-
ные (10-13 см), густомахровые (до 80 лп.), ду-
шистые, большей частью одиночные. Цветение 
умеренное до обильного. Зимостойкий, устой-
чив к грибным болезням. Сорт перспективен для 
декоративного оформления и срезки.

Ак-ку – сорт получен из Иссыкского 
дендрария,в МЭБС с 2006 г.В коллекции 23 экз 
Кусты роз невысокие, 65-73 см высоты, плот-
ные, хорошо облиственные, листья некрупные, 
блестящие. Бутоны овальные. Цветки бархати-
сто-красные, средней величины (8-9 см), махро-
вые (37-43 лп.), с тонким ароматом, устойчивый, 
не выгорает в жару. Цветение обильное, зимо-
стойкий. Рекомендуется для срезки и групповых 
посадок (Бессчетнова М.В., 1979: 120).

Обязательным условием микроклонального 
размножения является использование эксплан-
тов, полностью сохраняющих генетическую 
стабильность. Этому условию удовлетворяют 
почки органов стеблевого происхождения. Для 
использования метода микроклонального раз-
множения, основанного на активации пазуш-
ных почек, с активно вегетирующихрастений 
отбирали узловые сегменты с пазушными поч-
ками и сегменты междоузлий. Побеги предвари-
тельно разрезали на фрагменты длиной 3-4 см, 
промывали мыльным раствором в течение 5-6 
минут,проточной водой и затем несколько раз 
ополаскивали дистиллированной водой. 

Для поиска оптимального режима стерили-
зации были применены одно- и двуступенча-
тые варианты стерилизации, различающиеся по 
времени обработки и типом стерилизующего 
агента. В первом случае, экспланты стерилизо-
вали путем обработки 10% раствором перекиси 
водорода в течение 8 минут. Во втором случае, 
экспланты погружали на 20 секунд в 70% эта-
нол, затем на 20 минут в 5% раствор гипохло-
рида натрия. После стерилизации растительный 
материал многократно промывали стерильной 
дистиллированной водой, обрезали сегменты, 
содержащие пазушные почки до 1-1,5 см и вер-
тикально помещали на твердую питательную 
среду Мурасиге-Скуга (МС) (Murashige T., 1962: 
473-497). Скрининг зараженных эксплантов про-

водили каждые 3 дня. Эффективность режима 
стерилизации оценивали по максимальному вы-
ходу жизнеспособных эксплантов на 15 сутки 
культивирования.

В технологии массового размножения расте-
ний in vitro решающую роль играет состав пи-
тательной среды и, в частности, гормональный 
состав (���������������������������������������Smith���������������������������������� ���������������������������������R��������������������������������.�������������������������������H������������������������������.,2000: 31-46). С целью подбо-
ра универсальной питательной среды, обеспечи-
вающей высокий выход микрочеренков (регене-
рантов) для всех исследуемых сортов роз, было 
изучено 10 вариантов сред с разными комбина-
циями и концентрациями фитогормонов: бензи-
диламинопурина (БАП), нафтилуксусной кисло-
ты (НУК), 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты 
(2,4-Д). В качестве антиоксиданта в питатель-
ную среду вносили аскорбиновую кислоту (АК) 
и активированный уголь (АУ). Контролем яв-
лялась стандартная безгормональная среда MC 
(таблица 1).

Таблица 1 – Модифицированный по фитогормонам состав 
питательной среды МС, использованной на этапе микро-
клонального размножения различных сортов роз 

Вариант 
питательной 

среды
Состав питательной среды

1 (контроль) Без фитогормонов
2 0,1 мг/л БАП +1 мг/л НУК
3 0,5 мг/л БАП+0,1 мг/л НУК
4 1 мг/л БАП+0,1 мг/л НУК
5 3 мг/л БАП+0,5 мг/л НУК
6 3 мг/л БАП+0,5 мг/л 2,4-Д
7 3 мг/л БАП+0,5 мг/л НУК+0,5 мг/л АУ
8 3 мг/л БАП+0,5 мг/л НУК+0,5 мг/л АК
9 3 мг/л БАП+0,5 мг/л 2,4-Д+0,5 мг/л АУ
10 3 мг/л БАП+0,5мг/л 2,4-Д+0,5 мг/л АК
Примечание: АУ – активированный уголь; 

АК –аскорбиновая кислота

pH среды доводили до 5,6-5,8. Для каждого 
варианта использовали трехкратную повтор-
ность.

Экспланты культивировали на свету (интен-
сивность освещения составляла 5 тыс.лк) с 16 
часовым фотопериодом. Температуру поддержи-
вали в интервале 200-250 С при 70% влажности 
воздуха. Укоренение микрочеренков осуществля-
лось на среде МС, содержащей 2 мг/л ИУК.
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Полученные экспериментальные данные 
подвергались статистической обработке с помо-
щью программ для статанализа.

Результаты исследования и их обсуждение

Клональное микроразмножение состоит из 
ряда последовательных этапов, каждый из кото-
рых имеет свою специфику. Этапы клонального 
микроразмножения: отбор подходящих эксплан-
тов, их стерилизация и перенос на питательную 
среду; собственно микроразмножение; укоре-
нение побегов с последующей адаптацией их к 
почвенным условиям; выращивание растений в 
условиях теплицы и подготовка их к посадке в 
поле (Зонтиков Д.Н., 2011: 56-63).

При выборе экспланта необходимо учи-
тывать как вид растения, так и метод микро-
размножения, который будет использоваться.В 
большинстве случаев верхушечные, пазушные 
и цветочные почки и побеги с меристематиче-
скими тканями узлов используют для получения 
и размножения побегов в культуре in vitro. В то 
время как, листья, корни, лепестки чаще приме-
няют для получения каллусной ткани и перево-
да ее в суспензионную культуру или индукции 
соматического эмбриогенеза (Мухамбетжанов 
С.К., 2010: 41-52, Сапаргали О., 2010: 341-343). 
Успех введения в культуру часто определяется 
эффективностью стерилизации. Поверхност-
ные покровы органов растений обычно загряз-
нены бактериями и спорами грибов, тогда как 
внутренние ткани здоровых, неповрежденных 
растений хотя и считаются стерильными, но и 
здесь не может быть абсолютной стерильности. 
Известно, что эффективность освобождения от 
контаминантов биологической природы зависит 
от способа и продолжительности стерилизации 
(Мухамбетжанов С.К., 2011: 45-48, Krosh-Khui 
M., 2006: 514-527, Candi F.A., 2009: 167-183).

Для поверхностной дезинфекции расти-
тельного материала применяют широкий набор 
химических реагентов как по отдельности, так 
и в комплексе друг с другом. При этом, выбор 
стерилизующего агента определяется особенно-
стями экспланта. В данном исследовании нами 
были использованы узловые сегменты с пазуш-
ными почками и сегменты междоузлий пяти раз-
личных сортов роз. Результаты исследований 
показали, что наиболее эффективным способом 
стерилизации оказалась одноступенчатая стери-
лизация 10% раствором перикиси водорода (та-
блица 2).

Количество неинфецированных и жизне-
способных стеблевых сегментов с пазушными 
почками при стерилизации 10% раствором пери-
киси водорода было в 1,3 раза больше, чем при 
стерилизации эксплантов 70% этанолом с после-
дующей экспозицией их в гипохлориде натрия и 
составляло 68,4 %, соответственно. 

Следующим этапом технологии является 
собственно размножение in vitro – культивиро-
вание на питательной среде для массового полу-
чения микроклонов. Основу всех питательных 
сред для выращивания культур тканей роз со-
ставляют: макро- и микроэлементы, витамины, 
источники железа и углеводов, органические 
добавки, а их гормональный состав является 
ключевым фактором для успешного культиви-
рования in vitro. Обычно состав питательной 
среды подбирают для каждого сорта роз. Для 
выращивания роз в стерильных условиях ис-
пользуют питательные среды Мурасиге и Скуга, 
Шенка-Хильдебранта, Гамборга-Эвелега (В5), 
Кюрина-Лепойве, Неша, WPM и др. Выбор той 
или иной питательной среды обуславливается 
целями и задачами исследования (Das P., 2010: 
70-78, ���������������������������������������Khosravi������������������������������� ������������������������������P�����������������������������., 2007: 100-104, Мухамбетжа-
нов С.К., 2011: 45-48). В наших исследованиях 
базовой средой являлась питательная среда Му-
расиге-Скуга, дополненная регуляторами роста 
в различных комбинациях и концентрациях.

На исследуемых вариантах сред наблюда-
лось образование каллусов и адвентивных побе-
гов. Отсутствие в составе среды фитогормонов 
(контроль) приводило к каллусообразованию 
в культуре стеблевых эксплантов (75%). Нали-
чие в среде фитогормонов с количественным 
преобладанием регуляторов роста ауксинового 
типа действия (2 вариант среды) индуцировало 
каллусогенез в большей степени, чем на средах 
с высокими концентрациями цитокининов. Так, 
например, на 20-й день культивирования экс-
плантов на среде МС, содержащей фитогормо-
ны БАП и НУК в соотношении 10:1 частота кал-
лусогенеза составляла 80%, а при соотношении 
1:10 частота каллусогенеза увеличилась на 10 % 
и равнялась 90%, соответственно (таблица 3, ри-
сунок 1а). 

Следует заметить, что химическая природа 
ауксина также оказывает влияние на каллусо-
образование. В частности, при замене НУК на 
синтетический ауксин 2,4-Д (при неизменной 
концентрации) количество каллусов значитель-
но уменьшается. Например, сравнивая резуль-
таты на 7 и 9 вариантах сред, при одинаковых 
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концентрациях и соотношениях цитокинина и 
ауксина, но различных видах ауксина видно, что 
в присутствии НУК процент каллусогенеза со-

ставлял 25%, тогда как на среде с 2,4-Д часто-
та каллусогенеза составляла 9,09% т.е. 2,8 раза 
меньше. 

Таблица 2 – Влияние режима стерилизации на жизнеспособность эксплантов сортов роз в условиях in vitro *

Способ
стерилизации

Стерилизующий
агент Время экспозиции

Количество
эксплантов

шт.

Количество 
неинфицированных 

жизнеспосбных 
эксплантов, %

Двуступенчатая 
стерилизация

70% этанол;
5% гипохлорид натрия

20 сек.
5 мин. 43,0±11,2 53,3

Одноступенчатая 
стерилизация

10%
перекись водорода 8 мин. 34,0±9,7 68,4

 Примечание: * средние значения для всех сортов

Таблица 3 – Частота каллусогенеза в культуре стеблевых эксплантов роз на различных вариантах модифицированной среды 
МС 

Вариант Состав питательной
среды Частота каллусогенеза, %

1 среда без гормонов 75,0
2 0,1 мг/л БАП + 1 мг/л НУК 90,0
3 0,5мг/л БАП + 0,1мг/л НУК 0
4 1 мг/л БАП + 0,1 мг/л НУК 80,0
5 3 мг/л БАП + 0,5 мг/л НУК 0
6 3 мг/л БАП +0,5 мг/л 2,4-Д 6,7
7 3 мг/л БАП +0,5 мг/л НУК+АУ 25,0
8 3 мг/л БАП + 0,5 мг/л НУК + 0,5 мг/л АК 0
9 3 мг/л БАП +0,5 мг/л 2,4-Д+АУ 9,1
10 3 мг/л БАП +0,5 мг/л 2,4-Д+АК 14,3

Примечание: АУ- активированный уголь; АК-аскорбиновая кислота

Противоположная ситуация наблюдалась при 
индукции процессов геммогенеза. Приведенные 
результаты подтверждают положение о том, что 
высокое соотношение ауксин:цитокинин стиму-
лирует процессы пролиферации соматических 
клеток и их дедифференциацию.

Поскольку целью исследований является раз-
множение сортов роз генетически идентичных 
исходному растению, а каллусы представляют 
собой генетически неоднородный материал, по-
этому дальнейшие работы были сфокусированы 
на индукции процессов побегообразования in 
vitro. Как было отмечено выше, преобладание в 
питательной среде цитокинина приводит к обра-

зованию побегов из пазушных почек, в частно-
сти ранее нами было исследовано влияние цито-
кинина БАП в соотношении с ауксинами равное 
5:1. На варианте питательной среды, содержа-
щей 0,5 мг/л БАП и 0,1 мг/л НУК наблюдается 
образование одиночных побегов, которые про-
растали с частотой 64,2% (рисунок 1б). При уве-
личении соотношения БАП:НУК до 6:1, процент 
побегообразования уменьшался почти в 5 раз и 
составлял 13,33%. Однако добавление 0,5 мг/л 
антиоксиданта аскорбиновой кислоты приво-
дило к возрастанию количества побегов до 25% 
(таблица 4). Положительное влияние антиокси-
данта проявляется также и в том, что снижается 
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степень некроза тканей, вызванное фенольными 
соединениями, экскретируемых и аккумулируе-
мых в питательной среде (рисунок 1с). Позитив-
ная роль антиоксиданта аскорбиновой кислоты 
и активированного угля в нейтрализации мета-
болитов, ингибирующих рост и развитие клеток 
отмечается многими авторами (Malabadi R.B., 
2005: 181-186, Stasolla C., 2006: 429-436, Roy 
P.K., 2004: 149-154). 

Экспериментальные данные, приведенные в 
таблице 4, показывают, что использование фи-

тогормона 2,4-Д вместо НУК приводит к мно-
жественному побегообразованию (таблица 4, 
рисунок 2). Регенерация побегов на среде с 3 
мг/л БАП и 0,5 мг/л 2,4-Д происходит с частотой 
10%, а при добавлении аскорбиновой кислоты 
– увеличивается до 25%. При этом количество 
побегов на эксплант составляет 4 и 90% побегов 
прорастают. Таким образом образование множе-
ства адвентивных побегов в расчете на один экс-
плант повышает коэффициент размножения, и в 
целом, эффективность технологии.

                                а                                                                    б                                                                        с  
а – каллусогенез в культуре стеблевых эксплантов роз; 

б – образование одиночных побегов роз в культуре in vitro на среде с 0,5 мг/л БАП и 0,1 мг/л НУК; 
c – некроз тканей стеблевых сегментов с пазушными почками на среде без антиоксидантов.

Рисунок 1 – Образование каллусов и одиночных побегов в культуре пазушных почек роз  
на различных вариантах питательной среды МС

Таблица 4 – Частота побегообразования в культуре пазушных почек роз на различных вариантах среды МС (средние зна-
чения для исследуемых сортов роз)

Варианты Варианты питательных сред Частота побегообразования, %
1 Без фитогормонов 0
2 0,1 мг/л БАП + 1 мг/л НУК 0
3 0,5 мг/л БАП+ 0,1 мг/л НУК 64,2±13,3
4 1 мг/л БАП +0,1 мг/л НУК 0
5 3 мг/л БАП+ 0,5 мг/л НУК 13,3±6,1
6 3 мг/л БАП+ 0,5 мг/л 2,4-Д 10,0±3,6
7 3 мг/л БАП +0,5 мг/л НУК+0,5 мг/л АУ 0
8 3 мг/л БАП+ 0,5 мг/л НУК + 0,5 мг/л АК 25,0±12,0
9 3 мг/л БАП+ 0,5 мг/л 2,4-Д + 0,5 мг/л АУ 12,1±3,8
10 3 мг/л БАП+ 0,5мг/л 2,4-Д + 0,5 мг/л АК 25,0±8,3

Примечание: АУ- активированный уголь; АК-аскорбиновая кислота
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Эксперимент, оценивающий действие цито-
кинина БАП, присутствующего в среде MС на 
размножение пазушных побегов, показал, что 
наибольшая скорость размножения побегов (4  по-
бега на один регенерирующий эксплант) были по-

лучена для сорта розы «Колхозница», когда кон-
центрация регуляторов роста в среде составляла 3 
мг/л БАП+ 0,5 мг/л 2,4-Д + 0,5 мг/л АК. Наивыс-
шее соотношение цитокинина к ауксину 2,4-Д в 
среде индуцировало размножение побегов. 

                                 а                                                                     б                                                                      в
Рисунок 2 – Адвентивное побегообразование в культуре пазушных почек роз сортов Колхозница (а),  
Былина (б), Ак-ку (в) на питательной среде МС, содержащей 3 мг/л БАП, 0,5 мг/л 2,4-Д, 0,5 мг/л АК 

В отношении генотипов, наибольшей от-
зывчивостью к органогенезу in vitro обладал 
сорт розы «Колхозница», затем по убывающей 
следуют сорта «Былина», «Казахстанская Юби-
лейная» которые характеризуются частотой по-
бегообразования 98% и 80%, соответственно. 
Процент побегообразования у сортов «Ак-ку» 
и «Алма-Атинская ароматная» составил 60% и 
30% (таблица 5). Регенерация побегов у всех ис-
следуемых сортов роз, кроме сорта «Казахстан-
ская Юбилейная» происходила на 10 варианте 
среды МС, содержащей 3 мг/л БАП, 0,5 мг/л 
2,4-Д и 0,5 мг/л АК, а для сорта «Казахстанская 
Юбилейная» оптимальной оказалась среда с тем 
же балансом регуляторов роста, но содержащая 
0,5 мг/л активированного угля. 

На этапе укоренения и высадки в грунт обыч-
но изменяют основной состав среды. Уменьшают 
количество солей и углеводов, исключают цито-
кинины и добавляют ауксины (Мухамбетжанов 
С.К., 2011: 45-48). Выбор концентрации аукси-
нов, необходимых для нормального укоренения 
побегов зависит от ряда причин. Среди них от-
метим наследственную предрасположенность 
побегов к укоренению, обусловленную видовы-
ми и сортовыми особенностями родительских 
растений, тип используемого ауксина, а также 

концентрацию и соотношение фитогормонов 
на этапе размножения побегов. Эффективность 
ауксинов при укоренении побегов в значитель-
ной мере уменьшается под влиянием высоких 
доз цитокининов, вносимых в питательную сре-
ду на первом и втором этапах микроразмноже-
ния. Целесообразно при культивировании на 
первых этапах использовать среды сначала с бо-
лее высокими, а затем – низкими концентрация-
ми цитокининов.

Таблица 5 – Частота побегообразования в культуре пазуш-
ных почек различных сортов роз на питательной среде, со-
держащей 3 мг/л БАП, 0,5 мг/л 2,4-Д и 0,5 мг/л АК

№ Сорт Частота 
побегообразования, %

1 Колхозница 98,0
2 Былина 80,0

3 Казахстанская 
Юбилейная 80,0

4 Ак-ку 60,0 

5 Алма-Атинская 
ароматная 30,0
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В данных исследованиях на этапе размноже-
ния нами были использованы высокие концен-
трации цитокинина БАП (3 мг/л), а в качестве 
источника ауксинов оптимальным оказалась 2,4-
Д (0,5 мг/л). Однако образовавшиеся адвентив-
ные побеги имели слаборазвитые корни, поэто-
му было предложено заменить ауксин 2,4-Д на 
функционально более активную форму ауксина 
– индолилуксусную кислоту в концентрации 2 
мг/л. Таким образом соотношение цитокинин : 
ауксин на втором этапе культивирования состав-
ляло 6:1, а на этапе укоренения – 1,5:1. При та-
ком балансе и типе регуляторов роста корешки 
удлинялись и развивались лучше, чем на среде с 
2,4-Д, применяемого в качестве регулятора про-
цесса ризогенеза.

Заключение

В результате исследований был разработан 
протокол культивирования in vitro стеблевых 
сегментов, содержащих пазушные почки для 
коммерческих сортов роз казахстанской селек-
ции. Установлен оптимальный режим поверх-
ностной дезинфекции эксплантов и стерилизу-

ющий агент – 10% раствор перикиси водорода 
(Н2О2) с экспозицией эксплантов в течение 8 ми-
нут. На питательной среде МС, дополненной 3 
мг/л БАП, 0,5 мг/л 2,4-Д и 0,5 мг/л аскорбиновой 
кислоты отмечено множественное образование 
побегов (до 4 побегов на эксплант). Культиви-
рование эксплантов на данном варианте пита-
тельной среды обеспечивает высокую скорость 
и коэффициент размножения побегов in vitro 
для большинства сортов роз, что предопределя-
ет высокую эффективность технологии микро-
клонального размножения растений. На этапе 
укоренения следует уменьшить соотношение 
регуляторов роста в сторону количественного 
преобладания ауксинов. Для развития корней 
микрочеренков розы целесообразно использо-
вать ауксин ИУК в соотношении с БАП равным 
1,5:1, соответственно 3 мг/л БАП и 2 мг/л ИУК. 
Данный регламент культивирования пазушных 
почек роз в условиях in vitro рекомендуется для 
массового размножения коммерческих сортов 
декоративных роз для озеленения прикаспийско-
го региона Казахстана, а также для интродукции 
и пополнения коллекции розария Мангышлак-
ского экспериментального ботанического сада.
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IN VITRO СLONAL PROPAGATION OF REPAIRING HYBRIDS  
OF WILD STRAWBERRY FRAGARIA ANANASSA DUCH.

The features of the clonal propagation technology of repairing hybrids of wild strawberry (Fragaria 
ananassa Duch.) have been studied. Traditionally, the strawberry is vegetative propagated by grafting, 
but for the repairing varieties of strawberry, this method is less effective because plants form only 1–2 
rosettes per plant during the growing season. The clonal micropropagation in vitro is the alternative 
method of reproduction to vegetative propagation. For the introduction of strawberry in vitro culture 
apical stolons and non-rooting rosettes collected from April to June have been taken. To obtain polyploid 
plants formed during callusogenesis process, stem and leaf explants were used. The main medium was 
Murashige-Skug agar medium (MS) supplemented with plant growth regulators (PGRs) and ascorbic acid 
(1.5 mg/l), the control medium was MS medium without PGRs. The influence of different concentration 
of cytokinin (0,3-1 mg/l 6-BAP) on the multiplication and auxin (0,5-1 mg/l IAA) on rooting of repairing 
hybrids of strawberry in vitro culture have been studied. The optimal concentrations of 6-benzylamino-
purine (0.3 mg/l) were determined at the propagation stage and the same for α-indoleacetic acid (0,5 
mg/l) on the rooting stage have been determined. Microrosettes with a well-developed root system ob-
tained during in vitro cultivation were acclimatized and grown on hydroponics. Adapted to growth in the 
open ground plants were used as a planting material, which was propagated in a greenhouse.

Key words: Fragaria ananassa Duch.wild strawberry, clonal micropropagation in vitro, plant growth 
regulators, planting material.
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Fragaria ananassa Duch. бақты құлпынайдың ремонтантты  
бyдан түрлерін in vitro клондық микрокөбейту 

Fragaria аnanassa Duch. ремонтантты бақты құлпынайдың бyдан түрлерінің микроклондық 
көбейту технологияның ерекшеліктері зерттелінді. Дәстүрлі селекция бойынша құлпынайды 
вегетативті жолымен көбейтіп алады, бірақ ремонтантты құлпынай үшін вегетация кезеңі 
барысында әр 1-2 сабақтан бір ғана бұршақ (розетка) түзілетіні болғандықтан, бұл көбейту тәсілі 
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тиімді болмайды. Вегетативті көбейту әдістің альтернативасы in vitro клондық микрокөбейту әдісі 
болып келеді. Құлпынайды in vitro культураға еңгізу үшін сәуір айынан бастап маусым айына дейін 
жинап алынған тамырланбаған розеткалары және үсті столондар пайдаланылды. Каллусогенез 
үдерісі нәтижесінде пайда болатын полиплоидтарды алу үшін жапырақ және сабақ экспланттары 
қолданылды. Қоректік ортаның құрамына аскорбин қышқылы (1,5 мг/л) және өсу реттегіштері 
қосылған агарланған Мурасиге-Скуг (МС) негізгі орта болып келді, ал бақылау нұсқасы ретінде 
гормонсыз МС орта болып пайдаланылды. In vitro жағдайында ремонтантты бақты құлпынайдың 
көбейту коэффициентін және тамырландыруын арттыру мақсатымен әртүрлі концентрацияларда 
6-бензиламинопуриннің (0,3-1 мг/л 6-БАП) және ауксин α-индолилсірке қышқылының (0,5-1 мг/л 
ИСҚ) әсері зерттелінді. Құлпынайдың нақты көбею кезінде 0,3 мг/л 6-бензиламинопуриннің 
және құлпынайдың тамырландыру кезіңде 0,5 мг/л индолилсіркеқышқылдың оптимальды 
концентрациялары анықталынды. Жақсы дамыған тамырлары бар in vitro өсіру барысында 
алынған микророзеткаларды бейімделіп гидропоникада өсірдік. Ашық топырақ стерильды 
емес жағдайға бейімделген өсімдіктер көшет материал ретінде қолданылған. Сонымен қатар 
сауықтырылған көшет материал ары қарай жылыжайда өсіріп көбейтілді.

Түйін сөздер: Fragaria аnanassa Duch. бақты құлпынай, in vitro клондық микрокөбейту, өсу 
реттегіштер, көшет материалы.
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Клональное микроразмножение in vitro ремонтантных гибридных форм  
земляники садовой Fragaria ananassa Duch.

Изучены особенности технологии клонального микроразмножения ремонтантных гибридных 
форм земляники садовой (Fragaria ananassa Duch.). Традиционно землянику садовую размножают 
вегетативно с помощью усов, однако для ремонтантной земляники такой способ размножения 
малоэффективный, так как за период вегетации она образует 1–2 уса на одну розетку. 
Альтернативным методом вегетативного размножения является клональное микроразмножение 
in vitro. Для введения земляники в культуру in vitro использовали верхушечные столоны (усы) и 
неукоренившиеся розетки, собранные в период с апреля по июнь. С целью получения полиплоидных 
форм, образующихся в процессе каллусогенеза, использовали стеблевые и листовые экспланты. 
Основной питательной средой была агаризованная среда Мурасиге-Скуга (МС), дополненная 
регуляторами роста и аскорбиновой кислотой (1,5 мг/л), контролем являлся безгормональный 
вариант среды МС. Изучено влияние различных концентраций цитокинина 6-бензиламинопурин 
(0,3-1 мг/л 6-БАП) на коэффициент размножения и ауксина α-индолилуксусной кислоты (0,5-
1 мг/л ИУК) на укоренение ремонтантных гибридов земляники садовой в культуре in vitro. 
Определены оптимальные концентрации 6-бензиламинопурина (0,3 мг/л) на этапе собственно 
размножения и α-индолилуксусной кислоты (0,5 мг/л) на этапе укоренения земляники садовой. 
Полученные в процессе культивирования микророзетки с хорошо развитой корневой системой 
акклиматизировали и выращивали на гидропонике. Адаптированные к росту в открытом грунте 
растения использовались как посадочный материал, который далее размножали в теплице.

Ключевые слова: земляника садовая Fragaria ananassa Duch., клональное микроразмножение 
in vitro, регуляторы роста, посадочный материал.

	

Introduction

The strawberry (Fragaria ananassa Duch.) – 
one of the most popular berry crops grown in the 
Northern hemisphere of the temperate zone. This 
culture is traditionally propagated vegetatively 
with the whiskers. For everbearing strawberries 
this method of reproduction is inefficient, as over 

the period of the growing season it forms 1-2 
runners on one socket. This is due to the feature 
of the structure of the rosette and the laying of 
vegetative buds in the everbearing strawberries. 
In addition, when breeding strawberries, many 
diseases are traditionally transmitted and, as a 
result, the characteristics of the variety are reduced 
(Lutov V. I., 2006: 23).
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An alternative method of vegetative reproduction 
is clonal micropropagation in vitro. Biotechnological 
approaches and techniques contribute to the expansion 
of assortiment, accelerated introduction of new 
hybrids everbearing varieties of strawberries, fruiting 
period which is much longer than traditional varieties. 
The advantages of these techniques have long been 
known and among them can be distinguished as 
follows: obtaining improved planting material; 
rapid production of vegetative offspring difficult to 
reproduce forms; obtaining genetically homogeneous 
material; cultivation regardless of season and climatic 
conditions throughout the year; obtaining hybrid 
seedlings from embryos with distant hybridization; 
work at the polyploid level; long-term storage of the 
material in vitro.

Clonal micropropagation is one of the 
biotechnological methods, which fully shows the 
limitless potential of plants to reproduce. 

There are several types of micropropagation:
1. the induction of axillary meristem 

development;
2. the development of adventitious shoots from 

the explant tissue;
3. the induction of organogenesis or somatic 

embryogenesis from callus tissues of plants.
The most common is the first model of 

reproduction, which is based on the removal 
of apical domination with cytokinin activity – 
6-benzylaminopurine, kinetin. In most studies 
it is noted that low concentrations of 6-BAP are 
required for berry crops propagated by means of 
cellular technologies (Vysotsky V. A., 2011: 3; 
Dzhafarova V. E., 2010: 72; Dzhafarova V. E., 
2015: 29). In the application of the technology of 
clonal micropropagation should take into account 
the influence of several factors, key of which is the 
composition of the nutrient medium and the balance 
of phytohormones at different stages of cultivation. 
For cultivation and passage of fruit and berry crops is 
often recommended Murashige-Skoog environment, 
Niche, Gamborg, Andersen, Lloyd-Maccoun and 
others. It is believed that the MS medium is universal 
for many crops or varieties, but in some experiments 
it was shown that to increase the rate of reproduction 
in blackberries and other berry crops, regardless of 
the form of growth, it is better to use the medium of 
Lee and de Fossard (Tashmatova L. V., 2014: 63). 
This environment ensured the formation of a larger 
number of buds and shoots, and also contributed to 
the growth of the shoots.

At the stage of rooting, many cultures, 
especially seed and berry crops have difficulties 
associated with the formation of a full-fledged root 

system that provides survival of microbreeds at the 
stage of adaptation. Usually used different rooting 
stimulants: IBA, NAA and IAA, as well as different 
ways of application. For example, in blackberry 
varieties with different forms of growth, when 
IMK was introduced into the nutrient medium at a 
concentration of 0.5-1.0 mg/l, rooting reached 90-
100% (Tashmatova L. V., 2013: 20). 

Another important factor determining the success 
of berry crops cultivation is the process of adaptation 
of micro-transfers to non-sterile conditions. One of 
the ways to increase the survival rate of microshops 
is the use of elicitors, which have immunomodulating 
properties and cause systemic resistance of plants 
to adverse factors. For example, the use of Russian-
made preparations El-1 and Ecost 1/3 increases the 
survival rate of micro-shoots of strawberry varieties 
to 69% (Belyakova L. V., 2011: 200).

Despite the large number of works on 
reproduction and regeneration in vitro of strawberry, 
to date, remains relevant modification of the 
basic techniques of micropropagation, since each 
variety requires its own specific physico-chemical 
conditions of in vitro cultivation (Alekseenko L. V., 
1998: 3; Belyakov, L. V., 2010: 38; Rastorguev L. 
S., 2010: 57; L. B. Tashmatova, 2015: 19).

Material and Methods

The strawberry (Fragaria ananassa Duch.) 
belongs to the family Rosaceae (Rosaceae). Fragaria 
ananassa is a natural hybrid of Fragaria chiloensis 
(L.) Duch. and Fragaria virginiana (Duch.). The 
object of these studies was a 3 hybrid everbearing 
strawberry foreign selection: ZH 15-3, 14-3 ZH, 
ZH 14-1-3. Donor plants were grown using drip 
irrigation technology on the black tape. 

As a source of plant material for the introduction 
of strawberries into the culture in vitro were used 
apical pillars (runners) and unburdened rosettes 
collected in the period from April to June 2017. 
Taken in the nursery planting subjects the hybrid 
strawberry was sterilized according to the following 
scheme: free from soil mustache and outlets were 
exempt from the upper leaves, within 15 minutes, 
rinsed with water, using detergent and, subsequently, 
for 30 minutes, washed under running water. 
Then, in the laminar-box, the initial material was 
processed by step sterilization for 3 seconds with 
70% ethyl alcohol, then with various disinfectant 
solutions for 5 minutes. As sterilizing agents were 
used: commercial household product «Domestos 
«(diluted with sterile distilled water in a ratio of 
1:3); commercial household product «Belizna» 
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(5%); hydrogen peroxide, 3% solution. Treated 
vegetable material was washed several times with 
sterile distilled water.

After carrying out surface sterilization under 
aseptic conditions was performed to isolate the 
meristematic apex of buds and rosettes. Sheet 
and stem fragments were also used to produce 
callus. Explants were placed on agarized modified 
medium MS (pH 5,6-5,8). Modification of the 
environment was in addition to the main part of 
the standard medium 1.5 mg/l of ascorbic acid 
(AA), used as antioxidant, and growth regulators 
6-benzylaminopurine (BAP) at a concentration of 
0,3; 0,5; 1 mg/l. This nutrient medium was used for 
culturing explants at the stage of actually breeding 
of hybrid strawberry. At the stage of rooting applied 
nutrient MS medium containing indoleacetic acid 
(IAA) in concentrations 0.5 and 1 mg/l. In the 
control used the MS medium without any growth 
regulators (Murashige T., 1962: 489). 

Cultivation of explants was carried out at 16-hour 
photoperiod for 3-4 weeks. Intensity of illumination 
ranged from 5 to 10 kLux in the culture room with air-
conditioned maintained at temperature of 25 ± 2 °C and 
humidity of 70%. Accounting and monitoring were 
carried out at the end of each passage, after 10-15 days.

Rooted regenerates were grown on hydroponics 
different mineral composition, mg/l: 

А – Ca(NO3) х 4H2O 320; KNO3 320; 5Ca(NO3)2 
х 2H2O 720; NH4NO3 720; Fe-EDTA 24;

В – MnSO4 х 4H2O 2,1; KNO3 320; MgSO4 х 
7H2O 380; KH2PO4 180; NH4PO4 20; K2SO4 10; 
H3BO4 2,8; ZnSO4 х 7H2O 1,44; CuSO4 х 5H2O 
0,19; Na2Mo4 х 2H2O 0,12.

All experiments were carried out in three 
repetitions. Statistical data processing was carried 
out using the Microsoft office Excel 2007 application 
package.

Results and Discussion

The results show that the sterilization of 
initial plant material is the most effective 
at sterilizing agent 5% solution of sodium 
hypochlorite (commercial name «Belizna»). The 
percentage of contamination in the treatment of 
sodium hypochloride was 40%, while sterilization 
with aqueous solution of commercial means 
«Domestos» led to infection 70.83% of isolated 
explants. Sterilization of the initial material with 
3% hydrogen peroxide solution was the least 
effective – 89% of the explants were infected. 
Thus, among chlorine-containing means, at the 
identical mode and time of pretreatment, the 
commercial preparation «Belizna» was 1,7 times 
more effective, than «Domestos». A solution of 
hydrogen peroxide, which is the most common 
and frequently used sterilizing agent, proved to 
be less suitable for the sterilization of vegetative 
organs of strawberry (tab. 1).

Table 1 – Results of the sterilization of the initial plant material of strawberry garden with various sterilizing agents

Sterilizing agent Time of pretreatment, min The percentage of 
contamination, %

Commercial household preparation «Domestos» (1:3) 5 40,00±1,23

Commercial household product «Belizna» (5%) 5 70,83±6,47

Hydrogen peroxide (H2O2), 3% 5 89,00±7,17

The study of the impact of different 
concentrations of 6-BAP on the sprouting and 
increase in the breeding rate of strawberry genotypes 
showed that the modified nutrient medium 
Murashige-skuga, supplemented by 0.3 mg / l, 
noted a very rapid development of micro-shoots in 
the culture of axillary meristems (table. 2). The use 
of low concentrations of 6-BAP induced not only 
regeneration processes in the culture of meristems, 
but also the formation of morphogenic callus in the 
culture of stem explants (Fig. 1, 2).

The addition of 6-BAP in the minimum 
concentration resulted in the development of 1.5–2 
axillary buds on the average on the microrosette. 
Separating the shoots and re-placing them on 
medium with 6-BAP, cycles can be repeated within 
a certain period of time, with the required amount 
of planting material. Increasing the concentration 
of 6-BAP to 1 mg/l led to suppression of growth 
and development of explants. Similar results were 
obtained in studies of Russian scientists, who also 
pointed out that high concentrations of 6-BAP (5-
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10 μM) reduced the height of strawberry sockets 
from 2-3 to 0.5-1 cm, which further hindered 
their rooting. In addition, the high concentration 

of cytokinine in the medium (10.0 μM of 6-BAP) 
reduced the appearance of rosettes (Rastorguev 
L.S., 2010: 61).

Figure 1 – Formation of plants-regenerants in the culture of meristems  
of strawberry Fragaria ananassa Duch. on an MS medium supplemented by 6-BAP 0.3 mg/ l

Table 2 – Frequency of regeneration and callus in the culture of apical meristem and stem explants of strawberry garden

Medium Explant Frequency of regeneration, % Frequency of 
callus, %

МS + 0,3 mg /l 6-BAP
+1,5 mg /l АA

stem 15,0±1,1 85,0±7,19

apical meristem 10,0±1,8 0

МS (control)
stem 0 29,16±1,47

apical meristem 0 0

Obtaining callus, and then regeneration of them 
polyploid forms of strawberry garden is of great 
interest to breeders. Among the polyploids of berry 
crops, triploids are the most popular, because they 
differ in a good taste of berries, regular fruiting and 
high adaptability.

Known studies, which were obtained poly-
ploid plants in culture in vitro (Tashmatova L.V., 
2014: 62; Tashmatov L.V., 2013: 18). The mate-
rial for induced polyploidization was apical and 
adventive buds, which were affected by a colchi-
cine. In our studies, the initial explants (leaves 

and stems) were not pretreated by mutagenic 
chemical agents, as spontaneous polyploidiza-
tion of callus tissue took place in the process of 
callusogenesis. 

In the culture of leaf explants was observed a 
slight darkening of the medium around the explants, 
which testified to exogenous secondary metabolites 
secreted by the cells of the leaf. However, the 
presence of ascorbic acid as antioxidant in the 
medium, suspended minor necrotic processes 
observed in the cut of fragments of the leaf blade 
(Fig.3).
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                               d                                                                   e                                                                        f

Figure 2 – Production of morphogenic callus in the culture of stem explants  
of strawberry garden (A, B, C, D, E,) and regenerants in callus culture Fragaria ananassa Duch. (C, F)

                                                          а                                                                                                 в

Figure 3 – Leaf explants culture of garden strawberries on MS medium with growth regulators  
and ascorbic acid (a); on control medium with dark areas around the explants (B)
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For rooting, regenerated plants were transferred 
to MS medium containing 0.5 mg/l and 1 mg/l 
IAA. On non-hormonal nutrient medium all studied 
genotypes of strawberries were not rooted. The use 
of IAA in the nutrient medium at a concentration of 
0.5 mg/l did not affect the change in the frequency 
of regeneration, but stimulated the rooting of 
microrosettes. Formed roots were not thin, long 
enough and had root hairs (roots of the second 
order). Well-developed root system provides further 
better adaptation of strawberry plants in ex vitro 
conditions. The use of IAA in higher concentrations 
was inappropriate, since the process of rhizogenesis 
is significantly inhibited. Thus, low concentrations 

of auxin, in particular 0,5 mg/l of IAA are 
recommended for rooting of shoots of hybrid forms 
of strawberries.

As a result of the cultivation of exhibits in vitro 
microrostettes with a well-developed root system, 
which was acclimatized and grown on hydroponics 
(Fig.4). The hydroponic plant used solutions (A, 
B) with different composition of mineral salts. The 
results of studies have shown that the most optimal 
for the development of the root system is the B 
mineral composition, which is more enriched by the 
content of mineral salts necessary for the growth 
and development of strawberry roots and adaptation 
to the conditions of open ground.

Figure 4 – Cultivation of microrosettes in vitro on the medium for rooting and growing on hydroponic installation

Plants adapted to non-sterile conditions were 
used as planting material, which was grown and 
propagated in a greenhouse.

Conclusion

Strawberry garden is the most profitable berry 
crop and now the question of laying of industrial 
plantings by the certified highly productive material 
in sufficient quantity is acute. It is known that 

biotechnological methods play an important role in 
improvement and replication of vegetable material 
on an industrial scale. Recommended Protocol of 
optimized nutrient media for cultivation of stem 
apex, leaf explants and microrosettes everbearing 
forms of strawberry allows recovery of the valuable 
genotypes of berry plants, create and maintain 
genetic collection, which ultimately will increase the 
efficiency of science and commercial production for 
obtaining high quality planting material of fruit crops.
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FEATURES OF MIRNA BINDING WITH MRNA  
OF CANDIDATE GENES OF BREAST CANCER SUBTYPES 

To determine associations of miRNA and mRNA of their target genes, binding characteristics of 
miRNA and mRNA of candidate genes of four subtypes of the breast cancer have been studied. Half 
of candidate genes of the triple-negative subtype had binding sites for several miRNAs. mRNA of ATM 
gene had seven binding sites for miR-5095, miR-619-5p, miR-5096, miR-5585-3p, miR-1273a, miR-
1273g-3p, all of which bind in the 3’UTR. mRNA of AXL gene, the tyrosine kinase receptor, had binding 
sites for five miRNAs that are localized in 3’UTR, CDS, and 5’UTR. From five miRNA, miR-1908-3p 
may the most effective regulated the expression of protooncogene CBL. mRNA of СЕАСАМ5 gene con-
tained binding sites of miR-5095, miR-619-5p, miR-5585-3p with a high degree of complementarity. 
mRNA of F2RL1, IAPP genes have binding sites predominantly for miR-5095, miR-619-5p, miR-5585-
3p, miR-5096. Based on the obtained data, it is necessary to control the expression of candidate genes 
of the triple-negative subtype with miR-5095, miR-619-5p, miR-5585-3p, miR-5096 and miR-1273a, 
miR-1273e, miR-1273g-3p. A high free binding energy was detected for pairs of miR-6089 and triple-
negative subtype RUNX1 and SFN candidate genes mRNA. mRNA of IL11, MAGEA10 and STMN1 genes 
had binding sites of miR-619-5p and miR-1273a, miR-1273d, miR-1273e, miR-1273f.

mRNA of the subtype her2 candidate genes ADAM17, AURKA and BRCA2 strongly bind miR-619-
5p. mRNA of BRIP1 gene has sites for miR-1285-5p, miR-5095, miR-619-5p, miR-5585-3p, miR-1273a, 
miR-1273g-3p. mRNA of CDK6 gene has binding sites for miR-548 family and multiple sites for miR-
466. The presence of such binding sites in mRNA of CDK6 gene several times increases the probability 
of its interaction with these miRNAs. The key candidate gene ERBB3 of the her2 subtype interacts with 
miR-619-5p with high complementarity. 12 miRNAs can bind to mRNA of MAZ gene, binding sites are 
located in 5’UTR and CDS. mRNA of candidate genes of the subtype luminal A, B can bind: HMGA2 
gene – five miRNA, MAPT gene – six miRNA, SMAD3 gene – four miRNA, TGFB1 gene – six miRNA. 
mRNA of TGFB1 and SMAD3 genes had four and three effective miR-6089 binding sites, respectively. A 
special feature of candidate genes of the subtype luminal A, B is the absence in their mRNA binding sites 
of the unique miRNA family miR-1273 and group miR-5095, miR-619-5p, miR-5585-3p, miR-5096, 
miR-1285-5p.

Key words: miRNA, mRNA, subtypes of breast cancer, target genes.
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Сүт безі қатерлі ісігі субтиптерінің кандидатты гендердің  
miRNA мен mRNAның байланысу ерекшеліктері 

miRNA мен олардың нысана гендерінің mRNAның ассоциацияларын анықтау үшін сүт безі 
қатерлі ісігінің төрт субтиптерінің кандидатты гендерінің mRNA мен miRNAның әрекеттесу 
сипаттамалары зерттелді. Тriple-negative субтипінің кандидатты гендердің жартысы бірнеше 
miRNA байланыстыратын сайттары болды. ATM генінің mRNA құрамында miR-5095, miR-619-
5p, miR-5096, miR-5585-3p, miR-1273a, miR-1273g-3p үшін жеті байланысу сайттар бар, олардың 
барлығы 3’UTR-де байланысады. AXL генінің, тирозин киназаның рецепторының mRNAда бес 
miRNA байланыстыратын сайттары 3’UTR, CDS және 5’UTR-де локализацияланған болған. Бес 
miRNA-ның ішінен CBL протоонкогеннің экспрессиясының тиімді реттеуіне miR-1908-3p қатысуы 
мүмкін. СЕАСАМ5 генінің mRNA құрамында miR-5095, miR-619-5p, miR-5585-3p жоғары дәрежелі 
комплементарлығымен байланыстыру сайттары бар. F2RL1, IAPP гендердің mRNAда miR-5095, 
miR-619-5p, miR-5585-3p, miR-5096 байланыстыру сайттары бар. Маркерлар ретінде алынған 
мәліметтер негізінде triple-negative субтипінің кандидатты гендердің экспрессиясын miR-5095, 
miR-619-5p, miR-5585-3р, miR-5096 және miR-1273а, miR-1273е, miR-1273g-3p қатысуымен 
реттеу қажет. miR-6089 және triple-negative субтиптің RUNX1 мен SFN кандидатты гендерінің 
mRNA жұптары үшін байланысудың жоғары бос энергиясы анықталды. IL11, MAGEA10 и STMN1 
гендердің mRNAда miR-619-5p и miR-1273a, miR-1273d, miR-1273e, miR-1273f байланыстыру 
сайттар анықталды. 

Her2 субтиптің ADAM17, AURKA және BRCA2 кандидаттық гендердің mRNAары miR-619-
5p күшті байланыстырады. BRIP1 генінің mRNAнда miR-1285-5p, miR-5095, miR-619-5p, miR-
5585-3p, miR-1273a, miR-1273g-3p байланыстыру сайттары бар. CDK6 генінің mRNAнда miR-548 
отбасын байланыстыратын сайттары және miR-466 байланыстыратын көптік сайттары бар. CDK6 
генінің mRNAнда мұндай байланыстыру сайттарының болуы оның осы miRNA-мен әрекеттесуін 
бірнеше есе арттырады. Her2 субтиптің ERBB3 кілтті кандидатты гені miR-619-5p-мен жоғары 
комплементарлықпен байланысады. MAZ генінің mRNA-мен 12 miRNA 5’UTR және CDS-де 
байланыса алады. А, В luminal субтиптің кандидатты гендерінің mRNAмен байланысады: HMGA2 
геннің – бес miRNA, MAPT геннің – алты miRNA, SMAD3 геннің – төрт miRNA, TGFB1 геннің – 
алты miRNA. TGFB1 және SMAD3 гендерінің mRNAнда сәйкесінше төрт және үш эффективті miR-
6089 байланыстыратын сайттары болды. A, B luminal субтиптің кандидатты гендерінің ерекшелігі 
miR-1273 отбасының және mR-5095, miR-619-5p, miR-5585-3p, miR-5096, miR-1285-5p тобының 
уникалды miRNA байланысу сайттарының болмауы болып табылады.

Түйін сөздер: miRNA, mRNA, сүт безінің қатерлі ісігінің субтиптері, нысана гендер.
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Особенности связывания miRNA с mRNA кандидатных генов  
субтипов рака молочной железы

Для выявления ассоциаций miRNA и mRNA их генов мишеней изучены характеристики 
взаимодействия miRNA и mRNA кандидатных генов четырех субтипов рака молочной железы. 
Половина кандидатных генов субтипа triple-negative имели сайты связывания для нескольких miR-
NA. mRNA гена АТМ содержала семь сайтов связывания для miR-5095, miR-619-5p, miR-5096, miR-
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Features of miRNA binding with mRNA of candidate genes of breast cancer subtypes 

5585-3р, miR-1273а, miR-1273g-3p, которые все связываются в 3’UTR. mRNA гена AXL, рецептора 
тирозин киназы, имела сайты связывания для пяти miRNA, которые локализованы в 3’UTR, CDS 
и 5’UTR. Из пяти miRNA наибольшей эффективностью регуляции экспрессии протоонкогена 
CBL может обладать miR-1908-3p. mRNA гена СЕАСАМ5 содержала сайты связывания miR-5095, 
miR-619-5p, miR-5585-3р с высокой степенью комплементарности. mRNA генов F2RL1, IAPP 
имеют сайты связывания преимущественно для miR-5095, miR-619-5p, miR-5585-3р, miR-5096. 
На основании полученных данных в качестве маркеров необходимо контролировать экспрессию 
кандидатных генов субтипа triple-negative с miR-5095, miR-619-5p, miR-5585-3р, miR-5096 и miR-
1273а, miR-1273е, miR-1273g-3p. Высокая величина свободной энергии связывания выявлена 
для пар miR-6089 и mRNA RUNX1 и SFN – кандидатных генов субтипа triple-negative. mRNA 
генов IL11, MAGEA10 и STMN1 имели сайты связывания miR-619-5p и miR-1273a, miR-1273d, 
miR-1273e, miR-1273f. 

mRNA кандидатных генов субтипа her2 ADAM17, AURKA и BRCA2 сильно связывают miR-619-
5p. mRNA гена BRIP1 имеет сайты miR-1285-5p, miR-5095, miR-619-5p, miR-5585-3p, miR-1273a, 
miR-1273g-3p. mRNA гена CDK6 имеет сайты связывания для семейства miR-548 и множественные 
сайты для miR-466. Наличие в mRNA гена CDK6 таких сайтов связывания в несколько раз 
увеличивает вероятность ее взаимодействия с этими miRNA. Ключевой кандидатный ген ERBB3 
субтипа her2 взаимодействует с miR-619-5p с высокой комплементарностью. С mRNA гена 
MAZ могут связываться 12 miRNA, сайты связывания которых расположены в 5’UTR и CDS. С 
mRNA кандидатных генов субтипа luminal A,B связывались: гена HMGA2 – пять miRNA, гена 
MAPT – шесть miRNA, гена SMAD3 – четыре miRNA, гена TGFB1 – шесть miRNA. mRNA генов 
TGFB1 и SMAD3 имели соответственно четыре и три эффективных сайтов связывания miR-6089. 
Особенностью кандидатных генов субтипа luminal A,B является отсутствие в их mRNA сайтов 
связывания уникальных miRNA семейства miR-1273 и группы miR-5095, miR-619-5p, miR-5585-
3р, miR-5096, miR-1285-5p. 

Ключевые слова: miRNA, mRNA, субтипы рака молочной железы, гены-мишени.

Introduction

Due to the development of molecular genetic 
technologies for establishing the causes of onco-
logical diseases (OD), tens and hundreds of genes 
participating in the development of specific types 
and subtypes of OD have been identified in recent 
years (Chistiakov, 2016: 107-121). Unfortunately, 
the established candidate genes responsible for the 
development of OD are not systematized and it is 
required to clarify the role of these genes in the de-
velopment of various subtypes of the OD. Classifi-
cation of subtypes of OD on the basis of molecular 
features is improved, but the lack of information on 
the expression of candidate genes in different sub-
types is a barrier for using of these genes as targets 
for targeted therapy. 

Breast cancer (BC) by molecular genetic traits is 
divided into several subtypes. At present, the opin-
ion is being expressed that the subtypes of oncologi-
cal diseases are formed due to the different expres-
sion of many genes that are expressed in different 
subtypes with a greater or lesser degree than in the 
tissue of a healthy person. Multiple differences in 
the expression of genes cause a variety of ways of 
the oncogenesis. Identification of these differences 
is necessary, since targeted therapy involves the 
identification of target genes that determine the sub-
type of oncogenesis in the greatest degree. Modern 

molecular classifications of subtypes of breast can-
cer are based on gene expression profiles accord-
ing to the following markers: the estrogen receptor 
(ER), the progesterone receptor (PR), the androgen 
receptor (AR), the epidermal growth factor recep-
tor (HER), the anti-apoptosis proteins (Bcl-2, p53), 
cell proliferation proteins, matrix metalloproteinas-
es (MMP), integrins, transduction transfer proteins, 
cyclins, cyclin dependent kinases (CDK), epitheli-
al-mesenchymal factors, cadherins, transcription 
factors, metastasis control factors, factors of an-
giogenesis, etc. (Yu, 2017: 142-152). The existing 
molecular classification of breast cancer includes 
subtypes: luminal A and luminal B, which we com-
bined into a subtype of luminal A, B; subtype her2; 
subtype triplе-negative, also known as basal like.

On the basis of clinical data, these subtypes 
differ in frequency of occurrence, rate of growth, 
invasiveness, ability to metastasis, etc. The reason 
for these differences in the subtypes of breast 
cancer is different sets of genes involved in the 
development of these subtypes of oncogenesis. 
In connection with this, it is required to develop 
methods for early diagnosis of subtypes of OD, 
based on the identification of candidate genes and 
other molecular genetic factors involved in the 
regulation of expression of these genes. With the 
correct diagnosis, it will be possible to develop 
methods of targeted therapy on the base of identified 
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molecular genetic causes of the disease. Among 
the molecules involved in the regulation of the 
expression of most genes of the human genome are 
miRNAs that effectively affect on the expression 
of protein-coding target genes. (Ergün, 2015: 497-
505; Hannafon, 2016: 90; Krishnan,  2015: 735; 
Li, 2017: 133; MacFarlane, 2010: 537-561; Wang, 
2017: 72) A number of studies have shown a change 
in the concentration of miRNA in the development 
of BC, however, there are no publications showing 
the specific role of miRNA in the disease. This is 
due to a number of reasons that will be discussed 
in this paper. The aim of this study is to establish 
associations of miRNAs and their target genes that 
can serve as markers of subtypes of breast cancer. 
It is shown that one miRNA can bind to several 
hundred mRNA target genes (Atambayeva, 2017: 
428; Ivashchenko, 2014: e8; Ivashchenko, 2014: 
e11). In this study, 47 genes have been studied, the 
expression of which varies with different subtypes 
of breast cancer.

Materials and methods

The nucleotide sequences of candidate genes of 
the BC subtypes were downloaded from GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). The miRNA nucle-
otide sequences were downloaded from miRBase 
database (http://www.mirbase.org). The MirTarget 
program (Ivashchenko, 2014: 423-427) was used to 
search for binding sites, free energy of binding (ΔG), 
and interaction schemes. The value of ΔG/ΔGm was 
used as a comparative quantitative criterion of the 
interaction strength of miRNA with mRNA, where 
ΔGm is equal to the free energy of miRNA binding 
with a completely complementary nucleotide se-
quence. The MirTarget program calculates the ratio 
ΔG/ΔGm, determines the location of microRNA site 
in the 5’-untranslated region (5’UTR), in the pro-
tein-coding region (CDS) or in the 3’-untranslated 
region (3’UTR). Table 1 shows sources of informa-
tion on candidate genes of breast cancer subtypes 
which were targets for miRNAs from miRBase.

Table 1 – Candidate genes of subtypes of BC, indicating sources of information on their participation in oncogenesis of breast cancer

Subtype her2
ADAM17 (doi: 10.1016/j.acthis.2011.03.009); AURKA (doi: 10.1038/s41523-017-0049-z); BRCA2 (doi: 10.1155/2016/5718104); 
BRIP1 (doi: 10.18632/oncotarget.7027); CDK6 (doi: 10.2147/BCTT.S150540); EPOR (doi: 10.1007/s10549-012-2316-x); 
ERBB3(HER3) (doi: 10.18632/oncotarget.22027); H2AFX(H2AX) (doi: 10.18632/oncotarget.2259); MAPK3 (ERK1) (doi: 
10.1016/j.bbrc.2017.06.001); MAZ (doi: 10.1371/journal.pone. 0026122); NISCH (doi: 10.1016/j.artmed.2016.10.003); TIMP3 
(doi: 10.1016/j.humpath.2011.12.022).

Subtype triple negative (basal like)
ATM (doi: 10.1007/s40262-017-0587-4);AXL (doi: 10.1155/2017/1686525);BIRC5 (doi: 10.1186/1756-9966-31-58); CBL (doi: 
10.1073/pnas.1300873110);CD44 (doi: 10.1093/protein/gzx063); CEACAM5 (CEA) (doi: 10.1016/j.cca.2017.04.023); ERBB3 
(doi: 10.18632/oncotarget.13284);F2RL1 (PAR2) (doi: 10.1002/cmdc. 201700640);FGFR2 (doi: 10.1007/s00428-016-1950-
9); FIS1 (LINC01554) (doi: 10.1186/bcr3588); IAPP (IAP) (doi: 10.18632/oncotarget.20227); IL11 (doi: 10.1371/journal.
pone.0037361); JHDM1D(KDM7A) (doi: 10.1002/ijc.27629); LAMC1 (doi: 10.1016/j.molonc.2012.03.003); LASP1 (doi: 
10.1186/1756-9966-31-58);MAGEA10(doi: 10.1016/j.acthis.2014.01.003); MID1 (doi: 10.1016/j.ajpath.2013.02.046); MMP2 
(doi: 10.1038/srep28623);PFN1 (doi: 10.1080/15384101.2017.1346759);PRKCE(doi: 10.1038/onc.2013.91); PRRT2 (PKC) 
(doi: 10.1002/cmdc.201700640); RUNX1 (doi: 10.1016/j.ebiom.2016.04.032); SERPINE1 (PAI1) (doi: 10.1186/1471-2407-13-
268);SFN (doi: 10.1073/pnas.1315022110); STMN1 (doi: 10.3892/ijo.2017.4085).

Subtype luminal A,B
EZH1 (doi: 10.1371/journal.pgen.1002751); FOXA1 (doi: 10.1038/modpathol.2017.107); GTF2IRD1 (doi: 10.2353/
ajpath.2010.090837); HMGA2 (doi: 10.1371/journal.pgen.1002751); ITGB1 (doi: 10.1080/15548627. 2016.1213928); MAPT 
(doi: 10.1007/s00428-012-1357-1); MCM7 (doi: 10.1371/journal.pgen.1002751); SMAD3 (doi: 10.1074/jbc.M113.506535); 
SOX4 (doi: 10.1371/journal.pgen.1002751); TGFB1 (TGFB) (doi: 10.1038/ ncb2672).

Results and Discussion

To diagnose subtypes of breast cancer, it 
is necessary to use a number of associations 
combining the reliability and economy of using 
these associations. We selected candidate genes 

(Table 1) from more than 600 genes involved in 
the development of BC, which can serve as a basis 
for selective diagnosis of subtypes of BC. For the 
candidate genes listed in Table 1, the change in 
their expression in subtypes of breast cancer was 
experimentally established.
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Features of miRNA binding with mRNA of candidate genes of breast cancer subtypes 

Characteristics of the interaction of miRNA with 
mRNA of candidate genes of the triple- negative 
subtype

25 candidate genes of the triple-negative 
subtype were targets for miRNA (Table 2). Many 
of them had binding sites for several miRNAs. At 
equal concentrations of these miRNA and mRNA 
gene, there will be a significant suppression of 
protein synthesis by miRNAs that bind more 
strongly to mRNA. The ATM gene encodes a 

kinase that is highly expressed in the lymph 
nodes and by phosphorylation of a wide range 
of proteins, including tumor suppressors p53 
and BRCA1, kinase CHK2, proteins RAD17 and 
RAD9, DNA repair protein NBS1, involved in the 
regulation of the cell cycle. mRNA of ATM gene 
had seven binding sites for unique miRNAs: miR-
5095, miR-619-5p, miR-5096, miR-5585-3p, miR-
1273a, miR-1273g-3p, which all bind in the 3’UTR 
(Table  2).

Table 2 – Schemes of interaction of miRNA with mRNA of candidate genes of Triple-negative (Basal-like) subtype 

Gene miRNA Beginning of sites, nt ΔG,kJ/mole ΔG/ΔGm, % Lenght, nt

1 2 3 4 5 6
ATM miR-5095(SCP2) 9787 -108 93 21
ATM miR-619-5p(SSH1) 9793 -119 98 22
ATM miR-5096(BMP2K) 9882 -104 92 21
ATM miR-5585-3p(TMEM39B) 9950 -110 95 22
ATM miR-1273a(RGS22 11054 -119 90 25
ATM miR-1273g-3p(SCP2 11076 -113 96 21
ATM miR-1273e(x) 11119 -108 93 22
AXL miR-6743-5p(ig) 124** -117 90 22
AXL miR-7152-3p(ig) 2620* -106 94 20
AXL miR-6086(EGFL6) 2792* -106 94 20
AXL miR-1273g-3p(SCP2) 3323 -115 98 21
AXL miR-3929(ig) 3518 -110 90 23

BIRC5 miR-5095(SCP2) 352* -106 91 21
CBL miR-1908-3p(0-0) 30** -121 92 21
CBL miR-1273a(RGS22) 7727 -117 89 25
CBL miR-1273g-3p(SCP2) 7749 -115 98 21
CBL miR-1470(AC020911) 9246 -115 90 21
CBL miR-4743-5p(KIAA0427) 9822 -113 87 23

CD44 miR-4763-3p(RP4) 354** -121 85 24
CEACAM5 miR-1291(C12orf41) 2159* -113 85 24
CEACAM5 miR-5585-3p(TMEM39B) 2441 -108 93 22
CEACAM5 miR-5095(SCP2) 3229 -115 98 21
CEACAM5 miR-619-5p(SSH1) 3235 -119 98 22
CEACAM5 miR-5585-3p(TMEM39B) 3378 -113 96 22

ERBB3 miR-619-5p(SSH1) 4950 -117 96 22
ERBB3 miR-619-5p(SSH1) 5104 -121 100 22
ERBB3 miR-1322(PINX1) 5632 -87 85 19
F2RL1 miR-619-5p(SSH1) 1943 -110 91 22
F2RL1 miR-5096(BMP2K) 2016 -104 92 21
FGFR2 miR-6749-5p(ATG2A) 405** -119 92 22
FGFR2 miR-1322(PINX1) 504** -87 85 19
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Gene miRNA Beginning of sites, nt ΔG,kJ/mole ΔG/ΔGm, % Lenght, nt

1 2 3 4 5 6
FIS1 miR-1273g-3p(SCP2) 14** -110 95 21
FIS1 miR-6892-3p(ig) 17** -110 93 21
FIS1 miR-1914-3p(UCKL1) 230** -117 90 22
FIS1 miR-933(ATF2) 506** -117 93 22
FIS1 miR-6756-5p(MCAM) 1156* -123 92 23
IAPP miR-619-5p(SSH1) 804 -117 96 22
IAPP miR-5096(BMP2K) 876 -113 100 21
IAPP miR-5585-3p(TMEM39B) 944 -108 93 22
IL11 miR-328-5p(0-0) 216** -125 91 23
IL11 miR-4436b-5p(MALL) 1253 -113 90 22
IL11 miR-1273f(SCP2-5UTR) 1466 -102 98 19
IL11 miR-1273d(KIF1B) 1467 -121 89 25
IL11 miR-1273e(x) 1476 -113 96 22
IL11 miR-619-5p(SSH1) 1988 -113 93 22

JHDM1D miR-7158-5p(ig) 28* -115 86 24
JHDM1D miR-6729-5p(MIIP) 94* -117 89 22
LAMC1 miR-3187-5p(LPPR3) 652* -115 87 23
LASP1 miR-149-5p(GPC1) 734* -115 90 23

MAGEA10 miR-1273g-3p(SCP2) 2145 -108 93 21
MAGEA10 miR-1273d(KIF1B) 2179 -117 86 25
MAGEA10 miR-1273e(x) 2188 -110 95 22

MID1 miR-6735-5p(SZT2) 2115* -119 86 25
MMP2 miR-1285-5p(AC000120) 1376* -104 92 21
MMP2 miR-328-5p(0-0) 3009 -119 86 23
PFN1 miR-6867-5p(ig) 1160 -110 91 23

PRKCE miR-328-5p(0-0) 2558 -119 86 23
PRKCE miR-6831-5p(ig) 2563 -110 85 24
PRRT2 miR-6743-5p(ig) 1379* -115 89 22
RUNX1 miR-6089(ig) 1431** -127 86 24
RUNX1 miR-466(ig) 5456 -106 91 23
RUNX1 miR-466(ig) 5460 -110 95 23

SERPINE1 miR-4758-3p(LAMA5) 277* -119 90 23
SFN miR-638(DNM2) 40** -127 86 25
SFN miR-6089(igc) 826 -129 87 24
SFN miR-6846-5p(ig) 839 -113 91 22
SFN miR-466(ig) 1190 ÷ 1200 -106 91 23

STMN1 miR-1273a(RGS22) 1729 -115 87 25
STMN1 miR-1273g-3p(SCP2) 1751 -108 93 21
STMN1 miR-1268a(ig) 1855 -102 94 18
STMN1 miR-1972(PDXDC1) 1991 -117 95 22

Note. Without an asterisk – 3’UTR, * – CDS, ** – 5’UTR. The host gene or the intergenic origin of ig miRNA is in parentheses.

Сontinuation of table 2
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Features of miRNA binding with mRNA of candidate genes of breast cancer subtypes 

Control of the expression of ATM gene and the 
detection of the level of miR-5095, miR-619-5p, 
miR-5096, miR-5585-3p, miR-1273a, miR-1273g-
3p and miR-1273e with high probability character-
ize the development of breast cancer on the triple-
negative subtype and the appearance of metastases 
in the lymph nodes in which ATM gene is highly 
expressed. That is, suppression of its synthesis will 
increase the probability of metastasis in the lymph 
nodes. The data in Table 2 shows strong control of 
the expression of ATM gene by unique miRNAs 
mentioned above. The specificity of the ATM gene 
is that all miRNA binding sites are located in the 
3’UTR of its mRNA. mRNA of AXL gene (Bonora, 
2015: 1608), the tyrosine kinase receptor, had five 
binding sites for five miRNAs that are located in 
3’UTR, CDS, and 5’UTR. miR-1273g-3p was al-
most completely complementary to mRNA (Table 
2). Based on the presented data, the expression of the 
AXL gene can be substantially controlled by miR-
6743-5p, miR-1273g-3p, miR-3929, miR-6086 and 
miR-7152-3p, three of which are encoded in inter-
genic regions, i.e. expressed independently. Unique 
miR-1273a, miR-1273g-3p had binding sites in 
the mRNA of the protooncogene CBL (Lee, 2013: 
11121-6). Of the five miRNAs, the most effective 
regulation effect on the CBL gene expression may 
have miR-1908-3p which bind to mRNA with free 
energy of -121 kJ/mole. Note that binding miRNA 
in the 5’UTR mRNA allows to stop protein synthe-
sis at the beginning of this process in order not to 
waste energy on the synthesis of a polypeptide that 
can be interrupted by the strong binding of miRNA. 
The mRNA of CBL gene had miRNA binding sites 
encoded the oligopetides HHHHHHH, DDDDD 
and PPPPPP in CBL protein. The characteristics 
of miRNA binding sites encoded these oligopep-
tides are not given in Table 2, since they bind with 
a lower free energy, but at a concentration greater 
than the concentration of mRNA, they can signifi-
cantly inhibit translation. The mRNA of СЕАСАМ5 
(Wang, 2017: 51-55) gene had binding sites of miR-
5095, miR-619-5p, miR-5585-3p with a high de-
gree of complementarity: ΔG/ΔGm value is varied 
from 85% to 98%. Binding sites for these miRNAs 
were located in a restricted region of mRNA. The 
mRNA of F2RL1 (Zhang, 2017: 59086-59102) and 
IAPP (Jo, 2017: 78781-78795) genes had binding 
sites predominantly for miR-5095, miR-619-5p, 
miR-5585-3p, miR-5096. Moreover, miR-5096 was 
completely complementary to the binding site of 
mRNA of IAPP gene (Table 2). miR-6089 with a 
high free binding energy interacts with mRNA of 

RUNX1 and SFN (Boudreau, 2013: e3937-44) target 
genes. For this reason, miR-6089 can be used as a 
marker for the diagnosis of the triple negative sub-
type. The mRNA of RUNX1 and SFN genes, in ad-
dition to binding miR-6089, have binding sites for 
miR-466, which is also recommended as a marker 
because it has multiple binding sites in mRNA of 
RUNX1 gene. The mRNA of IL11 gene had bind-
ing sites for six miRNAs (Table 2), of which miR-
619-5p and miR-1273a, miR-1273d, miR-1273e, 
miR-1273f have been recommended above as par-
ticipant of associations for markers. Some of these 
miRNAs bind to mRNA of MAGEA10 and STMN1 
genes (Table 2), which confirms the necessity of 
control their concentration to establish the devel-
opment of the disease by the triple negative sub-
type. The mRNA of ERBB3 gene (Hayes,  2017: 
е0177919; Mota,  2017: 89284-89306) effectively 
bind miR-619-5p in two sites, in one site even with 
full complementarity. In addition, miR-1322 had 
multiple sites in mRNA, which puts the expression 
of ERBB3 gene in a strong dependence on these 
miRNAs. Based on the obtained data (Table 2), it 
is necessary to control the expression of candidate 
genes of the triple-negative subtype with the fol-
lowing miRNAs as markers: miR-5095, miR-619-
5p, miR-5585-3p, miR-5096 and miR-1273a, miR-
1273e , miR-1273g-3p.

Table 3 shows the schemes and characteristics 
of binding of some miRNAs to mRNA of candidate 
genes of the triple-negative subtype of BC. 

These data show that in all cases, miRNA binds 
to mRNA without disrupting the double-stranded 
structure, since the interaction between non-ca-
nonical pairs of nucleotides A-C and G-U does not 
change the distance between RNA chains. These 
schemes demonstrate the advantage of the MirTar-
get program among the commonly used programs in 
determining the free energy of miRNA interaction 
with mRNA, which is calculated taking into account 
the formation of non-canonical pairs of nucleotides 
A and C, G and U.

Characteristics of the interaction of miRNA with 
mRNA of candidate genes of subtype her2

The twelve candidate genes of subtype her2 
shown in Table 1 were targets for miRNAs (Table 
4). The ADAM17 gene belongs to the family of dis-
integrins and metalloproteases. It is involved in the 
processing of tumor necrosis factor ������������������α����������������� on the cell sur-
face and in intracellular membranes of the trans-net-
work of Golgi apparatus (Pham, 2017: 5507-5513). 
The mRNA of ADAM17 gene fully complementary 
bind miR-619-5p. 



ISSN 1563-0218                                                       Experimental Biology. №4 (73). 2017 59

Aisina D. et al.

Table 3 – Schemes of the interaction of miRNA with mRNA of candidate genes of the triple negative subtype of BC

ATM; miR-619-5p; 3’UTR; 9793; -119; 98

5’- GGCUCACGCCUGUAAUCCCAGC - 3’

     ||||||||||||||||||||||

3’- CCGAGUACGGACAUUAGGGUCG - 5’

AXL; miR-1273g-3p; 3’UTR; 3323;-115; 98

5’ - CCCAGGCUGGAGUGCAGUGGU - 3’

     |||||||||||||||||||||

3’ - GAGUCCGACCUCACGUCACCA - 5’

CBL; miR-1273g-3p; 3’UTR;7749; -115; 98

5’ - CCCAGGCUGGAGUGCAGUGGU - 3’

     |||||||||||||||||||||

3’ - GAGUCCGACCUCACGUCACCA - 5’

CEACAM5; miR-5095; 3’UTR;3229; -115; 98

5’ - CGCGGUGGCUCACGCCUGUAA - 3’

     |||||||||||||||||||||

3’ - GCGCCACCAAGUGCGGACAUU - 5’

CEACAM5; miR-619-5p; 3’UTR;3235; -115; 98

5’ - CGCGGUGGCUCACGCCUGUAA - 3’

     |||||||||||||||||||||

3’ - GCGCCACCAAGUGCGGACAUU - 5’

F2RL1; miR-619-5p;3’UTR;1943; -110; 91

5’ - GCCUCAUGCCUGUAAUCCUAGC - 3’

     | ||||||||||||||||||||

3’ - CCGAGUACGGACAUUAGGGUCG - 5’

IAPP; miR-5096; 3’UTR; 876; -113; 100

5’ - GCCUGACCAACAUGGUGAAAC - 3’

     |||||||||||||||||||||

3’ - CGGACUGGUUGUACCACUUUG - 5’

ATM;  miR-1273е; 3’UTR; 11119; -108; 93

5’ - UCUGCCUCCUGGGUUCAAGCAA - 3’

     ||||||||||||||||||||||

3’ - AGGUGAAGGACCCAAGUUCGUU - 5’

ERBB3; miR-619-5p; 5104; 3’UTR; -121; 100

5’- GGCUCAUGCCUGUAAUCCCAGC - 3’

     ||||||||||||||||||||||

3’- CCGAGUACGGACAUUAGGGUCG - 5’

IL11; miR-1273e; 3’UTR; -113; 96

5’ - UCCACCUCCCGGGUUCAAGCAA - 3’

     ||||||||||||||||||||||

3’ - AGGUGAAGGACCCAAGUUCGUU - 5’

IL11; miR-1273f; 1466; 3’UTR; -102; 98

5’ - CACUGCAACCUCCACCUCC - 3’

     |||||||||||||||||||

3’ - GUGACGUUGGAGGUAGAGG - 5’

ERBB3; miR-619-5p; 4950; 3UTR; -117; 96

5’ - GGCUCAUGCCUGUAAUCUCAGC - 3’

     ||||||||||||||||||||||

3’ - CCGAGUACGGACAUUAGGGUCG - 5’

MAGEA10; miR-1273e; 2188; 3’UTR; -110; 95

5’- UCCGCCUCCUGGGUUCAAGCGA - 3’

     ||||||||||||||||||||||

3’- AGGUGAAGGACCCAAGUUCGUU - 5’

MAGEA10;miR-1273f; 2178; 3’UTR; -96; 92

5’ - GCCUCAUGCCUGUAAUCCUAGC - 3’

     | ||||||||||||||||||||

3’ - CCGAGUACGGACAUUAGGGUCG - 5’

Note. Here and in Tables 5 and 7, the first line shows: the name of the gene; miRNA; mRNA 
site; beginning of the miRNA binding site, nt; the value of ΔG, kJ / mole; the value of 
ΔG / ΔGm,%.

Table 4 – Characteristics of the interaction of miRNA with mRNA candidate genes of the subtype her2

Gene miRNA Beginning of sites, nt ΔG,kJ/mole ΔG/ΔGm,% Lenght, nt
1 2 3 4 5 6

ADAM17 miR-619-5p(SSH1) 3466 -121 100 22
ADAM17 miR-1285-5p(AC000120) 3524 -104 92 21
AURKA miR-5095(SCP2) 420** -108 93 21
AURKA miR-619-5p(SSH1) 426** -119 98 22
BRCA2 miR-619-5p(SSH1) 10746 -117 96 22
BRIP1 miR-1273a(RGS22) 4222 -113 85 25
BRIP1 miR-1273g-3p(SCP2) 4244 -110 95 21
BRIP1 miR-5095(SCP2) 6581 -115 98 21
BRIP1 miR-619-5p(SSH1) 6587 -119 98 22
BRIP1 miR-5585-3p(TMEM39B) 6728 -113 96 22
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Gene miRNA Beginning of sites, nt ΔG,kJ/mole ΔG/ΔGm,% Lenght, nt
1 2 3 4 5 6

BRIP1 miR-1285-5p(AC000120) 6827 -104 92 21
BRIP1 miR-1972(PDXDC1) 7273 -117 95 22
CDK6 miR-548h-3p(ig) 1677 -104 91 23
CDK6 miR-548z(RASSF3) 1677 -104 91 23
CDK6 miR-548aq-3p(IGF2BP2) 1678 -102 94 22
CDK6 miR-548az-3p(ig) 1678 -98 94 21
CDK6 miR-466(ig) 1892 ÷ 1926 -100 85 23
CDK6 miR-466(ig) 1908 -108 93 23
CDK6 miR-466(ig) 1920 -108 93 23
EPOR miR-328-5p(0-0) 1461* -121 88 23
ERBB3 miR-619-5p(SSH1) 4950 -117 96 22
ERBB3 miR-619-5p(SSH1) 5104 -121 100 22
H2AFX miR-328-5p(0-0) 672 -119 86 23
MAPK3 miR-1181(CDC37) 114* -115 90 21
MAPK3 miR-6884-3p(ig) 175* -113 88 23
MAPK3 miR-6805-3p(ig) 1145* -117 87 23
MAPK3 miR-6887-5p(ig) 1528 -113 88 23

MAZ miR-1470(AC020911) 19** -123 97 21
MAZ miR-6850-5p(ig) 92** -115 87 22
MAZ miR-4466(ARID1B) 107** -110 98 18
MAZ miR-762(RP11) 111** -123 91 22
MAZ miR-6729-5p(MIIP) 361* -115 87 22
MAZ miR-2861(CDK9) 376* -110 95 19
MAZ miR-762(RP11) 499* -117 86 22
MAZ miR-3960(0-0) 505* -119 95 20
MAZ miR-4706(FNTB) 605* -123 87 25
MAZ miR-3960(0-0) 614* -117 93 20
MAZ miR-1247-3p(DIO3OS) 664* -119 86 24
MAZ miR-1343-5p(0-0) 1609 -115 86 22
MAZ miR-6805-3p(ig) 2552 -115 86 23

NISCH miR-762(RP11) 3282* -117 86 22
NISCH miR-6756-5p(MCAM) 3419* -115 86 23
TIMP3 miR-4449(KIAA0114) 1072* -115 87 22
TIMP3 miR-197-5p(MIR197) 1838 -115 87 23
TIMP3 miR-1224-5p(VWA5B2) 3268 -104 96 19

Note. Without an asterisk – 3’UTR, * – CDS, ** – 5’UTR. The host gene or the intergenic origin of ig miRNA is in parentheses.

Сontinuation of table 4

Considering the free binding energy of -121 kJ/
mole, the association of miR-619-5p with mRNA of 
ADAM17 is a good marker of the disease. miR-619-
5p, in combination with the genes AURKA (Golmo-
hammadi, 2017: е7933) and BRCA2 (Couch, 2007: 

1416-21; Pan,  2014: 1-8), on the same bases can 
serve as markers of the subtype her2. The mRNA 
of BRIP1 gene can bind to unique miRNAs of group 
miR-1285-5p, miR-5095, miR-619-5p, miR-5585-
3p and family miR-1273a, miR-1273g-3p. These 
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miRNAs, with a high level of complementarity, bind 
to mRNA of BRIP1 gene ( ΔG/ΔGm reached 98%) 
and with a high free interaction energy, so they can 
be used as markers for the subtype her2.

The mRNA of CDK6 gene (Johnson, 2016: 
4829-35) had binding sites for miR-548 family and 
multiple binding sites for miR-466. The presence in 
mRNA of CDK6 gene of multiple binding sites sev-
eral times increases the probability of its interaction 
with these miRNAs.

The key member of candidate genes of the sub-
type her2 is the ERBB3 gene (Grabinski, 2014: 1021-
9; Koutras, 2010: 73-8; Wu,  2013: 427-37). Two 
binding sites in mRNA of ERBB3 gene for the unique 
miR-619-5p are characterized by high complemen-
tarity and high free energy, which is the basis for sug-
gesting this association as a marker for identifying the 
development of the subtype her2 (Table  4).

Four miRNAs that bind to mRNA of MAPK3 
gene can strongly affect on its expression. Bind-
ing sites of three miRNAs are located in the CDS, 
which indicates their early occurrence. 12 miRNAs 
can bind to mRNA of MAZ gene, binding sites are 
located in 5’UTR and CDS, with the ΔG value of 

-110 kJ/mole to -123 kJ/mole, and ΔG/ΔGm value 
of 86% to 97%. Since miR-1470, miR-762, and 
miR-4706 bind with mRNA of MAZ gene with ΔG 
value of -123 kJ/mole, first of all it is necessary 
to use these miRNAs as markers for subtype her2 
subtype diagnostics. Several arranged located miR-
3960 binding sites encode the polyAla oligopeptide. 
This number of miR-3960 binding sites significantly 
increases the efficiency of controlling the expres-
sion of MAZ gene by this miRNA. MAZ is a Myc 
associated transcription factor and therefore it can 
influence on the transcription of several genes in-
volved in oncogenesis. The mRNA of NISCH gene 
can bind two miRNA with a ΔG value varying from 
-115 kJ/mole to -117 kJ/mol, what is the basis for 
characterising the NISCH gene with miR-762 and 
miR-6756-5p as markers for the subtype her2. The 
mRNA of TIMP3 gene had three binding sites for 
three miRNAs, which gives reason to control the 
level of these miRNAs during the development of 
the subtype her2. Table 5 shows examples of the in-
teraction of some miRNA with mRNA of their tar-
get genes, offered as associations for use as markers 
of the subtype her2 of breast cancer.

Table 5 – Schemes and characteristics of the interaction of miRNA with mRNA of candidate genes subtype her2 BC

ERBB3; miR-619-5p; 3’UTR; 4950; -117; 96

5’- GGCUCAUGCCUGUAAUCUCAGC - 3’

     ||||||||||||||||||||||

3’- CCGAGUACGGACAUUAGGGUCG - 5’

MAZ; miR-3960; CDS; 614; -117; 93

5’ - CCCCCGCCUCCGCCGCCACU - 3’

     ||||||||||||||||||||

3’ - GGGGGCGGAGGCGGCGGCGG - 5’

ADAM17; miR-619-5p;3’UTR;3466; -121; 100

5’- CCCAGGCUGGAGUGCAGUGGU - 3’

     |||||||||||||||||||||

3’- GAGUCCGACCUCACGUCACCA - 5’

AURKA; miR-619-5p;5UTR;426;-119; 98

5’- GGCUCAUGCCCGUAAUCCCAGC - 3’

     ||||||||||||||||||||||

3’- CCGAGUACGGACAUUAGGGUCG - 5’

BRIP1; miR-5095;3’UTR;6851; -115; 98

5’ - CGCGGUGGCUCACGCCUGUAA - 3’

     |||||||||||||||||||||

3’ - GCGCCACCAAGUGCGGACAUU - 5’

BRIP1; miR-1273g-3p; 3’UTR; 4244; -110; 95

5’ - CCCAGGCUGGAAUGCAGUGGU - 3’

     |||||||||||||||||||||

3’ - GAGUCCGACCUCACGUCACCA - 5’

ERBB3; miR-619-5p;3’UTR;5104; -121; 100

5’- GGCUCAUGCCUGUAAUCCCAGC - 3’

     ||||||||||||||||||||||

3’- CCGAGUACGGACAUUAGGGUCG - 5’

AURKA; miR-5095; 5UTR;420;-108; 93

5’ - CGCGGUGGCUCAUGCCCGUAA - 3’

     |||||||||||||||||||||

3’ - GCGCCACCAAGUGCGGACAUU - 5’

BRCA2; miR-619-5p; 3’UTR;10746; -117; 96

5’- GGCUCAUGCCUGUAAUCCCAAC - 3’

     ||||||||||||||||||||||

3’- CCGAGUACGGACAUUAGGGUCG - 5’

BRIP1; miR-5585-3p; 3’UTR; 6728; -113; 96

5’- GCCUGUAGUCCCAGCUACUCAG - 3’

     ||||||||||||||||||||||

3’- UGGACAUCAGGGUCGAUAAGUC - 5’

CDK6; miR-548av; 3’UTR; 1677; -98; 85

5’- UGCAAGAGUGAUUGCAGCUUUA - 3’

     ||||||||||||||||||||||

3’- ACGUUCUCAUUAGCGCCAAAAC - 5’

MAZ; miR-877-3p; 3’UTR; 2273; -106; 91

5’ - CCAGGGGGAGGGAGGAGAGGA - 3’

     |||||||||||||||||||||

3’ - GACCCUCCUCCCUCUUCUCCU - 5’
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The given data demonstrate the important role of 
non-canonical pairs of nucleotides in the interaction 
of miRNA with mRNA of candidate genes involved 
in the development of the subtype her2 BC. For 
example, in the interaction of miR-548av with 
mRNA of CDK6 gene, three pairs of A-C and two 
pairs of G-U are formed. miR-877-3p binding to 
mRNA of MAZ gene forms two pairs of A-C and 
two pairs of G-U.

Characteristics of the interaction of miRNA with 
mRNA of candidate genes of subtype luminal A, B

Ten candidate genes of the subtype luminal A, 
B were determined as targets for miRNAs. Five 
miRNAs were associated with mRNA of HMGA2 
gene, six mRNAs with mRNA of MAPT gene, four 
miRNAs with mRNA of SMAD3 gene, six miRNAs 
with mRNA of TGFB1 gene (Table 6).

Consequently, these genes strongly depend on 
miRNAs. The mRNA of TGFB1 gene had four 
binding sites of miR-6089 and mRNA of SMAD3 
gene three miR-6089 binding sites with a ΔG value 

varying from -127 kJ/mole to -136 kJ/mole. Such 
large free energy of miRNA interaction with mRNA 
is very rare characteristic for binding sites located in 
the 3’UTR, which determines their high functional 
significance.

The feature of candidate genes of the subtype 
luminal A, B is the absence in their mRNA bind-
ing sites of unique miRNA of family miR-1273 and 
group of miR-5095, miR-619-5p, miR-5585-3p, 
miR-5096, miR-1285-5p. This feature will be taken 
into account in the analysis of miRNA expression in 
the subtype luminal A, B.

The results of the interaction of some miRNAs 
with mRNA of candidate genes are shown in Table 
7. Note that even with a �������������������������Δ������������������������G/����������������������Δ���������������������Gm of 86%, the struc-
ture of the double-stranded RNA is preserved, de-
spite the presence of one pair of A-C and three G-U 
pairs in the interaction of miR-670-3p with mRNA 
of MCM7 gene. When miR-4433b-5p binds to 
mRNA of MCM7 gene, two pairs of A-C and three 
pairs of G-U are formed.

Table 6 – Characteristics of the interaction of miRNA with mRNA candidate genes of the subtype luminal

Gene miRNA Beginning of sites, nt ΔG,kJ/mole ΔG/ΔGm, % Lenght, nt
1 2 3 4 5 6

EZH1 miR-6127(ig) 2497 -102 94 19
FOXA1 miR-3960(0-0) 120** -115 92 20
FOXA1 miR-6848-5p(ig) 1287* -115 87 23

GTF2IRD1 miR-4734(ig) 138** -115 87 22
GTF2IRD1 miR-6729-5p(MIIP) 245** -115 87 22

HMGA2 miR-6894-5p(ig) 189** -115 86 24
HMGA2 miR-3960(0-0) 512** -108 86 20
HMGA2 miR-6756-5p(MCAM) 529** -117 87 23
HMGA2 miR-3960(0-0) 549** -117 93 20
HMGA2 miR-4739(ig) 573** -123 85 25
ITGB1 miR-4787-5p(ig) 92* -123 92 22
MAPT miR-4665-5p(RP11) 112** -117 86 23
MAPT miR-7106-5p(ig) 1008* -106 94 20
MAPT miR-5088-5p(0-0) 1586* -115 86 24
MAPT miR-762(RP11) 2725 -119 87 22
MAPT miR-6756-3p(MCAM) 3207 -98 85 20
MAPT miR-650(IGLV2) 3495 -110 93 21
MCM7 miR-4433b-5p(0-0) 248** -100 85 21
MCM7 miR-670-3p(AC023085) 2679 -89 86 21
SMAD3 miR-6848-5p(ig) 138 -115 87 23
SMAD3 miR-4690-5p(PCNXL3) 2066 -115 92 22
SMAD3 miR-3620-5p(ARF10) 2069 -117 89 22
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Gene miRNA Beginning of sites, nt ΔG,kJ/mole ΔG/ΔGm, % Lenght, nt
1 2 3 4 5 6

SMAD3 miR-6089(ig) 2072 -127 86 24
SMAD3 miR-6089(ig) 2073 -132 89 24
SMAD3 miR-3620-5p(ARF1) 2074 -115 87 22
SMAD3 miR-6089(ig) 2078 -136 91 24
SOX4 miR-935(CACNG8) 1303* -115 89 23
SOX4 miR-6765-5p(JAG2) 1924* -125 87 25

TGFB1 miR-4787-5p(ig) 205** -117 87 22
TGFB1 miR-877-3p(ABCF1) 233** -108 93 21
TGFB1 miR-4632-5p(TNFRSF1B) 871** -115 86 23
TGFB1 miR-6089(ig) 2060 -132 89 24
TGFB1 miR-6089(ig) 2065 -136 91 24
TGFB1 miR-3620-5p(ARF10) 2086 -115 87 22
TGFB1 miR-6089(ig) 2089 -127 86 24
TGFB1 miR-6089(ig) 2095 -127 86 24

Note. Without an asterisk – 3’UTR, * – CDS, ** – 5’UTR. The host gene or the intergenic origin of ig miRNA is in parantheses.

Table 7 – Schemes and characteristics of the interaction of miRNA with mRNA of candidate genes of the subtype luminal A, B of BC

HMGA2; miR-3960; 5’UTR; 512; -108; 86
5’ - CCUCCACCUCCACCGCCACC - 3’
     ||||||||||||||||||||
3’ - GGGGGCGGAGGCGGCGGCGG - 5’

MAPT; miR-6756-3p; 3’UTR; 3207; -98; 85
5’ - CUGGGCAGAGGGGAGAGGAA - 3’
     ||||||||||||||||||||
3’ - GACCCGUCCCUCCUUCCCCU - 5’

MCM7; miR-4433b-5p; 5’UTR;248; -100; 85
5’ - GCGGGAGCGGGGGUGGGGUGC - 3’
     |||||||||||||||||||||
3’ - UGUCCUCACCCCCACCCUGUA - 5’

MCM7; miR-670-3p; CDS; 2769;-89; 86
5’ - CUCUGGAUGAAUAUGAGGAGC - 3’
     |||||||||||||||||||| 
3’ - AGGACUUACUUAUACUCCUUU - 5’

EZNH; miR-4290; 3’UTR;3705; -89; 86
5’ - GGGGGAAGAAGAGAGGGUG - 3’
     |||||||||||||||||||
3’ - CUCCCUUCUUUCCUCCCGU - 5’

GTF21RD1; miR-4271; 5’UTR; 268; -91; 86
5’ - CUCUGCCUCUCCUUCCCCC - 3’
     |||||||||||||||||||
3’ - GGGGUGGAAAAGAAGGGGG - 5’

HMGA2; miR-329-5p; 5’UTR; 11; -102; 86
5’- GGGGCAGGAACUCAGAAAACUUC- 3’
    |||||||||||||||||||||||
3’- CUUUGUCUUUGGGUCUUUUGGAG- 5’

SMAD3; miR-7977; 3’UTR; 2601; -85; 85
5’ - UGGCACAUUGACUGGGAA - 3’
     ||||||||||||||||||
3’ - ACCACGCAACCGACCCUU - 5’

Сontinuation of table 6

Conclusion

Establishing associations of miRNAs with 
mRNAs suggests using them to develop methods 
for early detection of subtypes of breast cancer. The 
material for analysis can be the blood of patients in 
which miRNA circulates in the free state and in the 
composition of exosomes. Using all associations of 
miRNAs with mRNAs of candidate genes requires 

relatively large material costs, therefore in the Ta-
bles 2, 4 and 6 are shown those associations which 
include the most probable candidate genes and miR-
NAs that interact strongly with their mRNAs. We 
note that the associations we have identified can be 
used to establish subtypes on the biopsy material 
and in postoperative tumor samples. Such analysis 
is necessary for the application of specific therapy of 
the disease, which should be targeted to genes that 
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are the main cause of the development of subtypes 
of the disease.
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MIR-1322 BINDING SITES IN MRNAS  
OF GENES INVOLVED IN THE DEVELOPMENT  

OF NEURODEGENERATIVE AND ONCOLOGICAL DISEASES 
 

Existence of miRNA binding sites in 3’-UTR, 5’-UTR and CDS regions of the mRNA of animal genes 
is confirmed. The efficiency of miRNA-induced repression increases with the number of sites. The bind-
ing of miRNA can be significant if the gene contains repeats of the site sequences in the coding region. It 
is shown that miR-1322 has polysites in CDS region of mRNAs of dozens of human genes. Experimental 
verification of functionality of the large number of sites is time-consuming and labor intensive. One of 
the ways to predict miRNA binding sites is to check the existence of these sites in mRNA of orthologous 
genes and to analyze their divergence during evolution. The analysis of conservation of miR-1322 poly-
sites in CDS of mRNAs of ATN1, BCL6B, HTT, MAGI1, MLLT3, MN1, THAP11, TBP human genes and 
their orthologues was carried out. The studied genes are involved in development of neurodegenerative 
and oncological diseases. The obtained results show that polysites for binding miR-1322 are found in 
mRNAs of orthologous genes of many animal species. In the process of evolution, the number of binding 
sites changes, that indicates species dependence of efficiency of regulation of these genes expression 
by miR-1322. In addition to general contribution to the study of pathogenesis mechanisms caused by 
participation of ATN1, BCL6B, HTT, MAGI1, MLLT3, MN1, THAP11 and TBP genes our analysis allows 
to propose an adequate experimental animal model for further study of regulation of described genes 
expression by miR-1322. 

Key words: miR-1322, mRNA, orthologous genes, socially significant diseases.
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Нейродегенеративті және онкологиялық аурулардың дамуына қатысатын 
гендерінің mRNA-мен miR-1322 байланысу сайттары

Жануарлар гендерінің mRNA-ғы 3’-UTR-де ғана емес, сонымен қатар 5′-UTR және CDS 
аймақтарында miRNA байланысу сайттары болуы анықталды. miRNA-ның әсерінен болған 
репрессиясының тиімділігі байланысу сайттардың санымен көбеюде. Геннің кодтау аймағындағы 
қайталайтын тізбектері бар болса, miRNA-ның байланысуы жоғары болу мүмкін. Ондаған адам 
гендердің mRNA-ғы CDS аймақтарында miR-1322-ның полисайттары бар болуы көрсетілген. 
Көптеген сайттардың функционалдығын эксперименттік тексерісі көп еңбекті болып табылады. 
miRNA үшін сенімді сайттарын анықтаудың бір жолы – ортологиялық гендердің mRNA-сында 
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бұл сайттардың бар екендігін дәлелдеу және эволюция барысында олардың алшақтықтарын 
талдау. ATN1, BCL6B, HTT, MAGI1, MLLT3, MN1, THAP11, TBP адам гендердің және олардың 
ортологтардың mRNA-ғы CDS аймақтарында miR-1322 полисайттардың консервативтілігінің 
талдауы жүргізілді. Зерттелген гендер нейродегенеративті және онкологиялық аурулардың 
дамуына қатысады. Зерттеу нәтижелері көптеген жануарлар түрлерінің ортологиялық гендердің 
mRNA-да miR-1322 байланысу сайттары бар екендігін көрсетті. Эволюция барысында, байланысу 
сайттардың саны өзгереді, бұл өзгерістер осы гендердің miR-1322-мен жүргізілетін экспрессиялық 
реттеу тиімділігі түрге тәуелді екенін көрсетеді. Алынған нәтижелер ATN1, BCL6B, HTT, MAGI1, 
MLLT3, MN1, THAP11 және TBP гендердің қатысуымен пайда болған патогенез механизмдерін 
зерттеуіне жалпы үлес береді, сонымен қатар, біздің талдау сипатталған гендердің экспрессиясын 
миР-1322 арқылы реттеуді одан әрі зерттеу үшін тәжірибелік жануарлардың моделін ұсынуға 
мүмкіндік береді. 

Түйін сөздер: miR-1322, mRNA, ортологиялық гендер, әлеуметтік маңызды аурулар.
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Сайты связывания miR-1322 в mRNA генов, участвующих  
в развитии нейродегенеративных и онкологических заболеваний 

 
Установлено существование сайтов связывания miRNA не только в 3′-UTR, но и в 5′-UTR 

и CDS областях mRNA генов животных. Эффективность miRNA-индуцированной репрессии 
возрастает с увеличением числа сайтов связывания. Предполагается, что cвязывание miR-
NA может быть значительным, если ген содержит повторы последовательностей сайтов в 
кодирующей области. Было показано, что miR-1322 имеет полисайты в CDS областях mRNA 
десятков человеческих генов. Экспериментальная верификация функциональности большого 
числа сайтов является трудоемкой. Одним из способов определения достоверности сайтов для 
miRNA является доказательство существования данных сайтов в mRNA ортологичных генов и 
анализ их дивергенции в течение эволюции. Проведен анализ консервативности полисайтов 
miR-1322 в CDS mRNA ATN1, BCL6B, HTT, MAGI1, MLLT3, MN1, THAP11, TBP генов человека и их 
ортологов. Рассмотренные гены вовлечены в развитие нейродегенеративных и онкологических 
заболеваний. Результаты исследования показали, что полисайты для связывания miR-1322 
обнаруживаются в mRNA ортологичных генов многих видов животных. В процессе эволюции 
число сайтов связывания изменяется, что указывает на видовую зависимость эффективности 
регуляции экспрессии данных генов, осуществляемой miR-1322. Помимо общего вклада в 
изучение механизмов патогенеза, вызванного участием ATN1, BCL6B, HTT, MAGI1, MLLT3, 
MN1, THAP11, TBP генов, проведенный нами анализ позволяет предложить адекватную 
экспериментальную модель животного для дальнейшего изучения регуляции экспрессии 
описанных генов посредством miR-1322.

Ключевые слова: miR-1322, mRNA, ортологичные гены, социально значимые заболевания.

Introduction 

miRNAs are short non-coding RNAs (with 18-25 
nucleotides in length) capable of binding to mRNA 
and repressing protein synthesis (Bartel, 2004: 281-
297). It is assumed that in animals, interaction of 
miRNA with the 3’-UTR region of mRNA genes 
is predominant. To date, most scientific papers are 
devoted to miRNA interaction with 3’-UTR region 
of mRNAs. However, in recent years, the existence 
of sites for miRNA in 5’-UTR and CDS regions of 
animal mRNAs has been established (Tay, 2008: 
1124-1128; Lytle, 2007: 9667-9672; Berillo, 2013: 

1016-1024). It is seemed that sites localized in CDS 
effectively inhibit translation, while sites located in 
3’-UTR are more effective in initiating mRNA deg-
radation (Hausser, 2013: 604-615). In a number of 
studies using Ago-RNA immunoprecipitation and 
reporter assays, miRNAs have been found to bind to 
the 5’UTR, CDS and inhibit translation (Tay, 2008: 
1124-1128; Lytle, 2007: 9667- 9672; Schnall-Levin, 
2010: 15751-6; Hafner, 2010: 129-141). The efficacy 
of miRNA-mediated repression increases with the 
number of sites (Schnall-Levin, 2011: 1395-1403). 

It is assumed that miRNA binding to mRNA 
can be significant if the gene contains repeats of site 
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sequences in coding region. It was shown that miR-
1322 has multiple sites in CDS region of mRNAs 
of dozens of human genes. The presence of mul-
tiple binding sites in close proximity significantly 
increases the probability of interactions between 
miRNAs and mRNAs, even if mutations occur (Ni-
yazova, 2015: 962637). Moreover, miR-1322 miR-
NAs has binding sites in 5′ UTRs, CDSs, and 3′ 
UTRs most of them are located in CDSs. One way 
to determine the reliability of sites for miRNAs is 
to prove the existence of these sites in mRNAs of 
orthologous genes and to analyze their divergence 
during evolution (Hafner, 2010: 129-141; Gaidatzis, 
2007: 69; Atambayeva, 2017: 428). ATN1, BCL6B, 
HTT, MAGI1, MLLT3, MN1, THAP11, TBP genes 
are involved in the development of neurodegen-
erative and oncological diseases (Matilla-Dueñas, 
2012: 172-188; Wang, 2014: 192-200; Wang: 2015: 
20252-20265; Thion, 2016: 1310-1315; Harjes, 
2003: 425-433; Zhang, 2011: 381-385; Berger-
son, 2012: 4512-4523; Dejosez, 2008: 1162-1174). 
To determine possibility of regulation of ATN1, 
BCL6B, HTT, MAGI1, MLLT3, MN1, THAP11 and 
TBP genes expression by miR-1322 we studied the 
arrangement and evolution of miR-1322 binding 
sites in mRNAs of these genes. Detection of effec-
tive miRNA binding sites is a promising direction 
for diagnosis and therapy of many diseases. 

Materials and Methods

The nucleotide sequences of mRNAs of ATN1, 
BCL6B, HTT, MAGI1, MLLT3, MN1, THAP11, 
TBP human genes (Homo sapience – Hsa) and their 
orthologous genes (Ailuropoda melanoleuca – Ame, 
Balaenoptera acutorostrata scammoni – Bac, Bos 
mutus – Bmu, Bos taurus – Bta, Callithrix jacchus 
– Cja, Camelus ferus – Cfe, Canis familiaris – Cfa, 
Capra hircus – Chi, Chlorocebus sabaeus – Csa, 
Cricetulus griseus – Cgr, Equus caballus – Eca, Fe-
lis catus – Fca, Gorilla gorilla – Ggo, Heterocepha-
lus glaber – Hgl, Loxodontaa fricana – Laf, Lipotes 
vexillifer – Lve, Macaca fascicularis – Mfa, Macaca 
mulatta – Mml, Monodelphis domestica – Mdo, 
Mus musculus – Mmu, Nannospalax galili – Nga, 
Nomascus leucogenys – Nle, Oryctolagus cunicu-
lus – Ocu, Ovis aries – Oar, Pan paniscus – Ppa, 
Pan troglodytes – Ptr, Panthera tigrisaltaica – Pti, 
Pteropus alecto – Pal, Pongo abelii – Pab, Pan-
tholops hodgsonii – Pho, Rhinopithecus roxellana 
– Rro, Rattus norvegicus – Rno, Saimiri boliviensis 
boliviensis – Sbo, Sus scrofa – Ssc, Tupaia chinen-
sis – Tch, Ursus maritimus – Uma) were down-
loaded from NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.

nih.gov). Nucleotide sequences of human mature 
miR-1322 (GAUGAUGCUGCUGAUGCUG) were 
downloaded from the miRBase database (http://mir-
base.org). 

The miR-1322 binding sites in CDS region of 
mRNAs of ATN1, BCL6B, HTT, MAGI1, MLLT3, 
MN1, THAP11, TBP genes were predicted using the 
MirTarget program. This program defines the fea-
tures of binding: a) the localization of miRNA bind-
ing sites in 5’UTR, CDS and 3’UTR of mRNAs; b) 
the free energy of hybridization (∆G, kJ/mole); c) 
schemes of nucleotide interactions between miR-
NAs and mRNA. The ratio ������������������Δ�����������������G/���������������Δ��������������Gm (%) was de-
termined for each site (ΔGm equals the free energy 
of miRNA binding with its perfect complementary 
nucleotide sequence). The miRNA binding sites lo-
cated on the mRNA with a ratio of ΔG/ΔGm of 80% 
or more were considered. Described binding sites 
are polysites arranged in series. The program deter-
mines position of binding sites beginning from the 
first nucleotide of 5’UTR mRNA. The MirTarget 
program also takes into account the hydrogen bonds 
between adenine (A) and uracil (U), guanine (G) 
and cytosine (C), G and U; A and C (Ivashchenko, 
2014: e620530)

Results and Discussion 

 Using MirTarget program, miR-1322 binding 
polysites in CDS region of mRNAs of ATN1, 
BCL6B, HTT, MAGI1, MLLT3, MN1, THAP11, 
TBP genes were detected. mRNAs and miR-1322 
interaction characteristics are shown in the table 
1. Free energy of hybridization (ΔG) of miR-1322 
with mRNAs of ATN1, BCL6B, HTT, MAGI1, 
MLLT3, MN1, THAP11, TBP genes is within -83 ÷ 
-93 kJ/mole. With the increase in length of polysites, 
probability of their interaction with miRNAs also 
increases. ΔG/ΔGm of miR-1322 binding polysites 
ranged from 84 to 93%.

The function of Atrophin-1 protein, encoded by 
ATN1 gene, is not yet fully understood (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov). ATN1 gene contains CAG repeats 
that encode polyglutamine sequence in the protein. 
In a healthy person, the number of CAG repeats var-
ies from 6 to 35. The presence of more trinucleotide 
repeats of CAG is the cause of a rare neurodegen-
erative disorder – Dentato-rubro-pallido-Lewis atro-
phy (DRPLA). DRPLA is characterized by cerebral 
ataxia, myoclonic epilepsy, choreoathetosis and de-
mentia (Matilla-Dueñas, 2012: 172-188). Inhibition 
of expression of mutant ATN1 protein is considered 
as a promising strategy for the treatment of DRPLA. 
In CDS region of mRNA of ATN1 gene 15 sites for 
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miR-1322 binding at the position from 1687 to 1751 
nucleotides were found. The region of ATN1 gene, 
which contains miR-1322 binding sites in CDS of 
mRNA, encodes a polyglutamine sequence that is 
flanked by conserved oligopeptides in a number of 
orthologs (Table 2). ΔG/ΔGm value of miR-1322 
interaction with the mRNA binding sites of ATN1 
gene is in the range of 83 to 92%. Most orthologs in 
mRNA of ATN1 gene have a decrease in the num-

ber of miR-1322 binding sites. However, increase 
in the number of binding sites was found in Ursus 
maritimus, Equus caballus and Felis catus and is 
equal to 28, 23 and 17, respectively. Based on the 
analysis of miR-1322 binding sites number and 
their physicochemical characteristics, Felis catus 
(17 miR-1322 binding sites) can be proposed as a 
model object for studying the regulation of ATN1 
gene expression.

Table 1 – Characteristics of miR-1322 polysites in mRNAs of ATN1, BCL6B, HTT, MAGI1, MLLT3, MN1, THAP11, TBP genes

Gene (number of binding 
sites)

The position of the beginning 
of binding site, nt

The free energy of 
interaction, ΔG, kJ/mole ΔG/ΔGm, %

Hsa-ATN1 (15) 1687 ÷ 1732 -84 ÷ -93 83 ÷ 92

Hsa-BCL6B (6) 764 ÷ 779 -87 ÷ -89 85 ÷ 88

Hsa-HTT (18) 197 ÷ 248 -89 ÷ -91 88 ÷ 90

Hsa-MAGI1 (15) 1730 ÷ 1772 -85 ÷ -89 83 ÷ 88

Hsa-MLLT3 (34) 731 ÷ 836 -83 ÷ -89 81 ÷ 88

Hsa-MN1 (23) 2519 ÷ 2591 -85 ÷ -89 83 ÷ 88

Hsa-THAP11 (27) 548 ÷ 630 -85 ÷ -93 83 ÷ 92

Hsa-TBP (29) 451 ÷ 547 -85 ÷ -89 83 ÷ 87

Note: In parentheses the number of miR-1322 binding sites

Table 2 – Oligopeptides of orthologous ATN1 proteins encoded by miR-1322 binding sites

Region of ATN protein containing the oligopeptide encoded by miR-1322 
binding sites

Object

STGHPPAPT.HHHHQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQHHGSSGPPPPGA Uma 

STAHPPAPTHHHHHQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQHH.....GSSGPPPPGA Eca 

STGHPPAPTHHHHHQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQHH...........GSSGPPPPGA Fca 

STAHPPVSTHHHHHQQQQQQQQQQQQQQQQQQQHH.............GNSGPPPPGA Hsa 

STGHPPAPTHHHHHQQQQQQQQQQQQQQQQQQH...............GSSGPPPPGA Ame 

STAHPPAPAHHHHHQQQQQQQQQQQQQQQQQHH...............GSSGPPPPGA Cfe, Pal 

STAHPPVSTHHHHHQQQQQQQQQQQQQQQQHH................GNSGPPPPGA Ptr 

STAHPSAPTHHHHHQQQQQQQQQQQQQQQQHH................GSSGPPAPGA Laf 

STAHPPVSTHHHHHQQQQQQQQQQQQQQQHH.................GNSGPPPPGA Ppa 

SAAHPPASTHHHHHQQQQQQQQQQQQQQQHH.................GSSGPPPPGA Pab 

STAHPPAPAHHHHHQQQQQQQQQQQQQQHH..................GSSGPPPPGA Ssc 

STAHPPAPAHHHHHQQQQQQQQQQQQQHHH..................GSSGPPPPGA Ocu 

STAHPPASTHHHHHQQQQQQQQQQQQHH....................GSSGPP.PGA Csa,Rro 

STAHPPASTHHHHHQQQQQQQQQQHH......................GSSGPPP.GA Mml, Mfa 

STAHPPASTHHHHHQQQQQQQQQQHH......................GNSAPPPPGA Sbo 

Note: oligopeptides encoded by miR-1322 binding polysites are indicated in bold type
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BCL6B gene is a homologue of the proto-on-
cogene of 6 B-cell lymphoma (BCL6). BCL6B 
inhibits hepatocellular carcinoma metastases in 
vitro and in mice (Wang, 2014: 192-200). It is sug-
gested that BCL6B suppresses the growth of colon 
cancer cells, activating the signal system involv-
ing P53 (Hu, 2015: 651-662). In CDS mRNA of 
BCL6B gene, 6 miR-1322 binding sites were iden-

tified in the region from 764 to 779 nucleotides of 
mRNA with an interaction value of 85-88% of the 
maximum value of ΔG/ΔGm ratio. The region of 
mRNA of BCL6B gene, which contains miR-1322 
binding sites in CDS, encodes polyserine. For the 
group of 23 mammalian species, polyserine in 
BCL6B protein is flanked by conservative octapep-
tides (Table  3).

Table 3 – Oligopeptides of orthologous BCL6B proteins encoded by miR-1322 binding sites

Region of BCL6B protein containing the oligopeptide encoded by miR-1322 
binding sites

Object

RLPSGDEASSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSEEGPIPGP Ptr 

RLPSGDEASSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS.EEGPIPGP Ppa 

QLPSADEASSSSSSSSSSSSSSGS......EEGPIPGP Ssc 

RLPSGDEASSSSSSSSSSSS..........EEGPIPGP Hsa, Ggo 

GLPSGDEASSSSSSSSSGS...........EEGPIPGP Pal 

RLPSGDEASSSSSSSSSS............EEGPIPGP Nle 

RLPSGDEASSSSSSSSS.............EEGPIPGP Pab 

QLPSGDEASSSSSSSSS.............EEGPISSP Chi 

RLPSGDEACSSSSSSSS.............EEGATPGL Rno 

RLPSGDEASSSSSSSS..............EEGPILGP Cja 

RLPSGDEASSSSSSSS..............EEGPISGP Bac

QLPSGDEASSSSSSSS..............EEGPISSP Oar, Pho

RLPSGDEASSSSSSS...............EEGPIPGP Csa, Laf

RLPSGDEASSSSSSS...............EEGPISGP Lve 

GLPSGDEASSSSSSS...............EEGPIPGP Eca 

RLPSGDEACSSSSSS...............EEGTTPGL Mmu

RLPSGDEASSSSSS................EEGPIPGP Rro, Mml, 
Mfa, Tch 

Note: oligopeptides encoded by miR-1322 binding polysites are indicated in bold type 

Most species of BCL6B gene orthologs in 
mRNA contains decrease in the number of miR-
1322 binding sites. However, BCL6B mRNAs of 
Pan troglodytes, Pan paniscus and Sus scrofa con-
tain 17, 16 and 9 miR-1322 binding sites, respec-
tively. In mRNA of Rattus norvegicus, there are 4 
binding sites for miR-1322 with an interaction ener-
gy ΔG of -85 kJ/m and -89 kJ/m. mRNA of BCL6B 
gene of Mus musculus contains only 1 miR-1322 
binding site with an interaction value of 81% of the 
maximum value of ΔG/ΔGm ratio. When studying 
the possibility of regulation of BCL6B gene expres-
sion by miR-1322 molecule in mammals, difference 
in the number of miR-1322 polysites in mRNA of 
BCL6B gene orthologs should be taken into ac-
count, as well as the value of miR-1322 – mRNA 
interaction.

mRNA of HTT gene also contains miR-1322 
binding polysites and encodes a hantingtin HTT 
protein containing a polyglutamine tract. Wild 
types of HTT gene of different people have differ-
ent amounts of CAG repeats (9-35). Huntington’s 
syndrome develops when the number of trinucle-
otide repeats increases to 36-40 or more (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov). HTT is expressed in all 
mammalian cells (the highest concentration is in 
brain and testes). HTT, interacting with proteins 
involved in processes of endocytosis, apoptosis, 
morphogenesis and transcription, can also be in-
volved in the regulation of all these processes 
(Harjes, 2003: 425-433). It is found that mRNA 
region of HTT gene with CAG repeats (197-248 
nucleotides) contains 18 miR-1322 binding sites 
with ΔG/ΔGm ratio of 85 to 90%. miR-1322 
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binding sites are found in 15 mammalian spe-
cies mRNAs of HTT gene orthologous (Table 4). 
mRNA of human HTT gene contains the greatest 
number of miR-1322 binding sites. A decrease in 
the number of miR-1322 binding sites in mRNAs 
of HTT gene orthologs is observed. So, there are 13 
miR-1322 binding sites in mRNA of Sus scrofa, 10 
miR-1322 binding sites in mRNA of Bos taurus, 
8 miR-1322 binding sites in mRNA of Cricetulus 
griseus, 6 miR-1322 binding sites in mRNA of Pan 
troglodytes and Pan paniscus, 5 miR-1322 binding 

sites in mRNA of Chlorocebus sabaeus, Macaca 
mulatta, Nomascus leucogenys, Canis familiaris 
and Ovis aries. Decapeptide flanking polygluta-
mine from the N-terminal in HTT protein is highly 
conserved. The polyproline amino acid sequence 
flanking the binding sites from C-terminus of HTT 
is variable in orthologous proteins. When studying 
the regulation of HTT gene expression by miR-
1322 molecule in mammals, the difference in the 
number of miR-1322 binding polysites in mRNA 
of HTT gene in orthologs should be considered.

Table 4 – Oligopeptides of orthologous HTT proteins encoded by miR-1322 binding sites

Region of HTT protein containing the oligopeptide encoded by miR-1322 
binding sites

Object

MKAFESLKSFQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQPPPPPPPPPP Hsa 

MKAFESLKSFQQQQQQQQQQQQQQQQQQ.....LPPPPPQPPQ Ssc 

MKAFESLKSFQQQQQQQQQQQQQQQ........PPPPPQPPQP Bta 

MKAFESLKSFQQQQQQQQQQQQQ..........SPPPPSPPPC Cgr 

MKAFESLKSFQQQQQQQQQQQQ...........PPPPQPPQLP Laf 

MKAFESLKSFQQQQQQQQQQQ............PPPPPPPLPP Ptr, Ppa 

MKAFESLKSFQQQQQQQQQQ.............PPPPPPPPPP Csa 

MKAFESLKSFQQQQQQQQQQ.............PPPPPPPPPP Mml 

MKAFESLKSFQQQQQQQQQQ.............PPPPPPPPPX Nle 

MKAFESLKSFQQQQQQQQQQ.............PPPPPPPQPP Cfa 

MKAFESLKSFQQQQQQQQQQ.............PPPPPPQPPQ Oar 

MKAFESLKSFQQQQQQQQ...............PPPQAPPPPP Rno 

MKAFESLKSFQQQQQQQ................PPPQAPPPPP Mmu 

Note: oligopeptides encoded by miR-1322 binding polysites are indicated in bold type 

MAGI1 is a family of membrane-bound gua-
nilatkinase (MAGUK), involved in the formation 
of multiprotein complexes on the inner surface of 
plasma membrane required for intercellular con-
tacts (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). It is shown 
that MAGI1 can inhibit cellular migration and inva-
siveness in hepatocellular carcinoma (Zhang, 2011: 
381-385). The decrease in MAGI1 expression cor-
relates with an unfavorable prognosis for hepato-
cellular carcinoma and can serve as a prognostic 
marker (Zhang, 2012: 93-99). In CDS of mRNA of 
MAGI1 gene, 15 sites for binding miR-1322 in re-
gion from 1730 to 1772 nucleotide of mRNA were 
detected. The value of MAGI1 mRNA and miR-
1322 interaction is 83 – 88% of the maximum val-
ue of ΔG/ΔGm. Region of MAGI1, which contains 
miR-1322 binding sites in CDS of mRNA, encodes 
polyglutamine sequence. Octapeptides flanking 
polyglutamine in MAGI1 protein are highly con-

served in many mammalian species (Table 5). In 
the sequence of polyglutamine encoded by binding 
sites, proline inserts are found. The largest num-
ber of miR-1322 binding sites in mRNA of MAGI1 
gene was detected in Pteropus alecto, Pan panis-
cus and Macaca fascicularis – 22 sites (ΔG/ΔGm 
is equal to 83 – 88%).

MLLT3 is a subunit of transcription elongation 
complex. MLLT3 is involved in the early regulation 
of erythroid and megakaryocytic cells (Pina, 2008: 
264-273). t(9;11) translocation in MLL is the cause 
of acute myeloid leukemia (Bergerson, 2012: 4512-
4523). In CDS region of mRNA of MLLT3, 34 miR-
1322 binding sites were identified at region from 731 
to 836 nucleotides with an interaction value of 83.3 
to 88% of the maximum value of ΔG/ΔGm. Region 
of MLLT3, which contains miR-1322 binding sites 
in CDS mRNA, encodes polyserin sequence. Poly-
serin in orthologues MLLT3 proteins is flanked by 
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conservative amino acids (Table 6). There are iden-
tical number of miR-1322 binding sites and flanking 
regions in mRNA of MLLT3 of Mus musculus and 
Homo sapiens. Therefore to study the regulation of 
MLLT3 gene expression by miR-1322 molecule, the 
choice of Mus musculus as an animal model object 

will be adequat. An increase in the number of bind-
ing sites was found in Macaca mulatta, Macaca 
fascicularis, Chlorocebus sabaeus, Pan troglodytes 
(36); Pan paniscus, Gorilla gorilla gorilla (35). The 
maximum number of binding sites was found in 
Nannospalax galili – 46.

Table 5 – Oligopeptides of orthologous MAGI1 proteins encoded by miR-1322 binding sites

Region of MAGI1 protein containing the oligopeptide encoded by 
miR-1322 binding sites

Object

AKRKKQIEQQQQQQQQQPQQQPQQQQQQQQQQQQQQQQQPQQQ.EEWTEDH Pal

AKRKKQLEQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ.......TEEWTEDH Ppa, Mfa

AKRKKQLEQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ.........TEEWTEDH Csa

AKRKKQLEQQQQQQPQQPQQLQQQQQQQQPPP...........PEEWTEDH Nga

AKRKKQLEQQQQQQQQQQQQQQQQQPQQ...............TEEWTEDH Sbo, Cja

AKRKKQLEQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ...............TEEWTEDH Hsa 

AKRKKQLEQQQQQQQPQPQPQQQQQQPQ................EEWTEDH Tch

AKRKKQLEQQQQQQQQQQQQQQQQQQ.................TEEWTEDH Ggo 

AKRKKQLEQQQQQQQQQQQPPPQQQQ.................SEEWAEDH Mdo 

AKRKKQLEQQQQPQQQQQQQQQQQQP.................PEEWTEDH Cfa 

AKRKKQLEQQQQPQQPQQQQQQQQQ..................PEEWTEDH Uma

AKRKKQLEQQQQQQQQQQQQQQPPP..................AEEWTEDH Ocu 

AKRKKQLEQQQQQQQQQQQQQQQQ...................TEEWTEDH Ptr 

AKRKKQLEQPQQPQQQQPQQQQQ....................PEEWTEDH Ame

AKRKKQLEQQQQQQQQQQQQ.......................PEEWTEDH Bmu, Pho, Chi, Oar

AKRKKQIEQQQQQQQQQQQQ.......................PEEWTEDH Eca

AKRKKQLEQQQQQQQPQPPQ.......................PEEWTEDH Mmu 

AKRKKQLEQQQQQQQQQQ.........................PEEWTEDH Bta 

AKRKKQLEQQQPQQQQ...........................PEEWTEDH Bac

AKRKKQLEQQQQQQQQ...........................PEEWTEDH Cfe

Note: oligopeptides encoded by miR-1322 binding polysites are indicated in bold type

Table 6 – Oligopeptides of orthologous MLLT3 proteins encoded by miR-1322 binding sites

Region of MLLT3 protein containing the oligopeptide encoded by 
miR-1322 binding sites

Object

DPNRSIHTZZSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSTSFSKPHK Nga 

DPNRSIHTZSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS....TSFSKPHK Mml, Mfa, Ptr, Csa 

DPNRSIHTZSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS.....TSFSKPHK Ppa, Ggo 

DPNRSIHTZSSCSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS.....TSFSKPHK Chi

DPNRSIHTZSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS......TSFSKPHK Nle, Cja 

DPNRSVHTZSCSSSSSSSSSSSSCSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS......TSFSKPHK Mda, Bta 

DPNRSIHTZSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS......TSFSKPHK Hsa, Mmu

DPNRSVHTZSCSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS......TSFSKPHK Eca 

DPNRSIHTZCSSSSSSSSSSSSSSCSSSSSSSSSSSSSSSSSS.......TSFSKPHK Cfa, Fca 

DPNRSVHTZCSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS.......TSFSKPHK Laf 
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Region of MLLT3 protein containing the oligopeptide encoded by 
miR-1322 binding sites

Object

DPNRSIHTZSCSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS........TSFSKPHK Ssc 

DPNRSVHTZSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS..................TSFSKPHK Pal 

DPNRSIHTZSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS....................TSFSKPHK Rro 

DPNRSIHTZSCSSSSSSSSSSSSSSSSS......................TSFSKPHK Pho 

DPNRSIHTZSSSSSSSSSSS..............................TSFSKPHK Cfe 

DPNRSIHTZSSSSSSSSSS...............................TSFSKPHK Oar 

DPNRSIHTZSSSSSSSSS................................TSFSKPHK Sbo 

Note: oligopeptides encoded by miR-1322 binding polysites are indicated in bold type; 
Z = 7S

continuation of table 6

The product of meningioma 1 gene (MN1) 
is a transcriptional coactivator, participates in 
the development of meningiomas (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov). Increased MN1 expression is 
observed in some types of acute myeloid leukemia 
(Grosveld, 2007: 336-339). Overexpression of MN1 
accelerates the development of aggressive leukemia 

by suppressing p53, which leads to a decrease in 
apoptosis and resistance to chemotherapy (Pardee, 
2012: e4318). In CDS region of mRNA gene of MN1 
gene, 23 binding sites for miR-1322 with interaction 
energy of 83-87.5%, located from 2519 to 2610 
nucleotides were found. The region with polysites 
encodes polyglutamine sequence (Table 7).

Table 7 – Oligopeptides of orthologous MN1 proteins encoded by miR-1322 binding sites

Region of MN1 protein containing the oligopeptide encoded by miR-1322 
binding sites

Object

HPAPDHQSLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQRQNAALMIKQM Hgl 

HPAPDHQSLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQR............QNAALMIKQM Pab 

HPGPDHQSLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQR............QNAALMIKQM Rno 

HPAPDHQSLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQR.............QNAALMIKQM Ptr 

HPAPDHQSLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQR..............QNAALMIKQM Hsa, Ggo 

HPAPDHQSLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQR...............QNAALMIKQM Nle

HPGPDHQSLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQR................QNAALMIKQM Mmu 

HPAPDHQSLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQR................QNAALMIKQM Csa

HPGPDHQSLQQHQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQR.................QNAALMIKQM Nga 

HPAPDHQSLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQR.................QNAALMIKQM Mml, Mfa, Rro 

HPAPDHQSLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQR...................QNAALMIKQM Bac 

HPAPDHQSLQQQQHQQQQQQQQQQQQQR........................QNAALMIKQM Ssc 

HPAPDHQSLQQQQQQQQQQQQQQQQQR.........................QNAALMIKQM Fca 

HPAPDHQSMQQQQQQQQQQQQQQQQR..........................QNAALMIKQM Ocu 

HPAPDHQSLQQQQQQQQQQQQQQQR...........................QNAALMIKQM Lve, Eca 

HPAPDHPSLQQQQQQQQQQQQQR.............................QNAALMIKQM Chi, Bta 

HPAPDHQSLQQQQQQQQQQQQR..............................QNAALMIKQM Pal 

HPAQDHQSLQQQQQQQQQQQR...............................QNAALMIKQM Laf 

Note: oligopeptides encoded by miR-1322 binding polysites are indicated in bold type
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Octapeptides flanking oligopeptides encoded by 
miR-1322 binding sites in MN1 protein are highly 
conserved. The number of binding sites for miR-1322 
varies among mammalian species. Thus, increase in 
the number of binding sites occurs in Pan troglodytes 
– 24, in Rattus norvegicus and Pongo abelii – 25 and 
Heterocephalus glaber – 37. In Gorilla gorilla go-
rilla, the number of binding sites and sequences of 
polyglutamine-flanking amino acids are identical to 
those in human MN1. As a model object, in the study 
of regulation of MN1 gene expression by miR-1322, 
Gorilla gorilla gorilla (23 binding sites) and Rattus 
norvegicus (25 binding sites) can be chosen. How-
ever, the difference in the number of binding sites 
can influence degree of suppression of MN1 protein 
translation, which should be taken into account when 
interpreting experimentally obtained results.

Another target gene of miR-1322 is THAP11 
(THAP domain containing 11), a gene that con-
tains THAP domain. THAP family proteins act as 

transcription factors that control cell proliferation, 
apoptosis and epigenetic silencing (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov). It has been shown that THAP11 
is involved in the regulation of cell proliferation, 
embryogenesis, and pluripotency of embryonic 
stem cells (Dejosez, 2008: 1162-1174). Knockdown 
of THAP11 in colon cancer SW620 cell line led to 
a significant decrease in proliferation (Parker, 2012: 
1654-1670). Overexpression of THAP11 changes 
the expression levels of such transcription factors 
as c-Myc, c-Myb, GATA-2 and Fli1 (Kong, 2014: 
e91557). In CDS region of mRNA of THAP11 gene, 
27 miR-1322 binding sites were detected in mRNA 
region from 548 to 630 nucleotides. THAP11 gene 
region, which contains the miR-1322 binding sites 
in CDS mRNA, encodes polyglutamine. The value 
of miR-1322 – mRNA of THAP11 interaction is 83 
– 92% of the maximum value of ratio �����������Δ����������G/��������Δ�������Gm. Oc-
tapeptides flanking polyglutamine in the THAP11 
protein of orthologs are highly conserved (Table 8).

Table 8 – Oligopeptides of orthologous THAP11 proteins encoded by miR-1322 binding sites

Region of THAP11 protein containing the oligopeptide encoded by miR-1322 
binding sites

Object

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQASPSASTAQT Ocu 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQSS......PSASTAQT Hsa 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQPS.......PSASTAQT Csa 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQPPPQQQQQQPS.........PSASTAQA Ame 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQPS.........PSASTAQT Lve 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQPS..........PSASTAQA Cfa 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQPS...........PSASTAQT Mml, Mfa 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQS............PSSSTAQT Rro, Rno 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQSS............PSASTAQT Ptr 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQPQPQQQQSS............PSASTAQT Eca 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQSSS............PSSSTAQT Cja 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQPPPQQQSS.............PSASTAQA Fca, Pti

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQPS...............PSASTAQT Bac 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQLQQQQPS...............PSSSTAQT Mmu 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQAS...............QSSSTAQT Cgr 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQSS................PSASTAQT Ggo 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQQPS.................PSASTAQT Chi, Bta 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQPQQPS.................PSASTAQT Pal 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQPS..................PSASTAQT Bmu 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQQQSS..................PSASTAQT Pab 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQSS....................PSTSTAQT Nga 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQPS....................PSVSATQT Hgl 

PAGAAAARRRQQQQQQQQQQQQQQQPS....................PSASTAQL Laf 

Note: oligopeptides encoded by miR-1322 binding polysites are indicated in bold type
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Most species of orthologs in mRNA of THAP11 
gene have a decrease in the number of miR-1322 
binding sites. So, 26 miR-1322 binding sites in 
mRNA of Chlorocebus sabaeus, 24 in mRNA of 
Lipotes vexillifer, 23 in mRNA of Canis familiaris, 
22 in mRNA of Macaca mulatta and Macaca fas-
cicularis, 21 in mRNA of Pan troglodytes and Pan 
paniscus, 18 in mRNA of Mus musculus. The maxi-
mum number of binding sites was found in Oryc-
tolagus cuniculus – 33, which makes it possible to 
choose it as an animal model for study of patholo-
gies caused by THAP11-miR-1322 association. 

TBP is a TATA-binding protein and a group of 
evolutionarily conserved proteins TBP-associated 
factors or TAFs are part of the TFIID transcription 
factor. TBP is required for transcription of RNA 
polymerase II. The TBP contains a sequence of 25-

42 glutamine residues. The expansion of the num-
ber of repeats of glutamine to 45-66 is associated 
with development of a neurodegenerative disease 
– spinal carbellar ataxia 17 (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov). In CDS region of mRNA of TBP gene, 29 
sites for miR-1322 binding are identified in region 
from 451 to 547 mRNA nucleotides. Part of mRNA 
of TBP gene containing miR-1322 binding sites 
encodes polyglutamine (Table 9). The interaction 
value of miR-1322 and mRNA of TBP gene is 83 – 
87% of the maximum values of ����������������Δ���������������G/�������������Δ������������Gm. Decapep-
tides flanking polyglutamine in TBP protein from 
N-terminal side are highly conserved. In mRNAs of 
orthologues TBP genes, a decrease in the number 
of miR-1322 binding sites is observed. So, 26 miR-
1322 binding sites in mRNA of Pan troglodytes, 23 
– in mRNA of Rhinopithecus roxellana.

Table 9 – Oligopeptides of orthologous ТВР proteins encoded by miR-1322 binding sites

Region of ТВР protein containing the oligopeptide encoded by miR-1322 binding sites Object

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQAVAAAAVQQS Hsa

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ...AVAAAAVQQS Ptr

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ......AVAATAVQQS Rro

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ.......AVAAAAVQQS Ppa

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ........AVAAAAVQQS Ggo

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ..........AAAAVQQS Eca

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ.........AAVAAA.QQS Lve

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ...........AVAAAAVQQS Nle, Cja

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ...........AAVAA.VQQS Chi

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ............AVAAAAVQQS Pab

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ.............AVAAAAVQQS Mml,Mfa

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ..................AVAA*AVQQS Ocu

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQQQ.......................AVAT*SVQQS Rno 

SLSILEEQQRQQQQQQQQQQQQQ.........................AVAT*SVQQS Mmu 

Note: oligopeptides encoded by miR-1322 binding polysites are indicated in bold type; *-AAA

We assume that miRNA targeting can be 
significant if the gene contains repeats of binding 
site sequences. We have shown that miR-1322 
has polysites in CDS regions of mRNA of dozens 
of human genes. Experimental verification of 
functionality of such a large number of sites is 
laborious. One way to determine the reliability of 
sites for miRNA is to prove the existence of these 
sites in mRNA of orthologous genes and to analyze 
their divergence during evolution. We analyzed the 
conservation of miR-1322 polysites in CDS mRNAs 
of ATN1, BCL6B, HTT, MAGI1, MLLT3, MN1, 

THAP11, TBP human genes and their orthologues. 
The results of the study of the conservation of miR-
1322 polysites in CDSs of ATN1, BCL6B, HTT, 
MAGI1, MLLT3, MN1, THAP11, TBP human 
genes and their orthologues showed that nucleotide 
sequences of miRNA binding sites in mRNA can 
be translated in different reading frames with the 
synthesis of polyQ or polyS. Oligopeptides flanking 
polyglutamine or polyserin encoded by miR-
1322 binding sites are highly conserved. During 
evolution, the number of miR-1322 binding sites 
changes, which indicates species dependence of the 
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efficiency of regulation of these genes expression by 
miR-1322.

An increase in the number of binding sites for 
miR-1322 in mRNAs of ATN1 and HTT genes can 
lead to development of neurodegenerative diseases. 
Normally, the CAG segment is repeated up to 35 times 
within these gene, mutant ATN1 gene contains from 
48 to 93 CAG repeats, mutant HTT gene contains 
to 39-75 copies of a trinucleotide repeat (Matilla-
Dueñas, 2012: 172-188; Bobori, 2015: 59-65). It 
can be assumed that trinucleotide repeats in mRNAs 
can participate in the development of diseases as 
targets for miR-1322. The energy of interaction 
between miR-1322 and mRNAs of ATN1, BCL6B, 
HTT, MAGI1, MLLT3, MN1, THAP11, TBP genes 
is between -84 kJ/mole and -93 kJ/mole. However, 
when predicting the probability of inhibition degree 
of gene expression by miRNAs, it is not enough 
to know only their affinity to mRNAs. Effect of 
suppression of genes expression directly depends 
on the ratio of mRNAs and miRNAs molecules 
concentrations, which must be taken into account 
when planning experiments and processing data. 
This can be explained by the scheme:

miRNA + RISC ↔ RISC(~miRNA) 
↔ RISC(~miRNA) + mRNA ↔ 

RISC(~miRNA)≈mRNA→ 
RISC(~miRNA) + res-mRNA,

where RISC (RNA-induced silencing complex) 
– association of proteins contained in RISC complex 
without miRNA; RISC(~miRNA) – association 
of proteins contained in RISC complex without 
miRNA with miRNA; RISC(~miRNA)≈mRNA – 
RISC complex with miRNA and mRNA, formed by 
hydrogen bonds; res-mRNA – restricted mRNA.

The scheme shows following processes: miR-
NA binds to a group of RISC proteins, forming 
RISC(~miRNA). Further, RISC(~miRNA) binds to 
mRNA via hydrogen bonds (≈) and inhibits protein 
synthesis, or RISC cleaves mRNA, which is further 
degradated by cytoplasmic restriction enzymes. 
The stage of binding RISC(~miRNA) to mRNA is 
reversible and in the absence of their interaction, 
mRNA can be used for translation. It follows from 
this scheme that different effects can be observed 
depending on the ratio of concentrations of miRNAs 
and mRNAs. Assume that miRNA is completely 
complementary to binding site in mRNA, that is, it 
has a high affinity to mRNA. Despite this, at low 
concentrations of miRNAs compared to mRNAs, 
the complex will have little effect on inhibition of 
translation, since miRNAs will bind with a small 
part of synthesized mRNAs. If concentration of 

miRNAs is comparable or greater than concentra-
tion of mRNAs, protein synthesis will be slowed 
down or completely inhibited. For example, with 
an average affinity of miRNA-mRNA interaction, 
the effect of complete inhibition of protein synthe-
sis can be achieved at miRNA concentrations much 
greater than mRNAs.

Conclusion

In the mRNAs of orthologous genes of studied 
animal species, miR-1322 binding sites are identified 
that encode polyamino acids of glutamine and 
serine. The number of polyamino acids varies during 
the evolution of species and there is a tendency to 
increase the length of polyamino acids in proteins 
during evolution. Revealed changes in the number of 
miR-1322 polysites can influence the susceptibility 
of various species to diseases caused by involvement 
of described genes. Our analysis allows us to 
supplement existing knowledge about the role of 
miR-1322 in key biological processes and to make 
general contribution to study of diseases associated 
with ATN1, BCL6B, HTT, MAGI1, MLLT3, MN1, 
THAP11, TBP genes. Moreover, it is possible to 
propose an adequate experimental animal model 
for further study of regulation of described genes 
expression by miR-1322. Based on the analysis 
of the number of miR-1322-3p binding sites and 
their physicochemical properties as a model object 
for studying the regulation of the expression of the 
described genes, the following can be proposed: for 
ATN1-Felis catus (17 binding sites); for BCL6B- 
Gorilla gorilla (6 binding sites); for HTT – Sus 
scrofa (13 binding sites), for MAGI1 – Saimiri 
boliviensis and Callithrix jacchus (15 binding sites); 
for MLLT3 – Mus musculus (34 binding sites), 
MN1 – Gorilla gorilla gorilla (23 binding sites) and 
Rattus norvegicus (25 binding sites), for THAP11 
– Chlorocebus sabaeus (26 binding sites) and 
Oryctolagus cuniculus (33 binding sites), for ТВР – 
Pan troglodytes (26 binding sites).

Assosiation of miR-1322 with its target genes 
can serve as markers for some neurodegenerative 
disorders and types of cancer. For adequate choice 
of experimental animals, it is necessary to take into 
account the number of binding sites and interaction 
characteristics between miRNAs and mRNAs of 
target genes.
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АНАЛИЗ ЖУЗОВОЙ ОРГАНИЗАЦИИ  
КАЗАХСКИХ ПЛЕМЕН  

НА ОСНОВЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ГАПЛОГРУПП  
Y-ХРОМОСОМЫ

История образования трех казахских жузов в письменных документах не зафиксирована, 
что служит причиной создания различных версий историков о причинах и времени данного 
исторического события. С целью исследования жузовой организации казахских племен нами 
проведен сравнительный анализ генетического разнообразия и анализ молекулярной вариации 
на основе распределения гаплогрупп Y-хромосомы. С помощью двух методов показано, что 
жузовая организация казахских племен лишь частично основана на родственных связях между 
ними. Группы родственных племен входят в состав Старшего и Младшего жузов. В составе 
Старшего жуза особняком выделяются племена Канлы, Сргели и Ысты. В Младшем жузе можно 
выделить племя Жетыру. Самым разнородным из трех жузов оказался Средний жуз, где каждое 
изученное племя можно рассматривать как отдельную группу, за исключением племени Керей, 
которое имеет родственные связи с группой племен Старшего жуза. Согласно AMOVA варианты 
с разделением племен на 9 или 10 групп являются наиболее предпочтительными для описания 
генетических отношений казахских племен. 

Полученные данные будут полезны для историков, этнографов и других специалистов, 
занимающихся проблемами этногенеза казахов.

Ключевые слова: казахи, этногенез, Y-хромосома, гаплогруппа, гаплотип.
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The history of three Kazakh zhuzes formation is not fixed in written documents, what causes histo-
rians to create various versions about the reasons and date of this historic event. To investigate zhuzes 
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Key words: Kazakhs, ethnogenesis, Y-chromosome, haplogroup, haplotype.

Аширбеков Е.1, Ботбаев Д.2, Белкожаев А.3, Абайлдаев А.4,  
Мухатаев Ж.5, Алжанулы Б.6, Лимборская С.7, Айтхожина Н.8

1PhD-докторант, ғылыми қызметкер, e-mail: eldarasher@mail.ru  
2PhD докторант, кіші ғылыми қызметкер, e-mail: daur_92_05@bk.ru  

әл-Фараби атындағы Қазақ ұлттық университеті, Қазақстан, Алматы қ.  
3кіші ғылыми қызметкер, e-mail: ayaz_jarkent@mail.ru  
4кіші ғылыми қызметкер, e-mail: armandj_92@mail.ru  

5кіші ғылыми қызметкер, e-mail: jusyf@mail.ru  
6кіші ғылыми қызметкер, e-mail: bakhytjan_91@mail.ru  

8ҚР ҰҒА академигі, профессор, Бас директор, геном зертханасының бас ғылыми қызметкері,  
e-mail: aytkhozhina@mail.ru. 

М.Ә. Айтхожин атындағы молекулалық биология және биохимия институтының құрылым  
және функционалды геномика зертханасы, Қазақстан, Алматы қ. 

7биология ғылымдарының докторы, профессор, РҒА Молекулалық генетика институтының  
адам генетикасының молекулалық негіздері бөлімінің менгерушісі, Ресей, Мәскеу қ., e-mail: limbor@img.ras.ru

Y-хромосома гаплотоптарының таралуы негізінде  
қазақ тайпаларының жүздік ұйымдасуының анализі

Үш қазақ жүзінің қалыптастыру тарихы жазба құжаттарда белгіленбегені осы тарихи 
оқиғаның себептері және уақыты туралы тарихшылардың әртүрлі нұсқаларын жасаудың себебі 
болып табылады. Қазақ тайпаларының жүздік ұйымдасуын зерттеу үшін біз Y-хромосома 
гаплотоптардың таралу негізіндегі генетикалық әртүрліліктің салыстырмалы талдауы және 
молекулалық вариациялау анализін жүргіздік. Екі әдіс көмегімен қазақ тайпалардың жүздік 
ұйымдасуы олардың тек ішінара ғана туыстық байланысқа негізделгені көрсетілді. Туыстық 
тайпалардың топтары Ұлы және Кіші жүздердің құрамына кіреді. Ұлы жүзде бөлек ерекшеленетін 
Қаңлы, Сіргелі және Ысты тайпалары. Кіші жүзде Жетіру тайпасын ерекшелеуге болады. Үш 
жүздегі ең гетерогенді Орта жүз болып табылады. Ұлы жүз тайпалары топтарымен туыстық 
байланысы бар Керей тайпасынан басқа, осындағы зерттелген тайпаларды жеке-жеке топтар 
ретінде қарастыруға болады. AMOVA мәліметтері бойынша, тайпаларды 9 немесе 10 топқа бөлу 
қазақ тайпаларының генетикалық қарым-қатынасын сипаттау үшін ең қолайлы болып табылады. 
Алынған деректер тарихшылар, этнографтар және қазақ этногенезі мәселелерімен айналысатын 
басқа мамандар үшін қажет болады.

Түйін сөздер: қазақтар, этногенез, Y-хромосома, гаплотоп, гаплотип.
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Введение

По современным историческим представ-
лениям казахский этнос сложился путем объ-
единения кочевых племен, входивших до этого 
в состав распавшейся Золотой орды. Племена 
казахов были объединены в три надплеменных 
объединения – Старший, Средний и Младший 
жузы, каждый со своим племенным составом и 
занимаемой территорией (Востров, 1968).

По причине малочисленности сохранивших-
ся письменных источников этническая история 
казахского народа является одним из наименее 
раскрытых разделов истории Казахстана. В част-
ности, нет сведений о том, как, когда и по каким 
причинам образовались три казахских жуза. Это 
служит причиной создания различных версий 
историков (Аристов, 1897; Гумилев, 1989; Те-
миргалиев, 2008; Акимбеков, 2011).

В связи с ограниченностью исторических 
данных имеется необходимость применения по-
пуляционно-генетических исследований совре-
менных казахов для понимания того, каким об-
разом возник казахский этнос.

Для изучения расселения и этнической ди-
вергенции человека наиболее удобными объ-
ектами исследования являются нерекомбинант-
ные линии митохондриальной ДНК (мтДНК) и 
Y-хромосомы. 

Генетические свойства Y-хромосомы, та-
кие как передача только по отцовской линии, 
отсутствие рекомбинации, малая эффективная 
численность пула Y-хромосом по сравнению с 
аутосомами, позволяют прослеживать по мар-
керам Y-хромосомы отцовские линии, пред-
ставляющие собой последовательную «запись» 
мутаций в ряду поколений (Underhill, 2001: 43-
62; Hammer, 2002: 303-321). В случае с мтДНК, 
наоборот, можно проследить материнские линии 
(Quitana-Murci, 2004: 827-845).

Генетические маркеры Y-хромосомы можно 
разделить на две основные категории – диал-
лельные и полиаллельные. К первой категории 
относятся однонуклеотидный полиморфизм и 
более редкие инсерции и делеции. Темп мутиро-
вания таких локусов низок – около 2×10–8 на сайт 
на поколение (���������������������������������Hammer���������������������������, 1995: 376-378). Все древ-
ние диаллельные маркеры являются уникальны-
ми и используются для выделения гаплогрупп. 
Вторая категория маркеров – мультиаллельные 
полиморфизмы – включает микро- и миниса-
теллиты. Темп мутирования Y-сцепленных ми-
кросателлитов гораздо выше, чем у диаллель-

ных маркеров – примерно 7×10–4 (Zhivotovsky, 
2004:50-61). 

Анализ разнообразия гаплогрупп в генофон-
де этносов позволяет определить генетические 
связи с другими народами и реконструировать 
пути миграций древних популяций, послужив-
ших формированию этих этносов. Мульти-
аллельные маркеры удобно использовать для 
анализа разнообразия гаплотипов внутри гапло-
групп, определяемых по диаллельным маркерам, 
и для более детальной реконструкции филогении 
и происхождения линий (Степанов, 2006: 57-73).

Глобальный анализ разнообразия гаплогрупп 
позволил реконструировать миграции первого 
человека и проследить пути его расселения по 
континентам, начиная с Африки, а также дать 
оценку времени этих передвижений (Underhill, 
2001: 43-62). Определенные гаплогруппы почти 
всегда распространены в определенных регио-
нах мира, и таким образом, для Евразии можно 
выделить линии ближневосточного, западного, 
северо-восточного, юго-восточного, южного и 
т.д. происхождения. Таким образом, при изуче-
нии разнообразия гаплогрупп в генофонде этно-
сов исследователи могут оценить генетический 
вклад в их мужской генный пул насельников из 
различных регионов мира.

По отношении ко всем вышеперечисленным 
регионам, Казахстан и Средняя Азия занимает 
промежуточное положение. Исторически эта 
территория явилась зоной контакта и смешения 
двух крупных рас – европеоидной и монголоид-
ной. Считается, что антропологически казахи 
явились результатом метисации между европео-
идной и монголоидной расами, с преобладанием 
последней. В бронзовый век эту землю населяли 
племена андроновской культуры, относившиеся 
к европеоидам без примесей монголоидности. 
Согласно краниометрическим исследованиям 
останков древних насельников нынешней казах-
ской степи, начиная с сакского времени (VIII-
VII вв. до н.э.) происходило последовательное 
увеличение монголоидного компонента, завер-
шившееся не позднее XIV века. В XII-XIV веках 
окончательно сложился тот смешанный антро-
пологический тип, к которому относят казахов 
(Исмагулов, 1982), хотя первое политическое 
объединение кочевых племен под этим этнони-
мом произошло лишь в середине XV века.

Свойства �����������������������������   Y����������������������������   -хромосомы делают ее чрезвы-
чайно полезным объектом исследования при из-
учении родоплеменной организации у казахов, 
у которых родство определялось по отцовской 
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линии и до сих пор сохранилась родоплеменная 
идентификация как часть традиции и культуры 
(Алпысбес, 2013). Это позволяет сопоставлять 
сведения родословных с молекулярно-генетиче-
скими данными, полученными для Y-хромосомы. 
Отечественными исследователями совместно с 
зарубежными коллегами опубликовано несколь-
ко статей, где с помощью маркеров Y-хромосомы 
описываются отдельные племена (Abilev, 2012: 
79-89; Жабагин, 2014: 96-101; Balanovsky, 2015: 
e0122968; �������������������������������������Zhabagin�����������������������������, 2017: e0122968), однако жу-
зовая организация племен до сих пор рассматри-
валась. 

Целью нашего исследования явился анализ 
жузовой организации казахских племен на осно-
ве распределения гаплогрупп Y-хромосом.

Материалы и методы исследования

1269 образцов буккального эпителия от ка-
захов мужского пола из различных племен были 
собраны в результате экспедиций в города и 
поселки Южно-Казахстанской, Жамбылской и 
Алматинской областей. Все участники исследо-
вания подписали информированное согласие на 
его участие, в соответствии с требованиями ко-
миссии по этике, разрешение которой было по-
лучено до начала исследования. ДНК выделяли 
из буккального эпителия ����������������������c��������������������� использованием набо-
ров «�����������������������������������������Blood������������������������������������ & ���������������������������������Tissue��������������������������� ��������������������������Kit�����������������������» (��������������������Qiagen, ������������США) в соот-
ветствии с протоколом производителя.

Для определения гаплогрупп Y-хромосомы 
образцы были протестированы по 19 однонукле-
отидным полиморфизмам: М216 (гаплогруппа 
С), М217 (С2), М48 (С2b1a2), М407 (С2c1a1a1), 
M9 (K), M207 (R), M173 (R1), SRY10831 (BT, 
R1a), M201 (G), M285 (G1), P287 (G2), M175 (O), 
M231 (N), M242 (Q), M168 (CT), M1 или YAP 
(DE), M96 (E), M304 (J), P38 (I), а также выбороч-
но дополнительно по 11 локусам M401 (С2b1a3a) 
, M86 (C2b1a2a), P43 (N1c2b), M46 (N1c1), M198 
(R1a1a1), M478 (R1b1a1a2), M269 (R1b1a1a1), 
M122 (O2), M134 (O2a2b1), M35 (E1b1b1) и 
M174 (D). Тестирование полиморфизма было 
осуществлено с помощью ПЦР с последующей 
рестрикцией и анализом длин рестрикционных 
фрагментов (метод ПЦР-ПДРФ) с использовани-
ем праймеров, описанных ранее (Underhill, 2001: 
43-62; Di Cristofaro, 2013: e76748; Dulik, 2012: 

229-246; Myres, 2011: 95-101; Cai, 2011: e24282; 
Karafet, 2008: 830-838). Определение некоторых 
галплогрупп проводились с помощью програм-
мы предиктора Whit Athey’s haplogroup predictor 
на основе данных по микросателлитным гапло-
типам (Athey, 2005: 1-7).

Оценку уровня генетической дифференци-
ации племен проводили на основе сравнитель-
ного распределения гаплогрупп Y-хромосомы с 
использованием опции анализа молекулярной 
вариации (���������������������������������  AMOVA����������������������������  ), в программе ������������� Arlequin�����  (���Ex-
coffier������������������������������������������, 2005: 47-50). Расчет показателей генети-
ческого разнообразия проводили также в про-
грамме Arlequin.

Результаты исследования и их обсуждение

В результате тестирования однонуклеотид-
ных полиморфизмов, а также с помощью про-
гнозирующих программ, использующий микро-
сателлитный гаплотип, удалось определить 29 
гаплогрупп. Выявленные гаплогруппы и их 
встречаемость среди исследованных племен 
представлены ранее в статье (Аширбеков, 2017: 
в печати), а также наглядно на рисунке 1.

AMOVA
Метод анализа молекулярной вариации 

AMOVA применялся нами для количественной 
оценки генетических взаимоотношений между 
изученными племенами и анализа их жузовой 
организации. Усредненное (по всем племенам) 
значение индекса межпопуляционной диффе-
ренциации (ΦST) оказалось равным 0,32 (32%), 
указывая на существование значительных разли-
чий между отдельными племенами или их груп-
пами (таблица 1).

При анализе с разделением племен на три 
группы, согласно их принадлежности к трем 
жузам (вариант 1), степень генетической диф-
ференциации между группами оказалась доста-
точно малой и составила 11,06% (p<0,00001), в 
то время как генетическая вариативность между 
популяциями внутри группы находилась на от-
носительно высоком уровне 22,78% (p<0,00001) 
(Вариант группирования 1). Эти данные свиде-
тельствует о том, что фактическое разделение на 
группы (жузы) является условным, искусствен-
ным и не отражает реальные генетические взаи-
моотношения между племенами.
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Племена Старшего жуза

Племена Среднего жуза

Племена Младшего жуза

Рисунок 1 – Диаграммы распределения гаплогрупп Y-хромосомы в исследованных племенах, жузах и общей выборке
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Таблица 1 – Количественные параметры генетической вариации при различных вариантах группирования 

Вариант группирования Составляющие вариации Процент 
вариации P

- Без группирования
Между племенами 31,92 <0,00001
Внутри племен 68,08 <0,00001

1 3 группы: (Старший жуз), (Средний жуз), 
(Младший жуз)

Между группами 11,60 0,00164 
Между племенами внутри групп 22,78 <0,00001
Внутри племен 65,62 <0,00001

2 9 групп: (Дулат, Албан, Суан, Шанышкылы, 
Жалайыр, Ошакты, Шапырашты, Керей), (Алим, 
Байулы, Жетыру), (Аргын), (Конырат), (Найман), 
(Кипчак), (Ысты), (Сргели), (Канлы)

Между группами 28,46 0,00001 
Между племенами внутри групп 6,54 <0,00001

Внутри племен 64,99 <0,00001

3 10 групп: (Дулат, Албан, Суан, Шанышкылы, 
Жалайыр, Ошакты, Шапырашты, Керей), (Алим, 
Байулы), (Жетыру), (Аргын), (Конырат), (Найман), 
(Кипчак), (Ысты), (Сргели), (Канлы)

Между группами 32,09 <0,00001

Между племенами внутри групп 2,74 <0,00001

Внутри племен 65,17 <0,00001

Учитывая все превалирующие гаплогруппы, 
нами был проанализирован вариант с разделени-
ем общей выборки на 9 групп (вариант 2). Первая 
группа объединила племена с превалирующей 
гаплогруппой С3-М401: сюда вошли большин-
ство племен Старшего жуза (Дулат, Албан, Суан, 
Шанышкылы, Жалайыр, Ошакты, Шапрашты), а 
также племя Среднего жуза Керей. Вторую груп-
пу составили племена Младшего жуза с прева-
лирующей гаплогруппой С3-М86: Алим, Байулы 
и Жетыру. Остальные племена рассматривались 
как отдельные группы: племена Ысты (превали-
рующая гаплогруппа J1-M267), Сргели (N-M46), 
Канлы (Q), Аргын (G1-M285), Найман (О-М134), 
Конырат (С3-М407) и Кипчак (�������������� R������������� 1������������ b����������� -���������� M��������� 478). Та-
кой вариант группирования показал значитель-
но более низкие значения вариации между пле-
менами внутри групп (6,54%) при увеличении 
доли вариации между группами (28,46%), что 
свидетельствует о том, что такой вариант более 
отражает генетические связи между племенами, 
нежели жузовая структура. 

Также нами был проверен вариант с 10 груп-
пами (вариант 3), где, в отличие от предыдущего 
варианта, из группы Младшего жуза было выде-
лено племя Жетыру как наиболее разнородное по 
гаплогруппному составу. Из источников извест-
но, что данное племя образовалось в результате 
объединения семи разных племен. В результате 
были получены существенно более низкие зна-
чения вариации между племенами внутри групп 
(2,74%) при одновременном увеличении доли 
вариации между группами (32,09%).

Вероятно, данную разбивку на группы сле-
дует считать наиболее предпочтительной для 
описания генетической дифференциации казах-
ских племен. Очевидно, что дальнейшее деле-
ние на группы будет приводить к дальнейшему 
уменьшению уровня вариации между племена-
ми внутри групп и увеличению вариации между 
группами. Однако в нашем случае дальнейшее 
последовательное разбиение приводило к не-
значительным изменениям показателей. В то же 
время, другие варианты группировки сопрово-
ждались значительным увеличением вариации 
между племенами и уменьшением вариации 
между группами.

Генетическое разнообразие на основе ча-
стот встречаемости гаплогрупп

Проведенная на основе частот встречаемо-
сти гаплогрупп оценка генетического разноо-
бразия не противоречит результатам AMOVA 
(Таблица 2). Наибольшие значение генетиче-
ского разнообразия наблюдалось в племени 
Жетыру (0,87±0,02). Средние значения пока-
заны для племен Кыпшак (0,81±0,07), Ошакты 
(0,80±0,05), Жалайыр (0,79±0,04) и Шапыраш-
ты (0,79±0,10) (Таблица 3). Пониженные значе-
ния выявлены для племени Аргын (0,71±0,06) 
и Шанышкылы (0,70±0,12). У остальных пле-
мен уровень генетического разнообразия со-
ставил менее 0,70, в целом, коррелируя с пре-
обладанием в них отдельных определенных 
гаплогрупп. Самые низкие значения были ха-
рактерны для племен Керей (0,44±0,12) и Бай-
улы (0,46±0,08).
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Таблица 2 – Показатели генетического разнообразия в из-
ученных племенах

Племя Генетическое 
разнообразие, D

Стандартное 
отклонение

Жалайыр 0,7941 0,0358
Дулат 0,5959 0,0403
Албан 0,5700 0,0853
Суан 0,5378 0,0585
Ошакты 0,7977 0,0517
Шапырашты 0,7905 0,1049
Шанышкылы 0,7051 0,1220
Канлы 0,5436 0,0940
Сргели 0,5565 0,0973
Ысты 0,5877 0,0731
Аргын 0,7094 0,0648
Найман 0,5620 0,0469
Конырат 0,5371 0,0607
Кыпшак 0,8128 0,0650
Керей 0,4418 0,1159
Алим 0,5948 0,0525
Байулы 0,4561 0,0719
Жетыру 0,8725 0,0198
Старший жуз 0,7732 0,0169
Средний жуз 0,8513 0,0116
Младший жуз 0,7351 0,0266
Казахи трех областей 0,8960 0,0049

Низкие значения генетического разнообра-
зия во многих племенах отражают преобладание 
определенных линий в их генофонде, что вполне 
ожидаемо, так как рассматриваются не популя-
ции, а племена, большинство представителей ко-
торых могут быть родственными друг другу.

Среди жузов наибольшим генетическим раз-
нообразием обладает Средний жуз. Хотя четыре 
из пяти изученных племен Среднего жуза пока-
зали достаточно низкий уровень генетического 
разнообразия, все они имеют разные превали-
рующие гаплогруппы (племена Аргын, Найман, 
Конырат и Керей) (рисунок 1). Племя Кипчак 
также имеет свою превалирующую гаплогруппу 
при средних показателях генетического разноо-
бразия.

Низкие значения генетического разнообра-
зия в Старшем и Младшем жузах объясняются 
наличием в этих жузам превалирующих гапло-
групп: для Старшего жуза это гаплогруппа С3-
М401, для Младшего жуза – С3-М86. Гаплогруп-
па С3-М401 является превалирующей для девяти 
из двенадцати племен Старшего жуза, и только в 
трех племенах основными выступают другие га-
плогруппы. Самый низкий уровень генетическо-
го разнообразия показан для Младшего жуза. В 
состав Младшего жуза входят три больших пле-
мени, двое из которых показали низкие значения 
генетического разнообразия (Алим и Байулы), 
в то время как в третьем (Жетыру) наблюдается 
самое высокое ее значение.

Заключение

Таким образом, нами показано, что жузовая 
организация казахских племен лишь частично 
основана на родственных связях между ними. 
В составе Старшего жуза особняком выделяют-
ся племена Канлы, Сргели и Ысты. В Младшем 
жузе можно выделить племя Жетыру. Самым 
разнородным из трех жузов оказался Средний 
жуз, где каждое изученное племя можно рассма-
тривать как отдельную группу, за исключением 
племени Керей, которое имеет родственные свя-
зи с группой племен Старшего жуза.

Литература

1	 Востров В.В., Муканов М.С. Родоплеменной состав и расселение казахов (конец XIX – начало XX вв.).- Алма-
Ата,1968.- 165 с.

2	 Аристов Н.А. Заметки об этническом составе тюрских племен и народностей и сведения об их численности.- СПб.: 
тип. С.Н. Худекова, 1897.- 182 с.

3	 Гумилев Л.Н. Древняя Русь и Великая степь.- М.: Мысль, 1989.- 766 с.
4	 Темиргалиев Р. Из истории казахского триединства. К вопросу о возникновении жузов // http://www.centrasia.ru/

newsA.php?st=1210748460, 2008.
5	 Акимбеков С.М. Формула трех // Эксперт Казахстан.- 2011.- №21.- C.21-23.
6	 Underhill P.A, Passarino G., Lin A.A., Shen P., Mirazón Lahr M., Foley R.A., Oefner P.J., Cavalli-Sforza L.L. The phylo-

geography of Y chromosome binary haplotypes and the origins of modern human populations // Ann Hum Genet.- 2001.- Vol.65.- 
P.43-62.

7	 Hammer M.F., Zegura S.L. The human Y chromosome haplogroup tree: nomenclature and phylogeography of its major 
divisions // Annu Rev Anthropol.- 2002.- Vol.31.- Р.303-321.



Вестник. Серия биологическая. №4 (73). 201788

Анализ жузовой организации казахских племен на основе распределения гаплогрупп y-хромосомы

8	 Quintana-Murci L., Chaix R., Wells R.S., et al. Where West Meets East: The Complex mtDNA Landscape of the Southwest 
and Central Asian Corridor //Am J Hum Genet.- 2004.- Vol.74.- P.827-845.

9	 Hammer M.F. A recent common ancestry for human Y chromosomes // Nature.- 1995.- Vol.378.- Р.376-378.
10	 Zhivotovsky L.A., Underhill P.A., Cinnioglu C. et al. On the effective mutation rate at Y-chromosome STRs with application 

to human population divergence time // Am J Hum Genet.- 2004.- Vol.74.- Р.50-61.
11	 Степанов В.А., Харьков В.Н., Пузырев В.П. Эволюция и филогеография линий Y-хромосомы человека // Вестник 

ВОГиС.- 2006.- №1.- С. 57-73.
12	 Исмагулов О. Этническая антропология Казахстана: соматологическое исследование.- Алма-ата: Наука Казахской 

ССР, 1982.- 256 c. 
13	 Алпысбес М. Шежире казахов: источники и традиции.- Астана, 2013.- 240 с.
14	 Abilev S., Malyarchuk B., Derenko M., Wozniak M., Grzybowski T., Zakharov I. The Y-chromosome C3* star-cluster at-

tributed to Genghis Khan’s descendants is present at high frequency in the Kerey clan from Kazakhstan // Hum Biol.- 2012.- Vol.84.- 
P.79-89.

15	 Жабагин М.К., Дибирова Х.Д., Фролова С.А., и др. Связь изменчивости Y хромосомы и родовой структуры: 
генофонд степной аристократии и духовенства казахов // Вестник Московского университета. Серия XXIII Антропология.- 
2014.- №1.- C.96-101.

16	 Balanovsky O., Zhabagin M., Agdzhoyan A., et al. Deep Phylogenetic Analysis of Haplogroup G1 Provides Estimates of 
SNP and STR Mutation Rates on the Human YChromosome and Reveals Migrations of Iranic Speakers // PlosOne.- 2015.- Vol.10, 
№4.- e0122968.

17	 Zhabagin M., Balanovska E., Sabitov Zh., et al. The Connection of the Genetic, Cultural and Geographic Landscapes of 
Transoxiana // Scientific Reports.- 2017.- Vol.7.- e0122968.

18	 Di Cristofaro J., Pennarun E., Mazières S., et al. Afghan Hindu Kush: where Eurasian sub-continent gene flows converge // 
PlosOne.- 2013.- Vol.8, №10.- e76748.

19	 Dulik M.C., Zhadanov S.I., Osipova L.P., et al. Mitochondrial DNA and Y chromosome variation provides evidence for a 
recent common ancestry between Native Americans and Indigenous Altaians // Am J Hum Genet.- 2012.- Vol.90, №3.- P.229-246.

20	M yres N.M., Rootsi S., Lin A.A., et al. A major Y-chromosome haplogroup R1b Holocene era founder effect in Central and 
Western Europe // Eur J Hum Genet.- 2011.- Vol.19, №1.- P.95-101. 

21	 Cai X., Qin Z., Wen B., Xu S., et al. Human migration through bottlenecks from Southeast Asia into East Asia during Last 
Glacial Maximum revealed by Y chromosomes // PlosOne.- 2011.- Vol.6, №8.- e24282.

22	 Karafet T.M., Mendez F.L., Meilerman M.B., et al. New binary polymorphisms reshape and increase resolution of the hu-
man Y chromosomal haplogroup tree //Genome Res.- 2008.- Vol.18.- P.830-838.

23	 Athey T.W. Haplogroup Prediction from Y-STR Values Using an AlleleFrequency Approach // Journal of Genetic Geneal-
ogy.- 2005, Vol.1.- P.1-7.

24	 Excoffier L., Laval G., Schneider S. Arlequin ver. 3.0: An integrated software package for population genetics data analysis 
// Evolutionary Bioinformatics Online.- 2005.- Vol.1.- P.47-50.

25	 Аширбеков Е.Е., Ботбаев Д.М., Белкожаев А.М., Абайлдаев А.О., Неупокоева А.С., Мухатаев Ж.Е., Алжанулы 
Б., Шарафутдинова Д.А., Мукушкина Д.Д., Рахымгожин М.Б., Хансеитова А.К., Лимборская С.А., Айтхожина Н.А. 
Распределение гаплогрупп Y-хромосомы казахов Южно-Казахстанской, Жамбылской и Алматинской областей // Доклады 
НАН РК.- 2017.- №6.- С.25-30.

References

1	 Abilev S., Malyarchuk B., Derenko M., Wozniak M., Grzybowski T., Zakharov I. (2012) The Y-chromosome C3* star-
cluster attributed to Genghis Khan’s descendants is present at high frequency in the Kerey clan from Kazakhstan. Hum Biol., vol.84, 
pp.79-89.

2	 Akimbekov S.M. (2011) Formula trekh [Formula of three]. Ekspert Kazakhstan, no.21, pp.21-23.
3	 Alpysbes M. Shezhire kazakhov: istochniki i traditsii [Shezhire of Kazakhs: sources and traditions]. Astana, 2013, pp.240.
4	 Aristov N.A. Zametki ob etnicheskom sostave tiurskikh plemen i narodnostei i svedeniia ob ikh chislennosti [Notes on 

ethnic composition of türkic tribes and Nations and information on their number]. SPb.: tip. S.N. Khudekova, 1897, pp.182.
5	 Ashirbekov E.E., Botbaev D.M., Belkozhaev A.M., Abayldaev A.O., Neupokoeva A.S., Mukhataev J.E., Alzhanuly B., Shara-

futdinova D.A., Mukushkina D.D., Rakhymgozhin M.B., Khanseitova A.K., Limborska S.A., Aytkhozhina N.A. (2017) Raspredelenie 
gaplogrupp Y-khromosomy kazakhov Iuzhno-Kazakhstanskoi, Zhambylskoi i Almatinskoi oblastei [Distribution of Y-chromosome 
haplogroups of Kazakh from the South Kazakhstan, Zhambyl and Almaty regions]. Doklady NAN RK, no.6, pp.25-30.

6	 Athey T.W. (2005) Haplogroup Prediction from Y-STR Values Using an AlleleFrequency Approach. Journal of Genetic 
Genealogy, vol.1, pp.1-7.

7	 Balanovsky O., Zhabagin M., Agdzhoyan A., et al. (2015) Deep Phylogenetic Analysis of Haplogroup G1 Provides Esti-
mates of SNP and STR Mutation Rates on the Human YChromosome and Reveals Migrations of Iranic Speakers. PlosOne, vol.10, 
no.4, e0122968.

8	 Cai X., Qin Z., Wen B., Xu S., et al. (2011) Human migration through bottlenecks from Southeast Asia into East Asia during 
Last Glacial Maximum revealed by Y chromosomes. PlosOne, vol.6, no.8, e24282.

9	 Di Cristofaro J., Pennarun E., Mazières S., et al. (2013) Afghan Hindu Kush: where Eurasian sub-continent gene flows 
converge. PlosOne, vol.8, no.10, e76748.



ISSN 1563-0218                                                       Experimental Biology. №4 (73). 2017 89

Аширбеков Е. и др.

10	 Dulik M.C., Zhadanov S.I., Osipova L.P., et al. (2012) Mitochondrial DNA and Y chromosome variation provides evidence 
for a recent common ancestry between Native Americans and Indigenous Altaians. Am J Hum Genet., vol.90, no.3, pp.229-246.

11	 Excoffier L., Laval G., Schneider S. (2005) Arlequin ver. 3.0: An integrated software package for population genetics data 
analysis. Evolutionary Bioinformatics Online, vol.1, pp.47-50.

12	 Gumilev L.N. Drevniaia Rus' i Velikaia step' [Ancient Rus and the Great steppe]. M.: Mysl’, 1989, pp.766.
13	 Hammer M.F. (1995) A recent common ancestry for human Y chromosomes. Nature, vol.378, pp.376-378.
14	 Hammer M.F., Zegura S.L. (2002) The human Y chromosome haplogroup tree: nomenclature and phylogeography of its 

major divisions. Annu Rev Anthropol., vol.31, pp.303-321.
15	 Ismagulov O. Etnicheskaia antropologiia Kazakhstana: somatologicheskoe issledovanie [Ethnic anthropology of Kazakh-

stan: somatological study]. Nauka Kazakhskoi SSR, 1982, pp.256.
16	 Karafet T.M., Mendez F.L., Meilerman M.B., et al. (2008) New binary polymorphisms reshape and increase resolution of 

the human Y chromosomal haplogroup tree. Genome Res., vol.18, pp.830-838.
17	M yres N.M., Rootsi S., Lin A.A., et al. (2011) A major Y-chromosome haplogroup R1b Holocene era founder effect in Cen-

tral and Western Europe. Eur J Hum Genet., vol.19, no.1, pp.95-101. 
18	 Quintana-Murci L., Chaix R., Wells R.S., et al. (2004) Where West Meets East: The Complex mtDNA Landscape of the 

Southwest and Central Asian Corridor. Am J Hum Genet., vol.74, pp.827-845.
19	 Stepanov V.A., Kharkov, V.N., Puzyrev V.P. (2006) Evoliutsiia i filogeografiia linii Y-khromosomy cheloveka [The Evolu-

tion and phylogeography of human Y-chromosome line]. Vestnik VOGiS, no.1, pp.57-73.
20	 Temirgaliev R. Iz istorii kazakhskogo triedinstva. K voprosu o vozniknovenii zhuzov [From the history of the Kazakh Trin-

ity. The question of the emergence of zhuzes]. http://www.centrasia.ru/newsA.php?st=1210748460, 2008.
21	 Underhill P.A, Passarino G., Lin A.A., Shen P., Mirazón Lahr M., Foley R.A., Oefner P.J., Cavalli-Sforza L.L. (2001) The 

phylogeography of Y chromosome binary haplotypes and the origins of modern human populations. Ann Hum Genet., vol.65, pp.43-
62.

22	 Vostrov V.V., Mukanov M.S. Rodoplemennoi sostav i rasselenie kazakhov (konets XIX – nachalo XX vv.) [Clan-tribal 
structure and resettlement of Kazakhs (late XIX – early XX centuries)]. Alma-Ata, 1968, 165 p.

23	 Zhabagin M., Balanovska E., Sabitov Zh., et al. (2017) The Connection of the Genetic, Cultural and Geographic Landscapes 
of Transoxiana. Scientific Reports, vol.7, e0122968.

24	 Zhabagin M.K., Dibirova H.D., Frolova S.A., et al. (2014) Sviaz' izmenchivosti Y khromosomy i rodovoi struktury: geno-
fond stepnoi aristokratii i dukhovenstva kazakhov [The relationship of the variability of the Y chromosome and family structure: the 
gene pool of steppe aristocracy and clergy of the Kazakhs]. Vestnik Moskovskogo universiteta. Seriia XXIII Antropologiia, no.1, 
pp.96-101.

25	 Zhivotovsky L.A., Underhill P.A., Cinnioglu C. et al. (2004) On the effective mutation rate at Y-chromosome STRs with 
application to human population divergence time. Am J Hum Genet., vol.74, pp.50-61.



© 2017  Al-Farabi Kazakh National University 

МРНТИ 34.15.24; 34.15.27

Тайпакова С.М.1, Смекенов И.Т.2, Куанбай А.К.3,  
Сапарбаев М.К.4, Бисенбаев А.К.5

1PhD, ведущий научный сотрудник, e-mail: sabira.taipakova@gmail.com  
2младший научный сотрудник, e-mail: smekenovizat@gmail.com  

3младший научный сотрудник, e-mail: kuanbai.aigerim93@gmail.com  
5доктор биологических наук, профессор, академик НАН РК,  

главный научный сотрудник, e-mail: Amangeldy.Bisenbaev@kaznu.kz  
лаборатория молекулярной генетики Научно-исследовательского института проблем биологии и  
биотехнологии, Казахский национальный университет имени аль-Фараби, Казахстан, г. Алматы  

4PhD, профессор, заведующий лабораторией репарации ДНК, Институт Густава Роззи,  
Франция, г. Париж, e-mail: murat.saparbaev@gustaveroussy.fr

ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ ARP–/– МУТАНТНЫХ РАСТЕНИЙ  
ARABIDOPSIS THALIANA К ГЕНОТОКСИЧЕСКИМ АГЕНТАМ

Апуриновые/апиримидиновые (АР) эндонуклеазы являются ключевыми ферментами 
реализации двух пересекающихся путей репарации ДНК: ДНК-гликозилаза инициированной 
эксцизионной репарации оснований (BER) и инцизионной репарации нуклеотидов (NIR). В процессе 
BER, АР-эндонуклеазы специфически гидролизуют фосфодиэфирную связь рядом с АР-сайтом 
и 3’-блокирующими группами, образующимися в ДНК после удаления окисленного основания 
ДНК-гликозилазой. Тогда как в NIR механизме АР-эндонуклеазы гидролизуют фосфодиэфирную 
связь ДНК с 5’-конца от повреждения. Геном широко используемого модельного организма 
A.thaliana кодирует три предполагаемых гомолога главной человеческой АП-эндонуклеазы 
1 (APE1): Arp, Ape1L и Ape2. ARP – это главная АР-эндонуклеаза растений, которая удаляет 
абазивные сайты. Однако неизвестно, содержат ли АР-эндонуклеазы растений NIR активность. 
В настоящей работе показано, что гомозиготный arp-/- мутант A. thaliana проявляет высокую 
чувствительность к метилметансульфонату и трет-бутилгидропероксиду, но не к H2O2, что 
указывает на то, что ARP-катализируемая NIR активность требуется для восстановления АР-
сайтов, генерируемых экзогенными факторами, и специфических окислительных повреждений 
ДНК, индуцированных t-BuO2H в условиях in vivo. Экстракты растений нокаутных по гену Arp не 
проявляли NIR активность на αdA•T содержащем олигонуклеотидном субстрате. Эти результаты 
свидетельствуют о том, что ARP является основной АР- и NIR- эндонуклеазой в A. thaliana. 

Ключевые слова: АП-эндонуклеаза, Arabidopsis thaliana, ДНК гликозилазы, активные формы 
кислорода.
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Sensitivity of arabidopsis thaliana arp -/- mutants to genotoxic agents

Apurinic/apyrimidinic (AP) endonucleases are important DNA repair enzymes involved in two over-
lapping pathways: DNA glycosylase-initiated base excision (BER) and AP endonuclease-initiated nucleo-
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tide incision repair (NIR). In the BER pathway, AP endonucleases cleave DNA at AP sites and 3’-blocking 
moieties generated by DNA glycosylases, whereas in NIR, the same AP endonucleases incise DNA 5’ to 
a wide variety of oxidized bases. The flowering plant Arabidopsis thaliana contains three genes encoding 
homologues of major human AP endonuclease 1 (APE1): Arp, Ape1L and Ape2. ARP is a major plant AP 
endonuclease that removes abasic sites. However, it was not known whether the plant AP endonucle-
ases contain the NIR activity. Here, we report that homozygous A. thaliana arp–/– mutant exhibited high 
sensitivity to methyl methanesulfonate and tert-butyl hydroperoxide, but not to H2O2, suggesting that 
ARP-catalyzed NIR activity is required to repair AP sites generated by exogenous factors and specific 
oxidative DNA lesions induced by t-BuO 2H in vivo. Extracts from arp–/– mutants, but not ape1L and 
ape2 mutants, exhibited no or very low NIR activity on the αdA•T. These results strongly suggest that 
ARP is a major AP site cleavage and NIR endonuclease in A. thaliana.

Key words: AP endonuclease, A.thaliana, DNA glycosylases, reactive oxygen species (ROS). 
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Arabidopsis thaliana arp-/- мутантты өсімдіктердің  
генотоксикалық агенттерге сезімталдығы

Апуриндік/апиримидиндік (АР) эндонуклеазалар ДНҚ репарациясының өзара қиылысатын 
екі жолы ДНК-гликозилазамен инициализацияланатын негіздердің эксцизиялық репарациясы 
(BER) және нуклеотидтердің инцизиялық репарациясының (NIR) негізгі ферменті болып 
табылады. BER процесінде АР-эндонуклеаза тотыға зақымдалған негізді ДНҚ-гликозилаза 
ферментімен өңдеу нәтижесінде ДНҚ молекуласында түзілетін АР-сайты мен 3’-шектеуші тобы 
жанындағы фосфодиэфирлік байланысты спецификалық гидролиздейді. Ал NIR механизмінде 
АР-эндонуклеазалар ДНҚ зақымдануының 5’-соңындағы фосфодиэфирлік байланысты 
гидролиздейді. Модельді организм A.thaliana геномы адам АП-эндонуклеазасының (APE1) үш 
болжамды гомологтарын кодтайды: Arp, Ape1L және Ape2. ARP – өсімдіктердің апуриндік/
апиримидиндік сайттарын ыдырататын негізгі өсімдік АР-эндонуклеазасы болып табылады. 
Алайда өсімдіктердегі АП эндонуклеазалардың NIR белсенділікке ие екені осы күнге дейін 
белгісіз. Ұсынылып отырған жұмыста, гомозиготты arp-/- мутант A. thaliana метилметансульфонат 
пен трет-бутилгидропероксидке жоғары сезімталдық көрсетеді, алайда H2O2-ке сезімталдығы 
байқалмайды. Ол ARP-катализденетін NIR белсенділік in vivo жағдайында t-BuO2H әсерінен 
индукцияланатын спецификалық тотыққан ДНҚ зақымданулары мен экзогенді факторлар 
әсерінен туындайтын АР-сайттарды қалпына келтіру үшін қажет екендігін көрсетеді. arp-/- 
мутантты өсімдіктерінің клеткалық экстрактылары αdA•T олигонуклеотидтік субстратында NIR 
белсенділігін көрсетпеді. Бұл нәтижелер ARP белогы A. thaliana өсімдігінің негізгі АР- және NIR- 
эндонуклеазасы екендігін дәлелдейді. 

Түйін сөздер: АП эндонуклеаза, A.thaliana, ДНҚ гликозилазалар, оттегінің белсенді түрлері.

Введение 

Наземные растения постоянно подвергаются 
воздействию различных факторов окружающей 
среды, включая ультрафиолетовые и экстремаль-
но высокие температуры, которые вызывают об-
ширное повреждение в клеточной ДНК. Кроме 
того, растения продуцируют активные формы 
кислорода (АФК), во время дыхания в митохон-
дриях и фотосинтеза в хлоропластах. Предпо-
лагается, что окислительное повреждение ДНК, 
вызванное АФК, является основным источником 

эндогенного повреждения клеток (Cadet J., 2003: 
5-23; Foyer C.H., 2003: 355-364). Окислительное 
повреждение оснований ДНК является субстра-
том для двух пересекающихся путей репарации 
ДНК: эксцизионной репарации оснований (BER) 
и инцизионной репарации нуклеотидов (NIR) 
(Krokan H.E., 2013: a012583; Ischenko A.A., 2002: 
183-87; Jaruga P., 2008: 1413-1425; Brooks P.J., 
2008: 1168-1179)�����������������������������. В классическом ������������BER��������� механиз-
ме репарации ДНК, ДНК-гликозилаза расщепля-
ет N-гликозидную связь между поврежденным 
основанием и сахарофосфатным остовом, в ре-
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зультате образуются апуриновые/апиримиди-
новые сайты (AП-сайт) (монофункциональные 
ДНК-гликозилазы) или одноцепочечный разрыв 
ДНК с 3’-фосфо-α,β-ненасыщенным альдегидом 
(3’-PUA, бифункциональные ДНК гликозила-
зы/AP-лиазы, катализирующие β-элиминацию) 
или однонуклеозидный зазор, фланкированный 
двумя остатками фосфата (бифункциональ-
ные гликозилазы/AP-лиазы, катализирующие 
β/δ-элиминацию) (Hitomi K., 2007: 410-28). 
Альтернативно, в NIR механизме репарации 
АП-эндонуклеаза делает разрез с 5’-стороны по-
врежденного нуклеотида и генерирует однони-
тевой разрыв с 3’-гидроксильной группой, под-
ходящей для работы ДНК-полимеразы (Gros L., 
2004: 73-81).

В настоящее время молекулярная характери-
стика механизмов репарации ДНК в основном 
сосредоточена на клетках бактерий, дрожжей и 
млекопитающих (Friedberg E.C., 2006), причем 
гораздо меньше внимания уделяется механиз-
мам, поддерживающим стабильность генома в 
растениях. Важно отметить, что помимо экзо-
генных факторов, в геноме растений постоянно 
происходит ДНК-гликозилаза-опосредованное 
удаление основании для активного деметилиро-
вания цитозина во время развития и в ответ на 
действие факторов окружающей среды (�����Vany-
ushin B.F., 2011: 360-68; He X.J., 2011: 442-65). 
Растения содержат несколько ДНК-гликозилаз, 
которые специфически распознают и удаляют 
5-метилцитозин (5mC), инициируя его замену 
цитозином через BER механизм (Zhu J.K., 2009: 
143-66). В Arabidopsis thaliana 5mC-DНК глко-
зилазы (ROS1, DME, DML2 и DML3) участвуют 
в регуляции импринтинга и сайленсинга генов 
(���������������������������������������������Zhu������������������������������������������ �����������������������������������������J����������������������������������������.���������������������������������������K��������������������������������������., 2009: 143-66). Эти ферменты являют-
ся бифункциональными ДНК-гликозилазами, 
которые расщепляют AП-сайт, образуемый по-
сле удаления 5mC путем β- и β/δ-элиминации 
(Morales-Ruiz T., 2006: 6853-58). Таким образом, 
инициируемая ДНК-гликозилазой деметили-
рование ДНК в растениях генерирует высоко-
геннотоксические разрывы нитей ДНК, не со-
держащие на 3’-конце гидроксильные группы 
и, следовательно, не могут быть использованы 
ДНК-полимеразами и ДНК-лигазами, и поэтому 
должны быть удалены до инициации пострепа-
рационного синтеза ДНК. 

Геном широко используемого модельного 
организма A. thaliana кодирует три предпола-
гаемых гомолога главной человеческой АП-
эндонуклеазы 1 (APE1): Arp, Ape1L и Ape2 (����Mur-
phy T.M., 2009: e4297). Ранее было показано, что 

белок ARP представляет собой АП-эндонуклеазу 
класса II, которая расщепляет дуплексную ДНК 
с 5’-стороны AП-сайта и генерирует одноните-
вый разрыв, фланкированный с 3’-гидроксилом 
(3’-OH) и 5’- дезоксирибоза-фосфат (5’-dRp) 
(Babiychuk E., 1994: 3299-303; Cordoba-Canero 
D�����������������������������������������      ., 2011: 693-702). ARP также содержит ре-
докс-функцию, аналогичную редокс-функции 
APE1 человека, которая может стимулировать 
связывание с ДНК с помощью транскрипцион-
ного фактора человека AP-1 (Babiychuk E., 1994: 
3299-303). 

В настоящее время ДНК-гликозилазы и АП-
эндонуклеазы пшеницы только частично охарак-
теризованы (����������������������������������    Joldybayeva�����������������������     ����������������������   B���������������������   ., 2014: ������������ e����������� 92963; ����Bis-
senbaev A.K., 2011: 1155-64). Ранее мы впервые 
показали, существование АП-эндонуклеазной 
активности, которая способна расщеплять оли-
гонуклеотидные дуплексы, содержащие АП-
сайт и α-аномерный остаток 2’-дезоксиаденози-
на (αdA) в экстрактах клеток алейронового слоя 
зерна пшеницы, что указывает на наличие BER 
и NIR механизма в пшенице (Babiychuk E., 1994: 
3299-303). Мы также клонировали и охаракте-
ризовали предполагаемую АП-эндонуклеазу 
Tríticum aestívum, TaApe1L, гомолога APE1 че-
ловека и AtApe1L A. thaliana (Cordoba-Canero 
D., 2011: 693-702). Очищенная TaApe1L по-
казала значительную 3’-фосфодиэстеразную 
и 3’-фосфатазную активность, но очень сла-
бую АП-эндонуклеазную актвность, однако у 
TaApe1L отсутствовала NIR активность. На ос-
нове этих данных мы предположили, что другие 
АП-эндонуклеазы растений могут содержать 
NIR функцию.

Целью представленной работы является из-
учение роли АП эндонуклеаз арабидопсиса в ре-
парации повреждений ДНК in vivo

Материалы и методы исследования

Для приготовления буферных растворов ис-
пользовали реактивы марок х.ч., ч.д.а., и о.с.ч., 
производимых фирмами «Sigma», «Amrеscо», 
«Sеrva» и «Реахим». В ходе работы использова-
ли ферменты модификации ДНК и белков про-
изводства фирм «Sigma-Aldrich» (США), «Nеw 
Еngland Biоlabs» (Франция), «Thеrmо Fishеr 
Sciеntific» (США), «Prоmеga» (США), «Rоchе» 
(США). 

В качестве субстратов для определения 
биохимической активности были использова-
ны олигонуклеотиды, содержащие модифи-
цированные основания, и комплементарные 
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к ним олигонуклеотиды (Eurogentec, Seraing, 
Belgium). Последовательность олигонуклео-
тидов длиной 30 нуклеотидов (30-mer) следу-
ющая – d(TGACTGCATAXGCATGTAGACG 
ATGTGCAT). Где X указывает место тетроги-
дрофурана (����������������������������������THF�������������������������������, аналог апуринового или апири-
мидинового сайта), альфа-2´-дезоксиаденозина 
(�����������������������������������������     αdA��������������������������������������     ). В комплементарной цепи напротив по-
врежденного основания содержится A, G, C или 
T. Комплементарная цепь длиной 40 нуклеоти-
дов (Rex-T) была следующего состава d(GGAA
TTCCCCGCGCCAAATGTCTCTAAGTCTCCG
CGCCAC). 

5’-конец олигонуклеотидов метили с T4 по-
линуклеотид киназой в присутствии γ(32P)-ATP. 
Отжиг меченых олигонуклеотидов с комплемен-
тарной цепью проводили в буфере содержащей 
50 мM KCl и 20 мM HEPES–KOH (pH 7.5) при 
температуре 70°C в течение 3 минут и охлажда-
ли до комнатной температуры в течение 2 часов. 
Полученные олигонуклеотиды обозначили как 
X•C (G, A, T), соответственно. Где Х обозначает 
модифицированное основание. 

Обьектом исследовании являлись семена 
арабидопсиса (A. thaliana) линии Col0 (растения 
дикого типа) и линии SALK_021478 (arp–/–), от-
носящейся к коллекции инсерционных мутантов 
SALK, полученные из Биологического ресурс-
ного центра (Arabidopsis Biological Resource 
Center, http://www.arabidopsis.org). 

Для выращивания растений A. thaliana 
линии Col0 (растения дикого типа) и линии 
SALK_021478 (arp–/–), на твердых питательных 
средах использовали  чашки Петри, содержав-
шие соли Мурасиге-Скуга (MS) в концентрации 
0.5 нормы, 1% сахарозы и 1% агар. Первые 2 
суток культивирование проводилось в темноте 
при 40С, после чего растения выращивали в ус-
ловиях длинного светового дня (≥ 14 ч) при 22°C. 
Через 18 дней растения с чашек Петри переноси-
ли в почву для сбора семян. Генотипирование с 
целью отбора гомозигот проводили с помощью 
ПЦР. Присутствие Т-ДНК вставки в мутант-
ных растениях SALK_021478 (arp-/-) проверя-
ли с помощью ПЦР с использованием следую-
щей комбинации праймеров (таблица 1): ‘‘RP’’ 
(прямой, комплементарный к гену ARP), ‘‘LP’’ 
(обратный, комплементарный к гену ARP’) и 
‘‘BP_salk’’ (комплементарный к левому краю 
T-ДНК). Ожидаемая длина ПЦР продукта для 
дикого типа аллеля – 2259 пн., а для мутант-
ного аллеля – 2254 пн. Кроме этого мутантные 
линии арабидопсиса проверяли с помощью RT-
PCR с гено-специфическими праймерами LP/RT 

(ожидаемая длина ампликона 577 пн) и иммуно-
блотингом с анти-ARP поликлональными анти-
телами. Потомство отобранных гомозиготных 
растений использовали в последующих экспери-
ментах.

Таблица 1 – Праймера для характеристики мутантов 
A.thaliana с Т-ДНК вставкой

Название Последовательность

RP d(AAGAGCTAAGAGAAGCCGGTG)

BP_SALK d(ATTTTGCCGATTTCGGAAC)

LP d( AGCTTTCCAGTCCTTCTGAGG )

RT d( CCAGGAGCAGCTATTGATCAG)

Выделение тотальной РНК из листьев A. 
thaliana

Для выделения РНК брали 100 мг листьев 
A. thaliana. Гомогенизировали в заранее ох-
лажденной фарфоровой ступке в присутствии 
1,3 мл TRI реагента (Sigma-Aldrich, США) и 
продолжали растирать. Гомогенат перенесли в 
микропробирку и центрифугировали при 12000 
об/мин в течение 5 минут при 4ºС. Супернатант 
перенесли в стерильную пробирку и добавили 
300 мкл холодного хлороформа перемешивали 
путем инвертирования пробирки 25 раз и ин-
кубировали на льду в течение 3 минут. Далее 
центрифугировали при 12000 об/мин в течение 
15 минут при 4°С. Верхнюю водную фазу осто-
рожно перенесли в новую пробирку и добавили 
0,5 мл холодного изопропилового спирта. После 
перемешивания раствор инкубировали 10 минут 
на льду и центрифугировали при 12000 об/мин 
10 минут при 4°С. Супернатант удаляли пипет-
кой и осадок промывали в 1 мл 75% этанола. 
Образец осаждали при 12000 об/мин в течение 
5 минут при 4°С и сушили при комнатной тем-
пературе 10 минут. Осадок растворяли в 30 мкл 
dH2О. Концентрацию и качество выделенной 
РНК определяли с помощью спектрофотометра 
Nanоdrоp 2000c (Thеrmо Fishеr Sciеntific, США), 
1% агарозного гель-электрофореза. Образец хра-
нился при -70ºС.

Выделение мРНК
Выделение мРНК объем полученного нами 

препарата тотальной РНК довели до 600 мкл 
dH2О. Препарат инкубировали в течении 5 мин 
при 65°С в водяной бане, затем к препарату до-
бавили 500 мкл двухкратного связывающего бу-
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фера (1M NaCl, 20мМ Tris pH 7.5, 2мМ EDTA, 
0.1% ДСН). Полученную смесь переносили в 
пробирку с промытой олиго-dT целлюлозой и 
инкубировали в течение 15 мин при комнатной 
температуре на качалке. Смесь центрифугирова-
ли при 14000 об/мин в течение 10 минут, уда-
ляли супернатант. Осадок промывали два раза 
однократным связывающим буфером и два раза 
промывочным буфером (0.2M NaCl, 10мМ Tris 
pH 7.5, 1мМ ЕDTA, 0.05% ДСН). мРНК элюи-
ровали с помощью олиго-dT целлюлозы, добав-
лением 250 мкл буфера для элюции и инкубиро-
ванием при 37°С в течении 5 мин. Далее смесь 
центрифугировали и осторожно отбирали супер-
натант в чистую пробирку. Повторяли элюцию. 
Объединяли элюаты и доводили объем водой до 
200 мкл. Для осаждения поли-А РНК к раствору 
добавляли 40 мкл 5М ацетата аммония, 2.5 объ-
ема этанола и поместили на 30 мин -70°С, или на 
ночь на -20°С. Осадок собирали центрифугиро-
ванием и растворяли в 50 мкл dH2О.

Реакция обратной транскрипции 
Для синтеза кДНК на основе мРНК, в сте-

рильную пробирку добавляли в указанной по-
следовательности: РНК (1-500 нг поли-А РНК), 
праймер (15-20 пмоль ген-специфичного прайме-
ра) и затем объем довели до 12,5 мкл стерильной 
dH2О. Реакционную смесь прогревали при 70°С 
в течение 5 минут и охлаждали на льду. Далее, к 
смеси добавляли (в указанной последовательно-
сти): 4 мкл пятикратного реакционного буфера 
(250 мМ Tris-HCl pH 8.3 при 25°C, 250 мМ KCl, 
20 мМ MgCl2, 50 мМ DTT), 0.5 мкл (или 20 ед.) 
RibоLоck™ RNasе Inhibitоr, 2 мкл 10 мМ смеси 
dNTP (конечная концентрация 1мМ), 1 мкл (или 
200 ед.) RеvеrtAid™ H Minus M-MuLV Rеvеrsе 
Transcriptasе (Fеrmеntas, Латвия). Конечный объ-
ем реакционной смеси составлял 20 мкл. Затем 
смесь осторожно перемешивали и инкубировали 
в течение 5 мин при 37°С. Реакцию проводили в 
течение 1.5 часов при 420С в водяной бане. Реак-
цию останавливали прогреванием в течении 10 
мин при 700С. Полученный продукт хранили при 
-20°С.

Полимеразная цепная реакция atARP
Для получения в достаточном количестве 

кДНК использовали метод ПЦР. К 2 мкл реакци-
онной смеси обратной транскрипции добавляли 
олигонуклеотиды, являющиеся прямым и обрат-
ным праймерами до конечной концентрации 0,2 
мМ. Далее в смесь добавляли 12,5 мкл 2Х PCR 
Mastеr mix (Fеrmеntas, Латвия), содержащие 
0,625 единиц Taq ДНК полимеразы в буфере (750 
мМ Tris HCl, pH 8.8, 200 мМ (NH4)2SО4, 0.1 % 

Twееn 20), 50 мМ MgCl2 и 5 мМ каждого dNTP, 
а также 15,5 мкл деонизированной стерильной 
воды на 25 мкл реакции. Продукты ПЦР анали-
зировали в 1% агарозном геле и затем очищали 
методом элюции из геля.

Получение экстрактов растений 
Для иммуноблотинга приблизительно 50 мг 

свежей ткани листа или корня из 15-дневных 
проростков замораживали в жидком азоте и го-
могенизировали ​​в 250 мкл ледяном буфере для 
экстракции белков, содержащего 10 мМ Трис-
HCl (рН 8,0), 100 мМ KCl, 15% глицерина, 1 мМ 
DTT, 0,01% NP-40, 1 мМ фенилметилсульфонил-
фторида, 5 мкг•мл-1 лейпептина и 1 мкг•мл-1 ан-
типаина. Полученный лизат центрифугировали 
при 13000 g в течение 1 часа при 4°C для осаж-
дения клеточных остатков. Супернатант перено-
сили в новую пробирку и концентрацию белка в 
каждом образце определяли методом Брэдфорда 
(Bradford M.M., 1976:248-254) перед нанесением 
на гель. 

Для анализа активности ферментов 15-днев-
ные проростки замораживали в жидком азоте. 
Затем полученный порошок ресуспендировали 
в 3 объемах (масса/объем) в буфера для гомоге-
низации, содержащего 25 мМ HEPES-KOH (рН 
7,8), 100 мМ KCl, 5 мМ MgCl2, 250 мМ сахаро-
зы, 10% глицерина, 1 мМ DTT и 1×полный микс-
ингибиторов протеаз без EDTA. Все дальнейшие 
шаги проводили при 0-4°С. Гомогенат инкубиро-
вали в течение 30 мин при 4°С и центрифугиро-
вали при 13000 g в течение 1 часа. Супернатант 
фильтровали через нейлоновую сетку диаметром 
20 мкм, затем образцы подвергали диализу про-
тив буфера с 25 мМ HEPES-KOH (pH 7,8), 100 
мМ KCl, 17% глицерина и 2 мМ DTT. Получен-
ные экстракты концентрировали, используя цен-
трифужное фильтрующее устройство Amicon 
Ultra 30 000 NMWL (Millipore, Германия), и кон-
центрацию белка определяли по методу Брэд-
форда. Экстракты хранили в небольших объемах 
при -80 ° С.

Анализ активности фермента
Стандартная реакционная смесь (20 мкл) со-

держала 5 нМ 32P-меченный дуплексный олиго-
нуклеотидный субстрат и указанное количество 
фермента в оптимизированном фермент-специ-
фическом буфере. Условия анализа расщепления 
для ARP, wARP и APE1 человека варьировали в 
зависимости от исследуемой реакции восстанов-
ления ДНК. Стандартные AП-эндонуклеазный 
анализ проводился при высокой концентрации 
ионов Mg2+ (≥5 мМ) и слегка щелочном значении 
рН («BER условия»): 5 мM MgCl2, 100 мM KCl, 
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20 мM HEPES–KOH (pH 7.6), 0.1 мг•мл–1 BSA, 
0.1 нM APE1 или 1.0 нM ARP, или 5 нM wARP и 5 
нM THF•T или Exo20•RexT, или Exo20THF•RexT, 
или Exo20P•������������������������������   RexT��������������������������    дуплексы. Стандартные ис-
следования NIR-активности выполнялись при 
низкой концентрации Mg2+ (≤1 мМ) и кислом/
нейтральном значений рН (≤7) («NIR условия»): 
5 нМ αdA•T или дуплексы содержащие другое 
повреждение, 0,1 мМ MgCl2, 25 мМ KCl, 20 мМ 
HEPES-KOH (рН 6,8), 0,05 мМ DTT, 0,01% NP-
40, 0,1 мг•мл-1 BSA и либо 0,5 нМ APE1, либо 
5 нМ ARP, или 20 нM wARP. Все анализы про-
водили при 37°С в течение 0-30 минут. Реакции 
останавливали добавлением 10 мкл раствора, 
содержащего 0,5% SDS и 20 мМ ЭДТА, затем 
обессаливали в колонках, заполненном Sephadex 
G25 (Amersham Biosciences), уравновешенном в 
7 М мочевине. Обессоленные продукты реакции 
нагревали при 95°С в течение 3 минут и затем 
разделяли методом электрофореза 20% полиа-
криламидном геле в денатурирующих услови-
ях (7 М мочевина, 0,5×TBE). Гель сканировали 
с использованием Typhoon FLA-9500 Phosphor 
Screen (GE Healthcare, США) и анализировали 
с использованием программы Image Gauge v4.0 
software.

Получение антител к белку ARP и иммуно-
блотинг 

Анти-ARP поликлональное антитела были 
получены против полноразмерного рекомби-
нантного His-меченного ARP белка. Около 1 мг 
очищенного рекомбинантного ARP эмульги-
ровали в равном объеме полным адъювантом 
Фрейнда и вводили подкожно кроликам. Вспо-
могательные инъекции антигена в неполном 
адъюванте Фрейнда проводились каждые две не-
дели. У кролика брали образец крови до первой 
инъекции, а затем через 7 дней после последней 
четвертой инъекции для получения иммунной 
сыворотки. Через неделю после последней инъ-
екции кровь собирали и иммунную сыворотку 
очищали иммуноаффинно посредством набора 
Protein������������������������������������������� ������������������������������������������A����������������������������������������� ����������������������������������������agarose��������������������������������� ��������������������������������Fast���������������������������� ���������������������������Flow����������������������� ����������������������resin����������������� (���������������Sigma����������). В каче-
стве первичных антител использовали очищен-
ное поликлональное антитела к ARP, а в качестве 
вторичных антител – конъюгированный с перок-
сидазой хрена козлиные анти-кроличье иммуно-
глобулины. 

Экстракты растений (12 мкг белка) фракци-
онировали в 10%-ном ДСН-полиакриламидном 
геле и затем белки переносились из полиакри-
ламидного геля на PVDF мембрану (Pierce) 
с использованием Bio-Rad Mini-transblot Cell 
(Bio-Rad, США) в соответствии с инструкциями 

производителя. После переноса белка, мембра-
ну осторожно встряхивали в блокирующем рас-
творе, содержащем 5% молока и 0,1% Tween-20 
в 1х TBS (трис-буферный солевой раствор: 50 
мМ Трис-HCl (pH 7,5), 20 мМ NaCl) в течение 1 
часа при комнатной температуре. После удале-
ния блокирующего раствора мембрану инкуби-
ровали в 10 мл аффинно-очищенном анти-ARP 
поликлональном антителе (разведение 1: 10000 
в блокирующем растворе 0,1% Твин-20) в тече-
ние ночи при 4°С. Мембрану промывали пять 
раз в 10 мл буфере для промывки (1×TBS, 0,1% 
Tween-20) в течение 5 мин, каждый раз. После 
промывки, мембрану инкубировали в 10 мл рас-
творе вторичных антител (разведение 1:20000 
в блокирующем растворе с 0,1% Твин-20) в те-
чение 1 часа при комнатной температуре. Затем 
мембрану промывали пять раз в 10 мл растворе 
для промывки в течение 5 мин каждый раз. Рас-
твор субстрата готовилась путем смешивания 
равного объема раствора пероксида и раствора 
люминала/усилителя. Мембрану инкубировали 
в растворе субстрата в течение 2 мин в темноте 
и белковые полосы проявляли на пленке Kodak 
X-Omat.

Определение чувствительности дикого типа 
и arp–/– мутантных растений к ДНК поврежда-
ющим агентам

Семена Col-0 дикого типа и arp–/– мутантных 
растений высевали на среду MS, содержащей 
1% сахарозы и 1% агара, затем стратифициро-
вали в течение 48 ч при 4°С и проращивали в 
условиях длинного дня при 22°С. Для изучения 
чувствительности дикой и мутантных растений 
к действию ДНК повреждающих агентов в ходе 
прорастания семян, мы инкубировали 6-дневные 
проростки дикого и arp-/- мутантного растения 
в среде, содержащей различные концентрации 
H2O2, MMS и t-BuO2H. Рост растения оценивали 
через 6-7 дней инкубации в условиях нормаль-
ного роста, как описано выше.

Чувствительность семян Col-0 дикого типа и 
arp–/– мутантов к ДНК повреждающим агентам 
также измерялась в условиях непосредственного 
воздействия препаратов. Для этого семена вы-
севали на чашки с 1/2 MS, содержащие 1% са-
харозы и 1% агара с или без 25 ppm MMS или 
18 ppm t-BuO2H или H2O2 (0,1 и 1 мМ), страти-
фицировали в течение 48 часов при 4°C и про-
ращивали в условиях длинного дня при 22°C. 
Влияние агентов, на прорастание семян оцени-
вали путем измерения скорости прорастания на 
среде с 1/2 MS, содержащей MMS, t-BuO2H или 
H2O2. Перед посевом поверхность семян стери-



Вестник. Серия биологическая. №4 (73). 201796

Чувствительность arp–/– мутантных растений Arabidopsis thaliana к генотоксическим агентам

лизовали 70% этанолом в течение 1 мин, затем 
2% гипохлоритом в течение 5 мин и промывали 
пять раз стерильной деионизированной водой. 
Пятьдесят семян из растения дикого типа (C  l-0) 
и arp-/- мутантов были стратифицированы в те-
чение 48 ч при 4°С и выращены в MS среде, со-
держащей 1% сахарозы и 1% агара с или без 25 
ppm MMS, 18 ppm t-BuO2H и 1 мМ H2O2. Рост 
растения оценивали через 17 дней инкубации в 
условиях нормального роста, как описано выше.

Pезультаты исследования и иx обcуждение 

Известно, что A. thaliana с инактивирован-
ными генами arp (arp-/-), не отличаются от рас-
тений дикого типа и, в конечном счете, обеспе-
чивают продукцию существенного количества 
жизнеспособных семян (Ishchenko A.A., 2006: 

2564-69). Чтобы изучить возможную роль ARP 
в BER механизме растений, мы из имеющихся в 
коллекциях инсерционных мутантов арабидоп-
сиса Института Salk выбрали несколько линии 
(SIGnAL database: http://signal.salk.edu/cgi-bin/
tdnaexpress) (Рисунок 1A). Геномную ДНК и 
тотальную РНК от нескольких аrp-/- мутантов 
анализировали с помощью ПЦР и ОТ-ПЦР с 
использованием праймеров специфичных к 
Т-ДНК и гену ARP. В результате были выявле-
ны четыре растения гомозиготные по мутант-
ному гену аrp-/- (Рисунок 1В и С). Вестерн-
блот-анализ общего белка из листьев и корней 
15-дневных проростков из растений дикого 
типа и arp–/– с использованием кроличьих анти-
ARP-поликлональных антител подтвердил от-
сутствие белка ARP у мутантных растений (Ри-
сунок 1D, дорожка 4).

A – Схема гена ARP и место интеграции T-ДНК; 
B – Схема ПЦР геномной ДНК с праймерами специфичных к 

Т-ДНК вставки (BP_salk), промоторному участку гена ARP (RP) и 6–му экзону гена ARP (LP); 
C –RT-PCR с геноспецифическими праймерами (RT и LP); 

D – Иммуноблотинг белковых экстрактов с анти-ARP поликлональными антителами. 

Рисунок 1 – Анализ мутантных по гену ARP линий A. thaliana с Т-ДНК вставкой

Чтобы выяснить роль ARP в репарации АП-
сайта и поврежденных оснований, мы опреде-
лили ДНК-восстанавливающую активность в 

бесклеточных экстрактах гомозиготного аrp-/- 
мутантного растения. В соответствии с преды-
дущими наблюдениями бесклеточные экстрак-
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ты из Arabidopsis дикого типа (WT) эффективно 
расщепляли 30-мерный THF•T-дуплекс (Рисунок 
2, дорожки 4-6). Напротив, экстракты из arp-
/- растений не показали или проявляли очень 
низкую АП-эндонуклеазную активность (до-
рожки 7-9). Следует отметить, что увеличение 
концентрации белка в присутствии двухвалент-
ных катионов приводит к обширной деградации 
ДНК неспецифическими 3’-5’-экзонуклеазами. 
Поэтому для определения NIR активности в рас-
тительных экстрактах мы использовали 10 мМ 
EGTA, хелатирующий агент избирательный для 
ионов Ca2+, для ингибирования неспецифиче-
ской деградации ДНК. Инкубация 30-мерного 
αdA•T-дуплекса с различными концентрациями 
бесклеточных экстрактов из Arabidopsis дикого 
типа привела к устойчивому расщеплению ДНК 
и получению 10- и 9-мерных продуктов расще-
пления (дорожки 12-14).

Интересно, что увеличение количества WT 
экстрактов не привело к увеличивало эффектив-
ность расщепления αdA•T дуплекса, наоборот, 
вместо этого привело к увеличению неспец-
ифической деградации ДНК (дорожка 14). Как и 
ожидалось, экстракты из arp-/- мутантов не про-
являли NIR активность на αdA•T дуплексе (до-
рожки 15-17). Тем не менее, инкубация THF•T и 
αdA•T дуплексов с экстрактами из arp-/- мутан-
тов вызывала генерацию малого количества 10- 
и 9-мерных продуктов расщепления, что может 
быть связано либо с неспецифической 3’→5’ эк-
зонуклеазной активностью или наличием белков 
Ape1L и Ape2. В совокупности эти результаты 
свидетельствуют о том, что ARP является основ-
ной AП- и NIR- эндонуклеазой в A. thaliana.

Рисунок 2 – Характеристика AП- и NIR-активности  
в бесклеточных экстрактах дикого и arp–/–  

мутантных растений A. thaliana

В последующих экспериментах мы опре-
делили ДНК-восстанавливающую активность 
в бесклеточных экстрактах гомозиготного WT, 
arp–/–, ape1L–/– и ape2–/– мутантных растениях. 

Рисунок 3 – Характеристика АП- и NIR активности  
в бесклеточных экстрактах из WT, arp–/–, ape1L–/–  

и ape2–/– мутантных растений A. thaliana

Как видно из рисунка 3, бесклеточные экс-
тракты WT, arp–/–, ape1L–/– и ape2–/– мутантных 
растений проявили АП-эндонуклеазную актив-
ность на 5’-(32P������������������������������)-меченном 30 мерном ���������THF������•�����T���� ду-
плексе (Дорожки 4-7). Интересно отметить, что 
экстракты из arp–/– и ape2–/– мутантных растений 
показали низкую и высокую АП-эндонуклеазную 
активность (дорожки 5 и 7), соответственно, по 
сравнению с экстрактами из WT и ape1L–/– рас-
тений (дорожки 4 и 6). Кроме этого, экстракты 
из arp–/– мутантных растений не показали ак-
тивность на αdA•T дуплексе (дорожка 12), по 
сравнению с другими экстрактами (дорожки 
11, 13-14). Необходимо отметить, что ape2–/– 
экстракт проявлял значительный уровень АП-
эндонуклеазной и NIR активности по сравнению 
с экстрактами из WT растений (дорожки 7 и 14), 
что указывает на возможную компенсационную 
сверх экспрессию ARP в ape2–/– мутантных рас-
тениях. В последующих экспериментах решили 
использовать гомозиготный мутант A. thaliana 
arp-/- для изучения роли ARP в обеспечении 
устойчивости растений к ДНК-повреждающим 
агентам. 

Семена из WT и arp -/- растений высевали 
в агаризованную MС среду, содержащей ДНК-
повреждающие агенты. Как показано на рисунке 
4А и 4С, когда семена выращивали в среде со-
держащей Н2О2, не наблюдалось существенная 
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разница в скоростях прорастания между расте-
ниями дикого типа и arp–/– растениями. Однако 
прорастание arp–/– растений было гораздо более 
чувствительным к MMS и t-BuO2H по сравне-
нию с растениями дикого типа (Рисунок 4B и 
4C). Эти результаты свидетельствуют о том, что 
дефицит ���������������������������������   ARP������������������������������    значительно повышает чувстви-
тельность растений A. thaliana к повреждениям 
ДНК, генерируемым MMS и t-BuO2H, но не к 
тем, которые генерируются Н2О2. 

Агаризованные среды MS содержали разные концентрации 
H2O2 (A), MMS и t-BuO2H (B). 

Эффективность прорастания семян на 17 день (C)

Рисунок 4 – Чувствительность гомозиготного 
arp-/- мутантного растения A. thaliana 

к действию H2O2, MMS и t-BuO2H

Для изучения чувствительности мутантных 
растений к повреждению ДНК в ходе прорас-
тания семян, мы инкубировали 6-дневные про-
ростки дикого и arp-/- мутантного растения в 
среде, содержащей различные концентрации 
H2O2, MMS и t-BuO2H. Через 5-6 дней в среде с 
возрастающей концентрацией H2O2 не наблюда-
лось существенная разница в чувствительности 
к повреждению ДНК, вызванному H2O2, между 
растениями дикого типа и мутантом (Рисунок 5), 
хотя оба показали умеренное ингибирование ро-
ста при максимальной дозе H2O2 (5 мМ). 

Рисунок 5 – Чувствительность гомозиготного 
arp-/- мутантного растения A. thaliana 

к действию H2O2, MMS и t-BuO2H

С другой стороны, растения дикого типа 
и arp-/- растения проявили дифференциаль-
ную чувствительность к MMS и t-BuO2H, при 
этом мутантные растения накаутные по АП-
эндонуклеазе были значительно более чувстви-
тельными, чем растения дикого типа в указанном 
диапазоне концентрации ДНК-повреждающих 
агентов: 25-150 ppm для MMS и 18-54 ppm для 
t-BuO2H (Рисунок 5). 

Заключение

В данной работе мы исследовали роль ARP 
в обеспечении устойчивости растений к дей-
ствию генотоксических агентов. Мы показали, 
что гомозиготный arp–/– мутант более чувстви-
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телен к воздействию MMS и t-BuO2H, но не к 
H2O2, по сравнению с растениями дикого типа, 
что указывает на то, что ARP-катализируемая 
NIR активность требуется для репарации AП-
сайтов, генерируемых экзогенными факторами 
и специфическими окисидативными поврежде-
ниями ДНК, индуцированными t-BuO2H в усло-
виях in vivo. В этом отношении ARP напоминает 
бактериальную AP-эндонуклеазу Nfo, делеция 
которой также придает дифференциальную чув-
ствительность мутантным по гену Nfo E. coli к 
ДНК-повреждающим агентам (Ishchenko A.A., 
2006: 2564-69). Мы можем предположить, что 
ARP может индуцироваться в ответ на повреж-
дение ДНК, вызванное экзогенными факторами. 
Так как NIR-дефицитные клетки чувствительны 
к воздействию t-BuO2H, но не к H2O2, можно 
предположить, что органический гидроперок-
сид индуцирует специфические типы повреж-
дения ДНК, которые удаляются по NIR механиз-
му. При восстановлении t-BuO2H переходными 
металлами образуются алкоксильные радикалы 
(CH3)3CO•, которые, в свою очередь, иницииру-
ют перекисное окисление липидов (LPO). Инте-
ресно, что в отличие от H2O2, t-BuO2H продуци-
рует одноцепочечные разрывы ДНК в интактных 
клетках, но не в лизированных клетках, что ука-
зывает на то, что реакция с мембранными липи-
дами участвует в формировании разрыва цепи 
ДНК. Действительно, высвобождение малоно-
вого диальдегида, продукта LPO, было обнару-
жено в клетках, инкубированных с t-BuO2H, но 
не с H2O2 (Baker M.A., 1991: 563-72). Реактивные 
альдегиды, образуемые из LPO, генерируют мно-
жество высокотоксичных экзоциклических ад-
дуктов ДНК (Gros L., 2003: 219-29). Кроме того, 
распад t-BuO2H приводит к образованию трет-
бутоксильных и углеродсодержащих метильных 
радикалов. Последний радикал может атаковать 

ДНК и продуцировать 8-метилгуанин (8meG) 
(Hix S., 1995:293-301). Остатки 8meG могут быть 
обнаружены in vivo в ДНК, выделенной из пече-
ни и желудка крыс, обработанных t-BuO2H (Hix 
S., 2000: P. 1056-4). E.coli 3-метиладенин ДНК-
гликозилаза AlkA вырезает 8meG из дуплексной 
ДНК с высокой эффективностью из пар с аде-
нином или тимином, но делает это очень плохо, 
когда 8meG находится в естественном контексте 
против цитозина (Gasparutto D., 2002: 437-47). В 
клетках млекопитающих обнаружена активность 
8meG-ДНК гликозилазы, что свидетельствует о 
существовании альтернативных путей восста-
новления t-BuO2H индуцированных поражений 
ДНК. Исходя из этих наблюдений, мы выдвигаем 
гипотезу о том, что повреждения ДНК, образу-
ющиеся органическим пероксидом в растениях, 
являются субстратами для ARP-катализируемого 
NIR-пути.

Ранее было показано, что АП-эндонуклеаза 
инициированный NIR механизм работает со-
вместно с BER механизмом в репарации ге-
номной ДНК от потенциально мутагенных и 
летальных повреждений (Ishchenko A.A., 2006: 
2564-69). В настоящем исследовании мы показа-
ли, что NIR функция сохраняется у двудольных 
растений, которые содержат гены кодирующие 
гомологи ARP белка. Биохимические и генети-
ческие данные показывают, что NIR механизм 
является универсальным и сохраняется у всех 
эукариот, включая дрожжи, нематоды, млеко-
питающие и цветковые растения. В заключение 
мы предполагаем, что катализируемый АП-
эндонуклеазой NIR-механизм играет существен-
ную роль в поддержании целостности генома, 
несмотря на наличие множества универсальных 
ДНК гликозилаз, которые способны устранить 
широкий спектр поврежденных оснований ДНК. 
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БИОХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ БИОМАССЫ РАЧКА ARTHEMIA SP.  
И ЕГО ЦИСТ ИЗ ПОПУЛЯЦИЙ  

НЕКОТОРЫХ СОЛЯНЫХ ОЗЕР ПАВЛОДАРСКОЙ ОБЛАСТИ

В последние годы увеличился спрос на ценный биоресурс гипергалинных водоемов 
Казахстана – цисты и рачки Artemia sp., как незаменимом стартовом корме для большинства видов 
рыб, морских ракообразных, сельскохозяйственных животных. Биомасса артемии отличается 
высоким содержанием белка со значительным уровнем незаменимых аминокислот, гормонов, 
каротиноидов, витаминов, ценных жирных кислот. Артемия отличается исключительно быстрым 
ростом, ускоренным половым созреванием и высокой плодовитостью, что имеет большое 
значение для поддержания численности популяции. В силу этих причин артемия является 
ценным источником белка в кормопроизводстве. Ценность артемии, используемой в качестве 
корма, зависит от ее биохимического состава, на который влияют такие факторы окружающей 
среды, как температура, концентрация солей, содержание кислорода и др. В связи с этим 
разные популяции из различных природных источников отличаются по составу и имеют разную 
кормовую ценность.

В статье рассмотрен биохимический состав биомассы рачка и цист из популяций артемии 
Arthemia sр., отобранных из 12 соляных озер Павлодарской области Казахстана. Установлено, 
что исследованные объекты отличались высоким содержанием белка (в среднем 42,38 г%), 
свободных аминокислот (в среднем 114,34 мг%), липидов (в среднем 37,69 г%), при этом 
содержание общих жиров в цистах оказалось ниже, чем в рачках в 4,7 раза; среднее значение 
массовой доли глюкозы в рачках артемии исследованных популяций не превышал 2,5 г%; цисты 
содержали не более 1 г% общих углеводов; содержание гликогена в цистах и рачках артемии 
оказалось примерно одинаковым. Имели место сезонные колебания в содержании сухого 
вещества, свободных аминокислот, общих липидов, общих углеводов и гликогена в рачках 
изученных популяций.

Ключевые слова: артемия, Artemia sp., белки, жиры, углеводы.
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Biochemical analysis of biomass and cysts of brine shrimp Artemia sp.  
from some salt lakes of the Pavlodar area populations

In recent years increased the demand for valuable resources of hyperhaline water bodies of Kazakh-
stan – cysts and the brine shrimp Artemia sp. as an indispensable starter feed for most species of fish, 
marine crustaceans, farm animals. Brine shrimp biomass has high protein content with a significant level 
of essential amino acids, hormones, carotenoids, vitamins, valuable fatty acids. Artemia is characterized 
by extremely rapid growth, accelerated puberty and high fertility, which is important for maintaining the 
population. For these reasons, Artemia is a valuable source of protein in feed production. Value of brine 
shrimp used as feed depends on its biochemical composition, which is influenced by such environmen-
tal factors as temperature, salt concentration, oxygen content etc. In this regard, different populations 
from different natural sources vary in composition and have different feeding value.

The article considers the biochemical composition of the biomass and cysts of brine shrimp selected 
from 12 salt lakes of Pavlodar region of Kazakhstan. It is established that the investigated objects were 
characterized by high protein content (average of 42.38 g%), free amino acids (average 114,34 mg%), 
lipids (average of 37.69 g%), while the content of total fats in the cysts was lower than in the crustaceans 
4.7 times; the average value of the mass fraction of glucose in Artemia populations did not exceed 2.5 
g%; the cysts contained more than 1 g% total carbohydrates; glycogen content in cysts and biomass 
were approximately equal. There were seasonal fluctuations in the content of dry matter, free amino 
acids, common lipids, common carbohydrates and glycogen in the biomass of the studied populations.

Key words: brine shrimp, Artemia sp., proteins, lipids, carbohydrates.
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Павлодар облысының кейбір тұзды көлдеріндегі Arthemia sp. популяциясы 
шаяндарының биомассасы мен цисталарының биохимиялық анализі

Соңғы жылдары Қазақстанның гипергаллинді су қоймаларының құнды биоресурсы – Arte-
mia sp. шаяны мен оның цисталарына деген сұраныс артты, себебі олар балықтардың көптеген 
түрлері мен теңіз шаянтәрізділері, сонымен қатар ауыл шаруашылық жануарлары үшін 
таптырмайтын бастапқы жем саналады. Белоктардың жоғары мөлшері, сонымен қатар құрамында 
алмастырылмайтын амин қышқылдарының, гормондар мен каротиноидтардың, витаминдер 
мен құнды май қышқылдары деңгейінің айтарлықтай жоғары болуы артемия биомассасының 
басты ерекшелігі. Артемия жоғары өсу жылдамдығымен, жыныстық жағынан ерте жетілуімен 
және жоғары өcімталдылығымен ерекшеленеді, бұл олардың популяциясындағы даралар санын 
қалыпты ұстауына қолайлы әсерін тигізеді. Жоғарыда аталған қасиеттеріне байланысты артемия 
жем өндірісінде белоктың қайнар көзі саналады. Жем ретінде қолданылатын артемияның 
құндылығы оның биохимиялық құрамына тәуелді. Оны қалыптастыруға судың температурасы мен 
тұздылығы, оттегінің мөлшері және т.б. әсер етеді. Осыған байланысты түрлі табиғи көздерден 
алынған артемия популяцияларының құрамы да әртүрлі, демек олардың азықтық құндылығы да 
өзара ерекшеленеді.

Мақалада Павлодар облысының 12 тұзды көлінен алынған артемия Arthemia sр. 
популяциясының шаяндары мен цисталарының биохимиялық құрамы келтірілген. Зерттелген 
үлгілер белоктар (орташа есеппен, 42,38 г%) мен бос аминқышқылдарының (орташа есеппен, 
114,34 мг%), сондай-ақ липидтердің (орташа есеппен, 37,69 г%) жоғары мөлшерімен ерекшеленді, 
ескере кететін жайт, шаяндармен салыстырғанда олардың цисталарындағы жалпы липидтердің 
мөлшері 4,7 есе төмен; сонымен қатар артемия шаяндарындағы глюкозаның массалық үлесі 
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2,5 г%, ал цисталарындағы жалпы көмірсулардың мөлшері 1 г% деңгейінен аспайтындығы; 
гликогеннің мөлшері артемия шаяндары мен олардың цисталарында шамалас мәнде болатындығы 
анықталды. Зерттеуге алынған популяциялардағы шаяндар мен цисталардың құрамындағы құрғақ 
заттардың, бос амин қышқылдарының, жалпы липидтердің, сонымен қатар жалпы көмірсулар 
мен гликогеннің мөлшерлерінде маусымдық өзгерістердің орын алатындығы белгілі болды.

Түйін сөздер: шаян, Arthemia ѕр., белоктар, майлар, көмірсулар.

Введение 

Спрос на качественные корма для аквакуль-
туры увеличивается с каждым годом (Prasath 
E����������������������������������������������.���������������������������������������������B��������������������������������������������., 1994: 204). Как правило, предпочтение от-
дается живым кормам, т.к. они легко усваивают-
ся и не влияют на качество воды (Munuswamy 
N���������������������������������������������., 1997: 199). К ним относятся три группы ор-
ганизмов: фитопланктон, а именно микрово-
доросли (размером 2-20 мкм), и зоопланктон – 
коловратки (50-200 мкм) и артемия Artemia sp. 
(200 – 300μm) (Annon S.E., 2000: 142). Артемия 
используется при культивировании более 85% 
всех морских видов (Velu C.S., 2003: 967). К 
преимуществам артемии как стартового корма 
можно отнести высокую питательную ценность, 
устойчивость к действию стресс-факторов окру-
жающей среды (Ясюченя Т.Л., 2004: 197). Воз-
растающий интерес к артемии обусловлен высо-
ким содержанием белка, значительным уровнем 
незаменимых аминокислот, гормонов, каротино-
идов, витаминов, ценных жирных кислот в ци-
стах и рачках. 

Известно, что при оценке кормовой ценно-
сти рачка особое значение имеют липиды, ко-
торые используются в качестве пластического 
и энергетического материала у культивируемых 
организмов. В цистах артемии содержится зна-
чительное количество липидов, однако их каче-
ственный состав неодинаков (Munuswamy N., 
1997: 202). 

Ценность артемии, используемой в качестве 
корма, зависит от ее биохимического состава, 
на который влияют такие факторы окружающей 
среды, как температура, концентрация солей, со-
держание кислорода и др. В связи с этим разные 
популяции из различных природных источников 
отличаются по составу и имеют разную кормо-
вую ценность. 

Целью исследования являлось проведение 
сравнительной оценки некоторых биохимиче-
ских показателей рачков и цист популяций арте-
мии Arthemia sр., отобранных из 12 соляных озер 
Павлодарской области. Результаты исследова-
ний позволят эффективнее использовать био-
логические ресурсы ультрагалинных водоемов 

Республики Казахстан при создании высоко-
качественных кормов для аквакультуры. Кроме 
того, полученные данные могут использоваться 
в качестве хемотаксономических маркеров для 
видовой и популяционной классификации.

Материалы и методы исследования 

Объектом исследований служили рачки и 
цисты артемии Arthemia sр., отобранные из 12 
озер Павлодарской области, собранные в летний 
период 2015 года. Для анализа использовались 
рачки, зафиксированные в 96% этаноле в соот-
ношении 1:2, и цисты, высушенные по стандарт-
ной методике (Ясюченя Т.Л., 2004: 197). 

В качестве биохимических показателей ис-
пользовались следующие параметры: содержа-
ние сухого вещества, золы, общего белка (без 
минерализации), свободных аминокислот, об-
щих липидов, общих углеводов и гликогена. 
Сухое вещество определяли гравиметрическим 
методом после сушки при 105°С, золу при 500°С 
(Антипова Л.В., 2001: 162). Содержание белка 
определяли биуретовым методом без минера-
лизации проб в щелочном экстракте. Оптиче-
скую плотность растворов измеряли при длине 
волны 546 нм. Расчет вели по калибровочному 
графику, в качестве стандарта использовали бы-
чий сывороточный альбумин (PAA Laboratories, 
Австрия). Количественное определение свобод-
ных аминокислот проводили на безбелковом 
экстракте нингидриновым методом (Manual of 
research methods for Crustacean biochemistry and 
physiology / ed. by M.H. Ravindranath, 1981: 36). 
Количественное определение глюкозы проводи-
ли в вытяжке по методу Бертрана (Практикум по 
биохимии /Под ред. С.Е. Северина и др., 1989: 
206). При определении содержания гликогена 
использовали антроновый реактив. Оптическую 
плотность растворов измеряли при длине волны 
620 нм. Расчет вели по калибровочному графи-
ку, в качестве стандарта использовали глюкозу. 
Найденное количество глюкозы умножали на 
коэффициент 0,9, т.к. молекулярный вес глюкоз-
ного остатка в гликогене равен 162, а молекуляр-
ный вес глюкозы – 180. Массовую долю липидов 
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определяли экстракционно-весовым методом, 
используя бинарную смесь: хлороформ-этанол 
(2:1) (ГОСТ 7686-35, 1985).

Результаты исследования и их обсуждение

Содержание органического вещества в 
рачках артемии из различных популяций. Вода 
вместе с растворенными в ней органическими 
и минеральными веществами составляют сре-
ду, в которой осуществляются биохимические 
процессы, обеспечивающие жизнедеятельность 
организма. Являясь универсальным раствори-
телем для многих соединений и транспортируя 
их, вода обеспечивает связь всех органов и си-
стем. Значительная ее часть связана, главным 
образом, с белками, обеспечивая поддержание 
структуры молекул белков и их устойчивость в 
коллоидном растворе. Кроме того, вода связана 
с волокнистыми образованиями межклеточно-
го пространства и с клеточными мембранами, 
свободная вода входит в состав биологических 
жидкостей. 

Таким образом, определение массовой доли 
влаги, содержание органического вещества яв-

ляются важными биохимическими показателя-
ми при сравнительной оценке особей из различ-
ных популяций артемии.

В таблице 2 представлены результаты опре-
деления массовой доли влаги, сухих, зольных и 
органических веществ в рачки артемии из раз-
личных популяций.

Отмечены сезонные колебания анализиро-
ванных показателей для рачков артемии из раз-
личных популяций Павлодарской области. К 
примеру, повысилась доля сухих веществ, так 
данное значение для рачков артемии из популя-
ции озера Ащытакыр возросло с 18,79 до 36,44 
%. Аналогичная тенденция наблюдалась и в 
изменении массовой доли зольных веществ, в 
среднем с 31,57 до 36,27 %. 

Таким образом, установлено, что пробы ар-
темии из Павлодарской области оказались бога-
че проб из Большого Аральского моря органи-
ческими и минеральными веществами, массовая 
доля сухих веществ составила для первых 21,92 
%, а для вторых 19,22 %. Колебания исследован-
ных показателей можно отнести за счет индиви-
дуальных изменений, а также разницы в услови-
ях обитания.

Таблица 1 – Влияние сезонных колебаний на массовую долю влаги, сухих, зольных и органических веществ в рачках арте-
мии из различных популяций

№ пробы
Массовая доля влаги, 

%
Массовая доля сухих 

веществ, %
Массовая доля 

зольных веществ, %

Массовая доля 
органических 

веществ, %

июнь август июнь август июнь август июнь август

озеро Калатуз 79,95 68,66 20,05 31,34 7,20 19,83 12,85 11,51

озеро Казы 74,04 70,60 25,96 29,40 15,89 17,12 10,07 12,28

озеро Жамантуз 71,54 67,38 28,46 32,62 14,06 21,88 14,41 10,74

озеро Борлы 76,95 67,04 23,05 32,96 8,91 12,83 14,14 20,13

озеро Шарбакты 82,28 70,74 17,72 29,26 8,19 12,45 9,53 16,81

озеро Теренколь 80,21 69,78 19,79 30,22 9,71 17,83 10,08 12,40

озеро Айдарша 73,49 76,94 26,51 23,06 16,26 15,67 10,25 7,39

озеро Сеитен 80,43 73,11 19,57 26,89 6,78 10,23 12,78 16,66

озеро Маралды 81,42 66,14 18,58 33,86 7,51 16,24 11,07 17,62

озеро Бура 79,45 69,79 20,55 30,21 7,70 21,64 12,85 8,57

озеро Ащытакыр 81,21 63,56 18,79 36,44 7,08 15,92 11,71 20,52

озеро Моилды 75,99 64,98 24,01 35,02 9,81 30,47 14,21 4,55
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Характеристика биохимического состава 
рачков и цист артемии из различных популяций. 
Ценность артемии, используемой в качестве кор-
ма для рыб, крабов и креветок, выращиваемых в 
искусственных условиях аква- и марикультуры, 
зависит от ее химического состава. В таблице 3 
представлены результаты исследования массовой 
доли белка в рачках и цистах артемии из различ-
ных популяций, рассчитанной на 100 г сухого веса.  

Сравнительная оценка среднего содержа-
ния белка в 100 г сухой массы рачка 12 попу-

ляций из Павлодарской области показал, что 
наиболее богаты протеинами оказались об-
разцы из 4 популяций Шарбактинского района 
(пробы №8-11, 50,38 г%), наименьшим содер-
жанием отличалась проба Павлодарского рай-
она (проба №12, 29,77±0,6 г%). Рачки попу-
ляций Лебяжинского района содержали 39,62 
г% белка. Среднее содержание белка в цистах 
12 популяций рачка из различных озер Павло-
дарской области равнялось 42,59 г/100 г сухой 
массы цист.

Таблица 2 – Массовая доля белка в рачках и цистах артемии из различных популяций в 100 г сухого веса

№ пробы

Концентрация белка в 100 г сухой биомассы, г%

рачки цисты

июнь август июнь

озеро Калатуз 48,52±0,96 50,70±0,55 35,13±0,18

озеро Казы 13,72±0,45 35,72±0,73 50,06±0,46

озеро Жамантуз 48,00±0,27 30,88±0,67 40,74±0,18

озеро Борлы 37,31±0,06 42,55±0,24 53,77±1,37

озеро Шарбакты 81,60±0,31 51,17±0,91 26,80±0,36

озеро Теренколь 39,62±0,17 41,69±0,55 40,84±0,92

озеро Айдарша 8,55±0,16 23,60±0,06 63,08±1,00

озеро Сеитен 57,95±0,2 67,09±1,97 58,38±0,96

озеро Маралды 38,20±0,55 58,81±0,67 37,03±0,09

озеро Бура 44,88±0,16 21,61±0,18 43,56±0,09

озеро Ащытакыр 60,49±0,08 30,61±0,67 25,63±0,99

озеро Моилды 29,77±0,6 27,30±0,24 36,00±0,36

озеро Калатуз 16,98±0,54 - -

озеро Казы 14,79±0,42 - -

Установлено, что в рачках из популяций 
Большого Аральского моря (заливы Черныше-
ва и Тущыбас) концентрация белка колебалась 
в пределах 2,8 и 3,3 г/100 г сырой массы, в то 
время как данные по 12 популяциям рачка из 
различных озер Павлодарской области варьи-
ровал в интервале от 2,27 до 14,46 г/100 г сырой 
массы. Отмечено влияние сезонных колебаний 
на содержании белков в рачках популяций Пав-
лодарской области. В начале лета концентра-

ция белков колебалась от 2,27 до 14,46 г/100 г 
сырой массы, то к концу уже составляла 5,44-
26,11 г/100 г сырой массы. Среднее содержание 
белка в цистах 12 популяций артемии из раз-
личных озер Павлодарской области равнялось 
34,09 г/100 г сухо-воздушной массы цист (ри-
сунок 1).

Данные по содержанию свободных амино-
кислот в цистах и рачках различных популяций 
артемии представлены в таблице 4. 
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Таблица 4 – Содержание свободных аминокислот в рачках и цистах артемии из различных популяций в 100 г сухого веса

№ пробы

Количество свободных аминокислот на 100 г сухого веса, мг

рачки цисты

июнь, 2015 г. август, 2015 г. июнь, 2015 г.

озеро Калатуз 103,08±1,45 197,98±1,26 149,01±1,36

озеро Казы 33,38±1,22 158,86±1,7 104,13±0,97

озеро Жамантуз 135,86±1,3 47,03±0,21 186,07±1,21

озеро Борлы 75,20±0,73 24,31±0,19 50,72±0,32

озеро Шарбакты 285,93±1,91 44,86±0,14 65,49±0,41

озеро Теренколь 72,43±3,32 165,55±1,28 23,10±0,09

озеро Айдарша 51,55±1,46 227,67±1,96 74,77±0,44

озеро Сеитен 226,54±3,37 123,61±0,34 95,53±0,73

озеро Маралды 130,97±1,22 202,87±1,26 49,50±0,29

озеро Бура 85,97±0,73 47,40±0,17 115,71±1,11

озеро Ащытакыр 97,57±1,18 241,84±1,41 39,48±0,28

озеро Моилды 73,58±0,21 16,55±0,9 39,49±0,13

озеро Калатуз 70,34±0,78 - -

озеро Казы 115,73±1,02 - -

Рисунок 1 – Сезонная динамика содержания белка в рачках артемии из различных популяций  
в расчете на 100 г сырой биомассы

Для некоторых популяций также можно от-
метить влияние сезона на количество свободных 
аминокислот, так, для популяции артемии с озе-
ра Калатуз исследованное значение возросло с 
103,08±1,45до 197,98±1,26 мг/100 г сухой массы. 
Среднее содержание свободных аминокислот в 
цистах 12 популяций рачка из различных озер 

Павлодарской области равнялось 68,06 мг/100 г 
сухих цист.

Таким образом, рачки и цисты артемии из 
различных популяций Павлодарской области 
отличались высоким содержанием белка (в 
среднем 42,38 г%) и свободных аминокислот (в 
среднем 114,34 мг%). 
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Rasawo и Radull (1986: 126) в своих исследо-
ваниях также пришли к заключению, что Artemia 
является богатым белковым источником (40%), 
причем его аминокислотный состав обуславли-
вает пищевую ценность рачка. Ряд авторов ис-
следовали содержание свободных аминокислот 
в зависимости от стадии развития рачка, отмечая 
стабильное повышение их концентрации в ре-
зультате автолитического протеолиза (�������Vasude-
van S., 2012: 10; Gulbrandsen J., 2009: 112). 

Известно, что при оценке кормовой ценно-
сти рачка особое значение имеют липиды, ко-

торые используются в качестве пластического 
и энергетического материала у культивируемых 
организмов. Различные источники описывают 
первостепенное значение липидов для текущих 
метаболических процессов в качестве энергети-
ческого резерва, играющих важную роль в био-
химических реакциях при выходе организма из 
состояния гидробиоза (Womersley C., 1981: 671).

На рисунках 2 и 3 представлены результаты 
определения содержания общих липидов в рач-
ках и цистах артемии из популяций Павлодар-
ской области.

Рисунок 2 – Содержание общих липидов в рачках артемии из различных популяций 

Рисунок 3 – Содержание общих липидов в цистах артемии из различных популяций

Из рисунка 2 видно, что высокое содержа-
ние общих липидов в рачках характерно для 7 
популяций Лебяжинского района (пробы №1-7, 
среднее 41,38 г%), наименьшим содержанием 
отличалась проба Павлодарского района (про-
ба №12, 21,69±0,13 г%). Рачки популяций Шар-
бактинского района содержали 35,26 г% общих 

жиров. Среднее содержание общих липидов 
в цистах 12 популяций артемии из различных 
озер Павлодарской области равнялось 7,98 
г/100 г сухой массы цист. Отмечено влияние 
сезонных колебаний на содержании липидов в 
рачках анализированных популяций Павлодар-
ской области, так, в июне концентрация общих 
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липидов колебалась от 21,60±0,12 (популяция 
оз. Моилды) до 62,32 г/100 г сухой массы (оз. 
Казы), при этом среднее значение равнялось 
37,69 г/100 г сухой массы, к концу августа уже 
составляла 15,88±0,09 – 21,12±0,14 г/100 г су-
хой массы. Среднее содержание жиров в ци-
стах 12 популяций артемии из различных озер 
Павлодарской области равнялось 7,98 г/100 г 
сухих цист.

Таким образом, рачки 12 популяций соляных 
озер Павлодарской области отличались высоким 
содержанием липидов, в среднем значение со-
ставило 37,69 г%. Среднее содержание общих 
жиров в цистах павлодарских популяций оказа-
лось ниже, чем в рачках в 4,7 раза.

Углеводы используются как первичный ис-
точник энергии для метаболических реакций 

при выклеве рачка (Whyte J.N.C., 1989: 335). 
На рисунках 4 и 5 представлены данные с 

массовой долей глюкозы в рачках и цистах арте-
мии из различных популяций соляных озер Пав-
лодарской области. 

Среднее значение массовой доли глюкозы в 
рачках артемии двух заливов Большого Араль-
ского моря равнялось 2,30 г/100 г сухой массы, 
данный показатель для популяций из различных 
озер Павлодарской области составил 2,06 г/100 г 
сырой массы. С течением времени концентрация 
глюкозы в исследованных пробах Павлодарской 
области снизилась в среднем до 0,66 г/100 г су-
хой массы. Среднее содержание глюкозы в ци-
стах 12 популяций рачка из различных озер Пав-
лодарской области равнялось 6,50 г/100 г сухого 
веса.

Рисунок 4 – Содержание общих углеводов в рачках артемии из различных популяций

Рисунок 5 – Содержание общих углеводов в цистах артемии из различных популяций
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Результаты определения гликогена в рачках 
артемии из различных популяций представлены 
в таблице 5. Сравнительная оценка среднего со-
держания гликогена в 100 г сухой массы рачка 
12 популяций из Павлодарской области показал, 
что наиболее богаты полисахаридом оказались 
образцы из 7 популяций Лебяжинского района 
(пробы №1-7, 18,33 мг%), пробы Шарбактинско-
го и Павлодарского района содержали примерно 

одинаковое количество, 17,39 и 16,24 мг%, со-
ответственно. Рачки морских популяций содер-
жали в среднем 22,85 мг% гликогена. Среднее 
содержание данного полисахарида в цистах 12 
популяций рачка из различных озер Павлодар-
ской области равнялось 16,71 мг/100 г сухой 
массы цист. С течением времени концентрация 
гликогена в рачках павлодарских популяций 
снижалась в среднем в 2,4 раза.

Таблица 5 – Количество гликогена (мг%) в рачках и цистах артемии из различных популяций

№ пробы

Содержание гликогена на 100 г сухого веса, мг

рачки цисты

июнь, 2015 г. август, 2015 г. июнь, 2015 г.

озеро Калатуз 15,52±0,21 14,05±0,24 11,12±0,12

озеро Казы 25,03±0,69 8,35±0,03 23,74±0,96

озеро Жамантуз 20,06±0,16 6,26±0,3 21,38±0,87

озеро Борлы 15,80±0,12 2,55±0,02 13,75±0,02

озеро Шарбакты 25,88±0,18 11,93±0,09 19,18±0,11

озеро Теренколь 20,14±0,13 3,52±0,12 22,07±0,03

озеро Айдарша 5,92±0,2 7,07±0,13 4,01±0,01

озеро Сеитен 18,66±0,12 11,09±0,55 19,94±0,17

озеро Маралды 10,61±0,14 3,24±0,01 9,33±0,05

озеро Бура 25,15±0,19 7,99±0,21 25,15±0,15

озеро Ащытакыр 15,14±0,17 5,20±0,37 15,71±0,1

озеро Моилды 16,24±0,13 9,41±0,36 15,12±0,03

Clegg и Conte провели качественный анализ 
углеводов, выделенных из цист Artemia, и уста-
новили, что 98% составляет дисахарид трегало-
за, причем его содержание снижалось в процессе 
выклева (Clegg J.S., 1980: 26). Кроме того, Clegg 
и �����������������������������������������    Campagna���������������������������������     предполагают, что трегалоза обе-
спечивает устойчивость клеток животных к обе-
звоживанию (Clegg J.S., 2006: 121). 

Таким образом, среднее значение массовой 
доли глюкозы в рачках артемии исследован-
ных популяций не превышал 2,5 г%; цисты из 
популяций Павлодарской области содержали 
не более 1 г% общих углеводов; содержание 
гликогена в цистах и рачках артемии павло-
дарских популяций оказалось примерно оди-
наковым. 

В заключение, можно отметить, что рачки 
и цисты артемии из различных популяций Пав-
лодарской области отличались высоким содер-
жанием белка (в среднем 42,38 г%), свободных 
аминокислот (в среднем 114,34 мг%), липидов (в 
среднем 37,69 г%), при этом содержание общих 
жиров в цистах оказалось ниже, чем в рачках в 
4,7 раза. Среднее значение массовой доли глюко-
зы в рачках артемии исследованных популяций 
не превышал 2,5 г%; цисты содержали не более 
1 г% общих углеводов; содержание гликогена 
в цистах и рачках артемии оказалось примерно 
одинаковым. Имели место сезонные колебания в 
содержании сухого вещества, свободных амино-
кислот, общих липидов, общих углеводов и гли-
когена в рачках изученных популяций.
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ФИЗИКАЛЫҚ ЖҮКТЕМЕГЕ ДЕЙІНГІ ЖӘНЕ  
КЕЙІНГІ АДАМДАРДЫҢ КАРДИОИНТЕРВАЛ  

ТЕРБЕЛІМДЕРІ МЕН ПУЛЬСТЕРІНІҢ ТӘУЛІКТІК ДИНАМИКАСЫНЫҢ 
ЭНТРОПИЯЛЫҚ КӨРСЕТКІШТЕРІН ЗЕРТТЕУ

Физикалық жүктемеге дейінгі және физикалық жүктемеден кейінгі жас адамдардың 
кардиоинтервалдарының тербелімдері мен пульстерінің орта мәндерінің тәуліктік (циркадианды) 
динамикасының ерекшеліктері алғаш рет осы жұмыста анықталып, талданды. Физикалық 
жүктемеден кейін жүрек жиырылу жылдамдығының көлемі статистикалық маңызы бар көлемге 
дейін жоғарылады (Р≤0,05). Сонымен, физикалық жүктемеге дейін пульстің көрсеткіштері 69,7±3,9 
соққы/мин-тан 77,5±5,5 соққы/мин-қа, ал физикалық жүктемеден кейін 101,7±6,5 соққы/мин-
тан 110,1±6,0 соққы/мин-қа дейін өзгерді. Кардиоинтервал тербелімінің көлемі физикалық 
жүктемеге дейін 0,127±0,09 сек-тан 0,127±0,09 сек-қа дейін өзгерді, ал физикалық жүктемеден 
кейін 0,087±0,01 сек-тан 0,111±0,08 сек-қа дейін өзгерді. Кардиоинтервал көлемі физикалық 
жүктемеге дейінгіге қарағанда, физикалық жүктемеден кейін төмендігі анықталды. Физикалық 
жүктемеге дейін және кейін жас адамдардың пульстерінің орта мәндерінің тәуліктік динамикасы 
мен кардиоинтервал тербелімдерінің мәндерінің энтропиясы алғаш рет есептелінді. Сонымен, 
пульстің энтропиясының көлемі физикалық жүктемеге дейін – 0,6165, физикалық жүктемеден кейін 
– 0,6668 тең, ал кардиоинтервал тербелімдерінің көлемі физикалық жүктемеге дейін – 0,5749, ал 
физикалық жүктемеден кейін – 0,5432. Пульстің тәуліктік динамикасының көрсеткіштері физикалық 
жүктемеден кейін жоғарылайды, ал кардиоинтервал тербелімі, керісінше азаяды.

Түйін сөздер: адам, тәуліктік (циркадианды ритмдер), пульс, кардиоинтервал тербелімі, 
физикалық жүктеме, энтропия.
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The research of entropy characteristics of circadian dynamics with pulse  
and motion of rr interval from peoples before and after physical load

First, the features of circadian dynamics of mean value with pulse and motion of RR interval have 
been formed and analyzed from young people before and after physical load. It is indicated that sizes of 
heart rates after physical load increased with respect of norm to statistically authentic value (P ≤0,05). 
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Физикалық жүктемеге дейінгі және кейінгі адамдардың кардиоинтервал тербелімдері ...

Thus, the characteristics of pulse are varied from 69,7 ±3,9 beats per minute up to 77,5±5,5 beats per 
minute before physical load, and after physical load they are varied from 101,7±6,4 beats per minute 
up to 110,1±6,0 beats per minute. The value of motion of RR interval before physical load are varied 
from 0,127±0,09 sec up to 0,147±0,12 sec and after physical load they are varied from 0,087±0,01 
sec up to 0,111±0,08 sec. It is discovered that the values of motion of RR interval after physical load are 
lower than before physical load. So, the values of pulse entropy before physical load are equal to 0,6165 
and after physical load to 0,6668 and the value of motion of RR interval before physical load is equal to 
0,5749 and after load equal to 0,5432. The entropy characteristics of circadian dynamics with pulse after 
physical load grows and motion of RR interval reduces alternatively. 

Key words: man, circadian rhythms, pulse, motion of RR interval, physical load, entropy.
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Исследование энтропийных показателей суточной динамики пульса и  
размаха кардиоинтервала у людей до и после физической нагрузки

Впервые установлены и проанализированы особенности суточной (циркадианной) динамики 
средних значений пульса и размаха кардиоинтервала у молодых людей до и после физической 
нагрузки. Показано, что величины частоты сердечных сокращений после физической нагрузки 
повышаются относительно нормы на статически достоверную величину (Р≤ 0,05). Так, до 
физической нагрузки показатели пульса варьируют от 69,7±3,9 уд/мин до 77,5±5,5 уд/мин, а 
после физической нагрузки колеблются от 101,7±6,4 уд/мин до 110,1±6,0 уд/мин. Величины 
размаха кардиоинтервала до физической нагрузки варьируют от 0,127±0,09 сек до 0,147±0,12 
сек, а после физической нагрузки колеблются от 0,087±0,01 сек до 0,111±0,08 сек. Выявлено, 
что величины размаха кардиоинтервала после физической нагрузки ниже, чем до физической 
нагрузки. Так, величина энтропии пульса до физической нагрузки равно 0,6165, а после 
физической нагрузки 0,6668, а величина размаха кардиоинтервала до физической нагрузки 
равна 0,5749, а после физической нагрузки 0,5432. Энтропийный показатель суточной динамики 
пульса после физической нагрузки вырастает, а размах кардиоинтервала, наоборот, уменьшается.

Ключевые слова: человек, суточные (циркадианные) ритмы, пульс, размах кардиоинтервала, 
физическая нагрузка, энтропия.

Кіріспе

Қазіргі уақытта әлемде қалыпты жағдайда 
және стресс жағдайында (патологиялық) орга-
низмде болатын ритмдік процестерді үйренуге 
қызығушылық өте жоғары. Біздің елімізде және 
шет елдерде хронобиология және хрономедици-
на проблемаларына арналған үлкен жұмыстар 
жарияланған (Тулеуханов, 2002а:14, Тулеуха-
нов, 2002б:95, Төлеуханов, 2006в:60, Рапопорт, 
2012:480, Хайтун, 2013:62, Чайка, 2013:55, 
Цфасман, 2010:305, Степанова, 1989:34).

Қазіргі уақытқа дейін адамда уақытқа бай-
ланысты ырғақтылығы өзгеретін жүздеген 
физиологиялық процестер анықталған. Бүгінгі 
таңда хронобиология мен хрономедицинаның 
теориялық қана емес, практикалық жетістіктері 
жайлы нақты айтуға болады. 

Организмдегі көптеген стресстік (патоло
гиялық) процестер физиологиялық функция

лардың уақытқа байланысты ұйымдасуының 
бұзылуымен анықталады. Сол уақытта орга-
низмде көрінген патологиялық процестердің 
дамуының бір себебі, ритмдердің сәйкес келмеуі 
болып табылады. Ол десинхроноз деп атала-
ды. Ал десинхроноздың деңгейін энтропия 
көмегімен анықтауға болады, яғни энтропия- 
оның ретсіздігінің өлшемі болып табылатын 
жүйе жағдайының термодинамикалық функ-
циясы. Жүйе ретсіздігі қанша жоғары болса, 
оның энтропиясы соншалықты жоғары болады 
(Slomczynski, 200:180). Энтропияны анықтау 
ритмдердің десинхронизациясының деңгейін 
орнатудың ең объективті әдісі болып табылады.

Осыған байланысты ғалымдардың хронобио
логияның мәселелеріне қызығушылықтары 
түсінікті болады.

Қазіргі жұмыс жас, дені сау адамдардың 
физикалық жүктемеге дейінгі және физикалық 
жүктемеден кейінгі жүрек-қантамырлар жүйе
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сінің функционалдық көрсеткіштерінің тәуліктік 
динамикасының энтропиялық көрсеткіштерін 
зерттеуге арналған.

Зерттеу материалдары мен әдістері

Зерттеудің объектісі ретінде университеттің 
дене салмағы 70 ±5кг болатын, жынысы- еркек, 
17-20 жас аралығындағы 1-3 курс студенттері 
алынды. Үш рет қайталанылған бақылауда 15 
адам болды. Барлық зерттелушілер жүрек-қанта
мырлар жүйесі бойынша нормадан ауытқымаған, 
зиян әдеттері жоқ, денсаулық жағдайы бойынша 
дені сау топқа жатады. Зерттеу студенттердің 
келісімімен, жылдың күз мезгілінде (қыркүйек, 
қазан, қараша), лабораториялық жағдайда 
жүргізілді. Адамның жүрек-қантамырлар жүйе
сінің кейбір көрсеткіштерінің тәуліктік динами-
касын анықтау мақсатында өлшем тәулік ішінде 
үш қайтара, сағат- 08; 09; 10; 11; 12; 13; 14; 15; 
16; 17; 18; 19; 20; 21; 22; 23; 00; 01; 02; 03; 04; 
05; 06, яғни 12 рет жүргізілді. Хронодинамика 
бойынша маңызды көрсеткіштердің бірі, жүрек-
қантамырлар жүйесінің жұмысын көрсететін 
пульстің нақты мәліметтері анықталды.

Негізгі мәліметтер вариациялық пульсоме-
трия әдісімен және оның сапалық сипатымен 
(фазалық анализ әдісі) алынды. Ол үшін жүрек-
қантамырлар жүйесінің физиологиялық тестілеу 
жүйесі – «ДОКТОР МАУС» (Наумов В.А., 
Клевцов В.А., Ресей) деп аталатын бағдарлама-
аппараттық комплекс қолданылды. Бұл әдіс 
диагностикалық мақсатта қолданылатын, жал
пыға танылған, заманауи әдіс. Жүрек-қанта
мырлар жүйесінің сипатын өлшеу әдісі инфра
қызыл (ИҚ) сәулелендіргіштің және толқын 
ұзындығы шамамен 0,9 мкм болатын жарық 
қабылдағыштың көмегімен қолдың саусақта
рының капиллярларының қанға толуын тіркеуге 
бағытталған. 

Қалыптасқан сигнал программа арқылы 
өңделеді және виртуалды осциллограф режи
мінде жұмыс істейтін компьютер экранына 
шығарылады. Осылай жүрек-қантамырлар 
жүйесінің негізгі параметрлерінің өлшемдері, 
анализі, сақталуы жүзеге асырылады. Ритмнің 
анализінің қорытындысы бойынша келесі пара-
метрлер «Pentium 4, 1.7 GHz» (Intel компания-
сы, АҚШ) компьютерінің жүрек- қантамырлар 
жүйесінің функционалдық жағдайын және 
физикалық еңбекке қабілеттілігін анықтайтын 
бағдарламасы арқылы есептелді: пульс, карди-
оинтервал тербелімі, жүректің соққы көлемі, 
тұрақтылық көрсеткіштері, қауырттылық индек
сі және вегетативті көрсеткіш. 

Физикалық жүктеме (ФЖ) қуаты 800 Вт, 
уақыт интервалы 5 минут, жылдамдығы 12 км/
сағ, дистанциясы 1,1 км болатын велоэргометрдің 
(Proteus Cycle Pec 3000, Proteus компаниясы, 
Тайвань) көмегімен берілді.

Нәтижелерді Microsoft Excel программасының 
көмегімен, орташа арифметикалық параметр
лерді, орташа квадраттық ауытқуларды, орта-
ша арифметикалық қатені есепке ала отырып 
өңдедік. Нәтижелерді нақты P≤ 0,05 есептедік.

Энтропиялық көрсеткіштерді MATLAB 
(Matrix Laboratory, АҚШ, Нью-Мексико) – есеп
терді шешуге арналған программалар пакетінің 
көмегімен есептедік. Бұл пакетті миллионнан 
аса инженерлік және ғылыми жұмысшылар 
қолданады (Жанабаев, 2013:58, Zhanabaev, 
2013:29, Аширбаев, 2017:206).

Зерттеу нәтижелері және оларды талдау

1-кестеде көрсетілгендей пульстің орта 
мәндерінің тәуліктік динамикасы тыныштық 
жағдайында біркелкі емес мәнге ие. Егер пульстің 
тәуліктік динамикасының таңғы периодтан (08 сағ) 
кешкіге бағытталған жалпы бейнесін қарайтын 
болсақ, тәуліктік қисықтың формасы толқын 
тәрізді сипатта, минималды көрсеткіші- сағат 04:00 
және максималды көрсеткіші- 20:00, ал пульстің 
көрсеткіштері тәулік ішінде 69,7±3,9 соқ/мин-тан 
77,5 ±5,5 соқ/мин-қа дейін өзгереді. (Р≤0,05).

Осылайша, жоғарыда көрсетілген мәлімет
терді есептей келе, сағат 08:00-ден 20:00 дейінгі 
аралықта зерттелушілердің жүрек- қантамырлар 
жүйесінің жұмысының активациясы, сонымен 
қатар жүректің жиырылу жиілігінің (ЖЖЖ) өсуі 
байқалды.

Қисықтың басқа сипатын зерттелушіні ве-
лоэргометрмен дозаланған физикалық жүктеме 
жасалғаннан кейін пульстің өзгергенін 1-кесте-
ден көруге болады. ФЖ кейін зерттелушілерде 
пульстің орта мәндерінің өсетіндігі анықталды. 
Тәулік ішінде ФЖ кейін пульстің көрсеткіштері 
101,7±6,4 соқ/мин-тан 110,1±60, соқ/мин-қа 
дейін өзгеріп, минималды көрсеткішттері сағат 
02:00, ал максималды таңғы 08:00 байқалды. 
Алынған мәліметтер нақты. (P≤0.05).

Жүрек-қантамырлар жүйесінің циркадиан
ды ритмдерін зерттеген кейбір авторлардың 
айтуынша (Aschoff, 1981:320, Haus, 2006:489, 
De Scalzi, 1984:465, Smith, 2002:36), дені сау 
адамдардың физиологиялық функциясының бір 
ғана акрофазасы болған, ал біздің мәлімет бой-
ынша екі акрофаза болды (1-кестені қараңыз). 
Физикалық жүктемеден кейінгі пульстің орташа 
өсуі 31,6% құрайды.
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Төлеуханов С.Т. және т.б.

1- суретте тәулік ішінде адамдардың қалыпты 
жағдайда, яғни ФЖ дейінгі пульстерінің (соқ/
мин) орта мәндерінің энтропиялық көрсеткіштері 
бейнеленген. 1- суреттен пульстің энтропиялық 
мәндері тәулік ішінде екі ортодозамен және 
екі акрофазамен анық бейнеленген 68,3-тен 
77,7 бірлікке дейін өзгереді. Ал, 2- суретте жас 
адамдардың ФЖ кейінгі тәулік ішінде пульстік 
көрсеткіштерінің (соқ/мин) энтропиялық мән
дері көрсетілген. Пульстің энтропиясының 
көрсеткіштері тәулік ішінде ФЖ кейін анық 
байқалған төрт ортодозамен және төрт акрофа-
замен 102,0-ден 110,0 бірлікке дейін өзгергенін 

байқауға болады. Суреттерден пульстің 
энтропиясының көрсеткіштері нормада және 
ФЖ кейін бір-бірінен шамасымен, жиілігімен 
ерекшеленетінін көруге болады. ФЖ кейінгі 
пульстің энтропиясының мәндері нормадан 
(S=0,6668 Дж/К) жоғары (S=0,6165 Дж/К) және 
ФЖ дейінгі энтропияның жиілігінің сипаты ФЖ 
кейінгіге қарағанда аз. Алынған нәтижелерде 
ФЖ кейін бос энергияның кинетикалық энер-
гия түрінде шығуы нормаға қарағанда жоғары 
екендігі байқалады.

Осылайша, адамдардың ФЖ дейінгі және 
ФЖ кейінгі пульстерінің (соқ/мин) тәуліктік 

1-сурет – Қалыпты жағдайдағы адамдар пульсінің орта мәндерінің (соқ/мин) 
тәуліктік динамикасы. Бұл жерде абцисса осі – уақыт (t, сағ),  

ордината осі – энтропия (S, Дж/К). 

2-сурет – Адамдардың физикалық жүктемеден кейінгі  
пульстерінің орта мәндерінің (соқ/мин) тәуліктік динамикасының энтропиялық 

көрсеткіштері. Бұл жерде абцисса осі- уақыт (t, сағ),  
ордината осі – энтропия (S, Дж/К).
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динамикасының энтропиясының мәндері және 
физиологиялық мәліметтерге сәйкес, олардың 
ерекше қасиеттері анықталды.

Кардиоинтервал тербелімі (КИТ) – өлшеу 
кезінде алынған кардиоинтервалдардың ең 
ұзыны мен ең қысқасының уақытқа байланы-
сты айырмашылығы. Бұл көрсеткіш қозудың 
электрлі импульстері пайда болатын синустық 
түйінмен байланысты, бұл ритмнің негізгі 
жүргізушісі. КИТ нормасы 0,16 секундтан 
аспайды. Нормадан өсуі синустық аритмияның 
бар екенін көрсетеді. Синустық аритмия- бұл 
ауру емес, тыныс алу процесімен байланы-
сты болатын кейбір физиологиялық жағдайлар 
(Durgan, 2010:647). КИТ мәндерінің нормадан 
жоғарылауы экстрасистоланы білдіруі мүмкін. 
Экстрасистола- бұл керебои сияқты сезілетін, 
жүректің уақытынан бұрын жиырылуы. Экстра-
систолалар әрдайым пульсограммада көрінеді. 
Олар ең алдымен, амплитуданың төмендеуі мен 
соққы арасындағы интервалдың азаюымен не-
месе бөлек соққылардың өтуімен байқалады. 

2-кестеде жас адамдардың ФЖ дейінгі 
және ФЖ кейінгі кардиоинтервал тербелімінің 
тәуліктік динамикасының орта мәндерінің 
хронодинамикасы көрсетілген. КИТ көрсет
кіштері тәулік ішінде организмнің барлық 
функционалдық жағдайында физиологиялық 
нормада болды. Тыныштық күйде алынған 
көрсеткіштердің 98% ФЖ кейін алынған 
көрсеткіштерден жоғары болды. Суреттегі 
қисықтар тұрақты емес екендігі анықталды және 
де құрылым тәуліктік цикл ішінде өзгеріп оты-
рады. КИТ тәуліктік ритмдерінің тербелісінің 
амплитудасы 6,4 % тең. КИТ акрофазасы қалып
ты жағдайда таңғы сағат 08:00 және кешкі 
20:00 болады. Дозаланған физикалық жүктеме 
жасалғаннан кейін (2-кестені қараңыз) ең ұзын 
және ең қысқа кардиоинтервалдардың арасын
дағы уақыт бойынша айырмашылығы қалыпты 
жағдайға қарағанда төмен, ал тәулік бойынша 
тербелістің амплитудасы 26,7% тең болды.

2-кестеде біз бір және екі төбелі, акрофазасы 
сағат 08, 20 және 24 болатын қисықты байқаймыз. 
Бұл факт осы уақытта көптеген жағдайларда 
симпатикалық жүйке жүйесінің тонусының 
жоғарылауы болатындығын көрсетеді. 

Алынған мәліметтер бойынша қорытын
дылай келе: тыныштық жағдайында КИТ 
тәулік ішінде аз ғана өзгеретіндігі, ал ФЖ 
кейін параметрдің тербелісінің амплитудасы 
жоғары болатындығы анықталды. ФЖ кейін 
ең қысқа және ең ұзын кардиоинтервалдың 

арасындағы уақыт бойынша айырмашылығы 
азайды, ал тәулік ішінде тербелістің амплиту-
дасы жоғарылады, яғни бұл синустық түйіннің 
қозуы нәтижесінде электрлі импульстардың 
күшеюінен кардиореспираторлық жүйенің 
жұмысының активтенгенін көрсетеді. 

Зерттелушілерде көптеген ғалымдармен 
дәлелденгендей (Wertheimer, 1974:742, 
Kohno, 1998:337, Germano, 1988:266), тәулік 
ішінде кем дегенде бір акрофаза болды. 
Физикалық жүктемеден кейін зерттелушілердің 
көбісінде КИТ тәуліктік ритмдерінің мәндері 
төмендегені байқалды. Орташа көрініс былай 
көрінеді (2- кестені қараңыз): ФЖ дейін КИТ 
физиологиялық нормадан жоғарылағаны, тіпті 
0,143 секундқа дейін жоғарылағаны байқалды. 
ФЖ кейін көрініс жақсарды- жоғарылаған 
көрсеткіштердің пайызы орташа есеппен 
төртке дейін төмендеді. Барлық критикалық 
көрсеткіштер тәулік ішінде бірдей бөлінді. 
Сондай-ақ, тәулік ішінде КИТ 64% құрады. 
Тыныштық жағдайда КИТ тәулік ішінде аз ғана 
өзгеріп, ФЖ кейін тербелістің амплитудасы 
жоғарырақ болды. 

Сонымен, адамдардың тәулік ішінде ФЖ 
дейін және ФЖ кейін КИТ ерекшеліктерін 
анықтадық.

3 және 4 суреттерде адамның ФЖ дейінгі 
және ФЖ кейінгі КИТ тәуліктік динамикасының 
энтропиялық көрсеткіштері көрсетілген. Су-
реттерден адамның әртүрлі функционалдық 
жағдайларда КИТ тәуліктік динамикасының 
энтропиялық көрсеткіштерінің бір-бірінен 
ерекшеленетіні көрінеді. Қалыпты жағдайда 
КИТ энтропиялық көрсеткіштері 70,3-тен 77,2 
бірлікке дейін, ал ФЖ кейін – 92,6-дан 99,1 
бірлікке дейін өзгереді, сонымен қатар олар бір-
бірінен қисықтың конфигурациясы бойынша 
да ерекшеленеді. Энтропия көрсеткіштерінің 
төмендеуі энергияның жылу түрінде шығуының 
төмендеуін көрсетеді. 

 Қорытынды

Адамның КИТ-ң ФЖ дейінгі және ФЖ 
кейінгі энтропиялық мәндерін анықтадық. ФЖ 
кейінгі энтропия мәндері ФЖ дейінгі энтропия 
мәндерінен төмендеуі физикалық жүктеменің 
кардиоинтервал көрсеткіштеріне әсерінен орга
низмнің бос энергиясының шығуының төмен
деуін көрсетеді. Кардиоинтервалды көрсет
кіштер пульске қарағанда физикалық жүктемеге 
тұрақты.
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Адам организмінде қозғалмалы және инертті 
ритмдер болады. Бізді қызықтыратыны қоз
ғалмалы ритмге жататын еңбекке қабілеттілік, 
жүрек жиырылу жиілігі және басқалары, яғни 
қозғалмалы ритмдерге жататындар, осы па-
раметрлер адаптациялық-гомеостатикалық 
процестердің жағдайын бейнелейді. Пульсо-
граммамен жасалған анализ бойынша барлық 
зерттелушілерде ФЖ кейін пульстің мәндері 
өсті, бірақ та оның көлемі тәуліктік уақытқа 
байланысты: жоғарылауы таңғы уақыттарда 
(46,5% дейін өсті) және түн ортасында (өсім 
– 48,7% дейін). Азырақ өсуі кешкі сағаттарда 
(ЖЖЖ өзгерісі 25,1% ғана болды). Функци-
оналды индивидуалды активтілікке қарамай, 

барлық зерттелушілерде кем дегенде бір 
акрофаза байқалды, бұл дегеніміз олардың 
функционалдық күйі тербеліс жағдайында. 
Осыған ұқсас фактілер әдебиеттерде көрсетілген. 
(Brown, 1970:198, Khalsa, 2000:524, Rimmer, 
2000:279, Culic, 2014:417, Curtis, 2007:3450)

Зерттелушілерге жасалған физикалық жүк
теме КИТ азайтып, жүрек ритмін жоғарылатты. 
ФЖ кезінде КИТ мәндерінің өзгерісінің тәуліктік 
динамикасы КИТ максималды азаюы түстен 
кейін (25% дейін), ал КИТ минималды азаюы 
кешкі уақыттарда байқалды.

Сондай-ақ, есептелген функционалды көр
сеткіштер әдеттегідей хронотәуелділікті көр
сетеді, осылайша пульстің және КИТ тәуліктік 

3-сурет – Қалыпты жағдайдағы адам кардиоинтервал тербелімінің мәндерінің 
тәуліктік динамикасының энтропиялық көрсеткіштері.  

Бұл жерде абцисса осі – уақыт (t, сағ), ордината осі – энтропия (S, Дж/К).

4-сурет – Физикалық жүктемеден (ФЖ) кейінгі адамдардың кардиоинтервал 
құлашының мәндерінің тәуліктік динамикасының энтропиялық көрсеткіштері. 

Бұл жерде абцисса – уақыт (t,сағ), ордината – энтропия (S, Дж/К).
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Физикалық жүктемеге дейінгі және кейінгі адамдардың кардиоинтервал тербелімдері ...

динамикасы бірыңғай емес, сызықтық емес, 
өзіндік бейнеге ие.

Пульстің және КИТ энтропиялық көр
сеткіштерінің тәуліктік динамикасы ФЖ дейін 
және ФЖ кейін бір-бірінен ерекшеленеді. Со-
нымен, пульстің энтропиялық көрсеткіштері 

қалыпты жағдайда ФЖ кейінгіге қарағанда 
төмен, ал КИТ көрсеткіштері керісінше, ФЖ 
кейін төмен. Тәулік ішінде қалыпты жағдайда, 
ФЖ кейін КИТ көрсеткіштерінің тұрақтырақ, ал 
пульстің көрсеткіштерінің тұрақсыздау болаты-
ны анықталды.
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ИЗУЧЕНИЕ УГЛЕВОДОРОДОКИСЛЯЮЩЕГО ПОТЕНЦИАЛА  
АССОЦИАЦИЙ БАКТЕРИЙ КАСПИИЙСКОГО РЕГИОНА  
ДЛЯ СОЗДАНИЯ ПРЕПАРАТОВ ДЛЯ БИОРЕМЕДИАЦИИ 

На современном этапе развития нефтедобывающей и нефтеперерабатывающей 
промышленностей Казахстана не представляется возможным полностью исключить загрязнения 
окружающей среды нефтью и нефтепродуктами, что делает актуальным проведение работ, 
направленных на решение данной экологической проблемы. В качестве эффективного 
средства охраны окружающей среды хорошо зарекомендовал себя биологический способ 
очистки. Все чаще для биоремедиации используют аборигенные микроорганизмы конкретных 
мест загрязнения, поскольку эти культуры адаптированы к сложившимся климатическим и 
экологическим условиям, что дает ряд преимуществ составленным на их основе консорциумам.

В данной работе изучен углеводородокисляющий потенциал аборигенных бактерий 
Каспийского региона Казахстана и их ассоциаций, и отобраны наиболее эффективные 
консорциумы для создания препаратов для биоремедиации.

У 12 штаммов бактерий, выделенных из проб воды и почв, отобранных в районе 
месторождений Каражанбас и Каламкас, продемонстрировавших стабильный и интенсивный 
рост на среде с нефтью были изучены характеристики: процент деградации нефти, индекс 
эмульгирования, гидрофобность клеточной поверхности, антагонистическая активность. На 
основе данных штаммов составлены ассоциации бактерий, у которых исследован ростовой 
потенциал и углеводородокисляющая активность в условиях лабораторных модельных 
экспериментов. Отобраны консорциумы с наибольшей деградирующей способностью: Achro-
mobacter denitrificans skar13 + Rhodococcus fascians skar21, Roseomonas mucosa wkal24 + Ste-
notrophomonas chelatiphaga wkal49 и Ochrobactrum sp.wkal48 + Sphingobacterium kitahiroshi-
mense wkar54. Ассоциация Achromobacter denitrificans skar13 + Rhodococcus fascians skar21 
деградировала 73,1±6,9% нефтяных углеводородов, 94,6±8,6% углеводородов дизельного 
топлива, 79,7±6,2% бензиновых углеводородов. Комплекс Roseomonas mucosa wkal24 + Ste-
notrophomonas chelatiphaga wkal49 разрушал 96,8±5,7% фракций нефти, 97,8±7,9% фракций 
дизеля и 86,2±7,3% фракций бензина. Консорциум Ochrobactrum sp.wkal48 + Sphingobacteri-
um kitahiroshimense wkar54 приводил к уменьшению содержания нефтяных углеводородов на 
83,5±7,2%, дизельных на 88,7±8 и бензиновых на 74,3±6,9%.

Данные бактериальные ассоциации перспективны в качестве биодеструкторов углеводородов 
и могут использоваться в биоремедиации загрязнений окружающей среды.

Ключевые слова: биоремедиация, ассоциации бактерий, углеводородокисляющий потенциал, 
индекс эмульгирования, гидрофобность клеточной поверхности.
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Studying of the hydrocarbon-oxidizing potential  
of Caspian region bacteria associations for creation of preparations for bioremediation

At the present stage of development of the oil-producing and oil-refining industries in Kazakhstan, 
it is not possible to completely exclude environmental pollution by oil and oil products, which makes 
it urgent to carry out works aimed to solving this environmental problem. As an effective means of the 
environment protecting, the biological method of purification has proved itself. Increasingly bioreme-
diation uses aboriginal microorganisms from specific pollution sites, as these cultures are adapted to 
the prevailing climatic and ecological conditions, which gives a number of advantages to the consortia 
formed on their basis.

In this work the hydrocarbon-oxidizing potential of native bacteria from Caspian region in Kazakh-
stan and its associations was studied and the most effective consortia were selected to create prepara-
tions for bioremediation.

12 strains of bacteria isolated from water and soil samples collected in the Karazhanbas and Ka-
lamkas fields were demonstrated stable and intensive growth on the medium with oil. In these cultures 
several characteristics such as oil degradation percentage, emulsification index, cell surface hydropho-
bicity and antagonistic activity were studied. On the basis of these strains bacterial associations were 
compiled. The growth potential and hydrocarbon-oxidizing activity under laboratory model experi-
ments were investigated in these associations. The consortia with the greatest degradation capacity were 
selected: Achromobacter denitrificans skar13 + Rhodococcus fascians skar21, Roseomonas mucosa 
wkal24 + Stenotrophomonas chelatiphaga wkal49 and Ochrobactrum sp.wkal48 + Sphingobacterium 
kitahiroshimense wkar54. The association of Achromobacter denitrificans skar13 + Rhodococcus fas-
cians skar21 degraded 73.1 ± 6.9% of oil hydrocarbons, 94.6 ± 8.6% of diesel fuel hydrocarbons, 
79.7 ± 6.2% of gasoline hydrocarbons. Complex of Roseomonas mucosa wkal24 + Stenotrophomon-
as chelatiphaga wkal49 destroyed 96.8 ± 5.7% of oil fractions, 97.8 ± 7.9% of diesel fractions and  
86.2 ± 7.3% of gasoline fractions. The consortium of Ochrobactrum sp.wkal48 + Sphingobacterium 
kitahiroshimense wkar54 reduced the content of petroleum hydrocarbons on 83.5 ± 7.2%, diesel on 
88.7 ± 8 and gasoline on 74.3 ± 6.9%.

These bacterial associations are promising as bio destructors of hydrocarbons and can be used in 
bioremediation of environmental pollution.

Key words: bioremediation, bacterial associations, hydrocarbon-oxidizing potential, emulsification 
index, cell surface hydrophobicity.
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 Биоремедиацияға арналған препараттарды жасау үшін Каспий аймағындағы  
бактериялар қауымдастықтарының көмірсутегін тотықтыру потенциалын зерттеу
 
Қазіргі кезеңде Қазақстандағы мұнай өндіру және мұнай өңдеу салаларының дамуына 

байланысты мұнай мен мұнай өнімдерімен қоршаған ортаның ластануын толығымен алып тастау 
мүмкін емес. Сол себептен аталған экологиялық проблеманы шешуге бағытталған жұмыстар өзекті 
болып табылады. Қоршаған ортаны қорғаудың тиімді құралы ретінде тазартудың биологиялық әдісі 
өзін жақсы жағынан көрсете білді. Жергілікті биоремедиация үшін нақты ластану учаскелерінен 
алынған микроорганизмдер көбіне пайдаланады, өйткені бұл дақылдар сол аймақтың климаттық 
және экологиялық жағдайларына бейімделген. Сондықтан микроорганизмдердің бұрынғы 
штаммдарына негізделген консорциумдар бірқатар артықшылықтарға ие.

Берілген жұмыста  Қазақстанның Каспий аймағындағы аборигенді бактериялар қауым
дастықтарының көмірсутекті тотықтыру потенциалы зерттелді және биоремедиацияға арналған 
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препараттарды жасауға ең тиімді консорциумдар іріктеліп алынды. Қаражанбас және Қаламқас 
кен орындарында жиналған су және топырақ үлгілерінен алынған және мұнай ортасында тұрақты 
мен қарқынды өсімді көрсеткен 12 бактериялардың штаммдарының келесі сипаттамалары зерт
телді: мұнай деградациясының жылдамдығы, эмульсиялану индексі, жасуша беткейінің гидро
фобтығы және антагонистік белсенділігі. Осы штамдардың негізінде бактериялық қауым
дастықтар құрылды, онда өсу потенциалы және көмірсутегі тотықтыру белсенділігі зертханалық 
модельдік эксперимент жағдайында зерттелді. Ең үлкен деградация сыйымдылығы бар 
консорциум іріктеліп алынды: Achromobacter denitrificans skar13 + Rhodococcus fascians skar21, 
Roseomonas mucosa wkal24 + Stenotrophomonas chelatiphaga wkal49 және Ochrobactrum sp.wkal48 
+ Sphingobacterium kitahiroshimense wkar54. Achromobacter denitrificans skar13  +  Rhodococcus 
fascians skar 21 бірлестігі мұнай көмірсутектерінің 73,1±6,9%, дизель отыны көмірсутектерінің 
94,6±8,6%, бензин көмірсутектерінің 79,7±6,2%-ын ыдыратты. Roseomonas mucosa wkal24 
+ Stenotrophomonas chelatiphaga wkal49  бірлестігі май фракцияларының 96,8±5,7%, дизель 
фракцияларының 97,8 ± 7,9% және бензин фракцияларының 86,2 ± 7,3%-ын жойды. Ochro-
bactrum sp.wkal48 + Sphingobacterium kitahiroshimense wkar54 бірлестігі мұнай көмірсутектерінің 
құрамының 83,5  ±  7,2%-на, дизельді 88,7 ± 8%-на және бензиннің 74,3  ±  6,9%-на төмендеуіне 
әкелді. Аталған бактериалды қауымдастықтарды көмірсутектердің биодеструкторлары ретінде 
қолданудың келешегі зор болып табылады және қоршаған ортаның ластануын биоремедиациялау 
үшін пайдалануға ұсынылады.

Түйін сөздер: биоремедиация, бактерия қауымдастықтары, көмірсутек тотықтыру 
потенциалы, эмульсиялану индексі, жасуша беткейінің гидрофобтылығы.

Введение

Благосостояние всех прикаспийских госу-
дарств напрямую связано с освоением углево-
дородных богатств, добыча которых с каждым 
годом растет, поэтому проблема создания эф-
фективных и доступных средств для устране-
ния опасных нефтяных загрязнений весьма ак-
туальна для Казахстана (Гаджиев, 2003: 245). 
Биодеградация углеводородов путем целена-
правленного применения селективных нефтео-
кисляющих микроорганизмов – перспективное 
направление очистки вод и почв от примесей 
нефти и нефтепродуктов (Бутаев, 2002: 16). 

Чаще всего в производстве биопрепара-
тов нефтеокисляющего действия использу-
ют штаммы бактерий, относящиеся к родам 
Acinetobacter, Agrobacterium, Arthrobacter, 
Bacillus, Corynebacterium, Enterobacter, 
Flavobacterium, Microbacterium, Micrococcus, 
Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, 
Rhodococcus, Stenotrophomonas (Федоренко, 
2016: 6). Основными недостатками существую-
щих биопрепаратов являются: узкий диапазон 
температур / рН; неустойчивость к росту в со-
леной среде; неспособность деструктировать 
нефтепродукты в условиях аридного климата; 
неспособность микроорганизмов, входящих 
в состав биопрепаратов, продуцировать био-
сурфактанты; медленная деградация высоких 
концентраций нефти и нефтепродуктов; от-
носительно неполная очистка загрязненных 

участков и т.д. Поэтому, несмотря на наличие 
коммерческих бактериальных препаратов, су-
ществует необходимость по созданию новых 
консорциумов и способов их использования 
в качестве деструкторов углеводородов для 
очистки объектов окружающей среды от нефтя-
ных загрязнений, как в местах добычи нефти, 
так и в местах переработки, транспортировки и 
непосредственного потребления (Айткельдие-
ва, 2007: 252), (Ибатуллина, 2012: 377).

В последнее время активно ведутся рабо-
ты не только по составлению «искусственных» 
ассоциаций микроорганизмов – нефтедеструк-
торов, но по выделению и использованию раз-
личных природных нефтедеструкторов, ори-
ентированных на применение в тех или иных 
климатических условиях. Преимущества приме-
нения природных аборигенных микроорганиз-
мов и их сообществ связаны с их устойчивостью 
к действию биотических факторов, адаптирован-
ностью к условиям среды. Именно поэтому для 
каждого региона перспективно разрабатывать 
собственный биопрепарат на основе абориген-
ных штаммов микроорганизмов (Мухаматдья-
рова, 2016: 3). 

Целью настоящего исследования являлось 
изучение углеводородокисляющего потенциала 
бактерий, выделенных на территории прибреж-
ной части Казахстанской акватории Каспийско-
го моря и их ассоциаций для отбора наиболее 
эффективных консорциумов для создания пре-
паратов для биоремедиации.
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Материалы и методы исследования

Материалом для исследования послужили 
пробы воды и почв, отобранные в районе не-
фтяных месторождений Каражанбас и Калам-
кас. Объектами исследования – бактерии разных 
таксономических групп, выделенные из данных 
проб: Ochrobactrum sp. skar4, �����������������Agrobacterium���� ���ra-
doibacter����������������������������������������� ����������������������������������������skar������������������������������������7, ���������������������������������Achromobacter�������������������� �������������������sp�����������������. ���������������skar�����������8, ��������Achromo-
bacter denitrificans skar13, Rhodococcus fascians 
skar����������� ��������� ��� ������������� ���21, ���������������� ��� ������������� ���Roseomonas������ ��� ������������� ��� �������� ������������� ���mucosa�� ������������� ��� �������������� ���wkal���������� ���24, ���������Ochrobac-
trum sp. wkal48, Stenotrophomonas chelatiphaga 
wkal49, Stenotrophomonas chelatiphaga wkal51, 
Stenotrophomonas sp. wkal52, Sphingobacterium 
kitahiroshimense wkar54, Achromobacter spanius 
wkar55. Бактерии были идентифицированы по 
морфолого-культуральным и физиолого-биохи-
мическим признакам. Видовая принадлежность 
микроорганизмов была уточнена с помощью 
генетической идентификации на основании ана-
лиза прямой нуклеотидной последовательности 
фрагмента 16S rRNA гена, с последующим опре-
делением нуклеотидной идентичности с после-
довательностями, депонированными в междуна-
родной базе данных Gene Bank.

Микроорганизмы культивировали на пита-
тельной и минеральной средах: мясопептонный 
агар (МПА), среда Ворошиловой – Диановой 
(Егоров, 1976: 89), (Поляк, 2008: 153).

Для получения накопительной культуры 
бактерий и их ассоциаций штамм/-ы высажива-
ли на минеральную среду Ворошиловой – Диа-
новой (ВД) следующего состава (г/л): K2HPO4 
– 1; KH2PO4 – 1; NH4NO3 – 1; MgSO4 – 0,2; 
CaCl2*6H2O – 0,01; FeCl3*6H2O – 3 капли (Фай-
зуллина, 2014: 26). Дополнительно в среду вно-
сили ����������������������������������������NaCl������������������������������������ в концентрации 7%. В качестве един-
ственного источника углерода добавляли 1% 
стерильную нефть месторождений Каражанбас 
и Каламкас (в зависимости от источника отбора 
проб) или 1% толуол/дизельное топливо/бензин 
(в зависимости от эксперимента). Для этого по-
севной материал вносили в колбы объемом 250 
мл, добавляли 99 мл среды ВД и затем 1 мл угле-
водорода. Культивировали на качалке в течение 
10 суток (Нетрусов, 2005: 303).

Массовую концентрацию нефтепродук-
тов определяли флуориметрически на при-
боре «Флюорат – 02-2М», согласно (ПНД Ф 
14.1:2:4.128-98, 2007: 10), (������������������   Law���������������   , 2014: 2). Су-
спензию микроорганизмов инкубировали на 
среде ВД с углеводородом (1% нефть/толуол/
дизельное топливо/бензин) в течение 10 суток, 
затем 100 мл исследуемой пробы переносили в 

делительную воронку. Колбу, в которой нахо-
дилась проба, ополаскивали 10 мл гексана и его 
также сливали в делительную воронку. Смесь 
экстрагировали встряхиванием в течение 1 ми-
нуты. Затем, отстаивали до полного разделения 
фаз, верхнюю гексановую фракцию отбирали, 
переносили в кювету и проводили измерение.

Массовую концентрацию нефтепродуктов в 
пробе вычисляли по формуле:

Х = (Х изм * Vг * К) / Vпр, 

где Х – массовая концентрация нефтепродуктов 
в пробе, мг/л;

Х изм – массовая концентрация нефтепро-
дуктов в гексановом экстракте пробы, мг/л;

Vг – объем гексана, взятый для экстракции, 
мл (10);

К – коэффициент разбавления экстракта (при 
необходимости). Если экстракт не разбавляли, 
то К = 1;

Vпр – объем пробы, мл (100).
Концентрацию остаточных нефтепродук-

тов в исследуемой пробе пересчитывали в про-
центы, принимая контрольную пробу за 100%. 
Затем, высчитывали концентрацию деструкти-
рованных микроорганизмами нефтепродуктов, 
вычитая концентрацию остаточных нефтепро-
дуктов из 100.

Индекс эмульгирования определяли, как 
описано в работе (Gupte, 2015: 346). Значение 
индекса эмульгирования выражали в процентах 
как отношение высоты эмульсионного слоя (мм) 
к общей высоте жидкости в пробирке (мм).

Гидрофобную активность измеряли по ме-
тоду, описанному Rosenberg M. и соавторами в 
модификации Никовской (Rosenberg, 1980: 31). 
Процент гидрофобности рассчитывали как отно-
шение разницы между начальным и конечным 
значением оптической плотности к начальному 
значению.

Для определения антагонистической актив-
ности отобранных штаммов бактерий применя-
ли метод перпендикулярных штрихов (Иркито-
ва, 2012: 42), при котором заведомо известный 
или предполагаемый антагонист засевается по-
лосой по диаметру чашки с питательным агаром. 
Микроорганизмы, проверяемые по чувствитель-
ности к антагонистическому действию, засева-
ются перпендикулярными штрихами. Степень 
чувствительности определяется по величине 
расстояния от центральной полосы культуры ан-
тагониста до начала выраженного роста бакте-
рий, засеянных перпендикулярными штрихами.
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Оптическую плотность суспензии бакте-
рий определяли нефелометрически на прибо-
ре КФК-3-«ЗОМЗ» (фотоколориметрирование 
при длине волны 590 нм) при культивировании 
суспензии на жидкой среде при постоянном 
перемешивании на качалке при 220 об/мин.

Для определения сухой биомассы микроорга-
низмов культивирование бактерий проводили в 
чашках Петри, а затем инокулировали их в каче-
стве посевного материала в колбу, содержащую 
50 мл минеральной среды ВД с добавлением 0,5 
мл углеводорода. На 0-е, 6-е и 10-е сутки куль-
тивирования, образцы фильтровали через мем-
бранные фильтры (NC 45, Whatmann®, Germany, 
0,45 мкм, диаметр 24 мм). Фильтры с культурой 
высушивали при температуре 100°С до постоян-
ного веса, охлаждали в эксикаторе с силикаге-
лем при комнатной температуре и взвешивали. 
В контрольных вариантах фильтры высушивали, 
охлаждали и взвешивали перед использованием 
для фильтрации. Разница в весе между первым 
и вторым взвешиванием фильтров была исполь-
зована для расчета сухой биомассы микроорга-
низмов. 

Экспериментальный материал был обра-
ботан статистически с вычислением среднего 
арифметического значения и стандартного от-
клонения.

Результаты исследования и их обсуждение

Перспективность микроорганизма – нефте-
деструктора определяется набором его физиоло-
го – биохимических свойств. Прежде всего, это 
способность интенсивно утилизировать углево-
дороды нефти, широта спектра их потребления, 
возможность экономически оправданного мас-
штабирования наработки биомассы, синтез био-
ПАВ, гидрофобность клеточной стенки и другие 
свойства.

Бактериальные культуры для составления 
консорциумов были отобраны по нескольким 
параметрам: 1) способность к эффективной де-
градации нефтепродуктов; 2) продуцирование 
биологических поверхностно-активных веществ 
при культивировании в нефтезагрязненных сре-
дах; 3) показатель гидрофобности клеточной 
поверхности; 4) отсутствие антагонистической 
активности при составлении ассоциаций из мо-
нокультур.

Изучение данных показателей показало сле-
дующие результаты.

Одним из методов количественного химиче-
ского анализа, применяемым в настоящее время 
для определения нефтепродуктов, является флу-
ориметрический метод. Он основан на экстрак-
ции нефтепродуктов гексаном с последующим 
измерением интенсивности флуоресценции экс-
тракта, возникающей в результате оптического 
возбуждения. В формировании аналитическо-
го сигнала участвуют ароматические углево-
дороды. Поскольку они обладают различными 
условиями возбуждения и регистрации флу-
оресценции, наблюдается изменение спектра 
флуоресценции экстракта в зависимости от дли-
ны волны возбуждающего света.

В таблице 1 представлены данные по кон-
центрации деструктированных нефтепродуктов 
в среде культивирования микроорганизмов.

Исследование степени деструкции нефтепро-
дуктов в жидкой минеральной среде показало, 
что исследуемые штаммы способны разлагать от 
13,4±0,4% до 91,1±4,5% ароматических углево-
дородов нефти. Так, наименьшую способность 
к деструкции продемонстрировали культуры 
Achromobacter spanius wkar55, Achromobacter 
sp. skar8 и Rhodococcus fascians skar21, процент 
деградации которых варьировал в интервале от 
13,4±0,4 до 26,6±3,6 %. В то время как осталь-
ные культуры были способны разлагать доста-
точно высокое количество углеводородов нефти 
месторождений после 7-10 суток культивирова-
ния – более 45,2±3,3%. Наибольшие значения на-
блюдались у культур Roseomonas mucosa wkal24, 
Ochrobactrum sp. wkal48 и Sphingobacterium �����kita-
hiroshimense wkar54 (67,7±5,8 – 91,1±4,5%).

Способность микроорганизмов расти на 
углеводородном субстрате, как правило, свя-
зана с синтезом ими биоПАВ, облегчающих 
поглощение углеводородов клетками бакте-
рий за счет диспергирования нефтепродуктов 
и увеличения биодоступности углеводородов 
(Кайырманова, 2016: 145). Первичная оценка 
способности микроорганизмов образовывать 
поверхностно-активные вещества оценивается 
по эмульгирующей активности (индекс эмуль-
гирования), который основывается на свойстве 
ПАВ образовывать эмульсию при встряхивании 
культуральной жидкости микроорганизмов с 
углеводородом (Бектурова, 2013: 56). Согласно, 
данным литературы микроорганизмы, имеющие 
индекс эмульгирования больше 50%, считаются 
перспективным продуцентами поверхностно-ак-
тивных веществ (Desai, 1997: 49).
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Таблица 1 – Характеристики отобранных штаммов микроорганизмов

Штамм % деградации
нефтепродуктов

Индекс эмульгирования, 
%

Прирост 
гидрофобности,%

Ochrobactrum sp. skar4 45,2±3,3 50,0±1,7 52,3
Agrobacterium radoibacter skar7 49,7±3,5 52,7±0,9 10,7

Achromobacter sp. skar8 21,5±1,4 50,0±1,9 56,3
Achromobacter denitrificans skar13 47,1±3,7 46,9±2,2 44,3

Rhodococcus fascians skar21 26,6±3,6 50,0±4 35,6
Roseomonas mucosa wkal24 91,1±4,5 50,8±2,3 46,1

Ochrobactrum sp. wkal48 67,7±5,8 49,1±0,9 7,0
Stenotrophomonas chelatiphaga wkal49 48,3±3,6 53,6±5,4 49,5
Stenotrophomonas chelatiphaga wkal51 47,5±3,7 43,1±5,3 29,4

Stenotrophomonas sp. wkal52 57,6±5,6 47,7±1 6,7
Sphingobacterium kitahiroshimense wkar54 74,1±6,1 43,9±1,5 21,4

Achromobacter spanius wkar55 13,4±0,4 49,8±3,8 51,9

Результаты измерения индекса эмульгирова-
ния показали хороший потенциал большинства 
культур к образованию эмульсии нефти, что от-
ражено в таблице 1. 

Для всех бактерий значение индекса эмуль-
гирования превышало 40%. Максимальными 
показателями обладали штаммы Agrobacterium 
radoibacter skar7 – 52,7±0,9 и Stenotrophomonas 
chelatiphaga wkal49 – 53,6±5,4%. Минимальное 
значение данного показателя было у культур 
Stenotrophomonas chelatiphaga wkal51 – 43,1±5,3 
и Sphingobacterium kitahiroshimense wkar54 
– 43,9±1,5%. У оставшихся штаммов индекс 
эмульгирования был в пределах 46,9±2,2 – 
50,8±2,3%.

Способность микроорганизмов дегради-
ровать углеводороды в значительной степени 
определена особенностями строения клеточной 
оболочки (�������������������������������������     Tsitko�������������������������������     , 2003: 853). Известно, что не-
фтеокисляющие бактерии способны к непосред-
ственному контакту с углеводородом за счет 
гидрофобной клеточной поверхности, обуслов-
ленной наличием в ней липидных компонентов 
(Karaseva, 2012: 3). При культивировании на 
углеводородных субстратах нередко происхо-
дят изменения в составе липидных комплексов 
клеточной оболочки нефтеокисляющих бакте-
рий, вследствие чего меняется гидрофобность 
клеточной поверхности. Для прямого контакта 
клеток и углеводородов необходима повышен-
ная гидрофобность поверхности клеток, спо-
собствующая проникновению в клетку углево-
дородов в виде субмикроскопических капель. А 

увеличение гидрофобности клеток приводит к 
снижению уровня поверхностного натяжения и 
росту эмульгирующей активности жидких куль-
тур (Волченко, 2006: 7).

Результаты определения показателя гидро-
фобности клеточной стенки изучаемых куль-
тур микроорганизмов представлены в табли-
це  1.

При росте в присутствии нефти гидрофоб-
ность клеточной стенки увеличивалась к концу 
культивирования у всех культур, однако прирост 
гидрофобности изменялся в широких пределах – 
от 6,7 % у штамма Stenotrophomonas sp. wkal52 
до 56,3 % у штамма Achromobacter sp. skar8. 
Незначительное увеличение индекса гидрофоб-
ности – до 10,7 % наблюдалось у культур Agro-
bacterium radoibacter skar7, Ochrobactrum sp. 
wkal48, Stenotrophomonas sp. wkal52. В то время, 
у культур Ochrobactrum sp. skar4, Achromobacter 
sp. skar8 и Achromobacter spanius wkar55 наблю-
далось максимальное увеличение показателя ги-
дрофобности – более 50 %. Остальные культу-
ры имели промежуточные значения. Активный 
прирост данного показателя говорит о том, что 
изначально, вне контакта с гидрофобным суб-
стратом, клеточная поверхность была гидро-
фильна, что удобно с точки зрения манипуляций 
с биомассой, а повышение ее гидрофобности в 
процессе культивирования на среде с нефтью 
обеспечило создание условий для эффективной 
ассимиляции и поглощения углеводородов как 
единственного источника углерода и энергии 
(Karaseva, 2012: 3).
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Далее была изучена антагонистическая ак-
тивность отобранных перспективных штаммов 
бактерий.

Микроорганизмы в естественных биоце-
нозах находятся в определенных взаимоотно-
шениях друг с другом. Явление антагонизма 
широко распространено в природных сообще-
ствах микроорганизмов. Среди бактерий анта-
гонизм был выявлен у Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas pyocyanea, Serratia marcescens, 
Васillus mesentericus, Васillus subtilis, Васillus 
mycoides, Васillus brevis и других. Также анта-
гонисты встречаются среди группы неспоровых 
грамотрицательных бактерий и у таких спец-
ифических групп, как молочнокислые бактерии, 
уробактерии и некоторые другие виды. Наи-
большее число антагонистов с широким спек-
тром действия обнаружено среди актиномице-
тов. Антагонизм может проявляться по разным 
причинам: исчерпание питательных веществ, 
физико-химические изменения среды – подкис-
ление или подщелачивание, потребление кис-
лорода, выделение в среду протеолитических 
ферментов, токсических веществ, антибиотиков 
(Гоготов, 2006: 108).

Для разработки высокоэффективного кон-
сорциума на основе активных углеводородо-
кисляющих микроорганизмов обязательным 
условиям является исключение возможности 
антагонистических взаимоотношений между 
микробными культурами. 

В ходе изучения конкурирующих взаимо-
действий штаммов-нефтедеструкторов с ис-
пользованием метода штрихового посева было 
обнаружено, что все отобранные культуры не 
оказывают антагонистического влияния на рост 
друг друга (данные не приведены) и могут быть 
использованы для создания на их основе ассоци-
аций. Типичная картина эксперимента представ-
лена на рисунке 1.

Между гетеротрофными микроорганизма-
ми, способными окислять нефтепродукты, су-
ществует кооперативная связь, которая опре-
деляет интенсивность и степень бактериальной 
деградации нефтяных загрязнений до конечных 
продуктов окисления – углекислого газа и воды 
(Волченко, 2007: 126), что подтверждается ре-
зультатами данного исследования.

После проведенного теста на антагонистиче-
скую активность нами были составлены ассоци-
ации бактерий.

При создании консорциумов могут исполь-
зоваться как клетки отдельных штаммов углево-
дородокисляющих микроорганизмов (например 

«Путидойл», «Олеворин»), так и бактериальные 
ассоциации («Деворойл»). Недостатком исполь-
зования монокультур является менее эффектив-
ная деструкция нефтепродуктов, а использова-
ние большого количества микроорганизмов в 
одном комплексе затрудняет процесс наработки 
биомассы биопрепарата (������������������������Olivera�����������������, 2003: 71), (Ки-
реева, 2007: 58), (Андреева, 2006: 46). В боль-
шинстве случаев, для повышения эффектив-
ности биодеградации нефти и нефтепродуктов, 
используются смешанные культуры, состоящие 
из двух и более штаммов микроорганизмов.

Рисунок 1 – Тест на антагонистическую активность  
отобранных штаммов бактерий

На этой основе, нами были созданы 6 кон-
сорциумов из 12 активных углеводородокисля-
ющих непатогенных штаммов микроорганиз-
мов, по 2 штамма в каждом консорциуме, взятых 
в соотношении 1:1 по сухой биомассе:

- Ochrobactrum sp. skar4 + Achromobacter 
sp.skar8,

- Agrobacterium radoibacter skar7 + Stenotro-
phomonas chelatiphaga wkal51,

- Achromobacter denitrificans skar13 + Rhodo-
coccus fascians skar21,

- Roseomonas mucosa wkal24 + Stenotroph-
omonas chelatiphaga wkal49,

- Ochrobactrum sp.wkal48 + Sphingobacterium 
kitahiroshimense wkar54,

- Stenotrophomonas sp.wkal52 + Achromo-
bacter spanius wkar55.

У созданных консорциумов была изучена 
динамика роста (рисунок 2), оцененная по пока-
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зателю прироста оптической плотности в среде 
культивирования микроорганизмов.

Все сформированные консорциумы имели 
положительную динамику роста в течение 7 су-
ток выращивания на среде ВД с добавлением 1% 
нефти в качестве единственного источника угле-
рода. Наибольший прирост оптической плотно-
сти в среде культивирования наблюдался у кон-
сорциумов Achromobacter denitrificans skar13 + 
Rhodococcus fascians skar21, Roseomonas mucosa 
wkal24 + Stenotrophomonas chelatiphaga wkal49 и 
Ochrobactrum sp. skar4 + Achromobacter sp.skar8. 
Оптическая плотность ассоциации Achromo-
bacter��� ������������� ���������������������   ��� ��������������� ���������������������   ���denitrificans�� ���������������������   ��� ����������������������   ���skar������������������   ���13 + ������������� ���Rhodococcus�� ��� ����fas-
cians skar21 выросла в 7,7 раз по сравнению с 
начальным значением и достигла 767% к концу 

культивирования. Оптическая плотность в сре-
де культивирования биокомплекса Roseomonas 
mucosa wkal24 + Stenotrophomonas chelatiphaga 
wkal49 достигла 634% к концу культивирования, 
что в 6,3 раза больше по сравнению с начальным 
значением. Консорциум Ochrobactrum sp. skar4 
+ Achromobacter sp. skar8 к 7 суткам культиви-
рования имел оптическую плотность, составив-
шую 434% от начального показателя. Оптиче-
ская плотность оставшихся комплексов к концу 
культивирования возрастала незначительно – в 
1,5-2,5 раза. Наименьшими значениями харак-
теризовались консорциумы Agrobacterium�� �� ���ra-
doibacter skar7 + Stenotrophomonas chelatiphaga 
wkal51 и Stenotrophomonas��������������������� ��������������������sp������������������.�����������������wkal�������������52 + ��������Achromo-
bacter spanius wkar55.

Рисунок 2 – Динамика роста консорциумов микроорганизмов на среде ВД с 1% нефтью

Исходя из данных по оптической плотности, 
у ассоциаций, имевших преимущества в росте на 
среде с нефтью (Ochrobactrum������������������� ������������������sp����������������. ��������������skar����������4 + ������Achro-
mobacter sp. skar8, Achromobacter denitrificans 
skar������������������ ������������������������13 + ������������� ������������������������Rhodococcus�� ������������������������ �������������������������fascians����������������� ����������������skar������������21, ��������Roseomo-
nas�������������������������������������������� �������������������������������������������mucosa������������������������������������� ������������������������������������wkal��������������������������������24 + ���������������������������Stenotrophomonas����������� ����������chelatiph-
aga������������������������������������������� ������������������������������������������wkal��������������������������������������49, ����������������������������������Ochrobactrum���������������������� ���������������������sp�������������������. �����������������wkal�������������48 + ��������Sphingo-
bacterium kitahiroshimense wkar54), был изучен 
углеводородокисляющий потенциал по двум 
параметрам – динамике накопления биомассы 
и количеству остаточной нефти и нефтепродук-
тов (бензина, дизельного топлива, толуола). На-

чальная биомасса, соответствующая оптической 
плотности 0,2, была принята за 100%.

При выращивании на среде ВД с добавлени-
ем в качестве единственного источника углеро-
да 1% нефти все консорциумы бактерий имели 
положительную динамику накопления биомас-
сы (рисунок 3). Наибольший прирост биомассы 
наблюдался у Achromobacter denitrificans skar13 
+ Rhodococcus fascians skar21 на 10 сутки, био-
масса увеличилась в 3,7 раза по сравнению с на-
чальным значением. У остальных ассоциаций 
биомасса увеличилась в 1,8- 2,3 раза (рисунок 3).
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Рисунок 3 – Динамика накопления биомассы бактериями при выращивании  
на среде ВД с добавлением 1% нефти

На рисунке 4 показана динамика накопления 
биомассы консорциумами при выращивании на 
среде ВД с добавлением 1% дизельного топлива.

При культивировании на среде с дизельным 
топливом для ассоциаций Achromobacter��� ��� �����deni-
trificans skar13 + Rhodococcus fascians skar21, 
Roseomonas mucosa wkal24 + Stenotrophomonas 
chelatiphaga wkal49 и Ochrobactrum sp. wkal48 
+ Sphingobacterium kitahiroshimense wkar54 на-
блюдался прирост биомассы, которая к 10 сут-
кам культивирования микроорганизмов пре-
высила начальные значения в 2,3; 1,8 и 1,7 раз, 
соответственно (рисунок 4). Для консорциума 
Ochrobactrum sp. skar4 + Achromobacter sp.skar8 
максимум прироста биомассы наблюдался на 6е 
сутки культивирования, значение возросло в 1,5 
раза по сравнению с начальным. Это может быть 
связано с тем, что дизельное топливо является 
менее токсичным и более легкоусваиваемым 
субстратом по сравнению с нефтью, также 
штаммы данной ассоциации могут разрушать 
преимущественно фракции, содержащиеся в 
дизеле, тем самым утилизировав его за более 
которкий промежуток времени. Наибольшую 
биомассу к концу культивирования накопил 
консорциум Achromobacter denitrificans skar13 
+ Rhodococcus fascians skar21 – 1,94±0,18 г/л, а 
наименьшую – Ochrobactrum������������������� ������������������sp����������������. ��������������skar����������4 + ������Achro-
mobacter sp.skar8 – 1,32±0,18 г/л.

При культивировании на среде с бензином 
у трех консорциумов (кроме Ochrobactrum sp. 
skar4 + Achromobacter sp.skar8) наблюдался 
прирост биомассы в течение всего периода куль-
тивирования (рисунок 5). Так, у Achromobacter 
denitrificans skar13 + Rhodococcus fascians skar21 
биомасса увеличилась в 1,3 раза, у Roseomonas 
mucosa wkal24 + Stenotrophomonas chelatiphaga 
wkal49 и у Ochrobactrum������ ���������������� ���������������������sp�������������������. �����������������wkal�������������48 + ��������Sphingo-
bacterium kitahiroshimense wkar54 в 1,5 раза по 
сравнению с начальным значением. Для ассо-
циации Ochrobactrum sp. skar4 + Achromobacter 
sp.skar8 достоверных изменений в количестве 
биомассы за весь период культивирования вы-
явлено не было.

На рисунке 6 представлены данные по д����ина-
мике накопления биомассы ассоциациями при 
выращивании на среде ВД с добавлением 1% 
толуола.

В присутствии в среде культивирования то-
луола, как единственного источника углерода 
и энергии, рост всех отобранных консорциу-
мов микроорганизмов был незначительным по 
сравнению с ростом на нефти (рисунок 6), а в 
консорциуме Ochrobactrum������  ������������  � ����� ������������  �sp��� ������������  �. �������������  �skar���������  �4 + ������Achro-
mobacter sp.skar8 толуол полностью подавлял 
ростовые процессы. Это может быть связано с 
тем, что циклические углеводороды, к которым 
относится толуол, являются одними из наиболее 
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быстродействующих токсичных нефтепродук-
тов, а также в связи с отсутствием в бактериаль-
ной плазмиде гена, отвечающего за разложение 
толуола (Логинова, 2010: 131), (Ветрова, 2008: 
188).

Для консорциума Achromobacter denitrificans 
skar13 + Rhodococcus fascians skar21 в течение 
всего периода культивирования большого при-
роста биомассы не наблюдалось (увеличилась 
на 26% по сравнению с начальным значением), 
к концу культивирования биомасса ассоциации 
составила 1,3±0,2 г/л. В биокомплексе Roseomo-
nas������ ��� �����������  ����������������� � �������� �����������  ����������������� �mucosa�� �����������  ����������������� � ������������  ����������������� �wkal��������  ����������������� �24 + �������������������� �Stenotrophomonas���� � ����che-
latiphaga wkal49 биомасса увеличилась на 56% 
по сравнению с начальной и достигла значения 
1,06±0,07 г/л. У консорциума Ochrobactrum 
sp. wkal48 + Sphingobacterium kitahiroshimense 
wkar54 биомасса достигла максимального значе-
ния к 6 суткам культивирования – увеличилась 
на 54%, тогда как к концу культивирования ее 
прирост составил 42% от исходного значения 
(0,77±0,1 г/л).

На рисунке 7 представлены данные флуо-
риметрического измерения остаточного содер-
жания нефтепродуктов в среде ВД с 1% угле-
водородом после роста на ней консорциумов 
микроорганизмов.

Количество углеводородов, деструктирован-
ных консорциумами микроорганизмов при росте 

на среде с нефтью, варьировало от 59,3±5,2 % у 
Ochrobactrum sp. skar4 + Achromobacter sp.skar8 
до 96,8±5,7 % у Roseomonas��������������������� ��������������������mucosa�������������� �������������wkal���������24 + ����Ste-
notrophomonas chelatiphaga wkal49 (рисунок 7).

Определение остаточного содержания ком-
понентов дизельного топлива в среде после 10 
суток культивирования в ней, показало что, у 
ассоциации Ochrobactrum��������������������� ��������������������sp������������������. ����������������skar������������4 + ��������Achromo-
bacter sp.skar8 процент разрушения дизельного 
топлива был наименьшим и равнялся 76,5±5,5. 
У консорциумов Achromobacter denitrificans 
skar13 + Rhodococcus fascians skar21 и Ro-
seomonas mucosa wkal24 + Stenotrophomonas 
chelatiphaga wkal49 показатель деструкции ди-
зельного топлива был самым высоким и соста-
вил в среднем 96,2±8,6 %. Процент разрушения 
дизеля консорциумом Ochrobactrum sp. wkal48 
+ Sphingobacterium kitahiroshimense wkar54 со-
ставил 88,7±8.

Наибольший показатель деградации бензина 
наблюдался у консорциумов Achromobacter��� � ���de-
nitrificans skar13 + Rhodococcus fascians skar21– 
79,7±6,2 % и у Roseomonas��������������������� ��������������������mucosa�������������� �������������wkal���������24 + ����Ste-
notrophomonas chelatiphaga wkal49 – 86,2±7,3 
%, а наименьший – 44,6±3,1 % у Ochrobactrum 
sp. skar4 + Achromobacter sp.skar8 (рисунок 7). 
74,3±6,9 % – составил данный показатель у био-
комплекса Ochrobactrum������  ������������  ���� ����� ������������  ����sp��� ������������  ����. �������������  ����wkal���������  ����48 + ��������Sphingo-
bacterium kitahiroshimense wkar54.

Рисунок 4 – Динамика накопления биомассы бактериями при выращивании 
на среде ВД с добавлением 1% дизельного топлива
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Рисунок 5 – Динамика накопления биомассы бактериями при выращивании  
на среде ВД с добавлением 1% бензина

Рисунок 6 – Динамика накопления биомассы бактериями при выращивании  
на среде ВД с добавлением 1% толуола

Процент разрушения толуола в консорциу-
мах был наименьшим по сравнению с другими 
углеводородами и не превышал 26, что, вероятно, 
связано с его высокой токсичностью для живых 

клеток. Наибольшую деструкцию толуола вызы-
вал консорциум Roseomonas��������������������� ��������������������mucosa�������������� �������������wkal���������24 + ����Ste-
notrophomonas chelatiphaga wkal49 – 25,1±2,2 %, а 
наименьшим показателем характеризовался кон-
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Заключение

Бактерии созданных консорциумов являются 
постоянными и доминирующими компонента-
ми естественных биоценозов нефтяных загряз-
нений Казахстанской территории Каспийского 
моря, что позволяет избегать необходимости 
учета климатических условий данного региона, 
свойств добываемой Казахстанской нефти, про-
блем взаимодействий и уживаемости применяе-
мых микроорганизмов.

Высокая эмульгирующая активность ото-
бранных бактерий говорит о доступности нефте-
продуктов как источника питательных веществ 
для клеток микроорганизмов, а высокая ги-
дрофобная активность говорит о значительной 
аффинности клеточной стенки бактерий и суб-
страта, то есть нефтепродуктов, что облегчает 

процесс взаимодействия клеток с молекулами 
нефтепродуктов и, соответственно, способству-
ет биодеградации углеводородов отобранными 
микроорганизмами.

Высокий процент разрушения различных 
классов углеводородов, а также значительный 
прирост биомассы в течение 10 суток культиви-
рования говорит о высокой деградирующей спо-
собности консорциумов бактерий Achromobacter 
denitrificans skar13 + Rhodococcus fascians skar21, 
Roseomonas mucosa wkal24 + Stenotrophomonas 
chelatiphaga wkal49 и Ochrobactrum sp. wkal48 + 
Sphingobacterium kitahiroshimense wkar54.

Таким образом, высокий углеводородокис-
ляющий потенциал позволяет использовать дан-
ные бактериальные ассоциации в качестве осно-
вы для создания препаратов для биоремедиации 
нефтезагрязнений Каспийского региона.

Рисунок 7 – Концентрация деструктурированных микроорганизмами нефтепродуктов  
при культивирования в течение 10 суток на среде ВД с 1% углеводородом

сорциум Ochrobactrum sp. skar4 + Achromobacter 
sp.skar8 – 6,4±1,1 %. У остальных ассоциаций % 
деструкции толуола варьировал от 12,7±1,1 до 
17,5±1,3 % к 10 суткам культивирования.

Таким образом, показано, что наибольшими 
показателями прироста биомассы и процента 

деструкции нефтепродуктов обладали 3 кон-
сорциума: Achromobacter denitrificans skar13 + 
Rhodococcus fascians skar21, Roseomonas mucosa 
wkal24 + Stenotrophomonas chelatiphaga wkal49 
и Ochrobactrum sp. wkal48 + Sphingobacterium 
kitahiroshimense wkar54.
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БИОРЕМЕДИАЦИЯ НЕФТЕЗАГРЯЗНЕННЫХ ПОЧВ  
НА ОСНОВЕ ПРИРОДНОГО И  

ТЕХНОГЕННОГО УГЛЕРОДСОДЕРЖАЩЕГО  
БИОАКТИВАТОРА – КОКСУСКОГО ШУНГИТА

Восстановление нефтезагрязненных почв является актуальной задачей, особенно для 
нефтедобывающих предприятий, имеющих риск загрязнения окружающей среды в результате 
санкционированного и несанкционированного размещения нефтеотходов, нефтеразливов и других 
нештатных ситуаций. Среди методов снижения и ликвидации загрязнения почв и техногенных 
грунтов нефтью и нефтепродуктами наиболее эффективными являются микробиологические, 
агро-фито-мелиоративные и другие методы очистки почв с использованием качественных 
сорбентов нефти. Перспективным нетрадиционным мелиорантом нефтезагрязненных почв 
могут стать бурые угли и шунгиты, которые являются одновременно эффективными сорбентами 
токсикантов и углегуминовыми удобрениями почв – биоактиваторами. Целью исследования 
являлось изучение процесса биоремедиации нефтезагрязненных почв на основе природного и 
техногенного углеродсодержащего биоактиватора – коксуского шунгита. Впервые проведены 
научные исследования влияния природного биоактиватора (коксуский шунгит, представляющий 
собой мусковит-кварц-углеродистый сланец) и техногенного биоактиватора (термоактивированной 
механической смеси коксуского шунгита и нефти) на процесс очистки почв от сырой нефти, 
отобранной из нефтяного месторождения «Елемес Южный» Мангистауского региона, а также 
выявлены факторы, влияющие на процесс очистки почвы от углеводородов нефти. Были изучены 
физико-химические характеристики нефти и микробиоценоз отобранных для эксперимента почв. 
Экспериментальные образцы почвы были загрязнены нефтью до экологически бедственного 
состояния с превышением допустимых норм 88,1 ПДК. Проведен модельный эксперимент, 
состоящий из двух вариантов опыта: в первом варианте опыта был использован природный 
биоактиватор – минерал (сланцевый шунгит), во втором варианте опыта – техногенный 
биоактиватор (термоактивированная при температуре 600 оС механическая смесь коксуского 
шунгита и нефти). Применение шунгита и термофильный режим благоприятно влияют на процесс 
биоремедиации почв от нефтезагрязнений, т.к. достигается высокий процент очистки – 97,3  %. 
Результаты исследований позволили разработать способ биоремедиации нефтезагрязненных 
почв конкретного нефтяного месторождения «Елемес Южный» Мангистауского региона с 
использованием биоактиватора – коксуского шунгита, являющего товарным продуктом горно-
рудной компании «Коксу» – единственного промышленно-освоенного месторождения Казахстана. 

Ключевые слова: биоремедиация, нефть, углеродсодержащий композит, почва, 
микробиоценоз, коксуский шунгит, биоактиватор.
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Bioremedation of oil-polluted soils based on natural  
and technogenic carbon-containing bioactivator – koksu shungite

Restoration of oil-contaminated soils is an urgent task especially for oil-producing enterprises that 
are at risk of environmental pollution as a result of authorized and unauthorized disposal of oil spills, 
oil spills and other contingencies. Among the methods for reducing and eliminating soils and techno-
genic soils contamination with oil and oil products, microbiological, agro-phyto-meliorative and other 
methods of soil purification using high-quality oil sorbents are most effective. A promising unconven-
tional ameliorant for oil-contaminated soils can be brown coals and shungites, which are both effective 
sorbents of toxicants and coal-humic fertilizers of soils – bioactivators. The purpose of the study was to 
study the process of bioremediation of oil contaminated soils on the basis of a natural and man-made 
carbonaceous bioactivator, the koksu shungite. For the first time, scientific research has been carried out 
on the effect of a natural bioactivator (koksu schungite, which is a muscovite-quartz-carbonaceous shale) 
and a technogenic bioactivator (a thermoactivated mechanical mixture of koksu shungite and oil) on the 
process of soil purification from crude oil extracted from the oil deposit «Elemes South» of the Mangistau 
region , as well as factors influencing the process of soil purification from petroleum hydrocarbons were 
revealed. The physicochemical characteristics of the oil and the microbiocenosis of the soils selected for 
the experiment were studied. The experimental soil samples were contaminated with oil to an environ-
mentally hazardous state with an excess of permissible norms of 88.1 MPC. A model experiment con-
sisting of two variants of the experiment was carried out: in the first variant of the experiment, a natural 
bioactivator was used – a mineral (shale schungite), in the second variant of the experiment – a techno-
genic bioactivator (thermoactivated at 600 oC mechanical mixture of cokshun shungite and oil). The use 
of schungite and the thermophilic regime favorably influence the process of bioremediation of soils from 
oil contamination, a high purification percentage is achieved – 97.3%. The results of the research made it 
possible to develop a method for bioremediation of oil-contaminated soils of a particular oil field «Elemes 
Southern» in the Mangistau region using a bioactivator – a coks schungite, which is a commodity product 
of the mining company «Koksu», the only industrial-developed deposit in Kazakhstan.

Key words: bioremediation, oil, carbon-containing composite, soil, microbiocenosis, coks schung-
ite, bioactivator.
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Құрамында көміртегі бар табиғи және техногенді биоактиватор –  
коксу шунгиті негізінде мұнаймен ластанған торпырақтың биоремидиациясы

Мұнай төгінділерін, мұнай қалдықтарын және басқа да төтенше жағдайларда рұқсатты 
және рұқсатсыз орналастыру нәтижесінде, қоршаған ортаны ластау қаупі бар мұнай өндіретін 
кәсіпорындар үшін мұнаймен ластанған топырақты қалпына келтіру өзекті мәселе болып табылады. 
Топырақ және техногенді топырақтың мұнай және мұнай өнімдерімен ластануын төмендету және 
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жою әдістерінің қатарында микробиологиялық, агрофио-мелиоративті және басқа да жоғары 
сапалы мұнай сорбенттерімен топырақты тазалау әдістері ең тиімдісі болып келеді. Мұнаймен 
ластанған топыраққа арналған перспективалық дәстүрлі мелиоранттар – қоңыр көмір мен 
шунгит болуы мүмкін, олар бір мезетте токсиканттардың тиімді сорбенттері және топырақтың 
көмір-гуминді тыңайтқыштары – биоактиваторлар болып табылады. Зерттеудің негізгі мақсаты 
мұнаймен ластанған топырақты құрамында табиғи және техногенді көміртегі бар биоактиватор – 
көксу шунгиті негізінде биоремедиациялау процесін зерттеу. Алғаш рет Маңғыстау аймағындағы 
«Оңтүстік Елемес» мұнай кен орнынан алынған топырақты мұнай шикізатынан тазарту процесіне 
табиғи биоактиватордың (мусковит-кварц-көміртекті сланеці болып табылатын кокс шунгиті) 
және техногендік биоактиватордың (коксты шунгит және мұнайдың термомоторлы механикалық 
қоспасы) әсеріне ғылыми зерттеулер жүргізілді, сонымен қатар мұнай көмірсутектерінен 
топырақты тазалау процесіне әсер ететін факторлар анықталды. Экспериментке іріктеп алынған 
топырақ үшін микробиоценоз және мұнайдың физика-химиялық сипаттамалары зерттелді. 
Эксперименттік топырақ үлгілері рұқсат етілген нормативтен шамадан тыс жоғары мөлшерде, 
ШРК 88.1, қауіпті экологиялық күйде мұнаймен ластанған. Екі нұсқалы тәжірибеден тұратын 
моделді эксперимент жүргізілді: тәжірибенің бірінші нұсқасында табиғи биоактиватор – 
минерал (сланецті шунгит), тәжірибенің екінші нұсқасында – техногендік биоактиватор (600 оС 
градусқа дейін коксу шунгитімен және мұнайдың механикалық қоспасымен термоактивтелген) 
пайдаланылды. Мұнаймен ластанған топырақтың биоремедиациясы процесіне шунгит пен 
термофилді режимді қолдану оң әсер етеді, яғни жоғары тазарту пайызына қол жеткізілді – 
97,3%. Зерттеудің нәтижелері Маңғыстау облысындағы «Елемес Оңтүстік» мұнай кен орнындағы 
мұнаймен ластанған топырақты биоремедиациялау әдісін Қазақстандағы жалғыз өндірістік 
игерілген кен орны – «Көксу» тау-кен-рудалық компаниясының тауарлық өнімі болып табылатын, 
кокс шунгитінің көмегімен биоактиваторды пайдалану әдісін әзірлеуге мүмкіндік береді.

Түйін сөздер: биоремедиация, мұнай, құрамында көміртегі бар композит, топырақ, 
микробиоценоз, көксу шунгиті, биоактиватор.

Введение 

Земли Казахстана на 60 % подвержены де-
градации в разной степени (Пачикин, 2011: 10). 
Причина этому кроется в географических осо-
бенностях (расположен в засушливой зоне) и 
усиленным давлением демографического (рост 
населения) и антропогенного (развитие инду-
стрии, урбанизация) фактора. При этом наиболь-
ший вклад в загрязнение и нарушение земель 
вносит добыча полезных ископаемых, в частно-
сти, нефтедобыча (Голицын, 2010, С.28: 3). 

Наряду с фитомелиорацией и микробиоло-
гическими методами очистки нефтезагрязне-
ных почв на предприятиях нефтедобычи раз-
рабатываются и внедряются естественные и 
искусственные сорбенты нефти. Для сорбиро-
вания нефти широко используются синтетиче-
ские поглотители типа активированного угля, 
пенопласта, вспученный перлит, гелеобразо-
ватели и различные отвердители и др. (Bento, 
2005: 19; Цомбуева, 2017: 15; Гуславский, 2011: 
4). Однако перспективными являются шунгиты, 
которые одновременно являются эффективны-
ми сорбентами токсикантов, углегуминовыми 
удобрениями почв, биоактиваторами (Мусина, 
2014: 7).

Цель исследования: изучение процесса био-
ремедиации нефтезагрязненных почв на основе 

природного и техногенного углеродсодержаще-
го биоактиватора – коксуского шунгита.

Задачи исследования: 1) изучение влияния 
природного (коксуский сланцевый шунгит) био-
активатора на процесс очистки почв от сырой 
нефти, отобранной из нефтяного месторожде-
ния Елемес Южный Мангистауского региона; 2) 
изучение влияния техногенного биоактиватора 
(термоактивированная при температуре 600 оС 
механическая смесь коксуского шунгита и неф-
ти) на процесс очистки почв от сырой нефти, 
отобранной из нефтяного месторождения Еле-
мес Южный Мангистауского региона; 3) разра-
ботка способа биоремедиации нефтезагрязнен-
ных почв на основе природного и техногенного 
углеродсодержащего биоактиватора – коксуско-
го шунгита. 

Материалы и методы исследования

Объекты исследования: сырая нефть – тяже-
лая и относится к типу 3, смолистая, сернистая, 
парафиновая, отобранная с нефтяного место-
рождения Елемес Южный на юге Прикаспий-
ской впадины Мангистауского региона; темно-
каштановые почвы, отобранные для проведения 
модельного эксперимента с экологически чисто-
го Талгарского района Алматинской области; 
природный коксуский сланцевый шунгит-биоак-
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тиватор крупностью 5 мм; техногенный биоак-
тиватор (термоактивированная при температуре 
600 оС механическая смесь коксуского шунгита 
и нефти).

Методы исследования: Исследования осно-
вывались на применении следующих ГОСТов и 
методических указаний (МУ): 

–	 отбор проб нефти и нефтепродуктов: 
ГОСТ Р 52659-2006; ГОСТ 2517-2012);

–	 отбор проб почв (ГОСТ 28168-89; ГОСТ 
53123-2008 (ИСО 10381-5:2005);

–	 постановка модельного лабораторного 
эксперимента (ГОСТ 12.4.113-82; ГОСТ ISO 
9000-2011; ГОСТ ISO 9001-2011; ГОСТ 1.5-
2001; ГОСТ Р 8.563-2009); 

–	 физико-химическая характеристика неф-
ти (ГОСТ 3900-85; ASTM D 445-2011; ГОСТ 
20287-91; ГОСТ 5985-79; ГОСТ 19932-99; ГОСТ 
11851-85; ASTM D 4294-11; ГОСТ 2477-65; 
ГОСТ 6370-83; ГОСТ 21534-76; М-049-П/10); 

–	 химические методы исследования почв: 
МУ 03-03-97; 

–	 микробиологические исследования: ГОСТ 
ISO 7218-2015, (Eldor A. Paul, 2015: 21); 

–	 аналитические исследования (Jain, 2011:25).
Рентгенографические исследования сланце-

вого коксуского шунгита выполнялись на рент-
геновском дифрактометре X’PertPRO фирмы 
Phillips (Голландия). В качестве образцов для 
исследований использовались порошки, кото-
рые устанавливались в держатель дифракто-
метра для плоских образцов. Рентгенограммы 
полного спектра в интервале углов 2θ = 5÷1200 
снимались с использованием медной рентгенов-
ской трубки при напряжении на ней 30 kV и токе 
10 mA. Шаг сканирования – 0,02 градуса, время 
измерения интенсивности дифрагированного из-
лучения при этом шаге – 1.0 секунда. Расшиф-
ровка рентгенограмм осуществлялась в полуав-
томатическом режиме с помощью программного 
обеспечения X’PertQuantify и выбором канди-
датов из базы данных вручную, прилагаемой к 
дифрактометру. 

Модельный эксперимент. В день отбора проб 
почв был поставлен эксперимент по разработке 
технологии биоремедиации нефтезагрязненных 
почв в модельном эксперименте по схеме, пред-
ставленной на рисунке 1.

Модельный эксперимент состоял из двух 
идентичных по условиям вариантов, за исклю-
чением температурного режима: первый вари-
ант эксперимента проходил в условиях термо-
стата ТС-1/80 СПУ (РФ) при температуре 23 оС, 
второй – при 50 оС. Условия первого варианта 

соответствовали комнатной температуре, усло-
вия второго варианта приближены к температу-
ре почвы, прогреваемой в самый жаркий месяц. 
Опыт имел две повторности. В каждом опыте 
количество испытуемой почвы составило 200 г. 
Влагоемкость почвы 40 %, влажность 46 %, ос-
вещение отсутствовало.

Каждый эксперимент, в свою очередь, состо-
ял из контрольной (почва + сырая нефть (88,1 г/
кг)) и опытной группы, при этом опыт состоял из 
трех подгрупп:

–	 опыт № 1: Почва + сырая нефть (88,1 г/кг) 
+ техногенный биоактиватор (80 г/кг), 

–	 опыт № 2: Почва + сырая нефть (88,1 г/кг) 
+ природный биоактиватор (80 г/кг),

–	 опыт № 3: Почва + сырая нефть (88,1 г/кг) 
+ техногенный биоактиватор (40 г/л) + природ-
ный биоактиватор (40 г/кг).

Эксперимент занял семь дней (168 часов). По 
истечении 168 часов исследованные пробы почв 
были подвергнуты химическому и микробиоло-
гическому анализу.

Такой короткий срок дополнительно исходил 
из следующих суждений: в производственных 
условиях нефтедобывающей промышленности 
будут успешно практиковаться только те биоре-
медиационные технологии, которые, во-первых, 
по продолжительности будут занимать корот-
кое время, во-вторых, будут просты в эксплуа-
тации и, в-третьих, по себестоимости не будут 
дорогими. Поэтому, разрабатывая новый подход 
в биоремедиации нефтезагрязненных почв, мы 
исходили из этих трех ключевых аспектов в це-
лях успешного продвижения нашей разработки 
в производство.

Результаты исследования и их обсуждение 

Физико-химическая характеристика нефти, 
отобранная из скважины месторождения Елемес 
Южный (интервал перфорации – 1985-1994 м.; 
1998-2015 м.; 2221-2227,8 м согласно паспортов 
бурения) представлена в таблицах 1 и 2.

Исследованные пробы нефти, как это видно 
из таблицы 1 и 2, по плотности равной 0,8888-
0,8898 г/см3, характеризуются как тяжелые и от-
носятся к типу 3 (СТ РК 1347-2005). 

Кинематическая вязкость, определенная при 
200С, варьирует от 21,74 до 24,84 мм2/с. 

Пробы нефти по обнаруженному массово-
му содержанию силикагелевых смол (17,06-
17,27%) относят к смолистым, серы (1,31-1,39%) 
– к сернистым, парафинов (2,45-2,52%) – к 
парафиновым. 
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Рисунок 1 – Схема модельного эксперимента  
по разработке технологии биоремедиации нефтезагрязненных почв

 
 

  

Первый вариант (I) модельного 
эксперимента (23 оС)

Контроль I: Почва + сырая нефть (88,1 г/кг)

Опыт № 1: Почва + сырая нефть (88,1 г/кг) + техногенный 
биоактиватор (80 г/кг) 

Опыт № 2: Почва + сырая нефть (88,1 г/кг) + природный 
биоактиватор (80 г/кг)

Опыт № 3: Почва + сырая нефть (88,1 г/кг) + техногенный 
биоактиватор (40 г/л) + природный биоактиватор (40 г/кг)

Второй вариант (II) модельного 
эксперимента (50 оС)

Контроль II: почва + сырая нефть (88,1 г/кг)

Опыт № 4: Почва + сырая нефть (88,1 г/кг) + техногенный 
биоактиватор (80 г/кг) 

Опыт № 5: Почва + сырая нефть (88,1 г/кг) + природный 
биоактиватор (80 г/кг)

Опыт № 6: Почва + сырая нефть (88,1 г/кг) + техногенный 
биоактиватор (40 г/л) + природный биоактиватор (40 г/кг)

Таблица 1 – Физико-химическая характеристика нефти, отобранной на месторождении «Елемес Южный» на юге Прика-
спийской впадины Мангистауского региона

Показатель Ед. изм. Значение Методика
Плотность при 200С, г/см3 0,8888 ГОСТ 3900-85
Вязкость кинематическая при 200С, мм2/с 21,74 ASTM D 445-2011
Температура застывания нефти 0С -21 ГОСТ 20287-91
Кислотное число мг. КОН/г. 0,04 ГОСТ 5985-79
Коксуемость % масс. 3,92 ГОСТ 19932-99

Таблица 2 – Химическая характеристика нефти, отобранной на месторождении «Елемес Южный» на юге Прикаспийской 
впадины Мангистауского региона

Показатель Ед. изм. Значение Методика
Силикагелевые смолы % масс. 17,06 ГОСТ 11851-85
Асфальтены % масс. 2,29 ГОСТ 11851-85
Сера % масс. 1,39 ASTM D 4294-11
Парафин % масс. 2,52 ГОСТ 11851-85
Вода % масс. 0,03 ГОСТ 2477-65
Механические примеси % масс. 0,0530 ГОСТ 6370-83
Хлористые соли % масс. 208,70 ГОСТ 21534-76
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Показатель Ед. изм. Значение Методика
Свинец ppm 0,74223

М-049-П/10

Цинк ppm 0,93668
Железо ppm 3,3905
Ванадий ppm 24,834
Марганец ppm 0,66386
Никель ppm 6,2682

Продолжение таблицы 2

Температура застывания колеблется от -120С 
до -210С; температура вспышки, определенная 
в закрытом тигле от -20С до -50С. Коксуемость 
обнаружена в количестве от 3,92 до 4,33% масс. 
Массовое содержание воды определено от 0,03 
до 9,6%, концентрация хлористых солей от 
208,70 до 42939,56 мг/л соответственно. Меха-
нические примеси содержатся в незначительном 
количестве от 0,0530 до 0,0582% масс. Серово-
дород, метил и этилмеркаптаны не обнаружены.

Выход светлых фракций, выкипающих до 
3000С от 36,0 до 40,0% объемных, в том числе 
бензиновых фракций, выкипающих до 2000С – 
17,0% объемных.

Отобранные для модельного эксперимента 
пробы почв были подвергнуты химическому и 
микробиологическому анализу.

Согласно результатам химического анализа, 
проведенного по МУ 03-03-97, содержание не-
фтепродуктов в отобранных для модельного экс-
перимента почвах, обнаружено не было.

Природный биоактиватор – сланцевый кок-
суский шунгит содержит, %: C – 6; SiO2 – 70; 
Al2O3 – 8; CaO – 6; Fe2O3 – 4; Ti – 0,5; K2O – 0,5; 
Na2O – 0,5; Mn – 0,1; Ba – 0,06; Zr – 0,05; Sr – 
0,04; V – 0,015; B – 0,01. Микропримеси, ppm: 
Zn – 60; Ni – 50; Y – 50; Sc – 50; P – 40; Cr – 40; 
Co – 25; Mo – 20; Li – 20; Pb – 15; Cu – 10; Nb – 8; 
Ga – 8; Sn – 4; Be – 3; W – 3; Bi – 1; As – 1.

Результаты расшифровки дифрактограммы 
мусковит-кварц-углеродистого сланца: 
мuskovite-2T: Al3Si3K(OH)2O10 – 21%; мuskovite-
2M1: (К0,82Na0,18)(Fe0,03 Al1,97)(AlSiO3)O10(OH)2 – 
21%; quartz, syn: SiO2 – 16%; Getit : FeOOH – 1%; 
Graphite-2H: C – 17%; прочие: энстатит – MgSiO3 
(7%) и др. – 24%.

На основании комплекса исследований уста-
новлено, что шунгитовые породы Коксуского 
месторождения представляют собой природный 
композит, состоящий из двух макрокомпонен-
тов – углеродистого вещества, минералогически 

близкого к графиту, и микрокристаллического 
кремнезёма. Силикатная матрица коксуского 
шунгита заполнена кристаллами минералов. 
Эти минералы, принадлежащие к алюмосили-
катному ряду, наполняют силикатную матрицу 
данной каменной породы равномерно. Размер 
кристаллов алюмосиликатных минералов не 
превышает 1 мкм. Более половины состава кам-
ня приходится на силикаты – кремнезем и слож-
ные силикаты (слюды).

Углеродистое вещество относится к антрак-
солит-шунгитовой разности и графиту. Мине-
ральная основа коксуских пород – кремнистая, 
породы можно отнести к среднеуглеродистым 
шунгитистым, т.к. содержание углерода в сред-
нем находится в пределах 5–25 % С.

Техногенный биоактиватор – термоактиви-
рованная при температуре 600 оС механическая 
смесь коксуского шунгита и нефти, представля-
ющая собой более рыхлую массу по сравнению с 
исходным образцом шунгита, использованным в 
виде зерен крупностью 5 мм. Для активации ма-
териал был термообработан в муфельной печи 
при температуре 600 оС в течение 30 минут. 

Микробиоценоз почв. Количественный учет 
микроорганизмов, проведенный согласно мето-
дикам, изложенных в ГОСТ ISO 7218-2015 и в 
работе (Eldor A. Paul, 2015: 21) представлен в 
таблице 3.

Как видно из таблицы 3, рост колоний на 
плотном агаре показал, что общая обсеменен-
ность гетеротрофными микроорганизмами в 
отобранной для исследования почве было на 
уровне пятого разведения, обсемененность же 
микромицетами и актиномицетами не превы-
шал второго уровня разведения. Особо сле-
дует отметить, что не был зафиксирован рост 
колоний на плотном питательном агаре по ко-
лиморфным бактериям, что свидетельствует о 
санитарном благополучии отобранной для ра-
боты почвы.
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Таблица 3 – Микробиоценоз почв, отобранных для эксперимента 

Показатель
Физиологические группы микроорганизмов

ОМЧ Колиморфные 
бактерии Актиномицеты Микромицеты

, КОЕ/г (2,9 ± 0,1) х 105 - (0,5 ± 0,01) х 102 (1,0 ± 0,01) х 102

СV, % 4,7 - 140 0

Если же судить об изменчивости по обсеме-
ненности почв, то наибольшая вариация принад-
лежит актиномицетам (140 %), а меньшая (4,7 
%) – ОМЧ, тогда как по микромицетам изменчи-
вость отсутствовала. Поэтому можно заключить, 
что по актиномицетам отмечен относительно 
высокий разброс и минимальная по обсеменен-
ности выравненность исследуемых показателей. 
В дополнение следует отметить, что полученные 
по обсемененности результаты достоверны по 
ОМЧ (Р=0,99), тогда как по актиномицетам – не 
достоверны. 

Согласно данным, полученные в исследова-
ниях В.П. Коваленко (Коваленко, 1990: 6), при 
биоремедиации нефтезагрязненных почв, наи-
больший процент утилизации нефти и нефтепро-
дуктов происходит на 2-5 сутки. В связи с этим, 
наша экспериментальная часть заняла семь дней 
(168 часов), по истечении которого пробы почв 
были подвергнуты химическому и микробиоло-
гическому анализу.

Комплексный анализ по полученным ре-
зультатам проводили в сравнительном аспекте: 
между опытной группой и контрольной, между 
опытами с одинаковыми ситуациями при разных 
вариантах эксперимента.

Известно, что нефтезагрязненные почвы 
по уровню разведения делят на пять категорий 
(Порядок определения размеров ущерба, 1993: 
13): допустимый (<1000 мг/кг); низкий (1000-

2000 мг/кг); средний (2000-3000 мг/кг); высокий 
(3000-5000 мг/кг); очень высокий (>5000 мг/кг).

Если превышение нефти в почве достигает 
до 10 ПДК, то по критериям физической дегра-
дации, такие почвы считаются по экологической 
ситуации относительно удовлетворительными, 
при 10-25 ПДК – чрезвычайными и при более 25 
ПДК – бедственными (ГН к безопасности ОС, 
2015: 2).

Отобранные для эксперимента почвы были 
загрязнены нефтью до экологически бедствен-
ного состояния с превышением допустимых 
норм 88,1 ПДК.

В таблицах 4 и 5 представлены результаты, 
полученные при химическом и микробиологи-
ческом исследовании почв при проведении мо-
дельного эксперимента.

Как видно из таблицы 4, применение биоак-
тиваторов при очистке почв от сырой нефти и 
термофильный режим благоприятно влияют на 
процесс биоремедиации: 

В первом варианте эксперимента (23оС): 
в первой контрольной группе «Почва + сырая 
нефть (88,1 г/кг)» содержание нефти снизилось 
незначительно, всего на 38,9 %, тогда как в груп-
пах опыта снижение было значительным благо-
даря используемым в комплексе биоактивато-
ров техногенного и природного происхождения 
– на 95,5 % (опыт 1), 95,9 % (опыт 2) и 96,7 % 
(опыт  3).

Таблица 4 – Содержания нефти (мг/кг) в почве при проведении модельного эксперимента 

Эксперимент I (23 оС) Эксперимент II (50 оC)
Вариант 0 часов 168 часов Вариант 0 часов 168 часов

Контроль I 88 100 53 800 ± 23 Контроль II 88 100 46 508 ± 26
Опыт № 1 88 100 3 936 ± 9 Опыт № 4 88 100 2 417 ± 21
Опыт № 2 88 100 3 600 ± 14 Опыт № 5 88 100 2 338 ± 11
Опыт № 3 88 100 2 921 ± 5 Опыт № 6 88 100 3 110 ± 17
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Во втором варианте эксперимента (50 оС): 
содержание нефти снизилось незначительно (на 
47,2 %) в контрольной группе № 2 «Почва + сы-
рая нефть (88,1 г/кг)», а в группах опыта наблю-
дали ощутимое снижение благодаря используе-
мому техногенному биоактиватору – на 96,5 % 
(опыт 6) и 97,3 % (опыты 4, 5).

Используемые для очистки почв от нефти и 
нефтепродуктов сорбенты условно делятся на 
четыре группы:

1) природные, декларируемая сорбционная 
емкость: 5-12 г/г нефти (Цыганова, 2014: 16): 
торф, лузга подсолнечника, шелуха риса, скор-
лупа грецкого ореха и др. отходы растительного 
происхождения (Annunciado, 2005: 18; Щепа-
кин, 2001: 17); диатомит, доломит и др. (Breck, 
1974: 20); 

2) биосорбенты с сорбционной емкостью 
1:7 и 1:8: микроорганизмы активного ила, кар-
боксиметилированные дрожжи, высшие жирные 
кислоты, искусственно созданные – расплав по-
лимеров с добавлением активированного угля 
(Gertler, 2009: 24; Патент № 2023685, 1991: 9; 
Евдокимова, 2000: 5); 

3) наносорбенты, производимые на основе 
графита, сорбционная емкость 40-80 г/г (Муси-
на, 2014: 7); 

4) сорбенты из техногенной органики с де-
кларируемой сорбционной емкостью 5-34 г/г 
– это полипропилен, поропласт и т.д. (Попов, 
2011а: 11; Попов, 2011б: 12; Germida, 2002; 23).

В исследованиях, проведенных Т.И. Бурми-
стровой (Бурмистрова и др., 2003: 1) было вы-
явлено, что степень очистки объекта зависит 
от уровня загрязнения почв нефтепродуктами. 
В статье показано, что степень очистки при ис-
пользовании активированного торфа варьирует 
в пределах от 4 до 89 %. При этом следует от-
метить, что сорбционная емкость 1 г абсолютно 
сухого вещества торфа составляет 6-10 г нефти 
(Бурмистрова и др., 2003: 1). При использовании 
в качестве сорбента биомассы, например, су-
спензии штамма Bacillus subtilis, процент очист-
ки почв от нефти достигал 99,53 % (Неустроев, 
2015: 8). Автор исследования показывает, что 
при сочетании данного бактериологическо-
го препарата с навозом и пометом повышается 
эффективность самоочищения почв от углево-
дородов нефти за счет того, что почва вместе с 
органикой обогащается углеродом, энергией и 
микрофлорой. 

В наших исследованиях наилучший резуль-
тат (97,3 % очистки почв от сырой нефти) был 
получен в опытах, когда природный (коксуский 

шунгит; опыт 4) и техногенный (опыт 5) био-
активатор был использован по отдельности при 
температуре 50оС. Можно предположить, что 
используемые биоактиваторы, с одной стороны 
сорбируют весомый объем нефти (40-80 г/г неф-
ти), с другой – вносят в почву ценные минераль-
ные компоненты (коксуский шунгит), углерод и 
энергию (термоактивированная при температуре 
600 оС механическая смесь коксуского шунги-
та и нефти), активизирующие ферментативные 
процессы очистки почв от нефтяных загрязне-
ний. Интенсификацию микробиологических 
процессов очистки почв от нефтяных загрязне-
ний можно объяснить феноменом кометаболиз-
ма (Тихонович, 2007: 14).

Количественный учет микроорганизмов в по-
чвах (таблица 5) показал, что применение биоак-
тиваторов активизирует процесс ферментативной 
биоремедиации нефтезагрязненных почв. Так, 
при сравнении результатов, полученных при ис-
следовании отобранных экологически чистых 
почв (таблица 3) с модельно загрязненными по-
чвами по истечении эксперимента (таблица 5) 
видно, что рост колоний на плотном питательном 
агаре по ОМЧ снизился на один (опыт 1) и два 
(контроль 1, опыты 2,3) уровня разведения. По 
колиморфным бактериям достаточно сравнить 
результаты, которые были получены до (таблица 
3) и после проведения модельного эксперимента 
(таблица 5), т.к. после проведения опытов во всех 
вариантах рост колоний на плотном питатель-
ном агаре был отмечен на втором уровне разве-
дения, тогда как до постановки эксперимента по 
исследуемой почве роста колоний на плотном 
питательном агаре обнаружено не было, следо-
вательно, можно предполагать согласно ранее 
проведенным исследованиям (Turkayeva, 2017: 
30; Joo, 2007: 26), что при модельном загрязнении 
почв сырой нефтью было место вторичное загряз-
нение, т.к. пробы сырой нефти были отобраны с 
открытого техногенного накопителя. По актино-
мицетам и микромицетам особых изменений по 
обсемененности зафиксировано не было, т.к. по 
всем исследуемым почвам эксперимента рост ко-
лоний на плотном питательном агаре был зафик-
сирован на втором уровне разведения.

Объяснение относительно высокому разбро-
су (16-140 %) и минимальному по обсеменен-
ности выравненности роста колоний на плотном 
питательном агаре можно дать на основе моде-
ли ингибирования (последовательность видов в 
сукцессии определяется их жизненными страте-
гиями): в нефтезагрязненных исследуемых по-
чвах в присутствии биостимуляторов и при 168 
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ч часовом лимите количественные и качествен-
ные преобразования на уровне консорциума 
микроорганизмов не успевает завершиться от-
чего и зафиксирован высокий разброс почти по 
всем исследуемым таксонам (Schaefer, 2007: 29). 
Дополнительно необходимо отметить, что сорб-
ция микроорганизмов зависит от особенностей 
сорбента и от подвижности микроорганизмов 
(Margesin, 2001: 27). Физико-химические свой-

ства субстрата определяют отбор микроорга-
низмов по трофическим потребностям, наличие 
органического углерода способствует колониза-
ции микроорганизмов. Из приведенных данных 
таблицы 5 очевидно значение вносимых вместе 
с биоактиваторами минеральных веществ, угле-
рода и энергии для активизации микробиологи-
ческих процессов по очистке почв от нефтеза-
грязнений.

Таблица 5 – Микробиологические показатели содержания нефти в почве при проведении модельного эксперимента 

Таксон
Эксперимент I (23 оС) Эксперимент II (50 оC)

Вариант ±mx, КОЕ/г Сv, % Вариант ±mx, КОЕ/г Сv, %

ОМЧ

Контроль I (8,0 ± 0,4) х 104 124 Контроль II (2,5 ± 0,5) х 104 32
Опыт № 1 (1,5 ± 0,1) х 105 47 Опыт № 4 (1,5 ± 0,1) х 104 140
Опыт № 2 (3,5 ± 0,1) х 104 20 Опыт № 5 (6,5 ± 0,4) х 104 88
Опыт № 3 (2,5 ± 0,2) х 104 84 Опыт № 6 (0,5 ± 0,1) х 104 38

Колиморфные 
бактерии

Контроль I (1,0 ± 0,1) х 102 43 Контроль II (2,1 ± 0,1) х 103 17
Опыт № 1 (4,4 ± 0,4) х 102 55 Опыт № 4 (2,2 ± 0,1) х 103 39
Опыт № 2 (4,9 ± 0,3) х 103 27 Опыт № 5 (1,3 ± 0,2) х 102 98
Опыт № 3 (4,0 ± 0,1) х 102 18 Опыт № 6 (2,6 ± 0,8) х 102 14

Актиномицеты

Контроль I (1,5 ± 0,04) х 102 70 Контроль II (3,5 ± 0,1) х 102 20
Опыт № 1 (2,0 ± 0,04) х 102 47 Опыт № 4 (5,5 ± 0,1) х 102 38
Опыт № 2 (2,5 ± 0,1) х 102 84 Опыт № 5 (3,0 ± 0,8) х 102 93
Опыт № 3 (2,0 ± 0,04) х 102 47 Опыт № 6 (1,2 ± 0,1) х 102 12

Микромицеты

Контроль I (2,0 ± 0,04) х 102 70 Контроль II (1,5 ± 0,7) х 102 47
Опыт № 1 (1,5 ± 0,1) х 102 47 Опыт № 4 (2,0 ± 0,4) х 102 70
Опыт № 2 (4,0 ± 0,4) х 102 35 Опыт № 5 (2,5 ± 0,2) х 102 84
Опыт № 3 (4,5 ± 0,1) х 102 16 Опыт № 6 (1,5 ± 0,7) х 102 47

Результаты микробиологических исследова-
ний показали (таблица 5), что при загрязнении 
почвы нефтью происходят существенные преоб-
разования не только на уровне общего микробио-
ценоза (общая обсемененность гетеротрофными 
микроорганизмами снизилось по сравнению с 
почвами, исследованные до загрязнения неф-
тью на два уровня, т.е. с шестого снизилось до 
четвертого уровня разведения), но и по санитар-
ным показателям почвы, о чем свидетельствует 
рост колоний колиморфных микроорганизмов 
на плотном питательном агаре на втором уровне 
разведения (при 23оС – третий уровень разведе-
ния в опыте № 2), тогда как в чистых почвах (та-
блица 3) рост колоний на плотном питательном 
агаре зафиксирован по колиморфным бактери-

ям не был. Для актиномицетов и микромицетов 
особых изменений обнаружено не было по срав-
нению с результатами, которые были получены 
при исследовании чистых от нефти почв.

Выводы 

Резюмируя данные, полученные при про-
ведении модельного эксперимента можно 
заключить:

В экспериментах при температуре 23оС наи-
лучший результат был получен в модельном 
опыте № 3, когда для очистки нефтезагрязнен-
ных почв был использован комплекс, состоящий 
из биоактиваторов природного и техногенного 
происхождения, при этом процент очистки почв 
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от нефтезагрязнений составил 96,3 %, в опыте № 
2 – 95,9 % и в опыте № 1 – 95,5 %, тогда как в 
контрольной группе – всего 38,9 %.

При температуре 50оС наилучший резуль-
тат был получен в модельном опыте № 4 и № 
5, когда для очистки нефтезагрязненных почв 
был использован биоактиватор техногенного 
и природного происхождения по отдельности; 
процент очистки почв от нефтезагрязнений в 
опытах № 4 и № 5 составил 97,3 %, в опыте № 
6 – 96,5 %, тогда как в контрольной группе – 
всего 47,2 %.

Таким образом, целесообразно для улучше-
ния эффекта очистки почв от нефтезагрязне-
ний, применять биоактиваторы природного и 
техногенного происхождения в комплексе при 
температуре 23оС и, по отдельности, при тем-
пературе 50оС, т.к. в этих случаях в опытах был 

получен наибольший, по сравнению с другими 
вариантами опыта, процент очистки от нефте-
загрязнений – 96,3 % и 97,3 %, соответственно. 
Применение биоактиватора при термофильном 
режиме позволяет достичь более высокого про-
цента очистки почв от загрязнения сырой неф-
тью. Это объясняется тем, что использованные 
в опыте биоактиваторы природного и техноген-
ного происхождения ускоряют процесс биоре-
медиации почв: способствуют иммобилизации 
микроорганизмов на своей развитой поверхно-
сти; являются, в случае с природным биоактива-
тором, поставщиком микроэлементов, многие из 
которых улучшают плодородие почв; обладают 
сорбционными и коагуляционными свойствами; 
участвуют в связывании тяжелых металлов в не-
подвижные комплексы (Gertler, 2009: 24; Millioli, 
2009: 28; Joo, 2007: 26; El-Nemr, 2006: 22). 
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