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Компоненты трех исследованных растительных экстрактов Ungernia victoris, Rhodiola 
rosea и Polyscias filicifolia взаимодействуют с OmpC белком-порином наружной 
мембраны клеточной оболочки Escherihia coli и не взаимодействуют с ее другими 
поверхностными структурами – ЛПС-комплексом, LamB и OmpA белком. Не исклю­
чена возможность взаимодействия компонентов растительных экстрактов и с другими 
белками-поринами, описанными как для прокариотических, так и для эукариотических 
систем.
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Введение. Предпринятое нами ранее изучение биологических свойств рас­
тительных экстрактов показало пригодность бактериальных тест-систем 

для демонстрации протекторных, антимутагенных и противоопухолевых актив­
ностей исследуемых препаратов [1–3]. Кроме того, оказалось, что использова­
ние прокариотических моделей позволяет установить на уровне каких клеточ­
ных структур происходит взаимодействие растительного экстракта с тест-объ­
ектом. Так, благодаря использованию системы CaCl2-трансформации E.coli, 
мы показали, что одной из мишеней экстракта Ungernia victoris может быть на­
ходящийся в плазматической мембране E. coli поли-β-гидроксибутират/каль­
ций полифосфатный комплекс (РНВ/Са2+ polyP) [4]. Это обстоятельство вы­
зывает вполне закономерный вопрос – с какими структурами на поверхности 
клетки связываются компоненты растительного экстракта, прежде чем про­
никнуть в более глубокие клеточные слои. Ответ можно получить, используя 
в качестве еще одной тест-системы адсорбцию бактериофагов на специфи­
ческих для них рецепторах, расположенных на наружной мембране клеточной 
оболочки. Использование бактериофагов для изучения структурного и физио­
логического состояния клеточной стенки можно считать логическим продол­
жением метода фаготипирования, разработанного первоначально для эпиде­
миологического определения штаммов возбудителей инфекционных заболе­
ваний [5] и дифференцирования гладких и шероховатых форм S. typhimurium 
[6, 7] и шигелл Флекснера [8]. Следует отметить при этом, что фаговый тест 
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биологии Макса Планка, Тюбинген, Герма­
ния).

Питательные среды. Бактерии вы­
ращивали на питательной среде LB (Luria 
Bertani) [11]. В двуслойных посевах по 
Грациа [5] использовали LB-агаризован­
ную среду (1,8% для нижнего слоя и 0,6–
0,8% – для верхнего слоя).

Растительные экстракты. Исполь­
зовали экстракты из биомассы культи­
вированных клеток, полученные в виде 
40%-х этанольных вытяжек методом пер­
коляции сухой биомассы. Соотношение 
спирт: биомасса составляло 10:1. Конеч­
ным этапом получения экстракта было 
выпаривание спирта при помощи ваку­
умно-ротационного испарителя и пере­
вод сухого остатка в стерильную дис­
тиллированную воду в объеме, равном 
первоначальному объему спиртового экс­
тракта . Источником биомасс были: био­
масса полиcциаса папоротниколистно­
го Polyscias filicifolia Bailey из семейства 
Araliaceae (штамм Polyscias F-2, коллек­
ционный №6, ККК ИМБиГ НАН Украины, 
Киев) – далее экстракт P. filicifolia; родио­
лы розовой Rhodiola rosea L из семейства 
Crassulaceae (штамм 3К-1, коллекцион­
ный №29, ВСКК-ВР, Москва, Россия) – да­
лее экстракт Rh. rosea; унгернии Виктора 
Ungernia victoris Vved. ex Artjuschenko 
из семейства Amaryllidaceae (штамм 
UV‑2, коллекционный №10, ККК ИМ­
БиГ НАН Украины, Киев) – далее экстракт 
U. victoris [12].

Определение эффективности посе‑
ва бактериофагов. Эффективность по­
сева бактериофагов в присутствии экс­
трактов (опыт) по сравнению с контролем 
(посевы без экстрактов) определяли под­
счетом негативных колоний на чашках Пет­
ри. В опытном варианте экстракты в объ­
еме 0,1мл вносили в 5,0 мл расплавленно­
го верхнего слоя, добавляли 0,1 мл фага и 
0,1 мл жидкой культуры E. coli C600, пе­

позволяет выявить отклонения в структуре 
липополисахаридного комплекса (ЛПС), 
которые не улавливаются с помощью се­
рологических или химических методов. 
Точно так же бактериофаги, рецептора­
ми для которых служат белки наружной 
мембраны клеточной оболочки, с высо­
кой степенью специфичности распозна­
ют не только “свой” белок на поверхности 
бактерии, но и определенные его участки 
[9]. Это объясняется тем, что белки хвос­
тового отростка бактериофагов облада­
ют высокой консервативностью, позволя­
ющей рассматривать адсорбцию бакте­
риофагов как очень устойчивую систему 
[10]. В то же время обработка бактерий 
различными веществами – поверхностно-
активными, лизоцимом, антибиотиками, 
антителами приводит, как правило, к сни­
жению или потере адсорбционной актив­
ности клеточной стенки [5]. Компоненты 
растительных экстрактов в случае их свя­
зывания с клеточной стенкой также могут 
препятствовать адсорбции бактериофа­
гов и тем самым указывать на структуру, в 
контакт с которой растительный экстракт 
вступает прежде всего. В настоящей рабо­
те мы использовали этот подход, посколь­
ку он позволяет определить, с белковы­
ми или углеводными структурами взаимо­
действуют составляющие растительного 
экстракта при их первичном столкновении 
с клеточной поверхностью.

Материалы и методы
Бактерии. В работе использован 

штамм E. coli С600, полученный из Инсти­
тута биохимии и физиологии микроорга­
низмов РАН (Пущино-на-Оке, Россия).

Бактериофаги. Бактериофаги Р1, Р2, 
Р22, Т7, λ получены из коллекции Инсти­
тута молекулярной биологии и генетики 
НАНУ (Киев, Украина), бактериофаги Ох2, 
Ох2h10, Ох2h12,TuIb любезно предостав­
лены доктором У. Хеннингом (Институт 
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ремешивали и выливали на чашку с ниж­
ним слоем 1,8% агаризованной LB-сре­
ды. В контрольном варианте посевы дела­
ли таким же образом, но вместо экстракта 
вносили 0,1мл физиологического раство­
ра NaCl. Результаты посевов учитывали на 
следующий день.

Статистическая обработка данных. 
Результаты опытов обрабатывали статис­
тически на основании общепринятых ме­
тодов с использованием некоторых прин­
ципов дисперсного анализа [13]. Ста­
тистическую значимость различий между 
группами данных оценивали при помощи 
критерия Стьюдента (t-критерий) и F-тес­
та, используя для критерия Фишера сле­
дующее выражение:
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где Fd – критерий достоверности разницы 
по Фишеру;
М1 и М2 – средние значения для двух вы­
борок;
n1 и n2 – объемы первой и второй выборок;
С1 и С2 – случайная (внутригрупповая) 
дисперсия в однофакторном дисперсном 
комплексе;
сумма квадратов центральных отклонений 
gam (V) от своей частной средней 
М1 : С2=∑(V–M1)2.
Обсчитанное значение критерия Фишера 
Fd сравнивали со стандартным значением 
Fst, которое находили с помощью специ­
альных таблиц для  двух степеней свобо­
ды, первая из которых всегда равна едини­
це (V1 = 1), а вторая – сумме объемов двух 
выборок минус два (V2 = n1 + n2 – 2).

Результаты и обсуждение
Результаты исследований, представ­

ленные в таблице, свидетельствуют, что 
эффективность посевов бактериофагов 
Р1, Р2, Р22, Т7 (адсорбируются на ЛПС)
[14], бактериофага λ (адсорбируется на Таблица
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P.  filicifolia). В то же время отличия в эф­
фективности посевов бактериофагов в 
присутствии экстракта R. rosea не имеют 
достоверного характера (β<0,95) и мо­
гут расцениваться лишь как определенная 
тенденция к ингибированию адсорбции 
фагов 2-й группы. 

Таким образом, в присутствии иссле­
дованных нами растительных экстрактов 
бактериофаги Ox2h10, Ox2h12 и TuIb до­
стоверно снижают свою эффективность 
посева по сравнению с контролем. От бак­
териофагов первой группы их отличает 
способность к адсорбции на OmpC‑ре­
цепторе, который входит в группу пори­
нов наружной мембраны оболочки E.  coli 
[9]. При этом бактериофаги Ox2h10 и 
Ox2h12, которые последовательно мути­
ровали от OmpA-специфичного бактерио­
фага Ох2 в направлении расширения круга 
хозяев [17], могут использовать в качест­
ве рецепторов адсорбции как OmpA, так и 
OmpC; TuIb относится к OmpC-специфич­
ным бактериофагам.

Ингибирование адсорбции этих трех 
бактериофагов со стороны раститель­
ных экстрактов свидетельствует о взаи­
модействии последних или с рецептора­
ми на поверхности бактериальной клетки 
или с фаговыми хвостовыми отростками. 
Последнее представляется маловероят­
ным, поскольку в этом случае происходи­
ло бы снижение эффективности посевов 
всех бактериофагов, что в эксперименте 
не наблюдается. 

Кроме того, не наблюдается более 
сильного влияния растительных экстра­
ктов на TuIb по сравнению с Ox2h10 и 
Ox2h12, которого можно было бы ожи­
дать исходя из способности двух послед­
них фагов использовать не один, а два кле­
точных рецептора. Мы объясняем это тем, 
что по активности связывания с OmpA и 
OmpC фаги Ox2h10 и Ox2h12 гораздо 
ближе к TuIb, чем к Ох2. Так, согласно дан­

LamB–белке) [15] и бактериофага Оx2 
(адсорбируется на OmpA–белке) [16] в 
большей или меньшей степени повышена 
в присутствии растительных экстрактов, 
тогда как эффективность посевов бакте­
риофагов Ox2h10, Ox2h12 и Tulb [17] в 
присутствии этих же экстрактов несколько 
понижена по сравнению с контролем. 

Сравнение этих данных как двух мас­
сивов (рис.), первый из которых включа­
ет 6 бактериофагов (1 группа) и 3 экстра­
кта (объем выборки 90 вариантов, сред­
нее значение эффективности посева 
109,17±2, 18), а второй – 3 бактериофа­
га (2 группа) и 3 экстракта (объем выборки 
28 вариантов, среднее значение эффек­
тивности посева 92,04±1,97) свидетель­
ствует о наличии между ними статисти­
чески достоверной разницы, оцененной 
как при помощи t-критерия (p<0,01), так и 
критерия Фишера (β>0,99).

Рисунок. Распределение бактериофагов по эффек­
тивности посева в присутствии растительных экстра­
ктов: 1 – P1; 2 – P2; 3 – P22; 4 – T7; 5 – lambda; 6 – 
Ox2; 7– Ox2h10; 8 – h12; 9 – Tulb

Относительно влияния отдельных экс­
трактов на эффективность посевов обеих 
групп бактериофагов показано, что в при­
сутствии экстрактов U.victoris и P. filicifolia 
данный показатель статистически значи­
мо возрастает для первой группы бакте­
риофагов по сравнению со второй груп­
пой (β>0,95 для U. victoris и β>0,99 для 
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рецепторной активности по отношению к 
ЛПС- зависимым фагам. Структура ЛПС 
существенна также для стабилизации 
OmpA белка как рецептора, а присутствие 
в среде мальтозы увеличивает число мо­
лекул LamB, что способствует повышению 
эффективности посевов фагов Ох2 и λ со­
ответственно [9]. По сути, растительные 
экстракты оптимизируют состав питатель­
ной среды для бактериофагов, чья адсорб­
ционная способность зависит от состоя­
ния ЛПС, его взаимодействия с белковы­
ми рецепторами (OmpA) и наличия 
достаточного количества мальтозо-спе­
цифического порина LamB. Все это объяс­
няет единообразие стимулирующего вли­
яния всех трех экстрактов на бактериофа­
ги, объединенные в нашей работе как 
группа 1.

С другой стороны, специфическое 
сродство большого числа гидрофильных 
соединений к OmpC порину обусловлива­
ет, очевидно, некоторую степень их конку­
рентности по отношению к OmpC-зависи­
мым бактериофагам (группа 2), что приво­
дит к снижению эффективности их посева 
и объясняет однородность ингибирующе­
го влияния всех экстрактов на эту группу 
бактериофагов.

Взаимодействие растительных экс­
трактов с белком-порином OmpC позво­
ляет предположить возможность первич­
ного контакта компонентов растительных 
экстрактов с другими белками-поринами, 
описанными как для прокариотических, 
так и для эукариотических систем.

Выводы
Первичный контакт растительных экс­

трактов с поверхностью бактериальной 
клетки может осуществляться как выбо­
рочное взаимодействие определенных 
компонентов экстракта с белками-по­
ринами, способными пропускать внутрь 
клетки широкий набор гидрофильных со­
единений с размером молекул до 600 Да.

ным Morona и др. [18] мутант E. coli P400-
M1 (оmpA) не адсорбирует Ох2, но ад­
сорбирует 97 % TuIb, 99 % Ox2h10 и 99% 
Ox2h12. Еще один мутант по белку OmpA 
E. coli P460 адсорбирует только 5 % фага 
Ох2, адсорбируя при этом 99,8 % TuIb, 
99  % Ox2h10 и 97,2 % Ox2h12. Если бы 
адсорбция Ox2h10 и Ox2h12 укладыва­
лась в схему случайных столкновений фаг-
рецептор, то падение эффективности по­
севов Ox2h10 и Ox2h12 на оmpA мутантах 
находилось бы в пределах 50 %, тогда как 
описанная в литературе эффективность 
адсорбции двух этих фагов гораздо выше 
по отношению к OmpC, чем к OmpA бел­
ку. Соответственно, и в наших опытах раз­
ница между TuIb, Ox2h10 и Ox2h12 не про­
слеживается.

Таким образом, судя по падению эф­
фективности посевов OmpC-зависимых 
бактериофагов компоненты трех исследо­
ванных растительных экстрактов взаимо­
действуют с OmpC рецептором наружной 
мембраны клеточной оболочки E. coli и не 
взаимодействуют с ее другими поверх­
ностными структурами – ЛПС комплексом, 
LamB и OmpA белками. Влияние расти­
тельных экстрактов на OmpC обусловле­
но, очевидно, тем, что последний относит­
ся к группе белков-поринов и образует 
поры – неспецифическое сито, через ко­
торое диффундируют гидрофильные ве­
щества с размером молекул до 600 Da 
[19]. К ним относятся моно-, ди-, три-са­
хариды, аминокислоты, тетрапептиды, 
широкий набор минеральных соединений 
[12, 20-22]. Использованный нами способ 
получения растительных экстрактов пред­
полагает присутствие в них такого рода 
соединений независимо от специфичес­
ких профилей метаболизма каждого из 
растений. Изменение состава питатель­
ной среды, в нашем случае за счет внесе­
ния 2% растительного экстракта, приво­
дит к изменению структуры бактериально­
го ЛПС [23, 24] и, соответственно, его 
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Взаимодействие компонентов растительных экстрактов с белком-порином

поріном зовнішньої мембрани клітинної обо­
лонки Escherihia coli і не взаємодіють з інши­
ми її поверхневими структурами – ЛПВ – комп­
лексом, LamB і OmpA білками. Не виключена 
можливість взаємодії компонентів рослинних 
екстрактів і з іншими білками-порінами, описа­
ними як для прокаріотичних, так і для еукаріо­
тичних систем.

Ключові слова: білки-поріни E.coli, бактеріофа­
ги, рослинні екстракти.
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