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В настоящей работе приведены данные, которые доказывают, что в жидком содержимом куколок дубового шелко-

пряда имеются вещества, способные модулировать экспрессию генов трех белков – -глюкозидазы, фосфолипазы D и 

фитохрома А. Эти белки могут участвовать в процессах трансдукции сигналов и развитии ответов растения на 

стрессовые воздействия разной природы. Экстракт куколок дубового шелкопряда повышает уровень экспрессии гена  

-глюкозидазы через 7 суток после обработки семян. Экстракт куколок дубового шелкопряда, вероятно, вызывает вол-

ну повышения уровня экспрессии генов фосфолипазы D и фитохрома А в интервале 3–7 сутки после обработки семян. 

Основной итог данного исследования заключается в том, что при разведении жидкого содержимого куколок в 10000 раз 

(исходный экстракт готовится в разведении 1:10) удается зарегистрировать модулирующее действие низкомолекуляр-

ных биорегуляторов практически в гомеопатических концентрациях на экспрессию генов. 

Ключевые слова: дубовый шелкопряд, -глюкозидаза, фосфолипаза D, фитохром А, экспрессия генов. 
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The paper presents data that prove that the liquid content of oak silkworm pupae have substances that can modulate gene ex-

pression of three proteins: -glucosidase, phospholipase D and phytochrome A. These proteins are able to participate in the 

processes of signal transduction and the development of plant responses to stress impact of different nature. Extract of oak silk-

worm pupae increases the level of expression of the gene -glucosidase 7 days after seed treatment. Extract of oak silkworm pu-

pae is likely to cause a wave of increasing the level of gene expression of phospholipase D and phytochrome A in the range of 3–7 

days after seed treatment. Main findings of the study are the fact that 10000 time delusion of liquid silkworm pupae content (the 

1:10 deluded basic extract is prepared) it is possible to register modulating impact of low molecule bioregulators in  

practically homeopathic concentrations on the gene expression.  
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астения постоянно подвергаются влиянию 

биогенных и абиогенных стрессовых факто-

ров внешней среды, которые могут вызывать 

различные изменения в растительных тканях 

вплоть до их повреждения [1–2]. Как правило, 

после воздействия в клетках растений иниции-

руются процессы, восстанавливающие гомео-

стаз, включая регенерацию поврежденных тка-
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ней. Вместе с тем, в случае проникновения че-

рез поврежденные участки патогенных орга-

низмов растение активирует реакции, способ-

ные ослабить или полностью предотвратить 

развитие инфекции. В настоящее время охарак-

теризованы некоторые этапы ответа растения на 

стрессовые воздействия. Например, в ответе 

могут участвовать олигосахариды, высвобож-

даемые при разрушении клеточной стенки, а 

также стрессовые фитогормоны (жасмоновая 

кислота, этилен, абсцизовая кислота, олигопеп-

тид системин) [3–4]. Все эти биологически ак-

тивные вещества участвуют в передаче сигнала 

в растении, индуцируют образование внутри-

клеточных сигнальных и защитных соединений 

и экспрессию защитных генов. Конечные этапы 

ответа растения на стресс включают в себя син-

тез вторичных метаболитов и белков с разнооб-

разными функциями (ингибиторы протеиназ, 

полифенолоксидазы, ферменты катаболизма 

аминокислот), а также молекул, восстанавли-

вающих клеточную стенку. Эти вещества обес-

печивают либо заживление поврежденных уча-

стков тканей, либо оказывают отпугивающее 

или отравляющее действие на животных-

фитофагов, а также предотвращают распро-

странение патогенных организмов в здоровые 

клетки инфицированного растения [2–4]. Нет 

сомнения в том, что поиск веществ, с помощью 

которых можно влиять на скорость и эффектив-

ность восстановительных процессов в растении, 

имеет первостепенное значение для практики 

растениеводства. 

Вместе с тем, природа промежуточных эта-

пов трансдукции сигнала о повреждении в рас-

тениях изучена недостаточно. Имеются разроз-

ненные сведения о том, что в развитии ответа 

могут участвовать свободные жирные кислоты 

(ЖК) и фосфатидная кислота (ФК). Однако 

конкретные функции этих липидов и механиз-

мы стресс-индуцированной модуляции их внут-

риклеточного содержания до сих пор остаются 

далекими от полного понимания. Предполага-

ется, что ЖК могут служить интермедиатами 

при синтезе жасмоновой кислоты, а функции 

ФК до сих пор точно не установлены. Известно, 

что ЖК могут высвобождаться из глицерофос-

фолипидов фосфолипазами А1 и А2 (ФлА1,2), а 

ФК образуется при гидролизе глицерофосфоли-

пидов фосфолипазой D (ФлD) и/или при сопря-

женном действии фосфолипазы С (ФлС) и диа-

цилглицерол (ДАГ)-киназы. Но вопрос о том, 

какие именно ферменты и в какой последова-

тельности принимают участие в модуляции со-

держания ЖК и ФК, остается неясным [5].  

В связи с этим целью настоящей работы бы-

ло изучение действия экстракта куколок дубо-

вого шелкопряда на уровень экспрессии генов 

некоторых белков растительной клетки – фос-

фолипазы D, β-глюкозидазы и фитохрома А, 

способных участвовать в процессах трансдук-

ции сигналов и развитии ответов растения на 

стрессовое воздействие. 

Материал и методы. Исследование выполне-

но с привлечением молекулярно-генетических 

методов исследования растительных тканей [6]. 

В качестве объекта исследования использо-

вали первые листья проростков овса (Avena 

Sativa L.) сорта «Гоша» отечественной селек-

ции. Растения выращивали при 15-часовом све-

товом дне и освещении полихроматичным бе-

лым светом (40 Вт, 150 мкмоль м
-2

с
-1

), при тем-

пературе 25С. Семена овса замачивались сутки 

в воде (контроль) или в растворе экстракта ку-

колок (1:1000 = экстракт:вода). Экстракт куко-

лок дубового шелкопряда получали в соответ-

ствии с патентом [7]. Равномерно проклюнув-

шиеся зерновки отбирались для дальнейшего 

выращивания на воде или растворе экстракта, 

соответственно. В возрасте проростков  

3 и 7 суток со дня проклевывания проводили 

забор ткани из апикальной зоны листа пророст-

ка. Далее измеряли уровень относительной экс-

прессии (R) генов: β-глюкозидазы – Gluc, фос-

фолипазы D – PLDav2, фитохрома А – PhyA2.  

Выделение общей РНК из растительной тка-

ни проводили с использованием реагента 

TRISOL в соответствии с коммерческим прото-

колом Invitrogen (USA). Количество выделен-

ной РНК определялось спектрофотометрически 

по поглощению при 260 нм. Степень чистоты 

препаратов оценивалась по соотношению 

А260/А280 (А260/А280 = 2,0).  

Для получения кДНК на матрице РНК ис-

пользовали реакцию обратной транскрипции 

(ОТ) с применением обратной транскриптазы 

вируса мышиной лейкемии Молони (M-MLN – 

Moloney murine leukemia virus). Реакцию прово-

дили с помощью набора реагентов «RevertAid
TM

 

H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit» в соот-

ветствии со стандартным протоколом 

(Fermentas). В качестве затравки для синтеза 

цепи ДНК на РНК-матрице использовали смесь 

случайных гексамерных праймеров (random 

hexanucleotide primers). На реакцию брали 2 мкг 

общей РНК, предварительно обработанной 

ДНКазой (Deoxyribonuclease I), что позволяло 

избавиться от загрязнения препарата геномной 

ДНК. Реакцию проводили в соответствии со 

стандартным протоколом (Fermentas). 
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Объем реакционной смеси для амплифика-

ции фрагментов кДНК составлял 20 мкл.  

Для проведения ПЦР использовали набор реа-

гентов «High Fidelity PCR Enzyme Mix». Реакци-

онная смесь содержала 200 мкМ дНТФ,  

1 U Taq-полимеразы, 100 нг кДНК. Использова-

ли ген-специфические праймеры для ОТ-ПЦР  

в режиме реального времени. Концентрация 

ионов магния и праймеров оптимизировалась  

в ходе экспериментов. ПЦР проводили на ам-

плификаторе MiniOpticon (Bio-Rad) в следую-

щем режиме: начальная денатурация – 95ºС,  

3 мин; затем 40 циклов (денатурация – 95ºС,  

40 с; отжиг – 56ºС, 30 с; элонгация – 72ºС, 30 с); 

конечная элонгация – 72ºС, 15 мин; остановка 

реакции – 10 мин, 10ºС. 

Анализ полученных данных и уровня экс-

прессии генов проводился ∆∆Ct-методом (Ct – 

threshold cycle = пороговый цикл): 

ΔCtм = Ctмк – Ctмв and ΔCtн = Ctнк – Ctнв 

R = 2
-ΔΔCt

, 

где ΔΔCt = ΔCtн – ΔCtм, 

R – относительное изменение уровня экспрес-

сии гена; м – ген-мишень (экспрессия которого 

исследуется); к – контрольный образец (получен 

из растительной ткани, не подвергавшейся ника-

ким обработкам); н – ген-нормализатор (ген, экс-

прессия которого принимается за постоянную при 

различных условиях роста растений); в – образец 

растительной ткани после внешнего модулирую-

щего воздействия.  

Дополнительный контроль выхода ампли-

фицированных ДНК-фрагментов проводили 

методом одномерного горизонтального элек-

трофореза в агарозном геле. Детекцию нуклеи-

новых кислот, окрашенных бромистым этиди-

ем, осуществляли на приборе Gel-Doc2000 (Bio-

Rad). В качестве контроля линейных размеров и 

количества ДНК использовали маркеры Gene 

Ruler 50 bp DNA Ladder Plus, Gene Ruler 100 bp 

DNA Ladder Plus, ФХ174 DNA/BsuRI (HaeIII) 

Marker, 9 и pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23. 

Результаты и их обсуждение. β-глюко-

зидаза – общее название ферментов класса гидро-

лаз (β-D-глюкозидглюкогидролаза, EC 3.2.1.21), 

катализирующих гидролиз β-глюкозидной свя-

зи при концевых невосстанавливающих  

β-D-гликозильных остатках с высвобождением 

β-D-глюкозы и агликона различной природы в 

природных и синтетических β-глюкозидах и 

олигосахаридах. β-глюкозидазы широко рас-

пространены в природе и характерны как для 

прокариотных, так и для эукариотных организ-

мов. В растениях β-глюкозидазы выполняют 

многочисленные функции, такие, как пере-

стройки клеточной стенки, лигнификация, хи-

мическая защита, взаимодействие растения и 

патогена, активация фитогормонов и вторичных 

метаболитов (агликоны, высвобождаемые глю-

козидазами из гликозида, могут представлять 

собой токсичные соединения или их предшест-

венники, активные формы фитогормонов, акти-

вированные вторичные метаболиты). У разных 

объектов и даже у одного объекта, но в разных 

типах ткани фермент может находиться в раз-

личных компартментах. Например, для  

β-глюкозидазы характерна как внутриклеточ-

ная, так и внеклеточная локализация. У разных 

видов β-глюкозидаза локализуется в клеточной 

стенке, хлоропластах, цитоплазме и ядре. Со-

держание транскриптов β-глюкозидазы может 

зависеть от возраста ткани, например, в кукуру-

зе (Zea mays L.) β-глюкозидаза содержится, 

главным образом, в молодых частях растений 

(корень, мезокотиль, почка, примордиальные 

листья, колеоптиль, нитевидные пестики куку-

рузы, семяпочка) и локализуется в пластидах 

[8–10]. В проростках овса бета-глюкозидаза (аве-

накозидаза) локализуется в хлоропластах, в то 

время как ее субстрат (авенакозиды) накапливает-

ся в вакуолях. Повреждение клетки при инфици-

ровании грибом приводит к тому, что фермент 

приходит в контакт с высвобождаемым из вакуо-

ли субстратом и гидролизует его с образованием 

токсического продукта, который убивает инфек-

ционный агент или замедляет его рост. Особенно-

сти возрастной динамики экспрессии гена  

β-глюкозидазы представлены на рис. 1. 

Анализ данных, представленных на рис. 1, 

показал, что экстракт куколок дубового шелко-

пряда через 3 суток увеличивает экспрессию 

гена β-глюкозидазы незначительно, но через  

7 суток этот эффект делается достоверным 

(Р<0,05). 

Одним из ключевых ферментов метаболизма 

фосфолипидов в растительной клетке является 

фосфолипаза D (ФлD) (EC 3.1.4.4). ФлD катали-

зирует реакцию гидролиза глицерофосфолипи-

дов по концевой фосфодиэфирной связи с обра-

зованием фосфатидной кислоты (ФК) и спирта, 

входящего в полярную группу исходного суб-

страта. Этот фермент играет важную роль в за-

щитных ответах растений на различные небла-

гоприятные воздействия внешней среды, такие, 

как дефицит воды, механическое повреждение, 

низкие температуры, действие фитопатогенов. 

Помимо выполнения катаболических функций 

ФлD участвует в процессах сигнальной транс-

дукции, опосредованной фитогормонами. Из-

вестно также, что ФлD играет важную регуля-
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торную роль в различных процессах, проте-

кающих в растительной клетке, включая про-

граммируемую гибель клеток, дифференциров-

ку корневых волосков, рост корня и другие от-

веты на различные стрессовые воздействия. 

Фосфатидная кислота, продукт деятельности 

ФлD, стимулирует многие клеточные процессы, 

включая синтез ДНК, пролиферацию клеток, 

активность ряда ферментов: фосфатидилинози-

толфосфат-5-киназы, фосфолипазы С, фосфо-

липазы А2 и различных протеинкиназ. Кроме 

того, она может служить предшественником 

липидных медиаторов (диацилглицерол, лизо-

фосфатидная кислота, свободные жирные ки-

слоты). Как один из ферментов, контролирую-

щих обмен мембранных фосфолипидов, ФлD 

участвует в поддержании клеточной жизнеспо-

собности и гомеостаза, играет важную роль в 

процессах прорастания семян, старения клетки, 

а также адаптации растительного организма к 

воздействию таких стрессовых факторов внеш-

ней среды, как бактериальная инфекция и меха-

ническое повреждение тканей [11–12]. Особен-

ности экспрессии гена данного фермента под 

влиянием экстракта куколок дубового шелко-

пряда представлены на рис. 2. 

 

 
 

Рис. 1. Возрастные изменения R(Gluc) при действии экстракта куколок дубового шелкопряда. 

 

 
Рис. 2. Возрастные изменения R(PLDav2) при действии экстракта куколок  

дубового шелкопряда. 
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Рис. 3. Возрастные изменения R(PhyA2) при действии экстракта куколок дубового шелкопряда. 

 

Из анализа приведенных данных следует, 

что степень экспрессия гена фосфолипазы D 

через 3 суток одинакова в опыте и контроле. 

Однако спустя 7 суток степень экспрессии гена 

фосфолипазы D при действии экстракта куко-

лок дубового шелкопряда достоверно ниже по 

сравнению с контролем (обработка водой). При 

интерпретации этих данных возможны две точ-

ки зрения. Во-первых, экстракт куколок дубо-

вого шелкопряда может уменьшать уровень 

экспрессии гена фосфолипазы D, поскольку по-

добный путь сигналинга для растительной 

клетки в данной постановке эксперимента не 

актуален. Во-вторых, не исключено, что экс-

тракт куколок дубового шелкопряда вызывает 

усиление экспрессии гена фосфолипазы D в бо-

лее ранние сроки наблюдения, и эта волна экс-

прессии завершается уменьшением уровня экс-

прессии гена фермента через 7 суток. 

Хромопротеин фитохром отвечает за обра-

тимые ответы растения на свет. В настоящеe 

время фитохром обнаружен во всех системати-

ческих группах растений – покрытосеменных, 

голосеменных, водорослях, папоротниках и 

мхах, а также в цианобактериях и некоторых 

грибах [13]. Фитохром может существовать в 

двух спектральных взаимопревращающихся 

формах: неактивной Рк-форме (поглощающей 

красный, К-свет) и физиологически активной 

Рдк-форме (поглощающей дальнекрасный, ДК-

свет). Механизм передачи сигнала от фитохро-

ма к эффекторным системам до сих пор остает-

ся не ясным. Фитохром может оказывать свое 

рецепторное действие на уровне экспрессии 

генов, на уровне модуляции активности фер-

ментов без их синтеза de novo, а также на мем-

бранном уровне, связанном с изменениями эф-

фективности ионных потоков и проницаемости 

мембран. Иными словами, фотоответы могут 

реализовываться на уровне транскрипции, 

трансляции и/или деградации белка (медленные 

реакции, развивающиеся в течение десятков 

минут и часов) и на уровне изменения электри-

ческих и осмотических показателей клетки (бы-

стрые реакции, протекающие в течение секунд 

и минут). Все эти варианты могут осуществ-

ляться, взаимодополняя и взаимозаменяя друг 

друга в зависимости от характера сигнала. 

На рис. 3 представлены данные по экспрес-

сии гена фитохрома А под влиянием экстракта 

куколок дубового шелкопряда. 

Фитохромы выполняют в клетке различные 

фотосенсорные функции. Наиболее полно изу-

чены функции рhyА и В. Фитохром А опосреду-

ет процессы прорастания семян и деэтиоляции 

проростков на постоянном ДК-свету (FR-HIR) и 

за индуцируемые коротким импульсом света 

сверхнизкоэнергетические реакции прорастания 

семян и индукции экспрессии гена CAB. Кроме 

того, phyА обеспечивает деэтиоляцию пророст-

ков, развивающихся под густым растительным 

покровом, в условиях когда световое окружение 

обогащено ДК-светом [14]. 

Результаты, приведенные на рис. 3, напоми-

нают динамику экспрессии гена фосфолипазы 

D: экстракт куколок дубового шелкопряда дос-

товерно увеличивает уровень экспрессии гена 

фитохрома А через 3 суток и достоверно 

уменьшает этот показатель через 7 суток. Можно 

предположить, что экстракт куколок дубового 

шелкопряда вызывает усиление экспрессии гена 

фитохрома А в более ранние сроки наблюдения, и 

эта волна экспрессии завершается уменьшением 

уровня экспрессии гена фермента через 7 суток. 
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Заключение. В последние 20 лет интенсив-

но изучались производные первичных метаболи-

тов, выполняющих регуляторные функции. Син-

тез таких веществ требует экспрессии генов опре-

деленных наборов ферментов. В свою очередь, 

синтезированные биорегуляторы модулируют 

экспрессию генов ферментов, продуцирующих 

компоненты сигнальных систем, обеспечиваю-

щих адаптацию растений к изменяющимся ус-

ловиям обитания и, в частности, к различным 

проявлениям стресса. Так, жасмонаты – группа 

гормонов растений, которые регулируют рост и 

развитие (жасмоновая кислота, ее эфиры), – 

синтезируются из линолевой кислоты. Они яв-

ляются аналогами простагландинов – биорегу-

ляторов млекопитающих, синтезирующихся из 

арахидоновой кислоты, образуемой при доста-

точном количестве линолевой и линоленовой 

жирных кислот. Содержание жасмонатов в тка-

нях растений отличается на разных этапах раз-

вития и является ответом на стимулы внешней 

среды. Жасмоновая кислота и метилжасмонат 

1) ингибируют прорастание неспящих семян и 

вызывают прорастание спящих семян; 2) сти-

мулируют накопление запасных белков, по-

скольку гены, кодирующие запасные белки, яв-

ляются чувствительными к жасмоновой кислоте 

и ее производным; 3) вызывают хлороз и инги-

бируют гены, продукты которых участвуют в 

фотосинтезе; 4) влияют на устойчивость расте-

ний к насекомым и заболеваниям, так как акти-

вируют многие гены защитной системы расте-

ний (совместное действие с этиленом);  

5) вызывают деградацию JAZ-белка, меченного 

убиквитином, и освобождение ряда факторов 

транскрипции [1; 4; 15]. 

В данной работе приведены сведения, кото-

рые доказывают, что в жидком содержимом 

куколок дубового шелкопряда имеются вещест-

ва, способные модулировать экспрессию генов 

трех белков – -глюкозидазы, фосфолипазы D и 

фитохрома А. Эти белки способны участвовать 

в процессах трансдукции сигналов и развитии 

ответов растения на стрессовые воздействия 

разной природы. Экстракт куколок дубового 

шелкопряда повышает уровень экспрессии гена 

-глюкозидазы через 7 суток после обработки 

семян. Экстракт куколок дубового шелкопряда, 

вероятно, вызывает волну повышения уровня 

экспрессии генов фосфолипазы D и фитохрома А 

в интервале 3–7 сутки после обработки семян.  

Основной итог нашего исследования заклю-

чается в том, что при разведении жидкого со-

держимого куколок в 10000 раз (исходный экс-

тракт готовится в разведении 1:10) удается за-

регистрировать модулирующее действие низ-

комолекулярных биорегуляторов практически в 

гомеопатических концентрациях на экспрессию 

генов. Поскольку экстракт куколок дубового 

шелкопряда был получен методом троекратного 

кипячения и удаления выпавших осадков, мож-

но думать, что модулирующие экспрессию ге-

нов вещества следует искать, прежде всего, 

среди аминокислот и небольших пептидов. 
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