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Ендогенний інгібітор цистеїнового катепсину В із тканин головного мозку  

О.Л. Лянна1 

Дніпропетровська медична академія МОЗ України, Дніпропетровськ, Україна  

Запропоновано схему виділення та очищення ендогенного інгібітора лізосомного цистеїнового катепсину В, яка дозволила за 
5 етапів (гомогенізація, висолювання сульфатом амонію (30–80% насичення), гель-фільтрація на сефадексі G-150, іонообмінна 
хроматографія на ДЕАЕ сефадексі А-50, гель-хроматографія на сефадексі G-100) очистити антипротеїназу неокортексу людини у 
640 разів. Методами графічного аналізу ферментативної кінетики проаналізовано характер взаємодії виділеного ендогенного інгі-
бітора мозку із цистеїновим катепсином В, а також оцінено можливий механізм взаємодії отриманого інгібітора з даним фермен-
том. Виділений та очищений тканинний ендогенний білковий інгібітор є термостабільним, за механізмом зворотного конкурент-
ного інгібування проявляє високий ступінь пригнічення активності цистеїнового катепсину В відносно специфічного хромогенно-
го субстрату p-нітроаніліду N,α-бензоїл-Д,L-аргініну. Запропонована схема виділення та очищення ендогенного інгібітора цистеї-
нового катепсину В із неокортексу людини має велике прикладне значення, оскільки завдяки досить нескладним маніпуляціям 
дозволяє отримати високоочищений препарат інгібітора цистеїнового катепсину В та провести аналіз кінетичних характеристик 
виділеного інгібітора, оцінити можливий механізм взаємодії з лізосомним цистеїновим катепсином В.  

Ключові слова: методи білкової хімії; інгібітори протеолізу; катепсин В; неокортекс людини  

An endogenous inhibitor of cysteine cathepsin B from brain tissues  

O.L. Lyanna 

Dnipropetrovsk Medical Academy of Ministry of Health of Ukraine, Dnipropetrovsk, Ukraine  

Lysosomes are the key degradative compartments of the cell in which the processes of protein degradation take place. Lysosomal 
cathepsins, which are enclosed in the lysosomes, help to maintain the homeostasis of the cell’s metabolism by participating in the degrada-
tion of heterophagic and autophagic material. When breaking down the integrity of lysosomal membranes the cathepsins are released into the 
cytosol and initiate the development of numerous pathological states. Breakdown in the control of protease activity leads to undesired and 
unregulated proteolysis. This is a cause of many diseases, such as Alzheimer’s disease, cancer, viral infections, cataracts etc. For this reason 
inhibitors of proteases have the potential to provide successful treatment for a wide range of diseases. Cathepsin B is one of the most abun-
dant and ubiquitously expressed cysteine peptidases of the papain family. It is implicated in a number of pathological states including: in-
flammatory diseases of the airways, bone and joint disorders, acute pancreatitis, tumour metastasis, Alzheimer’s disease and ischemic neu-
ronal death. The study of specific inhibitors for cathepsin B is considered important for chemotherapy and treatments of other diseases. 
This article represents part of a complex study of the lysosomal proteolytic-antiproteolytic system and its breakdown in the process of illness. 
In this article we present a scheme for extraction, purification and characterization of endogenous inhibitors of lysosomal cysteine cathep-
sin B. The cathepsin inhibitor was purified to homogeneity from the human neocortex. The purification was carried out in several successive 
stages: ammonium sulfate precipitation, followed by gel-filtration on Sephadex G-150, and ion exchange chromatography using DEAE-
Sephadex A-75, followed by gel filtration on Sephadex G-100. Throughout the purification procedure, cathepsin inhibitory activity was 
controlled against the substrate p-nitroanilide N,α-benzoyl-D,L-arginine. Using graphic methods for analysis of enzymatic kinetics we pro-
posed a mechanism of interaction of the endogenous inhibitor with cysteine cathepsin B. This scheme could prove useful for the understand-
ing of biochemical mechanisms occurring in normal and, especially, in pathological human brain processes.  

Keywords: protein chemistry methods; inhibitors of proteolysis; cathepsin B; human brain neocortex  
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Вступ 

Для нормального функціонування організму надзви-
чайно важлива протеолітична активність. Серед усіх 
органел клітин тканин організму лізосоми володіють 
одним із найпотужніших гідролітичних потенціалів, 
через який і реалізується деградація білків (Kirkegaard et 
al., 2008; Boya, 2012). Особливе місце серед лізосомних 
протеаз відводиться катепсинам, які представлені цисте-
їновими катепсинами та катепсином Д (Cherna et al., 
2013). Активовані катепсини набувають величезної руй-
нівної сили. Їх загальна концентрація в лізосомах може 
перевищувати 1 мМ, тому для запобігання потенційно 
небезпечної надмірної деградації білків її необхідно ре-
тельно контролювати. Порушення механізмів біологіч-
ного контролю протеолітичної активності супроводжує 
розвиток багатьох захворювань, серед яких рак, ревма-
тоїдний артрит і остеоартрит, хвороба Альцгеймера, 
множинний склероз, м’язова дистрофія тощо (Turk, 
2003; Mohamed et al., 2006; Conus et al., 2010; Reiser et al., 
2010; Cherna et al., 2013). Одночасно із дослідженнями 
протеолітичних ферментів ведеться інтенсивне вивчення 
регуляторів їх дії – інгібіторів протеїназ (Katunuma, 
2010; Turk et al., 2012).  

Серед багатьох антипротеїназ крові та тканин ендо-
генні інгібітори цистеїнових катепсинів найменше ви-
вчені, незважаючи на їх поширеність і високу ефектив-
ність відносно лізосомних ендопептидаз (Grzonka et al., 
2001; Cherna et al., 2013). У літературі наведено резуль-
тати досліджень інгібіторів, які містяться у печінці 
(Hirado et al., 1981), нирках (Leutscher et al., 1982), плазмі 
крові (Lenney et al., 1982), сечі (Taniguchi et al., 1981). 
Недостатньо вивченим є спектр антипротеїназ мозку, 
який має значний протеолітичний потенціал з істотним 
вмістом цистеїнових катепсинів. Цистеїновий катепсин 
В являє собою потужну та широко розповсюджену про-
теїназу, яка і досі викликає надзвичайний інтерес до ви-
вчення через участь у патогенезі багатьох патологічних 
станів, зокрема пухлинної інвазії та метастазування 
(Gondi et al., 2013). Дослідження даного протеолітичного 
ферменту, а також шляхів регуляції його активності ак-
туальне з метою з’ясування механізмів злоякісного рос-
ту та пошуку нових лікарських препаратів для нормалі-
зації протеолізу в онкологічних хворих. Мета цієї роботи – 
виділити, очистити та охарактеризувати властивості 
ендогенного інгібітора лізосомної цистеїнової протеїна-
зи мозку людини – катепсину В, описати деякі його фі-
зико-хімічні властивості. Дана інформація може мати 
суттєве значення при дослідженні кількісних і якісних 
змін у метаболічних процесах мозку при патогенезі, 
особливо при онкологічних захворюваннях.  

Матеріал і методи досліджень  

Об’єкт дослідження – неокортекс головного мозку 
людини. Мозок людини отримували в Дніпропетровсь-
кій обласній клінічній лікарні ім. І.І. Мечникова від 
жертв нещасних випадків. Аутопсію матеріалу проводи-
ли через 12 годин після смерті людей, які не мали ушко-
джень ЦНС. Усі операції з головним мозком проводили 

при 0…+4 ºС. Гомогенати готували у співвідношенні 1 : 9 
на 0,025 М трис-HCl буфері (рН 7,4), що вміщував 1 мМ 
ЕДТО та 0,15 М NaCl. Отримані гомогенати фракціону-
вали сульфатом амонію в діапазоні 30–80% насичення. 
Надосадову фракцію піддавали діалізу проти дистильо-
ваної води, що вміщувала 0,15 М NaCl, або застосовува-
ли гель-фільтрацію на сефадексі G-25. Для подальшого 
виділення та очищення інгібітора головного мозку про-
водили гель-фільтрацію на колонці із сефадексом G-150 
та іонообмінну хроматографію на ДЕАЕ сефадексі А-50. 
Всі колонки врівноважували 0,1 М фосфатним буфером, 
рН 6,0. Елюцію білків, що не зв’язалися з ДЕАЕ сефаде-
ксом А-50, проводили буфером, яким урівноважували 
колонку. Зв’язані з ДЕАЕ сефадексом А-50 білки елюю-
вали 0,1 М фосфатним буфером, що вміщував 0,3 М 
NaCl. Визначення молекулярної маси проводили за до-
помогою електрофорезу в ПААГ із ДСН.  

Для оцінки інгібіторної активності препаратів, отри-
маних із тканини мозку, їх піддавали попередній інкуба-
ції із 10% гомогенатом при температурі +37 ºС протягом 
15 хв. Далі до інкубаційної суміші додавали хромоген-
ний субстрат p-нітроанілід N,α-бензоїл-Д,L-аргінін  
(БАПА) «Fluka» (Швейцарія), за допомогою якого ре-
єстрували залишкову активність катепсину В спектро-
фотометричним методом і виражали в одиницях актив-
ності (ОА) – мкмоль p-нітроаніліну (p-НА) за 1 хв при 
+37 ºС на 1 мг білка. Загальний білок вимірювали мето-
дом Бредфорд (Bradford, 1979).  

Тип інгібування та кінетичні параметри взаємодії 
очищеного інгібітора із ферментом визначали, викорис-
товуючи методи графічного аналізу Лайнуївера, Берка 
та Діксона (Uebb, 1966). Вибірки порівнювали з викори-
станням t-критерію Стьюдента.  

Результати та їх обговорення  

При гель-фільтрації діалізату після 80% насичення су-
льфатом амонію на колонці із сефадексом G-150 виявляли 
одну фракцію, що вміщувала переважну кількість інгібі-
тора, піддавали її подальшому очищенню. Ступінь очи-
щення приблизно у 5 разів забезпечується гель-
фільтрацією і зростає приблизно у 130 разів на етапі іоно-
обмінної хроматографії на ДЕАЕ сефадексі А-50 відносно 
гель-фільтрації. Профіль елюції білка має вигляд трьох 
піків, найбільший з яких представлений білками (рис. 1), 
що зв’язалися з носієм колонки та елюювалися натрій-
фосфатним буфером із 0,3 М NaCl, рН 6,0. Аналіз інгібі-
торної активності свідчить про те, що мінімальне значен-
ня активності катепсину В припадає на 12–13-ту фракції з 
третього піка білка (див. рис. 1). Для подальших дослі-
джень використовували фракції з номерами 12–14, які 
наносили на колонку із сефадексом G-100 та елюювали 
0,1 М натрій-фосфатним буфером із рН 6,0.  

За результатами гель-фільтрації на сефадексі G-100 
встановлено, що максимальне пригнічення активності 
катепсину спостерігається при використанні вмісту 
фракцій 5–6 (рис. 2). 

За даними ЕФ у ПААГ із ДСН установлено, що ве-
личина молекулярної маси отриманого ендогенного 
інгібітора цистеїнових катепсинів головного мозку лю-
дини в нормі дорівнює 7,5 кДа.  
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Виділений і очищений у 640 разів відносно гомоге-
нату ендогенний інгібітор катепсину В із неокортексу 
людини піддавали визначенню типу інгібування. 
Для цього використовували кінетичні залежності за 
Міхаелісом-Ментен, а для уточнення взаємодії виділе-
ного інгібітора та катепсину В мозку людини застосову-
вали залежність за Лайнуївером, Берком і Діксоном 
(Lyanna, 2007). Виділений нами інгібітор проявляє ха-
рактер зворотного конкурентного інгібування. Відомо, 
що інгібітор, виділений із нирки людини, також виявляє 
конкурентний характер інгібування (Kirpichenok, 1987), 
при цьому встановлено значне споріднення даного білка 

до катепсину В і папаїну. За даними літератури (Cherna, 
2013), інактивація цистеїнових протеїназ відбувається 
конкурентним, зворотним інгібуванням. На відміну від 
інгібіторів серинових протеїназ, інгібітори цистеїнових 
протеїназ також формують комплекси із цистеїновими 
протеїназами, активні центри яких реагують із 
тіолблокувальними реактивами.  

Із даних таблиці 1 випливає, що запропонована схема 
виділення дозволила за п’ять етапів очистити препарат 
тканинного ендогенного білкового інгібітора цистеїно-
вого катепсину В нервової тканини, який пригнічує 
активність даного ферменту на 88%.  

 

Рис. 1. Аналіз інгібіторної активності на етапі іонообмінної хроматографії на ДЕАЕ сефадексі А-50 

 

Рис. 2. Профілі елюції на колонці із сефадексом G-100:  
1 – білок інгібіторного препарату,  

2 – активність катепсину В  

Таблиця 1 
Етапи очищення тканинного ендогенного  
білкового інгібітора цистеїнових катепсинів  
із неокортексу головного мозку людини  

Етапи очищення інгібітора 

Активність фер-
ментів за присут-
ності інгібітора, 
ОА/мг білка 

Ступінь 
пригні-
чення, % 

10% гомогенат (без інгібітора) 0,400 1 
Діаліз препарату інгібітора 0,390 13 
Гель-фільтрація на сефадексі  
G-150 (фракція 1) 

0,280 28 

Іонообмінна хроматографія  
на ДЕАЕ-сефадексі А-50  
(фракція 12) 

0,048 88 

Хроматографія на сефадексі  
G-100 (фракція 5) 

0,048 88 
 

Дослідження спектра інгібіторної активності виді-
леного препарату показало, що він здатний пригнічувати 
активність цистеїнового катепсину В за тривалого збері-

гання (1–2 тижні) при +4 ºС. Даний препарат інгібітора 
пригнічує на 88% активність виділеного та очищеного 
катепсину В. Існують докази того, що інгібітори 
цистеїнових протеїназ – надзвичайно стійкі білки, які 
проявляють резистентність відносно інактивувальної дії 
високих температур і лужних значень рН (Lenney, 1979).  

Отриманий ендогенний білковий інгібітор цистеїно-
вих катепсинів проявляє високу стійкість до темпера-
турного впливу при інгібуванні катепсину В (Lyanna, 
2007). За результатами визначених молекулярних мас і 
фізико-хімічних властивостей отриманий інгібітор мож-
на віднести до родини цистатинів.  

Із цитозолю головного мозку щура в 1983 році 
виділено та очищено ендогенний білковий інгібітор 
цистеїнових пептидгідролаз цереброцистатин (Kopitar et 
al., 1983). Це білок з Мr 12,5 кДа, який складається з од-
ного поліпептидного ланцюга та пригнічує папаїн і ка-
тепсин В. Доведено, що цереброцистатин імунологічно 
ідентичний до цистатину С людини (Kopitar et al., 1983). 
У цитозолі головного мозку людини описані інгібітори 
цистеїнових пептидаз із низькою молекулярною масою 
2,5–3,0 кДа, які пригнічують активність папаїну та ка-
тепсину В головного мозку та печінки людини, реагують 
з антитілами до цистатину С (Suhar et al., 1988).  

Досліджується ще одна гіпотеза природи низькомо-
лекулярних ендогенних інгібіторів цистеїнових 
протеїназ: припускається, що невеликі за розміром 
інгібітори являють собою пропептиди, відщеплені під 
час процесингу лізосомних ферментів (Lalmanach et al., 
1998). Відомі продукти пропептидів, які пригнічують 
активність зрілих цистеїнових пептидгідролаз, таких як 
катепсини В, L, К та S (Chagas et al., 1996).  

У таблиці 2 наведено кінетичні показники отримано-
го ендогенного інгібітора, визначені графічними мето-
дами аналізу. Ферменти із блокованим активним цен-
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тром все ще здатні зв’язуватись з інгібіторами, хоча і з 
меншою афінністю (Abrahamson, 1993; Otto et al., 1997). 
Це вказує на те, що взаємодія цистеїнових протеїназ із 
цистатинами заснована не на простій реакції з 
каталітичним цистеїновим залишком цього ферменту, а 
на гідрофобних взаємодіях між активними областями 
цистатинів та відповідними залишками, які формують 
сайт зв’язування ферменту.  

Таблиця 2 
Фізико-хімічні та кінетичні властивості  

тканинного ендогенного білкового інгібітора  
катепсину В із головного мозку в нормі 

Мr 7,5 кДа Vmax 51,6 
Кі 2,4·10–9 M Vmaxi 51,6 

КМ 3,9·10–4 М 
ступінь  

пригнічення 
88 % 

КМі 2,2·10–4 M 
тип  

інгібування 
конкурентний

 

Дослідження ендогенних інгібіторів лізосомних 
протеїназ мозку, а також змін рівнів активності 
цистеїнових катепсинів мозку, викликаних дією цих 
інгібіторів, має суттєве значення для формування 
об’єктивної оцінки реакції тканини головного мозку на 
патологічні процеси в експериментальних та клінічних 
умовах, що необхідно для підвищення ефективності 
терапії та моніторингу перебігу захворювань.  

Висновки  

За допомогою запропонованої схеми із тканин здо-
рового головного мозку вдалося виділити та очистити 
термостабільний тканинний ендогенний білковий 
інгібітор, який за механізмом зворотного конкурентного 
інгібування проявляє високий ступінь пригнічення 
активності цистеїнового катепсину В. Дана процедура 
виділення та очищення ендогенного інгібітора 
цистеїнового катепсину В із неокортексу людини має 
велике прикладне значення, оскільки завдяки достатньо 
простим маніпуляціям дозволяє отримати високоочище-
ний препарат інгібітора цистеїнового катепсину В та 
провести аналіз кінетичних характеристик виділеного 
інгібітора, оцінити можливий механізм взаємодії з 
лізосомним цистеїновим катепсином В.  
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Моніторинг вмісту нітратів в овочевих культурах  
Ужгородського району  

І.І. Микайло, М.В. Кривцова, В.І. Ніколайчук2 

Ужгородський національний університет, Ужгород, Україна  

Досліджено вміст нітратів в овочевих культурах Ужгородського району Закарпатської області України. На базі хіміко-
токсикологічного відділу Обласної державної лабораторії ветеринарної медицини в Закарпатській області вивчено продукцію 
ранньовесняного (лютий – травень) та літнього (червень – вересень) періодів. Овочеві культури перевіряли на вміст нітратів за 
допомогою іонно-селективного методу, використовуючи іономір лабораторний АІ-123. Установлено тенденцію до збільшення 
виробництва рослинницької продукції з високим вмістом нітратів, вищим за ГДК. Результати дослідження свідчать про переви-
щення гранично допустимих концентрацій нітратів у 9 видах овочевих культур із 11 відібраних для дослідження, що становило 
82% загальної кількості продукції. Найсуттєвіші перевищення (у 2 і більше разів) реєстрували в огірках звичайних ранньовесняно-
го періоду (56% загальної кількості вимірювань), помідорах звичайних ранньовесняного (20%) та літнього періодів (4%) та редьці 
посівній ранньовесняного періоду (8%).  

Ключові слова: моніторинг нітратів; овочеві культури; гранично допустима концентрація 

Monitoring of nitrate content of vegetable crops in Uzhgorod district 

I.I. Mykaylo, M.V. Kryvtsova, V.I. Nikolaichuk 

Uzhgorod National University, Uzhgorod, Ukraine 

The aim of our research was to conduct a monitoring study of nitrate content in plant products of Uzhgorod district and to accomplish 
comparative analysis of the survey results in different periods of crop ripening. Selection of vegetable samples was carried out in Uzhgorod 
district in the early spring and summer periods. Determination of the nitrate content was performed using an ion-selective method at the 
Chemical and Toxicological Department of the Regional State Veterinary Medicine Laboratory in the Transcarpathian region of Ukraine. 
Vegetables were tested for nitrate content using the ion-selective method with the laboratory ion meter AI-123. Core investigation samples 
were crushed and homogenized. A 10.0 g weight of the investigated product, which was prepared according to MIR № 5048-89, was placed 
in a flat-bottomed or a conical flask, which was then filled with 50 cm3 potassium alumens solution and shaken in a shaking-machine for 
5 minutes and then transferred into a measuring glass. The nitrate weight fraction in milligrams per kilogram was obtained together with the 
weight concentration value of nitrate ions in solution. For our study we selected vegetables grown in both public and private gardens of 
Uzhgorod district, namely: common onions, radishes, garden parsley, cucumbers, tomatoes, bell peppers, white cabbages, carrots and table 
beets. 25 samples were selected for each type of vegetable. Nitrate content was determined in the early spring growing period (from February 
9 to May 27, 2011) and in the summer growing period (from June 3 to September 28, 2011), because in these particular periods we recorded 
the most frequent cases of food poisoning from nitrates among the population of the region. A clear trend has been traced towards increasing 
the nitrate content in food plant production, at levels which exceed the maximum permissible concentration (MPC). The results of our 
research demonstrate that the nitrate content exceeded the maximum permissible concentration in 9 kinds of vegetables out of the 11 selected 
for the investigation, which composes 82% of total production. In particular, among the selected vegetables an excess of nitrate content, 
above MPC was recorded in 100% of cucumbers, 92% of carrots, 40% samples of green onions, 40% of radishes, 40% of tomatoes, 28% 
bell peppers, and 16% of early white cabbages. However, the most significant nitrate excess, which was more than double the MPC, was 
observed in 56% of cucumbers, 20% of tomatoes, 8% of radishes in the early spring period and 4% of tomatoes in the summer period. 
Consequently, it has been established that the consumption of early vegetable production contributes to the ingestion by humans of 
significant amounts of nitrates. The application of an agrochemical system based upon sound measurement of the nitrate content would allow 
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us to solve the task of increasing soil fertility and to form a deficit-free and positive balance of biogenic elements and humus in the "soil – 
plant – fertilizer" system and develop a system of crop production which is balanced in its chemical composition and nutritional value. 
To sum up, detailed determination of the factors that lead to the accumulation of nitrates in vegetable crops and the development of methods 
to reduce nitrate concentrations in crop production require further investigation.  

Keywords: nitrates; nitrates monitoring; vegetables; maximum permissible concentration  

Вступ 

Останні десятиліття характеризуються інтенсифіка-
цією впливу ксенобіотиків (у тому числі нітратів) на всі 
ланки трофічних ланцюгів (Nikolaichuk, 2008). Водночас 
упровадження промислових технологій вирощування 
сільськогосподарських культур неможливе без застосу-
вання мінеральних добрив, яке забезпечує одержання 
високих урожаїв (Brito et al., 1999; Silgram and Shepherd, 
1999). Серед антропогенних джерел надходження 
нітрогену до ґрунту слід відзначити азотні добрива, ви-
киди промислових підприємств, транспорту тощо 
(Gabovich and Priputina, 1987). Потрапляючи у ґрунт, 
воду та атмосферне повітря, полютанти здійснюють 
міграцію та акумуляцію у трофічних ланцюгах (Brown, 
1996; Firdevs et al., 2010; Erisman et al., 2013), беруть 
участь у міграційних і транслокаційних процесах у ґрун-
ті, поверхневих і ґрунтових водах (Mudrij and Lep’osh-
kin, 2005; Cardenas et al., 2011). У зв’язку з інтенсифіка-
цією надходження нітратів у ґрунт прослідковується 
чітка тенденція до збільшення виробництва рослинниць-
кої продукції (особливо овочевої) з умістом нітратів, що 
перевищує гранично допустиму норму (Kennedy, 2003; 
Rahmani, 2006; Susin et al., 2006; Gholami et al., 2012). 
3гідно з даними МОЗ України, вміст нітратів у 10% 
рослинної продукції постійно перевищує гранично 
допустимі концентрації (ГДК), тому їх уміст в овочевій 
продукції нормується (Prugar and Prugarova, 1990; 
Ciganenko, 2004). У цілому в Україні понад 30% 
сільськогосподарської продукції має вміст нітратів, що 
перевищує допустимий рівень.  

Зростання продукції з умістом нітратів, вищим за 
ГДК, являє неабияку загрозу у зв’язку зі збільшенням 
нітрат-нітритного навантаження на організм людини. 
Надходження нітратів до організму у високих дозах мо-
же викликати різноманітні порушення метаболізму: 
метгемогобінемію, тканинну гіпоксію, зниження імунної 
резистентності організму (Sylvester-Bradley and Cham-
bers, 1999; Rumyanceva, 2001). Ще одна властивість 
нітритів – їх здатність утворювати з аліфатичними 
амінами нітрозаміни, що викликають канцерогенну дію 
та у подальшому зумовлюють ембріотоксичну та мута-
генну дію (Luzhkov, 1990; Pikul’, 2003; Ziarati and 
Bidgoli, 2012). Мішень дії великих доз нітратів – ядра 
гепатоцитів і нуклеїновий обмін (VanLoon and Duffy, 
2005; Degodyuk, 2007).  

У рослинних продуктах установлюється максималь-
но допустимий рівень залишкових кількостей нітратів і 
нітритів − гранично допустима концентрація (ГДК), при 
дотриманні якої не спостерігається несприятливого 
впливу на здоров’я, самопочуття, працездатність і гігіє-
нічні умови життя. Для уникнення токсичних ефектів 
нітратів і зменшення синтезу нітрозамінів затверджено 
гранично допустимий вміст нітратів у сільськогосподар-
ській продукції (Mihals’ka and Gavrilenko, 2011). 
У зв’язку з вищевикладеним, нормування та моніторинг 

вмісту нітратів у продуктах харчування, у тому числі в 
овочевій продукції, має велике практичне значення.  

Мета роботи – оцінити вміст нітратів у продукції 
рослинного походження Ужгородського району, 
порівняти результати для різних періодів дозрівання 
сільськогосподарських культур.  

Матеріал і методи досліджень  

Проби овочевої продукції відбирали в Ужгородсько-
му районі у ранньовесняний та літній періоди. Визна-
чення вмісту нітратів проводили іонно-селективним 
методом на базі хіміко-токсикологічного відділу 
Обласної державної лабораторії ветеринарної медицини 
в Закарпатській області. Овочеву продукцію перевіряли 
на вміст нітратів за допомогою іонно-селективного ме-
тоду, використовуючи іономір лабораторний АІ-123. 
Середні проби дослідних зразків подрібнювали та 
гомогенізували. Наважку 10,0 г досліджуваного продук-
ту, підготовленого згідно з МВ 5048-89, поміщали у 
плоскодонну колбу, доливали 50 см3 розчину алюмо-
калієвих галунів, струшували на шутель-апараті протя-
гом 5 хв, переносили у склянку для вимірювання. Масо-
ву частку нітратів (мг/кг) отримують із значенням 
масової концентрації нітрат-іонів у розчині (Mihals’ka 
and Gavrilenko, 2011).  

Для досліджень відбирали овочеву продукцію, ви-
рощену в державних і приватних господарствах Ужго-
родського району: цибулю ріпчасту, редьку посівну, 
петрушку городню, огірки звичайні, помідори звичайні, 
перець овочевий, моркву посівну та буряк столовий 
(25 зразків для кожної овочевої культури). Вміст нітратів 
визначали у продукції ранньовесняного (лютий – тра-
вень) та літнього (червень – вересень 2011 року) 
періодів. Саме в літній період фіксували найчастіші ви-
падки харчового отруєння нітратами серед населення.  

Результати та їх обговорення  

Результати лабораторного контролю свідчили про 
перевищення ГДК нітратів у значній кількості овочевих 
культур. Серед 11 видів овочевих культур у 9 реєстру-
вали перевищення ГДК (82% загальної кількості куль-
тур). Серед відібраних овочів перевищення ГДК нітратів 
реєстрували у 100% огірків звичайних, 92% моркви 
посівної, 40% зразків листя цибулі ріпчастої, 40% редь-
ки посівної, 40% помідорів звичайних, 28% перцю ово-
чевого, 16% капусти білокачанної ранньовесняного 
періоду. Особливо суттєве перевищення ГДК нітратів 
(у 2 і більше разів) спостерігали у 56% огірків звичай-
них, 20% помідорів звичайних, 8% редьки посівної ран-
ньовесняного періоду та 4% помідорів звичайних 
літнього періоду. ГДК для огірків звичайних ранньовес-
няного та літнього періодів становить 150 мг/кг, така 
сама норма і для помідорів звичайних аналогічних се-
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зонних періодів. Реєстрована в цей період максимальна 
концентрація нітратів в огірках звичайних становила 
838 мг/кг (в 5,5 раза вище норми), у зразків літнього 
періоду – до 215 мг/кг (в 1,4 раза вища за ГДК).  

Значний відсоток перевищення ГДК фіксували для 
помідорів звичайних літнього періоду – 621 мг/кг (учет-
веро вище за ГДК) та ранньовесняного періоду – 408 
мг/кг (майже утричі вище за ГДК). У цибулі ріпчастої 
літнього періоду реєстрували максимальну концен-
трацію нітратів 247 мг/кг (3 ГДК). Досліджуючи зразки 
пер цибулі ріпчастої фіксували майже у півтора раза 
вищі показники вмісту нітратів. ГДК нітратів для редьки 
посівної становить 1200 мг/кг, а реєстрована концен-

трація (2 820,4 мг/кг) у 2,3 раза перевищувала ГДК. 
Аналізуючи зразки перцю овочевого, фіксували пере-
вищення майже вдвічі. Високі перевищення ГДК 
нітратів реєстрували у зразках моркви посівної літнього 
періоду (1,6 ГДК). Варто відзначити перевищення 
вмісту нітратів серед зразків капусти білокачанної ран-
ньовесняного періоду (на 40 мг/кг вище ГДК). Найниж-
чий відсоток перевищення ГДК нітратів реєстрували 
серед буряка столового (4%), цибулі ріпчастої (4%), 
помідорів звичайних (зібраних у липні – серпні − 8%). 
Узагалі не реєстрували перевищення ГДК нітратів серед 
зразків картоплі, петрушки городньої та капусти 
білокачанної літнього періоду (табл.).  

Таблиця  
Аналіз вмісту нітратів в овочевій продукції Ужгородського району в ранньовесняний та літній періоди 

Овочева культура 
Періоди вирощення овочевих 

культур 
М ± m 

Min – Max 
концентрація, мг/кг 

ГДК, 
мг/кг 

Морква посівна 
ранньовесняний період 
літній період 

140,6 ± 1,8 
303,6 ± 1,1 

44,0–250,0 
54,4–398,0 

250 

Буряк столовий 
ранньовесняний період 
літній період 

1264,3 ± 5,4 
1083,4 ± 6,3 

87,7–1408,0 
108–1406,0 

1400 

Цибуля ріпчаста 
ранньовесняний період 
літній період 

63,4 ± 1,9 
70,4 ± 1,8 

41,3–81,0 
36,5–247,0 

80 

Цибуля ріпчаста – перо ранньовесняний період 494,7 ± 3,2 110,0–838,0 600 

Бульбоплоди картоплі 
ранньовесняний період 
літній період 

164,3 ± 3,7 
185,4 ± 2,4 

76,9–232,0 
70,1–248,0 

250 

Петрушка городня ранньовесняний період 984,3 ± 2,5 196,0–1792,0 2000 

Капуста білокачанна 
ранньовесняний період 
літній період 

735,7 ± 3,1 
558,8 ± 3,5 

156,0–940,0 
51,7–858,0 

900 

Редька посівна ранньовесняний період 1316,3 ± 3,3 146,0–2820,4 1200 

Огірок звичайний 
ранньовесняний період 
літній період 

360,3 ± 3,8 
128,2 ± 3,3 

183,0–838,0 
43,0–215,0 

150 

Помідор звичайний 
ранньовесняний період 
літній період 

165,2 ± 1,6 
128,9 ± 2,6 

50,5–408,0 
24,0–621,0 

150 

Перець овочевий ранньовесняний період 185,4 ± 1,3 87,7–374,0 200 

Примітка: * n = 25 зразків кожної культури. 
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Рис. Частка зразків (%) овочевої продукції, що перевищують гранично допустимі концентрації нітратів:  

у зразках моркви посівної, картоплі, петрушки городньої ранньовесняних періодів і цибулі ріпчастої,  
картоплі, петрушки городньої, капусти білокачанної, редьки посівної, перцю овочевого літніх  

періодів перевищення ГДК нітратів не реєстрували 

Аналогічна тенденція до збільшення продукції з 
підвищеним вмістом нітратів, згідно з даними 
літератури, реєструється в інших регіонах України та за 
кордоном (Romanchik et al., 2009; Du et al., 2011). 
Отримані результати дослідження виявлених переви-
щень гранично допустимих концентрацій нітратів в 
овочевій продукції підтверджуються працями інших 

дослідників (Guardian et al., 2005; Grishina and Panasenko, 
2009; Ziarati and Bidgoli, 2012). Нами показано, що 
найнебезпечнішою для споживання виявилась продукція 
ранньовесняного періоду. Така тенденція може бути по-
в’язана з вирощуванням овочевих культур у закритому 
ґрунті та їх раннім іх збиранням (див. рис.). На сьогодні 
відомо, що вміст нітратів у рослинах являє собою 
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динамічну рівновагу між темпами поглинання, 
асиміляції та транслокації (Maynard et al., 1976) та 
корелює з численними екологічними чинниками. При 
цьому рівень асиміляції нітратів залежить не тільки від 
дози внесеного добрива, а і від сортових ознак рослин, 
рівня родючості ґрунтів, температури, вологості ґрунту 
та повітря, інтенсивності та тривалості освітлення, 
технології вирощування. Згідно з даними літератури 
(Cantliffe, 1973), ключовими факторами, що впливають 
на вміст нітратів в овочах, є саме рівень, строки внесен-
ня азотних добрив та інтенсивність освітлення. У зв’язку 
з цим все більшої актуальності набувають дослідження, 
спрямовані на оптимізацію вмісту нітратів в овочевій 
продукції з урахуванням кліматично-ґрунтових умов, 
рівня родючості ґрунту, сортових властивостей культу-
ри, агротехнічних умов. При цьому найважливішим ре-
зервом подолання дефіциту нітрогену у землеробстві є 
розширення застосування бактеріальних добрив – 
препаратів, основою яких є азотфіксувальні бактерії 
(Chambers et al., 1999; Kumar et al., 2010).  

Висновки  

Проведені дослідження показали перевищення гра-
нично допустимих концентрацій нітратів у більшості 
овочевих культур, відібраних для аналізу: у 9 з 11 віді-
браних для дослідження видів реєстрували підвищений 
вміст нітратів. Особливо небезпечними для вживання 
виявилися овочеві культури, в яких фіксували найвищі 
перевищення ГДК нітратів: в огірках звичайних (56%), 
помідорах звичайних ранньовесняного періоду (20%) та 
літнього періоду (4%), а також редьці посівній (8%) ран-
ньовесняного періоду. Дана тенденція свідчить про 
необхідність жорсткого державного регулювання та 
контролю внесення азотних добрив на сільськогоспо-
дарських угіддях, розробки раціональних засад контро-
лю полютантів, дослідження міграції нітратів у трофіч-
них ланцюгах. Отримані результати вказують на 
актуальність та необхідність розробки оптимальних 
норм і строків внесення мінеральних добрив у кліматич-
но-ґрунтових умовах Закарпаття, що дозволить при од-
ночасному рості врожайності забезпечити підвищення 
якості овочевої продукції з умістом нітратів, який не 
перевищує ГДК.  
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Вплив препаратів з антиоксидантними властивостями  
на стан антиоксидантної системи сперматозоїдів  

при екскреторно-токсичній формі неплідності чоловіків  

О.К. Онуфрович, Д.З. Воробець, З.Д. Воробець3 

Львівський національний медичний університет імені Данила Галицького, Львів, Україна  

При екскреторно-токсичній формі неплідності чоловіків, спричиненій інфекційними агентами, зростає пероксидація ліпідів 
сперматозоїдів, знижується активність глутатіонпероксидази та глутатіонредуктази. Прослідковується тісний взаємозв’язок між 
низькою біологічною якістю сперматозоїдів (низька концентрація, загальна кількість і рухливість сперматозоїдів в еякуляті) з ак-
тивацією процесів пероксидації ліпідів і пригніченням активності глутатіонової антиоксидантної системи. Негативного впливу 
активних форм кисню на супероксиддисмутазу не спостерігалося. Курс прийому препаратів з антиоксидантними властивостями 
(вітамінів Е та С), а також цинку сульфату зумовлює поліпшення показників спермограми (в основному рухливості та морфології 
сперматозоїдів), зменшення кількості пероксидних сполук і активації глутатіонової антиоксидантної системи, що підтверджує 
перспективність використання цих препаратів у лікуванні чоловічої неплідності.  

Ключові слова: чоловіча неплідність; сперматозоїди; глутатіонпероксидаза; глутатіонредуктаза; супероксиддисмутаза; антиоксиданти  

Influence of drugs with antioxidant properties on the state  
of the sperm antioxidant system in men with excretory-toxic forms of infertility 

O.K. Onufrovych, D.Z. Vorobets, Z.D. Vorobets  

Danylo Halytskyi Lviv National Medical University, Lviv, Ukraine 

Since the development of many disorders of the reproductive function in men involves processes of free radical oxidation, the purpose of 
this study was to form an evaluation of the pro- and antioxidant status of sperm and to restore its biological usefulness in men with excretory-
toxic forms of infertility by using drugs with antioxidant properties. It is shown that excretory-toxic forms of infertility in men are mostly 
caused by such infectious agents as Chlamydia (22%), Chlamydia + Ureaplasma (16%), Chlamydia + Trichomonas (13%), Ureaplasma 
(10%). This reduces the total number of sperm in the ejaculate by 2.7 times, and motility by 1.8 times. The number of abnormal forms in-
creases by 1.75 times. With the development of chronic inflammation of the male sex organs sperm lipid peroxidation increases by 1.3 times 
while the activity of glutathione peroxidase decreases (by 2.3 times) and that of glutathione reductase (by 1.7 times). We observed a close corre-
lation between the low biological quality of sperm (low concentration, low number and motility of sperm in the ejaculate) with activation of lipid 
peroxidation and inhibition of activity of the glutathione antioxidant system. In the case of superoxide dismutase, the negative impact of reactive 
oxygen species on this enzyme was not observed. A course of drugs with antioxidant properties – vitamin E, vitamin C and zinc sulfate leads to 
improvement in the indicators on the spermagram (mostly sperm mobility and morphology), to reduction of the number of peroxide compounds 
and activation of the glutathione antioxidant system. In this case, the activity of glutathione peroxidase is increased by 1.5 times and the activity 
of glutathione reductase by 1.3 times. The activity of superoxide dismutase at the same time approaches the norm for zoospermia. The data ob-
tained show that one of the pathogenic factors of the chronic inflammation of male sex organs, considered as a main developmental reason for 
infertility in its excretory-toxic form, is the increase in activity of the peroxide oxygen lipids of the sperm membrane and decompensation of the 
enzyme activity of the glutathione antioxidant system. Our data indicate that the use as medicines of vitamin E, vitamin C and zinc sulfate com-
bined with antibiotic therapy would be highly effective in the treatment of male infertility.  

Keywords: male infertility; sperm; glutathione peroxidase; glutathione reductase; superoxide dismutase; antioxidants  
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Вступ  

У розвитку багатьох порушень репродуктивної 
функції чоловіків задіяні процеси вільнорадикального 
окиснення (Aitken and Bennetts, 2007; Agarwal et al., 
2008; Vorobets and Kocheshkova, 2008; Aitken and Baker, 
2013). Відомо, що сперматозоїдами продукуються ак-
тивні форми кисню (АФК), які, за їх надлишкового на-
копичення, ініціюють пероксидне пошкодження клітин 
(Aitken and Bennetts, 2007; Vorobets and Kocheshkova, 
2008). У даний час інтенсивно вивчається роль активних 
форм кисню у функціонуванні сперматозоїдів у нормі та 
при патології (Aitken and Bennetts, 2007; Agarwal et al., 
2008; Ben Abdallah et al., 2011). Контрольоване продуку-
вання дуже низьких концентрацій АФК регулює 
здатність сперматозоїдів до запліднення (Aitken and 
Bennetts, 2007; Vorobets and Kocheshkova, 2008). Висо-
кий рівень АФК впливає на морфофункціональні показ-
ники сперматозоїдів, знижує їх активність та життєздат-
ність, спричинює розвиток чоловічої неплідності (Luconi 
et al., 2006; Agarwal et al., 2008; Vorobets and 
Kocheshkova, 2008; Aitken and Baker, 2013). Оксидатив-
ний стрес може виникати внаслідок надмірного утво-
рення АФК та при порушенні антиоксидантних захис-
них механізмів сперматозоїдів та індукувати низку 
патологій чоловічої репродуктивної системи. У зне-
шкодженні вторинних продуктів пероксидації та інших 
окиснених речовин головну роль відіграють анти-
оксидантні ферменти, зокрема глутатіопероксидаза 
(ГП), глутатіонредуктаза (ГР), супероксиддисмутаза 
(СОД) (Calmera et al., 2005; Kawakami and Takemura, 
2007; Vorobets and Kocheshkova, 2008).  

Визначення активності пероксидації ліпідів у спермі 
та оцінка систем їх утилізації є важливим етапом роз-
робки терапевтичної стратегії лікування чоловічої 
неплідності. У зв’язку з важливістю біологічної 
повноцінності сперматозоїдів здійснювались спроби 
вивчення можливості корекції морфофункціональних 
характеристик сперми за допомогою антиоксидантної 
терапії (Vorobets and Kocheshkova, 2008; Biswas et al., 
2009; Yousef, 2010; Ben Abdallah et al., 2011; Jerysz and 
Lukaszewich, 2013).  

Тому мета нашого дослідження – оцінити про- та ан-
тиоксидантний статус сперматозоїдів, корекцію їх біоло-
гічної повноцінності у чоловіків з екскреторно-токсич-
ною формою неплідності за допомогою препаратів з 
антиоксидантними властивостями.  

Матеріал і методи досліджень  

Дослідження проводили на зразках еякулятів, отри-
маних у практично здорових чоловіків (n = 20) та 
чоловіків з амнестичними даними про перенесені або 
рецидивні урогенітальні інфекції (n = 67), віком 20–
47 років. Залежно від проведеного лікування еякуляти 
пацієнтів поділено на групи:  

– група 1 (контрольна, n = 20) – еякуляти практично 
здорових чоловіків, віком 20–47 років;  

– група 2 (n = 67) – еякуляти чоловіків з екскреторно-
токсичною формою неплідності, до початку лікування;  

– група 3 (n = 35) – еякуляти пацієнтів, яким призна-
чали базисне лікування, включало антибактеріальну 
протизапальну (етіотропну, патогенетичну), фізіо- та 
імунокоригувальну терапію (для підвищення неспеци-
фічної резистентності організму);  

– група 4 (n = 32) – еякуляти пацієнтів, яким призна-
чали базисне лікування + препарати з антиоксидантними 
властивостями (вітамін Е по 600 мг/день, вітамін С по 
500 мг/день), а також цинку сульфат по 250 мг/день; ці 
препарати, як рекомендовано, пацієнти приймали перо-
рально протягом 3 місяців (Sen et al., 2006; Vorobets and 
Kocheshkova, 2008; Biswas et al., 2009; Yousef, 2010; Ben 
Abdallah et al., 2011; Jerysz and Lukaszewich, 2013).  

Відповідні діагнози встановлювали на базі загально-
визнаних критеріїв. Використано широкий комплекс за-
гальноклінічних, лабораторних, спеціальних урологіч-
них, інструментальних, мікробіологічних, імунологічних 
досліджень із метою виявлення причини неплідності.  

Аналіз сперми включав такі параметри: об’єм та рН 
сперми; рухливість, концентрація та морфологічні харак-
теристики сперматозоїдів. Дослідження морфологічних 
особливостей сперми ґрунтувалось на використанні мето-
ду Eliasson (1971). У праці використано критерії ВООЗ 
для оцінки морфологічних характеристик сперми (WHO).  

Для отримання відмитих сперматозоїдів готували 
суспензію, об’ємом 5 мл (сперма + середовище 
відмивання (рН 7,6): NaCl – 140 мМ, KCl – 4 мМ, TRIS – 
50 мМ). Суспензію центрифугували при 1 700 g, 15 хв. 
Після цього супернатант виливали, а осад ресуспензува-
ли в 2 мл охолодженого середовища відмивання та цен-
трифугували при 1 700 g, 15 хв. Останню процедуру 
повторювали двічі. Отримані таким чином відмиті 
сперматозоїди поміщали в морозильну камеру при  
t = –20 ºC для подальшого використання у дослідах.  

Для розкриття глутатіонпероксидазної, глутатіонре-
дуктазної та супероксиддисмутазної латентної активно-
стей до суспензії сперматозоїдів додавали 0,2% розчин 
сапоніну. Вміст білка визначали методом Lowry et al. 
(1951). Глутатіонпероксидазну активність визначали за 
розвитком кольорової реакції з 5,5-дітіо-біс(2-нітро-
бензойною кислотою (ДТНБК) з утворенням кольорово-
го продукту тіонітрофенільного аніона (ТНФА), кіль-
кість якого прямо пропорційна кількості SH-груп, які 
прореагували з ДТНБК (Mannervik, 1971). Глутатіон-
редуктазну активність суспензії сперматозоїдів визнача-
ли спектрофотометрично при 340 нм в 0,2 М калій-
фосфатному буфері (рН 7,0), який містив 2 мМ ЕДТА. 
Супероксиддисмутазну активність визначали за Calmera 
et al. (2005) та Kawakami and Takemura (2007). Інтенсив-
ність ПОЛ оцінювали за вмістом одного з кінцевих 
метаболітів реакції пероксидації – малонового діальде-
гіду (МДА) (Mannervik, 1971).  

Цифрові показники, отримані в ході досліджень, об-
робляли методом варіаційної статистики. У таблицях і 
тексті наведено M ± m. Вибірки порівнювали з викори-
станням критерію Стьюдента.  

Результати та їх обговорення  

На фоні тривалого перебігу запального процесу, спри-
чиненого інфекційними чинниками, в умовах неефектив-
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ної терапії урогенітальних інфекцій розвиваються глибокі 
порушення з боку морфофункціональних і біохімічних 
показників сперми, системи антиоксидантного захисту та 
неплідність (Vorobets and Kocheshkova, 2008).  

Раніше показано, що хронічні запальні процеси 
чоловічих статевих органів мають характер багатовог-
нищевих уражень (Vorobets and Kocheshkova, 2008). 
Послідовне залучення до запального процесу передньої 
уретри та її залозистого апарату, задньої уретри, 
сім’яного горбика, вивідних протоків, а згодом і 
паренхіми передміхурової залози, сім’яних міхурців і 
додатків яєчок взагалі є типовим для висхідних 
інфекцій, що передаються статевим шляхом. Проведене 
нами групування локалізацій запальних уражень не 
вичерпує всієї їх індивідуальної різноманітності. Адже у 
групи хворих на простатит об’єднували пацієнтів із по-
верхневими, вогнищевими та дифузними процесами. 
Крім того, патологічні зміни в уретрі в ряді випадків 
виявляли лише у передньому та задньому її відділах; в 
інших діагностовано тотальний уретрит.  

У таблиці 1 наведено характеристику пацієнтів з їх 
розподілом за етіологічним фактором розвитку 
хронічної урогенітальної захворюваності. Хронічні 
запальні процеси чоловічих статевих органів 
найбільшою мірою спричинені хламідіями (22%), 
хламідями та уреаплазмами (16%), хламідіями та трихо-
монадами (13%). Серед обстежених був великий 
відсоток пацієнтів зі скаргами на хронічний біль в 
області таза, коли інфекційний агент при комплексному 
обстеженні виявити все ж не вдалося, проте виявляли 
лейкоцити у секреті простати, порції сечі (після масажу 
простати) чи спермі.  

Таблиця 1  
Етіологічний чинник урогенітальних захворювань  

Етіологічний чинник Кількість хворих Відсоток
Хламідіоз 14 22 
Хламідіоз + уреаплазмоз 11 16 
Хламідіоз + трихомоніаз 9 13 
Уреаплазмоз  7 10 
Гонорея  4 6 
Трихомоніаз  6 9 
Гонорея + трихомоніаз 5 8 
Хронічний абактеріальний  
простатит / хронічний  
тазовий больовий синдром 

11 16 

 

При хронічних запальних процесах у сечостатевих 
органах спостерігається зниження практично всіх 
показників функціональної активності сперматозоїдів 
(табл. 2). Загальна кількість сперматозоїдів в еякуляті 
знижується у 2,7 раза, а їх рухливість – у 1,8 раза. 
Кількість патологічних форм зростає в 1,7 раза.  

При лікуванні хворих із хронічними специфічними 
урогенітальними інфекціями ми дотримувались класич-
них принципів та підходів (Vorobets and Kocheshkova, 
2008). Критеріями вилікування вважали зникнення 
клінічних симптомів захворювання та елімінацію збуд-
ника. Також ураховували наявність змін у спермограмі 
та динаміку змін у системі «пероксидне окиснення 
ліпідів – антиоксидантна система».  

Зміни морфофункціональних характеристик еякуля-
ту чоловіків з екскреторно-токсичною формою 

неплідності після проведеного лікування відображені у 
таблиці 3. Застосування препаратів з антиоксидантними 
властивостями у хворих з екскреторно-токсичною фор-
мою неплідності переважно поліпшує рухливість і 
морфологію сперматозоїдів.  

Таблиця 2 
Морфофункціональні характеристики еякуляту чоло-
віків з олігозооспермією при урогенітальних інфекціях  

Показники еякулятів 
Група 1,  
контроль  
(n = 20)  

Група 2, екскреторно-
токсична форма  

неплідності (n = 67) 
Концентрація спермато-
зоїдів, 106 мл–1 63  3,5 24  1,6 

Загальна кількість спер-
матозоїдів в еякуляті, 106 145  7,6 53  3,2 

Відносна кількість рух-
ливих сперматозоїдів, % 62  2,4 34  3,5 

Кількість патологічних 
форм, % 28  2,0 49  2,7 

Концентрація лейкоцитів 
в еякуляті, 109 л–1 0,73  0,13 1,51  0,46 

 

Таблиця 3 
Морфофункціональні характеристики еякуляту чоло-
віків груп 3 і 4 через 3 місяці після початку лікування  

Показники еякулятів 
Група 3 (після 
базисного  
лікування) 

Група 4 (після бази-
сної  

та антиоксидантної 
терапії) 

Концентрація спермато-
зоїдів, 106 мл–1 

40 ± 2,5 39 ± 2,7 

Загальна кількість спе-
рматозоїдів в еякуляті, 
106 

64 ± 3,5 66 ± 3,4 

Відносна кількість рух-
ливих сперматозоїдів, 
% 

41 ± 2,3 58 ± 2,1* 

Кількість патологічних 
форм, % 

40 ± 2,0 32 ± 1,6* 

Концентрація лейкоци-
тів в еякуляті, 109 л–1 

0,78 ± 0,074 0,76 ± 0,086 

Примітка: * – різниця між основною та контрольною гру-
пами вірогідна при Р < 0,05.  

Оскільки дані літератури свідчать, що функціональна 
активність сперматозоїдів тісно пов’язана з продукуван-
ням активних форм кисню, зокрема з пероксидацією 
ліпідів, ми вивчали інтенсивність ПОЛ і активність ряду 
ензимів антиоксидантного захисту до і після курсу ліку-
вання. Інтенсивність ПОЛ у сперматозоїдах оцінювали за 
вмістом МДА. У практично здорових чоловіків (група 1) 
вміст МДА становив 182,6 ± 4,2 нмоль/мг протеїну, у 
групі 2 (без антиоксидантної терапії) цей показник був 
вищим – 237,2 ± 22,4 нмоль/мг протеїну. У групі 4 (паці-
єнтам проводили базисну та антиоксидантну терапію) 
концентрація МДА у сперматозоїдах становила 179,2 ± 
16,2 нмоль/мг протеїну.  

Лікування хворих протягом трьох місяців із призна-
ченням лише базисної терапії зумовлювало зростання 
глутатіонпероксидазної активності з 2,9 до 3,8 мкмоль 
GSH/хв·мг протеїну. Поєднання базисної та антиокси-
дантної терапії викликало ще більше зростання активності 
ензиму, а значить, активацію антиоксидантного захисту.  
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Таблиця 4 
Активність ензимів антиоксидантної системи сперматозоїдів чоловіків  

з екскреторно-токсичною формою неплідності в контролях і після проведених курсів лікування  

Показники про-  
та антиоксидантної систем 

Група 1 (контроль)  
(n = 9)  

Група 2 
(n = 9) 

Група 3 
(n = 9) 

Група 4 
(n = 9) 

МДА, нмоль/мг протеїну 182,6 ± 4,2 235,0 ± 6,1 237,2 ± 22,4* 179,2 ± 16,2* 
СОД, ум. од./г протеїну 8,8 ± 0,4 12,1 ± 0,9 10,8 ± 0,7 9,7 ± 0,6 
ГП, мкмоль GSH/хв·мг протеїну 6,7 ± 0,5 2,9 ± 0,2 3,8 ± 0,3* 5,6 ± 0,4* 
ГР, нмоль NADPH/хв·мг протеїну 0,55 ± 0,04 0,32 ± 0,03 0,36 ± 0,04* 0,46 ± 0,05* 

Примітка: * – різниця між групами 3 i 4 вірогідна при Р < 0,05.  

Глутатіонредуктазна активність також відрізнялась: 
0,32 нмоль NADPH/хв·мг протеїну у сперматозоїдах 
хворих групи 2, та 0,46 нмоль NADPH/хв·мг протеїну у 
сперматозоїдах хворих групи 4 по закінченні повного 
курсу базисного та антиоксидантного лікування.  

На відміну від ГП і ГР активностей, супероксиддис-
мутазна активність сперматозоїдів у хворих з екскретор-
но-токсичною фомою неплідності зростала з 8,8 до 12,1 
ум. од./г протеїну. У результаті лікування (базисна + 
антиоксидантна терапія) ця активність знижувалась і 
наближалась до значень при нормозооспермії.  

Із наведених даних можна прослідкувати взаємо-
зв’язок між низькою біологічною якістю сперматозоїдів у 
хворих з екскреторно-токсичною формою неплідності 
(низька концентрація, загальна кількість і рухливість 
сперматозоїдів в еякуляті, збільшення кількості 
патологічних форм) з активацією процесів ПОЛ і 
пригніченням активності глутатіонової антиоксидантної 
системи. Щодо СОД негативного впливу АФК на цей 
фермент не спостерігалося. Підвищення активності СОД 
у сперматозоїдах при патоспермії можна пояснити ком-
пенсаторною реакцією на зростання інтенсивності 
вільнорадикального окиснення (Calmera et al., 2005; 
Kawakami and Takemura, 2007).  

Лікування хворих основної групи (базисна + антиок-
сидантна терапія) викликає зниження процесів ПОЛ, 
активацію ферментів глутатіонової антиоксидантної 
системи. Це супроводжується зростанням якості сперми.  

Наші результати узгоджуються з даними інших 
авторів, які демонструють значний захисний ефект 
антиоксидантів (зокрема вітаміну Е) на якість сперми та 
підтверджують доцільність їх використання при 
лікуванні чоловічої неплідності та зберіганні сперми 
(Yousef, 2010; Ben Abdallah et al., 2011; Jerysz and 
Lukaszewicz, 2013). Комбіноване призначення вітамінів 
Е та С викликає зниження продукції вільних радикалів і 
поліпшує якість сперми, хоча більшою ефективністю 
володіє вітамін Е (Yousef, 2010). Вважається, що вітамін 
Е захищає від пошкодження сперматозоїдів активними 
формами кисню (Sen et al., 2006; Yousef, 2010; Jerysz and 
Lukaszewicz, 2013). Так, при пероральному лікуванні 
антиоксидантами субфертильних чоловіків відмічалось 
значне зниження рівня АФК та збільшення концентрації 
сперматозоїдів, а також індукування акросомної реакції 
та зростання відсотка поліненасичених жирних кислот 
спермальних мембран (Jerysz and Lukaszewicz, 2013). 
Дослідження з використанням антиоксидантів in vivo та 
in vitro інколи суперечливі та вимагають подальших 
експериментів (Agarwal et al., 2008; Yousef, 2010; Jerysz 
and Lukaszewicz, 2013), тому нині проводиться подвійне 

сліпе плацебо контрольоване дослідження ефективності 
використання комбінацій вітамінів Е та С при лікуванні 
чоловічої неплідності.  

Висновки  

Важливою причиною низької запліднювальної 
здатності сперматозоїдів є зниження концентрації та 
рухливості сперматозоїдів, порушення їх структури, що 
супроводжується підвищенням інтенсивності вільно-
радикального окиснення – накопиченням МДА та зни-
женням активності ферментів глутатіонової антиокси-
дантної системи (глутатіонпероксидази, глутатіон-
редуктази).  

Одним із факторів патогенезу хронічних запальних 
процесів чоловічих статевих органів як основної причи-
ни розвитку екскреторно-токсичної форми неплідності є 
підвищення активності пероксидного окиснення ліпідів 
мембран сперматозоїдів та декомпенсація ферментатив-
ної активності глутатіонової антиоксидантної системи.  

Тримісячний курс прийому препаратів з антиокси-
дантними властивостями (вітаміну Е 600 мг/день, 
вітаміну С 500 мг/день) та цинку сульфату сприяє 
поліпшенню показників спермограми (в основному 
поліпшення рухливості та морфології сперматозоїдів), 
зменшенню кількості пероксидних сполук і активації 
глутатіонової антиоксидантної системи, що в цілому 
поліпшує функціональні властивості сперматозоїдів.  
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Властивості Na+, K+-активованої, Mg2+-залежної АТФ-гідролази  
лімфоцитів крові у хворих на реактивний артрит  

О.В. Мельник, О.П. Корнійчук, О.І. Першин, З.Д. Воробець4  

Львівський національний медичний університет імені Данила Галицького, Львів, Україна  

Установлено зміни та проаналізовано кінетичні властивості оуабаїнчутливої Na+, K+-ATФазної активності сапонін-
перфорованих лімфоцитів периферичної крові практично здорових осіб і хворих на реактивний артрит (РеА). У лімфоцитах пери-
феричної крові хворих на РеА первинно-активне транспортування іонів Na+, K+ відбувається повільніше і менш інтенсивно порів-
няно з практично здоровими донорами, але характеризується приблизно однаковою ємністю з донорами. Константа афінності до 
АТФ у лімфоцитах периферичної крові хворих на РеА перевищує її значення порівняно з практично здоровими донорами у 
2,9 раза. За умов розвитку ревматичної патології в імунокомпетентних клітинах інгібування активності Na+, K+-ATФази відбува-
ється не за рахунок зменшення кількості обертів ензиму, а шляхом підвищення спорідненості оуабаїнчутливої Na+, K+-ATФази до 
АТФ. Водночас, Mg2+-зв’язувальна ділянка оуабаїнчутливої Na+, K+-ATФази лімфоцитів хворих на РеА залишається нативною. 
Афінність Na+, K+-ATФази лімфоцитів периферичної крові донорів до іонів К+ перевищує афінність у хворих на РеА у 2,4 раза. 
Na+, K+-ATФаза лімфоцитів периферичної крові хворих на РеА зберігає свої нативні рецепторні властивості: чутливість до інгібу-
вання оуабаїном не змінюється. Припускається, що за умов розвитку ревматичної патології вплив на структуру Na+, K+-ATФази 
здійснюється як із зовнішньоклітинної, так і з цитоплазматичної поверхні мембрани.  

Ключові слова: Na+, K+-АТФаза; реактивний артрит; лімфоцити  

Properties of Na+,K+-activated, Mg2+-dependent ATP-hydrolyze  
of blood lymphocytes in patients with reаctive arthritis  

O.V. Melnyk, O.P. Kornijchuk, O.I. Pershyn, Z.D. Vorobets  

Danylo Halytski Lviv National Medical University, Lviv, Ukraine  

A significant role in the development and course of reactive arthritis (ReA) is played by T-lymphocytes as their development and systemic 
manifestations are based on immunological mechanisms. Additionally, the pathogenesis of many diseases is linked to changes in the structure 
and function of ion-transporting systems. Therefore, the aim of the study was to find out the kinetic properties of ATP-hydrolysis reaction 
involving Na+,K+-ATPase of peripheral blood lymphocytes of healthy individuals and patients with ReA. We used the current methodological 
approaches to the study of ATPase activity in saponin permeabilized cells. We conducted an analysis of the kinetic properties of ouabainsensitive 
Na+,K+-ATPase activity of saponin-perforated peripheral blood lymphocytes of healthy donors and patients with rheumatoid arthritis (RеA). 
We found out that in peripheral blood lymphocytes of patients with RеA primary active transport of Na+, K+ ions is slower and less intensive, 
though characterised by the same capacity, as in healthy donors. The affinity constant for ATP in peripheral blood lymphocytes in patients with 
RеA is greater by 2.9 times than its value in comparison with healthy donors. We established that in conditions of rheumatic pathology in 
immunocompetent cells, inhibition of Na+,K+-ATPase activity is not caused by reduction of speed of enzyme work, but by increase of affinity of 
ouabainsensitive Na+,K+-ATPase to ATP. At the same time, the Mg2+-binding center of Na+,K+-ATPase in patients with RеA is endogenous. 
We also found that affinity Na+,K+-ATPase to the ions K+ in peripheral blood lymphocytes of healthy donors is 2.4 times higher than in patients 
with RеA. We observed that Na+,K+-ATPase of peripheral blood lymphocytes of patients with RеA retains its endogenous receptor properties – 
sensitivity to ouabain does not change. It is assumed that under conditions of rheumatic pathology the impact on the Na+,K+-ATPase structure 
occurs both externally and on the cytoplasmic membrane surface. The above experimental data can be used for further clarification of the 
membrane mechanisms of ion exchange in immunocompetent cells of patients suffering from autoimmune diseases.  

Keywords: Na+,K+-ATPase; reactive arthritis; lymphocytes  
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Вступ 

Реактивний артрит (РеА) є одним із найрозповсюд-
женіших запальних аутоімунних захворювань суглобів. 
Високі показники поширення та захворюваності, схиль-
ність до прогресування, розвиток непрацездатності 
серед осіб середнього віку зумовлюють високу медико-
соціальну значимість цієї патології (Berezhnyi et al., 
2013; Kovalenko, 2011; Spaska, 2011). РеА – системне 
захворювання, яке розвивається внаслідок урогеніталь-
ної (найчастіше хламідійної), кишкової або носоглот-
кової інфекції (Zeidler et al., 2004; Hamdulau et al., 2006; 
Kim ey al., 2009; Kohnke, 2009; Spaska, 2011; Berezhnyi et 
al., 2013).  

Згідно із сучасними уявленнями, значна роль у 
розвитку та перебігу артритів належить Т-лімфоцитам. 
В основі РеА та його системних проявів лежать 
імунологічні механізми (Colmegna and Espinoza, 2005; 
Leirisalo-Repo, 2005; Leirisalo-Repo and Sieper, 2006; 
Lychkovska, 2011). Тому актуальними є питання, які 
стосуються саме імунопатології ревматичних захворю-
вань, їх механізмів виникнення та розвитку.  

Патогенез багатьох захворювань пов’язаний зі змі-
нами структури та функцій біомембран, у формуванні 
яких значна роль належить мембранозв’язаним білкам, 
зокрема інтегральним АТФ-залежним транспортуваль-
ним системам іонів. Na+, K+-АТФаза (ЕС 3.6.1.37) – 
маркерний ензим плазматичної мембрани, який 
селективно інгібується оуабаїном, є Са2+-незалежною, 
Na+, K+-активованою, Mg2+-АТФ-залежною транспорту-
вальною системою, що здійснює активне трансмембран-
не перенесення іонів Na+, K+ і тим самим підтримує їх 
електрохімічні градієнти, необхідні для нормального 
функціонування клітини. Активність Na+, K+-АТФази 
відіграє ключову роль у підтриманні внутрішньо-
клітинного іонного гомеостазу, осмотичного балансу та 
трансмембранного потенціалу клітин, змінюється під 
впливом гормонів, факторів росту та стресу.  

Нашими попередніми дослідженнями показано 
(Melnyk et al., 2011), що у хворих на РеА Na+, K+-
ATФазна активність лімфоцитів периферичної крові 
істотно відрізняється від контрольної групи, а після 
проведеного лікування хворих у стаціонарі спостері-
гається наближення активності Na+, K+-ATФази до її 
контрольних значень. На сьогодні нез’ясованими 
залишаються біохімічні механізми порушення функціо-
нальної активності Na+, K+-ATФази у лімфоцитах 
периферичної крові за умов розвитку автоімунного 
процесу. Комплексне вивчення функціонування та ролі 
Na+, K+-помпи як системи енергозалежного транспорту-
вання іонів Na+, K+ у регуляції функціональної відповіді 
клітини (з використанням фізіологічних методів 
дослідження на цілісних об’єктах) і ензиматичної 
активності Na+, K+-ATФази (з використанням біохіміч-
них методів) на одному об’єкті дасть можливість 
сформувати цілісне уявлення про участь цих систем у 
підтриманні іонного гомеостазу клітини. З огляду на це, 
мета цієї роботи – з’ясувати кінетичні характеристики 
АТФ-гідролазної реакції за участю Na+, K+-ATФази 
сапонін-перфорованих лімфоцитів периферичної крові 
клінічно здорових осіб і хворих на РеА.  

Матеріал і методи досліджень  

Дослідження проводили на лімфоцитах периферич-
ної крові донорів і хворих, які перебували на стаціо-
нарному лікуванні у ревматологічному відділенні 
Львівської обласної клінічної лікарні. Усіх хворих 
поділено на дві дослідні групи: хворі на РеА до (n = 14) 
та після проведеного лікування (n = 14). Групу контролю 
становили практично (клінічно) здорові донори віком 
20–30 років (n = 15).  

Відповідні діагнози встановлювали на базі загально-
визнаних критеріїв. Використано широкий комплекс 
загальноклінічних, лабораторних, спеціальних ревмато-
логічних, інструментальних, мікробіологічних, імуноло-
гічних досліджень з метою виявлення причини розвитку 
реактивного артриту (Leirisalo-Repo and Sieper, 2006).  

Моноядерні лімфоцити периферичної крові людини 
виділяли з гепаринізованої свіжоотриманої крові хворих 
і донорів у градієнті концентрації фікол-тріумбрасту 
(1,08 г/см3) (Boyum, 1968). Цілісність і життєздатність 
лімфоцитів, яка в усіх дослідах становила не менше 
95%, оцінювали за забарвленням трипановим синім 
(Michell and Shiigi, 1980). Для пермеабілізації мембран 
лімфоцитів периферичної крові з метою розкриття 
латентної Na+, K+-АТФазної активності до суспензії 
лімфоцитів додавали 0,2% сапонін (Fafula et al., 2012). 
Ця методика ґрунтується на роботах, виконаних на 
лімфоцитах раніше. Вміст білка у лімфоцитарній суміші 
визначали методом Лоурі (Lowry et al., 1951).  

Визначення загальної ATФазної ензиматичної 
активності лімфоцитів проводили при 37 °С у 
середовищі інкубації (об’ємом 1 мл) такого складу (мМ): 
30 NaCl, 120 KCl, 5 МgС12, 1,5 АТФ, 1 ЕГТА, 1 NaN3 
(інгібітор мітохондріальної АТФази) (Fafula et al., 2012), 
20 Hepes-Tris-буфер 7,4), 0,1 мкМ тапсигаргін (селектив-
ний інгібітор Са2+, Mg2+-ATФази ЕПР) (Fafula et al., 
2012). Ензиматичну реакцію ініціювали внесенням до 
інкубаційного середовища аліквоти лімфоцитарної сумі-
ші – 100 мкл (кількість білка у пробі не перевищувала 
50–100 мкг/мл). Тривалість інкубації – 1–15 хв. Ензима-
тичну реакцію зупиняли додаванням 1 мл охолодженого 
стоп-розчину такого складу: 1,5 M натрій ацетат, 3,7% 
формальдегід, 14% етанол, 5% ТХО (рН = 4,3). Базальну 
Mg2+-ATФазну активність лімфоцитів тестували в ана-
логічному середовищі інкубації, але за присутності 1 мМ 
оуабаїну – селективного інгібітора Na+, K+-ATФази (Tian 
et al., 2006). Оуабаїнчутливу Na+, K+-ATФазну актив-
ність обчислювали за різницею між величиною 
загальної АТФазної та базальної Mg2+ активності.  

У дослідах контролем на неензиматичний гідроліз 
АТФ було стандартне середовище інкубації, яке не 
містило досліджуваної проби. Як контроль на кількість 
ендогенного неорганічного фосфору (Рі) в лімфоци-
тарній суміші використовували суспензію лімфоцитів у 
фізіологічному розчині. Кількість продукту реакції Рі 
визначали методом W. Rathbun та V. Betlach (Rathbun 
and Betlach, 1969) і виражали у мкмоль Рі/хв·мг 
протеїну.  

Дослідження кінетичних властивостей ензиматичної 
реакції Na+, K+-активованої, Mg2+-залежної АТФ-
гідролазної реакції проводили у стандартному 
середовищі інкубації, модифікованому за фізико-
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хімічними характеристиками чи складом відвідних 
компонентів (час інкубації, концентрації АТФ, Na+, K+, 
оуабаїну). Всі експерименти з вивчення властивостей 
Na+, K+-ATФазої ферментативної реакції проводили в 
режимі початкової швидкості V0 (лінійність 
накопичення продукту Рі у часі).  

Уявні кінетичні параметри, які характеризують 
реакцію вивільнення неорганічного фосфору під час 
Na+, K+-активованого, Mg2+-залежного гідролізу АТР – 
максимальну миттєву швидкість реакції V0, 
максимальну (платову) кількість утворення продукту 
реакції Pmax та характеристичний час реакції (період 
напівнасичення) визначали як описано у статті (Keleti, 
1990). Уявні кінетичні параметри, які характеризують 
Na+, K+-активовану, Mg2+-залежну АТР-гідролазну 
реакцію – константу активації іонами, константу 
Міхаеліса (КmАТФ) та початкову максимальну 
швидкість реакції гідролізу АТР визначали методом 
Лайнуївера – Берка (Keleti, 1990). Отримані 
концентраційні залежності швидкості ензиматичної 
реакції від досліджуваних реагентів реакції гідролізу 
будували в координатах: {1/V від 1/S}, де S – задана 
концентрація реагенту, а V – швидкість ензиматичного 
гідролізу АТР при заданій концентрації.  

При визначенні ефективності впливу оуабаїну на 
Na+, K+-АТФазну активність (уявної константи 
інгібування (І0,5) та коефіцієнта Хілла (nН)) лінеаризовані 
криві концентраційних залежностей будували у 
координатах Хілла {lg[(А0-А)/А]; lg[I]}відповідно до 
емпіричного рівняння Хілла:  

lg[(А0–А)/А] = –nН lg I0,5 + nН lg [I], 
де А0 та А – питома активність ензиму за відсутності та 
присутності у середовищі інкубації оуабаїну в 
концентрації І.  

Кінетичні та статистичні розрахунки проводили у 
програмному забезпеченні MS Office. Результати 
досліджень обробляли загальноприйнятими методами 
варіаційної статистики з використанням t-критерію 
Стьюдента. Рівняння прямої лінії, що найкраще 
апроксимує еспериментальні дані, розраховували із 
використанням методу найменших квадратів. 
Абсолютне значення коефіцієнта кореляції становило 
0,90–0,99. Достовірність розрахованих параметрів 
прямої перевіряли за F-критерієм Фішера: достовірною 
вважали апроксимацію, за якої P ≤ 0,05.  

У дослідах використовували реактиви АТФ, Hepes, 
Tris, оуабаїн, тапсигаргін, ЕГТА (Sigma, США). Інші 
використані у дослідах реактиви були вітчизняного 
виробництва кваліфікації ЧДА та ХЧ.  

Результати та їх обговорення 

Із метою вивчення особливостей та механізму 
роботи Na+, K+-АТФази визначали максимальну 
миттєву швидкість реакції (V0), максимальну (платову) 
кількість утворення продукту реакції (Pmax) та 
характеристичний час реакції ( ) (Keleti, 1990; Fafula et 
al., 2012). Для встановлення цих кінетичних параметрів 
Mg2+-залежного гідролізу АТФ, який каталізується Na+, 
K+-АТФазою лімфоцитів, досліджували динаміку 
накопичення продукту АТФ-гідролазної реакції. Для 

цього суспензію лімфоцитів інкубували у стандартному 
середовищі інкубації протягом різних проміжків часу 
(1–15 хв). Дані експериментів показали, що кінетику 
Na+, K+-активованого Mg2+-залежного гідролізу АТФ 
сапонін-перфорованими лімфоцитами віддзеркалюють 
криві, які мають тенденцію до насичення (рис. 1). Аналіз 
отриманих результатів дозволяє дійти висновку, що 
кінетика Na+, K+-активованого, Mg2+-залежного 
гідролізу АТФ, каталізованого сапонін-перфорованими 
лімфоцитами, узгоджується із закономірностями реакції 
нульового порядку в діапазоні 0–5 хв: у цьому інтервалі 
часу графік залежності Рі від періоду інкубації є 
практично лінійним.  

  

Рис. 1. Динаміка вивільнення неорганічного фосфору 
(Рі) у процесі Na+, K+-активованого, Mg2+-залежного 
гідролізу АТФ сапонін-перфорованими лімфоцитами 

периферичної крові донорів (1), хворих на РеА  
до лікування (2) (M ± m, n = 4–6) 

Як випливає з рисунка 1, в усьому діапазоні часу 
кількість вивільненого неорганічного фосфору Рі 
оуабаїнчутливою Na+, K+-ATФазою лімфоцитів хворих 
на РеА дещо нижча порівняно з величною у донорів. 
Шляхом лінеаризації отриманих даних у координатах 
P/t від P обчислено основні кінетичні характеристики 
реакції Na+, K+-активованого, Mg2+-залежного гідролізу 
АТФ сапонін-перфорованими лімфоцитами (табл. 1).  

Таблиця 1  
Кінетичні параметри Na+, K+-активованого,  

Mg2+-залежного гідролізу АТФ сапонін-перфорованими 
лімфоцитами периферичної крові донорів і хворих  
на РеА до проведеного лікування (M ± m, n = 4–6)  

Кінетичні параметри Донори РеА  
V0, мкмоль Рі/ хв · мг протеїну 6,08 ± 0,45 3,22 ± 0,26* 
Pmax, мкмоль Рі/ мг протеїну 25,0 ± 1,0 28,1 ± 0,1  
 , хв. 4,18 ± 0,51 9,40 ± 0,65* 

Примітки: V0 – максимальна миттєва швидкість реакції, 
Pmax – максимальна (платова) кількість продукту реакції, 
 – характеристичний час реакції (період напівнасичення); 
зміни вірогідні стосовно величин у лімфоцитах в осіб групи 
контролю та хворих на РеА, * – P < 0,05.  

Значення кінетичних параметрів Na+, K+-активо-
ваного, Mg2+-залежного гідролізу АТФ сапонін-перфо-
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рованими лімфоцитами донорів і хворих на ревматичне 
захворювання істотно відрізняються. За відсутності 
вірогідної різниці величини Pmax гідролізу АТФ сапонін-
перфорованими лімфоцитами, виділеними у донорів і 
хворих на РеА, нами показано, що значення V0 у хворих 
на ревматичні захворювання істотно відрізняються від 
контрольної групи. На основі цих даних можна 
припустити, що у лімфоцитах периферичної крові 
хворих на РеА транспортування іонів Na+ та K+ 
відбувається повільніше і менш активно, але 
характеризується практично однаковою ємністю.  

Згідно з результатами каталітичного титрування 
суспензії лімфоцитів розчином АТФ у діапазоні 
концентрацій 0,1–2,0 мМ (за сталої концентрації Mg2+, 5 
мМ) відбувається монотонне збільшення ензиматичної 
активності оуабаїнчутливої Na+, K+-ATФази з виходом 
на плато (рис. 2). Можна бачити, що в усьому діапазоні 
досліджуваних концентрацій АТФ активність Na+, K+-
ATФази хворих на ревматичне захворювання знижена 
порівняно із даною величною у донорів.  

 

Рис. 2. Залежність впливу АТФ на активність оуабаїн-
чутливої Na+, K+-ATФази сапонін-перфорованих  

лімфоцитів периферичної крові донорів (1) і хворих  
на РеА до лікування (2) (M ± m, n = 4–6)  

Для з’ясування можливого механізму зміни ензима-
тичної активності Na+, K+-ATФази в імунокомпетентних 
клітинах хворих на РеА, шляхом лінеаризації отриманих 
даних у координатах Лайнуївера – Берка, проведено 
визначення основних кінетичних параметрів Na+, K+-
активованого Mg2+-залежного гідролізу АТФ сапонін-
перфорованими лімфоцитами периферичної крові донорів 
і хворих (табл. 2).  

Таблиця 2 
Кінетичні параметри, які характеризують  

Na+, K+-активований Mg2+-залежний гідроліз АТФ  
сапонін-перфорованими лімфоцитами периферичної  
крові донорів і хворих на РеА від концентрації АТФ  

(M ± m, n = 4–8)  

Кінетичні параметри Донори РеА  
Vmax, мкмоль Рі/ хв · мг протеїну 6,30 ± 0,14 7,76 ± 0,58 

KАТФ, мМ 0,27 ± 0,01 0,79 ± 0,05 *

Примітки: Vmax – початкова максимальна активність ензиму, 
KАТФ – константа Міхаеліса за АТФ; * – зміни вірогідні стосов-
но величин у лімфоцитах осіб групи контролю (P < 0,05).  

Величини KАТФ знаходяться в діапазоні концентрацій 
10–3 М, що відповідає фізіологічній концентрації MgАТФ 
у цитоплазмі. Розрахунок кінетичних параметрів 
оуабаїнчутливої Na+, K+-ATФазної активності свідчить, 
що максимальна швидкість гідролізу АТФ сапонін-
перфорованими лімфоцитами периферичної крові донорів 
і хворих на РеА, визначена за АТФ, практично не 
відрізняється у нормі та при патології. Водночас 
константа афінності до АТФ у лімфоцитах периферичної 
крові хворих на РеА значно зростає (у 2,9 раза порівняно з 
практично здоровими донорами).  

При інтерпретації отриманих даних з урахуванням 
кінетичних параметрів, визначених за АТФ, ми дійшли 
висновку, що за умов розвитку ревматичної патології в 
імунокомпетентних клітинах інгібування активності 
досліджуваної ензиматичної системи відбувається не за 
рахунок зменшення числа обертів ензиму, а за рахунок 
підвищення спорідненості оуабаїнчутливої Na+, K+-
ATФази до АТФ. Оскільки центр гідролізу АТФ 
локалізований на цитоплазматичній поверхні мембрани, 
ми припускаємо, що однією з можливих причин 
конкурентного інгібування ензиму може бути вплив на 
ензим з боку інших патологічних змін і процесів у 
лімфоцитах, які мають місце при ревматичній патології. 
Під час запалення або дії цитотоксичних факторів у 
позаклітинному оточенні можуть створюватися високі 
локальні концентрації АТФ (Bodin and Burlstock, 2001). 
Можливо, такі зміни концентрацій АТФ і ведуть до 
зростання спорідненості оуабаїнчутливої Na+, K+-
ATФази до АТФ.  

При вивченні впливу різних концентрацій іонів Na+, 
K+ (мМ/мМ) на питому ензиматичну активність 
оуабаїнчутливої Na+, K+-ATФази частину KCl в 
інкубаційному середовищі ізотонічно замінювали на 
NaCl (сумарна концентрація Na+ + K+ = 150 мМ). Графік 
залежності Na+, K+-ATФази лімфоцитів периферичної 
крові донорів і хворих на РА та АСА має типовий 
куполоподібний вигляд (рис. 3). Оптимальним для 
функціонування ензиму є співвідношення іонів 125 K+ : 
25 Na+. У разі відсутності одного з іонів в інкубаційному 
середовищі Na+, K+-ATФаза не тестується.  

Графіки залежності оуабаїнчутливої Na+, K+-
ATФазної активності лімфоцитів периферичної крові 
донорів і хворих на РеА від співідношення іонів Na+ і K+ 
(за ізотонічних умов Na+ + K+ = 150 мМ) у висхідній 
частині калієвої компоненти кривих лінеаризовано у 
координатах Лайнуївера – Берка.  

Розрахунок кінетичних параметрів оуабаїнчутливої 
Na+, K+-ATФазної активності свідчить, що початкова 
максимальна швидкість гідролізу АТФ сапонін-
перфорованими лімфоцитами периферичної крові донорів 
і хворих та РеА, визначена за К+, і уявна константа 
активації іонами К+ у лімфоцитах периферичної крові 
хворих на РеА вірогідно відрізняються порівняно з 
практично здоровими донорами. Це відповідає 
змішаному типу інгібування ензиму.  

Інтерпретуючи отримані дані з урахуванням кінетич-
них параметрів, визначених за К+, ми дійшли висновку, 
що за умов розвитку ревматичної патології в імуноком-
петентних клітинах інгібування активності досліджува-
ної ензиматичної системи відбувається внаслідок 
зменшення числа обертів ензиму. Можна припустити, 
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що зниження величини Vmax може бути пов’язане зі 
зменшенням Na+/K+ електрохімічного градієнта 
цитоплазматичної мембрани лімфоцитів, зниженням 
кількості транспортувальних одиниць (зменшення їх 
експресії у мембрані) або зменшенням кількості обертів 
ензиму. Зниження величини уявної константи активації 
KК

+ за умов ревматичної патології вказує на збільшення 
спорідненості Na+, K+-ATФази до іонів калію. Подібні 
результати отримані дослідниками для Н+/К+-АТФази 
парієтальних клітин при розвитку експериментальної 
виразки шлунка (Strocka et al., 2010). Враховуючи те, що 
центр спорідненості до іонів K+ локалізований на 
зовнішньоклітинній поверхні мембрани, ми 
припускаємо, що зміни афінності до іонів К+ (і 
відповідно інгібування ензиматичної активності Na+, K+-
ATФази) спричинені також позаклітинними впливами 
на структуру мембрани.  

 

  

         

0
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Рис. 3. Вплив зміни співідношення іонів Na+ і K+  
(за ізотонічних умов Na+ + K+ = 150 мМ) на активність 
оуабаїнчутливої Na+, K+-ATФази сапонін-перфорова-

них лімфоцитів периферичної крові донорів (1)  
і хворих на РеА (2) (M ± m, n = 4; за 100 %  
прийнято ензиматичну активність за  

оптимального співвідношення іонів Na+ і K+) 

Na+, K+-активована Mg2+-залежна ATФаза, яка 
поєднує транспортно-гідролітичну та рецепторну функ-
ції, специфічно взаємодіючи з екзогенними інгібіторами – 
серцевими глікозидами або їх ендогенними аналогами 
(Kaplia et al., 2006; Valente et al., 2003). Кардіоактивний 
стероїд оуабаїн належить до високоселективного 
інгібітора Na+, K+-ATФази. Оуабаїн зв’язується з 
ензимом із зовнішнього боку цитоплазматичної 
мембрани. Вважають, що оуабаїн блокує ензим у 
конформації P-E2, гальмуючи у такий спосіб перехід 
ензиму в інший конформаційний стан P-E1. Оуабаїн в 
інтервалі концентрацій 10–6 – 10–3 М дозозалежно 
пригнічує оуабаїнчутливу Na+, K+-ATФазну активність 
лімфоцитів периферичної крові донорів і хворих на 
ревматичні захворювання (рис. 4). Характер інгібування 
оуабаїном для ензиму у нормі та при патології однако-
вий. Для з’ясування параметрів інгібування Na+, K+-

ATФази оуабаїном проведено лінеаризацію концентра-
ційних кривих у координатах Хілла. Параметри інгібу-
вання відповідали високочутливому до оуабаїну фено-
типу Na+, K+-ATФази, який визначається подібністю 
структури рецепторної ділянки і є характерним для всіх 
ізоензимів Na+, K+-ATФази у людини (Kaplia et al., 2006).  

Таблиця 3  
Кінетичні параметри, які характеризують  

Na+, K+-активований, Mg2+-залежний гідроліз АТФ  
сапонін-перфорованими лімфоцитами периферичної 
крові донорів і хворих на РеА від зміни співідношення  
іонів Na+ і K+ (за ізотонічних умов Na+ + K+ = 150 мМ,  

M ± m, n = 4–8) 

Кінетичні параметри Донори РеА 
Vmax, мкмоль Рі/ хв · мг протеїну 7,74 ± 0,29 5,62 ± 0,26* 
KК

+, мМ 66,8 ± 3,4 27,6 ± 2,28* 

Примітки: Vmax – початкова максимальна активність ензи-
му, KК

+ – уявна константа активації іонами K+; * – зміни 
вірогідні стосовно величин у лімфоцитах осіб групи конт-
ролю (P < 0,05).  

Значення уявної константи інгібування оуабаїном і 
коефіцієнт Хілла в лімфоцитах периферичної крові 
донорів і хворих на РеА вірогідно не відрізняються. 
Отже, Na+, K+-ATФаза лімфоцитів периферичної крові 
хворих на РеА зберігає свої нативні рецепторні 
властивості – чутливість до інгібування оуабаїном не 
змінюється. Збереження нативних рецепторних 
властивостей Na+, K+-ATФази до оуабаїну показано у 
клітинах карциноми товстої кишки людини (Kaplia et al., 
2007). Іншими дослідниками показано, що має місце 
зміна кінетики зв’язування оуабаїну з Na+, K+-ATФазою 
лімфоцитів у хворих на мігрень, і це може бути 
корисним інструментом у діагностиці мігрені (Scarrone 
et al., 2007).  

 

Рис. 4. Інгібування оуабаїном Na+, K+-ATФазної 
активності сапонін-перфорованих лімфоцитів 

периферичної крові донорів (1) та хворих на РеА (2)  
(M ± m, n = 6)  

За 100% прийнято ензиматичну активність Na+, K+-
ATФази за відсутності в інкубаційному середовищі 
оуабаїну.  
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Висновки  

У лімфоцитах периферичної крові хворих на РeА 
первинно-активне транспортування іонів Na+, K+ 
відбувається повільніше і менш інтенсивно порівняно зі 
здоровими донорами, але характеризується практично 
однаковою ємністю з донорами. За умов розвитку 
ревматичної патології константа афінності Na+, K+-
ATФази до АТФ у лімфоцитах периферичної крові 
хворих на РеА зростає порівняно з практично здоровими 
донорами. Водночас, Mg2+-зв’язувальна ділянка оуабаїн-
чутливої Na+, K+-ATФази лімфоцитів хворих на РеА 
залишається нативною. Відмічається також зниження 
афінності Na+, K+-ATФази лімфоцитів периферичної 
крові до іонів К+ і збереження рецепторних власти-
востей до оуабаїну у хворих на РеА. Наведені 
експериментальні дані можуть бути використані для 
подальшого з’ясування мембранних механізмів іонного 
обміну в імунокомпетентних клітинах при автоімунних 
захворюваннях.  
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Колонизация ризопланы корней огурцов микроорганизмами,  
входящими в состав микробного препарата «Эмбико®» 

В.С. Ржевская, Л.М. Теплицкая, И.П. Отурина5 

Таврический национальный университет имени В.И. Вернадского, Симферополь, Украина 

Исследовано взаимодействие молочнокислых бактерий (Lactobacillus plantarum, L. casei, Lactococcus lactis) и дрожжевых гри-
бов Saccharomyces cerevisiae, входящих в состав микробиологического препарата «Эмбико®», с корнями растений огурца (Cucumis 
sativus L.) сортов Конкурент и Феникс плюс in vitro. Изолированные штаммы исследованных микроорганизмов образуют вокруг 
корней облако колонии, различное по мутности и размерам. Штаммы L. plantarum и L. casei 6 образовывали однородное облако 
мелких колоний, одинаковое по диаметру на всех зонах корня и постепенно уменьшающееся в зоне корневого чехлика. Штамм 
S. cerevisiae образовывал плотное облако крупных колоний, отличающееся по диаметру в разных зонах корня. Наименьшая интен-
сивность роста микроорганизмов наблюдалась на верхушке корня, наибольшая ˗˗ в зоне корневых волосков. Штамм молочнокис-
лого стрептококка Lactococcus lactis 4/6 колонизирующей способностью не обладает. При инокуляции корней микроорганизмами, 
ассоциированными в препарате «Эмбико®», колонизация корней происходит более активно, что свидетельствует о формировании 
синергических взаимоотношений между лактобациллами и сахаромицетами при совместном их культивировании. Облако коло-
ний, образованное микробиологическим препаратом «Эмбико®», выглядело неоднородным, четко просматривались колонии раз-
ного размера и цвета. Активная микробная колонизация всех зон корней огурцов связана с потреблением исследуемыми микроор-
ганизмами корневых экзометаболитов в качестве источников энергии и углерода. Сортовая специфика огурцов не оказывает су-
щественного влияния на ход процесса колонизации корней. Полученные результаты дают возможность охарактеризовать микро-
организмы, входящие в состав микробиологического препарата «Эмбико®», как способные колонизировать ризоплану корней 
растений огурца.  

Ключевые слова: микробиологический препарат «Эмбико®»; молочнокислые бактерии; дрожжи; колонизация корней; ризоплана  

Colonization of rhizoplane of cucumber roots by microorganisms  
which are components of the microbial preparation “Embiko®” 

V.S. Rzhevskaya, L.M. Teplitskaya, I.P. Oturina  

Taurida V. Vernadsky National University, Simferopol, Ukraine  

The ability of microorganisms belonging to the microbiological preparation “Embiko®” to colonize the rhizoplanes and rhizospheres of 
the Competitor and Phoenix Plus types of cucumber (Cucumis sativus L.) in vitro was investigated. The objects of study were the cultures of 
the lactic homofermentative streptobacteria Lactobacillus plantarum 20 and L. casei 6 and the homofermentative lactic streptococcus 
Lactococcus lactis 4/6, the yeast Saccharomyces cerevisiae 75 and the microbiological preparation “Embiko®” which includes the above-
mentioned microorganisms. Germinated seeds were placed aseptically in biological test-tubes with starvation agar, where a suspension of the 
microbiological consortium of microorganisms had been added before. The ability of bacteria to colonize the root zone of plants was 
assessed visually by the intensity of formation of bacterial microcolonies on the surface of the roots of the seedlings and on the crushed 
micropreparations. The strain of S. cerevisiae colonized the entire volume of the agar along the entire length of the root, in the apical part of 
the root colonization was shown to be less active. With increasing duration of cultivation the intensity of colonization of the root zone by 
microorganisms was increased – colonies became larger. In various areas of the root the diameter of the cloud colonies S. cerevisiae was 
different in size. The strains of L. casei 6 and L. plantarum 20 colonized all the root zones, forming a cloud of small colonies around them. 
The strain of L. lactis 4/6 did not form colonies in the starvation agar and didn’t colonize the root surface of the cucumber seedlings. 
The microbiological preparation “Embiko®” colonized the root throughout its length, gradually narrowing in the apical zone. When 
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inoculated with a pure culture of isolated strains the cloud was composed of monotypic colonies and looked homogeneous. When inoculated 
with the microbial consortium the cloud of the colonies looked heterogeneous, colonies of different sizes and colors were clearly visible. 
Under microscopy the preparations of the roots of the cucumber seedlings inoculated with the microbial preparation “Embiko®” yeast cells 
and cells of the lactic acid bacteria were found. This study of the ability of microorganisms from the preparation “Embiko®” to colonize the 
rhizoplanes and rhizospheres of roots of cultivated plants in vitro showed that the different strains of microorganisms form clouds of colonies 
around the roots which were distinct in turbidity and size: the strain of L. plantarum – almost transparent, and S. cerevisiae – very dense. 
The lowest growth rate of microorganisms was observed at the apex of the root, the highest – in the zone of root hair. Clearly, root exudates 
of plants are the main source of carbon and energy for the inoculated bacteria. The results indicate that the investigated microbial consortium 
has a promising potential to inoculate plants in order to stimulate their growth and development.  

Keywords: microbiological preparation «Embiko®»; Lactobacillus; yeasts; colonization of the roots; rhizoplane  

Введение 

Поверхность корня (ризоплана) и зона почвы, непо-
средственно соприкасающаяся с корнями (ризосфера), 
являются постоянным местом обитания разнообразных 
микробных ассоциаций (Costerton, 1995; Davey, 2000; 
Lobakova, 2005; Shaposhnikov, 2011; Galkin, 2012). Мик-
роорганизмы ризопланы выполняют много жизненно 
важных для растений функций: стимулируют рост и 
развитие растительных организмов за счет способности 
к фиксации азота (Maudinas, 1981; Kundu, 1984; Mante-
lin, 2004), продуцирования фитогормонов (Dragovoz, 
2012; Zakry Fitri Abdul Aziz, 2012), мобилизации пита-
тельных элементов из почвы (Rai, 1988; Han, 2006), по-
вышения устойчивости растений к стрессовым факто-
рам (Pigoleva, 2012; Zacharchenko, 2012). Отдельные 
виды обладают способностью к детоксикации чужерод-
ных химических соединений в окружающей среде 
(Loktushov, 2011). Таким образом, устанавливая симбио-
тические отношения с растением, микроорганизмы ри-
зопланы существенным образом модифицируют обмен 
веществ растения-хозяина.  

Ведущую роль в формировании специфических ри-
зоплановых и ризосферных микробных сообществ, от-
личающихся от почвенного микробоценоза, играют 
корневые выделения растений (Vancura, 1972; Folman, 
2001; Fellix, 2002; Kravchenko, 2003, 2011). Для успеш-
ной колонизации корней важна способность бактерий 
утилизировать основные компоненты корневых выделе-
ний, в особенности низкомолекулярные органические 
кислоты (Vancura, 1972; Folman, 2001; Kravchenko, 
2011), а также их способность синтезировать аминокис-
лоты и витамины группы В (Shaposhnikov, 2011).  

Одной из функций ризоплановой и ризосферной 
микрофлоры является защита растений от фитопатоген-
ных микроорганизмов (Boronin,1998; Kravchenko, 2002; 
Morgun, 2009; Zacharchenko, 2012; Rzevskaya, 2013), ко-
торая может быть как механической за счет перекрытия 
сайтов адгезии на поверхности корней, так и активной за 
счет продуцирования широкого спектра антибиотиче-
ских веществ (Galkin, 2012). Поиск эффективных мик-
робных антагонистов фитопатогенных бактерий целесо-
образно проводить среди микроорганизмов, которые, с 
одной стороны, способны продуцировать биологически 
активные метаболиты, а с другой, интегрируясь в уже 
состоявшиеся микробные ценозы, активно колонизиро-
вать корни растений (Kurakov, 1997; Kulrich, 2009; 
Sheludko, 2010; Shaposhnikov, 2011), проявляя тем са-
мым протекторные свойства. Наиболее перспективной 
группой микроорганизмов, отвечающих этим требова-
ниям, являются бактерии рода Lactobacillus, в основе 

высокой антагонистической активности которых лежит 
генетически детерминированная способность к продук-
ции веществ с антибиотической активностью (Kvasni-
kov, 1975).  

Весьма перспективным направлением в биотехноло-
гических исследованиях является создание инокулятов, 
состоящих из бактериальных ассоциаций молочнокис-
лых бактерий, обладающих синергическим эффектом и 
повышающих устойчивость растительно-бактериальной 
системы. Эффективность использования таких микроб-
ных препаратов в значительной степени определяется 
свойством применяемых бактерий колонизировать по-
верхность корня (Shaposhnikov, 2011). В связи с этим, 
целью настоящего исследования является сравнитель-
ный анализ способности микроорганизмов, входящих в 
состав микробиологического препарата «Эмбико®», к 
колонизации ризопланы и ризосферы растений.  

Материал и методы исследований  

Объектами исследования служили чистые культуры 
молочнокислых гомоферментативных стрептобактерий 
рода Lactobacillus: L. plantarum 20 и L. casei 6, молочно-
кислых гомоферментативных стрептококков Lactococcus 
lactis 4/6, дрожжей Saccharomyces cerevisiae 75, а также 
микробиологический консорциум «Эмбико®», включаю-
щий указанные микроорганизмы. Все штаммы, входящие 
в состав микробиологического консорциума, депониро-
ваны и находятся на хранении в Депозитарии Института 
микробиологии и вирусологии НАН Украины.  

Способность бактерий колонизировать поверхность 
корней исследовали на растениях огурцов (Cucumis 
sativus L.) сортов Конкурент и Феникс плюс. Простери-
лизованные перекисью водорода семена огурцов про-
ращивали в чашках Петри на фильтровальной бумаге, 
смоченной стерильной водопроводной водой, в темноте 
при +28 ºС в течение двух суток. Пророщенные семена 
асептически помещали в биологические пробирки, за-
полненные 7–10 мл 0,6% голодного агара, в которые 
предварительно вносили суспензии микроорганизмов и 
микробиологический консорциум (в 1 мл инокулята – 
107 КОЕ). Контролем служили пробирки с голодным 
агаром и высаженными в них растениями огурца. Лакто-
бактерии выращивали на среде MRS, молочнокислые 
стрептококки – на среде S (Kvasnikov, 1975), дрожжи – на 
среде Сабуро в течение двух суток. Пробирки с пророст-
ками размещали на свету при температуре +25 ºС и осве-
щении 1000 люкс. Способность бактерий колонизировать 
прикорневую зону растений оценивали по образованию 
микроколоний бактерий у поверхности корня на 3–14-е 
сутки выращивания проростков. На 15-е сутки у сеянцев 
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отделяли корневую систему и исследовали наличие на 
ней бактерий в давленых микропрепаратах, окрашенных 
метиленовым синим. Содержание микроорганизмов каж-
дого изучаемого штамма анализировали в корневом чех-
лике, зоне клеточных делений, зоне растяжения, зоне вса-
сывания и в проводящей зоне. Эксперименты проводили 
в 20-кратной биологической повторности.  

Результаты и их обсуждение  

Использование метода выращивания проростков 
растений в полужидком агаре, инокулированном микро-
организмами, позволяет за относительно короткий пе-
риод времени сравнить способность исследуемых бак-
терий колонизировать поверхность корня и размножать-
ся в ризосфере. В контрольном варианте (семена выса-
жены в голодный агар без внесения микроорганизмов) в 
толще агара роста колоний не наблюдалось, все зоны 
корня просматривались отчетливо (рис. 1).  

В опытном варианте при внесении в питательную 
среду штамма S. cerevisiae на вторые сутки вокруг кор-
ней растений образовывалось видимое облако колоний 
(рис. 2 а–г). Штамм S. cerevisiae колонизировал толщу 
агара по всей длине корня, начиная с его базальной час-
ти: проводящую зону, зону всасывания (зону корневых 
волосков), зону растяжения. В апикальной части корня 

колонизация проявлялась менее активно. На третьи су-
тки культивирования растений облако колоний вокруг 
всех зон корня имело диаметр 1–2 мм (рис. 2 а, б). С 
увеличением времени культивирования до 14 суток ин-
тенсивность колонизации прикорневой зоны микроор-
ганизмами возрастала, колонии становились крупнее. В 
различных зонах корня диаметр облака колоний отли-
чался по размеру (рис. 2 в, г). В зоне корневого чехлика 
диаметр облака колоний в среднем составил 1 мм, в зоне 
делящихся клеток – 2 мм, в зоне корневых волосков – 5 
мм, в проводящей зоне – 3 мм. Из-за высокой плотности 
облака колоний микроорганизмов вокруг корней корне-
вые волоски не просматривались. Микроскопирование 
давленых препаратов корня показало наличие клеток S. 
cerevisiae в разных его зонах (рис. 2 д). Отличий в коло-
низации корней огурцов у сортов Конкурент и Феникс 
плюс не обнаружено.  

Результаты проведенных ранее исследований показа-
ли, что штаммы L. casei 6 и L. plantarum 20 оказывают 
стимулирующее действие на рост проростков огурцов 
(Rzevskaya, 2013), проявляя высокую антагонистическую 
активность в отношении широкого спектра фитопатоген-
ных микроорганизмов. При внесении в голодный агар как 
штамма L. casei 6, так и штамма L. plantarum 20 вокруг 
корней огурцов обоих испытанных сортов на третьи су-
тки появлялось облако мелких колоний (рис. 3, 4).  

 

а  б  

Рис. 1. Корень (зона корневых волосков) Cucumis sativus L. сорта Феникс плюс,  
выращенного в стерильных условиях (а – х8, б – х98) 

Штамм L. casei 6 колонизировал поверхность корня 
по всей его длине (рис. 3 а). Высокая плотность облака 
бактериальных колоний вокруг корня не позволяла рас-
смотреть корневые волоски. На третьи сутки культиви-
рования L. casei 6 сформировал облако колоний диамет-
ром 2–3 мм, размеры которого оставались неизменными 
до 14-го дня исследований (рис. 3 б). Бактериальное об-
лако, образуемое штаммом L. plantarum 20 на всей по-
верхности корня, имело размеры 1–2 мм (рис. 4 а), в 
зоне корневых волосков его диаметр достигал 4 мм. 
Плотность облака низкая, корневые волоски просматри-
вались (рис. 4 б). Оба исследуемых штамма (и L. casei 6, 
и L. plantarum 20) колонизировали как корневой чехлик 
(рис. 3 в), так и все зоны корня (рис. 3 г, 4 в).  

Исследуемый ранее штамм L. lactis 4/6 увеличивал 
энергию прорастания и всхожесть семян огурцов, прояв-
ляя высокую антагонистическую активность в отношении 
фитопатогенных грибов и бактерий (Rzevskaya, 2013). 
Установлено, что данный штамм не образовывал колоний 

в толще голодного агара и не колонизировал поверхность 
корня огурцов сортов Конкурент и Феникс плюс.  

При инокуляции корней микробиологическим кон-
сорциумом «Эмбико®», включающим вышеописанные 
штаммы, происходила колонизация корня по всей его 
длине. На третьи сутки культивирования растений обла-
ко колоний вокруг корня имело диаметр 2–3 мм, посте-
пенно сужаясь в апикальной зоне. При инокуляции чис-
той культурой изолированных штаммов облако состояло 
из одного вида колоний и на всем колонизируемом про-
странстве выглядело однородно. При инокуляции мик-
робиологическим консорциумом облако колоний выгля-
дело неоднородным, четко просматривались колонии 
разного размера и цвета (рис. 5 а, б). При микроскопи-
ровании препаратов корней, инокулированных микро-
биологическим консорциумом «Эмбико®», обнаружены 
как дрожжевые клетки, так и клетки молочнокислых 
бактерий (рис. 5 в–е).  
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Рис. 2. Колонизация прикорневого пространства огурцов сорта Конкурент штаммом S. cerevisiae 75:  
а – третьи сутки культивирования (х8), б – третьи сутки культивирования (х98), в – 10-е сутки культивирования (х2),  

г – 10-е сутки культивирования (х98), д – давленый препарат на 14-е сутки культивирования (х10) 

Исследуемые штаммы молочнокислых бактерий и дрож-
жей характеризуются выраженной способностью колони-
зировать поверхность корней огурцов. Колонии штаммов 
микроорганизмов образуют облако вокруг корней, различ-
ное по мутности и размерам. В толще агара, на расстоянии 
более 5 мм от поверхности корня, рост микроорганизмов 
не наблюдался, так как голодный агар является «бедной» 
питательной средой, а потому не подходит для развития 
молочнокислых бактерий, обладающих слабыми биосин-
тетическими способностями. У исследованных штаммов 
облако колоний отличалось по плотности: почти прозрач-
ное у штамма L. plantarum и очень плотное у S. cerevisiae. 
Диаметр облака колоний (1–5 мм) на различных участках 

корня также отличался. Наименьшая интенсивность роста 
микроорганизмов наблюдалась на верхушке корня, наи-
большая ˗  ̠в зоне корневых волосков. Согласно А.V. Kura-
kov (1997), низкая заселенность микроорганизмами корне-
вого кончика и зоны растяжения обусловлена тем, что уд-
линение корня происходит со скоростью более 
1 000 мкм/ч, превышающей линейную скорость грибов и 
бактерий, и микроорганизмы не успевают колонизировать 
их с более старых участков. Замедление роста корня ведет 
к увеличению количества микроорганизмов в его апикаль-
ной зоне. Это предположение подтверждают и результаты 
наших исследований: на вторые сутки на кончике корня 
облако колоний имело меньший диаметр, чем на 14-е сутки.  
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Рис. 3. Колонизация прикорневого пространства огурцов сорта Феникс плюс штаммом L. casei 6:  
а – третьи сутки культивирования (х2), б – третьи сутки культивирования (х8), в – 14-е сутки культивирования (х98),  

г – давленый препарат на 14-е сутки культивирования (х20) 

а  б  

в  

Рис. 4. Колонизация прикорневого пространства огурцов сорта Конкурент штаммом L. plantarum 20:  
а, б – 14-е сутки культивирования (х10), в – давленый препарат на 14-е сутки культивирования (х10) 
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Рис. 5. Колонизация прикорневого пространства огурцов микробиологическим консорциумом «Эмбико®»:  
а – корневой чехлик (х98), б – средняя часть корня (х98), в – зона корневых волосков (х10),  

г – е – зона корневых волосков (х20)  

Очевидно, корневые выделения растений являются 
для инокулированных бактерий основным источником 
углерода и энергии (Fellix, 2002; Vancura, 2002). Извест-
но, что различные части корня отличаются по составу и 
интенсивности секреции экзометаболитов. Экссудаты 
корней растений состоят из сложной смеси органиче-
ских веществ: анионов кислот, сахаров (Folman, 2001; 
Fellix, 2002; Vancura, 2002), аминокислот (Folman, 2001; 
Fellix, 2002), витаминов, пуринов, нуклеозидов, неорга-
нических ионов, газообразных соединений, ферментов, 
фенольных соединений (Fellix, 2002). По-видимому, 
штаммовые отличия в трофических потребностях иссле-
дованных микроорганизмов, их способность потреблять 
те или иные компоненты корневого экссудата являются 
причиной их неравномерного распределения по поверх-

ности корней. Следовательно, при инокуляции бактерий 
в корневую зону растений именно корневые экзомета-
болиты и будут в значительной степени определять ин-
теграцию микроорганизмов с растением и дальнейшее 
совместное их функционирование.  

Выводы  

Штаммы молочнокислых бактерий Lactobacillus 
plantarum 20 и L. casei 6, а также дрожжей Saccharo-
myces cerevisiae 75, входящие в состав микробиологиче-
ского консорциума «Эмбико®», способны колонизиро-
вать прикорневое пространство огурцов сортов Конку-
рент и Феникс плюс. Штамм молочнокислого стрепто-
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кокка Lactococcus lactis 4/6 такой характеристикой не 
обладает.  

При инокуляции корней микроорганизмами, ассо-
циированными в препарате «Эмбико®», колонизация 
корней происходит более активно, что свидетельствует о 
формировании синергических взаимоотношений между 
лактобациллами и сахаромицетами при совместном их 
культивировании. Активная микробная колонизация 
всех зон корней огурцов связана с потреблением иссле-
дуемыми микроорганизмами корневых экзометаболитов 
в качестве источников энергии и углерода. В различных 
зонах корней интенсивность их колонизации неодина-
кова: наименьшая скорость образования колоний отме-
чена на верхушке корня, наибольшая – в зоне корневых 
волосков.  

Сортовая специфика огурцов не оказывает сущест-
венного влияния на ход процесса колонизации корней.  
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Стаціальний розподіл самок кровосисних комарів  
у Солом’янському районі Києва  

Н.П. Кілочицька6 

Київський національний університет імені Тараса Шевченка, Київ, Україна 

На території Солом’янського району Києва зареєстровано 24 види кровосисних комарів із 6 родів. Понад 60% самок комарів 
зосереджуються на днівках у зонах рекреації та у житлових масивах поза приміщеннями. Значна кількість комарів (40%) виявлена 
на днівках у господарських приміщеннях у безпосередній близькості до житла людини – у господарських приміщеннях (сараях 
різного призначення), підвалах і льохах. Левова частка серед них припадає на представників роду Anopheles (25%), на другому 
місці – Culex pipiens (7,6%). Ці поліциклічні види – ендофільні синантропи. Зокрема, A. maculipennis та A. messeae в міських умо-
вах є факультативно ендофільними синантропами, а C. p. molestus – облігатно синантропним ендофільним видом, що посилює їх 
роль і значення в епідеміології трансмісивних хвороб. На днівках у господарських приміщеннях зареєстровано значну кількість 
моноциклічних комарів роду Ochlerotatus (O. cantans, O. sticticus і O. cataphylla) та поліциклічного Aedes v. vexans, що раніше не 
було характерним для представників даних видів. Установлено прямий кореляційний зв’язок між кількістю кровосисних комарів у 
господарських приміщеннях і температурою навколишнього середовища.  

Ключові слова: кровосисні комарі; Київ; днівки комарів; епідеміологічна ситуація  

Extension of habitat of female blood-sucking mosquitoes  
in Solomenskiy district, Kiev  

N.P. Kilochytska  

Taras Shevchenko Kiev National University, Kiev, Ukraine  

From the epidemiological viewpoint the greatest threat to human health is represented by female mosquitoes in the hematophagous 
stage. Contact with these bloodsucking insects occurs most frequently in their places of diurnal concentration. The main daytime habitats of 
mosquitoes in urban areas are recreational areas, especially near water – forests, parks, botanical gardens, cemeteries, green zones in residen-
tial areas, residential buildings and buildings with livestock, basements and cellars. In the context of global warming and extreme high sum-
mer temperatures a tendency has been observed for mosquitoes to make increasing use of residential premises and outbuildings as a daytime 
habitat. In the Solomianskyi district of Kiev a six-year monitoring programme of mosquitoes’ diurnal habitat distribution was conducted. 
It showed that the majority of female mosquitoes which attacked humans (60%) were concentrated in areas of recreation and outdoors in 
residential areas. Simultaneously a significant number of mosquitoes was found to use as their daytime habitat places where they were in 
close proximity to humans – in domestic outbuildings (sheds under various uses), basements and cellars. The lion’s share of these mosqui-
toes was represented by Anopheles maculipennis (25%) and Culex pipiens (7,6%). At the same time a significant number of representatives 
of the genera Ochlerotatus (O. cantans, O. sticticus, O. cataphylla) and Aedes (Ae. v. vexans) were also recorded using residential premises 
as their daytime habitat on a scale which had not been previously observed for these species of mosquito. It is possible that female mosqui-
toes fly into livestock buildings at twilight because they are attracted by electric light and ammonia vapors. However, these factors are almost 
absent in basements and cellars. It remains to be noted that mosquitoes use basements and cellars as a daytime habitat at periods of high-
temperatures and low humidity in the city. To test this assumption the distribution of mosquitoes was analysed during the warm season in 
2010 in Solomyanskyi district with measurement of temperature at the locations of collection. It turned out that the air temperature in the 
sheds was 2–4 °C lower than outside in the shade, in the basements lower by 4–11 °C, and in the cellars lower by 4–12 °C. Comparison of 
the temperature in the daytime habitats and number of mosquitoes found there showed a direct relation between the outdoor temperature and 
the number of mosquitoes in the daytime habitat on the premises. The data indicate that there is a tendency for the number of synanthropic 
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blood-sucking mosquito species to increase owing to the occupation of domestic premises as a daytime habitat by those species of mosqui-
toes for which this phenomenon was not typical earlier. If global warming and the current trend to increase in summer temperatures persist, 
this can cause a deterioration of the epidemiological situation in the megalopolis.  

Keywords: mosquitoes; Kiev; day habitats; epidemiological situation  

Вступ  

Кровосисні комарі як переносники збудників хвороб 
людини та тварин мають значення в епідеміології та 
епізоотології низки трансмісивних хвороб. У зв’язку з 
розширенням міжнародних зв’язків і зростанням мігра-
ційних потоків, погіршенням соціальних і побутових 
умов життя окремих верств населення, обмеженням 
оперативної взаємодії органів охорони здоров’я, зни-
женням обсягів і якості профілактичних заходів за біль-
шістю інфекційних захворювань, має місце погіршення 
епідеміологічної ситуації в умовах урбанізованого 
ландшафту.  

Відносно невелике потепління клімату протягом 
останніх тридцяти років викликало численні зміни в 
біології патогенів та спричинюваних ними хвороб 
(Markovich, 2003). Воно зумовило просування ряду теп-
лолюбних видів комарів у північні райони Європи 
(Minář et al., 2004). Як наслідок, на Європейському 
континенті спостерігається не лише поновлення таких 
трансмісивних захворювань як малярія, кліщовий 
енцефаліт, середземноморська плямиста лихоманка та 
лейшманіоз (Gratc, 2005), а і поява нових: хвороба «бла-
китного язика», лихоманки Долини Рифт і Західного 
Нілу та лептоспіроз (Eritja et al., 2004; Dufour et al., 2008). 
Кліматичні зміни не обов’язково мають бути глобаль-
ними. Вони можуть бути особливо відчутними на 
регіональному рівні, враховуючи техногенні фактори та 
урбанізацію, що посилюють ефекти локальних змін 
(потепління) клімату за принципом «подвійного тепло-
вого удару» (Beеr and Jelpiner, 2004). У ряді регіонів 
Російської Федерації зареєстровано природні осередки 
японського енцефаліту, вірусів серогрупи каліфорній-
ського енцефаліту, лихоманок Західного Нілу, Синдбіс, 
а також низку інфекцій, антигени яких знайдені при 
обстеженні кровосисних комарів: віруси «зайця-біляка», 
«Астра», Зайсан, Павассан та вірус 913-64 (Fedorova et al., 
2004; Chumakova et al., 2006; Degtjareva, 2007; Lopatina et 
al., 2007; Fedorova, 2007; Junicheva et al., 2008).  

Подібні загрози вже зареєстровані у південних 
регіонах України. Зокрема, у північно-західному При-
азов’ї у комарів виявлено антигени вірусів Західного 
Нілу (у Аеdes vexans, Сulex рipiens), Тягіня (у Ае. vexans) 
та Бетаї (у Оchlerotatus саntans) (Voronova and Gorban, 
2008; Voronova et al., 2009). У м. Одеса серед обстеже-
них 13 видів кровосисних комарів у С. р. рipiens 
f. molestus установлено інфікованість вірусом лихоманки 
Західного Нілу (Rusev et al., 2011a, 2011b). Виявлено 
низку характеристик ВІЛ деяких двокрилих-кровососів і 
людського організму, що не дозволяють абсолютно вик-
лючити механічну трансмісію ВІЛ-інфекції. Теоретично 
обґрунтовано, що комарі Anopheles і Culex можуть вис-
тупати механічними переносниками ВІЛ-інфекції, при-
чому в населених пунктах міського типу більш значу-
щими є представники роду Culex через можливість 
цілорічної активності імаго (Golubtsov, 2007).  

З епідеміологічної точки зору найбільшу небезпеку 
для здоров’я людини являють самки комарів на етапі 
гематофагії. Найчастіше контакти самок кровосисних 
комарів із населенням відбуваються в місцях концен-
трації комарів на днівках, чи у безпосередній близькості 
від них (Gorban, 2004). Імаго переважної більшості видів 
комарів тримаються поблизу місць виплоду (50–500 м), 
у місцях із підвищеною вологістю повітря, найчастіше 
використовуючи для днівок зарості високорослих трав і 
чагарники. У цих стаціях принципово можливе завер-
шення фізіологічної підготовки функції розмноження. 
За наявності супутнього вітру комарі здатні, розлітаю-
чись на значні відстані (3,0 км і більше (Gorban, 2004)), 
нападати для живлення кров’ю далеко від місць випло-
ду. Насторожує зростання серед синантропних видів 
комарів кількості та чисельності ендофільних видів. 
В Одесі серед виявлених у місті 13 видів кровосисних 
комарів три (Сulex рipiens, Сuliseta annulata та 
Uranotaenia unguiculata) постійно реєстрували в госпо-
дарських приміщеннях (Rusev et al., 2011а, 2011b).  

В умовах міста контакт із кровососами найчастіше 
відбувається в місцях їх концентрації на днівках. Основ-
ними місцями днювань комарів у міських умовах є зони 
рекреації (особливо поблизу водойм): ліси, парки, 
ботанічні сади, кладовищa, зелені зони в житлових ма-
сивах, житлові та тваринницькі приміщення, підвали та 
льохи. В умовах глобального потепління та екстремаль-
но високих літніх температур спостерігається тенденція 
до збільшення частоти використання комарами як 
днівок житлових і господарських будівель. Картина 
топічного розподілу самок антропофільних видів 
комарів на днівках в умовах мегаполісу може бути важ-
ливою складовою загальної характеристики епідемічної 
ситуації міст.  

Матеріал і методи досліджень  

Матеріалом послужили збори імаго самок кровосис-
них комарів на території Солом’янського району Києва 
за 2005–2010 роки. Матеріал визначали за A.V. Gucevich 
et al. (1970), N.P. Kilochytska (2008) та V.P. Sheremet 
(1998). Комарів відловлювали методом «збирання на 
собі», у приміщеннях – комароловкою конструкції 
О.П. Кришталя. Кореляційний аналіз проведено з вико-
ристанням програми Microsoft Excel 2010.  

Результати та їх обговорення  

Протягом 6 років на території Солом’янського рай-
ону Києва нами зареєстровано 24 види кровосисних 
комарів 6 родів: Anopheles, Culex, Culiseta, Coquillettidia, 
Ochlerotatus та Aedes (табл. 1). Основними місцями 
днівок комарів у Солом’янському районі є зони 
рекреації (особливо поблизу водойм): ліси, парки, а та-
кож кладовищa та зелені зони у житлових масивах.  
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Таблиця 1  
Cтаціальний розподіл самок комарів на днівках (Солом’янський р-н., 2005–2010 рр.)  

Кількість відловлених особин комарів 
всередині приміщень Види комарів 

поза приміщеннями 
сараї підвали льохи 

усього 

1. Anopheles maculipennis Mg.  290 402 110 17 819 
2. A. messeae (Fall.) 303 440 115 14 872 
3. A. claviger Mg. 30 41 2 – 73 
4. Culiseta annulata Schr. 2 9 – – 11 
5. C. glaphyroptera Schin. 3 – – – 3 
6. C. alaskaensis Ludl. 121 – – – 121 
7. Coquillettidia richiardii (Ficalbi) 10 – – 1 11 
8. Ochlerotatus caspius Pall.*  9 – – – 9 
9. O. cantans (Mg.) 339 87 17 6 449 
10. O. behningi (Mart.) 56 5 4 5 70 
11. O. excrucians (Walk.) 73 21 2 1 97 
12. O. flavescens (Müll.) 11 – – – 11 
13. O. cyprius (Ludl.) 9 – – 1 10 
14. O. communis (Deg.) 4 4 5 1 14 
15. O. punctor (Kirby) 3 3 2 – 8 
16. O. sticticus (Mg.) 175 18 2 1 196 
17. O. diantaeus (H.D.K.) 49 – – – 49 
18. O. intrudens (Dyar) 1 4 – – 5 
19. O. detritus (Hal.) 3 – – – 3 
20. O. cataphylla (Dyar) 59 32 10 4 105 
21. Aedes v. vexans Mg.  434 73 6 5 518 
22. Ae. geniculatus Ol. 170 – – – 170 
23. Ae. c. cinereus Mg.  459 8 1 – 468 
24. Culex pipiens L. * (complex) 132 111 143 91 477 

2 745 1 258 419 147 4 569 
Усього 

(60,0%) (27,5%) (9,3%) (3,2%) (100,0%) 
 

Таблиця 2  
Температура повітря (min-max, m) в місцях днівок комарів (Солом’янський р-н., 2010 рік)  

У приміщеннях, °С 
Місяць На вулиці, °С 

сараї  підвали льохи 
Квітень 12–18 (15,2) 9–15 (12,7) 8–15 (11,3) 8–10 (8,3) 
Травень 20–23 (21,5) 17–20 (18,4) 10–15 (12,8) 11–14 (12,2) 
Червень 23–30 (26,7) 20–27 (23,2) 12–22 (15,7) 11–17 (14,3) 
Липень 26–33 (29,6) 23–30 (27,0) 13–27 (18,3) 18–20 (19,1) 
Серпень 23–36 (24,8) 20–23 (21,7) 15–20 (17,3) 15–20 (17,6) 
Вересень 20–23 (21,5) 17–20 (19,8) 15–16 (15,5) 14–15 (14,5) 

 

Таблиця 3 
Cтаціальний розподіл комарів на днівках (Солом’янський р-н., 2010 рік) 

Всередині приміщень, екз. 
Місяць Поза приміщеннями, екз. 

сараї підвали льохи 
Всього, екз. 

Квітень 0 23 22 20 65 
Травень 0 0 23 13 36 
Червень 116 95 69 39 319 
Липень 105 113 38 51 307 
Серпень 41 44 31 25 141 
Вересень 3 26 17 3 49 

265 301 200 151 917 
Усього 

(28,9%) (32,8%) (21,8%) (16,5%) (100,0%) 
 
 

Привертає увагу той факт, що значна кількість 
комарів виявлена на днівках у безпосередній близькості 
до житла людини: у господарських приміщеннях (сараях 
різного призначення), підвалах та льохах (див. табл. 1). 
Левова частка серед них припадає на представників роду 
Anopheles (25,0%), на другому місці – C. pipiens (7,6%). 

Ці поліциклічні види є ендофільними синантропами. A. 
maculipennis та A. messeae в міських умовах є факульта-
тивно ендофільними синантропами, а C. p. molestus – 
облігатно синантропним ендофільним видом (Kilo-
chytska, 2012), що й посилює їх значення в епідеміології 
трансмісивних хвороб.  
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На днівках у господарських приміщеннях 
зареєстровано значну кількість моноциклічних комарів 
роду Ochlerotatus (O. cantans, O. sticticus і O. cataphylla) 
та поліциклічного Ae. v. vexans, чого раніше не помічали 
в таких масштабах за цими комарами.  

Можливо, самки комарів залітають у сараї, 
приваблені запахом тварин або електричним світлом у 
темну пору доби. Однак ці атрактивні фактори відсутні в 
підвалах житлових будівель і льохах. Залишається при-
пустити, що господарські приміщення вимушено вико-
ристовуються комарами як днівки у спекотні дні через 
високу температуру та відносно низьку вологість 
повітря на вулиці. Щоб перевірити цю версію, ми окре-
мо проаналізували стаціальний розподіл комарів у тому 
ж Солом’янському районі протягом вегетаційного 
періоду 2010 року, фіксуючи температуру повітря в 
різних стаціях. Виявилося, що температура повітря в 
сараях на 2–4, у підвалах на 4–11, а в льохах – на 4–12 ºС 
нижча, ніж на відкритому повітрі в тіні у той же період 
досліджень (табл. 2).  

Кореляційний аналіз за коефіцієнтом Пірсона під-
твердив наявність прямого позитивного взаємозв’язку 
між чисельністю комарів на днівках у господарських 
приміщеннях та температурою зовнішнього середовища.  

Висновки  

На території Солом’янського району Києва заре-
єстровано 24 види кровосисних комарів 6 родів. Основ-
ними місцями днівок комарів у міських умовах є зони 
рекреації (особливо поблизу водойм): ліси, парки, 
ботанічні сади, а також кладовищa, зелені зони в житло-
вих масивах. Значну кількість комарів (40%) виявлено 
на днівках у безпосередній близькості до житла людини – 
у господарських приміщеннях різного призначення  
(сараях, підвалах, льохах). Домінують представники 
роду Anopheles (25,0%), на другому місці – C. pipiens 
(7,6%). На днівках у господарських приміщеннях 
зареєстровано значну кількість моноциклічних комарів 
роду Ochlerotatus (O. cantans, O. sticticus і O. cataphylla) 
та поліциклічного Ae. v. vexans, що раніше не було ха-
рактерним для представників даних видів. Установлено 
прямий позитивний взаємозв’язок між чисельністю 
комарів на днівках у господарських приміщеннях і тем-
пературою зовнішнього середовища. Можна припусти-
ти, що в умовах урбанізованого ландшафту розширення 
списку ендофільних видів кровосисних комарів може 
здійснюватись завдяки тенденції до використання у 
спекотні періоди року як днівок господарських 
приміщень людини тими видами комарів, для яких 
раніше це явище було не характерним. У разі подальшо-
го зростання літніх температур це може бути одним із 
факторів загострення епідемічної та епізоотичної 
ситуацій в умовах мегаполісу.  
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Мікробоценози стічних вод Львова на різних етапах очищення  

К.В. Шоляк, С.О. Гнатуш, Т.Б. Перетятко, С.П. Гудзь7 

Львівський національний університет імені Івана Франка, Львів, Україна 

Досліджено мікробоценози стічних вод міста Львів на різних етапах очищення. Показано якісний та кількісний склад мікроор-
ганізмів первинного та вторинного відстійників, аеротенка та активного мулу. Охарактеризовано закономірності поширення мік-
роорганізмів різних фізіологічних груп на різних етапах очищення. Встановлено співвідношення мікроорганізмів різних фізіологі-
чних груп на певному етапі очищення стічних вод. У первинному відстійнику за чисельністю переважали нітрифікувальні  
(7,1 × 106 КУО), азотфіксувальні бактерії (9,0 × 106 КУО), а також гриби (3,4 × 106 КУО). В аеротенку чисельність мікроорганізмів 
зростала, однак їх видовий та відсотковий склад не змінювався. В активному мулі виявлено зростання відсотка мікроорганізмів, 
що використовують мінеральні форми нітрогену. Визначено відсотковий вміст хромрезистентних штамів серед представників 
різних фізіологічних груп. Ці мікроорганізми можуть бути перспективними для розробки біотехнологічних методів очищення 
стічних вод від сполук хрому, які є високотоксичними для живих організмів.  

Ключові слова: стічні води; фізіологічні групи бактерій; хромрезистентні штами  

Microbiocenoses of Lviv sewage at various stages of purification 

K.V. Sholiak, S.О. Hnatush, T.B. Peretyatko, S.P. Gudz 

Ivan Franko Lviv National University, Lviv, Ukraine 

The aim of this work was to investigate some physiological groups of microorganisms which are components of wastewater 
microbiocenoses. Microorganisms were grown in Petri dishes containing 20–30 ml agar selective medium and in 25 ml tubes at a temperature 
+30 ºC. The selective media were: wort agar for microscopic fungi and yeasts, Hutchinson medium for the cellulose-destroying microorganisms, 
starch-ammonium medium for microorganisms that can utilize mineral nitrogen forms, Postgate B medium for sulfate-reducing bacteria, 
Vinogradsky medium for nitrifying bacteria, Ashby medium for the nitrogen-fixing bacteria, Chapek medium for the actinomycetes. 1 mM 
Cr (VI) (104 mg/l) in the form of К2Cr2О7 was added to the medium. The number of colonies was determined by the Koch method. We studied 
wastewater microbocenoses of Lviv city at various stages of purification. We showed that the quantitative and qualitative composition of 
microorganisms differed significantly in primary and secondary clarifiers, the aerotank and sludge at different stages of sewage treatment. In the 
initial stages of purification, in the primary sump, bacteria that reached the treatment plant with sewage were found. Nitrifying bacteria (7.1 × 106 
colony forming units (CFU)/ml), nitrogen-fixing bacteria (9.0 × 106 CFU/ml), and fungi (3.4 × 106 CFU/ml) dominated. The qualitative 
composition of microorganisms in primary clarifiers and the aerotank was similar, but their number in the aerotank was significantly higher than 
in the primary sump: 1.5 × 107 CFU/ml of nitrifying bacteria, 1.4 × 107 CFU/ml of nitrogen-fixing bacteria, 6.7 × 106 CFU/ml of fungi. The ratio 
of different physiological groups of microorganisms in the active sludge changed significantly. The predominant microorganisms were those that 
assimilate mineral forms of nitrogen (65%), their number was 1.6 × 108 CFU/ml. In the secondary clarifier, the largest group was cellulose-
destroying microorganisms (6.0 × 105 CFU/ml). However, their numbers in the secondary sump were lower compared to their numbers in the 
aerotank and sludge (1.5–3.9 × 106 CFU/ml). Among the representatives of various physiological groups of bacteria a significant number of 
chromium-resistant strains was detected. The largest number of chromium-resistant strains was detected in the active sludge and aerotank, which 
is probably due to the recirculation of microorganisms in the wastewater treatment. The highest percentage of Cr (VI) resistant microorganisms 
was among sulphate-reducing bacteria. An increase in the percentage of chromium-resistant microorganisms occurred together with the lowering 
of the total number of microorganisms of a certain physiological group. These microorganisms could prove useful for the development of 
biotechnological methods wastewater treatment to eliminate chromium compounds, which are highly toxic to living organisms.  

Keywords: sewage; physiological groups of microorganisms; chromium-resistant strains  
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Вступ 

У штучних екосистемах мікроорганізми активного 
мулу у процесі своєї життєдіяльності перетворюють 
органічні та неорганічні забруднення на прості та 
безпечні сполуки. Активний мул розглядають як угру-
повання про- та еукаріотичних організмів. Злагоджене 
функціонування організмів забезпечує очищення 
стічних вод, що надходять на очисні споруди (Sharapova 
and Hicova, 2007). Екосистема будь-яких споруд 
біологічного очищення може працювати стабільно та 
ефективно тільки в тому випадку, якщо стоки містять 
постійний склад забруднювачів. Зазвичай активний мул 
стійкий до впливу ксенобіотиків, що надходять, оскільки 
біоценоз гідробіонтів формується залежно від наявності 
певних органічних речовин і організми адаптуються до 
конкретного складу стоків (Karoza, 2008). Біоценоз ак-
тивного мулу формується залежно від умов середовища: 
складу стічних вод, концентрації розчинного кисню, 
температури, рН, наявності токсинів, важких металів. 
Зміна хоча б одного фактора спричиняє зміни та 
перерозподіл чисельності окремих фізіологічних груп 
мікроорганізмів. Процес адаптації мікробних угрупо-
вань до нових субстратів складний і може тривати 
декілька місяців (Zhurmins’kaja, 2005). Кількісний вміст 
мікроорганізмів тієї чи іншої групи є чутливим тестом 
на присутність у воді забруднювальної речовини певної 
хімічної природи (Antipchuk and Kіrejeva, 2005). Важли-
ва роль у видаленні органічних забруднень, а також 
різних токсичних для більшості живих організмів речо-
вин належить мікроорганізмам. Вони краще та швидше 
можуть пристосовуватися до несприятливих умов нав-
колишнього середовища, порівняно із багатоклітинними 
еукаріотичними організмами. Тому при надходженні на 
очисні споруди стічних вод, що містять токсичні речо-
вини, часто в аеротенках виявляються лише бактерії 
(Golub, 2011). Мікроорганізми мають різну чутливість до 
підвищеного вмісту іонів важких металів (Cu, Cd, Ni, Pb, 
Zn), що спричинює зміни їх видового та кількісного скла-
ду (Korіnovs’ka and Grishko, 2011). Їх чисельність значно 
змінюється залежно від рН, вмісту сполук нітрогену та 
органічних речовин (Antipchuk and Kіrejeva, 2005).  

У більшості досліджень активного мулу увага 
акцентується на еукаріотичних організмах (Gal’perina, 
2011; Sharapova and Hicova, 2007; Shved et al., 2012; 
Nenasheva and Korobov, 2009; Dallaeva, 2013), тоді як 
роль прокаріотичних залишається маловивченою.  

Мета цієї роботи полягала у визначенні деяких 
фізіологічних груп мікроорганізмів, що входять до складу 
мікробоценозу стічних вод, на різних етапах очищення.  

Матеріал і методи досліджень 

Мікроорганізми вирощували у чашках Петрі, що 
містили 20–30 мл агаризованого селективного середо-
вища та у пробірках об’ємом 25 мл у термостаті за тем-
ператури +30 ºС. Анаеробні умови забезпечували 
кип’ятінням та швидким охолодженням середовища 
культивування, що викликає зменшення у ньому роз-
чинного кисню, а також додаванням аскорбінової кисло-

ти чи Na2S. Пробірки повністю заповнювали середови-
щем і закривали гумовими корками. Чашки Петрі 
поміщали в генбокси з генераторами GENbox anaer для 
анаеробів. Анаеробні умови контролювали за допомо-
гою індикатора анаеробних умов – резазурину (Oxoid, 
BR 0055B).  

Кількість колоній визначали за допомогою методу 
Коха (Egorov, 1995). Кількість клітин в 1 мл 
досліджуваного субстрату визначали за формулою: 

,
10

V

a
M

n
  

де М – кількість клітин в 1 мл, а – середня кількість 
колоній, що виросли, V – об’єм суспензії, взятий для 
посіву (мл), n – розведення (разів).  

Для виділення та підрахунку чисельності 
мікроорганізмів різних фізіологічних груп використову-
вали селективні середовища (Gerhardt, 1983; Antipchuk 
and Kіrejeva, 2005): сусло-агар – для грибів (включаючи 
дріжджі); крохмально-аміачне середовище для 
мікроорганізмів, які асимілюють мінеральні форми 
нітрогену; Гетченсона для целюлозоруйнувальних 
мікроорганізмів; Виноградського для нітрифікувальних 
бактерій; Ешбі для азотфіксаторів; Чапека для 
актиноміцетів; Ваксмана для грибів; Постгейта В для 
сульфатвідновлювальних бактерій. Щільні середовища 
містили 2% агару. До середовищ вносили 1 мМ 
(104 мг/л) Cr (VI) у формі К2Cr2О7. Сусло-агар 
стерилізували в автоклаві за 0,5 атм. 30 хв, усі інші сере-
довища – за 1 атм. 30 хв.  

Результати наведені як середнє значення з поправ-
кою на стандартну похибку.  

Результати та їх обговорення 

Стічні води Львова підлягають очищенню на очис-
них спорудах традиційним методом штучного 
біологічного очищення за допомогою діяльності актив-
ного мулу в аеротенках (рис. 1).  

Ця технологія запропонована ще у 1914 р. і з того ча-
су принципово не змінилась, тоді як склад стічних вод 
доповнюється ксенобіотиками, поверхнево-активними 
речовинами та іонами важких металів (Oliferchuk, 2008). 
За технологією стічні води проходять декілька етапів 
очищення: решітки для вловлювання твердих відходів, 
пісковловлювачі, первинний відстійник, аеротенк, в 
який додається активний мул, вторинний відстійник для 
відділення води від активного мулу.  

Для дослідження мікробоценозів стічних вод 
відібрано проби води з різних етапів очищення стічних 
вод: із первинного відстійника, аеротенка, активного 
мулу, вторинного відстійника. Кількісний і якісний 
склад мікроорганізмів у стічних водах на різних етапах 
очищення істотно відрізняється, залежить, перш за все, 
від складу стоків. На початкових етапах очищення 
(у первинному відстійнику) виявлено мікроорганізми, які 
очевидно потрапили на очисні споруди разом зі стіч- 
ними водами. За чисельністю тут переважали нітри- 
фікувальні (7,1 × 106 КУО/мл), азотфіксувальні бактерії  
(9,0 × 106 КУО/мл), а також гриби (3,4 × 106 КУО/мл) 
(рис. 2 а).  

77 



Vìsn. Dnìpropetr. Unìv. Ser. Bìol. Med. 2013. 4(2) 
 

 
Рис. 1. Схема очищення стічних вод (м. Львів)  

а  б  

в  г  

Рис. 2. Співвідношення мікроорганізмів різних фізіологічних груп у первинному відстійнику (а), аеротенку (б), 
активному мулі (в), вторинному відстійнику (г): 1 – целюлозоруйнівні бактерії, 2 – нітрифікувальні бактерії,  

3 – актиноміцети, 4 – азотфіксувальні мікроорганізми, 5 – гриби, включаючи дріжджі, 6 – мікроорганізми,  
що використовують мінеральні форми нітрогену, 7 – сульфатвідновлювальні бактерії  

В аеротенку чисельність аеробних мікроорганізмів 
зростала на порядок, порівняно з кількістю мікроорганіз-
мів у первинному відстійнику, однак їх видовий та 
відсотковий склад не змінювався (рис. 2 б). Це зумовлено 
внесенням активного мулу та наявністю достатньої кіль-

кості органічних сполук у стічних водах. Серед мікро-
організмів значний відсоток складали нітрифіку- 
вальні (1,5 × 107 КУО/мл) та азотфіксувальні бактерії  
(1,4 × 107 КУО/мл), а також гриби (6,7 × 106 КУО/мл).  
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Порівняно з аеротенком і первинним відстійником 
(4%), в активному мулі виявлено зростання відсотка 
мікроорганізмів, що використовують мінеральні форми 
нітрогену (65%). Їх кількість становила 1,6 × 108 КУО/мл. 
На фоні зростання загальної кількості мікроорганізмів 
спостерігали зниження відсотка нітрифікувальних 
бактерій, хоча їх кількість залишалась такою самою, як в 
аеротенку (1,4 × 107 КУО/мл). З іншого боку, відсоток 
грибів (включаючи дріжджі) не змінювався порівняно з 
аеротенком і первинним відстійником, однак їх кількість 
зростала до 4,1 × 107 КУО/мл (рис. 2 в).  

Аналіз мікроорганізмів активного мулу очисних спо-
руд Львова проводили також Швед та співавтори. Вони 
показали, що серед гідробіонтів активного мулу є значна 
кількість найпростіших організмів типу Ciliophora, а 
також велика кількість нітрифікувальних бактерій родів 
Nitrosomonas та Nitrosobacter (Shved et al, 2012). За на-
шими даними, кількість нітрифікувальних бактерій в 
активному мулі складала лише 6%.  

Суміш активного мулу та очищених стоків 
потрапляє у вторинний відстійник, де відбувається 
відділення очищеної води від активного мулу за рахунок 
його осідання на дно відстійника. На цьому етапі очи-
щення кількість мікроорганізмів зменшується порівняно 
із первинним відстійником чи аеротенком, про що 
свідчать отримані нами результати (рис. 2 г). Серед 
мікроорганізмів різних фізіологічних груп переважали 
целюлозоруйнівні мікроорганізми (6,0 × 105 КУО/мл). 

Однак їх кількість у вторинному відстійнику знижува-
лась порівняно із кількістю в аеротенку та активному 
мулі (1,5–3,9 × 106 КУО/мл). Кількість мікроскопічних 
грибів становила 1,8 × 105 КУО/мл, що складало 17% 
загальної кількості досліджуваних мікроорганізмів.  

Целюлозоруйнівні мікроорганізми є однією із 
найважливіших груп мікроорганізмів, що беруть участь 
у кругообігу карбону у водоймах. Ці мікроорганізми 
переробляють органічну речовину, що накопичується в 
риболовних ставках та інших водоймах при відмиранні 
рослин, і відіграють важливу роль у живленні донних 
тварин (Antipchuk and Kіrejeva, 2005).  

Установлено, що мікроорганізми можуть не лише 
адаптуватись до дії різних речовин, а і використовувати їх 
як донори чи акцептори електронів. Визначено кількість 
мікроорганізмів різних фізіологічних груп, стійких до 
іонів шестивалентного хрому. Найбільша кількість хром-
резистентних мікроорганізмів на всіх етапах очищення 
стічних вод виявлена серед целюлозоруйнівних бактерій 
та дріжджів (табл. 1).  

Найбільшу кількість хромрезистентних штамів 
мікроорганізмів виявлено в активному мулі та аеротенку, 
що, імовірно, зумовлено рециркуляцією мікроорганізмів у 
процесі очищення стічних вод і виникненням у них пев-
них механізмів стійкості до різного типу забруднювачів 
(у тому числі іонів важких металів). Найвищий відсоток 
стійких до Cr штамів мікроорганізмів виявлено серед 
сульфатвідновлювальних бактерій (табл. 2).  

Таблиця 1  
Кількість хромрезистентних мікроорганізмів (КУО/мл) на різних етапах очищення стічних вод  

Етапи очищення стічних вод 
Групи мікроорганізмів первинний  

відстійник 
аеротенк 

активний  
мул 

вторинний  
відстійник 

Дріжджі (1,60 ± 0,08) × 102 (6,00 ± 0,24) × 103 (1,10 ± 0,12) × 105 (1,00 ± 0,01) × 10 
Целюлозоруйнівні (3,10 ± 0,15) × 104 (3,40 ± 0,44) × 105 (1,10 ± 0,06) × 106 (3,40 ± 0,79) × 102 
Нітрифікувальні (10,00 ± 1,01) × 102 (6,70 ± 0,28) × 102 (5,50 ± 0,59) × 102 (0,30 ± 0,02) × 102 
Актиноміцети (0,30 ± 0,05) × 10 (0,20 ± 0,01) × 102 (1,20 ± 0,09) × 102 (0,10 ± 0,01) × 102 
Азотфіксувальні (4,60 ± 0,15) × 102 (5,60 ± 0,71) × 102 (9,30 ± 2,01) × 102 (1,00 ± 0,09) × 102 
Гриби (2,00 ± 0,15) × 10 (5,00 ± 0,34) × 102 (9,90 ± 0,52) × 102 (0,60 ± 0,05) × 10 
Мікроорганізми, що асимілюють 
мінеральні форми нітрогену 

(5,00 ± 0,81) × 10 (2,10 ± 0,15) × 102 (9,80 ± 1,51) × 102 (1,00 ± 0,05) × 10 

Сульфатвідновлювальні (0,60 ± 0,05) × 10 (1,00 ± 0,01) × 102 (9,60 ± 0,62) × 10 (0,10 ± 0,02) × 10 
 

Таблиця 2 
Відсотковий вміст хромрезистентних мікроорганізмів різних фізіологічних груп  

Відсоток резистентних до хрому (VI) мікроорганізмів 
Групи мікроорганізмів первинний 

відстійник 
аеротенк активний мул 

вторинний 
відстійник 

Дріжджі 0,4 1,6 6,3 0,2 
Целюлозоруйнівні мікроорганізми 5,1 20,0 28,0 3,7 
Нітрифікувальні бактерії 0 0,0043 0,0033 0 
Актиноміцети 0 0,0017 0,0025 0 
Азотфіксувальні бактерії 0 0,0040 0,0046 0 
Гриби 0 0,0070 0,0024 0 
Мікроорганізми, що асимілюють 
мінеральні форми нітрогену 

0,0063 0,0100 0,0006 0,0090 

Сульфатвідновлювальні бактерії 1 25 100 100 
 

Зростання відсотка хромрезистентних мікроорганізмів 
відбувається на фоні зниження загальної кількості 
мікроорганізмів певної фізіологічної групи. Це можна 
пояснити тим, що підвищена концентрація іонів Cr2O7

2– 

призводить до загибелі чутливих до цього металу 
мікроорганізмів, тоді як резистентні мікроорганізми за-
лишаються життєздатними. Кількість мікроорганізмів цієї 
фізіологічної групи на всіх етапах очищення була досить 
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низькою. Очевидно, це зумовлено несприятливими для 
досліджуваної групи аеробними умовами. Однак майже 
всі виділені штами виявляли стійкість до іонів хрому (VI).  

Присутність сульфатвідновлювальних бактерій в ае-
ротенку свідчить про наявність у цих мікроорганізмів 
адаптаційних механізмів захисту від впливу кисню. 
Аеротолерантність бактерій зумовлена наявністю 
ферментів антиоксидантної системи, хеморецепторами 
на O2. Крім класичних супероксиддисмутази та катала-
зи, які містять деякі сульфатвідновлювальні бактерії, в їх 
клітинах виявлено негемові ферумумісні білки: рубре-
ритрин, рубредоксин, десульфоферодоксин, нееларедок-
син (Brioukhanov, 2008; Brioukhanov et al., 2010). Деякі 
сульфатвідовлювальні бактерії утворюють скупчення 
клітин (флоки), що сприяє аеротолерантності. Рухливі 
види характеризуються негативним аеротаксисом і 
мігрують до анаеробних зон. Здатність до позитивного 
аеротаксису відіграє важливу екологічну роль у зонах 
переходу від аеробних до анаеробних умов, створюючи 
там оптимальний окисно-відновний потенціал для росту 
облігатних анаеробів (Brioukhanov and Netrusov, 2007).  

Висновки  

Кількісний і якісний склад мікроорганізмів різних 
фізіологічних груп на різних етапах очищення стічних 
вод суттєво відрізняється. Співвідношення мікроорга-
нізмів у первинному відстійнику та аеротенку за якісним 
складом подібні, однак їх кількість в аеротенку на поря-
док вища, ніж у первинному відстійнику. В активному 
мулі співвідношення фізіологічних груп мікроорганізмів 
суттєво змінюється. Переважають мікроорганізми, що 
засвоюють мінеральні форми нітрогену. У вторинному 
відстійнику найбільшу кількість становлять целюлозо-
руйнівні бактерії. Серед представників різних фізіоло-
гічних груп бактерій виявлено значну кількість хромрези-
стентних штамів. Найвищий відсоток стійких до Cr (VI) 
мікроорганізмів серед сульфатвідновлювальних бактерій. 
Ці мікроорганізми можуть бути перспективними для роз-
робки біотехнологічних методів очищення стічних вод від 
сполук хрому, високотоксичних для живих організмів.  
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