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Резюме: Известна способность микроорганизмов легко приспосабливаться к любым условиям 
окружающего пространства, формируя специфические экосистемы, существующие в самых экс-
тремальных средах. Белый фосфор является одним из самых опасных загрязнителей окружающей 
среды. Однако его широкое использование в различных отраслях промышленности и в военных 
целях создает возможность попадания данного токсиканта в окружающую среду. Ранее было по-
казано, что некоторые микробные культуры адаптировались к присутствию в среде белого фос-
фора, окисляя его до фосфата и используя в качестве источника биогенного макроэлемента. В 
предыдущих исследованиях нами впервые была продемонстрирована биодеградация белого фос-
фора штаммами плесневого гриба Aspergillus niger. Тем не менее, важной задачей является изуче-
ние механизмов устойчивости гриба к столь токсичному веществу. Таких механизмов может 
быть несколько, в том числе наиболее вероятны: клеточная стенка гриба является барьером на 
пути проникновения белого фосфора в клетку, в таком случае в ответ на воздействие токси-
канта должен наблюдаться рост толщины клеточной стенки; механизм, связанный с экспрессией 
генов стресса и выработкой грибом белков, участвующих в обезвреживании токсикантов, в том 
числе белого фосфора. Помимо этого белый фосфор вызывает общую активацию метаболизма, 
сопровождающуюся ростом числа и размеров митохондрий в клетках. Возможно, продуцируемые 
митохондриями активные формы кислорода участвуют в детоксикации белого фосфора и про-
дуктов его превращений. Проведенные микроскопические и протеомные исследования подтверди-
ли наличие рассмотренных механизмов устойчивости. 
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Abstract: Microorganisms are known for their ability to adapt easily to any environment, forming specific 
ecosystems capable of surviving in harsh media. White phosphorus is one of the most dangerous and toxic 
pollutants, whose widespread use for various industrial and military purposes creates conditions for envi-
ronmental pollution. It has previously been shown that some microbial cultures can adapt to the presence of 
white phosphorus in the environment, oxidizing it to a phosphate and then using it as a source of biogenic 
macronutrients. In prior studies, we have demonstrated the possibility of white phosphorus biodegradation by 
the fungal strains of Aspergillus niger. However, it is important to study the resistance of this species to such 
a toxic substance as white phosphorus. There may be several probable mechanisms, including the following: 
the cell wall of the fungus is a barrier to the penetration of white phosphorus into the cell, in which case an 
increase in the thickness of the cell wall should be observed in response to the impact of the toxicant; a 
mechanism associated with the expression of stress genes and the production of proteins involved in the 
disposal of toxins, including white phosphorus. In addition, white phosphorus causes an overall activation of 
metabolism, accompanied by an increase in the number and size of mitochondria in the cells. It is likely that 
the active forms of oxygen produced by mitochondria are involved in the detoxification of both white phos-
phorus and its transformation products. Microscopic and proteomic studies have confirmed the presence of 
the above-mentioned resistance mechanisms. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Биодеградация является одним из наиболее 

практически значимых методов обезвреживания 
промышленных стоков, содержащих высокоток-
сичные неприродные вещества [1, 2]. Преиму-
щество этого метода заключается в том, что при 
его использовании в окружающую среду не по-
падают новые химические соединения. 

Белый фосфор (Р4) относится к самым опас-
ным загрязнителям

1
. Но в окисленном состоянии 

этот элемент абсолютно необходим для всех 
форм жизни [3]. Фосфор играет важнейшую роль 
в биосфере, в том числе в жизнедеятельности 
микробиоты. Согласно данным, представленным 
в работе «Современная микробиология. Прока-
риоты»

2
, микробные культуры содержат около  

30 мг/г общего фосфора, или 0,5% на сухой вес. 
По процентному содержанию в биологических 

тканях фосфор занимает третье место после 
углерода и азота, несколько превосходя серу. 
Его содержание в золе микробной биомассы 
осадка сточных вод составляет 6–10% [4]. Пока-
зано, что бактерии Acinetobacter накапливают до 
36% запасных полифосфатов, а у некоторых ге-
нетически модифицированных микроорганизмов 
их содержание еще больше, до 50% [5]. Важную 
роль в ассимиляции почвенного фосфата играют 
грибы. Высшие растения получают фосфат от 
симбиотических грибов через микоризу – контак-
ты корней и грибницы [6]. Ряд бактерий и грибов 
специализируются на превращении минерально-
го фосфата в растворимую форму (фосфатрас-
творяющие микроорганизмы). У некоторых из 
них это даже нашло отражение в видовом 
названии [7]. Фосфор настолько важен для мик-
роорганизмов и грибов, что существует целый 

   

1
Duerksen-Hughes P., Richter P., Ingerman L., Ruoff W., Thampi S., Donkin S. Toxicological profile for 

white phosphorus. U.S. Department of health and human services. USA. 1997. 248 p. 
2
Ленгелер Й., Древс Г., Шлегель Г. Современная микробиология. Прокариоты. В 2 т. М.: Мир, 2005.  

Т. 1. – 654 с.; т. 2 – 493 с. 
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класс белков – переносчиков фосфата, кодируе-
мых специфичными генами [8]. Их единственная 
функция – формировать комплекс с гидрофиль-
ным остатком фосфорной кислоты и переносить 
его через липидную клеточную мембрану. Но 
микроорганизмы усваивают не только фосфаты. 
Ферментативное окисление восстановленных 
соединений фосфора описано в обзорах [9–11]. 
Метод ядерного магнитного резонанса (ЯМР) 
подтвердил биологическую трансформацию бе-
лого фосфора и продуктов его химических пре-
вращений, а также снижение концентрации этих 
токсичных веществ в сравнении со стерильной 
средой-контролем [12]. Исходя из сказанного 
представляется целесообразным использовать 
микроорганизмы для полной детоксикации эле-
ментного фосфора. 

Цель данного исследования, являющегося 
продолжением более ранних работ нашего кол-
лектива [13–15], – структурно-морфологическое 
и биохимическое изучение микроорганизмов, 
обезвреживающих белый фосфор, с помощью 
конфокальной и электронной микроскопии, а 
также их протеома. 

Показано, что в присутствии белого фосфора 
в септах мицелия грибов происходят морфоло-
гические изменения, которые могут быть направ-
лены на усиление защищенности от негативного 
воздействия внешней среды. Наблюдаются рез-
кие различия белкового профиля у грибов, рас-
тущих в присутствии и в отсутствии белого фос-
фора. Идентифицированы три белка, вырабаты-
ваемые аспергиллом АМ1 в присутствии белого 
фосфора, и отсутствующие у гриба, растущего в 
контроле. Вероятно, они принимают участие в 
увеличении устойчивости к токсичному ксено-
биотику. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Штаммы Aspergillus niger, имеющие автор-

ские кодовые названия АМ1 и АМ2, зарегистри-
рованы во Всероссийской коллекции микроорга-
низмов (ВКМ). 

Подготовка проб, разделение и анализ бел-
ков, электронная микроскопия, масс-спектромет-
рия пептидов описаны в ранее изданной публи-
кации [16]. 

Измерение толщины клеточных стенок на 
микрофотографиях проводилось при помощи 
программы Xara Xtreme Pro 5, позволяющей 
наносить на изображения линии с указанием их 
точной длины. На каждой фотографии измере-
ние толщины проводилось не менее чем в деся-
ти местах по окружности. Определение размеров 
митохондрий проводилось в этой же программе. 
Поскольку митохондрии на срезах имеют форму, 
приближающуюся к эллипсу, измерялся их мак-
симальный диаметр. 

Анализ и статистическая обработка данных 
проведены в программе GraphPad Prism 8.4.0. 
Результаты представлены в виде диаграмм. 

Общее межгрупповое сравнение проводили по 
критерию однофакторного дисперсионного ана-
лиза, а затем попарное сравнение – по критерию 
Тьюки с учетом статистического значимого раз-
личия при Р ≤ 0,05. На диаграммах обозначения 
ns, *, **, ***, **** равны P > 0,05; P ≤ 0,05; P ≤ 0,01; 
P ≤ 0,001, и P ≤ 0,0001 соответственно. Данные 
были проверены на нормальность и однород-
ность дисперсии с использованием критерия Д'А-
гостино – Пирсона. На основе полученных ре-
зультатов проверки на нормальность был ис-
пользован критерий однофакторного дисперси-
онного анализа для дальнейшей обработки дан-
ных. Данные представлены в виде M±SEM. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
На полученных с помощью электронного 

микроскопа фотографиях хорошо различимы 
клетки, обрамленные клеточной стенкой (рис. 1). 

 

 
 

Рис. 1. ТЭМ-изображение поперечного среза гифы 
штамма АМ1, инкубированного в среде с фосфатом  
(желтыми цифрами обозначены митохондрии) 
 

Fig. 1. TEM image of hyphae cross-section of strain AM1 
incubated in a medium with phosphate  
(yellow numbers indicate mitochondria) 

 
В опыте проводилась одновременная обра-

ботка клеток белым фосфором. При воздействии 
белого фосфора на клетки главным образом ме-
няется морфология клеточной стенки: ее толщи-
на заметно увеличивается, наблюдается изме-
нение плотности, на поверхности появляется 
протеогликановый волокнистый слой, придаю-
щий поверхности гифов ворсистую структуру, не 
наблюдаемую в контроле [17, 18]. Также опреде-
ленно увеличивается число митохондрий в клет-
ках гиф – с 4 до 10 (рис. 2). Увеличивается раз-
мер митохондрий. 

Следует отметить, что штамм АМ2, более 
адаптированный к существованию в присутствии 
белого фосфора по сравнению с предковым 
штаммом АМ1 [19], и в контроле, в отсутствии 
белого фосфора, имеет видоизмененную кле-
точную стенку с ворсистой поверхностью 
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(рис. 3). Можно предположить, что признаки ре-
акции на стрессирующий фактор в результате 
отбора стали для этого специализированного 
штамма постоянными морфологическими при-
знаками. Следует особо подчеркнуть, что штамм 
АМ2 – дочерний к АМ1 и возник уже в нашей ла-
боратории. Поэтому присутствие белого фосфо-
ра в среде – единственный стрессирующий фак-
тор, с которым он сталкивался за период своего 
существования. Количество и размер митохон-
дрий у АМ2 также возрастают в присутствии бе-
лого фосфора, достигая более высоких значе-
ний, чем у АМ1, однако, характерного для пред-
кового штамма утолщения клеточной стенки в 
опыте у АМ2 не наблюдается (рис. 4). 

 

 
 

Рис. 2. ТЭМ-изображение поперечного среза гифы 
штамма АМ1, инкубированного в среде с белым  
фосфором (желтыми цифрами обозначены митохондрии) 
 

Fig. 2. TEM image of hyphae cross-section of strain AM1 
incubated in a medium with white phosphorus  
(yellow numbers indicate mitochondria) 

 

 
 
Рис. 3. ТЭМ-изображение поперечного среза двух гиф 
штамма АМ2, инкубированного в среде с фосфатом  
(желтыми цифрами обозначены митохондрии) 
 
Fig. 3. TEM image of two hyphae cross-section  
of strain AM2 incubated in a medium with phosphate  
(yellow numbers indicate mitochondria) 

 
 
Рис. 4. ТЭМ-изображение поперечного среза двух гиф 
штамма АМ2, инкубированного в среде с белым  
фосфором (желтыми цифрами обозначены митохондрии) 
 
Fig. 4. TEM image of hyphae cross-section  
of strain AM2 incubated in a medium with white  
phosphorus (yellow numbers indicate mitochondria) 

 
По данным статистической обработки ре-

зультатов, у АМ1 толщина клеточной стенки 
сильно различается в опыте и контроле 
(F [3, 44] = 11,86; P<0,0001), а у АМ2 данного 
различия нет (рис. 5, а). Размер митохондрий 
статистически отличается в опыте и контроле 
для каждого штамма (рис. 5, b). 

В процессе исследований был разработан 
метод, позволяющий экстрагировать белки из 
мицелия аспергилла. Одномерный электрофорез 
подтвердил присутствие белков в экстракте, что 
говорит об эффективности данного метода 
(рис. 6). 

Исследования протеома, описанные в работе 
[16], продемонстрировали четкие различия бел-
кового профиля при росте аспергилла в отсут-
ствии и в присутствии белого фосфора. Белко-
вый профиль в свою очередь определяется экс-
прессией генов, следовательно, есть основания 
говорить об ответе на загрязнение белым фос-
фором на этом уровне. Данное предположение 
подтверждается двумерным электрофорезом. 
На рис. 7 белым цветом выделены вырезанные 
белковые пятна, каждое из которых соответству-
ет отдельному белку. Белки контроля (без бело-
го фосфора) окрашены красной флуоресцентной 
краской, белки образца, обработанного белым 
фосфором, – зеленой флуоресцентной краской. 
При наложении белков контроля и опыта возни-
кает желтая флуоресценция. Однако в данном 
случае желтое излучение наблюдается только у 
единичных пятен, что говорит о существенном 
различии белковых профилей контроля и опыта. 

После получения спектров MALDI и обработ-
ки данных были идентифицированы белки № 6, 
9 и 22, по нумерации окрашенных пятен белков 
на геле (см. рис. 7). Белок № 6 оказался дигид-
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ронеоптеринальдолазой, продукты которой, ве-
роятно, задействованы в метаболических про-
цессах и способствуют детоксикации токсичных 
производных фосфора [20–23]. Белок № 9 явля-
ется поверхностной оксидоредуктазой. Возмож-
но, он является ферментом, принимающим уча-
стие в окислении токсичных ксенобиотиков [24]. 
На рис. 8 приведен масс-спектр белка № 22, чья 
функция неизвестна. Его появление в ответ на 

действие белого фосфора дает основание пред-
положить, что данный белок имеет отношение к 
защите от стрессирующих воздействий. Напри-
мер, он может оказаться одним из белков, ини-
циирующих каскадный механизм реакции на 
стрессирующие воздействия, ферментом, обез-
вреживающим белый фосфор, или его транспор-
тером внутрь клетки. 

 
 
 

  
  

a b 
 

Рис. 5. Сравнительный анализ различий толщины клеточных стенок (a) и диаметра митохондрий (b).  
Р4 – белый фосфор (опыты), РО4 – фосфат (контроль). Данные представлены в виде M±SEM 

 

Fig. 5. Comparative analysis of cell wall thickness (a) and mitochondrial diameter (b) in A. nigerstrains.  
P4 – white phosphorus (experiments); PO4 – phosphate (controls). Data are presented as M±SEM 

 
 
 

 
 

Рис. 6. Изображение одномерного геля с белками,  
выделенными из образцов A. niger 
 

Fig. 6. Image of a one-dimensional gel with proteins  
isolated from A. niger samples 

 
Рис. 7. Сканированное изображение двумерного геля 
протеома A. niger 
 
Fig. 7. Scanned image of a two-dimensional gel  
of A. niger proteome 
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Рис. 8. Масс-спектр белка № 22 
 

Fig. 8. Mass spectrum of protein no. 22 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Полученные результаты очень интересны и 

имеют научную новизну. Более ранние наши ис-
следования показали, что все изучаемые нами 
штаммы черного аспергилла обладают устойчи-
востью к белому фосфору [25]. Наличие у 
A. niger защитных механизмов позволяет им 
быть устойчивыми к такому токсичному загряз-
нителю окружающей среды, как белый фосфор. 
Поскольку эти механизмы, слабо выраженные у 
бактерий, наиболее ярко проявляются у штамма 
A. niger АМ1, возникло предположение, что этот 
механизм устойчивости связан с морфологией 
грибов, в первую очередь со строением клеточ-
ной стенки. Дальнейшие исследования, прове-
денные с помощью оптической и электронной 
микроскопии, подтвердили обоснованность дан-
ного предположения. Показанные в опыте у 
штамма АМ1 такие признаки, как заметное 
утолщение клеточных стенок, появление на их 
поверхности волокнистого слоя, увеличение 
числа и размеров митохондрий в гифах, могут 
являться защитой от вредных воздействий – 
клеточная стенка служит барьером, а митохон-
дрии поддерживают энергетический обмен. Од-
нако у АМ2 утолщения клеточной стенки в опыте 
не наблюдалось. Можно предположить, что 
устойчивость к белому фосфору у АМ2 возросла 
настолько, что необходимость в срабатывании 
данного защитного механизма исчезла. Согласно 
литературным источникам [26], продуцируемые 
митохондриями активные формы кислорода ис-
пользуются живыми клетками для детоксикации 
ксенобиотиков. Для обезвреживания белого 
фосфора и большинства продуктов его превра-
щений они подходят, поскольку данные ксено-
биотики являются восстановителями. Следует 
обратить внимание на то, что один из продуктов 

превращений белого фосфора – фосфин – яв-
ляется высокотоксичным респираторным ядом, 
подавляющим активность митохондрий [27]. По-
этому увеличение размеров и числа митохон-
дрий может служить компенсаторным механиз-
мом (гипертрофией), возникающим в ответ на 
угнетение их метаболизма. 

Одним из предположений было, что меха-
низм устойчивости связан с наличием фермен-
тов оксидаз, обезвреживающих белый фосфор. 
Протеомное исследование показало, что эта ги-
потеза тоже имеет под собой реальное основа-
ние. Стоит отметить большую разницу белкового 
профиля у грибов в контроле и опыте. Причем 
один из не характерных для контроля белков 
обладает неизвестной функцией. 

Интересно, что некоторые из признаков, пе-
речисленных для штамма А. niger АМ2, прояв-
ляются в контроле. Так, волокнистый слой на 
внешней поверхности клеточной стенки присут-
ствует и в культуральной среде, не содержащей 
белый фосфор. Мы предполагаем, что это может 
быть результатом дальнейшей адаптации к оби-
танию в токсичной среде и более узкой специа-
лизации. Но биология штамма требует дальней-
шего изучения, которое даст возможность сде-
лать обоснованные выводы. В настоящий мо-
мент мы не знаем, являются ли различия штам-
мов АМ1 и АМ2 следствием мутационной или 
модификационной изменчивости, либо иных 
микроэволюционных изменений. 

Таким образом, на основании проведенного 
исследования можно заключить: 

– что присутствие белого фосфора в культу-
ральной среде оказывает влияние на морфоло-
гию гриба Aspergillus niger АМ1: происходит 
утолщение и усложнение структуры клеточной 
стенки, увеличивается число и размер митохон-
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дрий. У штамма A. niger АМ2 данные признаки 
реакции на стрессирующий фактор проявляются 
и в контроле; 

– реакцией на белый фосфор является су-
щественное изменение экспрессии генов и бел-
кового профиля черного аспергилла; 

– перечисленные изменения морфологиче-
ских и биохимических признаков являются, веро-
ятно, защитной реакцией, позволяющей аспер-
гиллам адаптироваться к неблагоприятным фак-
торам окружающей среды, в том числе, к токси-
ческому действию белого фосфора. 
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