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В работе обсуждаются первые результаты исследований, проводимых в лаборатории микробиологической защиты 
растений ВИЗР с использованием методов молекулярной и клеточной биологии по трем направлениям: (1) гетерологичная 
экспрессия белков в клетках насекомых линии Sf9 для изучения внутриклеточных энтомопатогенов; (2) получение 
рекомбинантных одноцепочечных антител с использованием технологии фагового дисплея для изучения и диагностики 
различных энтомо- и фитопатогенов, (3) повышение вирулентности природных изолятов энтомопатогенных грибов с 
использованием пост-геномных и генно-инженерных подходов.
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Современные методы генной инженерии, молекуляр-
ной и клеточной биологии традиционно широко использу-
ются в области фундаментальных биологических, а также 
медико-биологических исследований. В последнее время 
они начинают находить свое применение и в области сель-
ско-хозяйственной науки, включая исследования в обла-
сти защиты растений. Мы кратко рассмотрим некоторые 
результаты использования этих методов в исследованиях, 
проводимых в лаборатории микробиологической защиты 
растений ВИЗР. 

Первое направление исследований связано с гетероло-
гичной экспрессией белков в клетках насекомых линии Sf9 
кукурузной листовой совки Spodoptera frugiperda [Vaughn 
et al., 1977] для изучения внутриклеточных энтомопато-
генов. Ранее мы показали, что энтомопатогенные микро-
споридии (близкие к грибам внутриклеточные паразиты) 
секретируют в зараженную клетку белки, относящиеся к 
различным функциональным категориям [Долгих и др., 
2010]. Наиболее интересным результатом иммунолокали-
зации секретируемых белков микроспоридии Paranosema 
locustae в зараженных клетках жирового тела перелетной 
саранчи оказалось специфичное накопление гексокиназы 
II паразита в ядрах хозяина [Senderskiy et al., 2014]. Для 
дальнейшего изучения этого вопроса мы осуществили 
гетерологичную экспрессию гексокиназы P. locustae в 
клетках линии Sf9. С целью обеспечения синтеза гетеро-
логичного белка в цитоплазме клеток насекомых, из со-
става гексокиназы был удален сигнальный пептид, ответ-
ственный за ее секрецию. Проведенный эксперимент ясно 
показал, что гетерологичная экспрессия белка паразита 

сопровождалась его специфичным накоплением в ядрах 
клеток Sf9, что подтверждает важную роль гексокина-
зы микроспоридий в воздействии на транскрипционную 
активность генов хозяина. В дальнейшем мы планируем 
использовать данную модель для выяснения роли других 
белков, выделяемых микроспоридиями, в патогенезе зара-
женной клетки и насекомого в целом, а также для гетеро-
логичной экспрессии различных целевых функционально 
активных полипептидов.

Второе направление исследований связано с созда-
нием библиотек рекомбинантных одноцепочечных анти-
тел (scFv-антител) на основе вариабельных фрагментов 
иммуноглобулинов мышей [Huston et al., 1988], иммуни-
зированных определенным антигеном. Отбор антител, 
специфичных к данному антигену, из сконструированных 
библиотек осуществляется с использованием технологии 
фагового дисплея [Breitling et al., 1991]. К настоящему 
времени нами получены рекомбинантные scFv-антитела 
против: (1) глютенин-гидролизущей протеиназы клопа 
вредная черепашка Eurygaster integriceps, (2) белка обо-
лочки одного из штаммов вируса картофеля Y, (3) одного 
из белков микроспоридии P. locustae, секретируемых па-
разитом в цитоплазму зараженной клетки. Наряду с по-
иском новых антител, в настоящее время осуществляется 
генно-инженерная модификация уже полученных c целью 
повышения их антиген-связывающей способности и ста-
бильности.

Третье направление исследований связано с исполь-
зованием генно-инженерных подходов для повышения 
вирулентности природных штаммов энтомопатогенных 
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грибов и проводится совместно с сотрудниками ИБХ им. 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН. На основании 
последовательностей двух токсинов-блокаторов ионных 
каналов насекомых из яда пауков созданы конструкциии 
для их встраивания в геном энтомопатогенных грибов 
родов Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium и последую-

щей гетерологичной экспрессии в секретируемой форме 
под контролем сильных промоторов. В настоящее время 
подбираются условия для эффективной трансформации 
различных штаммов грибов созданными конструкциями. 

Работа выполнена при поддержке РФФИ (№№ 15-04-
04968, 15-08-04247, 16-34-60217).
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The paper discusses the first results of the experiments carried out in the laboratory of microbiological control of All-Russian 
Institute of Plant Protection that use methods of molecular and cell biology in three areas: (1) the expression of heterologous 
proteins in Sf9 insect sell line to study the intracellular entomopathogens; (2) construction and selection scFv-antibodies using 
phage display technology for the study and diagnostic of entomo- and phytopathogens; (3) increasing the virulence of natural 
изолятов of entomopathogenic fungi using post-genomic and genetic engineering approaches.


