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Аннотация

На модели штамма Аspergillus аwamori 66А с рекомбинантным Са2+-зависимым
фоточувствительным белком-экворином изучено изменение скорости ветвления гифов
от проростковой трубочки микромицета в ответ на стрессовые воздействия (повыше-
ние уровня СаСl2 в среде, гипоосмотический и механический шок), индуцирующие
«кальциевые вспышки» в цитозоле. Исследовано влияние ряда фармакологических
препаратов, ингибирующих Са2+-сигнальные системы, на разрастание колоний и ин-
тенсивность спорообразования мицелиального грибка A. awamori. Обнаружено, что
Са2+-антагонисты (La3+ и ВАРТА) в высоких концентрациях (20 и 5 мМ соответствен-
но) подавляют рост колоний и спорообразование у A. awamori, в отличие от KP4, не
влияющего на параметры роста культуры микромицета.
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Введение

В концепции о значении вторичных посредников в регуляции клеточного
метаболизма особое место отводится универсальной роли кальция, функции
которого в качестве мессенджера заключаются в трансдукции различных внеш-
них стимулов в клетках про- и эукариот [1, 2]. Есть сведения, что в ряду биоло-
гически важных элементов клетки (S, P, Ca, K) удельное содержание Са2+,
имеющего функции универсального клеточного эффектора и стабилизатора био-
макромолекул и мембран, существенно меняется в зависимости от физиологи-
ческого возраста культуры, а соотношения Ca/K и P/S служат показателем осо-
бенностей элементного состава активно метаболизирующих клеток, покоящихся
и нежизнеспособных форм [3]. В литературе мало такого рода исследований на
клетках микромицетов, несмотря на то, что эти организмы отличаются лабиль-
ностью реагирования на стрессовые воздействия и могут служить хорошей мо-
делью для изучения регуляторной роли Са2+ в клеточной адаптации. Имеются
единичные сообщения относительно влияния Са2+ на рост и развитие мицели-
альных грибов. Показано участие кальция в процессах роста окончаний гифов
и ветвления мицелия плесневого гриба [4, 5]. Имеются единичные сообщения о
том, что некоторые ингибиторы активности Са2+-каналов L-типа (верапамил),
индуцирующие изменение пула Са2+ в цитозоле, угнетают процессы разветвле-
ния и роста гифов у N. crassa и B. cinerea [6]. С учетом указанных известных
данных представляется интересным исследовать влияния изменений пула
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внутриклеточного кальция на характер роста и развития культуры плесневых
грибов. Ранее на клетках мутантного штамма Аspergillus аwamori 66А с реком-
бинантным Са2+-зависимым фоточувствительным белком – экворином – нами
был проведен анализ Са2+-ответа на различные стимулы [7]. По величине вре-
мени подъема и релаксации амплитуды люминесценции экворина было уста-
новлено, что стрессовый ответ клеток микромицета на внешние воздействия
(гипоосмотический и механический шок повышение уровня внеклеточного каль-
ция, действие Са2+-блокаторов) характеризуется повышением уровня Са2+ в ци-
тозоле.

Целью настоящей работы является определение роли «кальциевых вспы-
шек», индуцированных внешними стимулами, в регулировании физиологиче-
ских процессов, включающих ветвление гифов, рост колоний и спорообразова-
ние культуры Аspergillus аwamori.

1. Условия эксперимента

Объектом исследования был штамм Аspergillus аwamori 66А, являющийся
мутантом с экспрессированным фотобелком – экворином [8], полученный из
лаборатории исследования клеток микромицетов Эдинбургского университета.

Культивирование А. аwamori 66А осуществляли при 30 °С в жидкой среде
Вогеля [9], инокулированной спорами, для получения которых использовали
обогащенную жидкую среду с добавление глюкозы (ОСГ) [8]. Выращивание
культуры А. аwamori 66А на плотной среде (2%-ный агар) проводили в чашках
Петри, засеянных суспензией дегидратированных спор и выдержанных в тем-
ноте (30 °С) в течение 8 дней. После этого в 0.8%-ный раствор NaCl собирали
суспензию конидий с конидиеносцев микромицета, размешивали, центрифуги-
ровали (15 мин, 3000 об/мин). Выпавшие в осадок споры дважды отмывали
0.8%-ным раствором NaCl и хранили в этом растворе при 4 °С.

Физико-химические методы воздействия на рост культуры микромицета,
индуцирующие Са2+-вспышки в цитозоле, описаны ранее [7].

Блокаторы Са2+-каналов: LaCl3 – ингибитор притока Са2+ в клетки
Neurospora crassa [10, 11]; ВАРТА – 1,2-бис(2-аминофенокси)этан-N,N,N',N'-
тетраацетатная кислота) – хелирует Са2+ – ингибитор гипоосмотического шока
у Saccharomyces cerevisiae [12] и KP4 – единственный, пока известный, специ-
фичный для микромицетов ингибитор Са2+-каналов, продуцируемый Ustilago
maydis [13]. При этом LaCl3 растворяли в дистиллированной воде и получен-
ный основной раствор стерилизовали при помощи фильтра (Nalgene), чтобы
избежать изменений его во время автоклавирования. Плохо растворимый в воде
ВАРТА добавляли в определенных концентрациях в среду Вогеля и затем авто-
клавировали. При работе с KP4 необходимое количество основного раствора до-
бавляли в среду после ее автоклавирования. Контрольные препараты включали
растворитель в соответствующей концентрации.

Скорость прорастания спор и ветвления гифов мицелия А. аwamori, под-
вергнутых воздействию физико-химических факторов, определяли после вы-
ращивания культуры в жидкой среде Вогеля на покровном стекле в течение 24 ч
при 30 °С. В каждой капле среды (50 мкл) концентрация спор составляла от 500
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до 500000 спор/мл. Количество ветвей, образующихся из одной проростковой
трубочки от каждой споры, подсчитывали в 75 полях зрения микроскопа.

Влияние блокаторов Са2+-каналов на разрастание ветвления гифов анали-
зировали при выращивании культуры А. аwamori в плотной среде Вогеля, на
поверхности которой помещали стерильный целлофан (диаметр – 8.5 см), ино-
кулированный суспензией спор. После инкубации 24 ч при 30 °С целлофан пе-
реносили в плотную среду, содержащую исследуемое вещество. Через каждый
час инкубации (30 °С) отбирали пробы культуры путем отделения их скальпе-
лем вместе с целлофаном на покровное стекло и анализировали с помощью
темнопольного микроскопа.

Воздействие Са2+-антагонистов на рост микромицета и спорообразование
регистрировали в результате выращивания культуры в чашках Петри на агари-
зованной среде Вогеля. Для этого на поверхность агара помещали фильтро-
вальную бумагу диаметром 8.5 см (Wahtman International Ltd, Англия), в центр
которой устанавливали специальный диск диаметром 6 мм (Schleicher &
Schuell, Дассел, Германия), пропитанный споровой суспензией (5·105 спор/мл).
Через 24 ч выращивания при 30 °С фильтровальную бумагу вместе с диском
снимали с поверхности среды Вогеля и помещали в плотную среду, содержа-
щую исследуемые фармакологические препараты. Через каждые 24 ч в течение
8 дней определяли рост колонии по величине диаметра колонии микромицета.
Уровень спорообразования измеряли по плотности суспензии конидий, собран-
ных с конидиеносцев, которую определяли в гемоцитометре после 10-кратного
разбавления.

Морфология гифов мицелия А. аwamori определялась с использованием
красителя FM4064 (Molecular Probes Inc, Eugene, Oregon, США.) и конфокаль-
ной лазерной сканирующей микроскопии. С этой целью плотную среду Вогеля
засевали спорами А. аwamori, инкубировали 24 ч при 30 °С, после чего содер-
жащие мицелий кусочки агара (размером 1μ0.8) вырезали из среды и помещали
в перевернутом виде на среду, содержащую исследуемый фармакологический
препарат. В контроле кусочки агара помещали на среду Вогеля с растворите-
лем препарата. По истечении 30 мин и далее через каждый час осуществляли
конфокальную микроскопию с помощью системы Bio-Rad MRC600, оснащен-
ной ионным лазером Argon, мощностью 25 мВ, которая была установлена на
темнопольном микроскопе Nikon Diaphot TMD.

Статистическая обработка результатов осуществлялась с использованием
построения доверительных интервалов (x + 2s). 95%-ные доверительные ин-
тервалы для долей строили биномиальным распределением.

2. Результаты и обсуждение

Для определения начала ветвления гифов, идущих от главной проростко-
вой трубочки, культуру А. аwamori выращивали в жидкой среде Вогеля. При
этом важно было подобрать исходную плотность суспензии спор, чтобы избе-
жать их склеивания и образования сложной сети переплетенного мицелия в про-
цессе роста микроколоний. Из четырех протестированных концентраций спор
(5·102 – 5·105 в 1 мл инокулята) оптимальной явилась плотность взвеси, соот-
ветствующая  5·104 спор/мл,  когда  через  24 ч  культивирования   наблюдались
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Табл. 1
Влияние различных физико-химических стимулов на ветвление гифов мицелия А. awamori

Время после
стимуляции Контроль Механическо

воздействие
Гипоосмоти-
ческий шок

Добавление
5 мМ CaCl2

1-й ч 1.13 ± 0.05 1.16 ± 0.05 1.16 ± 0.05 1.16 ± 0.05
3-й ч 1.46 ± 0.08 1.44 ± 0.07 1.37 ± 0.08 1.47 ± 0.16
5-й ч 1.59 ± 0.10 1.59 ± 0.08 1.49 ± 0.14 1.48 ± 0.08
7-й ч 1.96 ± 0.12 1.92 ± 0.14 1.72 ± 0.9 1.6 ± 0.08

отдельные микроколонии гриба с проростковой трубочкой и идущими от нее
еще 1–2 трубочками на много короче первой. При воздействии на 24-часовую
культуру А. аwamori таких физико-химических факторов, как механический и
гипоосмотический шок, повышение уровня кальция в среде за счет добавления
5 мМ СаС12, ветвление гифов мицелия анализировали по числу ветвей, обра-
зующихся от проростковой трубочки в течение 7 ч после действия на культуру.
Было установлено, что при всех вариантах воздействия количество разветвлений
от проростковой трубочки со временем возрастало, но незначительно (Р < 0.05)
в сравнении с контролем (табл. 1).

Анализ морфологии гифов микромицета методом конфокальной микроско-
пии после выращивания А. аwamori на агаризованной среде Вогеля не выявил
существенных изменений мицелия при всех трех видах стрессового воздейст-
вия на культуру.

Постановка вышеописанных экспериментов представляется логичной и це-
лесообразной, особенно если учесть, что даже незначительные изменения пула
Са2+ способны активировать самые разнообразные сигнальные процессы [14],
в том числе сопряженные с изменениями физиологии микробных культур. Это
интересно в связи с тем, что в ранее проведенной работе мы установили вре-
менное увеличение содержания Са2+ в клетках А. аwamori, индуцированное те-
ми же внешними факторами [7]. При этом содержание внутриклеточного каль-
ция в ответ на механическое воздействие, гипоосмотический шок и высокие
концентрации экзогенного кальция быстро (через 1–5 мин) возвращалось к
норме, что не противоречит данным литературы о необходимости поддержания
Са2+ в клетке на низком уровня для нормального фосфатного метаболизма [2].

Контролем служили культуры, не подвергавшиеся никакому воздействию.
Результаты представляют собой среднее + стандартное отклонение n = 75. Ста-
тистические данные показали отсутствие существенной разницы при 5%-ном
уровне достоверности между исследуемыми культурами в определенный мо-
мент времени.

С учетом выявленных изменений в содержании внутриклеточного кальция
при воздействии на микромицет экзогенного Са2+, нами был проведен более
детальный анализ влияния на рост колоний и спорообразование А. аwamori
СаС12 в зависимости от его содержания в среде (0.5 и 5 мМ). Как оказалось,
0.5 мМ СаС12, как и в контроле, не оказывал влияния на рост колоний и спо-
робразование А. аwamori. Вместе с тем СаС12 в концентрации 5 мМ, не вызывая
изменений  в  интенсивности  спорообразования,  стимулировал  рост  колоний,
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Табл. 2
Влияние экзогенного СаС12 на рост колоний А. awamori

Время после
воздействия,

час
Контроль Воздействие СaCl2

0.5 мМ               5.0 мМ
Стимуляция, %
5.0 мМ СaCl2

24-й 0 0 0 0
48-й 2.5 ± 0.08 2.5 ± 0.07 2.6 ± 0.06 0
72-й 6.0 ± 0.07 6.0 ± 0.08 7.0 ± 0.09 0
96-й 8.0 ± 0.11 8.0 ± 0.09 10.0 ± 0.10 12.5

120-й 13.0 ± 0.10 12.5 ± 0.11 15.0 ± 0.09 15.3
144-й 17.5 ± 0.13 18.0 ± 0.12 20.0 ± 0.11 11.6
168-й 22.5 ± 0.17 22.5 ± 0.19 28.5 ± 0.13 12.1
192-й 27.4 ± 0.19 27.5 ± 0.17 32.5 ± 0.13 11.9

Результаты представляют собой среднее ± стандартная ошибка.
Контроль – клетки подвергнуты механическому воздействию.
Стимуляция роста колонии в % по отношению к контролю, принятому за 100%.
Величина колоний дана в радиусах (мм).

повышая величину радиуса колонии микромицет через 96 ч после воздействия
примерно на 12% в сравнении с контролем (табл. 2).

Сопоставляя результаты этого эксперимента с ранее полученными данными
об изменении уровня Са2+ в зависимости от интенсивности (концентрации
СаС12) стрессового воздействия на клетки, определяемом с помощью рекомби-
нантного экворина, можно считать информативным характер амплитуды лю-
минесценции, учитывающий ее величину, время подъема и релаксациия. Для
вариантов воздействия на А. аwamori СаС12 в концентрации 5 мМ характерна
была наибольшая величина амплитуды люминесценции при меньшем времени
релаксации. В случае использования 0.5 мМ СаС12 при низкой амплитуде лю-
минесценции наблюдалась длительная релаксация [7]. Анализируя эти данные,
можно видеть, что более высокая «кальциевая вспышка», индуцированная
5 мМ СаС12, коррелировала со стимулированием роста колонии микромицета в
сравнении с контролем.

Существенно, что кальциевый ответ клетки на воздействие экзогенного
кальция зависел не только от концентрации Са1С2, но и от физиологического
возраста микромицета. Как было показано ранее [7], реакция клеток активнора-
стущих культур (24-й, 48-й час) на внесение в среду СаС12 была слабее, чем
при воздействии СаС12 в этих же концентрациях на клетки стационарной куль-
туры (72-й час). В клетках А. аwamori поздней стационарной фазы (96-й час)
Са2+-ответ вновь уменьшался. Вероятнее всего, внутриклеточный Са2+ в ста-
ционарных клетках находится в связанном состоянии, выполняя функции ста-
билизатора клеточных биополимеров и надмолекулярных структур, и потому
не определяется применяемым методом, что не противоречит данным литера-
туры о присутствии Са2+ в покоящихся формах микроорганизмов в связанном
состоянии [15, 16].

Таким образом, физико-химические стимулы, индуцирующие кратковре-
менные «кальциевые вспышки» в клетках без сопутствующих изменений (воз-
никновение вторичного кальциевого ответа) и потому не вызывающие серьезных
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нарушений механизма гомеостаза Са2+ в клетках микромицетов, не оказывают
существенного влияния на рост и развитие мицелиального гриба, что, однако,
варьирует в зависимости от интенсивности стрессового воздействия и физио-
логического состояния культуры.

Следующей задачей настоящей работы было определение ветвления гифов
мицелия, интенсивности роста колоний и спорообразования у A. awamori, под-
вергнутых воздействию фармакологическими препаратами, известными своей
способностью влиять на Са2+-сигнальные системы и (или) гомеостаз этих ионов
внутри гифов мицелия. С этой целью в экспериментах тестировались Са2+-анта-
гонисты (La3+, KP4, ВАРТА), способные ингибировать различные кальциевые
каналы, что было показано на клетках животных и растений [17, 18]. При изу-
чении влияния этих блокаторов Са2+ на рост культуры A. awamori препараты
исследовали в концентрации IС50, а также использовали и самые высокие кон-
центрации, применявшиеся нами в люминометрических экспериментах [7].
Вследствие ограниченного количества препарата KP4 наивысшая концентрация
его при изучении влияния на рост гриба составила 5.4 мкМ. Самая высокая ис-
следованная концентрация препарата ВАРТА составила 5 мМ, что было связа-
но с его ограниченной растворимостью.

Разрастание колонии микромицета регистрировали через каждые 24 ч по
величине диаметра колонии (радиус, мм) в течение 8 дней после переноса 24-
часовой культуры плесневого гриба в агаризованную среду, содержащую ис-
следуемые Са2+-антагонисты. Влияние LaCl3, известного блокатора кальциевых
каналов L-типа, на рост культуры мицелиального гриба исследовали в двух
концентрациях (10 и 20 мМ). При выращивании A. awamori в агаризованной
среде с LaCl3, добавленным в дозе 10 мМ наблюдалась стимуляция разрастания
колонии, особенно четко выраженная по сравнению с контролем после 72 ч
инкубации (табл. 3). Рост культуры в среде с LaCl3 в более высоких концентра-
циях (20 мМ) угнетался. Наиболее четко ингибирующее действие 20 мМ LaCl3

проявлялось после 120 ч, когда скорость разрастания колонии замедлялась на
23–30% в сравнении с контролем (табл. 3).

Механизм выявленного эффекта можно объяснить, анализируя данные ли-
тературы [10], согласно которым La3+ в низких концентрациях (до 5 мМ) вызы-
вает деполяризацию мембран у Neurospora crassa и, как следствие, изменения
ее функциональной активности. В результате поток Са2+ в цитоплазму осуще-
ствляется как через мембрану цитоплазматическую, так и мембраны внутри-
клеточных резервуаров Са2+, то есть неспецифически. Показанная нами ранее
[7] избирательность Са2+-ингибирующего действия La3+ на гипоосмотический
шок и воздействие экзогенным СаС12 свидетельствуют о более сложном харак-
тере воздействия на клетки микромицета высоких концентрациий La3+. Эффект
заключается в том, что при концентрации 20 мМ лантан не только способствует
уменьшению амплитуды люминесценции экворина у гриба, но и индуцирует
возникновение вторичной Са2+-вспышки, соответствующей выходу Са2+ из кле-
точных органелл. Помимо этого, La3+ при любой концентрации, превышающей
5 мМ, также вызывал превышение конечного уровня содержания Са2+ над нор-
мой [7]. В связи с изложенным можно предположить, что угнетение скорости
роста колоний микромицета под действием высоких  доз  лантана  обусловлено
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Табл. 3
Влияние LaCl3 на скорость разрастания колоний микромицета А. awamori, культиви-
руемого на плотной среде Вогеля

Время после
воздействия,

час
Контроль Воздействие СaCl2

10 мМ               20 мМ
Ингибиция Стимуляция

20 мМ LaCl3    10 мМ LaCl3

24-й 0 0 0 0 0
48-й 2.6 ± 0.08 2.6 ± 0.07 2.4 ± 0.06 1.0 0
72-й 6.0 ± 0.10 6.0 ± 0.08 5.0 ± 0.07 17.0 0
96-й 8.0 ± 0.11 9.0 ± 0.09 7.0 ± 0.09 13.0 12.5

120-й 13.0 ± 0.10 15.0 ± 0.11 10.0 ± 0.09 14.0 15.3
144-й 18.0 ± 0.13 21.0 ± 0.12 14.0 ± 0.11 23.0 11.6
168-й 23.5 ± 0.17 28.5 ± 0.19 17.5 ± 0.13 25.6 12.1
192-й 28.4 ± 0.19 33.5 ± 0.17 19.5 ± 0.13 31.5 11.9
Результаты представляют собой среднее ± стандартная ошибка.
Контроль – клетки подвергнуты механическому воздействию.
Ингибиция, стимуляция роста колонии в % по отношению к контролю, принятому за 100%.
Скорость разрастания колоний микромицета – радиус (мм).

нарушениями гомеостаза ионов кальция внутри гифов микромицета, сопря-
женными с изменением физиологического состояния клеток.

Дальнейшие исследования роста и развития A. awamori показали замедле-
ние процесса спорообразования у микромицета, что коррелирует с уменьшени-
ем скорости разрастания колоний приблизительно на 30%. Очевидно, угнете-
ние роста и спорообразования у A. awamori возрастающими концентрациями
лантана (20 мМ) можно объяснить токсичностью LaCl3 для клеток [10], обу-
словленной возникновением вторичной «Са2+-вспышки», и сохранением дли-
тельное время кальция в клетке на более высоком уровне, чем в норме.

Следующим Са2+-блокатором, использованным в экспериментах был KP4,
который, как было показано на примере U. maydis, действует аналогично хелато-
рам (EGTA) и ингибитору Са2+-канала (Cd2+)[19]. Отметим, что показатели IC50

для КР4 выражены в мкМ, в отличие от IC50 для LaCl3, который дан в мМ. В этой
связи представляется вполне вероятным, что КР4 проявляет более высокую
специфичность для Са2+-каналов, чем LaCl3. Тем не менее в результате воздей-
ствия на микромицет не было обнаружено заметного влияния этого препарата
на скорость разрастания колоний и на спорообразование ни в одной из иссле-
дованных (0.4 и 5.4 мкМ) концентраций, хотя наши данные люминометрических
опытов выявили способность КР4 в зависимости от дозы ингибировать каль-
циевый ответ на осмотический шок и внесение в среду высоких концентраций
СаС12, что сопровождалось уменьшением амплитуды Са2+ вспышки и увеличе-
нием продолжительности периода восстановления Са2+ до нормального уровня.

Под действием препарата ВАРТА (1 мМ) скорости разрастания колоний и
образования спор у A. awamori не отличались от контроля, но при увеличении
его концентрации до 5 мМ резко замедлялось разрастание колоний микромице-
та: через 24 ч скорость их роста составляла 25–30%, через 192 ч – 18–20% от
контроля, принятого за 100%. Угнетение роста микромицета коррелирует со
способностью ВАРТА (Са2+-хелатор) в дозе 5 мМ полностью ингибировать
Са2+-ответ микромицета на механическое воздействие и осмотический шок [1].



ВЗАИМОСВЯЗЬ ИЗМЕНЕНИЙ ОТВЕТОВ ASPERGILLUS AWAMORI… 153

Суммируя результаты, описанные в данной работе, можно сделать сле-
дующие выводы.

• Физико-химические методы воздействия (механическая стимуляция, ги-
поосмотический шок и высокая концентрация внеклеточного СаС12), которые
вызывали кратковременные повышения уровня Са2+ в клетках микромицета, не
оказывали влияния на скорость разрастания колоний, спорообразование и мор-
фологию гифов.

• Такие Са2+-антагонисты, как La3+ и препарат ВАРТА, ингибирующие
кальциевый ответ микромицета на физико-химические стимулы, в высоких
концентрациях ингибировали процессы спорообразования и роста колоний
микромицета.

• Эффект подавления разрастания колоний микромицета и спорообразова-
ния мог быть обусловлен токсичностью высоких концентраций La3+ для клеток,
обусловленной возникновением вторичной Са2+-вспышки, и сохранением дли-
тельное время кальция в клетке на более высоком уровне, чем в норме.

Summary

O.V. Kozlova, S.U. Egorov, F.G. Kuprianova-Ashina. Interrelation of Cellular and Cal-
cium Responses of Aspergillus awamori to Influence of Ca2+ modulators.

Using the culture of Аspergillus аwamori 66А with the recombinant Ca2+-dependent
photosensitive protein-aequorin, the cellular response to stressful influences (increasing the
level of CaCl2 in a medium, hyposmotic and mechanic shock) connected with the insignifi-
cant increase of hyphae’s branching from the sprout tubule of micromyces was studied. The
influence on the growth of colonies and sporulation of A. awamori by a number of pharma-
cological preparations that stimulate or inhibit Ca2+-signal systems was also investigated.
It was discovered that Ca2+-antagonists (La3+ and BAPTA) in their high concentrations (20
and 5 mM) suppress the growth of colonies and sporulation of A. awamori in contrast to KP4
that has no influence on these parameters.

Key words: stressful influences, micromyces Аspergillus аwamori 66A, hyphae’s
branching, pharmacological preparations, Ca2+ -antagonists (La3+ and BAPTA).
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