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МОДИФІКОВАНІ УМОВИ КУЛЬТИВУВАННЯ ЯК СПОСІБ ВПЛИВУ  
НА МОРФОФУНКЦІОНАЛЬНІ ВЛАСТИВОСТІ  

МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ КЛІТИН ПУПОВИНИ ЛЮДИНИ 
 

Дослідження присвячено стандартизації процедури культивування мезенхімальних клітин пуповини людини. Опи-
сано ефекти збагаченої тромбоцитами плазми та синтетичних інгібіторів протеїнкіназ на культуру мезенхімальних 
клітин. Показано, що збагачена тромбоцитами плазма може бути замінником ембріональної телячої сироватки, а 
ефекти синтетичних інгібіторів протеїнкіназ на культуру клітин залежать від їх хімічної структури і концентрації 
та від періоду росту культури.  
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Вступ. Морфофункціональні характеристики мезен-

хімальних стовбурових клітин (або мультипотентних 
стромальних клітин) є питанням, що активно та різнобі-
чно вивчаються у провідних лабораторіях світу. Адже 
саме МСК є на сьогодні найбільш перспективним дже-
релом клітинного матеріалу для регенеративної меди-
цини [1, 2]. Одним з найбільш оптимальних джерел 
МСК вважається сполучна тканина пуповини. Клітини 
отримані з цього матеріалу є онтогенетично ранньою 
популяцією та займають проміжне місце між мультипо-
тентними та плюрипотентними клітинами. Важливими 
факторами на користь пуповини також є відсутність 
етичних протиріч, доступність, адже пуповина вважа-
ється утильним матеріалом, відносна простота ізолю-
вання мезенхімальних клітин [1-3].  

Однак різноманіття патологій, що можуть бути ско-
риговані за допомогою цих клітин, приводить до потре-
би детальної характеристики та ретельної підготовки 
матеріалу. Проблема адекватної підготовки МСК до 
введення пацієнтам гостро стоїть у всьому світі. Задля 
уніфікації вимог до умов роботи з клітинами було ство-
рено низку міжнародних стандартів, найбільш популяр-
ним з яких є фармацевтичний стандарт GMP (good 
manufacturing practice), що для роботи з клітинами і 
тканинами був модифікований у стандарт GTP (good 
tissue practice) [1-3]. У даній роботі розглядаються мож-
ливості регулювання властивостей МСК у культурі ли-
ше з науково-дослідною метою, проте, базуючись саме 
на таких дослідженнях, у майбутньому можуть бути 
розроблені чіткі вказівки щодо підготовки МСК для за-
стосування у конкретних випадках. 

Культивування МСК пов'язане з рядом методологічних 
труднощів. При культивуванні МСК з усіх відомих джерел 
гостро постає питання підбору оптимального поживного 
додатка до культурального середовища, що забезпечував 
би тривале збереження дедиференційованого стану клі-
тин і не спричиняв би малігнізації культури [1-11].  

Відомо, що важливу роль у проліферації, самовід-
новленні, диференціюванні й здатності до хоумінгу МСК 
відіграє активація рецепторів тирозин-кіназного типу, 
що призначені для зв'язування з ключовими факторами 
росту (PDGF, EGF, IGF-1 тощо) [4-12]. Збагачена тром-
боцитами плазма (ЗбТП) містить близько тисячі росто-
вих факторів, основними з яких є: PDGFαα, PDGFαβ, 
PDGFββ, TGFβ1 та TGFβ2, IGF-1, VEGF, PDAF, FGF, 
TSP, які виступають у ролі стимуляторів проліферації 
та регуляторів диференціювання МСК та здатні регу-
лювати формування позаклітинного матриксу [4-9,11]. 
Похідні малеїміду здатні взаємодіяти з АТФ-зв'язуючим 
сайтом тирозин-кіназних рецепторів та, таким чином, 
впливати на життєдіяльність МСК. Недостатньо вивче-
но ступінь селективності таких інгібіторів, тому важли-
вим є аналіз їх впливів на характеристики клітин. Інгібі-
тори протеїнкіназ вважаються потужними сучасними 

протираковими препаратами. Похідні малеїміду (МІ-1) 
та дигідропіролу (Д-1) є перспективними кандидатами 
для використання у терапії. Показано, що ці речовини 
мають виражений цитостатичний вплив на культури 
малігнізованих клітин (лінія раку товстої кишки та інші) і 
практично не впливають негативно на нормальні кліти-
ни (фібробласти, ендотеліальні та інші) [12-14]. 

Культивування МСК зі строми пуповини та інших 
джерел є необхідним етапом нарощення кількості клітин 
при терапевтичному застосуванні МСК. З метою станда-
ртизації та оптимізації усього процесу культивування до 
потреби потенційного застосування, ведуться пошуки 
оптимального джерела ростових факторів не ксеноген-
ного походження (що є вкрай важливо у зв'язку з потен-
ційною небезпекою занесення інфекційних агентів, або 
інших небезпечних факторів, що не підлягають ефектив-
ність детекції.), яке забезпечувало би збереження харак-
теристик, що властиві культурі, вирощеній у присутності 
стандартного додатку – ЕТС. Існують роботи, що аналі-
зують вплив різних (5-20%) концентрацій ЗбТП на мор-
фофункціональні характеристики культур клітин. Базую-
чись на цих [4-11] та даних власних попередніх дослі-
джень [16] для роботи було обрано концентрацію 10%. 

Метою роботи було вивчення змін морфофункціо-
нальних особливостей мезенхімальних клітин пуповини 
людини за умов культивування у присутності різних 
стимулюючих (на прикладі ЗбТП) та інгібуючих (на при-
кладі похідних малеїміду та дигідропіролу) проліфера-
цію додатків до поживного середовища.  

Матеріали та методи. Експеримент проведений на 
культурах МСК пуповини людини. Пуповини за інфор-
мованою згодою породіль були надані Київським поло-
говим будинком №5. Клітини були ізольовані за влас-
ною комбінованою (механічна та ферментативна) ме-
тодикою – патент на корисну модель МПК 2012.01 
C12N5/00, №74171 від 25.10.2012 [15]. Культивування 
проводилось у пластикових флаконах (PAA, Австрія) 
75 см2 та 25 см2. Для оцінки стану культур клітин засто-
совувався інвертований мікроскоп Leica DMIL. Викорис-
товувалось поживне середовище DMEM (Sigma) з низь-
ким вмістом глюкози. Збагачена тромбоцитами плазма 
отримувалась від здорових донорів за двоетапною ме-
тодикою центрифугування та згідно рекомендацій для 
використання у культивуванні клітин [16]. Стандартне 
джерело ростових факторів – ембріональна теляча 
сироватка (ЕТС) (виробник: РАА Laboratories) викорис-
товувалось у концентрації 10%. Враховуючи неодно-
значність літературних даних, що пропонують різні кон-
центрації ЗбТП, було проведено попереднє тестування 
концентрацій ЗбТП, отриманих з пуповинної крові (ау-
тологічна) та від дорослих донорів (алогенна) і обрано 
робочу концентрацію 10% [4-11,16]. Було проаналізова-
но 30 зразків культур МСК 2-го пасажу, що, у залежнос-
ті від використаного додатку до середовища, були роз-
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ділені на 3 групи по 10 зразків: ЕТС, ЗбТП (аутологічна) 
та ЗбТП (алогенна). За культурами спостерігали протя-
гом 21 дня, до проведення наступного етапу пасажу-
вання. Середовище замінювали двічі на тиждень. Два 
зразки, що вирощувались із додаванням алогенної 
ЗбТП вибули з наступних етапів порівняння, у зв'язку з 
вираженим цитотоксичним ефектом, що проявився на 
третю добу. Аутологічну ЗбТП не вдалось отримати з 3 
зразків кордової крові, у зв'язку з гемолізом. Один зі 
зразків культури, що були вирощені у присутності ЕТС 
вибув з експерименту через грибкову контамінацію. 
Однорідність культури оцінювали за ступенем морфо-
логічної подібності одна до одної клітин у культурі, зок-
рема за такими показниками – фібробластоподібна фо-
рма, світла цитоплазма, моношар без атипових утво-
рень тощо. Для перевірки збереження властивостей 
МСК було обрано класичні позитивні маркери МСК: 
CD105, CD90, CD73. Аналіз проводився згідно класич-
них протоколів. Клітини вміщували в епендорф у вигля-
ді суспензії (1 – 5 × 106 кл/мл) у крижаному PBS з дода-
ванням 1 % азиду натрію. Додавали 0,1 – 10 мкг/мл 
первинних мічених антитіл, розчинених у 3 % BSA/PBS 
та інкубували 30 хв при кімнатній температурі. Потім 
клітини відмивали тричі, центрифугуючи на 400 g про-
тягом 5 хв та ресуспендували у 500 мкл крижаного PBS. 
Після цього етапу матеріал аналізувався у проточному 
цитометрі. Як мітка використовувався FITC. Були вико-
нані стандартні контрольні виміри. Методика була по-
ставлена у відділі клітинних та тканинних технологій 
Інституту генетичної та регенеративної медицини  
НАМНУ. Визначення здатності до хондрогенезу здійс-
нювалось цитохімічно, шляхом забарвлення альціано-
вим синім. Синтетичні інгібітори протеїнкіназ – похідне 
малеїміду 1-(4-Cl-бензил)-3-Cl-4-(CF3-феніламіно)-1Н-

пірол-2,5-діон (М1) та похідне дигідропіролу 1,4-
заміщений 5-аміно-1,2-дигідропірол-3-он (Д1) були син-
тезовані у ХімБіоЦентрі КНУ імені Тараса Шевченка. 
Для оцінки морфологічних характеристик культури під 
впливом вищевказаних речовин, клітини висівали з роз-
рахунку 1000 на лунку у 6-лункові планшети з додаван-
ням спадаючих концентрацій речовин МІ та "Д-1" (титр 
від 10-3 до 10-9 мкг/мл). Паралельно ставились два варіа-
нти: одночасне з розсівом додавання інгібіторів протеїн-
кіназ та додавання речовин на наступну добу (після при-
кріплення клітин). Спостереження проводили протягом  
7 діб, морфологічні характеристики клітин аналізували на 
3-й та 7-й день день після висіву клітин. 

Результати та їх обговорення. Нами показано, що 
при культивуванні як у присутності ЕТС, так і у присут-
ності обох варіантів ЗбТП (алогенного та аутологічного) 
культура мала наступні морфологічні характеристики: 
виражений клональний ріст, клітини 25-50 мкм у довжи-
ну, фібробластоподібні, з одним або кількома овальни-
ми ядрами та кількома ядерцями, формують моношар, 
зустрічаються скупчення клітин (рис. 1). Клітини експре-
сують поверхневі маркери МСК CD105, CD90, CD73 та 
здатні до перетворення на хондроцити. Досліджувані 
культури були доведені до 6 пасажу і було показано, 
що зразки, які культивувались у присутності ЗбТП (ало-
генної та аутологічної) зберігали морфологічні ознаки 
МСК [17,18] довше – до 5-6 пасажу: більша частина 
культури була представлена веретеноподібними кліти-
нами зі світлою цитоплазмою. У присутності ЕТС на 5-
6 пасажі вже починали переважати крупні багатоядерні 
клітини. У деяких клітинах з'являлись темні гранули, а у 
деяких – прозорі вакуолі. Це може свідчити про початок 
процесу старіння культури, втрату мультипотентності 
клітин та розвиток апоптозу.  
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Рис. 1. Порівняння морфологічних характеристик мезенхімальних клітин пуповини людини,  
що були культивовані у присутності ЕТС (а) та ЗбТП (б), 2 пасаж, зб. ×100, забарвлення гематоксиліном 

 
Отже, основну мету вибору такого додатку – уник-

нення елементів ксеногенного походження у середови-
щі без втрати клітинною культурою морфологічних ха-
рактеристик можна вважати досягнутою: дане дослі-
дження демонструє ефективність заміни ЕТС на ЗбТП 
при культивуванні МСК з пуповини людини.  

На сьогодні у світі проведено ряд досліджень впли-
ву інгібіторів протеїнкіназ на морфологічні характерис-
тики та проліферативний потенціал культур клітин сса-
вців різних типів (нормальних та трансформовних). Од-
нак, клітини матриксу пуповини, як і інші типи клітин зі 
стовбуровими властивостями, для таких досліджень не 
використовувались. Біологічні ефекти інгібіторів протеї-
нкіназ МІ-1 та Д-1 також є ще недостатньо досліджени-
ми, тому відомості про їхні впливи на культуру МСК є 
особливо цінними. 

Для оцінки впливу різних концентрацій МІ-1 та Д-1 
на морфологічні ознаки культури, було обрано культуру 
мезенхімальних клітин 1-го пассажу у різні періоди часу 
після висіву (на 3-й та 7-й дні), які різняться за ступенем 

прикріплення клітин та їх морфологічними ознаками. На 
3-й день після висіву клітин у середовище з додаван-
ням МІ-1 та Д-1 у концентраціях від 10-3 до 10-9 моль/л 
(М) у контрольних культурах були присутні видовжені 
клітини з рівними краями, що щільно прилягали одна до 
одної, зі світлою цитоплазмою, досить великим ядром з 
кількома ядерцями (рис. 2). Середовище навколо куль-
тури залишалось прозорим. Культура була майже од-
норідною, деякі клітини знаходились на стадії поділу. 
Трипановий синій не забарвив жодної клітини. Ефекти 
МІ-1: Культура, що була висіяна з додаванням МІ-1 у 
концентрації 10-3 М містила багато мертвих клітин, та 
клітин округлих, неправильної форми, з зернистою ци-
топлазмою. У культурі, що вирощувалась при концент-
рації МІ-1 10-4 М зустрічались поодинокі мертві клітини, 
культура була неоднорідною за морфологічними озна-
ками. При додаванні МІ-1 у концентраціях 10-5–10-7 М 
культури були схожими за морфологічними ознаками 
на контрольний зразок. При концентраціях 10-8–10-9 М 
культури знаходились у хорошому стані, були морфо-
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логічно подібними до контрольного зразка, подекуди 
навіть більш однорідними та з більшою кількістю клітин, 
що діляться. Ефекти Д-1: стан культури, що була висія-
на з додаванням речовини Д-1 у концентрації 10 -3 М, 
свідчив про значний цитотоксичний вплив даної речо-
вини, вона практично не містила живих клітин. У куль-
турі, що вирощувалась при концентрації Д-1 10-4 М спо-
стерігалась велика кількість мертвих та не прикріпле-
них клітин, зустрічались клітини різної форми, багато з 
них містили темну зернистість. При додаванні Д-1 у 
концентраціях 10-5-10-7 М культури наближались за 
морфологічними ознаками до контрольної, але були 
все ж менш однорідними. При концентраціях 10-8– 
10-9 М культури відповідали контрольній за основними 
характеристиками.  

Отже, на 3-й день культивування МСК при концентра-
ціях 10-3 _10-4 .М ефекти Д1 на життєздатність і морфологі-
чні ознаки клітин є більш вираженими, ніж ефекти МІ-1.  

На 7-й день після висіву клітин у середовище з до-
даванням МІ-1 та Д-1 у концентраціях від 10-3 до 10-8 М 
спостерігалась наступна картина. У контрольних зраз-
ках переважали видовжені клітини, що щільно приляга-
ли одна до одної. Клітини мали світлу цитоплазму, се-
редовище навколо культури містило невеликі частинки 
детриту, допустимі для культури такого віку та ступеня 
конфлюентності. Культура була практично однорідною 
за морфологічними характеристиками. У деяких ділян-
ках спостерігалось нашарування клітин та їх клональ-
ний ріст. Трипановий синій забарвив одиничні клітини 
(0,5%). Ефекти МІ-1: При додаванні МІ-1 у найбільшій 
концентрації (10-3 М) культура була повністю мертвою. 
У культурі, що росла за умов додавання МІ-1 у концен-

трації 10-4 зустрічались поодинокі мертві клітини, куль-
тура була морфологічно неоднорідною, були присутні 
клітини різного розміру, деякі з них мали великі ядра та 
відростки. При додаванні МІ-1 у концентраціях 10-5– 
10-7 М культура була схожою за ознаками на контроль-
ний зразок, але у ній спостерігалось менше нашарувань 
клітин (рис. 3). МІ-1 у концентраціях 10-8–10-9 М практи-
чно не впливав на стан культури, за морфологічними 
характеристиками клітини відповідали контрольним 
зразкам та були навіть більш однорідними. Ефекти ре-
човини Д-1: Культура, що була висіяна з додаванням 
похідного дигідропіролу Д-1 у концентрації 10-3 М місти-
ла мертві клітини та велику кількість детриту. При до-
даванні Д-1 у концентрації 10-4 М спостерігались мертві 
клітини, проте зустрічались і живі, фібробластоподібні. 
За умов додавання Д-1 у концентраціях 10-5–10-7 М спо-
стерігалась культура середньої однорідності, з клітина-
ми дещо більшого (порівняно з контролем) розміру, з 
великими ядрами (рис. 4), інколи багатоядерні. При 
культивуванні у присутності Д-1 у концентрації 10-8– 
10-9 М клітини перебували у хорошому стані, культура 
була однорідна та чиста. На 3й день після додавання 
речовин МІ-1 та Д-1 у середовище з попередньо при-
кріпленими до субстрату клітинами, навіть у концентра-
ції 10-5–10-4 М культура за морфологічними показника-
ми наближалась до контрольної: клітини характерної 
фібробластоподібної форми, з чітким ядром, у деяких 
зразках сформувались колонії.  

Таким чином, ефекти речовин МІ-1 та Д-1 після при-
кріплення клітин, навіть при вищих концентраціях, є 
менш цитотоксичними, ніж до їх прикріплення  

 

 
 

 

Рис. 2. Контрольна культура мезенхімальних клітин  
матриксу пуповини 1-го пасажу,  

забарвлення гематоксиліном, зб. ×100 

Рис. 3. Культура 1-го пасажу,  
культивування у присутності МІ-1 10-6 моль/л,  

забарвлення гематоксиліном, зб. ×100 
 

 
 

Рис. 4. Культура 1-го пасажу, культивування у присутності речовини Д-1 10-6 моль/л,  
забарвлення гематоксиліном, зб. ×100 

 
При додаванні речовин на 2-й день культивування 

навіть в одразу більшій концентрації культури проявля-
ли більшу стійкість, були більш морфологічно однорід-
ними. Також помітно, що спочатку від більших концент-

рацій клітини гинуть, але ті, що виживають – продовжу-
ють нормальну життєдіяльність. Можливо, саме у цьо-
му і проявляється принцип селекції певної популяції 
клітин. Д-1 спочатку провокує масивну загибель клітин, 
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але при подальшому підтриманні культури, у зразках з 
невисокими концентраціями клітини відрізнялись від 
контролю у кращий бік. Для отримання обґрунтованих 
висновків планується провести додаткові дослідження, 
але не виключається можливість селекції певної особ-
ливо стійкої до дії інгібіторів протеїнкіназ популяції, що 
може мати модифіковані властивості, у тому числі – 
проявляти ознаки трансформованих клітин. 

Хоча вважається, що мезенхімальні клітинни з мат-
риксу пуповини володіють найменшою туморогенністю, 
проте вплив застосованих у досліженні інгібіторів про-
теїнкіназ на ці клітини є нелінійним. Це може мати на-
ступне пояснення: мезенхімальні клітини, хоч і вважа-
ються гомогенною культурою, найвірогідніше, мають 
субпопуляції, що дещо відрізняються за морфофункці-
ональними характеристиками. Так, частина клітин може 
мати надвисокий проліферативний потенціал, а части-
на – перебувати у стані спокою [1-3]. Можливо, ці функ-
ціональні стани впливають і на здатність до диферен-
ціювання: Клітини сполучної тканини пуповини прийня-
то називати плюри/мультипотентними, можливо, у по-
пуляції присутні і мультипотентні, і плюрипотентні клі-
тини, а також частина більш диференційованих міофіб-
робластів. Відповідно і потенційний терапевтичний 
вплив культури та ймовірність виникнення побічних 
ефектів можуть залежати саме від співвідношення різ-
них субпопуляцій у конкретному зразку клітинного ма-
теріалу. МСК можуть використовуватись як вектори для 
перенесення субстанцій, у тому числі – з метою боро-
тьби з пухлинами, адже ці клітини володіють унікаль-
ною здатністю рухатись у напрямку новоутворень в 
організмі. Проте існують повідомлення, що вказують на 
потенційну схильність МСК до підвищення малігнізації. 
З метою зменшення таких негативних ефектів, МСК 
можна використовувати паралельно з цитостатичними 
препаратами, до яких і належать синтетичні інгібітори 
протеїнкіназ. Тому винятково важливим є багатогранне 
вивчення впливу таких речовин на МСК. Ці дослідження 
є абсолютно новими для усієї світової спільноти, тому у 
даній роботі розглядається лише пілотна частина – 
вплив синтетичних інгібіторів протеїнкіназ на проліфе-
ративну здатність та морфологічні характеристики МСК, 
отриманих зі сполучної тканини пуповини людини. 
Отримані дані дозволяють спланувати подальші цито-
логічні, біохімічні та молекулярно-біологічні досліджен-
ня. Таким чином використання МІ-1 та речовини Д-1 
може стати корисним як для більш детального вивчен-
ня ефектів цих речовин на різні типи клітин, так і для 
наближення до розуміння природи МСК та спроби селекції найбільш 
безпечної субпопуляції клітин. 

Висновки. В дослідженні встановлено позитивний вплив збагаченої 
тромбоцитами плазми (у концентрації 10%) як додатку до середовища 
культивування на морфо-функціональний стан клітин матриксу пупови-
ни. Показано, що такий додаток, джерело широкого спектру ростових 
факторів, може бути оптимальним замінником ксеногенного додатку – 
ембріональної телячої сироватки. Дослідження впливу синтетичних 
інгібіторів тирозинових протеїнкіназ – речовин МІ-1 та Д-1 у різних кон-
центраціях – на культури МСК на різних пасажах дозволяє припустити 

існування в таких культурах популяцій клітин, що різняться за проліфе-
ративним та туморогенним потенціалом.  
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МОДИФИЦИРОВАННЫЕ УСЛОВИЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ КАК СПОСОБ ВЛИЯНИЯ 

НА МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ КЛЕТОК ПУПОВИНЫ ЧЕЛОВЕКА 
Исследование посвящено стандартизации процедуры культивирования мезенхимальных клеток из пуповины человека. Описаны 

эффекты обогащенной тромбоцитами плазмы и синтетических ингибиторов протеинкиназ на культуру мезенхимальных клеток. 
Показано, что обогащенная тромбоцитами плазма может заменить эмбриональную телячью сыворотку, а эффекты синтетических 
ингибиторов протеинкиназ на культуру клеток зависят от их химической структуры и концентрации и от периода роста культуры. 

Ключевые слова: пуповина, культура клеток, мезенхимальные клетки, обогащенная тромбоцитами плазма, ингибиторы протеи-
нкиназ. 
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MODIFIED CULTURE CONDITIONS AS AN INFLUENCE ON MORPHOFUNCTIONAL CHARACTERISTICS  
OF HUMAN UMBILICAL CORD MESENCHYMAL CELLS 

Research is devoted to standardization of procedure of culturing mesenchymal cells from human umbilical cords.The effects of platelet-rich 
plasma and synthetic protein kinase inhibitors on the culture of mesenchymal cells are described. It is shown that platelet-rich plasma may be a 
substitute for fetal calf serum and that effects of synthetic protein kinase inhibitors on cell culture depend on their chemical structure and 
concentration and on the period of culture growth. 

Key words: umbilical cord, cell culture, mesenchymal cells, platelet rich plasma, protein kinase inhibitors. 
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ВПЛИВ РІЗНИХ ДОЗ МІНЕРАЛЬНОГО АЗОТУ НА ЗАГАЛЬНИЙ ВМІСТ БІЛКА КОРЕНІВ  
ТА БУЛЬБОЧОК СОЇ, ІНОКУЛЬОВАНОЇ ШТАМАМИ BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM  

ІЗ КОНТРАСНИМИ СИМБІОТИЧНИМИ ХАРАКТЕРИСТИКАМИ 
 
Дослідити динаміку змін загального вмісту білка коренів та бульбочок сої за інокуляції контрастними за симбіо-

тичними характеристиками штамами Bradyrhizobium japonicum в умовах різного забезпечення мінеральним азотом. 
Насіння сої інокулювали активним та неактивним штамами ризобій. Рослини вирощували в умовах вегетаційного 
досліду. Для одержання білкових екстрактів корені та бульбочки відбирали у фази бутонізації, початку цвітіння та 
масового цвітіння рослин. Кількісний вміст сумарного білка в зразках визначали за методом Бредфорда. Показано 
відмінності у кількісному вмісті загального білка в коренях і бульбочках сої, інокульованої активним і неактивним 
штамами B.japonicum, залежно від фази росту рослин та дози внесеного мінерального азоту. Висунуто припущення, 
що виявлені зміни вмісту білка пов'язані із процесами формування та функціонування бобово-ризобіального симбіозу. 

Ключові слова: азотфіксація, ризобії, соя, симбіотичні системи, білки. 
 
Вступ. Азот є одним із самих важливих органоген-

них елементів, якого потребують усі живі істоти для 
забезпечення своєї життєдіяльності [1, 2]. Проте багато 
різних процесів призводять до зменшення біологічної 
доступності азоту. Мобільність нітрогенену спричиняє 
його вилучення з екосистем гідрологічними або атмос-
ферними шляхами (вилужування, денітрифікація, ін.) 
[3]. Відносний дефіцит зв'язаного азоту на поверхні Зе-
млі при практично невичерпному його запасі в атмос-
фері передбачає наявність певного етапу, що лімітує 
швидкість кругообігу даного елемента. Промисловий 
синтез аміаку з азоту і водню становить не більше 5 % 
фіксованого азоту нашої планети [4, 5, 6]. 

Альтернативним джерелом зв'язаного азоту є міне-
ральні добрива. Проте високі ціни на енергоносії для 
виробництва мінеральних азотних добрив перешко-
джають їх широкому застосуванню у рослинництві. А у 
зв'язку із нинішньої глобальною фінансовою кризою це 
є мотивацією до пошуку інших способів забезпечення 
важливих сільськогосподарських культур необхідними 
кількостями цього елемента.  

З іншого боку відомо, що нітрати можуть накопичу-
ватися в грунті і забруднювати навколишнє середови-
ще. Крім цього збільшення концентрації нітратів у про-
дуктивних частинах рослин має токсичний вплив на 
людей і тварин: у живих організмах вони перетворю-
ються в нітрити, спричиняючи отруєння, розвиток раку 
та інших захворювань [7]. 

Одним із можливих шляхів одержання азоту є його 
біологічна фіксація з повітря мікроорганізмами, що зда-
тні зв'язувати молекулярний азот атмосфери і перетво-
рювати його в сполуки, доступні рослинам [8]. 

Соя є одним з основних джерел жирних кислот і біл-
ків для харчування людини і тварин. Вона також широко 
використовується у непродовольчих цілях, наприклад, у 
виробництві промислової сировини, палива, ін. [9, 10]. 
Після кукурудзи, пшениці та рису соя займає четверте 
місце в світі за обсягами виробництва зерна і одне з 
перших з точки зору біологічної фіксації азоту [11]. Вона 
здатна фіксувати 155–198 кг/га азоту в рік, забезпечу-
вати свої потреби в азоті на 65-80 %, а значну частину 
своїх резервів залишати у ґрунті. Тобто соя є однією з 
кращих культур для сівозміни [12, 13]. Крім того, соя 

може бути джерелом екологічно чистої продукції: біоло-
гічна особливість фіксувати значні кількості атмосфер-
ного азоту у симбіозі з бульбочковими бактеріями до-
зволяє вирощувати її без зазстосування мінеральних 
добрив або при їх дуже мінімальних кількостях [14]. 

Проте між кількістю наявного в ґрунті біологічно до-
ступного нітрогену та інтенсивністю процесу симбіотич-
ної азотфіксації є пряма залежність [15, 16]. Відомо, що 
азотні сполуки впливають на бобово-ризобіальні ком-
плекси на всіх етапах формування і функціонування 
симбіозу, починаючи з утворення ризосфери і бульбо-
чок та закінчуючи процесом активної азотфіксації [9]. У 
той же час встановлено, що високі дози азоту можуть 
пригнічувати азотфіксацію [17, 18]. Однак на фоні опти-
мальних доз азотних добрив для деяких культур азо-
тфіксація на 30-45 % була вищою, ніж без них. Відпові-
дно при раціональному поєднанні застосування міне-
рального та симбіотрофного азоту зростав і загальний 
вміст білка в надземній біомасі та насінні [19]. Саме 
тому в даний час велика увага приділяється питанню 
оптимізації співвідношення мінерального і біологічного 
азоту для створення ефективного бобово-ризо-
біального симбіозу, для чого у першу чергу потрібно 
мати глибокі знання про перебіг біосинтетичних проце-
сів у симбіотичних системах. 

Незважаючи на значні досягнення у вивченні про-
блеми симбіотичної азотфіксації, питання про механі-
зми її регуляції при застосуванні різних доз мінераль-
них азотних добрив, що вносяться у ґрунт, залишаєть-
ся відкритим. Тому результати досліджень контраст-
них модельних систем на основі рослин сої та штамів 
Bradyrhizobium japonicum різної ефективності можуть 
наблизити нас до розуміння фізіологічних, біохімічних 
та молекулярних аспектів функціонування бобово-
ризобіального симбіозу, а також можуть стати потен-
ційним підґрунтям для корекції існуючих чи створення 
нових біотехнологічних прийомів підвищення врожай-
ності важливих сільськогосподарських культур взагалі 
і сої зокрема. 

Існує велика кількість даних про зміни вмісту білка у 
тих частинах рослин сої, які використовуються у сільсь-
кому господарстві (вегетативні органи, насіння), як за 
росту рослин в оптимальних умовах, так і за дії на них 
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