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ДЛИНЫ ИНТЕРВАЛОВ, НА КОТОРЫХ ЦЕЛОЧИСЛЕННЫЕ МНОГОЧЛЕНЫ  
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(Представлено академиком Ю. С. Хариным)

Аннотация. Понятие дискриминанта многочлена второй степени позволяет легко получать информацию о его 
действительных и комплексных корнях. Дискриминант многочлена произвольной степени также является важной 
характеристикой многочлена, которая оказывается полезной во многих задачах теории диофантовых приближений. 
В 2023 г. белорусский математик Д. Бодягин решил поставленную в 1960-х годах проблему Давенпорта о диапазоне 
значений дискриминантов многочленов для случая третьей степени. В данной работе полностью решена проблема 
делимости дискриминантов многочленов третьей степени на большую степень простого числа.

Ключевые слова: диофантовы приближения, р-адические числа, дискриминант целочисленного многочлена, 
теорема Дирихле, теорема Хинчина
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LENGTHS OF THE INTERVALS WHERE INTEGER POLYNOMIALS  
CAN ATTAIN SMALL VALUES

(Communicated by Academician Yuriy S. Kharin)

Abstract. The concept of the discriminant of a quadratic polynomial allows for easy extraction of information about its 
real and complex roots. The discriminant of a polynomial of an arbitrary degree is also an important characteristic of the 
polynomial, which proves useful in many problems in the theory of Diophantine approximation. In 2023, Belarusian 
mathematician D. Badziahin solved a problem posed by Davenport in the 1960s concerning the range of values of discriminants 
in the cubic case. The paper provides a complete solution to the problem of divisibility of discriminants by large powers of 
prime numbers in the case of cubic polynomials.
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Введение. В середине XIX в. П. Дирихле предложил метод, позволяющий получать хорошие 
приближения иррациональных чисел рациональными числами и трансцендентных чисел алге-
браическими числами.

Т е о р е м а  Д и р и х л е.  Для любого действительного числа x из интервала I = [a; b] и нату-
рального числа Q > 1 всегда можно найти целые числа p и 1 ,q Q≤ ≤  такие что верно неравенство



448	 Doklady	of	the	National	Academy	of	Sciences	of	Belarus,	2024,	vol.	68,	no.	6,	рр.	447–453

 
1 1/ .x p q q Q− −− <  (1)

Неравенство	(1)	можно	переписать	в	виде

 
1qx p Q −− <    (2)

и	понимать	qx	–	p	как	значение	линейного	многочлена	в	точке	x.
Для	целочисленного	многочлена

 
1

1 1 0( ) ... , ,n n
n n jP x a x a x a x a a−

−= + + + + ∈

через	 deg , 0nP n a= ≠ 	будем	обозначать	степень	P(x),	а	
0

( ) max j
j n

H H P a
≤ ≤

= = 	назовем	высотой	
P(x).	С	помощью	принципа	ящиков	Дирихле	легко	доказывается	теорема	1,	обобщающая	(2)	на	
многочлены	произвольной	степени.	Далее	через	 1 1 2( ), , ...с с n с=  	будем	обозначать	величины,	за-
висящие	от	n	и	не	зависящие	от	H	и	Q. 

Т	е	о	р	е	м	а	1.	Для любых x I∈  и 2Q ≥  найдется полином P(x) из класса полиномов

 { }( ) ( ) [ ] : deg , ( ) ,n Q P t t P n H P Q= ∈ ≤ ≤�

такой что

 1( ) .nP x c H −< 	 (3)

Из	(3)	нетрудно	доказать,	что	для	любого	трансцендентного	числа	x	неравенство

 2( ) nP x c H −<   (4)

имеет	бесконечное	число	решений	в	полиномах	 ( ) [ ].P x x∈ 	Неравенство	(4)	нельзя	принципи-
ально	улучшить.	Например,	при	 1

1 2nx += 	можно	вычислить	такую	величину	 3 1( ),c x 	при	кото-
рой	для	всех	P(x)	выполняется	неравенство	 1 3( ) nP x c H −>  [1]. 

Однако	неравенство	(4)	допускает	улучшение	для	«большей	части»	 x I∈ 	в	смысле	меры	Ле-
бега	на	прямой	μ1.

Т	е	о	р	е	м	а	2.	Для любого  ε 0>  неравенство ( ) ε nP x H −<   имеет для почти всех x I∈  беско-
нечное число решений в целочисленных полиномах P(x).

Удивительно	точную	характеристику	неравенств	вида	(3),	(4)	получил	100	лет	назад	А.	Я.	Хин
чин	[2].

Обозначим	через	 ( )xΨ 	монотонно	убывающую	функцию	положительного	аргумента	x,	а	че-
рез	 ( )n Ψ  	–	множество	 ,x I∈ 	для	которых	неравенство

 
1( ) ( )nP x H H− +< Ψ

имеет	бесконечное	число	решений	в	полиномах	P(x).
Т	е	о	р	е	м	а		Х	и	н	ч	и	н	а	[2].	Справедливы равенства

  

 

1
1 1

1
1

0,         ( ) ,
( ( ))

( ),     ( ) .

H

H

если x

I если x

∞

=
∞

=


Ψ < ∞µ Ψ = 

µ Ψ = ∞

∑

∑
  

 

(5)

В	[3;	4]	теорема	Хинчина	была	обобщена	с	многочленов	первой	степени	на	многочлены	про-
извольной	степени.	Если	 ( ) , 1,vH H v−Ψ = > 	то	ряд	сходится	и	в	этом	случае	справедливо	равен-
ство	(5).	Эта	задача	была	сформулирована	в	1932	г.	К.	Малером	и	была	названа	Проблемой	Мале-
ра.	Она	была	решена	в	1964	г.	В.	Г.	Спринджуком	[5].	В	1998–2002	гг.	аналог	теоремы	Хинчина	
был	получен	для	произвольных	кривых	и	поверхностей	[6].
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Если взять v1 = 2 и v2 = 106, то мера 1( ( ))v
n H -µ    окажется равной нулю, хотя первое из мно-

жеств 2( )v
n H -   несомненно «обильнее» второго. В этом случае для различения величин мно-

жеств используют понятие размерности Хаусдорфа dim.
Т е о р е м а  Б е й к е р а – Ш м и д т а – Б е р н и к а [3]. Обозначим через B(w) множество ,x I∈  

для которого неравенство ( ) , ,wP x H w n-< >  имеет бесконечное число решений в полиномах 
P(x). Тогда

 
1dim ( ) .
1

nB w
w
+

=
+

Основные результаты. В последние годы в связи с новыми приложениями метрической тео-
рии диофантовых приближений на многообразиях [7] вырос интерес к новым задачам в данной 
области. Определим два класса полиномов из ( )n Q :

 
1

1( , ) { ( ) ( ) : ( ) , 0 },v
n nQ v P t Q P Q v-′= ∈ α < ≤ 

 
2 2 2( , ) { ( ) ( ) : 1 ( ) , 0 1},n w

n nT Q w P t Q D P Q w n- -= ∈ ≤ < ≤ ≤ -

где D(P) – дискриминант полинома P(t) с корнями 1 2, ,..., nα α α :

 

2 2 2

1
( ) ( ) .n

n i j
i j n

D P a -

≤ < ≤
= α -α∏

Имеется немало статей, в которых получены результаты о мощности классов ( , )n Q v  и ( , ).nT Q w  
Оценка снизу

 

21
4# ( , )

nn w
nnT Q w c Q
+

+ -
>   (6)

получена для всех 0 1.w n≤ ≤ -  Оценки сверху для # ( , )n Q v  получены в [8] при w < 1,5, а оцен-
ки сверху для # ( , )nT Q w  получены при 0 0,6.w≤ <  Недавно Д. Бодягин [9; 10] доказал при лю-
бом ε 0>   и 0 (ε)Q Q>   оценку 4 5/3 ε

3# ( , ) ,wT Q w Q - +<   которая вместе с оценкой (6) дает правиль-
ный порядок # ( , )nT Q w  при n = 3. 

В данном сообщении мы предлагаем единый метод, позволяющий получать новые оценки 
сверху для 3# ( , )T Q w  и 3# ( , )Q v  не только в поле действительных, но и в поле р-адических чисел.

Пусть корни 1 2, ,..., nα α α  полинома P(t) упорядочены следующим образом:

 1 2 ... ,nα ≤ α ≤ ≤ α
и α – корень, ближайший к x. В неравенстве

 ( ) , 3,sP x Q n-< ≤   (7)

требуется найти меру множества ,x I∈  для которых выполняется (7). Без ограничения общности 
положим 1.j =

Л е м м а 1. Справедливы неравенства

 
1

1 12 ( ) ( ) ,nx P x P -′- α < α   (8)

 

1 1/
1 1 1 2 1

2
2 min ( ( ) ( ) ... ) .n j

j
j n

x P x P -

≤ ≤
′- α < α α -α ⋅ ⋅ α - α   (9)

Лемма 1 доказана в [11]. Недавно было доказано [12], что неравенства (8), (9) – точные, а имен-
но, что всегда существует j, для которого выполняется неравенство, противоположное (8), (9). 
Эти неравенства показывают, что все решения содержатся внутри интервалов ( ),Pσ  определяе-
мых (8), (9). Проведем классификацию полиномов из множеств ( ),n Q  ( , ),n Q v  ( , )nT Q w  при 
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/ 2 .Q H Q≤ ≤ 	Зададим	 1ε 0,>  	целое	 1
1[ ] 1.T −= ε + 	Для	полинома	P(x)	степени	n	и	высоты	H	опре-

делим	действительные	числа	ρj,		целые	числа	lk	и	рациональные	числа	ps	из	условий	взаимного	
расположения	корней	 1 2, , ..., ,nα α α 	упорядоченных	следующим	образом:

 1 2 1 3 1... ,nα −α ≤ α −α ≤ ≤ α −α

 

 
1

1
, 1 1.

n
s m

m s
p T l s n−

= +
= ≤ ≤ −∑

В	результате	все	полиномы	из	 ( )n Q 	делятся	на	конечное	число	классов,	зависящее	только	от	ε1 
и	n.	Обозначим	через	 ( )Pσ 	интервал,	содержащий	все	решения	 x I∈ 	неравенства	(7),	для	кото-
рых	корень	α1	является	ближайшим	корнем.	Для	доказательства	оценок	сверху	в	метрических	
теоремах	необходимо	оценить	меры	объединений

 
1

( , )
( ).

nP Q v
V P

∈
= σ





Поскольку	мера	 ( )1μ ( )Pσ  	оценена	в	лемме	1,	то	для	оценки	 1 1Vµ 	достаточно	получить	оценки	
для	количества	полиномов	с	малой	производной	и	ограниченным	дискриминантом.

Т	е	о	р	е	м	а	3.	Для любого ε 0>   при 0 (ε)Q Q>   справедливо неравенство

 
14 ε

3 1# ( , ) , 0 2.pQ v Q p− +< ≤ ≤    (10)

В	 определении	 множества	 3# ( , )T Q w 	 заменим	 ограничение	 на	 дискриминант	 на	 условие	
2( ) .w

pD P Q −<
Т	е	о	р	е	м	а	4.	Для любого ε 0>   при 0 (ε)Q Q>   выполняется неравенство

 
4 5/3 ε

3# ( , ) , 1 2.wT Q w Q w− +< ≤ ≤  

Теорема	3	усиливает	результат	в	[8],	а	теорема	4	обобщает	[9;	11]	при	1 2w≤ ≤ 	на	поле	p-ади-
ческих	чисел.

Д	о	к	а	з	а	т	е	л	ь	с	т	в	о		т	е	о	р	е	м	ы	3.	Предположим,	что	верно	неравенство,	противополож-
ное	(10):

 
14 ε

3# ( , ) .pQ v Q − +≥    (11)

Поделим	 интервал	 I	 на	 равные	 интервалы	 Ji,	 длины	
1

2 .l TQ
−− 	 Понятно,	 что	 из	 (11)	 следует	 

существование	 i,	 таких	 что	 на	 интервале	 Ji	 лежат	 не	 менее	 ki	 корней	 1 3( ), ( , ),i iP P Q vα ∈   
и	

1
1 24 ε

5 .p l T
ik c Q

−− − +>  	Используя	дискриминанты	полиномов	P(x)	как	в	 [5],	нетрудно	доказать,	
что	 1 1

1 2 10 2, .
2
pp l T p−≤ ≤ < =

Разложим	полиномы	Pi(x)	в	ряд	Тейлора	на	интервалах	Ji:

 
2 3

1 1 1 1 1 3 1
1( ) ( ) ( )( ) ( )( ) ( ) .
2i i i iP x P P x P x а x′ ′′= α + α −α + α −α + −α  

 
(12)

Так	как	 1( ) 0,iP α =  11
1 3 1 2 1 3 6( ) ( )( ) ,p

iP a c Q −′ α = α −α α −α =  
1

2 ε
1 7 ,l Tx c Q

−− +− α <     1( )iP′′ α =   
21

8 ,pc Q −=  то	(12)	можно	переписать	в	виде

 
1 1

1 2 1 21 ε 4 ε
9 5( ) , 1 .p l T p l T

i iP x c Q i k c Q
− −− − + − − +< ≤ ≤ =   (13)
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Воспользуемся принципом ящиков Дирихле. Положим

 
1

1 2 14 , [ ].m p l T m m−= − − =

Если 1 ε,m = +   то среди ki полиномов P(x) найдутся по крайней мере три полинома, у кото-
рых коэффициенты a3 полиномов 1 ( ),iP x  2 ( ),iP x  3 ( )iP x  совпадают, и следовательно, полиномы 

3 3 1( ) ( ) ( ),i i iR x P x P x= −  2 2 1( ) ( ) ( )i i iR x P x P x= −  имеют степень не более двух.
Л е м м а 2 [13]. Пусть целочисленные полиномы ( ), 1, 2,iP x i =  не имеют общих корней и на 

интервале I длины η , η 0,Q − >   удовлетворяют неравенству

 
τ

1 2max( ( ) , ( ) ) , τ 0,
x I

P x P x Q −

∈
< >  

тогда при любом δ 0>   и 0 (ε)Q Q>   выполняется неравенство

 1
τ 1 2 max(τ 1 η, 0) 2 δ.

n

k
k n

=
+ + + − < +∑  

  
(14)

Воспользуемся неравенствами (13) и (14). Получим при 1 1
1 2 11,5, , 2,

2
pp l T p n−≥ < ≤ =  что 

левая часть (14) имеет вид

 
1 1

2 2 1τ 1 2(τ 1 ) 3 3ε 4,25 3 ,l T l T p− −+ + + − = + − > − ε  

а правая часть в (14) равна 4 δ.+   При 3 0,25ε + δ <  неравенство (14) противоречиво.
При 0 1m≤ <  имеем 1

2 1 3.l T p− + >  Разложим полином P(x) в ряд на интервалах Ji длины 
1

2 .l T mQ
−− −  В этом случае неравенство (14) примет вид

 
1

2 13 6 δ,l T p m− + + < +  

что является противоречием. Если среди полиномов второй степени R(x) не найдется двух поли-
номов без общих корней, то полиномы R(x) приводимы, и их можно записать в виде

 

Найдем такое a > 0, что на всех интервалах Ji длины 
1

2
11

l Tc Q
−−  выполняется система нера-

венств

 
1

1 2 21 ε
1 1 12 2 2 13| | , | | .a p l T aa x b c Q a x b c Q

−− − − + ++ < + <    (15)

Поскольку (15) выполняется на всем интервале Ji, то существует такая точка 0 ,ix J∈  для ко-
торой выполняется система неравенств

 

1
2

1 1
2 1 2 2

1
14 0 1 1 1

1 2 16
1 1 ε

15 0 2 2 2

/ | | ,
| | .

/ | | ,

l T a

l T p l T a

c Q x b a a Q
a a c Q

c Q x b a a Q

−

− −

− − −

− − − − − +

< + <
>

< + <
 

 

 (16)

Перемножив неравенства (16), при 0 (ε)Q Q>   получаем противоречивое неравенство

 
1

2 1 21 ε 1
14 15 16 1 2, .l T pc c Q c Q p l T

−− − − −< ≥  

Для доказательства теоремы 4 проведем классификацию корней из алгебраического замыка-
ния p  поля p-адических чисел .p  Пусть для 3# ( , )T Q w  выполнено неравенство, противопо-
ложное формулировке теоремы 4. Представим цилиндр K в виде объединения цилиндров Ki  
с мерой Хаара μ2 равной 

1
2 .l TQ

−−  Пусть на одном из таких цилиндров Ji окажется не менее 
4 5/3 /2wQ − +ε  полиномов P(ω) с дискриминантами D(P), такими что 2

17( ) .w
pD P c Q −<  Разложим 
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эти полиномы на цилиндре J1 в ряд Тейлора в окрестности корня γ1 как в (13). В итоге получим 
не менее 

1
24 5/3 /2w l TQ

-- - +ε  полиномов P(ω), удовлетворяющих неравенствам

 
1 32 /4

18( ) .p p
i pP c Q - - -εω <   (17)

Применим к полиномам (17) принцип ящиков Дирихле, чтобы уменьшить степени Pi(ω) до 
второй и первой соответственно. Если среди новых полиномов окажутся полиномы Rj(ω) без об-
щих корней, то применим к ним следующую лемму.

Л е м м а 3. Пусть целочисленные полиномы ( ), 1, 2,iP iω =  не имеют в цилиндре K меры Хаара 
η , η 0,Q - >   общих корней. Пусть

 
1τ

1 2 1max( ( ) , ( ) ) , τ 0.p pK
P P Q -

ω∈
ω ω < >  

 

Тогда при любом 0δ >  и 0 ( )Q Q> ε  справедливо неравенство

 
1 1

1
τ 2 max(τ η, 0) 2 δ.

n

k
k n

=
+ - < +∑  

Для неприводимых полиномов Rj(ω) лемма 3 приводит к противоречию. Приводимые поли-
номы Rj(ω) второй степени разложим на линейные множители

 1 1 2 2( ) ( )( ).jR a b a bω = ω+ ω+

Поскольку мы можем точно оценить как сверху, так и снизу меры множеств ,pω∈  для ко-
торого верны неравенства , 0, 1, 2,iw

i i ipa b Q w i-ω+ < > =  то получим для Rj(ω) неравенства, 
аналогичные (16), которые приведут к противоречию.

Заключение. Получены точные теоремы о количестве многочленов, у которых дискрими-
нант не превосходит заданной величины и делится на заданную степень простого числа. Теоре-
мы могут использоваться при проектировании антенных устройств [7] и в криптографии [14].

Список использованных источников

1. Касселс, Дж. В. С. Введение в теорию диофантовых приближений / Дж. В. С. Касселс. – М., 1961. – 213 c.
2. Khintchine, A. Einige Sätze über Kettenbrüche, mit Anwendungen auf die Theorie der Diophantischen Approxi-

mationen / A. Khintchine // Mathematische Annalen. – 1924. – Vol. 92. – P. 115–125. https://doi.org/10.1007/bf01448437
3. Берник, В. И. Применение размерности Хаусдорфа в теории диофантовых приближений / В. И. Берник // Acta 

Arith. – 1982. – Т. 42, № 3. – С. 219–253. https://doi.org/10.4064/aa-42-3-219-253
4. Beresnevich, V. On approximation of real numbers by real algebraic numbers / V. Beresnevich // Acta Arith. – 1999. – 

Vol. 50, N 2. – P. 97–112. https://doi.org/10.4064/aa-90-2-97-112
5. Спринджук, В. Г. Проблема Малера в метрической теории чисел / В. Г. Спринджук. – Минск, 1967. – 181 c.
6. Beresnevich, V. V. A Groshev type theorem for convergence on manifolds / V. V. Beresnevich // Acta Math. Acad. Sci. 

Hungar. – 2002. – Vol. 94. – P. 99–130. https://doi.org/10.1023/a:1015662722298
7. Beresnevich, V. Number theory meets wireless communications: an introduction for dummies like us / V. Beresnevich, 

S. Velani // Number Theory Meets Wireless Communications / eds. V. Beresnevich [et al.]. – Springer International Publishing, 
2020. – P. 1–67. https://doi.org/10.1007/978-3-030-61303-7_1

8. Берник, В. И. О числе целочисленных многочленов заданной степени и ограниченной высоты с малой про-
изводной в корне многочлена / В. И. Берник, Д. В. Васильев, А. С. Кудин // Тр. Ин-та математики. – 2014. – Т. 22, № 2. – 
C. 3–8.

9. Badziahin, D. Simultaneous Diophantine approximation to points on the Veronese curve [Electronic resource] /  
D. Badziahin. – Mode of access: https://arxiv.org/abs/2403.17685. – Date of access: 20.06.2024.

10. Вклад Йонаса Кубилюса в метрическую теорию диофантовых приближений зависимых переменных / В. В. Бе-
ресневич [и др.] // Журн. БГУ. Математика. Информатика. – 2021. – № 3. – С. 34–50 (на англ. яз.). https://doi.org/10.33581/ 
2520-6508-2021-3-34-50

11. Bernik, V. I. Metric Diophantine approximation on manifolds / V. I. Bernik, M. M. Dodson // Cambridge Tracts in 
Mathematics. – 1999. – N 137. – 172 p. https://doi.org/10.1017/cbo9780511565991

12. Кемеш, О. Н. Точные оценки меры малых значений целочисленных полиномов / О. Н. Кемеш, Ж. И. Пан-
телеева, А. В. Титова // Весн. Магілёўскага дзяржаўнага ўніверсітэта імя А. А. Куляшова. Сер. В. – 2021. – № 1 (57). – 
С. 81–86.



 Доклады Национальной академии наук Беларуси. 2024. Т. 68, № 6. С. 447–453 453

13. Метрическая теория диофантовых приближений и асимптотические оценки для количества многочленов  
с заданными дискриминантами, делящимися на большую степень простого числа / В. И. Берник [и др.] // Докл. Нац. 
акад. наук Беларуси. – 2023. – Т. 67, № 4. – С. 271–278. https://doi.org/10.29235/1561-8323-2023-67-4-271-278

14. Криптология: учебник / Ю. С. Харин [и др.]. – Минск, 2013. – 511 с.

References

1. Cassels J. W. S. An introduction to diophantine approximation. Cambridge University Press, 1957. 166 p. 
2. Khintchine A. Einige Sätze über Kettenbrüche, mit Anwendungen auf die Theorie der Diophantischen Approxima-

tionen. Mathematische Annalen, 1924, vol. 92, pp. 115–125 (in German). https://doi.org/10.1007/bf01448437
3. Bernik V. I. Application of Hausdorff dimension in the theory of Diophantine approximation. Acta Arithmetica, 1982, 

vol. 42, no. 3, pp. 219–253 (in Russian). https://doi.org/10.4064/aa-42-3-219-253
4. Beresnevich V. On approximation of real numbers by real algebraic numbers. Acta Arithmetica, 1999, vol. 90, no. 2, 

pp. 97–112. https://doi.org/10.4064/aa-90-2-97-112
5. Sprindzhuk V. G. Mahler’s problem in metric number theory. Minsk, 1967. 181 p. (in Russian).
6. Beresnevich V. V. A Groshev type theorem for convergence on manifolds. Acta Mathematica Hungarica, 2002, vol. 94, 

pp. 99–130. https://doi.org/10.1023/a:1015662722298
7. Beresnevich V., Velani S. Number theory meets wireless communications: an introduction for dummies like us. Be-

resnevich V., ed. Number Theory Meets Wireless Communications. Springer International Publishing, 2020, pp. 1–67. https://
doi.org/10.1007/978-3-030-61303-7_1

8. Bernik V. I., Vasiliev D. V., Kudin A. S. On the number of integer polynomials of a given degree and bounded height 
with a small derivative at the root of the polynomial. Trudy Instituta Matematiki = Proceedings of the Institute of Mathematics, 
2014, no. 2, pp. 3–8 (in Russian).

9. Badziahin D. Simultaneous Diophantine approximation to points on the Veronese curve. Available at: https://arxiv.org/
abs/2403.17685 (accessed 20 June 2024).

10. Beresnevich V. V., Bernik V. I., Götze F., Zasimovich E. V., Kalosha N. I. Contribution of Jonas Kubilius to the metric 
theory of Diophantine approximation of dependent variables. Journal of the Belarusian State University. Mathematics and 
Informatics, 2021, no. 3, pp. 34–50. https://doi.org/10.33581/2520-6508-2021-3-34-50

11. Bernik V. I., Dodson M. M. Metric Diophantine approximation on manifolds. Cambridge Tracts in Mathematics, 
1999, no. 137. 172 p. https://doi.org/10.1017/cbo9780511565991

12. Kemesh O. N., Panteleeva Zh. I., Titova A. V. Exact estimates of the measure of small values of integer polynomials 
Vesnіk Magіleўskaga dzyarzhaўnaga ўnіversіteta іmya A. A. Kulyashova. Seryya V = Bulletin Mogilev State A. Kuleshov 
University, Seria B, 2021, no. 1 (57), pp. 81–86 (in Russian).

13. Bernik V. I., Vasilyev D. V., Kalosha N. I., Panteleeva Zh. I. Metric theory of diophantine approximation and 
asymptotic estimates for the number of polynomials with given discriminants divisible by a large power of a prime number. 
Doklady Natsional’noi akademii nauk Belarusi = Doklady of the National Academy of Sciences of Belarus, 2023, vol. 67,  
no. 4, pp. 271–278 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1561-8323-2023-67-4-271-278

14. Kharin Yu. S., Agievich S. V., Vasilyev D. V., Matveev G. V. Cryptology. Minsk, 2013. 511 p. (in Russian).

Информация об авторе

Берник Василий Иванович – д-р физ.-мат. наук, про-
фессор, гл. науч. сотрудник. Институт математики НАН 
Беларуси (ул. Сурганова, 11, 220072, Минск, Республика 
Беларусь). E-mail: bernik.vasili@mail.ru.

Васильев Денис Владимирович – канд. физ.-мат. наук. 
Институт математики НАН Беларуси (ул. Сурганова, 11, 
220072, Минск, Республика Беларусь). E-mail: vasilyev@
im.bas-net.by.

Кудин Алексей Сергеевич – канд. физ.-мат. наук. Ин-
ститут математики НАН Беларуси (ул. Сурганова, 11, 
220072, Минск, Республика Беларусь). E-mail: knxd@
yandex.ru.

Пантелеева Жанна Ивановна – ст. преподаватель. 
Белорусский государственный аграрный технический 
университет (пр. Независимости, 99, 220012, Минск, Рес-
публика Беларусь). E-mail: janna.panteleeva001@gmail.com.

Information about the author

Bernik Vasiliy I. – D. Sc. (Physics and Mathematics), Pro-
fessor, Chief Researcher. Institute of Mathematics of the 
National Academy of Sciences of Belarus (11, Surganov Str., 
220072, Minsk, Republic of Belarus). E-mail: bernik.vasili@
mail.ru.

Vasilyev Denis V. – Ph. D. (Physics and Mathematics). 
Institute of Mathematics of the National Academy of 
Sciences of Belarus (11, Surganov Str., 220072, Minsk, 
Republic of Belarus). E-mail: vasilyev@im.bas-net.by.

Kudin Alexey S. – Ph. D. (Physics and Mathematics). 
Institute of Mathematics of the National Academy of Scien-
ces of Belarus (11, Surganov Str., 220072, Minsk, Republic 
of Belarus). E-mail: vasilyev@im.bas-net.by.

Panteleeva Zhanna I. – Senior Lecturer. Belarusian State 
Agrarian Technical University (99, Nezavisimosti Ave., 220012, 
Minsk, Republic of Belarus). E-mail: janna.panteleeva001@
gmail.com.



454 Doklady of the National Academy of Sciences of Belarus, 2024, vol. 68, no. 6, рр. 454–459

ISSN 1561-8323 (Print)
ISSN 2524-2431 (Online)

ХИМИЯ
CHEMISTRY

УДК 615.332:615.276 Поступило в редакцию 17.06.2024 
https://doi.org/10.29235/1561-8323-2024-68-6-454-459 Received 17.06.2024

Е. А. Дикусар1, Е. А. Акишина1, С. Г. Стёпин2, Г. К. Мукушева3, А. Р. Жасымбекова3,  
Н. Н. Тойгамбекова3, Р. Б. Сейдахметова4, академик В. И. Поткин1

1Институт физико-органической химии Национальной академии наук Беларуси,  
Минск, Республика Беларусь 

2Витебский государственный ордена Дружбы народов медицинский университет,  
Витебск, Республика Беларусь 

3Карагандинский исследовательский университет имени академика Е. А. Букетова,  
Караганда, Республика Казахстан 

4Карагандинский медицинский университет, Караганда, Республика Казахстан

ИЗУЧЕНИЕ ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ  
СЕРИИ АЗОТИСТЫХ ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ  

И СРАВНЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ ДАННЫХ  
С РЕЗУЛЬТАТАМИ КВАНТОВО-ХИМИЧЕСКИХ РАСЧЕТОВ

Аннотация. Пополнение ассортимента природных и синтетических лекарственных субстанций, обладающих 
различными типами противовоспалительной активности, является актуальной задачей современной фармацевтики. 
Изучение противовоспалительной активности химических соединений путем биоскрининга и проведения исследо-
ваний in vitro и in vivo является длительной и трудоемкой процедурой. В настоящей работе приводятся данные по 
изучению противовоспалительной активности 16 азотистых гетероциклических соединений на модели острой экс-
судативной реакции (перитонит) и сравнение полученных данных с результатами квантово-химических расчетов  
ab initio методом теории функционала плотности. В ряду 16 изученных соединений выявлено 7 представителей, об-
ладающих наиболее высоким потенциалом противовоспалительного действия.
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STUDYING THE ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF A SERIES OF NITROGENOUS 
HETEROCYCLIC COMPOUNDS AND COMPARISON OF THE OBTAINED DATA  

WITH THE RESULTS OF QUANTUM CHEMICAL CALCULATIONS

Abstract. Replenishing the range of natural and synthetic medicinal substances with different anti-inflammatory activity 
is an urgent task of modern pharmaceuticals. Studying the anti-inflammatory activity of chemical compounds through 
bioscreening and in vitro and in vivo studies is a lengthy and labor-intensive procedure. This paper presents the data on the 
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antyinflammatory activity of nitrogenous heterocyclic compounds on a model of acute exudative reaction (peritonitis) and 
comparison of the obtained data with the results of ab initio quantum chemical calculations using the density functional 
theory method. Among the 16 studied compounds, 7 representatives were identified with the highest potential antyinflam-
matory action.

Keywords: anti-exudative anti-inflammatory activity, nitrogen heterocycles, sodium diclofenac, quantum chemical 
calculations, density functional theory, boundary molecular orbitals, Fukui method
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Введение. Пополнение ассортимента природных и синтетических лекарственных субстан-
ций, обладающих различными типами противовоспалительной активности, является актуаль-
ной задачей, поскольку спрос на них на фармацевтических рынках постоянно растет [1–4]. Изу-
чение противовоспалительной активности химических соединений является довольно затратной 
и трудоемкой процедурой. В настоящей работе приводятся данные по изучению противовоспа-
лительной активности 16 азотистых гетероциклических соединений на модели острой экссуда-
тивной реакции (перитонит) [5] и по сравнению полученных данных с результатами кванто-
во-химических расчетов ab initio методом DFT (теории функционала плотности, англ. Density 
Functional Theory [6; 7]).

Материалы и методы исследования. Противовоспалительную активность образцов 1–16 
(схема) изучали на модели острой экссудативной реакции (перитонит) на белых беспородных 
крысах обоего пола массой 190–210 г. В качестве препарата сравнения использовали диклофенак 
натрия. Острую экссудативную реакцию (перитонит) вызывали внутрибрюшинным введением 

Структура азотистых полигетероциклических соединений 1–16
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1 %-ного раствора уксусной кислоты в объеме 1 мл на 100 г массы тела крыс. Через 3 ч живот-
ных забивали, вскрывали брюшную полость, собирали экссудат и оценивали его объем [5]. Ис-
следуемые объекты изучали в дозе 25 мг/кг при пероральном введении в виде крахмальной сли-
зи. Препарат сравнения диклофенак натрия вводили животным внутрижелудочно однократно  
в его эффективной дозе 8 мг/кг (ED50). Контрольные животные получали эквиобъемное количе-
ство крахмальной слизи. Исследуемые объекты вводили однократно за 1 час до введения 1 %-ного 
раствора уксусной кислоты. Противовоспалительную активность выражали в процентах умень-
шения количества воспалительного экссудата в брюшной полости у опытных крыс по сравне-
нию с контрольными. Статистическая обработка результатов проводилась с использованием  
пакета программ Statistica 6.0. Полученные результаты представлены в виде «среднее значе-
ние ± стандартная ошибка среднего значения». Межгрупповые отличия оценивали непараметри-
ческим критерием Манна–Уитни U-тест. Достоверными считались различия при достигнутом 
уровне значимости p < 0,05.

Квантово-химическое моделирование ab initio проводилось методом DFT с применением уров-
ня теории B3LYP1/MIDI, программного пакета GAMESS [6] и базового набора MIDI [7].

Результаты и их обсуждение. Результаты исследования противовоспалительной активности 
соединений 1–16 приведены в табл. 1. В результате проведенного эксперимента выявлено, что 
соединения 1, 3, 5, 7, 9, 14, 15 в дозах 25 мг/кг проявляют антиэкссудативную противовоспали-
тельную активность, вызывая уменьшение количества воспалительного экссудата в брюшной 
полости у крыс по сравнению с контролем на 23,5−35,2 %. Вещества 2, 6, 8, 11, 13 показали сла-
бую противовоспалительную активность (уменьшение количества воспалительного экссудата  
в сравнении с контролем на 11,7−19,1 %). Соединения 4, 10, 12, 16 антиэкссудативную активность 
не проявили (уменьшение количества воспалительного экссудата в сравнении с контролем всего 
на 4,4−8,8 %). 

Т а б л и ц а 1. Противовоспалительная активность азотистых полигетероциклических соединений 1–16
T a b l e 1. Anti-inflammatory activity of nitrogen-containing polyheterocyclic compounds 1–16

Соединение
Compound

Доза, мг/кг
Dose, mg/kg

Количество экссудата, мл
Amount of exudate, ml

Уменьшение количества воспалительного экссудата, %
Reduction in the amount of inflammatory exudate, %

Контроль – 6,8 ± 0,3 100
Диклофенак натрия 8 4,1 ± 0,5 39,7
1 25 4,6 ± 0,7* 32,3
2 25 5,9 ± 1,2 13,2
3 25 4,4 ± 0,9* 35,2
4 25 6,4 ± 0,8* 5,8
5 25 4,8 ± 0,7* 29,4
6 25 5,5 ± 0,9 19,1
7 25 5,2 ± 0,7* 23,5
8 25 5,6 ± 0,8 17,6
9 25 5,0 ± 0,7* 26,5
10 25 6,5 ± 1,0 4,4
11 25 6,0 ± 0,8* 11,7
12 25 6,2 ± 0,9 8,8
13 25 5,7 ± 0,6 16,1
14 25 4,7 ± 0,6* 30,8
15 25 5,2 ± 0,8* 23,5
16 25 6,4 ± 1,0 5,8

П р и м е ч а н и е: * – р < 0,05 по сравнению с контролем. Полужирным шрифтом выделены данные тех азоти-
стых гетероциклических соединений, которые продемонстрировали высокую противовоспалительную активность. 

N o t e: * – p < 0.05 compared to control. The data for those nitrogen heterocyclic compounds that demonstrated high 
anti-inflammatory activity are shown in bold.

С целью выявления зависимости противовоспалительной активности изучаемых азотистых 
гетероциклов 1–16 от их атомарного строения и электронной структуры проведен анализ энерге-
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тического положения и локализации таких дескрипторов биологической активности, как гра-
ничные орбитали (ГО), каковыми являются энергия верхней занятой молекулярной орбитали 
(ВЗМО) и энергия нижней вакантной молекулярной орбитали (НВМО) (табл. 2).

Т а б л и ц а 2. Данные квантово-химических расчетов соединений 1–16
T a b l e 2. Data from quantum chemical calculations of compounds 1–16

Соединение
Compound Ef, а. е. ЕВЗМО, eV ЕНВМО, eV ∆F, eV D, Db M n

1 –946,02450 –5,3552 –1,7715 3,5837 6,94 292,34 38
2 –946,03217 –5,6138 –0,2313 5,3825 7,62 291,35 39
3 –2711,05932 –5,4586 –1,8096 3,6490 4,49 517,38 52
4 –2750,14892 –5,9920 –1,2463 4,7457 4,40 531,41 55
5 –1363,19155 –5,4777 –1,5837 3,8940 5,93 412,45 51
6 –1972,35654 –6,6886 –2,3538 4,3348 3,73 302,17 27
7 –8910,78536 –5,0668 –3,0178 2,0490 8,80 444,11 32
8 –7904,22551 –4,8818 –1,3062 3,5756 13,75 435,27 42
9 –7943,31393 –4,8600 –2,1035 2,7565 14,47 449,29 45
10 –1156,42178 –6,4872 –0,9851 5,5021 3,40 355,40 44
11 –8094,84076 –4,9280 –1,1402 3,7878 12,91 497,34 49
12 –9101,39664 –5,0559 –1,5919 3,4640 9,73 506,18 39
13 –8133,92901 –4,9199 –2,0735 2,8464 13,65 511,36 51
14 –7927,20351 –4,5062 –1,6926 2,8136 11,75 454,31 45
15 –8044,43068 –4,5634 –0,9959 3,5675 15,86 496,39 54
16 –1677,01839 –5,6518 –0,6857 4,9661 1,41 526,68 77

П р и м е ч а н и я: Ef – полные энергии системы (атомные единицы Хартри), ЕВЗМО – энергии высших занятых 
молекулярных орбиталей (eV), ЕНВМО – энергии низших вакантных молекулярных орбиталей (eV), ∆F – разности 
энергий ВЗМО и НВМО (eV), D – дипольные моменты (Db), М – молекулярная масса (дальтон), n – общее число 
атомов соединений 1–16. Полужирным шрифтом выделены данные тех азотистых гетероциклических соединений, 
которые продемонстрировали высокую противовоспалительную активность.

N o t e s: Ef – total systems energies (a. u.), ЕВЗМО, ЕНВМО – energies HOMO and LUMO (eV), ∆F – energy gap between 
HOMO an LUMO (eV), D – dipole moments (Debye), M – molecular weight (dalton), n – total atoms number of compounds 
1–16. The data for those nitrogen heterocyclic compounds that demonstrated high anti-inflammatory activity are shown in bold.

Путем анализа разности энергий ВЗМО и НВМО с использованием метода, разработанного 
К. Фукуи [8], были вычислены значения (∆F, eV) (табл. 2):

 ∆F = |ЕВЗМО − ЕНВМО|.

Величина (∆F) показывает, что чем меньше ее значение, тем меньше энергии необходимо для 
перехода одного электрона с ВЗМО на НВМО, а следовательно, и перехода молекулы в возбуж-
денное состояние [9]. Эта величина очень хорошо коррелирует с экспериментально установлен-
ной способностью соединений проявлять биологическую активность [10].

Величина (∆F) хорошо согласуется с экспериментальными данными, полученными для се-
рии близких по химическому строению соединений. Например, для серии производных 1,2-ди-
гидро-3Н-пиразол-3-она 1–5, производных пиридинкарбоксамидов и их иодметилатов 6–9, про-
изводных 5-фенил-N-фенилпиридин-4-илметилизоксазол-3-карбоксамидов и их иодметилатов 
10–13, замещенных циклопентахинолинов и бензакридинов 14, 15. 

Заключение. Таким образом, сочетания квантово-химических расчетов и полученных с их 
помощью корреляционных зависимостей структура–активность, в частности, при исследовании 
противовоспалительной активности, могут позволить значительно сократить затратность и тру-
доемкость процесса биотестирования новых химических соединений (при условии их предвари-
тельного квантово-химического изучения и выбора наиболее перспективных объектов).
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КОНФОРМАЦИОННЫЕ ОСОБЕННОСТИ БЕЛКА HVEM  
ПРИ ЕГО ЦИС- И ТРАНС-СВЯЗЫВАНИИ С БЕЛКОМ BTLA

(Представлено членом-корреспондентом Е. И. Слобожаниной)

Аннотация. Активация T-клеток начинается при распознавании антигена T-клеточным рецептором и регулиру-
ется сигналами, генерируемыми костимулирующими и коингибирующими молекулами. Эти молекулы, называемые 
иммунными контрольными точками (иммунными чекпоинтами), являются привлекательными терапевтическими 
мишенями для иммунотерапии рака и аутоиммунных заболеваний. Коингибиторный сигнальный путь, образуемый 
между TNF-рецептором HVEM (HerpesVirus Entry Mediator, TNFRSF14) и BTLA (B and T Lymphocyte Attenuator), 
ограничивает активацию T-клеток. Однако BTLA может также служить активирующим лигандом для HVEM при 
его транс-взаимодействии с BTLA, находящимся на соседней клетке. Эксперименты с использованием мутагенеза 
показали, что HVEM и BTLA как при цис-, так и при транс-связывании обладают идентичными контактными по-
верхностями, что предполагает наличие значительных конформационных перестроек в стволовых областях между 
эктодоменом и трансмембранным доменом белка HVEM при переходе от цис- к транс-связыванию с белком BTLA. 
Однако из-за технических сложностей кристаллизации рецепторов на поверхности клеток, обладающих длинными 
стволовыми участками, атомистические 3D-структуры HVEM в цис- и транс-состоянии, а также атомистические 
3D-структуры полноцепочечных цис- и транс-комплексов между HVEM и BTLA до настоящего времени неизвест-
ны. В настоящей работе с использованием подходов биоинформатики установлены структуры полноцепочечных 
белков HVEM и BTLA и их комплексов при их цис- и транс-взаимодействии. Полученные результаты могут быть 
использованы при разработке иммунорегуляторов для лечения рака и аутоиммунных заболеваний.

Ключевые слова: T-клетка, иммунные контрольные точки, HVEM, BTLA, цис- и транс-связывание 
Для цитирования. Урбан, В. А. Конформационные особенности белка HVEM при его цис- и транс-связывании 

с белком BTLA / В. А. Урбан, Ф. О. Константинов, В. Г. Вересов // Докл. Нац. акад. наук Беларуси. – 2024. – Т. 68, № 6. – 
С. 460–464. https://doi.org/10.29235/1561-8323-2024-68-6-460-464

Viktor A. Urban, Frants O. Kanstantinau, Valery G. Veresov
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CONFORMATIONAL FEATURES OF HVEM PROTEIN UPON ITS CIS  
AND TRANS BINDING TO BTLA PROTEIN

(Communicated by Corresponding Member Ekaterina I. Slobozhanina)

Abstract. T-cell activation begins upon antigenic recognition by T-cell receptor and is regulated by signals generated by 
co-stimulating and co-inhibiting molecules. These molecules, known as immune checkpoints, are attractive therapeutic targets 
for the therapy of cancer and autoimmune diseases. Co-inhibiting signal pathway formed between TNF-receptor HVEM (Herpes- 
Virus Entry Mediator, TNFRSF14) and BTLA (B and T Lymphocyte Attenuator) limits T-cell activation. However, BTLA can 
serve also as activating ligand when interacts with HVEM on adjacent cell. Mutagenesis experiments have shown that the same 
interface is formed between HVEM and BTLA both upon cis and trans interactions thus suggesting significant conformational re-
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arrangement in the HVEM stalk region between ectodomain and transmembrane domains upon transfer from cis to trans binding 
to BTLA. However, because of technical problems of the crystallization of surface receptor with long stalks, HVEM atomistic 
3D-structures including stalk region are absent up to now. In this study, the approaches of structural bioinformatics were used 
to determine the structures of full-length proteins HVEM and BTLA and their complexes upon cis- and trans-interactions. The 
results obtained can be used upon developing immunoregulators for the immunotherapy of cancer and autoimmune diseases. 

Keywords: T-cell, immune checkpoints, HVEM, BTLA, cis and trans binding
For citation. Urban V. A., Kanstantinau F. O., Veresov V. G. Conformational features of HVEM protein upon its cis and 

trans binding to BTLA protein. Doklady Natsional’noi akademii nauk Belarusi = Doklady of the National Academy of Sciences 
of Belarus, 2024, vol. 68, no. 6, pp. 460–464 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1561-8323-2024-68-6-460-464

Введение. Представитель суперсемейства рецепторов фактора некроза опухолей (РФНО, 
TNFRSF) HVEM (HerpesVirus Entry Mediator, TNFRSF14) регулирует иммунный ответ T-клеток, 
активируя как воспалительный, так и ингибиторный сигнальные пути [1; 2]. HVEM является 
уникальным представителем суперсемейства РФНО, действуя и как рецептор ФНО-подобных 
лигандов, и как лиганд для белка иммуноглобулинового суперсемейства BTLA (B and T Lym-
phocyte Attenuator), что отличает HVEM от других иммунорегулирующих молекул. Клеточный 
контекст, в рамках которого HVEM связывается с BTLA, определяет будет ли клеточный ответ 
активирующим или ингибирующим. При экспрессии на различных иммунных клетках (транс- 
взаимодействие) связывание BTLA с HVEM является активирующим для HVEM и BTLA, в то 
время как связывание на одной клетке (цис-взаимодействие) является ингибирующим [3; 4]. Экс-
перименты с использованием мутагенеза показали, что HVEM и BTLA, как при цис-, так и при 
транс-связывании обладают идентичным интерфейсом [4], что предполагает наличие значитель-
ных конформационных перестроек в шарнирных областях между эктодоменом и трансмембран-
ным доменом белка HVEM при переходе от цис-связывающего белка к транс-связывающему, 
однако локализация шарнирных областей и атомные структуры образующихся комплексов не-
известны. В настоящей работе осуществлены моделирование цис- и транс-комплексов между 
белками HVEM и BTLA и идентификация шарнирных областей белка HVEM. 

Материалы и методы исследования. Предсказание атомистических 3D-структур белка BTLA 
и цис- и транс-структур белка HVEM осуществляли с использованием программы ассемблиро-
вания доменов DeepAssembly [5]. Разделение на домены, необходимое для работы программы 
DeepAssembly, осуществляли следующим образом. В качестве одного из доменов в каждом из 
трех случаев рассматривали внеклеточные сегменты белков, известные из рентгеноструктурно-
го анализа (сегмент BTLA, включающий остатки 26–137, сегмент HVEM, включающий остатки 
39–139), а также N-концевые домены, предшествующие эктодоменам с экспериментально уста-
новленной структурой (остатки 1–25 для BTLA и 1–38 для HVEM), трансмембранные домены 
(остатки 158–178 для BTLA и 203–223 для HVEM) и цитозольные домены (остатки 179–189 для 
BTLA и 224–283 для HVEM). Разделение белка на домены внутри сегментов белков в промежут-
ке между сегментами с экспериментально установленной структурой и трансмембранными до-
менами осуществляли с использованием программ FUpred [6] и ThreaDom [7]. Установление 
шарнирных областей осуществляли с использованием программ LGA-GDT [8] и DynOmics [9]. 
Переход из цис-конформации в транс- исследовали с помощью программы KOSMOS [10], позво-
ляющей оценить энергетический барьер между двумя конформациями.

Результаты и их обсуждение. В результате выполнения протокола разделения белка BTLA 
на домены были сформированы следующие домены: остатки 1–25 (домен 1); остатки 26–137 (до-
мен 2, структура определена посредством рентгеноструктурного анализа); остатки 138–157  
(домен 3); остатки 158–178 (домен 4, трансмембранный домен); остатки 179–289 (домен 5, цито- 
зольный домен). Для белка HVEM-транс были сформированы домены: остатки 1–38 (домен 1); 
остатки 39–139 (домен 2, имеется экспериментальная структура для этого домена); остатки 140–
154 (домен 3); остатки 155–189 (домен 4); остатки 190–202 (домен 5); остатки 203–223 (домен 6; 
трансмембранный домен); остатки 224–283 (домен 7; цитозольный домен). Для белка HVEM-цис 
остатки 140–202 рассматривали как единый домен. В результате HVEM-цис рассматривали как 
5-доменный белок. Результаты расчета 3D-структуры белков BTLA, HVEM-цис, HVEM-транс  
с использованием программы DeepAssembly приведены на рис. 1. С использованием программ 
LGA-GDT [8] и DynOmics [9] были определены шарнирные области белка HVEM, ответствен-
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ные за переход белка из цис- в транс-конформацию. Такими оказались области белка 150VQG-
GT155 (шарнир 1) и 188LVTKAGAGTS196 (шарнир 2) (рис. 1). 

Структурная суперпозиция полноцепочечных белков HVEM (цис- и транс-) и BTLA на 
структуру комплекса эктодоменов двух белков, полученную с использованием рентгенострук-
турного анализа (PDB-код: 2AW2), позволила предсказать атомистические цис- и транс-комплек-
сы белков HVEM и BTLA (рис. 2).

Рис. 1. Структурные модели белков BTLA и HVEM в мембранном окружении. Приведено изображение белка BTLA (а) 
и белка HVEM (b). Цис-конформация белка HVEM изображена коричневым цветом, транс-конформация показана 
в бирюзовом цвете. Шарнирные области белка HVEM показаны сферами. Иммунные HVEM+ клетки – иммунные 

клетки, экспрессирующие HVEM (T-клетки, дендритные клетки, регуляторные T-клетки, B-клетки)

Fig. 1. Structural models of BTLA and HVEM in the membrane environment. Shown are BTLA (a) and HVEM (b). HVEM 
cis-conformation and trans-conformation are depicted in brown and cyan, respectively. HVEM hinge regions are shown as 

spheres. HVEM+ immune cells stand for HVEM expressing immune cells

а

а

b

b

Рис. 2. Структурные модели полноцепочечных цис- и транс-комплексов белка BTLA и HVEM:  
а – структурная модель цис-комплекса; b – структурная модель транс-комплекса.  

Под иммунной клеткой на рисунке b подразумевается любая иммунная клетка экспрессирующая белок HVEM

Fig. 2. Structural models of the full-length cis- and trans- BTLA/HVEM complexes.  
Shown are: structural models of the cis-complex (a) and of the trans-complex (b)
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Анализ конформационной перестройки белка 
HVEM при переходе из транс-конформации в цис- 
конформацию с использованием нормальных мод  
и программы KOSMOS [10] показал наличие двух 
высоких энергетических барьеров при транс-цис- 
переходе белка HVEM. Динамика энергетической 
оценочной функции при переходе из цис- в транс- 
конформацию приведена на рис. 3. На рисунке вид-
но наличие значительного энергетического барьера 
при переходе от цис- к транс-конформации, что по-
зволяет предположить сосуществование двух попу-
ляций белков HVEM с цис- и транс-конформация-
ми уже после посттрансляционного сворачивания.

Заключение. Полученные результаты позво- 
ляют предположить изгиб белка HVEM в его ство-
ловой области, включающей домены CRD3 (сег-
мент 150VQGGT155; шарнир 1) и CRD4 (сегмент 
188LVTKAGAGTS196; шарнир 2). Транс- и цис-кон-
формации соответствуют двум глубоким потен- 
циальным ямам в энергетическом ландшафте белка, что позволяет предположить образование 
двух различных конформаций и популяций белка HVEM (цис- и транс-) при его посттрансляци-
онном сворачивании. 

Рис. 3. Изменения безразмерной энергетической 
оценочной функции KOSMOS при переходе белка 

HVEM из цис- в транс-конформацию

Fig. 3. Changes of the dimensionless KOSMOS energy 
scoring function upon the transfer of the HVEM  

protein from cis to trans conformation
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РАЗРАБОТКА ЛЕНТИВИРУСНОЙ ВЕКТОРНОЙ СИСТЕМЫ  
ДЛЯ ЭКТОПИЧЕСКОЙ ЭКСПРЕССИИ И ПРЕЗЕНТАЦИИ  

МЕЛАНОМНОГО АНТИГЕНА MLANA В КЛЕТКАХ ЧЕЛОВЕКА

Аннотация. Освоены и испытаны лентивирусные векторы экспрессии, кодирующие два генно-инженерных ва-
рианта белка MLANA, названных MLANA-FLAG® и MLANA-FLAG®-LAMP1. Транскрипционная/трансляционная 
активность сконструированных последовательностей в клетках линии HEK 293T и дендритных клетках подтвержде-
на методами флуоресцентной конфокальной микроскопии и проточной цитометрии. Созданные генетические кон-
струкции могут быть использованы для генетической модификации дендритных клеток и разработки новых мето-
дов клеточной терапии меланомы.

Ключевые слова: меланома, белок MLANA, лентивирусная трансдукция, дендритные клетки, презентация ан-
тигена
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DEVELOPMENT OF THE LENTIVIRUS-BASED VECTOR SYSTEM FOR ECTOPIC EXPRESSION  
AND PRESENTATION OF THE MELANOMA ANTIGEN MLANA IN HUMAN CELLS

Abstract. Lentivirus-based vectors encoding two engineered melanoma associated MLANA proteins, named MLANA-
FLAG® and MLANA-FLAG®-LAMP1, were developed and tested. Transcriptional and translational activity of engineered 
proteins was confirmed in HEK 293T cells and dendritic cells by fluorescence confocal microscopy and flow cytometry. 
These new vectors can be used for lentiviral transduction of dendritic cells and the creation of new cell therapies for human 
melanoma.

Keywords: melanoma, MLANA protein, lentiviral transduction, dendritic cells, antigen presentation
For citation. Antonevich N. G., Badalyan I. A., Hancharou A. Y., Titov L. P., Grinev V. V. Development of the lentivirus-

based vector system for ectopic expression and presentation of the melanoma antigen MLANA in human cells. Doklady 
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pp. 465–473 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1561-8323-2024-68-6-465-473

Введение. Меланома – злокачественное новообразование кожи, формирующееся из транс-
формированных меланоцитов кожи, сетчатки глаз или слизистых оболочек. Из-за быстрого ро-
ста опухоли и развития ранних отдаленных метастазов меланома занимает одно из первых мест 
в отношении неблагоприятного прогноза лечения среди всех онкологических заболеваний. По 
данным ВОЗ, заболеваемость меланомой кожи за последние 50 лет увеличилась в 7 раз, ежегод-
но во всем мире регистрируется свыше 300 тыс. случаев заболевания меланомой [1].
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Классическая триада – хирургическое, химиотерапевтическое и радиолучевое лечение – за-
частую оказывается малоэффективной в лечении метастатической меланомы. Комбинированная 
терапия IV стадии меланомы дает лишь от 5 до 22,5 % 5-летней выживаемости [2]. Таким обра-
зом, по-прежнему существует острая необходимость в разработке более эффективных методов 
лечения меланомы, улучшающих показатели выживаемости пациентов, особенно когда речь 
идет о прогрессировании заболевания и переходе онкологического процесса в терминальную 
стадию.

Известно, что при прогрессировании меланомы происходят глубокие изменения в работе си-
стемы иммунитета. В частности, снижение количества дендритных клеток (ДК), которые явля-
ются ключевыми активаторами адаптивного иммунного ответа и играют ведущую роль в ин-
дукции противоопухолевого иммунного ответа [3]. Основной функцией ДК является поглощение 
антигенов, в том числе опухолевых, их процессинг и презентация на мембране в комплексе  
с молекулами главного комплекса гистосовместимости (ГСК) I и II класса, в таком виде антиген 
может быть распознан CD8+ и CD4+ T-клетками соответственно. Клетки опухоли способны на-
рушать межклеточную сигнализацию, увеличивая выработку иммуносупрессивных цитокинов, 
что приводит, с одной стороны, к торможению активации Т-клеток, с другой – к снижению уров-
ня экспрессии ГСК I и II ДК и их способности к антигенной презентации.

Учитывая, с одной стороны, снижение активности иммунной системы во время прогресса 
меланомы, и с другой – важность ДК и презентации ими опухолеспецифических или опухолеас-
социированных антигенов для противоопухолевого иммунитета, инновационным подходом 
адъювантной иммунотерапии меланомы может быть использование ДК в качестве биомедицин-
ского клеточного продукта (БМКП). Показано, что такого рода клеточные продукты являются 
эффективным средством для иммунотерапии онкологических заболеваний и безопасны в ис-
пользовании [4]. Вместе с тем в случае меланомы результаты лечения с использованием ДК  
не всегда удовлетворительны. Одним из подходов повышения функциональной активности ДК яв-
ляется их генетическая модификация. Генетическая модификация ДК с помощью трансдукции 
(переноса генов посредством рекомбинантных вирусов) является предпочтительным способом 
получения клеток, презентирующих целевой антиген, в тех случаях, когда нужна стабильная 
долгосрочная иммунизация. Наиболее эффективным вариантом такой модификации является 
лентивирусная трансдукция – перенос генов с помощью рекомбинантных лентивирусов [5; 6].

В качестве генов, переносимых в ДК с помощью лентивирусной трансдукции, могут высту-
пать гены, кодирующие как опухолеассоциированные, так и опухолеспецифические меланом-
ные антигены. Среди опухолеассоциированных антигенов меланомы интересен белок MLANA 
(MART-1, или антиген, связанный с меланомой, распознаваемый Т-клетками). Он представляет 
собой специфический для меланоцитов трансмембранный белок, экспрессируемый в нормаль-
ных меланоцитах, пигментном эпителии сетчатки и клетках меланомы. Внутриклеточно этот 
белок обнаруживается в эндоплазматическом ретикулуме, транс-отделе аппарата Гольджи и ме-
ланосомах [7], в созревании которых MLANA участвует путем обеспечения стабильности, транс -
портировки и процессинга белка Pmel17 (gp100), что важно для образования меланосом II стадии 
созревания.

Цель исследования – разработка лентивирусной векторной системы для эктопической экс-
прессии и презентации антигена MLANA в дендритных клетках человека как основы дальней-
шего получения БМКП для лечения меланомы.

Материалы и методы исследования. В работе были использованы плазмиды pUC57 с кон-
струкциями, кодирующими разработанные авторами генно-инженерные варианты белка MLANA 
(Synbio Technologies, Южная Корея), лентивирусный вектор экспресии pHR-SINcPPT-SIEW, век-
тор упаковки pCMV-dR8.91, вектор оболочки pMD2.G, линия клеток НЕK 293Т и бактериальный 
штамм E. coli DH5a.

Трансформацию бактерий E. coli DH5a плазмидной ДНК осуществляли кальциевым ме- 
тодом. Эндонуклеазы рестрикции SgsI и BamHI (Thermo Fisher Scientific, США) использовали 
для подготовки нуклеотидных последовательностей для клонирования. Очистку плазмид для 
ко-трансфекции проводили с помощью набора реагентов Endotoxin-free Plasmid DNA Purification 
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Xtra Midi Plus EF (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Германия). Выделение ДНК из агарозного 
геля осуществляли с помощью реагентов «АртДНК MiniSpin Гель» (Беларусь).

Ко-трансфекцию клеток линии HEK 293T осуществляли с помощью полиэтиленимина: к сме-
си векторов экспресии, упаковки и оболочки, взятых в соотношении 3 : 2 : 1 по массе, добавляли 
полиэтиленимин в массовом соотношении 3 : 1 с плазмидной ДНК, через 24 ч меняли ростовую 
среду на свежую. Сбор рекомбинантных псевдотипированных лентивирусов осуществляли че-
рез 48–72 ч после завершения ко-трансфекции. Концентрирование вирусных частиц проводили 
методом ультрацентрифугирования на протяжении 120 мин при 120000g и температуре +4 °C. 
Трансдукцию клеток проводили методом спинокуляции (1500g, 2 ч, +32 °C) с добавлением  
4 мкг/мл Polybrene® как описано ранее [8; 9].

Через 48–72 ч после трансдукции осуществляли иммунофенотипирование клеток методом 
проточной цитометрии на визуализирующих проточных цитометрах Luminex Amnis FlowSight  
и Luminex Amnis ImageStream mkII (Luminex Corporetion, США). Для иммунофенотипирования 
использовали антитела к белкам MLANA (APC, клон REA1093; Miltenyi Biotec, Германия), 
LAMP1/CD107a (BV605, клон H4A3; BioLegend, США) и аминокислотной последовательности 
FLAG® (FLAG-tag) (PE-Cy7, клон L5; BioLegend, США). Ядро визуализировали с помощью 
Hoechst 33258. Для обработки данных использовали программы IDEAS версии 6.2 и 6.4 (Luminex 
Corporation, США) и FCS Express, версия 7 (DeNovo Software, США). Микрофотографии клеток 
получали с использованием флуоресцентного микроскопа IX-73 (Olympus, Япония), обработку 
проводили в программе ImageJ версии 1.54 (NIH, США).

Вторичную структуру молекул РНК рассчитывали с помощью сервиса RNAfold с параметра-
ми, взятыми по умолчанию. Вторичную структуру генно-инженерных белков рассчитывали  
с помощью сервиса Jpred4. Пространственно-мембранную локализацию белка рассчитывали  
с помощью программ Protter [10], I-TASSER [11], RosettaLoop [12] и GalaxyRefine2 [13].

Результаты и их обсуждение. Разработка экспрессионной кассеты на основе комплемен-
тарной ДНК гена MLANA человека. Ген человека MLANA (Melan-A, MART-1, MART1) локализо-
ван в сегменте 9p24.1 хромосомы 9 с координатами chr9:5890889-5910606. Нами проведен биоин-
форматический анализ транскриптомных данных, полученных по технологии RNA-Seq, для 
уточнения структуры и глобального профиля экспрессии гена MLANA в клетках человека. Ре-
зультаты проведенного анализа указывают на то, что экспрессия этого гена может приводить  
к образованию в клетках пяти основных изоформ РНК. При этом три изоформы (депонирован-
ные в базе Ensembl под идентификационными номерами ENST00000381477, ENST00000381476  
и ENST00000381471) являются матричными РНК и имеют высокую степень подтвержденности, 
а вот две другие изоформы (ENST00000482341 и ENST00000490518 по базе Ensembl) могут быть 
классифицированы как некодирующие и имеют низкий уровень подтверждения.

Разнообразие изоформ мРНК гена MLANA формируется за счет использования альтернативных 
точек начала и терминации транскрипции, а также альтернативного сплайсинга 5′-концевой обла-
сти первичных РНК. Структура же открытой рамки считывания (ORF) при этом не меняется, что 
определяет существование у гена MLANA одной консенсусной последовательности CCDS6466.1, 
кодирующей только одну изоформу белка MLANA (Q16655 по UniProtKB).

Более детальный анализ 5′-концевых последовательностей мРНК гена MLANA показывает, 
что они обладают рядом особенностей, усложняющих дизайн единой комплементарной ДНК 
для клонирования. Во-первых, общим у всех трех изоформ мРНК является фрагмент длиной  
27 нуклеотидов, непосредственно примыкающий к стартовому кодону, что недостаточно для вы-
полнения роли полноценной 5′-нетранслируемой области (5′UTR) в будущем искусственном гене: 
согласно данным Ensembl первый квартиль распределения длин 5′UTRs 71981 мРНК человека 
равен 88 нуклеотидам. Во-вторых, стартовый кодон трансляции во всех этих молекулах РНК  
не является частью последовательности Козак. Причем, в-третьих, транскрипты ENST00000381476 
и ENST00000381471 имеют в 5′UTR еще и криптические стартовые кодоны. Как минимум один 
из таких кодонов в транскрипте ENST00000381471 может служить стартовым для короткой от-
крытой рамки считывания uORF, начинающейся 117 нуклеотидом и заканчивающейся 329-м. 
Наконец, в-четвертых, расчет вторичной структуры 5′UTRs обсуждаемых транскриптов с помо-
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щью RNAfold показывает, что 5′UTR транскрипта ENST00000381471 укладывается в термодина-
мически стабильную вторичную структуру с минимумом свободной энергии –116,20 ккал/моль, 
в то время как 5′UTR транскрипта ENST00000381477 стабилизируется с высвобождением лишь 
15,9 ккал/моль. Влияют ли такие вторичные структуры на эффективность трансляции мРНК 
гена MLANA не известно.

Таким образом, учитывая существенные различия в структуре 5′UTRs мРНК гена MLANA,  
а также отсутствие эмпирически выверенных сведений о влиянии таких 5′UTRs на эффектив-
ность трансляции транскриптов целевого гена видится целесообразным создание не одной, а не-
скольких последовательностей транскрибируемой части экспрессионной кассеты MLANA, разли-
чающихся по 5′-концевому региону. Однако это существенно усложнило бы работу по созданию 
конечной генетической конструкции, поэтому нами было принято решение о разработке экспре с-
сионной кассеты MLANA на основе полноразмерных 5′UTR и ORF от транскрипта ENST00000381477. 
5′UTR указанного транскрипта имеет минимально необходимый размер, не содержит криптиче-
ских стартовых кодонов и обладает подходящим термодинамическим профилем. В дополнение  
к указанным элементам в экспрессионную кассету сразу же за ORF была добавлена 24-нуклео-
тидная вставка, кодирующая 8-аминокислотный ярлык DYKDDDDK в составе ожидаемого бел-
ка MLANA-FLAG® (рис. 1, а), необходимый для идентификации целевого белка с помощью уни-
версальных анти-FLAG® антител.

Очевидно, что для презентации пептидов MLANA в комплексе с антигенами HLA класса I 
каких-то дополнительных конструктивных изменений описанной выше транскрибируемой по-
следовательности не требуется: часть синтезируемого в клетках белка MLANA будет процесси-
роваться и предоставляться Т-клеткам в комплексе с антигенами HLA класса I благодаря кон-
ститутивному механизму презентации [14]. Однако для презентации таких пептидов в комплексе 
с антигенами HLA класса II требуется попадание белка в лизосомальный или поздне-эндосо-
мальный компартменты клетки. Необходимая компартменитализация может быть достигнута 
путем добавления к целевому белку, который экспрессируется эктопически, сигнальных пепти-
дов от белков LAMP1 или LAMP3, либо инвариантной цепи, ассоциированной с антигенами 
главного комплекса гистосовместимости класса II [15].

Сравнительный анализ имеющихся эмпирических данных показывает, что эксперименталь-
но наиболее подтверждена эффективность применения сигнального пептида от лизосомального 
мембранного гликопротеина LAMP1. При этом для встраивания целевого белка в лизосомаль-
ную мембрану целесообразно использовать не только сигнальный пептид, но и трансмембран-
ный домен LAMP1. В связи с этим нами была спроектирована альтернативная конструкция ко-
дирующей части экспрессионной кассеты MLANA, которая способна обеспечить наработку  
в целевых клетках гибридного белка MLANA-FLAG®-LAMP1 (рис. 1, а) с заданной внутрикле-
точной локализацией.

                                                                а                                                                             b

Рис. 1. Структура экспрессионных кассет (а), кодирующих разработанные белки MLANA-FLAG®  

и MLANA-FLAG®-LAMP1, и мембранная модель (b) гибридного белка MLANA-FLAG®-LAMP1

Fig. 1. The structure of the expression cassettes (a) encoding the developed MLANA-FLAG®  
and MLANA-FLAG®-LAMP1 proteins, and membrane model (b) of the MLANA-FLAG®-LAMP1 hybrid protein

PSFFV – промотор вируса, вызывающего  
образование фокусов в селезенке  
(англ. Spleen Focus Forming Virus);
IRES – сайт для внутренней посадки рибосомы  
(англ. Internal Ribosome Entry Site)
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Проведенный с помощью сервиса Jpred4 предварительный расчет вторичной структуры раз-
работанного гибридного белка MLANA-FLAG®-LAMP1 показал, что он должен эффективно 
встраиваться в лизосомальную мембрану за счет сигнального пептида и трансмембранного до-
мена от белка LAMP1. При этом основная часть белка MLANA должна экспонироваться во вну-
трилизосомальное пространство, что обеспечит его доступность для лизосомальных гидролаз  
и процессинг. Результаты данного этапа моделирования также указывают на то, что ярлык 
FLAG® должен остаться доступным для антител в случае встраивания в лизосомальную мем-
брану двух доменов MLANA и LAMP1 (рис. 1, b).

Рис. 2. Экспрессия целевых белков в клетках линии HEK 293T, трансдуцированных рекомбинантными лентивирусами 
на основе вектора pHR′-MLANA-FLAG®-LAMP1: а – визуализирующая проточная цитометрия генетически  

модифицированных клеток линии HEK 293T (6 репрезентативных клеток в 6 каналах: 1 – Hoechst 33258, 2 – eGFP,  
3 – видимый свет, 4 – LAMP1, 5 – MLANA, 6 – FLAG®. Учет проводился на визуализирующем проточном цитометре 

Amnis ImageStream mkII (Cytek Biosciences, США) при увеличении ×60); b – анализ экспрессии eGFP, белка MLANA 
и FLAG® (показано выделение одиночных клеток (singlets), ядросодержащих клеток и оценка в этом регионе  

количества транcдуцированных eGFP+ MLANA+ и eGFP+FLAG® + клеток на цитограммах); c – ко-экспрессия зеленого 
флуоресцирующего белка eGFP (зеленый цвет) и белка MLANA (красный цвет); d – ко-локализация белка MLANA 
(красный цвет) и клеточных ядер (Hoechst 33258, голубой цвет). Флуоресцентная микроскопия (Í400) генетически 

модифицированных клеток линии HEK 293T спустя 72 ч после трансдукции

Fig. 2. Expression of target proteins in HEK 293T cells transduced with recombinant lentiviruses based on the pHR′-MLANA-
FLAG®-LAMP1 vector: a – imaging flow cytometry analysis of genetically modified HEK 293T cells (6 representative cells 

in 6 channels: 1 – Hoechst 33258, 2 – eGFP, 3 – brightfield, 4 – LAMP1, 5 – MLANA, 6 – FLAG®); b – analysis of eGFP, 
MLANA and FLAG® protein expression (the gating of singlets and nucleated cells and evaluation of transduced eGFP+M-

LANA+ and eGFP+FLAG® + cells are shown on cytograms); c – coexpression of the fluorescent reporter protein eGFP (green) 
and MART-1 (APC, red), 72 h after transduction НЕК 293Т (×400); d – expression of MART-1 (APC, red) and visualization 

of nuclei with Hoechst 33258 (blue), 72 h after transduction of НЕK 293Т (×400)

Получение рекомбинантных лентивирусных частиц и оценка трансляционной активности 
генно-инженерных конструкций. Целевые фрагменты ДНК, кодирующие спроектированные 
генно-инженерные белки, были переклонированы из двух векторов на основе pUC57 со вставка-
ми MART1-FLAG® (472 п. н.) и MART1-FLAG®-LAMP1 (589 п. н.) в лентивирусный вектор экс-
прессии pHR-SINcPPT-SIEW второго поколения. В результате были получены рекомбинантные 

а b

dc
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векторы, названные pHR′-MLANA-FLAG® и pHR′-MLANA-FLAG®-LAMP1, правильность струк-
туры которых была подтверждена рестрикционным анализом и секвенированием.

Рекомбинантные псевдотипированные лентивирусы получали в культуре клеток HEK 293Т 
путем ее ко-трансфекции пакующим вектором pCMV-dR8.91, вектором оболочки pMD2.G и од-
ним из полученных рекомбинантных векторов экспресии pHR′-MLANA-FLAG® и pHR′-MLANA-
FLAG®-LAMP1 [8; 9]. В результате были получены препараты рекомбинантных лентивирусов  
с функциональным титром в диапазоне 3,0–4,0 логарифмов.

Пилотное испытание эффективности трансдукции такими лентивирусами и экспресии транс-
генов в модифицированных клетках было проведено с использованием клеточной линии HEK 293Т, 
оптимально подходящей для решения поставленных задач. После трансдукции клеток HEK 293Т 
транскрипционная/трансляционная активность сконструированных нами последовательностей 
подтверждалась методами флуоресцентной микроскопии и проточной цитометрии. При этом 
учитывалась экспрессия репортерного флуоресцирующего белка eGFP и генно-инженерных 
белков MLANA-FLAG® и MLANA-FLAG®-LAMP1.

Как видно на рис. 2, а, экспрессия eGFP и MLANA в модифицированных клетках HEK 293Т 
хорошо согласована. Более того, данные проточной цитометрии показывают, что среди eGPF-по-
ложительных клеток доля клеток, экспрессирующих MLANA и FLAG®, превышает 80 % (рис. 2, b). 
Интересно, что в клетках НЕK 293Т, трансдуцированных трансгеном MLANA-FLAG®-LAMP1, 
интенсивность экспрессии белка LAMP1 в eGFP-положительных и eGFP-отрицательных не от-

Рис. 3. Экспрессия целевых белков в ДК, трансдуцированных рекомбинантными лентивирусами  
на основе вектора pHR′-MLANA-FLAG®: а – анализ экспрессии eGFP и белка MLANA (показано выделение  

одиночных клеток (singlets) и оценка в этом регионе количества транcдуцированных eGFP+ MLANA+ ДК  
на цитограммах); b – визуализирующая проточная цитометрия генетически модифицированных ДК (показаны  

3 репрезентативные клетки в 4 каналах: 1 – видимый свет, 2 – eGFP, 5 – MLANA, 6 – темное поле).  
Учет проводился на визуализирующем проточном цитометре Amnis ImageStream mkII  

(Cytek Biosciences, США) при увеличении ×60

Fig. 3. Expression of target proteins in DC transduced with recombinant lentiviruses based on the pHR′-MLANA-FLAG® 
vector: a – analysis of eGFP, MLANA protein expression (the gating of singlets and evaluation of transduced  

eGFP+MLANA+ DC in singlets gate); b – imaging flow cytometry analysis of genetically modified DC  
(shows 3 representative cells in 4 channels: 1 – brightfield, 2 – eGFP, 5 – MLANA, 6 – dark field)

a

b
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личается. По-видимому, это обусловлено тем, что в клетках НЕK 293Т этот белок эндогенно экс-
прессируется на очень высоком уровне и дополнительный вклад трансгенного LAMP1 оказыва-
ется незначительным.

Согласно данным визуализирующей проточной цитометрии распределение eGFP, MLANA  
и FLAG® в модифицированных клетках носит равномерный диффузный характер (рис. 2, c, d). 
Интересно, что в клетках, экспрессирующих белок MLANA-FLAG®-LAMP1, не наблюдается 
преимущественная ассоциация антигена MLANA с лизосомами и/или поздними эндосомами. 
Наконец следует отметить, что в клетках НЕK 293Т экспрессия всех описанных трансгенов оста-
ется относительно стабильной на протяжении трех пассажей (данные не показаны).

Для подбора оптимальных условий трансдукции ДК на первом этапе проводилась оценка 
влияния Polybrene® в диапазоне концентраций 1–10 мкг/мл на жизнеспособность ДК с и без цен-
трифугирования в течение 2 ч, что имитировало условия спинокуляции. Было установлено, что 
нетоксичными для ДК являются концентрации Polybrene® в диапазоне до 4 мкг/мл, центрифуги-
рование не оказывало цитотоксического эффекта на ДК, клетки сохраняли жизнеспособность на 
уровне более 90 %. Использование концентрации Polybrene® более 4 мкг/мл приводило к резко-
му снижению жизнеспособности ДК – ниже 50 % (данные не показаны).

Была проанализирована эффективность трансдукции методом спинокуляции с множествен-
ностью инфицирования (МИ) в диапазоне 1–50 ед. Установлено, что при использовании МИ  
в диапазоне 1–30 ед. цитотоксический эффект на ДК не выявлялся, при использовании более вы-
сокой дозы лентивирусов жизнеспособность ДК падала ниже 90 %. При МИ 30 были получены 
наилучшие результаты с использованием обоих рекомбинантных лентивирусов, однако уровень 
трансдукции ДК не превышал 17 %. Из двух векторов наилучшие результаты получены с ис-
пользованием pHR′-MLANA-FLAG® (рис. 3, a, b), уровень же трансдукции ДК с использованием 
pHR′-MLANA-FLAG®-LAMP1 не превышал 10 %.

Заключение. Нами получены и испытаны лентивирусные векторы экспрессии, кодирующие 
два генно-инженерных варианта белка MLANA, названных MLANA-FLAG® и MLANA-FLAG®-
LAMP1. Рекомбинантные лентивирусы, продуцируемые клетками НЕK 293Т после ко-трансфек-
ции последних одним из разработанных векторов экспрессии совместно с пакующим вектором 
pCMV-dR8.91 и вектором оболочки pMD2.G, способны переносить генетическую конструкцию  
в клетки линии НЕK 293Т и ДК. Транскрипционная и трансляционная активность сконструиро-
ванных нами последовательностей в изучаемых клетках подтверждается методами флуорес-
центной микроскопии и визуализирующей проточной цитометрии не только по наличию флуо-
ресценции белка eGFP, но и по появлению в модифицированных клетках эктопических белков 
MLANA-FLAG® и MLANA-FLAG®-LAMP1, распознаваемых специфическими антителами. Эти 
данные указывают на то, что разработанные генетические конструкции могут быть использова-
ны при условии дальнейшей доработки и исключения eGFP и маркерной вставки FLAG-tag для 
генетической модификации аутологичных ДК и разработки новых методов клеточной терапии 
меланомы.
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ПОЛИМОРФНЫЕ ВАРИАНТЫ ГЕНОВ ARMS2 (rs10490924) И CFH (rs1061170)  
КАК МАРКЕРЫ ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТИ К НЕОВАСКУЛЯРНОЙ  

ВОЗРАСТНОЙ МАКУЛЯРНОЙ ДЕГЕНЕРАЦИИ В БЕЛОРУССКОЙ ПОПУЛЯЦИИ

Аннотация. Изучена значимость полиморфных вариантов rs10490924 (A69S) гена предрасположенности к воз-
растной макулопатии 2 (ARMS2) и rs1061170 (Y402H) гена фактора H системы комплемента (CFH) для оценки риска 
возникновения неоваскулярной возрастной макулярной дегенерации (нВМД) в белорусской популяции. Установле-
но, что гетеро- и гомозиготы по минорным аллелям ассоциированы с высоким риском возникновения нВМД. Пока-
зано, что риск заболевания возрастает многократно с каждой копией минорного аллеля (лог-аддитивная модель  
наследования) как для rs10490924, так и для rs1061170. Наибольшую рисковую значимость имеет полиморфизм 
rs10490924 гена ARMS2. При этом анализ парных сочетаний генотипов по исследуемым локусам обладает большей 
информативностью для оценки риска, чем по отдельным локусам. Полученные результаты могут быть использованы 
для определения генетической предрасположенности к нВМД у населения Беларуси.

Ключевые слова: неоваскулярная возрастная макулярная дегенерация, белорусская популяция, rs10490924 
ARMS2, rs1061170 CFH, оценка риска, модель наследования 
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Abstract. The significance of the polymorphic variants rs10490924 (A69S) of the age-related maculopathy susceptibility 
2 gene (ARMS2) and rs1061170 (Y402H) of the complement factor H gene (CFH) for risk assessment of neovascular age-
related macular degeneration (nAMD) in the Belarusian population was studied. It was established that by minor alleles 
hetero- and homozygotes are associated with a high risk of nAMD. It was shown that the risk of disease development increases 
many times with each minor allele copy (the log-additive inheritance model) both for rs10490924 and rs1061170. The ARMS2 
rs10490924 polymorphism has the greatest risk significance. At the same time, the analysis of paired genotype combinations 
by the loci studied is more informative for risk assessment than for individual loci. The results obtained can be used to assess 
a genetic predisposition to nAMD in the Belarusian population.
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Введение. Возрастная макулярная дегенерация или дистрофия (ВМД) – это прогрессирую-
щее нейродегенеративное заболевание, поражающее в первую очередь фовеа – часть сетчатки, 
содержащую высокую концентрацию фоторецепторов и ответственную за остроту центрально-
го зрения. По клиническим проявлениям выделяют сухую (атрофическую) и влажную (экссуда-
тивную, или неоваскулярную) формы заболевания. Неоваскулярная ВМД (нВМД) имеет более 
тяжелое течение, характеризуется разрастанием сосудов (неоваскуляризацией) вблизи сетчатки, 
что приводит к накоплению жидкости в самой сетчатке и близлежащем пространстве, а также 
кровоизлиянию, отслойке ретинального пигментного эпителия и гибели фоторецепторов. ВМД 
является одной из ведущих причин нарушения зрения и слепоты у пожилых людей во всем мире, 
особенно в развитых странах. В европейских популяциях распространенность ранних и проме-
жуточных стадий ВМД у лиц от 60 лет и старше составляет в среднем 25,3 %, а поздних стадий 
заболевания – 2,4 %. Вследствие старения популяций ожидается 15-процентный рост распро-
страненности ВМД к 2050 г. [1], что указывает на необходимость всестороннего изучения пато-
генетических механизмов возникновения заболевания и принятия контрмер, включая выделение 
групп с повышенным риском возникновения ВМД для последующего проведения профилакти-
ческих мероприятий и ранней постановки диагноза.

ВМД относится к мультифакториальным заболеваниям. При этом возраст, курение и пита-
ние с недостаточным количеством антиоксидантов и микроэлементов признаны самыми важны-
ми модифицирующими факторами, повышающими в несколько раз вероятность развития ВМД 
в целом, а также тяжелых поздних стадий заболевания [2; 3]. Однако особая роль отводится ге-
нетическим факторам риска возникновения ВМД. По результатам 20-летнего исследования 
близнецов показано, что вклад генетических факторов в развитие ВМД составляет около 49 % 
[4]. Молекулярно-генетические исследования значительно расширили понимание патофизиоло-
гии данного заболевания. Установлено, что гены, ассоциированные с ВМД, вовлечены во многие 
молекулярные процессы, включая липидный обмен, ангиогенез, ремоделирование внеклеточно-
го матрикса, апоптоз, регуляцию активности системы комплемента, воспалительный ответ  
и другие [2; 5]. Самое крупное исследование с применением полногеномного секвенирования, 
опубликованное в 2016 г., обнаружило 52 независимых генетических варианта и 34 локуса, свя-
занных с риском развития ВМД [6]. Среди них полиморфные варианты генов CFH и ARMS2 вы-
деляются как наиболее значимые в возникновении ВМД, определяя наследуемость заболевания 
на 50 или более процентов [5; 7].

Ген CFH кодирует фактор комплемента H, который играет важную роль в поддержании го-
меостаза иммунной системы. Являясь основным регулятором альтернативного пути активации 
системы комплемента, CFH ограничивает местное воспаление тремя основными способами: 
конкурируя с фактором B за связывание с C3b, ускоряя распад конвертазы C3Bb и выступая  
в качестве кофактора в протеолитическом расщеплении С3b [8].

Ген ARMS2 кодирует белок предрасположенности к возрастной макулопатии 2. Его структура, 
локализация и функции остаются недостаточно изученными. Предполагается, что ARMS2 уча-
ствует в регуляции активности системы комплемента, являясь поверхностным активатором комп-
лемента, однако эти данные нуждаются в подтверждении. Также было отмечено, что окислительный 
стресс локально повышает экспрессию ARMS2 в моноцитах, а дисфункция этого белка вызывает 
окислительные повреждения в сетчатке [5; 9].

Цель исследования – изучить значимость полиморфных вариантов генов ARMS2 (rs10490924) 
и CFH (rs1061170) для оценки риска нВМД в белорусской популяции.

Материалы и методы исследования. Исследуемые группы формировались в период с 2022 
по 2023 г. на базе Учреждения здравоохранения «3-я городская клиническая больница имени 
Е. В. Клумова» г. Минска. Включение пациентов в исследование и взятие биологического мате-
риала проводились после подписания информированного согласия в соответствии с Хельсинк-
ской декларацией. В группы включались пациенты в возрасте старше 50 лет. Постановка диагноза 
осуществлялась по результатам комплексного офтальмологического обследования, включающе-
го оптическую когерентную томографию заднего полюса глаза с использованием прибора 
Stratus OCT (Carl Zeiss, Германия).
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Общее количество лиц, включенных в исследование, составило 363. Группа исследования 
бы ла сформирована из 234 человек с диагнозом нВМД. В группу клинического контроля (срав-
нения) были включены 129 человек с различными глазными патологиями, не связанными с ВМД.

Данные по полу и возрасту пациентов в исследуемых группах представлены в табл. 1. 

Т а б л и ц а 1. Демографическое описание исследуемых групп
T a b l e 1. The demographic description of the study groups

Характеристика
Characteristic

Группа клинического контроля
Clinical control group

Группа с нВМД
nAMD group p-value

Пол Мужчины, n (%) 31 (24,0) 72 (30,8)
>0,05

Женщины, n (%) 98 (76,0) 162 (69,2)
Возраст, годы Медиана (минимальное - максимальное значение) 67 (51–93) 74 (52–93) <0,0001

Тотальная ДНК получена из буккального эпителия пациентов с помощью набора для выде-
ления ДНК «Нуклеосорб» в комплектации «А» (ОДО «Праймтех», Республика Беларусь). Оцен-
ка концентрации и чистоты образцов ДНК проведена с использованием NanoDrop 8000 (Thermo 
Fisher Scientific, США). Образцы ДНК до начала генотипирования хранились в лабораторных 
коллекциях Института генетики и цитологии НАН Беларуси при –20 °С.

Генотипирование всех образцов ДНК выполнено с использованием технологии конкурентной 
аллель-специфичной ПЦР (KASP – Kompetitive Allele Specific PCR), лежащей в основе наборов 
реактивов производства LGC Biosearch Technologies (Великобритания). ПЦР в реальном времени 
проведена с применением амплификатора CFX96 Touch (BioRad, США).

Статистическое различие в соотношении женщин и мужчин в двух группах оценено 
критерием χ2, а различие по возрасту – при помощи U-теста Манна–Уитни в пакете прикладных 
программ Statistica 7. Соответствие распределения частот генотипов равновесию Харди–
Вайнберга, выбор модели наследования, а также анализ ассоциаций проводили с помощью веб-
инструмента SNPStats. Анализ ассоциаций выполнен с поправкой на пол и возраст по пяти 
возможным моделям наследования: кодоминантной, доминантной, рецессивной, сверхдоми-
нант ной и лог-аддитивной (аддитивной или мультипликативной), каждая из которых отражает 
различные варианты сравнения частот генотипов (или аллелей). Для выбора наиболее вероятной 
модели наследования и интерпретации результатов использовался информационный критерий 
Акаике (ИКА). Модели с наименьшими значениями ИКА определялись как наиболее вероятные. 
Об ассоциации генотипов (или аллелей) с заболеванием судили по величине отношения шансов 
(odds ratio – OR) и 95 %-ного доверительного интервала (95 % confidence interval – 95 % CI). Все 
значения p < 0,05 принимались за статистически значимые.

Результаты и их обсуждение. Проверка распределения частот генотипов в группе кли-
нического контроля показала его соответствие закону Харди–Вайнберга как для rs10490924 гена 
ARMS2, так и для rs1061170 гена CFH. Установлено также, что частоты минорных аллелей этих 
локусов в контрольной группе статистически не отличаются от данных по другим европейским 
популяциям (табл. 2), включая население Нидерландов, Дании, Швеции, Финляндии, Великоб-
ритании и Эстонии, а также от данных международного проекта 1000Genomes, представленных 
в базе данных NCBI (National Center for Biotechnology Information, USA) [10]. 

Группа клинического контроля состояла на 58,1 % из пациентов с катарактой, 15,5 % –  
с деструкцией стекловидного тела, 14,0 % – с гиперметропией, 3,9 % – с миопией слабой степени, 
3,1 % – с глаукомой, 5,4 % пациентов имели другие заболевания глаз, не связанные с ВМД. 
Сравнительный анализ распределения частот генотипов и аллелей в этих подгруппах не выявил 
статистически значимых различий, что может указывать на отсутствие связи исследуемых ло-
кусов rs10490924 и rs1061170 с перечисленными офтальмологическими заболеваниями и, соот-
ветственно, на возможность использования этих подгрупп в качестве контроля к группе па-
циентов с нВМД. 

Результаты сравнительного анализа распределения частот генотипов и аллелей в группе  
с нВМД и в группе клинического контроля приведены в табл. 3. Статистически значимую 
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(p < 0,0001) ассоциацию с основным заболеванием показали оба исследуемых локуса по четырем 
из пяти возможных моделям наследования. Наименьшие значения ИКА были получены для лог-
аддитивной модели, а далее по возрастанию – для кодоминантной модели. Лог-аддитивная 
модель наследования говорит о том, что риск заболевания растет по логарифмическому закону  
с каждой копией альтернативного аллеля. Кодоминантная модель позволяет оценить риски для 
различных генотипов с альтернативным аллелем независимо друг от друга.

Т а б л и ц а 2. Сравнение частот минорных аллелей исследованных локусов в группе клинического контроля 
с данными по европейским популяциям и проекта 1000Genomes

T a b l e 2. Comparison of minor allele frequencies of the studied loci in the clinical control group  
with the data on European populations and the 1000Genomes project

Ген
Gene

Локус
Locus

Минорный аллель
Minor allele

Частота минорного аллеля, %
Minor allele frequency, %

p-valueБеларусь  
(данное исследование)

Belarus (this study)

Европа (минимальное – мак-
симальное значения) [10]

Europe (min –max) [10]
1000Genomes [10]

ARMS2 rs10490924 T 25,2 18,9–29,2 28,0 >0,05
CFH rs1061170 C 34,9 35,8–43,1 27,1 >0,05

По кодоминантной модели наследования рисковые для белорусской популяции генотипы 
G/T и T/T полиморфного локуса rs10490924 гена ARMS2 имели высокие значения отношения 
шансов: OR = 3,53 (95 % CI = [1,99–6,24]; p < 0,0001) и OR = 17,49 (95 % CI = [7,58–40,38]; p < 0,0001) 
соответственно. Примечательно, что в случае гомозиготного по минорному аллелю генотипа 
Т/Т отношение шансов развития нВМД многократно выше, чем для гетерозиготы. Эта тенден-
ция статистически подтверждена (p < 0,0001) лог-аддитивной моделью с высоким значением от-
ношения шансов, равным 4,01, для минорного аллеля T (табл. 3). Полученные данные уточняют 
вероятную модель наследования, описанную ранее для rs10490924 в белорусской популяции [11], 
а также указывают на более высокие риски возникновения ВМД при наличии в геноме минорно-
го аллеля rs10490924. В то же время сравнивая наши данные с результатами исследований Кон-
сорциума EYE-RISK, полученными по 4 европейским популяциям (Португалии, Нидерландов, 
Германии и Испании) [12], можно предположить, что в белорусской популяции связь рискового 
аллеля Т rs10490924 с ВМД приближена к среднеевропейскому уровню (OR = 4,01 versus OR = 3,29).

Следует отметить, что полиморфный вариант rs10490924 ARMS2 приводит к замене аланина 
на серин в положении 69 (A69S) в конечном белке. Известно также, что rs10490924 тесно связан  
с rs11200638 – однонуклеотидной заменой в промоторной области гена сериновой пептитазы 1 
(HTRA1), что осложняет точное определение статистическими методами того, какой именно из 
этих локусов ответственен за возникновение ВМД [9]. Однако обнаружено, что rs10490924 
ARMS2 находится в тесной связи с другими полиморфными локусами HTRA1, а его включение 
вместе с этими локусами в комплексные модели оценки риска ВМД усиливает предсказатель-
ную точность исследуемых моделей [13], тем самым указывая на важность rs10490924 ARMS2  
в формировании ВМД.

Полиморфный локус rs1061170 гена CFH в белорусской популяции также демонстрирует зна-
чительную связь с нВМД (табл. 3), с увеличением отношения шансов от гетеро- к гомозиготно-
му по минорному аллелю генотипу: OR = 2,56; 95 % CI = [1,47–4,48]; p < 0,0001 для генотипа C/T; 
и OR = 5,80; 95 % CI = [2,74–12,29]; p < 0,0001 для генотипа C/C. Значение отношения шансов для 
минорного аллеля С достигает 2,43. Полученные результаты в полной мере согласуются с дан-
ными мета-анализа 39 исследований, проведенных в европейских популяциях и показавших 
усредненное значение отношения шансов в размере 2,43–2,90 для различных форм ВМД [14].

Из всех вариантов гена CFH, ассоциированных с риском развития ВМД, исследуемый нами 
полиморфизм rs1061170 считается наиболее важным [5]. Он приводит к замене аминокислоты 
тирозина на гистидин в 402 положении (Y402H), что уменьшает аффинность фактора Н к его 
лигандам. Хотя точные механизмы влияния варианта Y402H на патофизиологию ВМД остаются 
не полностью изученными, показано, что такая изоформа CFH менее эффективно связывается  
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с С-реактивным белком и фибромодулином, а также мембраной Бруха, прилегающей к пигмент-
ному эпителию сетчатки [8]. Кроме того, было показано, что этот вариант фактора H ассоцииро-
ван с неконтролируемой активацией системы комплемента, а также со снижением доли CD4+ 

Т-лимфоцитов и повышением уровня С-реактивного белка у здоровых людей, вызывая провос-
палительные изменения в динамике иммунной реакции [5; 15].

Дальнейший статистический анализ распределения генотипов в белорусской популяции по-
казал, что гомозиготы дикого типа имеют протективное действие по отношению к нВМД при 
высоких значениях уровня значимости: OR = 0,40; 95 % CI = [0,26–0,61]; p < 0,0001 для генотипа 
G/G rs10490924; и OR = 0,43; 95 % CI = [0,27–0,68]; p < 0,001 для генотипа Т/Т rs1061170 (табл. 3).

Результаты анализа парных сочетаний генотипов по исследуемым локусам в группе с нВМД 
по сравнению с клиническим контролем представлены на рисунке. В этом комплексе данных 
обращают на себя внимание следующие факты. Наблюдается постепенное снижение риска раз-
вития ВМД по мере уменьшения общего количества рисковых аллелей от 4 до 1, что находится  
в строгом соответствии с лог-аддитивными моделями наследования рисковых аллелей каждого 
локуса в отдельности. При этом наличие гомозиготы по минорному аллелю Т rs10490924 гена 
ARMS2 определяет риск развития ВМД даже в присутствии гомозиготы по мажорному алле- 
лю Т rs1061170 CFH, обладающему сильным протекторным эффектом. В то же время гомозигота 
по минорному аллелю С rs1061170 CFH теряет свою рисковую значимость в присутствии протек-
торного генотипа G/G rs10490924 ARMS2. В комплексе эти данные свидетельствуют о том, что 
полиморфизм rs10490924 гена ARMS2 в большей степени, чем rs1061170 CFH, определяет возник-
новение нВМД, и этот факт должен учитываться при оценке риска заболевания. 

rs10490924 ARMS2
G/G G/T T/T

rs
10

61
17

0 
C

F
H

T
/T

OR = 0,22
95 % CI = [0,10–0,47]

p = 6,58E-05

OR = 0,25
95 % CI = [0,13–0,49]

p = 2,39E-05

OR = 4,35
95 % CI = [0,98–19,33]

p = 3,87E-02

C
/T

OR = 0,29
95 % CI = [0,17–0,50]

p = 5,45E-06

OR = 2,23
95 % CI = [1,20–4,13]

p = 1,12E-02

OR = 5,58
95 % CI = [2,15–14,48]

p = 6,95E-05

C
/C

OR = 0,85
95 % CI = [0,36–2,02]

p = 8,22E-01

OR = 5,48
95 % CI = [1,63–18,43]

р = 2,23E-03 

OR = 8,28
95 % CI = [1,93–35,42]

p = 8,74E-04

Отношения шансов при комбинации генотипов rs10490924 ARMS2 и rs1061170 CFH в группе пациентов с нВМД  
по отношению к группе клинического контроля

Odds ratio for the combination of ARMS2 rs10490924 and CFH rs1061170 genotypes in the nAMD  
group versus the clinical control group
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Заключение. Таким образом, в ходе проведенного исследования установлено, что повышен-
ные частоты минорных аллелей в локусах rs10490924 гена ARMS2 и rs1061170 гена CFH ассоции-
рованы с возникновением нВМД в белорусской популяции. При этом риск развития заболевания 
возрастает с каждой копией минорного аллеля как для rs10490924, так и rs1061170. Наибольшую 
рисковую значимость имеет полиморфизм rs10490924, а комплексный анализ генотипов по двум 
локусам обладает большей информативностью, чем по отдельным локусам. Полученные резуль-
таты указывают на возможность использования локусов rs10490924 и rs1061170 для оценки риска 
возникновения нВМД у населения Беларуси.
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ПРИМЕНЕНИЕ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ КЛЕТОК  
ИЗ ПЛАЦЕНТАРНО-ПУПОВИННОГО КОМПЛЕКСА ЧЕЛОВЕКА  

В КОРРЕКЦИИ ПЕЧЕНОЧНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ У ПАЦИЕНТОВ  
С ДЕКОМПЕНСИРОВАННЫМ ЦИРРОЗОМ ПЕЧЕНИ

Аннотация. Исследование проведено с целью оценки безопасности и потенциальной эффективности системно-
го введения мезенхимальных клеток из плацентарно-пуповинного комплекса человека для коррекции печеночной 
недостаточности у пациентов с декомпенсированным циррозом печени. Проведено открытое интервенционное про-
спективное случай–контроль исследование, включающее 40 пациентов старше 18 лет с декомпенсированным цирро-
зом печени, находящихся на стационарном лечении в ожидании трансплантации печени. Для терапии использовали 
биомедицинские клеточные продукты на основе мезенхимальных клеток плацентарно-пуповинного комплекса. Ме-
тодика системной терапии заключалась в продленной инфузии в кубитальную вену суспензии клеток в физиологи-
ческом растворе объемом 40 мл системой инфузомат со скоростью 1 мл/мин, доза клеток составила 2,5 (2,0–3,1) млн/кг 
массы тела пациента. Системное введение клеток не вызвало побочных явлений, не было ассоциировано с осложне-
ниями введения либо ухудшением клинической картины. Лабораторно эффективность терапии подтверждена стати-
стически значимым снижением уровня общего билирубина, отмечен прирост общего белка, а также стабилизация 
коагулопатии. Из 20 пациентов 8 (40 %) была успешно выполнена трансплантация печени, у 10 пациентов (50 %) на-
блюдалась стабилизация клинического течения, что позволило продолжить наблюдение на амбулаторном этапе.  
2 (10 %) пациента, у которых клеточная терапия была не эффективна, умерли. Показатель однолетней выживаемости 
в группе клеточной терапии составил 85 % (против 56,5 % в группе сравнения, p = 0,04). Системное введение мезен-
химальных клеток плацентарного происхождения является перспективной терапевтической опцией для пациентов  
с декомпенсированным циррозом печени, позволяющей увеличить сроки ожидания экстренной трансплантации пе-
чени и стабилизировать клиническое течение заболевания.

Ключевые слова: мезенхимальные клетки человека, плацентарно-пуповинный комплекс, хориальная пластин-
ка, декомпенсированный цирроз печени, HGF
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USAGE OF MESENCHYMAL CELLS FROM THE HUMAN PLACENTAL-UMBILICAL COMPLEX IN 
THE CORRECTION OF LIVER FAILURE IN PATIENTS WITH DECOMPENSATED LIVER CIRRHOSIS

Abstract. Acute-on-chronic liver failure is an acute liver decompensation in cirrhotic patients, which leads to organ 
failures and high short-term mortality. The treatment is based on the management of complications and, in severe cases, liver 
transplantation. Liver transplantation is the most effective treatment, but the lack of donor livers and a high cost of 
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transplantation limit its broad application. Human placenta-umbilical cord complex derived mesenchymal stem cells (MSCs) 
can be considered as an allogeneic source for liver disease. The aim of the study was to assess the safety and potential 
effectiveness of systemic administration of mesenchymal cells from the human placental-umbilical cord complex for liver 
failure correction in patients with decompensated cirrhosis of the liver. An open interventional prospective case-control study 
was conducted, including 40 patients over 18 years of age with decompensated liver cirrhosis who were hospitalized awaiting 
liver transplantation. Laboratory efficacy of therapy was confirmed by a significant decrease in a total bilirubin level by 39 %, 
an increase in total protein was noted (by 11 %), as well as stabilization of coagulopathy (decrease in INR by 25 %). Systemic 
administration of mesenchymal cells of placental origin is a promising therapeutic option for patients with decompensated 
liver cirrhosis, allowing one to increase the waiting period for emergency liver transplantation and stabilize the clinical course 
of the disease.

Keywords: human mesenchymal cells, placental-umbilical complex, chorionic plate, decompensated liver cirrhosis, HGF
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Введение. Декомпенсированный цирроз печени и другие хронические заболевания печени 
занимают 14-е место среди наиболее распространенных причин смерти в мире, внося значитель-
ный вклад в смертность и продолжительность жизни с поправкой на инвалидность. Смертность 
от цирроза печени резко возрастает, достигая 80 % в течение одного года, что создает суще-
ственную нагрузку для систем здравоохранения во всем мире как на глобальном, так и на регио-
нальном уровнях. Единственным радикальным методом лечения декомпенсированного цирроза 
печени является трансплантация печени. Однако существует проблема доступности органа для 
экстренной трансплантации печени у пациентов с острой декомпенсацией. Ввиду этого активно 
разрабатываются альтернативные трансплантации технологии, позволяющие увеличить потен-
циальные сроки ожидания донорского органа либо достичь стабилизации клинического течения 
декомпенсации. Наиболее перспективным направлением сегодня является терапия печеночной 
недостаточности с применением различных клеточных продуктов, а именно – клиническое при-
менение мезенхимальных стромальных клеток человека (МСК).

Терапия с использованием МСК является многообещающей опцией в стимуляции регенера-
ции и репарации при острой печеночной недостаточности и циррозе печени [1; 2]. МСК, полу-
ченные из плаценты человека, обладают иммуномодулирующими, противовоспалительными  
и антифибротическими свойствами, что обосновывает их клиническое применение у пациентов 
с различными заболеваниями, сопровождающимися явлениями печеночной недостаточности 
[3]. Наиболее значимыми завершенными исследованиями, посвященными применению МСК 
для терапии печеночной недостаточности, являются следующие.

В [4] изучали влияние МСК на течение печеночной недостаточности у мышей. В ходе иссле-
дования было выяснено, что в группе мышей, где применялись МСК, уровни АСТ, АЛТ, аммиа-
ка, а также количество гепатоцитов в стадии апоптоза были значительно ниже по сравнению  
с контрольной группой (р < 0,05). В [5] в экспериментах на крысиной модели выявили, что после 
введения МСК на второй день (р < 0,05, р < 0,001 и р < 0,001) и пятый день (р < 0,001) уровни 
АСТ, АЛТ и билирубина были значительно ниже, чем в нулевой день. Результаты были лучше  
в группе внутривенного введения по сравнению с группой интраперитониального введения. 
Кроме того, уровень VEGF значительно повышался в обеих группах введения (p < 0,001), однако 
наиболее значимый прирост был в группе внутривенного введения, что позволило авторам сде-
лать заключение о том, что наиболее оптимальный путь введения – внутривенный, а функция 
МСК сводится не только к замещению некротизированных тканей.

В клиническом исследовании [6] изучали применение МСК, полученных из костного мозга,  
в терапии пациентов с острой печеночной недостаточностью. В исследовании приняли участие  
9 пациентов. Группа сравнения, которая включала в себя 5 пациентов, получала стандартную 
медикаментозную терапию и плацебо-инфузию физиологическим раствором. В основной груп-
пе (n = 4) пациенты получали стандартную медикаментозную терапию и 5 инфузий МСК, выде-
ленных из костного мозга (доза клеток 1 млн/кг массы тела пациента) в течение 3 недель. Обе 
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группы наблюдались в течение 90 дней. Среднее количество инфузий у всех пациентов состави-
ло 3 (от 1 до 5). Трое пациентов (2 в группе сравнения и 1 в основной группе) получили все инфу-
зии по протоколу. Побочных эффектов, связанных с инфузией, не наблюдалось, хотя у одного 
пациента в основной группе после третьей и пятой инфузий развилась гипернатриемия и язва 
желудка. 90-дневная выживаемость в группе сравнения составила 20 %, по сравнению с основ-
ной – 25 %. Пациент, завершивший весь протокол инфузий МСК, полученных из костного мозга, 
показал значительное улучшение показателей по шкале Child (от C-14 до B-9), по шкале MELD 
(от 32 до 22) и по степени печеночной недостаточности (от 3 до 0).

Все вышеперечисленное позволяет сформировать гипотезу о том, что системное введение 
МСК у пациентов с декомпенсированным циррозом печени потенциально может позволить ини-
циировать стабилизацию клинического течения декомпенсированного цирроза печени, обеспе-
чить увеличение сроков ожидания экстренной трансплантации печени, а также оптимизировать 
применение трансплантационных технологий у данной группы пациентов. Целью настоящего 
исследования явилась оценка безопасности и потенциальной эффективности системного вну-
тривенного введения МСК из плацентарно-пуповинного комплекса человека для коррекции пе-
ченочной недостаточности у пациентов с декомпенсированным циррозом печени.

Материалы и методы исследования. МСК выделяли из образцов плацент, полученных от 
здоровых обследованных рожениц, подписавших информированное согласие на участие в дан-
ном исследовании.

Основаниями для забора плаценты являлись отрицательные результаты обследования роже-
ниц на наличие инфекций (вирусные гепатиты, цитомегаловирусная инфекция, ВИЧ, сифилис, 
токсоплазмоз) и отсутствие онкологических заболеваний. Промежуток времени от момента за-
бора до выделения клеток составлял не более 6 ч.

Выделение МСК из децидуальной ткани, хориальной пластинки, ворсинок хориона и амнио-
тической мембраны проводили путем ферментативного расщепления тканей плаценты раство-
ром ферментов Коллагеназы I типа (Gibco, Великобритания) и Диспазы (Gibco, Великобритания) 
по ранее разработанному протоколу [7; 8] с некоторыми модификациями. Подсчет мононуклеар-
ных клеток производили по стандартной методике с уксусной кислотой, подкрашенной метиле-
новым синим. Клетки засевали в культуральные флаконы для адгезивных культур с разной пло-
щадью поверхности дна в зависимости от количества выделенных мононуклеарных клеток. Из 
пупочного канатика клетки получали методом экспланта. После механической гомогенизации 
кусочки пупочного канатика помещали в культуральные флаконы в среду для культивирования 
клеток.

Клеточные культуры исследовали на универсальном инвертированном микроскопе (Micros, 
Австрия и Nikon, Япония) с применением методов фазового контраста. Жизнеспособность кле-
ток определяли общепринятым методом по исключению трипанового синего.

Для идентификации МСК методом проточной цитофлуориметрии использовали следующую 
панель моноклональных антител (МКАТ): CD45 PC7, CD34 APC, CD105 PE, CD90 FITC, CD13 
PE, CD9 FITC, CD44 PE, CD31 (Beckman Coulter).

Для сравнения скорости пролиферации in vitro для каждой исследуемой культуры клеток 
определяли значение PDT (время удвоения популяции клеток). PDT рассчитывали по формуле

 

ln 2PDT ,
ln( / )

t
Nf Ni
×

=

в которой t – время культивирования в часах; Ni – количество посаженных клеток; а Nf – количе-
ство выращенных клеток.

Адипогенную, остеогенную и хондрогенную дифференцировку проводили в соответствии  
с протоколами к наборам для дифференцировки МСК человека (Thermo Fisher Scientific, США).

Определение концентрации продуктов секреции МСК проводили на анализаторе Luminex 
200 мультиплексным анализом с использованием магнитных частиц в составе наборов Milliplex 
MAP Kit (Merck KGaA, Германия).
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Стерильность клеточного продукта определяли на автоматизированном анализаторе BacT/
ALERT 3D (Франция) с использованием факультативно-анаэробных сред на основе триптиказо- 
соевого бульона. В ходе исследования проводилось тестирование на анаэробную и аэробную 
флору, а также грибковые инфекции. Во всех случаях были получены отрицательные результаты.

В проспективное интервенционное случай–контроль исследование было включено 40 паци-
ентов (20 в основную группу и 20 в группу сравнения). Исследование одобрено на заседании не-
зависимого этического комитета ГУ «Минский научно-практический центр хирургии, транс-
плантологии и гематологии» (протокол № 1 от 11.02.2022). Критериями включения являлись 
наличие декомпенсированного цирроза печени, уровень общего билирубина более 100 ммоль/л, 
потенциальная необходимость в трансплантации печени, возраст старше 18 лет. Критерии ис-
ключения: тромбоз воротной вены, сепсис, наличие злокачественного новообразования, продол-
жающееся желудочно-кишечное кровотечение. 

Методика системного введения заключалась в продленной инфузии в кубитальную ве ну 
суспензии клеток в физиологическом растворе объемом 40 мл системой инфузомат со скоростью 
1 мл/мин в дозе (2–3)106 на кг массы тела реципиента. После введения в динамике осуществляли 
мониторинг стандартных лабораторных маркеров и общеклинических пока зателей. Оценивали 
следующие лабораторные показатели и клинические исходы: уровень общего билирубина, 
маркеры синтетической функции печени (общий белок, альбумин), показатели коагулограммы, а 
также однолетнюю выживаемость.

Анализ результатов исследования проведен с использованием программы Statistica (Ver. 10, 
StatSoftInc.), Microsoft Office и Microsoft Excel. Параметры раcпределения количественных пере-
менных, которое было отличным от нормального, представлены медианой с 25 % и 75 % кварти-
лями. Для анализа сравнения были применены непараметрические методы: для сравнения двух 
независимых групп по одной количественной переменной использовали U-тест Манна–Уитни,  
а для сравнения в трех и более выборках использовали критерий Краскела–Уоллиса. Для провер-
ки нулевой статистической гипотезы об отсутствии различий частот бинарных переменных  
в двух независимых группах выполняли Chi-Square или двусторонний тест точного критерия 
Фишера (Fisher’s exact). 

Результаты и их обсуждение. МСК, полученные из разных тканей плаценты, имеют ряд об-
щих характеристик, однако они также демонстрируют значительные отличия по биологическим 
свойствам, что может влиять на их клиническую эффективность. В связи с этим была проведена 
сравнительная характеристика МСК, выделенных из различных тканей плацентарно-пуповин-
ного комплекса.

Иммунофенотипически МСК плацентарно-пуповинного комплекса экспрессировали на своей 
поверхности стромально-ассоциированные маркеры (CD90, CD105, CD13, CD44, CD29, CD73), 
при отсутствии эндотелиальных и гемопоэтических маркеров (СD34, CD45, CD14 и CD31) и HLA-DR.

МСК, полученные из тканей плацентарно-пуповинного комплекса, в целом характеризова-
лись высокой скоростью пролиферации. При сравнении кривых роста отчетливо видно, что 
клетки, выделенные из хориальной пластинки, амниотической мембраны и пупочного канатика, 
обладали более высокой пролиферативной активностью по сравнению с клетками, полученны-
ми из децидуальной ткани и ворсинок хориона (рис. 1).

Была проведена оценка способности МСК, полученных из плаценты человека, к диф-
ференцировке в адипогенном, остеогенном и хондрогенном направлениях.

В культурах МСК, полученных из пупочного канатика и амниотической мембраны, реги-
стрировали специфическое красное окрашивание единичных липидных включений, в отличие 
от культур клеток, полученных из децидуальной ткани, хориальной пластинки и ворсинок хори-
она. Данный факт свидетельствует о более низком дифференцировочном потенциале клеток из 
указанных тканевых источников в адипогенном направлении.

Все культуры МСК, выделенные из разных тканей плаценты, дифференцировались в остео-
генном направлении. Однако более высокая продукция внеклеточных преципитатов солей каль-
ция наблюдалась в культурах клеток, полученных из хориальной пластинки, ворсинок хориона 
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и амниотической мембраны. Данный факт свидетельствует о том, что эти клетки все же обладают 
более высоким дифференцировочным потенциалом в остеогенном направлении, по сравнению  
с клетками, полученными из децидуальной ткани и пупочного канатика.

Существенных различий в способности к дифференцировке в хондрогенном направлении 
выявлено не было.

МСК секретируют различные факторы роста и ангиомодуляторы, такие как HGF (фактор роста 
гепатоцитов), VEGF (фактор роста эндотелия сосудов), IL-6 (интерлейкин-6), VCAM-1 (молекула 
адгезии сосудистых клеток 1-го типа), которые поддерживают жизнеспособность и пролифера-
цию поврежденных гепатоцитов [9; 10]. Секреция HGF, VEGF и IL-6 посредством паракринного 
эффекта способствует регенерации кровеносных сосудов и клеток печени, а также подавляет за-
программированную гибель гепатоцитов [11; 12]. Экспрессия VEGF усиливает плюрипотент-
ность МСК и способствует хоумингу МСК в печени [13]. Особенности секреторной функции 
МСК играют важную роль в реализации клинических эффектов клеточной терапии. 

В нашем исследовании МСК из различных тканей плацентарно-пуповинного комплекса по-
казали значительные различия в уровнях секреции продуцируемых ростовых факторов и цито-
кинов. Наиболее высокие концентрации HGF определялись в образцах супернатантов культур 
МСК, выделенных из хориальной пластинки (68317,37 [11901,48; 689235,59] пк/мл) и ворсинок 
хориона (56610,78 [26168,12; 1477592,01] пк/мл), тогда как для МСК из децидуальной ткани дан-
ный показатель составил 19829,61 [6148,90; 32334,20] пк/мл, из амниотической мембраны – 
10294,65 [3378,86; 19182,05] пк/мл и из пупочного канатика – 30631,79 [8093,27; 63615,28] пк/мл 
соответственно (р = 0,0004) (рис. 2).

МСК, выделенные из децидуальной ткани (669,66 [620,20; 719,13] пк/мл), хориальной пла-
стинки (21,02 [1,75; 1180,20] пк/мл) и ворсинок хориона (58,11 [19,39; 602,13] пк/мл), характеризо-
вались более высоким уровнем секреции VEGF по сравнению с МСК, полученными из амниоти-
ческой мембраны (9,97 [1,75; 38,24] пк/мл) и пупочного канатика (12,07 [3,58; 15,89] пк/мл) (р = 0,03).

МСК накапливаются в поврежденных тканях печени с помощью молекул адгезии сосуди-
стых клеток-1 (VCAM-1), которые воздействуют на гепатоциты посредством межклеточного 
контакта и секреции тропных факторов HGF и VEGF [5; 14]. Уровень продукции VCAM-1 был 
сопоставим для исследованных культур МСК из различных тканей плацентарно-пуповинного 
комплекса (децидуальная ткань 32957,39 [24892,69; 37794,97] пк/мл, хориальная пластинка 
27640,90 [7217,36; 101825,32] пк/мл, ворсинки хориона 33777,04 [22453,81; 40309,26] пк/мл, амнио-
тическая мембрана 21505,98 [17350,47; 24488,82] пк/мл и пупочный канатик 22961,90 [17992,91; 
29272,31] пк/мл при уровне значимости р = 0,08).

Рис. 1. Пролиферативная активность мезенхимальных стволовых клеток, выделенных из различных тканей  
плацентарно-пуповинного комплекса

Fig. 1. Proliferative activity of mesenchymal stem cells isolated from various tissues of the placental-umbilical cord complex
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IL-6 играет ключевую роль в таких процессах, как регуляция иммунного ответа, воспаление, 
выживание клеток, апоптоз, пролиферация клеток [15]. Концентрации IL-6, секретируемого 
МСК, полученными из децидуальной ткани 2049,92 [1935,74; 2143,40] пк/мл, хориальной пла-
стинки 2440,96 [2118,53; 2736,27] пк/мл, ворсинок хориона 2258,01 [1192,45; 3657,11] пк/мл и пу-
почного канатика 2011,76 [669,98; 3163,59] пк/мл характеризовались более высоким уровнем се-
креции IL-6 по сравнению с МСК, выделенными из амниотической мембраны, 922,92 [579,08; 
2951,12] пк/мл.

На основании сравнительного анализа показателей пролиферативной активности (время 
удвоения популяции клеток), потенциала дифференцировки, а также уровня продукции HGF, 
VEGF, VCAM-1 и IL-6 МСК, полученных из различных тканей плацентарно-пуповинного ком-
плекса, для терапии пациентов с печеночной недостаточностью были выбраны МСК из хориаль-
ной пластинки.

Группы пациентов были сопоставимы по возрасту, уровню билирубина, тяжести состояния 
по шкале MELD на момент включения в исследование (табл. 1). Так, в основной группе возраст 
составил 44 [36; 56] года (в группе сравнения – 44 [36; 56] года, р = 0,8), показатель MELD – 29 
[24; 32,5] (в группе сравнения – 30 [26; 34], р = 0,42), уровень общего билирубина – 336 [119; 468] 
ммоль/л (в группе сравнения – 238 [103; 690] ммоль/л, р = 0,42).

Т а б л и ц а 1. Характеристика пациентов основной группы и пациентов группы контроля  
на момент включения в исследование

T a b l e 1. Characteristics of patients in the main group and patients in the control group at the time  
of inclusion in the study

Показатель
Index

Основная группа (n = 20)
Main group (n = 20)

Группа сравнения (n = 20)
Comparison group (n = 20)

p, Манна–Уитни
p, Mann–Whitney

1. Уровень общего билирубина, ммоль/л 336 [119; 468] 238 [103; 690] 0,42
2. Уровень общего белка, г/л 52 [50; 62] 56 [52; 65] 0,59
3. Уровень МНО 2,0 [1,4; 2,2] 2,1 [1,2; 3,2] 0,5
4. MELD 29 [24; 32,5] 30 [26; 34] 0,42

Рис. 2. Уровень секреции HGF в образцах супернатантов МСК, выделенных  
из тканей плацентарно-пуповинного комплекса

Fig. 2. Level of HGF secretion in samples of MSC supernatants isolated from tissues  
of the placental-umbilical cord complex
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При оценке безопасности клеточной терапии пациентов с декомпенсированным циррозом 
печени было установлено, что системное введение МСК не вызывает побочных явлений, не ассо-
циировано с осложнениями введения либо ухудшением клинической картины. Эффективность 
клеточной терапии подтверждена стабилизацией лабораторных показателей: прирост общего 
белка после терапии на 6 г/л (на 11 %), стабилизация коагулопатии (снижение международного 
нормализованного отношения (МНО)) на 0,37 (на 25 %), а также значимое снижение уровня об-
щего билирубина в среднем на 133 ммоль/л с максимального значения (доля снижения уровня 
билирубина – 39 %) и соответственно снижение показателя MELD на 37 % (с 29 до 18) (табл. 2).

Т а б л и ц а 2. Динамика лабораторных показателей и MELD пациентов основной группы

T a b l e 2. Dynamics of laboratory parameters and MELD in patients of the main group

Показатель
Index

Результаты
Results p, Манна–Уитни

p, Mann–Whitneyдо клеточной терапии МСК
before MSC cell therapy

после клеточной терапии МСК
after MSC cell therapy

1. Уровень общего билирубина, ммоль/л 336 [119; 468] 144 [29; 186] 0,008
2. Уровень общего белка, г/л 52 [50; 62] 62 [56; 70] 0,0001
3. МНО 2,0 [1,4; 2,2] 1,44 [1,2; 1,7] 0,09
4. MELD 29 [24; 32,5] 18 [8; 20] 0,002

Из 20 пациентов основной группы в 8 случаях (40 %) была успешно выполнена транспланта-
ция печени, в то время как 2 (10 %) пациента умерли: один – из-за профузного варикозного кро-
вотечения через 8 дней после инфузии, а другой – из-за тяжелой пневмонии через 8 месяцев.  
У остальных 10 пациентов (50 %) наблюдалась стабилизация клинического течения, что позво-
лило продолжить их наблюдение на амбулаторном этапе. Однолетняя выживаемость в интервен-
ционной группе составила 85 %, что значительно выше данного показателя контрольной группы – 
56,5 % (точный критерий Фишера, p = 0,04).

Заключение. Результаты настоящего исследования показали, что клиническое применение 
МСК из плацентарно-пуповинного комплекса человека путем системного внутривенного введения 
позволило улучшить выживаемость (однолетняя: 85 % против 56,5 %, основная группа против 
группы сравнения; p = 0,04) и оптимизировать применение трансплантации печени у пациентов 
с печеночной недостаточностью на фоне декомпенсированного цирроза печени. Эффективность 
применения МСК из плацентарно-пуповинного комплекса человека подтверждена значимым 
снижением уровня общего билирубина, а также улучшением синтетической и метаболической 
функции печени, что в большинстве случаев обеспечивает стабилизацию клинического течения 
печеночной недостаточности, позволяющей оптимизировать применение трансплантационных 
технологий.

Таким образом, системное введение биомедицинского клеточного продукта на основе мезенхи-
мальных клеток из плацентарно-пуповинного комплекса человека является перспективной тера-
певтической опцией для пациентов с печеночной недостаточностью на фоне декомпенсированно-
го цирроза печени, позволяющей увеличить сроки ожидания экстренной трансплантации печени 
и стабилизировать клиническое течение заболевания.
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ХИМИЧЕСКИЕ ВЕЩЕСТВА В ПЛАСТМАССАХ ЭЛЕКТРИЧЕСКОГО  
И ЭЛЕКТРОННОГО ОБОРУДОВАНИЯ И ПРОБЛЕМЫ ВТОРИЧНОГО  

ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ОТХОДОВ

(Представлено академиком В. Ф. Логиновым)

Аннотация. В составе пластмасс электрического и электронного оборудования содержатся различные химиче-
ские вещества, которые вводятся на этапе их производства с антипиренами, стабилизаторами, красителями и другими 
добавками для придания необходимых свойств. Среди опасных веществ особую обеспокоенность вызывают поли-
бромдифениловые эфиры (ПБДЭ), которые являются стойкими органическими загрязнителями (СОЗ). Обсуждаются 
результаты химико-аналитических испытаний отходов пластмасс электрического и электронного оборудования 
(ЭЭО) и впервые полученные для Беларуси оценки объемов образования отходов, подлежащих экологически безо-
пасному обращению в соответствии с обязательствами по Стокгольмской конвенции о СОЗ. ПБДЭ определялись  
с использованием газовой хроматографии в бромсодержащих пластмассах (281 проба), бром – с использованием 
рентгенофлюоресцентной спектрометрии (760 проб). Показано, что бром обнаружен в 37 % случаев, ПБДЭ –  
в 31 % проб бромсодержащих пластмасс либо в 11,4 % общего их количества. Максимальные концентрации ПБДЭ 
достигают 12–17 % по массе. По встречаемости ПБДЭ в пластмассах ЭЭО ранжированы следующим образом: мони-
торы и телевизоры – 15,4 % случаев, крупногабаритная бытовая техника – 14 %, ИТ и телекоммуникационное обору-
дование – 11,7 %, копировальное оборудование – 6,9 %, мелкогабаритная бытовая техника – 3 %. По состоянию на 
2022 г. объем отходов пластмасс ЭЭО, содержащих бромированные антипирены, оценивается в 5,5 тыс. т, из кото-
рых около 65 % подлежат экологически безопасному удалению. Более 70 % отходов, содержащих ПБДЭ, представле-
но пластмассами мониторов и телевизоров. Обсуждаются меры по улучшению системы сбора ЭЭО и необходимость 
сепарации отходов пластмасс ЭЭО при их вторичной переработке с целью предотвращения рециркуляции опасных 
веществ. 

Ключевые слова: отходы пластмасс, полибромдифениловые эфиры, стойкие органические загрязнители, бром-
содержащий пластик 
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CHEMICAL SUBSTANCES IN PLASTICS OF ELECTRICAL AND ELECTRONIC EQUIPMENT  
AND WASTE RECYCLING PROBLEMS

(Communicated by Academician Vladimir F. Loginov)

Abstract. The plastics of electrical and electronic equipment (EEE) contain various chemicals that are introduced during 
production with flame retardants, stabilizers, dyes and other additives to impart the necessary properties. Among the 
hazardous substances, polybrominated diphenyl ethers (PBDEs), which are persistent organic pollutants (POPs), are of 
particular concern. The article discusses the results of chemical and analytical tests of EEE plastic waste and the first estimates 
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for Belarus of the volumes of waste generation subject to environmentally sound management in accordance with the 
obligations of the Stockholm Convention on POPs. PBDEs were determined using gas chromatography in bromine-containing 
plastics (281 samples), bromine – using X-ray fluorescence spectrometry (760 samples). It was shown that bromine was 
detected in 37 % of cases, PBDEs – in 31 % of samples of bromine-containing plastics or in 11.4 % of their total amount. The 
maximum concentrations of PBDEs reach 12–17 % by weight. In terms of PBDEs occurrence in EEE plastics, they are ranked 
as follows: monitors and TVs – 15.4 % of cases, large household appliances – 14 %, IT and telecommunications equipment – 
11.7 %, copying equipment – 6.9 %, small household appliances – 3 %. As of 2022, the volume of EEE plastic waste containing 
brominated flame retardants is estimated at 5.5 thousand tons, of which about 65 % is subject to environmentally sound 
management. More than 70 % of PBDE-containing waste is represented by monitor and TV plastics. Measures to improve the 
EEE collection system and the need to separate EEE plastic waste during their recycling in order to prevent the recycling of 
hazardous substances are discussed.

Keywords: plastic waste, polybrominated diphenyl ethers, persistent organic pollutants, bromine-containing plastic, 
ecological sound management

For citation. Chernyuk V. D., Kukharchyk T. I. Chemical substances in plastics of electrical and electronic equipment 
and waste recycling problems. Doklady Natsional’noi akademii nauk Belarusi = Doklady of the National Academy of Sciences 
of Belarus, 2024, vol. 68, no. 6, pp. 493–503 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1561-8323-2024-68-6-493-503

Введение. Увеличение использования различных видов электронных устройств сопровожда-
ется неуклонным ростом отходов, объемы образования которых в 2022 г. достигли 62 млрд т  
в глобальном масштабе [1]. При этом сбор и переработка таких отходов экологически безопас-
ным способом составляет около 22 %. Одним из лимитирующих факторов использования отхо-
дов электрического и электронного оборудования (ЭЭО) в качестве вторичного сырья является 
содержание широкого спектра загрязняющих веществ [2]. В пластмассах это в первую очередь 
полибромдифениловые эфиры (ПБДЭ) и тяжелые металлы, которые предназначены для улучше-
ния потребительских свойств полимеров с учетом назначения. ПБДЭ, которые широко исполь-
зовались в качестве антипирена, в связи с их устойчивостью к разложению, способностью к био-
аккумуляции и трансграничному переносу признаны стойкими органическими загрязнителями 
(СОЗ) и включены в Стокгольмскую конвенцию. Согласно Стокгольмской конвенции, все запасы 
ПБДЭ в составе отходов должны быть выявлены и удалены экологически безопасным способом.

Несмотря на то что производство антипиренов на основе ПБДЭ запрещено или сильно огра-
ничено, значительные объемы данных загрязнителей содержатся в изделиях, находящихся  
в использовании, а также в их отходах по окончании срока службы [3; 4]. Более того, подтверж-
дено присутствие ПБДЭ и других бромированных антипиренов в потребительских товарах, из-
готовленных из вторичного сырья [5; 6]. Выполненные к настоящему времени работы по оценке 
техногенных потоков бромсодержащих отходов свидетельствуют о необходимости их извлече-
ния из общего потока и принятия мер по утилизации [3; 7; 8].

В Беларуси сбор отходов ЭЭО начат с 2013 г. и к 2023 г. объемы сбора составили 23,04 тыс. т 
[9]. Следует отметить, что официальный учет отходов ЭЭО в Беларуси касается лишь той их ча-
сти, которая поступает на переработку. На момент постановки данных исследований в стране 
было выполнено лишь предварительное изучение [10], которое подтвердило актуальность про-
должения исследований с целью предотвращения рециркуляции опасных веществ и поступле-
ния в новые изделия или рассеяния в окружающей среде. 

Цель работы – оценка содержания ПБДЭ в отходах пластмасс различных категорий ЭЭО, 
образующихся в Беларуси, и объемов образования отходов, подлежащих экологически безопас-
ному обращению. 

Материалы и методы исследования. Отбор проб отходов пластмасс ЭЭО выполнен на про-
изводственных площадках, занимающихся сбором и разборкой ЭЭО и расположенных в Мин-
ске, Вилейке, д. Станок-Водица (Смолевичский р-н) и п. Чисть (Молодечненский р-н). Отбира-
лись образцы пластика всех категорий ЭЭО, в том числе крупногабаритной бытовой техники 
(14,9 % от общего количества отобранных проб), мелкогабаритной бытовой техники (13,8 %), ИТ 
и телекоммуникационного оборудования (21,5 %), копировального оборудования (16,5 %), мони-
торов и телевизоров (30,4 %). Дополнительно были отобраны пробы отходов полимерных мате-
риалов различных типов ЭЭО, прошедших процедуру дробления на шредерной дробилке, а так-
же сырье полистирола и продукция из него. Общее количество отобранных проб пластмасс 
составило 760.
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Отбор проб пластика ЭЭО осуществлялся с учетом рекомендаций и процедур, изложенных  
в стандартах IEC 62321-2:2013, ГОСТ IEC 62321-2-2016, которыми предусматривается демонтаж 
оборудования до основных компонентов и узлов сборки. Процедура отбора проб полимерных 
материалов включала в себя непосредственно отбор пробы полимерных материалов стандарт-
ными инструментами, присвоение инвентаризационного номера пробе, фотографирование про-
бы и заполнение протокола отбора проб. Примеры отобранных проб пластмасс приведены на рис. 1.

                      a                                                 b                                                     c                                                    d

                       e                                                 f                                                     g                                                   h

                       i                                                 j                                                      k                                                    l

Рис. 1. Примеры проб пластмасс различных типов ЭЭО: a–c – телевизор с электронно-лучевой трубкой (ЭЛТ), 
d – монитор с ЭЛТ, e, f – пылесос, g – кухонный комбайн, h – смешанная проба измельченных пластмасс,  

i – смешанная проба разноцветных пластмассовых гранул, j – внутренние детали персонального компьютера (ПК), 
k – кулер ноутбука, l – внутренние детали электрочайника

Fig. 1. Examples of samples of plastics of different types of EEE: a–c – CRT TV, d – CRT monitor, e, f – vacuum cleaner,  
g – food processor, h – mixed batch of crushed plastics, i – mixed sample of multi-colored plastic granules,  

j – internal parts of a PC, k – laptop cooler, l – internal parts of an electric kettle

Определение содержания брома и тяжелых металлов (свинца, хрома, кадмия и ртути) осу-
ществлялось с помощью рентгенофлуоресцентной спектрометрии в соответствии с ГОСТ IEC 
62321-3-1-2016. ПБДЭ определялись методом газовой хроматографии с масс-спектрометрическим 
детектированием (ГХ/МС) в соответствии с СТБ IEC 62321-2012. Всего на содержание брома  
и тяжелых металлов было проанализировано 760 проб. ПБДЭ определялись в 281 пробе, в кото-
рых скрининг-метод показал наличие брома. 

Для сравнения приняты предельные концентрации загрязняющих веществ в отходах ЭЭО, 
установленные европейской Директивой 2011/65/EU и техническим регламентом (ТР ЕАЭС 
037/2016): свинца – 1 г/кг, кадмия – 0,1 г/кг, ртути – 1 г/кг, хрома – 1 г/кг, ПБДЭ – 1 г/кг. Для брома 
принято значение 2 г/кг согласно CLC/TS 50625-3-1:2015.
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Для оценки объемов образования отходов пластмасс ЭЭО, содержащих бром и ПБДЭ, ис-
пользованы методические подходы, изложенные в международном Руководстве по инвентариза-
ции ПБДЭ [11], дополненные коэффициентами, учитывающими долю пластмассовых деталей, 
потенциально содержащих ПБДЭ, и встречаемость ПБДЭ в пластмассах ЭЭО различных катего-
рий или отдельных устройств. Расчеты проводились по состоянию на 2022 г. За основу приняты 
данные Национального статистического комитета по обеспеченности населения предметами 
длительного пользования, справочные данные и результаты собственных экспериментальных 
исследований, касающихся оценки доли пластмассовых изделий в составе ЭЭО. 

Результаты и их обсуждение. Содержание загрязняющих веществ в отходах пластмасс 
ЭЭО. Установлено, что, как и в других странах, отходы пластмасс, отобранные в Беларуси, со-
держат опасные загрязняющие вещества (табл. 1). Из общего количества проанализированных 
проб, бром обнаружен в 37 % случаев, свинец – в 27,6 %, хром – в 10,9 %, кадмий – в 8,4 %, ртуть –  
в 0,9 %. ПБДЭ были обнаружены в 31,0 % проб бромсодержащих пластмасс ЭЭО (281 проба), 
либо в 11,4 % общего их количества. Это согласуется с результатами предварительных исследо-
ваний, выполненных в Беларуси [10]. Для сравнения отметим, что, например, в Великобритании 
доля бромсодержащего пластика оценивалась в 42,0 % от общего количества проб (267) ЭЭО [12]. 

Концентрация брома в пластмассах ЭЭО была в широком диапазоне: от значений ниже пре-
дела обнаружения метода (менее 10 мг/кг) до 127,9 г/кг, что соответствует результатам исследо-
ваний в Австралии [13], Великобритании [12] и других странах. В 64,0 % проб бромсодержащих 
пластмасс содержание брома превышало величину в 2 г/кг, принятую в странах ЕС, при которой 
должны применяться методы экологически безопасного удаления. Кратность превышения со-
ставляла 1,1–63,9 раза. Практически в 100 % случаев бромсодержащий пластик зафиксирован во 
внутренних деталях персональных компьютеров (материнских платах, кулерах) и корпусах бло-
ков бесперебойного питания. При этом в пластике блоков бесперебойного питания отмечались 
одни из самых высоких концентраций брома. Также бром фиксировался в пластике дискет, 
домофонов, магнитофонов (аудио и видео), модемов (роутеров), ноутбу ков, клавиатур, сетевых 
фильтров и системных блоков. Практически все устройства, имеющие в своем составе бром-
содержащий пластик, были произведены в странах Восточной и Южной Азии. Пластик, в ко-
тором отмечалось присутствие брома в его составе, преимущественно был представлен АБС-
пластиком.

Исследования показали, что в составе крупногабаритной бытовой техники бромсодержащим 
пластиком представлены только мелкие детали, такие как выключатели внутреннего шкафа хо-
лодильника, индукционные катушки и корпуса модулей управления стиральных машин. В круп-
ных деталях, например, в элементах корпуса (двери холодильников, обшивка внутреннего шка-
фа и теплоизоляционный материал холодильника, панель управления стиральной машины, 
корпус вентилятора), присутствие бромированных антипиренов не было установлено.

По частоте встречаемости брома основные категории ЭЭО ранжированы следующим обра-
зом: ИТ и телекоммуникационное оборудование (49,0 %) > мониторы и телевизоры (41,0 %) > 
> копировальное оборудование (31,0 %) > крупногабаритная бытовая техника (30,0 %) >  
> мелкогабаритная бытовая техника (>16,0 %).

Среднее содержание ПБДЭ в пластмассах крупногабаритной бытовой техники составило 
86,1 г/кг, ИТ и телекоммуникационного оборудования – 13,0 г/кг, мониторов и телевизоров – 
12,1 г/кг, копировального оборудования – 3,7 г/кг, мелкогабаритной бытовой техники – 1,1 г/кг. 
Наименьшие концентрации ПБДЭ обнаружены в смешанных отходах пластмасс – концентрации 
не превышают 1,0 г/кг. В 60 % проб, в которых было установлено присутствие ПБДЭ, зафиксиро-
вано превышение нормативных уровней его содержания с кратностью превышения в десятки 
раз. На основании полученных данных о концентрациях ПБДЭ можно заключить, что пластмас-
сы были изготовлены как из первичных полимерных материалов, в которых исходное содержа-
ние бромированных антипиренов варьирует от 3,0 до 25,0 % их общей массы, так и из вторично-
го сырья [14]. Считается, что при содержании брома и ПБДЭ в пластике на уровне менее 3,0 % 
высока вероятность его производства из вторичного сырья. 
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Ранжирование ЭЭО по встречаемости ПБДЭ в пластмассах, входящих в их состав, выглядит 
следующим образом: мониторы и телевизоры – 15,4 % случаев, крупногабаритная бытовая тех-
ника – 14,0 %, ИТ и телекоммуникационное оборудование – 11,7 %, копировальное оборудование – 
6,9 %, мелкогабаритная бытовая техника – 3,0 %. Более высоким уровнем обнаружения ПБДЭ 
характеризовались смешанные измельченные отходы пластмасс ЭЭО (28,6 %), что свидетель-
ствует о перераспределении поллютанта при измельчении пластмасс различных категорий. Не-
смотря на присутствие брома в сырье и продукции из полистирола, ПБДЭ в данных образцах 
обнаружены не были, что может объясняться использованием других бромированных антипиренов, 
например, гексабромциклододекана (ГБЦД). В целом относительно низкая доля пластмасс ЭЭО, 
содержащих ПБДЭ, по сравнению с долей бромсодержащих пластмасс, вероятно, связана с со-
держанием других бромированных антипиренов, например, ГБЦД, тетрабромбисфенола А и др. 

Присутствие свинца, хрома и кадмия установлено в пластмассах всех анализируемых катего-
рий ЭЭО. Высокие концентрации свинца фиксировались в смешанных измельченных отходах 
пластмасс – до 0,8 г/кг и пластмассах экранов – до 0,6 г/кг. Аномально высокое содержание свин-
ца (более 5 г/кг) установлено в пробах измельченной изоляции кабелей. В большинстве же проб 
пластмасс ИТ и телекоммуникационного оборудования содержание свинца не превышало 0,5 г/кг. 
Концентрации кадмия в смешанных отходах пластмасс достигали 0,35 г/кг, ИТ и телекоммуни-
кационного оборудования – 0,32 г/кг, экранов – 0,23 г/кг. Присутствие ртути в составе пластмасс 
установлено в экранах, копировальном оборудовании, ИТ и телекоммуникационном оборудова-
нии и крупногабаритной бытовой технике, а ее концентрации не превышали 100 мг/кг. Содержа-
ние хрома в пластмассах мелкогабаритной бытовой техники достигало 0,32 г/кг, мониторов  
и телевизоров – 0,27 г/кг, крупногабаритной бытовой техники – 0,18 г/кг, ИТ и телекоммуникаци-
онного оборудования – 0,12 г/кг. В смешанных отходах пластмасс и пластмассах копировально-
го оборудования содержание хрома не превышало 100 мг/кг. Следует добавить, что помимо пла-
стика, тяжелые металлы используются в других деталях ЭЭО (электронно-лучевых трубках, 
печатных платах, припоях и др.).

Тяжелые металлы чаще встречались в пластмассах оборудования, произведенного в стра нах Азии. 
Среди оборудования, произведенного в Европе, тяжелые металлы в пластмассах фиксировались  
в 30,0 % случаев, бывшего СССР – 25,0 %. 

Установлена статистически значимая линейная связь между содержанием брома и свинца  
в отходах пластмасс различных категорий ЭЭО с наиболее высокими значениями для копиро-
вального оборудования (коэффициент ранговой корреляции Спирмена, ρ = 0,9) и мо ниторов и те-
левизоров (ρ = 0,84) (рис. 2). Связь между содержанием брома и тяжелых металлов в измельчен-

                                                                 а                                                                                 b

Рис. 2. Связи между содержанием брома и свинца в отходах пластмасс по Спирмену:  
a – копировальное оборудование, b – мониторы и телевизоры

Fig. 2. Relationships between bromine and lead content in plastic waste according to Spearman:  
a – copying equipment, b – monitors and televisions
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ных отходах пластмасс ЭЭО не подтверждается ста - 
тистически, что свидетель ствует о смешивании 
пластмасс с различным содер жанием опасных ве-
ществ.

Объемы образования отходов пластмасс, со-
держащих опасные вещества. Результаты исследо-
ваний показали, что по состоянию на 2022 г. в Бела-
руси образовалось около 123 тыс. т отходов ЭЭО 
(13,4 кг/чел.). По оценкам, выполненным на 2020 г., 
их объемы составляли 128 тыс. т [15]. 

Из общего количества отходов ЭЭО на долю от-
ходов пластмасс приходится 20,2 %, или 24,9 тыс. т. 
Наибольший вклад в образование отходов пласт-
масс вносит крупногабаритная бытовая техника – 
45,8 % (рис. 3). Далее в порядке убывания следуют: 
телевизоры и мониторы – 28,6 %, ИТ и телекомму-
никационное оборудование – 10,8 %, мелкогабарит-
ная бытовая техника – 10,5 %, копировальное обо-
рудование – 4,3 %.

Как и следовало ожидать, пространственное рас-
пределение отходов пластмасс на территории Бела-
руси весьма неравномерно. Наибольшие объемы от-
ходов пластмасс образуются в Минске – 5,8 тыс. т 
(рис. 4). Более 1 тыс. т отходов пластмасс образовано 
в четырех районах с крупными городами областно-
го подчинения (Витебский, Гомельский, Гроднен-
ский, Могилевский), на их долю пришлось 18,9 % 
всех отходов пластмасс. В Барановичском, Брестском, Полоцком, Минском и Бобруйском районах 
объемы образования отходов пластмасс находились в диапазоне 0,5–1 тыс. т. В 25,4 % районов 
диапазон объемов образования отходов пластмасс составлял 0,1–0,5 тыс. т. На большей части 
территории страны (79 районов, или 66,9 % всех районов) объемы отходов пластмасс не превы-
шали 100 т.

Рис. 3. Структура отходов пластмасс ЭЭО:  
1 – крупногабаритная бытовая техника,  

2 – мелкогабаритная бытовая техника, 3 – ИТ  
и телекоммуникационное оборудование,  

4 – копировальное оборудование,  
5 – мониторы и телевизоры

Fig. 3. The structure of waste plastics EEE:  
1 – large-sized household appliances,  
2 – small-sized household appliances,  

3 – IT and telecommunications equipment,  
4 – copying equipment, 5 – monitors and TVs

                                                a                                                                                                           b

Рис. 4. Объемы образования отходов на территории Беларуси в разрезе административных районов, тыс. т  
(по состоянию на 2022 г.): a – ЭЭО, b – пластмасс ЭЭО

Fig. 4. Volumes of waste generation in Belarus by administrative districts, thousand tons (as of 2022):  
a – EEE, b – EEE plastics



500 Doklady of the National Academy of Sciences of Belarus, 2024, vol. 68, no. 6, рр. 493–503

С использованием данных химико-аналитического определения выполнена оценка объема 
образования отходов, содержащих бром и ПБДЭ. Расчеты показали, что по состоянию на 2022 г. 
на территории Беларуси 22,1 % отходов пластмасс (5,5 тыс. т) могут содержать в своем составе 
бром (табл. 2). Основной вклад в образование бромсодержащих отходов вносят мониторы и теле-
визоры: на их долю приходится 53,0 % общего количества бромсодержащих пластмасс. На вто-
ром месте – крупногабаритная бытовая техника (24,0 %). Объем пластмасс, содержащих бром  
в количестве более 2 г/кг, оценивается в 63,5 % общего их количества. 

Т а б л и ц а 2. Объемы образования отходов пластмасс ЭЭО, содержащие бром и ПБДЭ  
(по состоянию на 2022 г.)

T a b l e 2. Volumes of generated waste plastics WEEE containing bromine and PBDEs (as of 2022)

Категория оборудования
Equipment category

Отходы  
пластмасс, тыс. т

Plastic waste, 
thousand tons

Отходы пластмасс, содержащие 
бром, тыс. т

Bromine-containing plastic waste,  
thousand tons

Отходы пластмасс, содержащие 
ПБДЭ, тыс. т

Plastic waste containing PBDE,  
thousand tons

всего
total

>2000 мг/кг
>2000 mg/kg

всего
total

>1000 мг/кг
>1000 mg/kg

Крупногабаритная бытовая техника 11,5 1,3 0,98 0,12 0,1
Мелкогабаритная бытовая техника 2,7 0,3 0,07 0,003 0,001
ИТ и телекоммуникационное оборудование 2,7 0,68 0,44 0,2 0,1
Копировальное оборудование 1,1 0,33 0,3 0,07 0,02
Экраны (мониторы и телевизоры) 7,2 2,9 1,7 1,1 0,74
Всего, тыс. т 25,2 5,5 3,5 1,5 0,96

Объемы отходов пластмасс, содержащих ПБДЭ, оцениваются в 1,5 тыс. т, или 6,0 % всех от-
ходов пластмасс. Наибольшая их доля (76,0 %) представлена отходами мониторов и телевизоров. 
Объемы отходов пластмасс с превышением установленного норматива содержания ПБДЭ равны 
0,97 тыс. т. 

Проблемы вторичного использования отходов пластмасс. Как известно, электроника явля-
лась одним из основных секторов, в котором использовались большие количества бромирован-
ных антипиренов, включая СОЗ. Поэтому обращение с отходами, содержащими СОЗ, должно 
базироваться на учете их концентраций и наличия других загрязняющих веществ. Согласно 
Стокгольмской конвенции о СОЗ, пока действуют исключения в отношении переработки отхо-
дов, содержащих пента- и октабромдифениловые эфиры, а также в отношении производства де-
кабромдифенилового эфира для Сторон, зарегистрировавших такие исключения. Официальной 
датой истечения их срока действия будут соответственно 2030 и 2036 годы. Это означает, что 
импорт в Беларусь новых электронных устройств и оборудования, содержащих опасные веще-
ства, не исключается. Следует принимать во внимание и запасы старой бытовой и вычислитель-
ной техники, которая используется населением и зачастую, при выходе из эксплуатации, про-
должает оставаться на хранении. 

Анализ системы сбора устаревшего ЭЭО в Беларуси показал, что она налажена в областных 
и крупных районных центрах. В среднем уровень сбора оценивается примерно в 25,0 % по отно-
шению к объемам образования отходов ЭЭО. Для 11,7 % районов страны характерен высокий 
уровень сбора отходов ЭЭО. К ним, как правило, относятся Минск и районы с городами област-
ного подчинения либо крупными промышленными центрами. На 35,3 % территории система 
сбора отходов ЭЭО развернута не в полной мере и характеризуется средним уровнем сбора.  
К ним относятся районы, близлежащие к областным и промышленным центрам. В большей же 
части районов уровень сбора отходов ЭЭО остается по-прежнему низким. Согласно [9], в 2022 г. 
официальным сектором в Беларуси было собрано и переработано 21,8 тыс. т отходов ЭЭО. Из 
них более 6,1 тыс. т приходилось на отходы пластмасс, входящих в состав ЭЭО. Согласно расче-
там, 16,8 % собранных отходов пластмасс могут содержать в своем составе бром. 

С 1 января 2023 г. в Беларуси введен в действие ТКП 17.11-11-2022, устанавливающий правила 
обращения с отходами электрического и электронного оборудования, содержащими полиброми-
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рованные дифениловые эфиры. Данный ТПК регламентирует требования к разборке оборудова-
ния, выявлению, разделению, хранению, обезвреживанию и захоронению отходов ЭЭО, содер-
жащих полибромированные дифениловые эфиры. Следует отметить, что при отсутствии возмож- 
ности измерения уровней содержания брома при ручной сортировке и демонтаже ЭЭО следующие 
виды ЭЭО и/или деталей целесообразно рассматривать как потенциально содержащие ПБДЭ: 
блоки питания, блоки бесперебойного питания; мониторы и телевизоры; внутренние детали ПК 
(материнская плата, кулер); сетевые фильтры; выключатели внутреннего шкафа холодильника; 
корпуса индукционных катушек и модулей управления стиральных машин. Их извлечение из 
общего потока ЭЭО позволит снизить общую циркуляцию опасных веществ.

Важным представляется дальнейшее совершенствование нормативной технической базы, 
включая уточнение классификатора отходов ЭЭО, введение предельного содержания ПБДЭ в от-
ходах и др. Целесообразным является введение скрининг-методов определения брома в пласт-
массах ЭЭО как общепризнанную на мировом уровне практику обращения с отходами ЭЭО. 
Кроме того, с целью предотвращения поступления загрязненных отходов пластмасс на вторич-
ную переработку и в окружающую среду требуется повышение осведомленности специалистов 
и обеспечение их профессиональной подготовки. 

Заключение. Впервые для территории Беларуси выполнены широкомасштабные исследова-
ния отходов пластика электрического и электронного оборудования (ЭЭО), включающие отбор 
760 проб фрагментов пластика и проведение химико-аналитических испытаний с определением 
содержания брома, тяжелых металлов и ПБДЭ. 

Установлено, что бром обнаруживается в 37,0 % проб пластика, полибромдифениловые 
эфиры – в 11,4 %, свинец – в 27,6 %, хром – в 10,9 %, кадмий – в 8,4 %, ртуть – в 0,9 %, что со-
гласуется с данными для других стран. Выявлена тесная статистически значимая линейная связь 
между содержанием свинца и брома в отходах пластмасс различных видов ЭЭО.

Наиболее высокая встречаемость ПБДЭ (28,6 %) характерна для смешанных отходов пласт-
масс, что свидетельствует о перераспределении поллютанта при измельчении отходов различных 
категорий ЭЭО. Относительно низкая доля пластмасс ЭЭО, содержащих ПБДЭ, по сравнению  
с долей бромсодержащих пластмасс, вероятно, связана с содержанием других бромированных 
антипиренов, например, ГБЦД, тетрабромбисфенола А и др., что свидетельствует о необходимо-
сти дальнейших исследований.

Впервые получены оценки объемов образования отходов пластмасс ЭЭО на территории Бе-
ларуси, содержащих опасные вещества. Показано, что объемы образования отходов ЭЭО в Бела-
руси по состоянию на 2022 г. составили порядка 123 тыс. т, из которых примерно 25 тыс. т пред-
ставлено отходами пластмасс. Ежегодное образование отходов бромсодержащих пластмасс 
оценивается примерно в 5,5 тыс. т, из которых около 65,0 % подлежат экологически безопасному 
удалению.

Данная работа является необходимым элементом информационного обеспечения системы 
экологически безопасного обращения с отходами ЭЭО. 
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АНАЛИЗ ТОЧНОСТИ РАДИОЛОКАЦИОННОГО СОПРОВОЖДЕНИЯ  
НЕРАЗРЕШЕННЫХ ПО КООРДИНАТАМ ЦЕЛЕЙ

Аннотация. При радиолокационном сопровождении часто возникает ситуация, когда две цели оказываются не-
разрешенными по одной или нескольким координатам. Целью работы является разработка аналитической методики 
анализа точности сопровождения неразрешенных целей с использованием методов статистической линеаризации  
и интегрирования уравнений вероятностных моментов. Первоначально решается задача анализа точности сопрово-
ждения одиночной цели, а затем – двух целей, неразрешенных по одной из координат. Предложена методика анализа 
точности радиолокационного сопровождения двух неразрешенных целей, сигналы которых находятся в пределах 
ширины дискриминационной характеристики. Нелинейный характер задачи обусловлен необходимостью учета 
формы этой дискриминационной характеристики. При разработке методики использован метод статистической ли-
неаризации нелинейных функций и метод интегрирования уравнений вероятностных моментов. Проведено матема-
тическое моделирование системы сопровождения одиночной цели и системы сопровождения двух неразрешенных 
целей. Точность методики оценивалась путем сопоставления результатов вычисления математических ожиданий  
и дисперсий ошибок сопровождения методом статистических испытаний с результатами аналитических расчетов. 
Полученные результаты можно использовать при решении таких задач, как сопровождение парной цели, сопрово-
ждение при пересечении траекторий, сопровождение в условиях уводящей помехи и др.

Ключевые слова: радиолокационная станция, радиолокационное сопровождение, дискриминационная харак-
теристика, статистическая линеаризация, математическое моделирование, метод статистических испытаний

Для цитирования. Артемьев, В. М. Анализ точности радиолокационного сопровождения неразрешенных по 
координатам целей / В. М. Артемьев, С. М. Костромицкий, А. О. Наумов // Докл. Нац. акад. наук Беларуси. – 2024. – 
Т. 68, № 6. – С. 504–512. https://doi.org/10.29235/1561-8323-2024-68-6-504-512

Corresponding Member Valentin M. Artemiev1,  
Corresponding Member Sergey M. Kostromitsky2, Alexander O. Naumov1

1Institute of Applied Physics of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus 
2Radio Engineering Center of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus

ANALYSIS OF THE ACCURACY OF RADAR TRACKING  
OF UNRESOLVED BY COORDINATES TARGETS

Abstract. During radar tracking often a situation arises when two targets are unresolved in one or more coordinates. The 
aim of this work is to develop an analytical technique for analyzing the accuracy of tracking of unresolved targets using 
methods of statistical linearization and integration of equations of probabilistic moments. Initially, the problem of analyzing 
the accuracy of tracking a single target is solved, and then the problem of tracking of two targets which are unresolved in one 
of the coordinates. A technique for analyzing the accuracy of radar tracking of two unresolved targets, the signals of which 
are within the width of the discriminatory characteristic is proposed. The nonlinear nature of the problem is caused by the 
need to take into account the form of this discriminatory characteristic. When developing the technique, the method of 
statistical linearization of nonlinear functions and the method of integrating equations of probabilistic moments were used. 
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Mathematical simulation of a single target tracking system and a tracking system for two unresolved targets was carried out. 
The accuracy of the technique was assessed by comparing the results of calculating means and variances of tracking errors 
using Monte Carlo method with the results of analytical calculations. The obtained results can be used to solve problems such 
as tracking a paired target, handling crossing trajectories, tracking in conditions of radar jamming, etc.

Keywords: radar, radar tracking, discriminatory characteristic, statistical linearization, mathematical simulation, Monte 
Carlo method

For citation. Artemiev V. M., Kostromitsky S. M., Naumov A. O. Analysis of the accuracy of radar tracking of 
unresolved by coordinates targets. Doklady Natsional’noi akademii nauk Belarusi = Doklady of the National Academy of 
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Введение. При радиолокационном сопровождении цели возникает ситуация, когда соседняя 
цель оказывается неразрешенной по одной или нескольким координатам. Это приводит к тому, 
что в пределах ширины дискриминационной характеристики системы сопровождения появля-
ются сигналы одновременно от двух целей. Такая ситуация в дальнейшем называется сопрово-
ждением неразрешенных целей, что приводит к увеличению ошибок сопровождения выбранной 
цели. Это характерно при сопровождении группы целей [1] или уводящей помехе [2]. В первом 
случае сопровождение может продолжаться длительное время в стационарном режиме, а во вто-
ром – кратковременно. При анализе точности сопровождения необходимо учитывать динамику 
поведения системы с учетом нелинейного характера дискриминатора, в общем случае при изме-
нении разности координат целей. 

Цель работы – разработка аналитической методики анализа точности сопровождения нераз-
решенных целей с использованием методов статистической линеаризации и интегрирования 
уравнений вероятностных моментов [3]. Первоначально решается задача анализа точности со-
провождения одиночной цели [4], а затем – двух целей, неразрешенных по одной из координат. 

Точность сопровождения одиночной цели. Функциональная схема системы сопровождения 
радиолокационной станции (РЛС) изображена на рис. 1.

На рис. 1 отображены: координата цели xk в дискретные моменты времени k = 0, 1, 2, …; ˆkx   – 
оценка координаты; kx  – экстраполяция координаты на момент времени k по результатам оценок 
в предыдущие моменты времени. Дискриминатор измеряет ошибки экстраполяции k k kx xε = -   
в виде функции д д ( )kk f ε  . Здесь kд называется коэффициентом преобразования дискриминатора 
(КД), зависящим от отношения сигнала к шумам в конкретных дискриминаторах, а функция 

д ( )kf ε   – дискриминационной характеристикой (ДХ) со свойством д 0( ) / 1.kk kf ε =∂ ε ∂ε | =   Одним 
из вариантов аппроксимации ДХ может служить линейно-гауссова функция 

 

2

2
д ( ) ,

k

k kf e
ε

-
∆ε = ε   (1)

где Δ – полуширина ДХ. График этой функции приведен на рис. 2.
Дискриминатор производит измерения с ошибкой wk, которая полагается случайным процес-

сом с нулевым математическим ожиданием. В результате выходной сигнал дискриминатора 
можно представить в виде

           д д ( ) .k k kz k f w= ε +   (2)

Рис. 1. Функциональная схема системы сопровождения РЛС:  
1 – дискриминатор; 2 – сглаживающий фильтр; 3 – экстраполятор

Fig. 1. Functional diagram of the radar tracking system:  
1 – discriminator; 2 – smoothing filter; 3 – extrapolator
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Сглаживающий фильтр служит для преобразования сигнала дискриминатора в оцен ку ˆ ,kx  с уче-
том экстраполяции .kx

Нахождение алгоритма сопровождения рассматривается на основе метода наименьших ква-
дратов, позволяющего учесть нелинейные характеристики дискриминатора, со следующим ква-
дратичным критерием: 

 
2 2

дˆ ˆ ˆ( ) [ ( )] ( ) , 0 .k k k k k k kJ x z k x x x x= α - - + - < α < ∞   

Первое слагаемое согласует величину оценки с результатом измерений на выходе дискримина-
тора zk, второе – с ее экстраполированным значением ,kx  коэффициент α задает вес первого 
слагаемого. Алгоритм находится из условия минимума достаточных условий оптимальности, 
которое имеет вид

 д дˆ ˆ ˆ ˆ( ) / [ ( )] ( ) 0.k k k k k k k kJ x x k z k x x x x∂ ∂ = -α - - + - =    
Из этого уравнения получается следующий алгоритм сопровождения:

 д дˆ ( ) ,k k k k k k kx x Сz x Сk z f Сw= + = + ε +    (3)

где коэффициент усиления фильтра д
2
д

.
1

kC
k

α
=

+ α
  Структурная схема системы сопровождения 

приведена на рис. 3.

Рис. 3. Структурная схема системы сопровождения
Fig. 3. Block diagram of the tracking system

fд(εk)

Рис. 2. Линейно-гауссова дискриминационная характеристика

Fig. 2. Linear-Gaussian discrimination characteristic

εk
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Разность k k kx xε = −   является ошибкой экстраполяции, а ˆk k ke x x= −  – ошибкой сопрово-
ждения. Исходя из формул (2) и (3) получается соотношение между этими ошибками в виде не-
линейного стохастического уравнения

 д д ( ) .k k k ke Сk f Сw= ε − ε −   (4)

Пусть входной процесс задается посредством разностного линейного стохастического урав-
нения первого порядка
 1 , 0 1,k k k kx ax u v a−= + + < <  (5)

где vk есть случайное приращение координаты за один период и является гауссовым белым шу
мом с дисперсией 2 ,vkσ  а uk – регулярная составляющая приращения. Уравнение для матема
тического ожидания этого процесса kk xx m=  и имеет вид

 ,k kx x km am u= +  (6)

а уравнение для дисперсии 2 2( )k kk x xx m− = σ  выглядит следующим образом:

 
1

2 2 2 2.
k k vx xa

−
σ = σ + σ  (7)

При такой модели входного процесса в качестве экстраполирующей функции kx  целесо 
образно выбрать соотношение
 1ˆ .k kx ax −=

В этом случае ошибка экстраполяции выражается через ошибку сопровождения следующим об-
разом:
 1 1 1ˆ( ) .k k k k k k k ka x x u v ae u v− − −ε = − + + = + +  (8)

Для приближенного анализа нелинейного уравнения (4) и линейного (8) можно воспользо-
ваться методом статистической линеаризации нелинейных функций [3]. Рассмотрим нелиней-
ную функцию д ( ),kf ε   где случайная величина εk имеет плотность распределения вероятностей 
(ПРВ) ( )k kεϕ ε  с математическим ожиданием kmε  и дисперсией 2 .

kε
σ  Нелинейную зависимость 

приближенно заменяем линейной д ( )k k kf Fε ≈ ε   таким образом, чтобы второй вероятностный 
момент на выходе нелинейности совпадал с аналогичным на выходе линеаризованного соотно
шения, что приводит к равенству

 

2 2 2
д ( ) ( ) ( ) .k kk k k k k k kf d F d

∞ ∞

ε ε
−∞ −∞

ε ϕ ε ε = ε ϕ ε ε∫ ∫  
 

Отсюда получаем следующее выражение для коэффициента статистической линеаризации:

 

1
22 2 2

д ( ) ( ) / ( ) .k k kk k k kF f d m
∞

ε ε ε
−∞

 
= ε ϕ ε ε + σ 
 
∫  

 

Поскольку функция ПРВ ( )k kεϕ ε  неизвестна, она аппроксимируется гауссовой с обозна че
нием 2( , , ).k kkN mε εε σ  В результате коэффициент линеаризации становится функцией двух ве
роят ностных моментов, т. е. 2( , ).k kk kF F mε ε= σ  Например, для линейногауссовой дискримина
ционной характеристики (1) она имеет вид 

 

1
2 2

2 2

5
2

2
4 2 2 2

(4 )2 3

2 2 2 2

4 ( )
( , ) .

(4 ) ( )

k

k k k k
k k

k k k

m

k
m

F m e
m

ε

ε

−
σ +∆ε ε ε

ε ε

ε ε ε

 
 σ + + σ ∆ σ = ∆
 

σ + ∆ + σ 
 

 (9)
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В результате уравнение ошибки сопровождения (4) линеаризуется и выглядит следующим обра-
зом:

 
2 2 2

д( , ) ; ( , ) 1 ( , ).k k kk k kk k k k k ke D m Cw D m Сk F mε ε εε ε ε= σ ε - σ = - σ  

Математическое ожидание ошибки сопровождения kk ee m=  находится из уравнения

 2( , ) .k k kke km D m mε εε= σ  (10)

Уравнение для дисперсии ошибки сопровождения 2 2( )k kk e ee m- = σ  равно

 2 2 2 2 2 2( , ) .kk k k kke wD m Cε ε εσ = σ σ + σ  (11)

Исходя из уравнения (8), математическое ожидание ошибки экстраполяции 
kk mεε =  имеет вид

 1 ,k ke km am u-ε = +  (12)

а уравнение дисперсии ошибки экстраполяции 2 2( )
k kk mε εε - = σ  определяется выражением

 
1

2 2 2 2 .
k k ke va

-εσ = σ + σ  (13)

Уравнения (9)–(13) образуют замкнутую систему нелинейных уравнений, что позволяет оце-
нить математическое ожидание и дисперсию как ошибок экстраполяции, так и ошибок сопрово-
ждения с учетом коэффициента статистической линеаризации. При этом функция ПРВ ошибок 
экстраполяции аппроксимируется гауссовой функцией 2( , , ),k kkN mε εε σ  а ошибок сопровожде-
ния – функцией 2( , , ).k kk e eN e m σ  Эти уравнения позволяют оценивать точность сопровождения 
одиночной цели.

Результаты моделирования системы сопровождения одиночной цели. Цель моделирова-
ния состояла в сравнительной оценке ошибок сопровождения одиночной цели, полученных ме-
тодами статистических испытаний и статистической линеаризации для различных параметров 
системы. При статистических испытаниях использовались уравнения ошибок (4) и (8), а для  
метода статистической линеаризации – уравнения (9)–(13). Моделирование осуществлялось в ста-
ционарном режиме, а для переменных использовался относительный масштаб с единицей изме-
рения, равной полуширине дискриминационной характеристики Δ (рис. 2). Уравнения вероят-
ностных моментов входного процесса (6) и (7) в стационарном режиме имеют вид 

 2 2 2(1 ) ; (1 ) .x w xu a m a= - σ = - σ

Результаты моделирования приведены в таблицах. В табл. 1 показано влияние дисперсии 
оши бок измерений 2

wσ  на дисперсию ошибок сопровождения 2
eσ  при следующих параметрах: 

α = 1, Δ = 1, kд = 1, u = 0, 2 0.vσ =  Для сравнения с аналитическими результатами в табл. 1 приве-
дены данные статистических испытаний по 105 реализациям.

Т а б л и ц а 1. Влияние дисперсии ошибок измерений  на дисперсию ошибок сопровождения 
T a b l e 1. The impact of the variance of measurements errors  on the variance of tracking errors 

2
wσ 0,1 0,15 0,2 0,25 0,5

2
eσ  (стат. исп.) 0,0325 0,0502 0,0682 0,0884 0,207

2
eσ  0,0326 0,0498 0,0678 0,0864 0,190

Ошибка 
2 ,eσ  % 0,3 0,8 0,6 2,3 8,2
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Влияние дисперсии 2
vσ  случайной составляющей процесса изменения координаты цели на 

дисперсию ошибок сопровождения 2
eσ  показано в табл. 2 при значениях параметров: α = 1, Δ = 1, 

kд = 1, u = 0, 2 0.wσ =

Т а б л и ц а 2. Влияние дисперсии  на дисперсию ошибок сопровождения 

T a b l e 2. The impact of the variance  on the variance of tracking errors 

2
vσ 0,01 0,025 0,05 0,075 0,1

2
eσ  (стат. исп.) 0,0034 0,0099 0,0249 0,0477 0,0815

2
eσ  0,0034 0,0097 0,0235 0,0415 0,0642

Ошибка 
2 ,eσ  % 0,0 2,0 5,6 13,0 21,2

Влияние математического ожидания координат цели mx на величину математического ожи-
да ния me и дисперсии 2

eσ  ошибки сопровождения показано в табл. 3 при следующих параметрах: 
α = 1, Δ = 1, kд = 1, u = 0, 2 0,05,vσ =  2 0,2.wσ =

Т а б л и ц а 3. Влияние значений mx на математическое ожидание me и дисперсию  ошибки сопровождения

T a b l e 3. The impact of the values mx on the mean value me the variance  of tracking errors

mx 0,02 0,046 0,09 0,14 0,18

me (стат. исп.) 0,0163 0,0437 0,0907 0,141 0,202
2
eσ  (стат. исп.) 0,117 0,120 0,127 0,141 0,173

me 0,0150 0,0379 0,0782 0,123 0,175
2
eσ 0,105 0,106 0,108 0,112 0,117

Ошибка me, % 8,0 13,3 13,8 12,8 13,4

Ошибка 
2 ,eσ  % 10,3 11,7 15,0 20,6 32,4

Результаты позволяют выделить область параметров, где метод статистической линеаризации 
обеспечивает точность порядка 20 % по сравнению с результатами статистических испытаний. 

Точность сопровождения двух неразрешенных целей. Полагается, что на входе дискримина-
тора в пределах ширины ДХ имеются сигналы от двух неразрешенных по координате целей с урав-
нениями статистически независимых координат 1 1 1 1 1k k k kx ax u v-= + +  и 2 2 1 2 2 ,k k k kx ax u v-= + +  
где u1k, u2k – регулярные составляющие, а v1k, v2k – белые шумы с дисперсиями 2

1vσ  и 2
2 .vσ  

Ошибки сопровождения целей равны 1 1 ˆ ,k k ke x x= -  2 2 ˆ ,k k ke x x= -  а ошибки экстраполяции 
1 1 ,k k kx xε = -   2 2 ,k k kx xε = -   где ˆkx  – выходной процесс системы сопровождения, а kx  – экстра-

поляция координат. При линейных характеристиках антенной системы и приемника сигнал на 
выходе дискриминатора равен сумме сигналов от первой и второй целей. Параметры алгоритма 
сопровождения выбраны для первой цели, полагаемой основной. Структурная схема системы 
изображена на рис. 4, где коэффициент усиления фильтра 2

1д 1д/ (1 ),C k k= α + α   а экстраполяция 
координат 1ˆ .k kx ax -=

Исходя из этой схемы, уравнение оценки ˆkx  выглядит следующим образом:

 1 1д д 1 2д д 2ˆ ˆ [ ( ) ( )] ,k k k k kx ax С k f k f Сw-= + ε + ε +    (14)

где 1 2k k kw w w= +  – ошибка измерений, состоящая из двух слагаемых. При использовании мето-
да статистической линеаризации функции д 1( )kf ε   и д 2( )kf ε   заменяются на линейные вида 

2
д 1 1 1 1( ) ( , )k kk k kf F m ε εε ≈ ε σ   и 2

д 2 2 2 2( ) ( , ),k kk k kf F m ε εε ≈ ε σ   где коэффициенты статистической 
линеаризации зависят от вероятностных моментов ошибок экстраполяции первого и второго по-
рядков ,kik im εε =  2 2( ) ,k kik i im ε εε - = σ  1, 2.i =  
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Уравнения ошибок сопровождения принимают вид

  (15)

где 2
д ( , ),k kjk j k j jB Ck F m ε ε= σ   1 .ik ikD B= -

Уравнения ошибок экстраполяции выглядят следующим образом:

 1 , 1, 2.ik ik ik ikae u v i-ε = + + =  (16)

Уравнения (15) и (16) совместно с (9) образуют замкнутую систему стохастических разностных 
уравнений ошибок, линейных по координатам и нелинейных за счет коэффициентов статистиче-
ской линеаризации. От стохастических уравнений ошибок можно перейти к уравнениям вероят-
ностных моментов ошибок первого и второго порядков [4].

Для математических ожиданий ошибок экстраполяции 
kim ε  уравнения моментов находятся 

исходя из уравнений (16) и имеют вид

 1 .k ki ie ikm am u-ε = +  (17)

Для математических ожиданий ошибок сопровождения 
kiem  на основе (15) находятся урав-

нения

 ,k k kie ik i jk jm D m B mε ε= -  1, 2,i =  2,1.j =  (18)

Уравнения дисперсий ошибок экстраполяции 2 ,
kiεσ  исходя из (16), равны

 
1

2 2 2 2 ,
k k ki ie iva

-εσ = σ + σ  (19)

где учтено, что ошибка сопровождения 1ike -  статистически независима от vik. Уравнения дис-
персии ошибок сопровождения 2

kieσ  находятся на основе (15) и имеют вид

 
2 2 2 2 2 2 2 2 ( )( ) , 1, 2, 2,1.k kk k k kik jk ik jk ik i jk jie i j iwD B C D B m m i jε εε εσ = σ + σ + σ - ε - ε - = =  (20)

Здесь учтено, что в момент k ошибки измерений wik статистически независимы от ошибок 
экстраполяции εik. В дальнейшем при расчетах слагаемые с ковариационной функцией ошибок 
экстраполяции ( )( )k kik i jk jm mε εε - ε -  полагаем равными нулю, что при статистически неза-
висимых воздействиях x1k и x2k соответствует предположению о статистической независимости 
ошибок экстраполяции ε1k и ε2k. 

Рис. 4. Структурная схема системы сопровождения при наличии двух неразрешенных целей

Fig. 4. Block diagram of a tracking system in the presence of two unresolved targets
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Уравнения вероятностных моментов ошибок (17)–(20) совместно с функцией (9) образуют 
замкнутую систему нелинейных разностных уравнений, решение которой позволяет оценить 
математические ожидания 

kiem  и дисперсии 2
kieσ  ошибок сопровождения. 

Результаты моделирования системы сопровождения двух неразрешенных целей.  
С целью проверки работоспособности методики анализа точности системы сопровождения про-
ведено моделирование с использованием уравнений (9), (17)–(20) в стационарном режиме, с от-
носительным масштабом значений переменных, равным Δ. В качестве модели траектории вы-
браны уравнения (5)–(7) для каждой из целей. Проведено сравнение аналитических результатов 
с соответствующими результатами статистических испытаний на основе уравнения (14) по  
105 реализациям. В стационарном режиме параметры входных воздействий u1 и u2 полагались 
постоянными и исследовалось влияние разности математических ожиданий координат целей 

1 2 1 2( ) / (1 )x xm m u u aδ = − = − −  на математические ожидания iem  и дисперсии 2
ieσ  ( 1, 2i = ) со-

провождения каждой из них. Моделирование проводилось при следующих значениях параме-
тров: a = 0,9, α = 1, Δ = 1, u1 = 0, k1д = 1, k2д = 2, 2 2

1 2 0,003,v vσ = σ =  2 0,03.wσ =  В качестве перемен-
ной рассматривалась разность математических ожиданий координат целей δ = –0,2; –0,4; –0,6; 
–0,8; –1. Результаты моделирования и их сравнение с данными статистических испытаний при-
ведены в табл. 4.

Т а б л и ц а 4. Влияние разности координат целей δ на ошибки сопровождения

T a b l e 4. The impact of the difference of the targets coordinates δ on the tracking errors

δ –0,2 –0,4 –0,6 –0,8 –1
1em  (стат. исп.) −0,138 −0,280 –0,431 −0,585 –0,759
2
1eσ  (стат. исп.) 0,0240 0,0242 0,0255 0,0289 0,0366

1em −0,139 −0,281 −0,429 −0,585 −0,758
2
1eσ  0,0268 0,0266 0,0266 0,0273 0,0291

Ошибка em  % 0,7 0,4 0,5 0,0 0,1
Ошибка 

2
1 ,eσ  % 11,7 9,9 4,3 5,5 20,5

2em  (стат. исп.) 0,0611 0,118 0,172 0,214 0,238
2
2eσ  (стат. исп.) 0,0120 0,0110 0,0098 0,0089 0,0088

2em 0,0604 0,118 0,171 0,214 0,242
2
2eσ  0,0126 0,0120 0,0114 0,0107 0,0099

Ошибка 2 ,em  % 1,1 0,0 0,6 0,0 1,7
Ошибка 

2
2 ,eσ  % 5,0 9,1 16,3 20,2 12,5

При использованных параметрах модуль ошибки оценки математического ожидания не пре-
вышал 2 %, а дисперсии – 20 %. 

Заключение. Методика оценки точности радиолокационного сопровождения неразрешен-
ных целей основана на использовании известных методов статистической линеаризации нели-
нейных функций и интегрирования уравнений вероятностных моментов. Показателями точно-
сти являются математическое ожидание и дисперсия ошибки сопровождения. Сравнение ошибок 
сопровождения каждой из целей позволяет в среднем оценивать к какой из них ближе всего на-
ходится оцениваемая траектория. Методику можно использовать при решении таких задач, как 
сопровождение парной цели, сопровождение при пересечении траекторий, сопровождение в ус-
ловиях уводящей помехи и др. Решение этих задач помимо оценок точности сопровождения тре-
бует нахождения вероятностей перехода с сопровождения одной цели на другую, что может 
быть направлением дальнейших исследований. 
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IN DYNAMIC MODE OF ATOMIC FORCE MICROSCOPY

Abstract. The work presents the results of mathematical simulation of dynamic atomic force microscopy (AFM). 
Influences of spring constant, the quality factor of AFM-probe on its vibration amplitude and phase shifts are studied for 
semi-contact interaction of tip probe and sample surface. The deformation depths of sample by probe are calculated. Also the 
influence of oscillation amplitude of piezogenerator, which forces probe vibration, on the characteristics of probe oscillation is 
shown. 
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ВЛИЯНИЕ ЖЕСТКОСТИ И ДОБРОТНОСТИ ЗОНДА НА ХАРАКТЕРИСТИКИ ЕГО КОЛЕБАНИЙ  
В ДИНАМИЧЕСКОМ РЕЖИМЕ РАБОТЫ АТОМНО-СИЛОВОГО МИКРОСКОПА

Аннотация. В работе приведены результаты математического моделирования динамической атомно-силовой 
микроскопии (АСМ). Исследовано влияние жесткости и добротности АСМ-зонда на амплитуду, сдвиг фазы колеба-
ний его острия в режиме полуконтактного взаимодействия с поверхностью материала. Рассчитаны глубины дефор-
мирования материала зондом. Также показано влияние амплитуды колебаний пьезогенератора, вынуждающего зонд 
осциллировать, на характеристики колебаний зонда. 

Ключевые слова: атомно-силовая микроскопия, АСМ, динамический режим, зонд, колебания, модель Джонсо-
на–Кенделла–Робертса, жесткость зонда, добротность зонда, амплитуда колебаний пьезогенератора, глубина дефор-
мирования материала

Для цитирования. Абетковская, С. О. Влияние жесткости и добротности зонда на характеристики его колеба-
ний в динамическом режиме работы атомно-силового микроскопа / С. О. Абетковская, С. А. Чижик // Докл. Нац. 
акад. наук Беларуси. – 2024. – Т. 68, № 6. – С. 513–518. https://doi.org/10.29235/1561-8323-2024-68-6-513-518

Introduction. Dynamic atomic force microscopy (AFM) remains one of the most popular methods 
for studying material surfaces. Despite the appearance of such specific modes as Force modulation 
mode, Peak Force TappingTM, Lift mode operation, Pulsed Force Mode, ScanAsyst®, high-speed AFM, 
the classic tapping mode is one of the leading ones. Its capabilities are wider in comparison with the 
most popular contact AFM, but its setup is also much more complicated. The complexity is enhanced by 
the fact that parameters for obtaining AFM images, which are “ideal” for one sample material, may be 
unsuitable for another sample with similar physical and mechanical characteristics.

The most common measurement errors on AFM images are defects like “break” type, which appear 
as noise on images and do not represent the actual relief of sample surface. Such noises are located on 
image in the direction of scanning the sample. They can be a consequence of incorrect adjustment of the 
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AFM feedback parameters or arise due to relatively high adhesion of surface of the scanned sample. The 
noises associated with the latter could be avoided by changing the characteristics of the dynamic 
interaction of probe with sample due to the selection of probe parameters.

The characteristics of probe-sample interaction (amplitude and phase shift of probe oscillations, 
deformation	depth	of	sample	by	probe)	are	influenced	by	a	set	of	parameters:	the	Young	modulus	and	
surface energy of sample; the spring constant and the quality factor of probe; oscillation amplitude of the 
piezoelectric generator (piezoelectric element) exciting probe oscillations.

The	average	spring	constant	of	probe	cantilever	is	specified	by	probe	manufacturer;	the	probe	quality	
factor	 is	not	given.	Sometimes	probes	with	calibrated	stiffness	are	offered.	The	AFM	operators	could	
determine the spring constant and the quality factor of probe independently using its amplitude-
frequency	 characteristic	 with	 AFM	 dynamic	 mode.	 The	 range	 of	 probe	 spring	 constant	 offered	 by	
manufacturers	for	tapping	mode	is	wide,	from	0.03	to	225	N/m	[1–6].

For selection the characteristics of probe and oscillation amplitude of piezoelectric generator to avoid 
noises	on	AFM	images,	it	is	necessary	to	find	out	at	what	changes	of	these	parameters	switching	of	the	
probe-sample	interaction	modes	occurs.	In	[7]	reported	that	during	AFM	scanning	of	samples	in	tapping	
mode spontaneous switching between modes of higher or lower probe oscillation amplitude can occur, 
and causing defects of “break” type in AFM images. It was previously shown that saltatory changes in 
curves of dependence of probe oscillation amplitude and phase shift on the distance between probe and 
sample are caused by an interchange in the predominance of attractive intermolecular or repulsive 
(elastic)	interaction	forces	between	probe	and	sample	[8].

The purpose and objectives of the study. The objective of the study is to identify the pattern of 
changes in the probe oscillation parameters under varying each of the probe characteristics separately 
(the spring constant, the quality factor) and piezogenerator oscillation amplitude in order to obtain 
recommendations for select probes for high-quality AFM images in the tapping mode of AFM.

Research method. The equation of probe oscillations during semi-contact (intermittent-contact) 
interaction	with	sample	was	solved	using	mathematical	simulation	methods.	The	model	(1),	developed	
earlier	 and	 corresponding	 well	 to	 the	 experimental	 data,	 was	 used	 [9].	 At	 this	 model	 non-contact	
attractive interactions for describing the process of approaching probe tip to sample during each cycle of 
probe	oscillations	are	taken	into	account	using	the	Lennard–Jones	potential.	The	contact	interaction	of	
probe and sample, occurring in the lower part of a probe oscillation cycle, is described according to the 
Johnson–Kendall–Roberts	model	for	elastic-adhesive	contact	of	a	sphere	and	a	plane	[10].

 The equation of probe oscillations is
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Here zpos is a position of cantilever fixing point above sample surface, nm; m is a mass of micro-
probe, kg; z is a vertical displacement of tip probe, nm; t is a time, s; ω0 is a natural angular frequency of 
probe, Hz; Q is the quality factor of cantilever; k is the spring constant of probe cantilever, N/m; abm is 
oscillation amplitude of piezoelement, on which cantilever is fixed, nm; ω is an operating angular fre-
quency of probe, Hz; Fts is an interaction force between probe and sample surface, nN; FLJ is a non-con-
tact interaction force, nN; FJKR is a contact interaction force according to the Johnson–Kendall–Roberts 
model, nN; 0Fz  is a distance, at which contact and non-contact interaction forces are balanced, nm; H is 
the Hamaker constant, аJ; R is a radius of probe tip curvature, nm; σ is an interatomic distance, nm;  
Pc is the maximum force of adhesion, nN; Δγ is a specific surface energy of sample, J/m2; ks is the re-
duced modulus of elasticity of sample and tip materials, GPa; ν1, ν2 are the Poisson’s ratios of tip and 
sample materials, respectively; E1, E2 are the Young moduli of tip sample materials, respectively, GPa; 
аJ = 10–18 J – аttоjoule.

Since the distance zpos between probe cantilever fixing point and sample is changed during AFM 
scanning of sample surface, the simulation was performed for zpos from zero to values   close to values   of 
free oscillation amplitude of probe A0. A height of probe tip was neglected.

Based on the simulation results, the graphs were constructed for dependences of amplitude, phase 
shift of probe oscillations, and for deformation depth of sample material on the distance between probe 
and sample.

In order to study influence of probe parameters and piezogenerator oscillation amplitude, the 
characteristics of sample were assumed to be constant: the Young modulus was equal to 0.1 GPa; the 
Hamaker constant, responsible for surface energy, was equal to 0.2 aJ. Then, two of the studied 
parameters were fixed in turn and the third was varied. When varying spring constant of probe cantilever 
(from 0.01 to 100 N/m), its quality factor Q was assumed to be equal to 100, the oscillation amplitude of 
piezoelement abm = 0.5 nm. During changing the quality factor of the probe (from 80 to 400), its spring 
constant k = 0.5 N/m, abm = 0.5 nm. When studying influence of piezoelement oscillation amplitude 
(from 0.1 to 2 nm), k = 0.5 N/m, Q = 100. The radius of probe tip curvature was taken to be equal to 10 nm. 
The Young modulus of probe tip was equal to 179 GPa and corresponds to silicon. Deformation depth of 
sample surface by probe tip was 0Fd z z= −  [nm]. For each curve, 40 points were calculated.

Results and discussion. Cantilevers with the spring constant of 5–100 N/m are suitable for scanning 
a sample with the specified characteristics, since the corresponding curves of probe oscillation amplitude 
do not have abrupt changes (Fig. 1, a), and the phase shift curves are located in the region of negative 
values   (Fig. 1, b), which indicates the predominance of the elastic mode of interaction between probe and 
sample [8] and is confirmed by the positive values   of the probe-sample interaction force (Fig. 1, d).  
A disadvantage of the probe spring constant of 20–100 N/m is rather high values   of the sample 
deformation depth (Fig. 1, c). At such values   of the cantilever spring constant, its oscillations do not 
damp at zero distance to sample surface. The probe continues to oscillate, penetrating into sample 
surface by 15–32 nm. The greater sample deformation depth during scanning causes the higher errors in 
height of sample relief on AFM images. In this sense, the probe spring constant of 5 N/m can be called 
“ideal” (for samples with a sufficiently developed relief), since the maximum sample deformation depth 
does not exceed 8 nm.

At k = 0.5 N/m, a jump-like switching between the mode of prevalence of probe-sample elastic 
repulsive forces and the mode of prevalence of attractive interaction between them is observed (Fig. 1). 
The mode of prevalence of elastic forces corresponds to a higher located branch of the probe oscillation 
amplitude, a negative phase shift, positive values   of the sample deformation depth and the probe-sample 
interaction force at the bottom point of the probe oscillation cycle. Accordingly, attractive interactions 
are indicated by a lower branch of the probe oscillation amplitude, a positive phase shift, a negative 
(although small in values) interaction force and zero sample deformation depth. Scanning sample in the 
regime of prevalence of attractive interactions actually means the implementation of the non-contact 
AFM mode.

A further decrease of the probe spring constant (k = 0.1 N/m) shows that the non-contact attractive 
mode is realized for this sample for almost all values   of the distance zpos· At zpos < 10 nm, the probe stops 
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                                                      a                                                                                             b

   
                                                    c                                                                                               d

Fig. 1. Dependences of the oscillation characteristics of probes with different spring constants on distance between probe  
and sample: amplitude A (a); phase shift φ (b); sample deformation depth (c); interaction force F of probe and sample  

at the bottom point of a probe oscillation cycle (d). Q = 100, abm = 0.5 nm

  
                                                a                                                                                                      b

  
                                              c                                                                                                        d

Fig. 2. Dependences of oscillation characteristics of probes with different quality factors on the normalized distance between 
probe and sample: (a) amplitude; relative amplitude (b); phase shift (c); sample deformation depth (d). k = 0.5 N/m, abm = 0.5 nm
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oscillating (Fig. 1, a), and the sample deformation depth becomes, although small, non-zero (d = 1.5 nm). 
This indicates that probe adheres to sample surface, i. e., the surface adhesion of sample becomes 
critically significant at the probe spring constant of 0.1 N/m.

At k = 0.01 N/m, the sample adhesion effect increases, the probe adheres to it already at zpos = 32 nm, 
and the probe tip remains immersed in the sample by 2 nm.

Varying the probe quality factor shows similar results with respect to switching the interaction 
modes of the probe and sample: switching from the mode of predominance of elastic forces to the mode 
of attraction predominance is realized faster, when the probe quality factor is lower (Fig. 2). However, 
unlike the probe spring constant, its quality factor has an insignificant effect on the sample deformation 
depth: less than 1 nm for this sample under changing of Q in a fairly wide range, from 80 to 400 (Fig. 2, 
d). Therefore, to achieve the best scanning results, higher values   of the probe quality factor are preferable.

The probe behavior under varying the oscillation amplitude of the piezogenerator is generally similar 
to the behavior when the probe spring constant is changed: when the abm values   decrease, abrupt switches 
from the mode of predominance of elastic forces to the mode of predominance of attractive interactions 
of the probe and the sample are observed; a decrease in the abm values   to 0.3 nm and below leads to the 
non-contact mode of probe oscillations, which are damped at a small distance to the sample (Fig. 3). The 
sample deformation depth increases with increase of the oscillations amplitude of the piezogenerator, 
but not as significantly as with increase of the probe spring constant (Fig. 1, c and 3, d).

To obtain high-quality AFM images of the sample with the Young modulus of 0.1 GPa and the 
Hamaker constant of 0.2 aJ, the following parameter combinations are “ideal”: k = 5 N/m, Q = 100,  
abm = 0.5 nm (Fig. 1); Q = 400, k = 0.5 N/m, abm = 0.5 nm (Fig. 2), abm = 2 nm, k = 0.5 N/m, Q = 100 (Fig. 3). 
For material samples with other characteristics, modes suitable for scanning may occur under other 
conditions.

  
                                                      a                                                                                                  b

  
                                                    c                                                                                                     d

Fig. 3. Dependences of oscillation characteristics of probe on the normalized distance between probe and sample under 
varying oscillation amplitude of piezoelement: amplitude of probe oscillations (a); relative amplitude of probe oscillations (b); 

phase shift (c); sample deformation depth (d). k = 0.5 N/m, Q = 100
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Conclusion. The efficiency of the model for defining the conditions for switching between the modes 
of predominantly attractive or repulsive interactions between probe and sample is demonstrated using 
one material as an example. It was found that the following parameter combinations are “ideal” in order 
to obtain high-quality AFM images of the sample with the Young modulus of 0.1 GPa and the Hamaker 
constant of 0.2 aJ. For the quality factor Q = 100 and the piezoegenerator oscillation amplitude abm = 0.5 
nm, the most suitable probe spring constant is k = 5 N/m; decreasing the spring constant to values of 0.5 
or less leads to abrupt changes in the probe oscillation characteristics. For the probe spring constant k = 
= 0.5 N/m, abm = 0.5 nm, the best quality factor is Q = 400, and decreasing the quality factor to 250 or 
less leads to switching between the modes of attraction and repulsion of probe and sample. For the probe 
with characteristics k = 0.5 N/m, Q = 100, the “ideal” amplitude is abm = 2 nm; its reduction to 1 nm or 
less shows abrupt changes in the curves.
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КОМПЛЕКСНАЯ ФЕНОТИПИЧЕСКАЯ ОЦЕНКА СЕЛЕКЦИОННЫХ ФОРМ  
И ЛИНИЙ ОЗИМОГО РАПСА, СОДЕРЖАЩИХ ФАКТОРЫ  
ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ МУЖСКОЙ СТЕРИЛЬНОСТИ

(Представлено членом-корреспондентом Э. П. Урбаном)

Аннотация. Представлены результаты изучения цитоплазматической мужской стерильности (ЦМС) рапса ози-
мого (Brassica napus ibernalis L.). С использованием гистологических, морфобиологических и биохимических мето-
дов выделено 12 линий закрепителей стерильности для ЦМС типа Ogura; а также 2 линии для ЦМС Ogura и 1 для 
ЦМС Polima со 100 %-ной восстанавливающей способностью. Проведена оценка комбинационной способности бо-
лее 20 материнских родительских ЦМС линий и получено свыше 500 экспериментальных простых стерильных  
и восстановленных гибридов на основе ЦМС типа Ogura. С использованием культуры in vitro получены удвоенные 
гаплоиды родительских линий рапса озимого, установлены особенности протекания процессов эмбриоидогенеза, 
морфогенеза и ризогенеза.  

Ключевые слова: рапс озимый, селекция, гетерозис, ЦМС Ogura и Polima, культура in vitro, эмбриод, каллус, 
регенерант, дигаплоид

Для цитирования. Комплексная фенотипическая оценка селекционных форм и линий озимого рапса, содержа-
щих факторы цитоплазматической мужской стерильности / Я. Э. Пилюк [и др.] // Докл. Нац. акад. наук Беларуси. – 
2024. – Т. 68, № 6. – С. 519–528. https://doi.org/10.29235/1561-8323-2024-68-6-519-528
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COMPLEX PHENOTYPIC EVALUATION OF WINTER RAPE BREEDING FORMS  
AND LINES CONTAINING FACTORS OF CYTOPLASMIC MALE STERILITY

(Сommunicated by Corresponding Member Eroma P. Urban)

Аbstract. The paper presents the results of studying cytoplasmic male sterility (CMS) of winter rape (Brassica napus 
ibernalis L.). Using histological, morphobiological, and biochemical methods, 12 sterility fixer lines for Ogura-type CMS as 
well as 2 lines for Ogura CMS and 1 line for Polima CMS with 100 % restoring ability were isolated. The combining ability of 
more than 20 maternal parental CMS lines was evaluated and more than 500 experimental simple sterile and restored hybrids 
based on Ogura CMS were obtained. Using in vitro culture, doubled haploids of parental lines of winter rape were obtained, 
and the peculiarities of embryoidogenesis, morphogenesis and rhizogenesis were established.

Keywords: winter rape, breeding, heterosis, CMS Ogura and Polima, in vitro culture, embryoid, callus, regenerate, 
dihaploid

For citation. Pilyuk Ya. E., Kulinkovich E. N., Bobko N. N., Novichek A. A. Complex phenotypic evaluation of winter 
rape breeding forms and lines containing factors of cytoplasmic male sterility. Doklady Natsional’noi akademii nauk Belarusi = 
Doklady of the National Academy of Sciences of Belarus, 2024, vol. 68, no. 6, pp. 519–528 (in Russian). https://doi.org/ 
10.29235/1561-8323-2024-68-6-519-528

Введение. Рапс – уникальная масличная культура, имеющая широкие возможности примене-
ния как на пищевые и кормовые, так и на технические цели. В Республике Беларусь эта культура 
имеет наибольшую урожайность среди других масличных культур, что связано также и с исполь-
зованием эффекта гетерозиса, который является важным резервом увеличения производства 
маслосемян и весьма перспективным направлением в селекции гибридов рапса на основе цито-
плазматической мужской стерильности (ЦМС) [1–3]. У рапса изучено несколько типов ЦМС, кото-
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рые найдены внутри вида или получены на основе отдаленных скрещиваний. Наибольшее практиче-
ское применение у этой культуры нашли два типа стерильности – Ogura, полученный в результате 
межвидовой гибридизации, и Polima, выделенный из сорта польского происхождения [4; 5].

Механизм, ответственный за стерильность ЦМС Ogura, обусловлен дегенерацией микроспор 
и тапетума, что согласуется с данными [6], где доказано, что фаза образования тетрад и следую-
щая за ней фаза являются критическим моментом, в который проявляется стерильность. В [7] 
также установлено, что чаще всего стерильность возникает в фазу формирования тетрад и осво-
бождения микроспор. Стерильность типа ЦМС Polima не является результатом полной блоки-
ровки образования пыльцы, а происходит из-за отсутствия или запоздалого развития мужских 
археспор, вызванного пороговым эффектом суммы или высоты температуры [4].

Рациональное сочетание методов классической селекции с биотехнологическими методами 
позволяет быстро создавать генетически стабильные гомозиготные линии. Перевод на гомози-
готный уровень новой гибридной формы требует в полевых условиях 4–6 лет, в то же время ис-
пользование методов экспериментальной гаплоидии позволяет выполнить эту операцию в тече-
ние одного семенного поколения, т. е. за 1–2 года [8; 9].

Исследования по изучению цитоплазматической мужской стерильности и созданию гибри-
дов F1 озимого и ярового рапса на ее основе проводятся в РУП «Научно-практический центр 
НАН Беларуси по земледелию» соответственно с 1988 и 1995 гг. в основном с использованием 
систем Ogura ЦМС (оgu) и Pоlima ЦМС (pol), а c 2009 г. в гетерозисной селекции рапса использу-
ется еще и система CMSC 301, представленная фирмой Dieckmann Seeds (Германия). Селекция 
коммерческих гибридов F1 рапса проводится преимущественно на основе стерильной и фертильной 
систем ЦМС Ogura. На стерильной основе системы ЦМС Ogura районирован гибрид F1 рапса 
озимого Днепр и 3 гибрида рапса ярового: Алмаз, Рубин и Геракл. Гибрид F1 ярового рапса Алмаз 
включен с 2014 г. в Государственный реестр селекционных достижений Российской Федерации.

Материалы и методы исследования. Исследования по изучению генетических систем ози-
мого рапса с использованием селекционных, морфобиологических и биотехнологических мето-
дов проводились в лабораториях и фитотронно-тепличном комплексе (ФТК), а также в полевых 
условиях на легкосуглинистых и супесчаных почвах РУП «НПЦ НАН Беларуси по земледелию» 
Смолевичского района Минской области.

Объект исследования – линии и системы ЦМС озимого рапса селекции НПЦ НАН Беларуси 
по земледелию. Закладка и оценка полевых опытов осуществлялась по «Методике полевого опы-
та» [10], «Методическим указаниям по изучению мировой коллекции масличных культур» [11]  
и «Методике государственного сортоиспытания сельскохозяйственных культур» [12]. 

Для выяснения проявления стерильности проводили гистологические исследования пыльни-
ков у типов ЦМС Оgura и Polima и для сравнения – у фертильных растений. Исследование ми-
кропрепаратов и микрофотосъемку проводили с помощью светового микроскопа Optec BK5000 
(Китай), оснащенного цифровой камерой. Исследование тканей проводили при увеличении ми-
кроскопа ×100. Для анализа плоидности использовали временные давленые препараты точек ро-
ста и оснований молодых листочков, которые готовили по стандартным методикам [13].

Для инициации каллусогенеза и получения первичного каллуса использовали среду Келле-
ра–Армстронга [14], включающую минеральные соли В5. Различия в составе питательных сред 
касались содержания гормонов роста.

При качественном анализе семян определялось содержание сырого жира (методом инфракрас-
ной спектроскопии на приборе NIRS 5000 после калибровки по Сокслету), сырого белка (методом 
инфракрасной спектроскопии на приборе NIRS 5000 после калибровки по общему азоту), глюкози-
нолатов (с использованием палладиевого реактива в модификации ВНИИМК, 1986, ISO/CD 9167-3), 
жирнокислотного состава масла (методом газожидкостной хроматографии, ВНИИМК, 1986, 
ISO 9167-1) [15].

Статистическая обработка данных проводилась по общепринятым методикам [10] с исполь-
зованием компьютерной программы Microsoft Excel. 

Результаты и их обсуждение. Исследования по изучению источников стерильности типа 
Оgura и Polima и оценка их по морфобиологическим признакам в полевых и лабораторных условиях 
проводили в отделах масличных культур, биохимии и биотехнологии НПЦ НАН Беларуси по 
земледелию.
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Изучение посевных качеств стерильных линий показало, что по энергии прорастания и всхо-
жести семян линии на стерильной и фертильной цитоплазме практически не различаются. При 
оценке фенотипической выраженности стерильности новых образцов озимого рапса с ЦМС типа 
Оgura и Polima в условиях фитотронно-тепличного комплекса в фазе семядольных листочков, ро-
зетки, стеблевания различия между фертильными и стерильными растениями не наблюдались. 
Морфологические различия между ними проявлялись в фазе цветения. По всем изучаемым типам 
ЦМС выявлены характерные для стерильности изменения морфологического строения цветка. 

Все элементы цветков с ЦМС были значительно меньше, чем у фертильных образцов. Диа-
метр цветков у ЦМС типа Polima и Ogura по сравнению с фертильными уменьшился в 1,7 и 1,5 ра-
за, длина пыльников – в 2,2 и 2,6 раза, длина лепестков – в 1,6 и 1,5 раза и ширина – в 1,7 раза 
соответственно. В то же время длина пестика почти не изменилась, что свидетельствует о нор-
мальном развитии женских генеративных органов.

Исследованиями установлено, что у первоначально стерильных растений никогда не проис-
ходит дифференциации мужских археспор во всех пыльцевых мешочках (пыльниковых каме-
рах), чаще всего только в 1 или 2 (рис. 1, а). В тот период, когда пыльники фертильных растений 
раскрываются, в развитых пыльцевых мешочках первоначально стерильных растений дозревают 
зерна пыльцы, которая при благоприятных температурных условиях, главным образом в конце 
цветения, высыпается из растрескавшихся пыльников (рис. 1, b) и в тестах на жизнеспособность 
хорошо окрашивается в карминовый цвет. В некоторых случаях у ЦМС Polima в отдельных 
пыльцевых мешочках наступало очень позднее разделение мужских археспор на материнские 
камеры вплоть до развития микроспор, однако эти мешочки не раскрывались до конца цветения 
(рис. 1, c). Мешочки частично стерильных растений, в отличие от фертильных, образуют мень-
шее количество зерен пыльцы.

            
                          a                                                       b                                                c                                             d

Рис. 1. Пыльники ЦМС Polima: а – бутон средний – 3–4 мм; b, c – только что распустившийся бутон;  
d – пыльник фертильного растения (распустившийся бутон)

Fig. 1. CMS pollinia Polima: a – medium bud – 3–4 mm; b, c – newly blossomed bud;  
d – fertile plant pollinium (blossomed bud)

При разрезе стерильных пыльников типа ЦМС Polima не были обнаружены дегенеративные 
ткани. Существует вероятность того, что при благоприятных температурных условиях может 
наступать дифференциация мужских археспор. Этот тип стерильности не является результатом 
полной блокировки образования пыльцы, а обуславливается отсутствием или запоздалым разви-
тием мужских археспор, вызванным пороговым эффектом суммы или высоты температуры.

Пыльники стерильных растений ЦМС Ogura в разрезе под микроскопом выглядят совсем ина-
че, чем фертильные аналоги и стерильные растений ЦМС Polima. Ни в одной фазе развития пыль-
ников внутри пыльцевых мешочков не было жизнеспособных зерен пыльцы. Пыльцевые мешочки 
наполнялись дегенерированной массой, вероятно, состоящей из дегенерированных микроспор  
и клеток тапетума, которые всегда отделяются, а затем также дегенерируют (рис. 2, а). На более 
поздних этапах развития пыльников дегенерированная масса постепенно исчезала, пыльцевые ме-
шочки наполнялись воздухом, а стенки пыльников спадались (рис. 2, b). Таким образом, механизм, 
ответственный за стерильность ЦМС Ogura, обусловлен дегенерацией микроспор и тапетума. 

Следовательно, по морфологическому строению цветка и гистологическим исследованиям 
пыльников у типов ЦМС Оgura и Polima, а также фертильных растений-аналогов можно досто-
верно ранжировать их между собой и проводить отбор на более ранних этапах селекционного 
процесса. 
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Для оценки закрепляющей и восстанавливающей способности родительских линий в гетеро-
зисной селекции постоянно проводится гибридизация линий с ЦМС типа Ogura и Polima озимо-
го рапса, а также фенологические наблюдения и учеты. 

Исследования показали, что перезимовка растений озимого рапса с ЦМС Ogura и Polima 
была высокой (от 87,5 до 100 %), существенно не отличалась от фертильных аналогов и изменя-
лась от условий года. 

Значительных изменений в продолжительности периодов вегетации родительских линий ги-
бридов на стерильной и фертильной цитоплазме не установлено. У изученных линий период от 
всходов до цветения был практически одинаковым, за исключением стерильных растений ли-
ний A-5124/13 (ЦМС Ogura) и О-63/08 (ЦМС Polima), у которых цветение начиналось соответ-
ственно на 4 суток позднее и 5 суток раньше, чем у фертильных растений.

Высота растений рапса озимого – один из признаков, играющих важнейшую роль в устойчи-
вости сорта или гибрида к засухе, полеганию и снижению потерь маслосемян при уборке, изме-
нялась у родительских линий гибридов на стерильной и фертильной цитоплазме от 98,8 до 162,8 
и от 131,6 до 151,4 см соответственно. Установлены небольшие положительные отличия по высо-
те растений между фертильными и стерильными аналогами с ЦМС Ogura (от –8 до 19,8 см), что 
находилось в пределах ошибки опыта и только у линий Zn-336/12 и 742-14-4 она была достовер-
на. У большинства изученных линий с использованием стерильной цитоплазмы ЦМС Polima 
наблюдалось значительное снижение высоты растений при инцухте.

При оценке продуктивности фертильных родительских линий озимого рапса в сравнении  
с их стерильными аналогами выявлено, что по урожайности семян они находятся в пределах 
ошибки опыта. Самая высокая продуктивность отмечена у мужскостерильной линии на основе 
ЦМС Ogura A-5124/13 (рис. 3).

Масса 1000 семян у большинства изученных линий на стерильной цитоплазме систем ЦМС 
Оgura и Рolima варьировала от 4,26 до 6,10 г и оказалась ниже, чем у линий на фертильной цито-
плазме, за исключением образца A-5124/13 (Polima), у которого масса 1000 семян существенно 
(на 8,0 %) была выше фертильного аналога.

При изучении влияния ЦМС Оgura и Рolima на масличность семян (рис. 4) выявлено, что 
только у линий Zn-336/12 (Оgura) и К-42/03 (Рolima) обнаружены существенные различия по это-
му признаку в пользу стерильных аналогов, у линий О-63/08 и Р-774 (Рolima) масличность семян 
была существенно ниже фертильного аналога.

Установлено, что диаметр цветка у гаплоидов по сравнению с удвоенными гаплоидами 
уменьшился в 2,0 раза, длина пыльников – в 2,1 раза, длина и ширина лепестков – в 1,8 и 1,4 раза 
соответственно. При этом различия между дигаплоидами и диплоидами не были выявлены. Го-
мозиготные линии проанализированы по основным элементам архитектоники и структуры уро-
жая. Высота полученных дигаплоидных линий составила 150–186 см, высота ветвления – 44–68 см, 
длина центральной кисти – 30–50 см, количество боковых ветвей – 7–11 шт., количество струч-
ков на центральной кисти – 25–46 шт., на растении – 120–240 шт., семян в стручке – 15,3–22,0 шт.  
и масса 1000 семян – 5,40–5,80 г.

    
                                     a                                                                 b                                                           c

Рис. 2. Пыльники ЦМС Ogura: а – бутон средний – 3–4 мм; b – только что распустившийся бутон;  
c – пыльник фертильного растения (распустившийся бутон)

Fig. 2. CMS pollinia Ogura: a – medium bud – 3–4 mm; b – newly blossomed bud;  
c – fertile plant pollinium (blossomed bud) 
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Оценка родительских линий озимого рапса на устойчивость к фомозу (Phoma lingam) путем 
искусственного заражения в условиях ФТК показала, что при сравнительном испытании линий 
на стерильной и фертильной цитоплазме не обнаружено отрицательного влияния стерильной 
цитоплазмы типа Ogura и Polima на устойчивость к патогену. Изученные линии обладали прак-
тически одинаковой устойчивостью к болезни, за исключением Zn-336/12 (ЦМС Ogura и Polima), 
у которых обнаружены существенные различия по этому признаку в пользу фертильного анало-
га. Практически все отечественные стерильные линии, за исключением О-63/08 (ЦМС Ogura), 
оказались устойчивее контроля (гибрид ES Odis) по этому признаку на 7,4–37,0 %. Фертильные 
родительские линии также показали высокую устойчивость к Phoma lingam, за исключением 
дигаплоидных гомозиготных линий № 4/1 и № 4/1-1, которые уступили контролю на 11,0–66,7 %.

Существенного различия в продолжительности периода всходы-бутонизация и бутонизация- 
цветение в селекции гибридов F1 озимого рапса не выявлено, за исключением стерильного 
SL × Zn-336/12 и фертильного SL × 1/17-22, а также стерильных гибридов: SL × О-63/08 и SL × ЛИ-140 
типа Ogura, у которых фазы «бутонизация» и «цветение» наступали соответственно на 4–5 су-
ток позднее.

Для оценки генотипов озимого рапса по закрепляющей и восстанавливающей способности  
и отбора линий на основе ЦМС типа Polima и Ogura постоянно проводилась гибридизация (ана-
лизирующие, возвратные скрещивания, беккроссы) новых линий с источниками ЦМС. Практи-
чески все изучаемые образцы рапса являлись закрепителями стерильности для систем ЦМС 
Ogura и Polima, в оригинальном селекционном материале нами выделены линии с генами Rf1Rf2, 

   
                                                                        a                                                           b

Рис. 3. Стерильная линия A-5124/13 на основе ЦМС Ogura: а – фаза цветения; b – фаза желто-зеленого стручка

Fig. 3. Sterile line A-5124/13 based on CMS Ogura: a – flowering stage; b – yellow-green pod stage

Рис. 4. Масличность семян родительских линий озимого рапса с различным типом цитоплазмы, %

Fig. 4. Oil content of seeds of winter rape parental lines with different types of cytoplasm, %
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в различной степени восстанавливающие фертильность стерильных линий, которая изменялась 
в зависимости от системы ЦМС и генотипа от 45 до 100 %.

При оценке гибридов F1 среди изучаемых образцов выделились 12 линий со 100 %-ной за- 
крепляющей способностью для ЦМС Ogura, две линии для ЦМС типа Ogura и одна для типа 
Polima, имеющие 100 %-ную восстанавливающую способность.

При анализе источников закрепителей стерильности и восстановителей фертильности по 
биохимическим показателям качества семян установлено, что масличность семян источников 
закрепителей стерильности ЦМС типа Ogura и Polima находилась на уровне 41,8–49,7 %, а источ-
ников восстановителей фертильности типа Ogura и Polima – 42,8–44,0 %. Содержание глюкози-
нолатов у всех линий было в пределах нормы – от 13,3 мкМоль/г.

В полевых условиях также проведена оценка родительских линий на стерильной (типа Ogura 
и Polima) и фертильной цитоплазме на устойчивость к основным листовым болезням. У изучае-
мых образцов поражение болезнями при учете в фазу «конец цветения – формирование струч-
ков», было низким, и только некоторые линии уступили контролю на 6,0–14,3 %.

По основным селекционно ценным признакам проведен анализ тестовых (восстановленных  
и простых стерильных) гибридов на основе ЦМС Polima и Ogura. Установлено, что у стерильных 
и фертильных гибридов на основе ЦМС Ogura число ветвей на растении (табл. 1) составило со-
ответственно 7,5–10,0 и 7,0–11,8 шт., число стручков на растении 262,5–385,8 и 208,2–373,6 шт., 
количество семян в стручке 26,6–32,9 и 31,3–35,9 шт., масса 1000 семян 4,35–5,36 и 4,47–5,25 г, 
продуктивность 513–633 и 487–627 г/м2. Эти же показатели у гибридов на основе ЦМС Polima 
варьировали следующим образом: 7,0–8,6 и 10 шт., 215,8–249,6 и 313,8 шт., 22,2–30,6 и 26,6 шт., 
4,75–5,67 и 4,82 г, 487–627 и 500 г/м2 соответственно. По комплексу признаков из простых сте-
рильных гибридов на основе ЦМС Ogura и Polima выделились SL × S-d142-2-08, SL × Zn-336/12  
и SL × 742-14-4 с максимальной продуктивностью 636, 627 и 627 г/м2 соответственно.

Т а б л и ц а 1. Основные элементы структуры урожая (восстановленных и простых стерильных)  
экспериментальных гибридов F1 на основе ЦМС Ogura и Polima

T a b l e 1. Basic elements of the yield structure (restored and simple sterile) experimental F1 hybrids  
based on CMS Ogura and Polima (under field conditions)

Название образца
Name of the sample

Количество, шт.
Quantity, pcs. Масса 1000 семян, г

1000-grain weight, g
Продуктивность, г/м2

Productivity, g/m2

ветвей 1 порядка стручков на растении семян в стручке

Cтерильные на основе ЦМС Ogura
SL × О-63/08 7,5 262,5 27,3 5,36 579
SL × Zn-336/12 8,4 272,0 28,1 4,93 627
SL × S-d142-2-08 10,0 385,8 32,9 5,20 513
SL × B-648/11 8,2 296,4 27,9 5,09 574
SL × ЛИ-140 8,8 266,4 27,3 4,85 514
SL × 742-14-4 8,5 272,3 26,6 4.65 636
Среднее 8,6 292,6 28,4 5,0 574
min–max 7,5–10,0 262,5–385,8 26,6–32,9 4,35–5,36 513–636

Cтерильные на основе ЦМС Polima
SL × О-63/08 7,5 215,8 28,5 5,08 569
SL × Zn-336/12 8,6 217,6 24,0 5,09 627
SL × S-d142-2-08 7,6 233,8 28,7 5,27 531
SL × B-648/11 7,0 220,4 30,6 5,33 583
SL × ЛИ-140 8,0 241,2 22,2 4,75 487
SL × 742-14-4 8,2 249,6 27,7 5,67 509
Среднее 7,8 229,7 27,0 5,20 551
min–max 7,0–8,6 215,8–249,6 22,2–30,6 4,75–5,67 487–627

Фертильные на основе ЦМС Ogura
SL × 1/4-22 11,8 373,6 35,9 4,47 570
SL × 1/17-22 7,0 208,2 31,3 5,25 609
Среднее 9,4 290,9 33,6 4,90 590
min–max 7,0–11,8 208,2–373,6 31,3–35,9 4,47–5,25 570–609

Фертильные на основе ЦМС Polima
SL × 223/20 10 313,8 26,6 4,82 500
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Масличность у простых стерильных гибридов на основе ЦМС Ogura и их родительских 
линий варьировала от 42,8 до 46,9 % (в среднем – 44,0 %), на основе ЦМС Polima – от 41,6 до  
46,6 % (43,5 %). Лучшими фертильными гибридами по этому признаку были SL × 1/4-22 (43,6 %) 
и SL × 223/20 (44,0 %). Содержание глюкозинолатов у всех гибридов находилось в пределах 
нормы – 14,7–24,0 мкМоль/г.

В процессе исследований были изучены и отобраны родительские линии (материнские) ози-
мого рапса на основе ЦМС Ogura, отличающиеся повышенной устойчивостью к вредителям. По-
вреждение растений стручковым комариком находилось в пределах 5,6–8,4 %, стеблевым скрыт-
нохоботником от 10 %. Среди анализируемых образцов выделилась линия 9-18/23р, у которой 
полностью отсутствовали признаки поражения бактериозом.

При анализе основных элементов структуры урожая стерильных аналогов самоопыленных 
линий озимого рапса (материнских форм) на основе ЦМС Ogura и Polima по основным селекци-
онно ценным признакам выявлено, что число ветвей на растении у стерильных линий на основе 
ЦМС Ogura и Polima изменялось от 5,8 до 12,0 и 5,8 – 12,6 шт., количество стручков на растении 
от 213,8 до 372,0 и 191,0–359,6 шт., количество семян в стручке от 21,6 до 28,8 и 20,8 – 27,2 шт., 
масса 1000 семян от 5,62–6,38 и 5,48–6,48 г, продуктивность от 239,0 до 434,0 и 238,0–412,0 г/м2. 
По комплексу признаков из простых стерильных линий на основе ЦМС Ogura и Polima выдели-
лись линии A-5124/13, 742-14-4 и S-d142-2-08, A-5124/13. 

В селекции рапса наряду с классическими способами успешно применяют метод культуры in 
vitro, особенно гаплоидию [14]. Для рапса характерно явление прямого эмбриогенеза, при кото-
ром образование гаплоидного растения происходит из микроспор, развивающихся в эмбриоиды, 
а не в недифференцированный каллус [8; 14]. Частота эмбриоидогенеза у озимого рапса в куль-
туре пыльников составляет около 1 %. Кроме того, имеются сортовые различия по данному при-
знаку, поэтому необходимы большие объемы работ для получения достаточного количества 
эмбриогенных эксплантов. Известно, что холодовая предобработка незрелых бутонов при темпе-
ратуре +4–7 °С в течение нескольких суток синхронизирует клеточные деления и повышает  
выход эмбриогенных эксплантов [8]. Нашими исследованиями установлено, что холодовая пред-
обработка донорных растений рапса озимого повышает выход эмбриоидов в 2–2,5 раза у боль-
шинства образцов (табл. 2, рис. 5, а).

У образцов, которые подвергались холодовой предобработке донорных растений, эмбриоды 
появились у всех номеров, включая даже генотипы с низкой эмбриогенной способностью (Х 2/20 – 
0,16 % и Х 3/20 – 0,72 %). Максимальной эмбриогенной способностью обладал образец № 6/2 
(31,9 %), высокой эмбриогенной способностью обладали также образцы Х 4/20 (14,2 %), Х 1/20 
(9,4 %) и 2 (9,1 %). Все экспланты, полученные от растений рапса озимого без холодовой пред- 
обработки донорных растений, кроме образца Х 1/20 (2,1 %), не обладали эмбриогенной способ-
ностью. 

Т а б л и ц а 2. Влияние холодовой предобработки донорных растений рапса озимого  
на эмбриогенную способность высаженных эксплантов

T a b l e 2. The effect of cold pretreatment of donor plants on embryogenic capacity of planted explants

Название образца
Name of the sample

С холодовой предобработкой Без холодовой предобработки

пыльников
pollinia

эмбриоидов
embryoids

эмбриоидов
embryoids

пыльников
pollinia

эмбриоидов
embryoids

эмбриоидов
embryoids

шт. шт. % шт. шт. %

Х 1/20 900 85 9,4 360 4 2,1
Х 2/20 630 1 0,16 – – –
Х 3/20 1854 14 0,75 – – –
№ 4/1 828 39 4,7 – – –
№ 6/2 522 167 31,9 252 0 0
№ 8 936 12 1,2 – – –
№ 2 594 54 9,1 – – –
№ 3/2 306 11 3,6 – – –
№ 13 180 4 2,2 – – –
Всего 7236 456 6,3 11448 52 0,45
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На выход эмбриоидов кроме холодовой предобработки большое влияние оказывает состав 
питательных сред. Различные концентрации 2,4-Д и НУК (1-нафтилуксусная кислота) обуслови-
ли значительные отличия в эмбриогенной способности высаженных эксплантов рапса. Количе-
ство образовавшихся эмбриоидов варьировало от 0 до 14,2 %, среднее значение данного показа-
теля составило 3,4 %. На среде Б, с содержанием 2,4-Д – 0,5 мг/л и НУК – 0,25 мг/л эмбриогенная 
способность эксплантов снизилась более чем в 10 раз и среднее значение данного показателя со-
ставило 0,23 %. Таким образом, повышение концентрации гормонов роста не повлекло за собой 
увеличения числа образовавшихся эмбриоидов.

Анализ особенностей протекания онтогенетических процессов у полученных эмбриоидов 
рапса на среде для ризогенеза показал, что процессы регенерации и морфогенеза у высаженных 
эмбриоидов происходили с разной интенсивностью по 3 различным направлениям. У образцов 
Х2/20 и 1963618, № 8, характеризующихся незначительным количеством эмбриоидов, регенеран-
ты сформировались уже при первом пассаже на ризогенной среде (табл. 3, рис. 5, b). 

У большинства образцов рапса озимого вместо ризогенеза наблюдался процесс образования 
недифференцированного каллуса или на каллусных тканях, возникающих из эмбриодов, появ-
лялись вторичные эмбриоиды, которые были вновь пересажены на ризогенную среду и из них 
развивались либо нормальные растения, либо каллусные ткани с эмбриоидами или без них. Та-
ким образом, потребовалось несколько пассажей прежде, чем эмбриоиды перешли в стадию ри-
зогенеза и регенерации. В итоге вторичный или третичный эмбриоидогенез позволил образцам 
Х3/20, 171816418-2, 13, 171816418-1 повысить частоту возникновения регенерантов до 111–200 %. 
Третью группу образовывали эмбриоиды, формирующие корневую систему, но с неразвитой 
точкой роста. Часть из них погибала, а у выживших эксплантов на стеблевой части регенеранта 
возникали вторичные эмбриоиды, из которых удалось получить полноценные регенеранты. 
Всего было получено, проколхицинировано и высажено в искусственную почву Биона 213 
регенерантов, из них выращено 132 хорошо сформированных растения. 

Изучение каллусогенной и эмбриогенной способности источников ЦМС проводилось на 4 ли-
ниях озимого рапса, несущих гены цитоплазматической мужской стерильности, Х5/20, Х7/20, 
№ 8, 19219. Для установления возможности микроклонального размножения стерильных форм 
озимого рапса незрелые пыльники данных образцов высаживались на искусственные питатель-
ные среды. Инициация каллусогенеза и получения первичного каллуса осуществлялась на среде 
Келлера–Армстронга. 

Анализ полученных результатов показал, что у образцов Х5/20 и Х7/20 способность к эмбрио- 
идогенезу у пыльников полностью отсутствует, № 8 и 19219 образовали незначительное количе-
ство эмбриоидов, выход которых составил 1,3 и 0,3 % соответственно. Способность к каллусоге-
незу выявлена у всех изученных образцов, лучшими по данному показателю были 19219 (2,6 %) 
и Х7/20 (1,9 %). У образца № 8 каллусогенная и эмбриогенная способность незрелых пыльников 

    
                        a                                                  b                                                                              c

Рис. 5. Этапы получения дигаплоидов рапса в культуре in vitro: а – массовый эмбриоидогенез после холодовой 
предобработки донорных растений; b – развитие эмбриоидов; c – микроклональное размножение озимого рапса

Fig. 5. Stages of obtaining rape dihaploids in in vitro culture: a – mass embryogenesis after cold pretreatment of donor 
plants; b – embroyids development; c – microclonal propagation of winter rape
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находились практически на одном уровне. Для инициации каллусогенеза и получения первичного 
каллуса для прямой регенерации из гипокотилей и семядолей рапса при микроклональном раз-
множении использовали модифицированную среду МС (рис. 5, c). При микроклональном  
размножении применяли 5 вариантов питательных сред на разных этапах биотехнологических 
работ. В качестве эксплантов были взяты семядоли и гипокотильные сегменты 4–6-дневных 
проростков рапса. Максимальное количество клонов было получено у образца № 14/5 – 224 шт.  
и № 13/19 – 54 шт. По мере развития регенерантов они пересаживались на регенерационную сре-
ду для формирования полноценных растений рапса с последующей адаптацией к условиям ex 
vitro. Всего было получено 43 жизнеспособных регенеранта, которые высажены на доращивание 
в ФТК, а затем в полевых условиях и внедрены в селекционный процесс.

В Национальный банк семян генетических ресурсов хозяйственно полезных растений РУП 
«НПЦ НАН Беларуси по земледелию» передано: 5 гомозиготных линий, 12 линий с закрепляю-
щей способностью для ЦМС типа Ogura, 5 стерильных аналогов самоопыленных линий.

Заключение. В работе представлены результаты изучения цитоплазматической мужской 
стерильности (ЦМС) рапса озимого (Brassica napus ibernalis L.) с использованием гистологиче-
ских, морфобиологических и биохимических методов. Созданы при помощи культуры in vitro  
и оценены по комплексу хозяйственно полезных признаков и свойств новые формы и линии 
рапса для получения высокопродуктивных гетерозисных гибридов с улучшенными характери-
стиками. Выделено 12 линий закрепителей стерильности для ЦМС типа Ogura; а также 2 линии 
для ЦМС Ogura и 1 для ЦМС Polima со 100 %-ной восстанавливающей способностью. В Нацио-
нальный банк семян генетических ресурсов хозяйственно полезных растений РУП «НПЦ НАН 
Беларуси по земледелию» передано: 5 гомозиготных линий, 12 линий закрепителей стерильно-
сти для ЦМС типа Ogura, 5 стерильных аналогов самоопыленных линий. Проведена оценка ком-
бинационной способности более 20 материнских родительских линий и получено свыше 500 экс-
периментальных простых стерильных и восстановленных гибридов на основе ЦМС типа Ogura.
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