
Резюме. Изучено воздействие вторичных метаболи-
тов растений (пижмы, багульника и оленьего мха, содер-
жащего высокое количество усниновой кислоты) на анти-
оксидантный статус в кишечнике вощинной огнёвки. Было
зарегистрировано увеличение показателя окислительно-
го стресса (соотношения восстановленных и окисленных
тиолов) в вариантах при скармливании полярного экст-
ракта пижмы, неполярного и полярного экстрактов ба-
гульника, а также полярной вытяжки оленьего мха заре-
гистрировано на фоне снижения показателя перекисного
окисления липидов (концентрации малонового диальдеги-
да). Полученные результаты свидетельствуют о наруше-
нии окислительно-восстановительного гомеостаза в кишеч-
нике личинок под воздействием вторичных метаболитов,
входящих в состав изученных растений и лишайника.

Abstract. Effect of plants secondary metabolites (tansy,
ledum and reindeer lichen with high content of usnic acid) on
antioxidant status in the wax moth gut was studied. Increase
in the oxidative stress (oxidated and reduced thiols ratio) was
found under treatments with polar extract of tansy, polar and
nonpolar extracts of ledum and polar extract of reindeer
lichen against the low concentration of lipid peroxidation
product (malondialdehyde). Collected data demonstrate mal-
function of redox balance in the gut of wax moth larvae under
feeding by secondary metabolites of studied plants and li-
chen.
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Введение
В процессе эволюции у растений сформирова-

лась комплексная биохимическая система, обеспечи-
вающая защиту от различных фитофагов и патогенов
[Felton et al., 1994; Taggar et al., 2014; Li et al., 2016].
Подобная защита обеспечивается, в первую очередь,
за счёт синтеза различных вторичных метаболитов
(ВМ), обладающих инсектицидной активностью, в ос-
новном за счёт того, что они способны взаимодей-
ствовать с эпителиальными клетками кишечника на-
секомых, а также блокировать активность многих
пищеварительных ферментов [Salunke et al., 2009].
Данные взаимодействия приводят к снижению раз-
личных жизненно важных показателей организма на-
секомых, как то, восприимчивость к паразитам, сни-
жение потребления кормового растения, веса
фитофагов, репродукционного потенциала и т.д. Сре-
ди ВМ (как постоянно присутствующих в растениях,
так и вновь синтезируемых под действием различных
факторов) присутствуют несколько классов соедине-
ний, — от фенольных до белковых [Thipyahjng et al.,
2007; Ingale et al., 2013; Taggar et al., 2014]. При взаимо-
действии ВМ с эпителиальными клетками насекомых
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в организме последних могут происходить существен-
ные изменения, в первую очередь, в антиоксидант-
ной и детоксицирующих системах, а также в иммун-
ной системе. Соответственно, в организме насекомых
под действием ВМ может происходить увеличение
образования активированных форм кислорода (АКМ),
что может сопровождаться деструктивными процес-
сами, в частности, не контролируемого окисления
жиров, увеличение образования высокореакционных
свободных радикалов и т.д. Следует отметить, что у
различных живых организмов, в том числе и насеко-
мых, сформировался комплекс различных систем,
контролирующих окислительные процессы организ-
ма [Felton, Summers, 1995]. Данные антиоксиданты
можно условно разделить на ферментные и нефер-
ментные. Среди неферментных антиоксидантов су-
щественную роль в поддержании гомеостаза орга-
низма играют белковые и небелковые
тиол-содержащие соединения. Эти соединения могут
участвовать как в ферментативных реакциях антиок-
сидантных ферментов, так и непосредственно взаи-
модействовать с высокореакционными молекулами.
Накопление окисленных продуктов в организме мо-
жет сопровождаться возникновением так называемо-
го окислительного стресса. Соответственно, можно
регистрировать изменения в окислительном балансе
организма по накоплению подобных продуктов. А по
соотношению окисленных и восстановленных тиол-
содержащих продуктов можно судить об уровне ак-
тивности реакций, направленных на элиминацию вы-
сокореакционных соединений. В частности, при
окислении полиненасыщенных жиров образуется
большое количество высокореакционных соединений,
в том числе и малоновый диальдегид (МДА) [Del Rio
et al., 2005]. Этот альдегид обладает высокой токсич-
ностью и может служить своеобразным маркером
перекисного оксиления липидов (ПОЛ) и, соответ-
ственно, оксидативного стресса организма. МДА спо-
собен реагировать с ДНК и белками, то есть обладает
потенциальной мутагенной активностью [Marnett,
1999; Del Rio et al., 2005]. К сожалению, работы по
изучению влияния ВМ растений на организм насеко-
мых проводятся спорадически [Jonson, Felton, 2001;
Barbehenn et al., 2001; Barbehenn et al., 2003; Bruce,
2015].

В данной работе, основываясь на литературных
данных, был отобран ряд растений, распространён-
ных на территории Западной Сибири, и обладающих
антагонистическими свойствами по отношению к
насекомым — пижма обыкновенная Tanacetum

vulgare L., багульник болотный Ledum palustre L. и
олений мох Cladonia stellaris Opiz. [Krylov, 1972;
Minaeva, 1991]. Также была использована усниновая
кислота, которая является биоактивным компонен-
том и входит в состав вторичных метаболитов олень-
его мха [Cocchietto et al., 2002]. Целью исследования
было изучение антиоксидантного статуса в кишеч-
нике личинок вощинной огневки под влиянием экст-
рактов и метаболитов данных растений, оленьего мха,
а также усниновой кислоты.

Материалы и методы
Скармливание экстрактов насекомым. Общие,

полярные и неполярные экстракты, а также уснино-
вую кислоту получали сотрудники института орга-
нической химии СО РАН из высушенных частей ра-
стений (табл. 1). В качестве экстрагенов биоактивных
веществ использовали: гексан, петролейный эфир
40–70 °С, спирт этиловый, спирт изопропиловый
[Polovinka et al., 2006].

В экспериментах использовали личинок большой
вощинной огневки Galleria mellonella (Lepidoptera)
IV возраста из лабораторной популяции Института
систематики и экологии животных СО РАН, г. Ново-
сибирск. Насекомых содержали в чашках Петри по
20 личинок при 28 °С, в темноте, на искусственной
питательной среде. Использовали 0,1 % концентра-
ции веществ на 1 г корма. Концентрацию МДА и
соотношение тиолов измеряли на девятые сутки после
скармливания экстрактов и усниновой кислоты.

Определение концентрации МДА и концент-
рации тиолов. Для приготовления гомогенатов ки-
шечника насекомых препарировали в 10 мМ фос-
фатном буфере pH 7,2 с 150 мМ NaCl (ФБ).
Извлеченные органы растирали в стеклянном гомо-
генизаторе с холодным ФБ в соотношении 0,1 г на
1 мл буфера. Затем гомогенаты центрифугировали
при 4 °С в течение 15 мин при 10000 г. Полученный
супернатант использовали для определения концен-
трации тиолов и МДА.

Концентрацию малонового диальдегида в гомо-
генатах кишечника определяли с помощью колори-
метрического метода определения МДА в реакции с
2-тиобарбитуровой кислотой (ТБК) с модификация-
ми [Dubovskiy et al., 2008]. В данной реакции образу-
ется окрашенный хромофор (максимум поглоще-
ния 532 нм), определяемый спектрофотометрически.
Для определения концентрации МДА к 250 мкл об-
разца (гомогенат кишечника) добавляли 125 мкл 20 %

Òàáëèöà 1. Ðàñòåíèÿ è ëèøàéíèê, îòîáðàííûå äëÿ òåñòèðîâàíèÿ íà ëè÷èíêàõ âîùèííîé îãí¸âêè G. mellonella
Table 1. Plants and lichen selected for testing on wax moth G. mellonella larvae

Русское название Латинское название Части, используемые для 
экстракции Тип экстракции 

Пижма обыкновенная Tanacetum vulgare L. Цветки Общий, полярный, 
неполярный 

Багульник болотный Ledum palustre L. Побеги Полярный, неполярный 

Олений мох Cladonia stellaris Opiz. Надземная часть Полярный, неполярный 
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трихлоруксусной кислоты (ТХУ) и центрифугирова-
ли при 10000 г 10 минут. К 300 мкл полученного
супернатанта добавляли 200 мкл 0,8 % ТБК и выдер-
живали на водяной бане 60 минут. Концентрацию
малонового диальдегида определяли спектрофото-
метрически по окрашенному продукту при 532 нм в
расчете на 1 мг белка.

Для определения концентрации восстановленных
(RSH) и окисленных (RSSR) тиолов использовали спек-
трофотометрический метод, основанный на окисле-
нии RSH 2-нитро 5-тиобензойной кислотой (DTNB) с
модификациями [Dubovskiy et al., 2008]. RSSR пред-
варительно разрушали до RSH 1М соляной кислотой
(HCl) 20 мин (на 50 мкл образца кишечника 10 мкл
HCl), после чего рН образца доводили до 7 гидрокси-
дом натрия. Концентрацию RSH и RSH+RSSR изме-
ряли при 412 нм после 10 мин инкубации 50 мкл
образца в 500 мкл 0,001 % раствора DTNB в ФБ при
37°С. Концентрацию RSH и RSSR определяли соглас-
но калибровочной кривой. Для построения калиб-
ровочной кривой использовали глутатион.

Концентрацию белка в гомогенатах кишечника
определяли по методу Бредфорда. Для построения
калибровочной кривой использовали бычий сыво-
роточный альбумин.

Статистический анализ. Полученные данные
обрабатывали статистически, рассчитывая среднее
арифметическое и его ошибку. Для проверки нор-
мальности распределения данных использовали
W критерий Шапиро-Уилка. Статистическую значи-
мость различий определяли однофакторным диспер-
сионным анализом с post-hoc тестом Бонферрони
(one-way ANOVA, Bonferroni’s test) и t-тестом (t test)
(Prizm 5.04).

Результаты и обсуждение
При скармливании полярного экстракта пижмы,

неполярного и полярного экстрактов багульника, а
также полярной вытяжки оленьего мха (рис. 1) и
усниновой кислоты (рис. 2) зафиксировано досто-
верное уменьшение концентрации МДА в кишеч-
нике на 9-е сутки эксперимента.

Снижение концентрации МДА в вариантах со
скармливанием экстрактов растений антагонистов
может свидетельствовать о снижении активности
процессов ПОЛ в кишечнике насекомых. Анализ
литературных данных свидетельствует о том, что не-
контролируемое увеличение активности ПОЛ при
питании ВМ растений происходит при острых воз-
действиях. Так, при скармливании 5 % концентрации
таниновой кислоты показано десятикратное увели-
чение концентрации гидропероксидов [Barbehenn et
al., 2001]. При менее острых влияниях концентрация
гидропероксидов не менялась. В частности, при ис-
следовании антиоксидантного статуса в кишечнике
насекомых, питающихся на ген-модифицированном
табаке с различной продукцией фенолов, не обнару-
жено достоверных отличий в концентрации гидро-
пероксидов [Jonson, Felton, 2001]. В наших исследо-
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Ðèñ. 1. Êîíöåíòðàöèÿ ÌÄÀ â êèøå÷íèêå ëè÷èíîê
G. mellonella ïðè ñêàðìëèâàíèè ïîëÿðíûõ è íåïîëÿðíûõ
ýêñòðàêòîâ ïèæìû îáûêíîâåííîé T. vulgare (à), áàãóëüíèêà
áîëîòíîãî L. palustre (á) è îëåíüåãî ìõà C. stellaris (â) (one-
way ANOVA, Bonferroni’s test; n = 10; * — ð < 0,05 ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (íàòèâíûå ëè÷èíêè).

Fig. 1. Concentration of malondialdehyde in gut of wax
moth G. mellonella under feeding by polar and nonpolar
extracts of tansy T. vulgare (à), ledum L. palustre (á) and
reindeer lichen C. stellaris (â) (one-way ANOVA, Bonferroni’s
test; n = 10; * — ð < 0.05 compare with control (native larvae).

Ðèñ. 2. Êîíöåíòðàöèÿ ÌÄÀ â êèøå÷íèêå ëè÷èíîê
G. mellonella ïðè ñêàðìëèâàíèè óñíèíîâîé êèñëîòû (0,1 %)
(t test; n = 10; ** — ð < 0,01 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
(íàòèâíûå ëè÷èíêè)).

Fig. 2. Concentration of malondialdehyde in gut of wax
moth G. mellonella under feeding by usnic acid (0,1 %) (t test;
n = 10; ** — ð < 0,01 compare with control (native larvae)).
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ваниях мы использовали 0,1 % концентрации экст-
рактов растений, не обладающих выраженной анта-
гонистической активностью. Можно предположить,
что отмеченное нами снижение концентрации МДА,
а, следовательно, и процессов ПОЛ, является след-
ствием активности компонентов антиоксидантной
системы насекомых. Кроме того, следует отметить,
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что ВМ могут влиять на окислительно-востанови-
тельный баланс за счет антиоксидантных свойств,
выступая в качестве ловушек АКМ [Johnson, Felton,
2001; Marante et al., 2003]. В результате исследований
усниновой кислоты нами было зафиксировано от-
сутствие антиоксидантных свойств у этого ВМ.

При скармливании полярного экстракта пижмы,
неполярного и полярного экстрактов багульника, а
также полярной вытяжки оленьего мха зафиксиро-
вано достоверное увеличение окислительной моди-
фикации тиолов на 9-е сутки эксперимента (рис. 3).
Питание насекомых кормом с содержанием непо-
лярных экстрактов оленьего мха, мха сфагнума и
усниновой кислоты не сопровождалось изменени-
ем отношения окисленных и восстановленных тио-
лов по сравнению с контрольными вариантами.

Как уже упоминалось ранее, тиол-содержащие
соединения являются важным компонентом поддер-
жания окислительно-восстановительного гомеоста-
за в клетках и тканях. При различных стрессовых воз-
действиях и патологических состояниях наблюдается
обратимая окислительная модификация SH-групп,
приводящая к увеличению количества дисульфид-
ных связей (окисленных тиолов), что является неспе-
цифической реакцией организма на различные эк-
стремальные воздействия [Sokolovskij, 1988]. К
сожалению, в немногочисленных исследованиях
роли антиоксидантной системы в организме насеко-
мых при действии ВМ растений оценивается в ос-
новном лишь концентрация глутатиона (GSH) [Peric-
Mataruga et al., 1997; Barbehenn et al., 2001; Barbehenn
et al., 2003], но не изучается отношение всех окислен-
ных и восстановленных тиол-содержащих соедине-
ний (RSSR/RSH). Поэтому сложно провести парал-
лели между полученными нами результатами и
другими исследованиями антиоксидантов при дей-
ствии ВМ растений. Тем не менее, увеличение пока-
зателя RSSR/RSH в вариантах при скармливании по-
лярного экстракта пижмы, неполярного и полярного
экстрактов багульника, а также неполярной вытяжки
оленьего мха зарегистрировано на фоне снижения
концентрации МДА в этих вариантах (рис. 1–3). Это
может свидетельствовать о нарушении окислитель-
но-восстановительного гомеостаза в кишечнике ли-
чинок под действием ВМ, входящих в состав экстрак-
тов растений, подавляющих развитие насекомых.
Также полученные результаты подтверждают пред-
положение, что отмеченное нами снижение концен-
трации МДА, а, следовательно, и процессов ПОЛ,
может являться следствием активности фермента-
тивных и неферментативных компонентов антиок-
сидантной системы насекомых. В любом случае, из-
менения в окислительно-восстановительном
гомеостазе личинок под действием ВМ растений,
зарегистрированные нами в представленных экспе-
риментах, могут существенно сказываться на общем
физиологическом состоянии организма насекомых,
и, как следствие, значительно влиять на состояние
популяции фитофагов, возможно и на восприимчи-
вость к различным инфекциям.

Ðèñ. 3. Ñîîòíîøåíèå êîíöåíòðàöèè îêèñëåííûõ òèîëîâ ê
âîññòàíîâëåííûì (RSSR/RSH) â êèøå÷íèêå ëè÷èíîê G. mellonella
ïðè ñêàðìëèâàíèè ïîëÿðíûõ è íåïîëÿðíûõ ýêñòðàêòîâ ïèæìû
îáûêíîâåííîé T. vulgare (à), áàãóëüíèêà áîëîòíîãî L. palustre
(á) è îëåíüåãî ìõà C. stellaris (â) (one-way ANOVA, Bonferroni’s
test; n = 10; * — ð < 0,05; ** — ð < 0,01; *** — ð < 0,001 ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (íàòèâíûå ëè÷èíêè).

Fig. 3. Oxidated and reduced thiols ratio (RSSR/RSH) in gut
of wax moth G. mellonella under feeding by polar and nonpolar
extracts of tansy T. vulgare (à), ledum L. palustre (á) and
reindeer lichen C. stellaris (â). (one-way ANOVA, Bonferroni’s
test; n = 10; * — ð < 0.05; ** —  ð < 0.01; *** — ð < 0.001
compare with control (native larvae).
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