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Аннотация. В ходе исследования было выявлено, что алкалоиды, содержащиеся в экстрактах растений 

Ornithogalum umbellatum, Callúna vulgáris, Phytolacca acinosa при определенном pH окрашивают гифы Beauveria 

Bassiana в ультрафиолетовом диапазоне при длине волны 350-375 нм. Окраске подвергаются клеточные стенки, 

белки цитоплазматической мембраны и цитоплазма всех живых гиф и конидиеспор Beauveria Bassiana для 

микроскопии конидиеспор больше подходит светопольная микроскопия (луч 90º), в связи с неоднородностью 

клеток и утолщенной хитиновой оболочкой. Для микроскопии гиф более безопасным, информативным и 

контрастным служит косая микроскопия при угле падения света 45º. Оптимальными красителями для любого 

типа УФ-микроскопии можно считать экстракты, содержащие колхицин с pH= 2 – 7, эрикодинин с pH= 11, 

фитолакцин с pH= 11  

Ключевые слова: УФ-микроскопия, алкалоиды растений, окраска клеток, фитолакцин, эрикодинин, 

колхицин. 
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Введение. Изучение алкалоидов в контексте УФ-микроскопии гиф является актуальным, так как эти 

соединения могут служить мощными маркерами для детального анализа морфологической организации и 

физиологических процессов, что в свою очередь способствует расширению знаний о биологии  грибов на 

примере Beauveria Bassiana, действующего вещества пестицидов (грибных инсектицидов), предназначенных 

для борьбы с насекомыми-вредителями сельскохозяйственных, лесных и декоративных культур.  

Алкалоиды – вторичные метаболиты растений, обладающие широким спектром физиологических 

действий. По химическому строению гомо-/гетероциклические амины существуют как в форме свободных 

оснований, так и в виде солей. Их физиологические действия включают влияние на нервную систему 

(угнетение или возбуждение), парализацию нервных окончаний, сосудистое действие (расширение или сужение 

сосудов), обезболивающее действие и другие эффекты [1, с. 8].  

Для большинства таксонов алкалоид-содержащих растений характерно наличие уникальных по 

физиологическому действию и химической конфигурации алкалоидов. В растениях алкалоиды синтезируются 

преимущественно из аминокислот и могут локализоваться в различных органах и тканях. Некоторые 

алкалоиды, имеющие гидроксильную группу на бензольном ядре, способны при изменении pH флуоресцентно 

окрашивать клетки что связано с их химическими свойствами и может использоваться для идентификации и 

изучения тканей [2]. На этом свойстве основан метод флуоресцентной микроскопии настойкой растений рода 

Chelidonium, содержащей сангвинарин [3, с. 92-94]. Исходя из концепции метода подобраны аборигенные виды 

растений, произрастающие в центральной Европе и имеющее на бензольном ядре группировку (-ROCH3, -

R1OR2, -ROH ), остаток от тирозина, либо химически нестабильные участки метилирования [2]. 

Цель работы – изучить способность алкалоидов растений флуоресцентно окрашивать гифы грибов на 

примере Beauveria Bassiana. 

Материалы и методы. Исследования проводились в отраслевой лаборатории "ДНК и клеточных 

технологий в растениеводстве и животноводстве" на базе биотехнологического факультета Полесского 

государственного университета.  

В качестве материала исследования использовалась культура гриба Beauveria Bassiana взятая из коллекции 

микроорганизмов микробиологической лаборатории ПолесГУ, а также растительное алкалоидсодержащее 

сырье – Ornithogalum umbellatum (трава, цветки) – алкалоид колхицин [4, с. 170 – 172], Callúna vulgáris (трава) 

продуцент эрикодинина [5], Phytolacca acinosa (плоды) имеет в своем составе фитолакцин [6].  

Экстракцию алкалоидов производилась методом мацерации, при комнатной температуре на шейкере при 

частоте 95 об/мин в течении 2 суток. В качестве растворителя использовалась смесь: хлороформ (х.ч), ацетон 

(х.ч), этанол 96% (х.ч) в пропорциях 4:4:2 Перед мацерацией растительное сырье измельчалось и 

производились навески из расчета 10 г сухого сырья на 100 мл [7]. После мацерации и фильтрации растворы 

подвергались качественному анализу пикриновой кислотой на содержание алкалоидов, и очистке от примесей 

[1, с. 14 – 15]. Растворы содержащие алкалоиды и небольшое количество воды потенциометрически доводились 

до pH= 2/7/11 при помощи водных растворов NaOH (1%), HCl (1%). Покраска гиф Beauveria Bassiana алкалоид-

содержащими растворами проводилась методом одностадийного нанесения, без промывания; экспозиция 

красителя составила 5-10 мин. Микроскопирование производилось на световом микроскопе при увеличении 

40Х, с заменой источника света на диодный УФ-источник с мощностью 6W и спектром света 350-375 нм 

методом светлого поля в потоке проходящего света (светлопольная микроскопия) при наклоне пучка света 90º и 

методом косого освещения (косая микроскопия) 45º [8]. Исследования проводились в 3-х повторностях. 

Результаты исследований. В ходе проведения исследования было выявлено окрашивание клеточных 

структур, видимое при светлопольной и косой микроскопии в ультрафиолетовом диапазоне (Таблица 1). 

По данным проведенной микроскопии контрольных образцов (ОКСМ, ОККМ,) четко отображается плохая 

видимость окрашенных гиф гриба в видимом свете, не визуализируются клеточные перегородки, слабо 

отображаются сами гифы и конидиеспоры.  

Косая микроскопия неокрашенного контрольного образца (НККУМ) в ультрафиолетовом диапазоне не 

позволяет четко визуализировать границы гиф, конидиеспор. Визуально контрастны интегральные белки 

клеточных мембран гиф. При светопольной микроскопии (НКСУМ), аналогично ОКСМ гифы слабо 

визуализируются. 

Препараты, окрашенные экстрактом, содержащим колхицин в УФ-свете, при угле пучка света 90º, 

позволяют визуализировать такие клеточные структуры как цитоплазму покоящихся конидиеспор (ПСМ2, 

ПСМ11) и конидиеобразующих гиф (ПСМ7), прочие структуры четко не наблюдаемы, однако стоит отметить 

избирательность окраски ПСМ2, обусловлена отсутствием накопления алкалоида в запасном питательном 

веществе. Косая микроскопия позволила четко визуализировать контур гиф (ПКМ2, ПКМ7) преимущественно 

за счет более удобного угла источника света, что повысило визуализируемость окрашенность клеточной 

мембраны, связанной с (R)3N
+
 функциональной гуппой алкалоида с кислотными радикалами аминокислот 

мембранно-клеточных белков, при pH=11 данный эффект нивелируется путем диссоциации алкалоид-белок 

комплекса [9]. 
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Таблица 1 – Данные УФ-микроскопии  

      Светлопольная УФ-М   Косая УФ-М 
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7 ЛСМ7 

 

ЛКМ7 

 

11 ЛСМ11 

 

ЛКМ11 

 

 

Алкалоиды вереска обыкновенного, содержащиеся в экстракте, при светопольной микроскопии, окрасили 

клеточные стенки гиф (ВСМ2, ВСМ11) и конидиеспор (ВСМ7) Beauveria Bassiana, при pH=11 клеточная стенка 

гифы окрашивается неравномерно за счет окраски как клеточной стенки, так и клеточной мембраны. При угле 

облучения 45º наблюдается повышение активности флюоресценции, так на препаратах ВКМ2 четко 

отображены гифы и конидиеспоры, при этом наибольшая контрастность наблюдается в образце ВКМ11, в 

котором кроме окраски клеточной стенки окрашена и белковая составляющая клеточной мембраны. ВКМ7 – 

наименее результативно окрашенный препарат, однако при этом сохранена визуализация границ гиф и четко 

отображаются конидиеспоры. 

Обработка препаратов экстрактом алкалоидов, содержащихся в плодах Phytolacca acinosa, при 

просвечивающей УФ-микроскопии позволило четко визуализировать как покоящиеся конидиеспоры, так и 

прорастающие, окрашена преимущественно цитоплазма (ЛСМ2, ЛСМ11). Окраска взрослых гиф нечеткая, 

окрашена цитоплазма клеток (ЛСМ7), конидиеспоры при pH=7 не визуализируются. 

Косая микроскопия для алкалоидов лаконуса ягодного при pH=2 не дала четких результатов, клетки 

слабоокрашенные, границы слабо визуализируемые (ЛКМ2). С повышением pH качество окраски гиф возросло 

в препарате ЛКМ7 четко наблюдаемы скопления гиф, конидиеспоры, окрашена цитоплазма и мембранные 

белки гиф. В свою очередь на препарате ЛКМ11 четче всего визуализируется окраска стенок гиф и 

конидиеспор, что обусловлено большей проникающей и связывающей способностью депротанированной 

формы алкалоида. 

Исходя из результатов, представленных выше, ряды возрастания окраски экстрактами, содержащими 

алкалоиды выглядят следующим образом: 

Для светопольной УФ-микроскопии: ПСМ11<ПСМ7,ПСМ2; ВСМ2<ВСМ11<ВСМ7; 

ЛСМ7<ССМ2<ЛСМ11, эти данные свидетельствуют, о различном химическом строении алкалоидов различных 

растений и о их проникающей способности в зависимости от степени депротонированности и склонности к 

диссоциации. Оптимальными красителями для просвечивающей микроскопии можно считать растворы, 

содержащие колхицин с pH= 2 – 7, эрикодин с pH= 11, фитолакцин с pH= 11. 

Для косой УФ-микроскопии: ПКС11<ПКМ2,ПКМ7; ВКС7<ВКМ2<ВКМ11; ЛКМ7<ЛКМ2<ЛКМ11 

оптимальными для данного метода анализа можно считать растворы содержащие колхицин с pH= 2 – 7, 

эрикодин с pH= 11, фитолакцин с pH= 11, по данным рядов эффективности можно судить о том, что чем более 

заряжена молекула алкалоида, тем интенсивнее окраска препарата, что обуславливается способностью 

заряженных частиц к ионным взаимодействиям и протеинами и полимерами клеточной стенки гиф. 

Выводы. Проанализировав данные, полученные в ходе работы, было выявлено, что заряженные молекулы 

алкалоидов, содержащихся в экстрактах аборигенных видов растений, произрастающих в центральной Европе 

склонны к окрашиванию компонентов грибной клетки, визуализируемое в ультрафиолетовом диапазоне света 

при длине волны 350 – 375 нм. Окраске подвергаются клеточные стенки, белки цитоплазматической мембраны 

и цитоплазма всех живых гиф и конидиеспор Beauveria Bassiana для микроскопии конидиеспор больше 

подходит светопольная микроскопия, в связи с неоднородностью клеток и утолщенной хитиновой оболочкой. 

Для микроскопии гиф более безопасным, информативным и контрастным служит косая микроскопия при угле 

падения света 45º.  

Исследование и поиск преимущественно новых красителей для клеток и их компонентов создает 

возможность создания простых, экономически выгодных и безопасных методик экспериментального 

исследования тканей и клеток живых организмов. 
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