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Аннотация. Эфиры фталевой кислоты (ЭФК) являются широко распространенными в окружающей 
среде органическими ксенобиотиками, представляющими угрозу для здоровья человека, связанную 
в том числе с проблемами безопасности пищевых продуктов. Среди ЭФК ди-(2-этилгексил) фталат 
(ДЭГФ), диизобутилфталат (ДиБФ) и бутилбензилфталат (ББФ), наиболее часто детектирующиеся в 
окружающей среде и сельскохозяйственной продукции в достаточно высоких концентрациях. Присут-
ствие этих ЭФК в агропромышленных экосистемах может значительно влиять на состав почвенных 
и растительных микробных сообществ, что приводит к снижению урожайности и качества сельско-
хозяйственной продукции. Для решения этих проблем предложены возможности биоремедиации, 
включая микробную деградацию и микоремедиацию. В настоящей работе проведено исследование 
механизма внутриклеточной деградации ДЭГФ, ДиБФ и ББФ грибом белой гнили Trametes  hirsuta 
LE-BIN 072 с использованием протеомного подхода. Среди ферментов, участвующих в деградации 
фталатов, идентифицированы различные эстеразы, алкогольдегидрогеназы (АДГ), альдегиддегидро-
геназы (АЛДГ), альдокеторедуктазы 7 и 13 семейств (AKR7A и AKR13A), короткоцепочечные дегидро-
геназы/редуктазы (SDR) и ряд других оксидоредуктаз.1
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Сокращения: ЭФК ― эфиры фталевой кислоты; ДЭГФ ― ди-(2-этилгексил) фталат; ДиБФ ― диизоб-
утилфталат; ББФ ― бутилбензилфталат; АДГ ― алкогольдегидрогеназа; АЛДГ ― альдегиддегидрогеназы; 
WRF ― white rot fungi, грибы белой гнили; ГП ― глюкозо-пептонная среда; МС ― минеральная среда;  
ГХ-МС ― газовая хроматография с масс-спектрометрической детекцией; DLH ― диенолактонгидролазы; 
GSH ― глутатион; COMT ― катехол-O-метилтрансфераза; SAM ― S-аденозил-L-метионин; МАТ ― метио-
нин-аденозилтрансфераза.
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Abstract. Phthalic acid esters (PAEs) are ubiquitous organic xenobiotics widely distributed in the environment 
and pose a significant threat to human health, including concerns related to food safety. Among PAEs, di-(2-
ethylhexyl) phthalate (DEHP), diisobutyl phthalate (DiBP), and butyl benzyl phthalate (BBP) are most 
frequently detected in the environment and agricultural products at relatively high concentrations. The presence 
of these PAEs in agro-industrial ecosystems can substantially affect the composition of soil and plant-associated 
microbial communities, leading to reduced crop yields and deterioration of agricultural product quality. To 
address these challenges, bioremediation approaches are commonly employed, including microbial degradation 
and mycoremediation. In the present study, the intracellular degradation mechanisms of DEHP, DiBP, and BBP 
by the white-rot fungus Trametes hirsuta LE-BIN 072 were investigated using a proteomic approach. Among the 
enzymes involved in the degradation of these phthalates, various esterases, alcohol dehydrogenases (ADHs), 
aldehyde dehydrogenases (ALDHs), aldo–keto reductases of families 7 and 13 (AKR7A and AKR13A), short-
chain dehydrogenases/reductases (SDRs), and several other oxidoreductases were identified.
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ВВЕДЕНИЕ
Проблема защиты окружающей среды от ксено-

биотиков с каждым годом обостряется вследствие 
накопления отходов промышленной деятельности 
человека. Среди наиболее распространенных и 
экологически значимых загрязнителей особое 
место занимают эфиры фталевой кислоты (ЭФК, 
фталаты), широко применяемые при производ-
стве пластмасс, упаковочных материалов и других 
потребительских товаров. В настоящее время 
фталаты и их метаболиты обнаруживаются в окру-
жающей среде, включая атмосферу, почву и водные 
экосистемы, в том числе и в отдаленных регионах 
Атлантического и Северного Ледовитого океанов 
[32]. Их присутствие выявлено и в биологических 
образцах человека, таких как кровь, моча и грудное 
молоко, что вызывает серьезные опасения [26].

Несмотря на сравнительно низкую биоаккуму-
ляцию, повсеместное присутствие ЭФК обеспечи-
вает их постоянное воздействие на живые организ-
мы на разных этапах жизненного цикла и может 
приводить к неблагоприятным физиологическим 
последствиям [6]. Существенным фактором эколо-
гического риска является и то, что отрицательные 
эффекты фталатов могут проявляться при чрезвы-
чайно низких концентрациях, вплоть до нг/л [33]. 
Эти соединения способны нарушать нормальный 
гомеостатический баланс ряда биологических 
процессов и оказывать дополнительные токсиче-
ские эффекты [3, 6, 9, 53]. Таким образом, необ-
ходимость минимизации содержания фталатов в 
окружающей среде является очевидной.

Современные физико-химические методы 
очистки сточных вод, включая обратный осмос, 
озонирование, гетерогенный фотокатализ и 
электрохимические подходы, характеризуются 
высокой стоимостью и сложностью в примене-
нии, что ограничивает их широкое практическое 
применение. Биоремедиация рассматривается как 
наиболее перспективный и экологически безо-
пасный подход к утилизации отходов, содержащих 
фталаты [53]. Бактерии способны эффективно раз-
рушать ЭФК в аэробных и анаэробных условиях, 
используя их в качестве единственных источников 
углерода и энергии [53]. Последние достижения в 
области микоремедиации свидетельствуют о том, 
что грибы являются перспективными инструмен-
тами детоксикации и минерализации фталатов [42, 
53]. Способность к деструкции ЭФК обусловлена 
наличием у них мультиферментных секретируемых 
комплексов с широкой субстратной специфично-
стью, способных трансформировать различные 
ксенобиотики и их метаболиты вне клетки. Кроме 
того, грибы обладают высокой степенью адаптации 
к условиям среды, в том числе и экстремальным 
[53].

В ряде исследований показана способность как 
лигнолитических, так и нелигнолитических грибов 

к деградации фталатов [4, 5, 35, 37, 57]. При этом 
подчеркивается, что именно лигнолитические гри-
бы, в частности грибы белой гнили (WRF), обла-
дают уникальной способностью к трансформации 
широкого спектра устойчивых ксенобиотиков. Это 
связано с действием ансамбля секретируемых ок-
сидоредуктаз, включающего лакказы и пероксида-
зы, эволюционно приспособленных к деградации 
лигнина. Кроме того, вклад в эффективность про-
цессов вносит биосорбция фталатов и продуктов 
их трансформации на мицелии грибов [8, 45, 48]. 
Все больше данных указывает и на участие внутри-
клеточных и связанных с клеткой ферментов WRF 
в деградации ксенобиотиков [50]. Особое значение 
в метаболизме фталатов могут иметь моноокси-
геназы, в частности цитохромы P450 (CYP450), 
характеризующиеся высокой вариабельностью и 
способные катализировать широкий спектр реак-
ций, включая гидроксилирование, эпоксидирова-
ние и декарбоксилирование [22, 50]. Кроме того, 
хинонредуктазы базидиомицетов участвуют в ре-
докс-циклах, инициирующих внеклеточные реак-
ции Фентона и способствующих неспецифической 
трансформации ароматических и алифатических 
соединений, а также детоксикации образующихся 
хинонов [12, 50].

Ряд авторов подчеркивает необходимость 
поиска новых видов грибов и изучения их фер-
ментативных систем для повышения эффек-
тивности биодеградации фталатов. Ранее была 
показана способность четырех лигнолитических 
грибов к деструкции ЭФК в водных средах [46]. 
Наибольший деградационный потенциал проде-
монстрировал первичный дереворазрушающий 
сапротроф Trametes hirsuta LE-BIN 072, геном 
которого содержит множественные гены, кодиру-
ющие пероксидазы, лакказы и другие ферменты, 
потенциально вовлеченные в метаболизм фтала-
тов, включая CYP450 [52]. Было установлено, что 
секретируемые лигнолитические пероксидазы 
и лакказа LacA вносят значительный вклад во 
внеклеточную трансформацию фталатов, при 
этом присутствие ДЭГФ по-разному модулирует 
экспрессию отдельных ферментов [44]. Вместе с 
тем показано, что в процессе деградации отдель-
ных фталатов возможно образование метаболитов 
с повышенной токсичностью, что подчеркивает 
необходимость детального изучения механизмов 
внутриклеточного ответа грибов [43, 45, 47]. 

В настоящее время микробная деградация рас-
сматривается как один из наиболее эффективных 
подходов к утилизации ЭФК [19]. Хотя бактериаль-
ные пути разложения фталатов изучены достаточно 
подробно, данные о механизмах деградации ЭФК 
грибами остаются ограниченными и лишь неболь-
шое число изолятов охарактеризовано с этой точки 
зрения. Тем не менее, микоремедиация фталатов 
рассматривается как перспективное направление 
благодаря исключительному набору ферментов 
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грибов и их устойчивости к неблагоприятным ус-
ловиям среды [31].

Цель настоящей работы – изучение изменения 
белкового профиля (протеома) гриба белой гнили 
Trametes hirsuta LE-BIN 072 в ответ на присутствие 
фталатов в среде культивирования.

МЕТОДИКА
Реактивы. В работе использовали следующие 

реагенты: бензилбутилфталат (ББФ), диизобутил-
фталат (ДиБФ), диэтилгексилфталат (ДЭГФ) фир-
мы “Sigma-Aldrich” (США). Другие материалы и 
растворители квалификации “х.ч.” и “ч.д.а.” были 
приобретены у российских производителей.

Грибная культура и условия культивирования. 
Штамм базидиомицета Trametes hirsuta LE-BIN 072 
был получен из коллекции культур Ботанического 
института им. В. Л. Комарова (Санкт-Петербург, 
Россия). Для получения инокулята гриб выращи-
вали стационарно при температуре 25 °С в течение 
10–14 сут в колбах Эрленмейера на 750 мл с фар-
форовыми бусами и 200 мл глюкозо-пептонной 
среды (ГП) следующего состава (г/л): пептон - 3,0; 
глюкоза -  10; KH2PO4 -  0,6; K2HPO4•3H2O - 0,4; 
MgSO4•7H2O - 0,5; CaCl2 - 0,5; MnSO4•5H2O -  0,05; 
ZnSO4 - 0,001; FeSO4 - 0,0005 [45]. Поверхностный 
мицелий гриба разрушали с помощью керами-
ческих бус в течение 20 мин при 180  об./мин до 
получения однородной суспензии, которую затем 
стерильно переносили (10% по объему) в колбы 
Эрленмейера со средой ГП для глубинного куль-
тивирования в течение 7–10 сут при температуре 
25°С и перемешивании 180 об./мин для получения 
грибных пеллет. Полученные грибные пеллеты 
промывали стерильной водой и 10 г сырой биомас-
сы в асептических условиях переносили в колбы 
со 100 мл минеральной среды (MС), как описано в 
работе Савиновой с соавт. [43]. В колбы со средой 
МС непосредственно перед внесением грибных 
пеллет добавляли ЭФК в концентрации 1,0 г/л, по-
сле чего среды с внесенными ЭФК обрабатывали в 
ультразвуковой бане при 50°С в течение 5 мин.

Биодеструкция и биосорбция ЭФК. Для анализа 
степени биодеструкции и биосорбции ЭФК натив-
ные грибные пеллеты и термоинактивированные 
при температуре 65°C в течение 3 сут [13] культиви-
ровали аналогично описанному выше. В процессе 
инкубации периодически отбирались пробы объ-
емом 2 мл для анализа остаточных концентраций 
соединений фталатов: ББФ, ДиБФ и ДЭГФ.

Остаточное содержание фталатов в среде ин-
кубирования определяли методом газовой хрома-
тографии с масс-спектрометрической детекцией 
(ГХ-МС), как описано ранее [43]. Для анализа 
ЭФК экстрагировали гексаном из культуральной 
жидкости (1:1 об./об.). Анализ проводили с ис-
пользованием газового хроматографа GC-MS QP 
2010 Ultra EI (“Shimadzu”, Япония), снабженного 

автоматическим устройством ввода пробы и ква-
друпольным масс-спектрометрическим детекто-
ром. Все измерения проводили в 3 независимых 
биологических повторах. Результаты представлены 
в виде среднего значения ± стандартное отклоне-
ние.

Экстракция внутриклеточных белков. Образцы 
мицелия для анализа внутриклеточных белков 
отбирали на 1, 2 и 3 сут инкубирования [45]. 
Мицелий отделяли от культуральной жидкости 
фильтрованием и замораживали до начала анализа. 
Экстракцию внутриклеточных белков проводили 
из замороженного мицелия. Мицелий разрушали 
с помощью гомогенизатора Поттера при темпе-
ратуре 4°C в течение 5 мин. Экстракцию белков 
проводили с помощью раствора Tris-EDTA (0,05 М 
Tris-HCl, pH 6,8 с добавлением 2 мМ EDTA). По-
лученные гомогенаты центрифугировали в течение 
20 мин при 4400 об./мин. Белки, содержавшиеся 
в супернатанте, осаждали смесью ацетона, 13,3%-
ной трихлоруксусной кислоты (ТХУ) и 0,093%-но-
го β-меркаптоэтанола (к 100 мл ацетона добавляли 
13,3 г ТХУ и 93 мкл β-меркаптоэтанола). Осадок 
промывали раствором 0,07%-ного β-меркаптоэта-
нола в ацетоне два раза, после чего использовали 
для проведения двухмерного (2D) электрофореза.

Двумерный гель-электрофорез. Изоэлектриче-
ское фокусирование внутриклеточных белков про-
водили в градиенте pH от 3 до 10 амфолитов-носи-
телей Servalyte («Serva Electrophoresis», Германия), 
как описано ранее в [43], с использованием аппара-
та для изоэлектрофокусировки PROTEAN II xi 2-D 
Cell («Bio-Rad», США). Электрофорез фракций, 
полученных при изоэлектрическом фокусирова-
нии, проводили в градиенте акриламидного геля 
(7,5–25%) в присутствии додецилсульфата натрия 
при 300 В. Гели окрашивали раствором AgNO3 
(«Sigma», США). Для получения белковых карт 
использовали систему документирования гелей 
Infinity 1000/26MX («Vilber Lourmat», Франция). 
Карты белков анализировали с помощью про-
граммного обеспечения ImageMaster 2D Platinum 
v.7 («GE Healthcare», США).

Идентификация белков. Полученные белковые 
пятна далее анализировали с помощью масс-спек-
трометра UltraflexII («Bruker», Германия) с 
источником матрично-поддерживаемой лазерной 
десорбции/ионизации и тандемным времяпролет-
ным масс-анализатором (MALDI TOF/TOF MS/
MS). Масс-спектры обрабатывались с помощью 
программного пакета FlexAnalysis 3,3 («Bruker 
Daltonics», Германия). Идентификация белков 
проводилась с помощью программы Mascot (www.
matrixscience.com). Полученные данные были со-
поставлены с базой данных аннотированных бел-
ков T. hirsuta 072 (номер доступа GCA_001302255,2) 
[45] и базы данных NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). 
Кандидатные белки с показателем достоверности 
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>76 в базе данных NCBI считались надежными  
(p < 0,05), белки с показателем достоверности >50 
считались вероятными.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Биодеструкция и биосорбция ЭФК грибными пел-

летами T. hirsuta LE-BIN 072. Профили деградации 
соединений ЭФК, полученные в экспериментах с 
использованием нативных и убитых нагреванием 
(термоинактивированных) пеллет гриба белой 
гнили T. hirsuta LE-BIN 072, представлены на рис. 
1. Как видно, все три соединения (ББФ, ДиБФ 
и ДЭГФ) с высокой скоростью деградировали в 
присутствии нативных пеллет гриба – на 3 сут ин-
кубации деструкция соединений ЭФК составляла 
более 95 % (рис. 1, кривые 1–3). В экспериментах 
с термоинактивированными грибными пеллетами 
из среды было удалено до 60–70% фталатов ББФ и 
ДиБФ (рис. 1, кривые 4,5), что свидетельствовало 
о важной роли биосорбции в их элиминации. В 
то же время ДЭГФ хуже адсорбировался грибной 
биомассой из среды, чем ББФ и ДиБФ, содержание 
которых уменьшалось на 30% (рис. 1, кривая 6).

Рис. 1. Деградация соединений ЭФК при инку-
бировании с нативными (кривые 1–3) и термои-
нактивированными (кривые 4–6) грибными пел-
летами Trametes  hirsuta: 1,4 ― ББФ; 2,5 ― ДиБФ;  
3,6 ― ДЭГФ
Fig. 1.  Degradation of PAE during incubation with native 
(curves 1–3) and heat-inactivated (curves 4–6) fungal 
pellets of Trametes hirsuta: 1,4 ― BBP; 2,5 ― DiBP;  
3,6 ― DEHP

Поскольку информация о внутриклеточных 
белках грибов белой гнили, участвующих в био-
трансформации ксенобиотиков, включая соедине-
ния ЭФК, все еще очень ограничена, был проведен 
сравнительный протеомный анализ внутриклеточ-
ных белков T. hirsuta LE-BIN 072 после воздействия 
фталатов. Для изучения протеомов были взяты 

образцы грибного мицелия (1+2+3 сут.), так как 
именно в этом промежутке времени происходило 
более 95% деградации ЭФК (рис. 1).

Протеомный анализ внутриклеточных белков 
T. hirsuta LE-BIN 072. С помощью 2D-электрофо-
реза были получены протеомные карты экстрактов 
внутриклеточных белков T. hirsuta LE-BIN 072 при 
инкубировании грибных пеллет в контрольной МС 
и средах с добавлением соединений ЭФК: бутил-
бензилфталата (МС+ББФ), диизобутилфталата 
(МС+ДиБФ) и диэтилгексилфталата (МС+ДЭГФ) 
(рис. 2). Для ряда белков в зависимости от среды 
наблюдали изменения количества изоферментов 
и их изоформ. Области на протеомных картах, где 
были обнаружены изменения, отмечены рамками –  
зоны (1-27) (рис. 2).

При анализе грибных протеомов всего было 
идентифицировано 92 белка, среди которых 
три белка были определены как гипотетические 
(FUN_000085, FUN_000966 и FUN_004973) с 
неизвестной функцией. Общий список идентифи-
цированных белков с указанием их присутствия в 
разных средах представлен на рис. 3 в виде UpSet-
Style Plot. 

Из 92 идентифицированных белков 71 присут-
ствовали во всех средах, включая контрольную сре-
ду МС без фталатов, 4 белка были уникальными для 
среды МС+ББФ, 1 для среды МС+ДиБФ, 2 уни-
кальных белка было на среде МС+ДЭГФ. На среде 
МС отсутствовал один белок, на среде МС+ББФ 
отсутствовало 3 белка, на среде МС+ДЭГФ отсут-
ствовало 6 белков, наблюдавшихся на всех других 
средах. Четыре белка наблюдались только на двух 
средах: МС+ББФ и МС+ДиБФ. 

В присутствии соединений ЭФК были обна-
ружены различные уникальные белки: на среде 
МС+ББФ идентифицированы хинолмоноокси-
геназа (quinolmonooxygenase) YgiN (FUN_001538, 
зона 5, рис. 2) и две арил-алкогольдегидрогеназы 
AAD14 (FUN_001262, FUN_004777, FUN_009995, 
зона 9, рис. 2); на среде МС+ДиБФ – цинк-зави-
симая экзопептидаза M28 (FUN_003964, зона 24, 
рис. 2); а на среде МС+ДЭГФ – 2 уникальных ги-
потетических белка (FUN_000085 и FUN_004973, 
зона 3, рис. 2). Уникальным белком экстракта 
клеток при внесении в среду всех трех ЭФК был 
MATE-транспортер (FUN_005973, зона 22, рис. 2).

Для ряда белков, которые присутствовали на 
всех протеомных картах, отмечены изменения их 
продукции на разных средах. Так на среде МС+Б-
БФ индуцировалась продукция НАД(Ф)Н-хинон 
оксидоредуктазы типа 1 NQO1 (FUN_010386, зона 
18, рис. 2), тиазол-киназы (FUN_006354, зона 
21, рис. 2), транскетолазы (FUN_008926, зона 11, 
рис. 2), шапередоксина CnoX (FUN_003735, зона 
2, рис. 2), Ntn_гидролазы – β-субъединицы 20S 
протеосомы (FUN_006642, зона 16, рис. 2), метал-
ло-бета-лактамазы (FUN_003620, зона 21, рис. 2) 
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и диенолактонгидролазы DLH (FUN_009437, зона 
16, рис. 2). На среде МС+ДЭГФ отмечена индук-
ция двух белков: эстеразы/липазы/тиоэстеразы 
(FUN_007307, зона 26, рис. 2) и шаперона DnaJ 
(FUN_004701, зона 3, рис. 2).

На средах МС+ББФ и МС+ДиБФ наблюдалась 
индукция альдегиддегидрогеназы (FUN_000059, 
зона 15, рис. 2), α-субъединицы F0F1-АТФ-синтазы 
(FUN_009280, зона 15, рис. 2), ацетилэстеразы Aes 
(FUN_001753, зона 4, рис. 2), глутатион-S-транс-
феразы Gst Aphi подсемейства (FUN_007718, зона 
14, рис. 2), пероксиредоксина AHP1 (FUN_010582, 
зона 19, рис. 2), ацетил-КоА-синтетазы 
(FUN_002930, зона 15, рис. 2), еноил-ацил-редук-
тазы (FUN_008406, зона 14, рис. 2). Одновременно 
на средах МС+ББФ и МС+ДиБФ наблюдалась 
репрессия белков пируватдегидрогеназного ком-

плекса: пируватдегидрогеназа E1 (FUN_003768, 
зона 22, рис. 2), дигидролипоил-ацетилтрансфера-
за E2 (FUN_008199, зона 25, рис. 2) и дигидролипо-
илдегидрогеназа E3 (FUN_002245, зона 15, рис. 2). 

На всех трех средах с фталатами обнаружена 
индукция одной из арил-алкогольдегидрогеназ 
AAD14 (FUN_006345, зона 9, рис. 2), оксидо-
редуктазы AKR семейства (FUN_009999, зона 
8, рис. 2), метионин-аденозилтрансферазы 
(FUN_005780, зона 10, рис. 2), а также репрессия 
3’-фосфоаденозин-5’-фосфосульфат-3’-фос-
фатазы (FUN_001487) и киназы семейства pfkB 
(FUN_001325), оба белка из зоны 22 на рис. 2. На 
средах МС+ДиБФ и МС+ДЭГФ наблюдалась 
репрессия двух белков: ФАД/ФМН-содержа-
щей дегидрогеназы (FUN_009953) и енолазы 
(FUN_001285), оба белка из зоны 10 на рис. 2.

Рис. 2. Протеомные карты внутриклеточных белков Trametes hirsuta, полученные при инкубации грибных пеллет 
на контрольной среде МС и на среде МС с фталатами: МС+ББФ; МС+ДиБФ и МС+ДЭГФ. Отмечены рамками и 
обозначены цифрами области с пятнами белков, различающимися по интенсивности и/или количеству изоформ
Fig. 2. Proteomic maps of intracellular proteins of Trametes hirsuta obtained during incubation of fungal pellets in the control 
medium MM and in MM medium supplemented with phthalates: MM+BBP; MM+DiBP and MM+DEHP. Regions 
containing protein spots differing in intensity and/or number of isoforms are highlighted with boxes and numbered
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Рис. 3. Внутриклеточные белки Trametes hirsuta, идентифицированные при инкубации грибных пеллет на контроль-
ной МС и на МС с фталатами: МС+ББФ; МС+ДиБФ и МС+ДЭГФ. Присутствие белков в соответствующей среде 
обозначено цветным кружком: серый ― MС; зеленый ― MС+ББФ; желтый ― MС+ДиБФ и красный ― MС+ДЭ-
ГФ. Прямоугольные рамки отмечают белки, для которых было показано увеличение или уменьшение экспрессии в 
экспериментальных условиях
Fig. 3. Intracellular proteins of Trametes hirsuta identified during incubation of fungal pellets in the control MM medium 
and in MM medium supplemented with phthalates: MM+BBP; MM+DiBP and MM+DEHP. The presence of proteins in 
the corresponding medium is indicated by a colored circle: grey ― MM; green ― MM+BBP; yellow ― MM+DiBP and  
red ― MM+DEHP. Boxes indicate proteins with up- or downregulated expression under experimental conditions

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Удаление ксенобиотиков (в том числе фталатов) 

из окружающей среды микроорганизмами проис-
ходит в результате биосорбции и ферментативной 
биодеградации. Два этих процесса могут быть 
задействованы как независимо друг от друга, так 
и совместно. При этом ферментативная биодегра-
дация ксенобиотиков может быть обусловлена воз-
действием внеклеточных и/или внутриклеточных 
белков.

Биосорбция ЭФК. Разная способность фталатов 
к биосорбции обусловлена, по всей видимости, 
физико-химическими свойствами конкретного 
соединения ЭФК. Так, значения коэффициентов 
распределения Kow (октанол-вода) и Koc (коэф-
фициент сорбции органическим углеродом) для 
фталатов зависят от их структуры, в частности от 
длины алкильных цепей, и варьируют в широких 
пределах. Более длинные цепи приводят к более 

высоким значениям как Kow, так и Koc из-за их 
большей липофильности (гидрофобности). На-
пример, значения logKoc для фталатов ББФ и ДиБФ 
варьируют от 0,78 до 4,73, а для ДЭГФ с более длин-
ными алкильными цепями находятся в диапазоне 
3,08 – 5,39. Значения logKow для ДЭГФ составляют  
~ 7,5, в то время как значения для других фталатов 
ниже (4 – 4,8) [16, 59]. Аналогично полученным 
данным по биосорбции ЭФК пеллетами T. hirsuta в 
работе [17] было показано, что более гидрофобные 
молекулы пестицидов также хуже сорбируются на 
мицелий Trametes versicolor. При этом более гидро-
фобные соединения ксенобиотиков (инсектициды 
ацетамиприд и амидаклоприд) индуцировали ак-
тивность цитохромов P450 и ингибировали актив-
ность лакказы, напротив, гидрофильный пестицид 
с высоким уровнем биосорбции (инсектицид мала-
тион) вызывал увеличение лакказной активности 
у гриба T. versicolor. Интересно отметить, что ана-
логично ацетамиприду и амидаклоприду присут-
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ствие ДЭГФ в среде инкубирования приводило к 
ингибированию оксидазной активности T. hirsuta, 
а в секретомах гриба отсутствовала лакказа, однако 
при этом усиливалась продукция лигнолитических 
пероксидаз [44]. Напротив, в присутствии более 
гидрофильных соединений ББФ и ДиБФ оксидаз-
ная активность увеличивалась примерно в 6 раз по 
сравнению с контролем, а в секретомах T.  hirsuta 
были идентифицированы как лигнолитические 
пероксидазы (MnP, VP2 и LiP9), так и лакказа [43].

Сравнительный протеомный анализ. В результате 
биосорбции на поверхности клеточной стенки гри-
ба фталаты способны проникать через клеточную 
мембрану и попадать внутрь клеток. Процесс вну-
триклеточной биотрансформации ксенобиотиков 
состоит из трех фаз: активации (I фаза); собственно 
детоксикации (II фаза) и выведения метаболитов 
из клетки (III фаза) [2]. Для осуществления каждой 
из трех фаз биотрансформации необходим специ-
фический пул белков, которые либо экспрессиру-
ются клеткой конститутивно, либо индуцируется в 
присутствии ксенобиотика.

К ферментам первой фазы биотрансформации 
ксенобиотиков относят монооксигеназы семейства 
цитохромов Р450, алкогольдегидрогеназы, альде-
гиддегидрогеназы, пероксидазы, эстеразы, ами-
дазы, флавинсодержащие монооксигеназы и др. 
[1]. Под действием этих ферментов ксенобиотики 
окисляются, восстанавливаются, гидроксилируют-
ся или гидролизуются. Это приводит к добавлению 
или отщеплению от молекул ксенобиотиков по-
лярных функциональных групп (-OH, -NH2, -SH) 
и изменению их физико-химических свойств, в 
основном усиливая их полярность и делая более 
гидрофильными и растворимыми. В присутствии 
ЭФК в протеомах T.  hirsuta были идентифициро-
ваны следующие белки первой фазы: эстеразы, ал-
коголь- (ADH) и альдегиддегидрогеназы (ALDH), 
альдокеторедуктазы (AKR) и другие оксидоредук-
тазы.

Эстеразы в протеомах T.  hirsuta были пред-
ставлены двумя белками – ацетилэстеразой Aes 
(FUN_001753) и эстеразой/липазой/тиоэстеразой 
(FUN_007307). Оба белка были идентифици-
рованы во всех протеомах, однако наблюдались 
количественные различия в их экспрессии при 
культивировании гриба в присутствии разных 
соединений фталатов. Так, на средах МС+ББФ и 
МС+ДиБФ наблюдалась повышенная индукция 
ацетилэстеразы Aes (FUN_001753), в то время как 
на среде МС+ДЭГФ увеличивалась продукция 
эстеразы/липазы/тиоэстеразы (FUN_007307). По 
всей видимости, в зависимости от длины и стро-
ения боковых цепей ЭФК могут индуцироваться 
разные эстеразы гриба.

Помимо эстераз в составе протеомов T.  hirsuta 
было идентифицировано 4 разных алкоголь-
дегидрогеназы (АДГ, ADH), катализирующие 

превращения спиртов в соответствующие альде-
гиды и кетоны [15]. Идентифицированы на всех 
средах алкогольдегидрогеназа суперсемейства 
Qor (FUN_010265) и арил-алкоголь дегидрогеназа 
AAD14 (FUN_006345), чья продукция усиливалась 
в присутствии ЭФК; две арил-алкоголь дегидроге-
назы AAD14 (FUN_001262 и FUN_004777), уни-
кальные для среды МС+ББФ.

Многие образующиеся под действием АДГ аль-
дегиды являются цитотоксичными и канцероген-
ными, образуя аддукты с различными клеточными 
мишенями, включая глутатион (GSH), нуклеи-
новые кислоты и аминокислоты, что приводит к 
нарушению клеточного гомеостаза, инактивации 
ферментов, повреждению ДНК и гибели клеток. 
Детоксикация альдегидов происходит в основном 
посредством восстановительных и окислительных 
реакций, катализируемых такими ферментами 
фазы I как альдокеторедуктазы (aldo-ketoreductase 
family, AKR), короткоцепочечные дегидрогеназы/
редуктазы (short chain dehydrogenase/reductase 
family, SDR) и альдегиддегидрогеназы (АЛДГ, 
АLDH). АЛДГ в составе протеомов T. hirsuta были 
представлены Adh E (FUN_000059) и НАД-за-
висимой альдегиддегидрогеназой (FUN_001720). 
Оба этих фермента обнаружены на всех средах, 
но для Adh E отмечена повышенная продукция 
на средах МС+ББФ и МС+ДиБФ. Альдокеторе-
дуктазы в протеомах были представлены шестью 
разными белками: FUN_000782, FUN_008272, 
FUN_004781, двумя AKR семейства 13 AKR13A 
(FUN_009995 и FUN_009999), и AKR7 семейства 
AKR7A (FUN_002378). Идентифицированные 
АKR обнаружены на всех средах, за исключением 
белка AKR13A (FUN_009995), который является 
уникальным на среде МС+ББФ. В то же время 
была показана повышенная продукция AKR13A 
(FUN_009999) на средах с фталатами. НАДФ-зави-
симые SDR в протеомах были представлены двумя 
белками – FUN_004318 и FUN_008374.

Оксидоредуктазы, чьи аминокислотные после-
довательности содержат домены PF00248 (AKR 
семейство) и PF00106 (SDR семейство), играют 
центральную роль не только в энергетическом 
обмене грибов, но также участвуют в синтезе и 
распаде сложных органических молекул, включая 
различные ксенобиотики, и играют важную роль 
в их детоксикации [30]. В работе [40] показа-
но, что альдокеторедуктаза семейства AKR13A  
(gi 9106797), имеющая 29% идентичности с YakC 
из Schizosaccharomyces  pombe, проявляла высокую 
каталитическую активность в отношении 2-ни-
тробензальдегида. Для AKR семейства AKR7A 
было показано, что они связаны с детоксикацией 
альдегидов и кетонов путем восстановления их до 
соответствующих спиртов, включая такое соеди-
нение как 2-карбоксибензальдегид, являющееся 
производным фталевой кислоты [60].
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Химическая модификация липофильного ксе-
нобиотика ферментами второй фазы детоксика-
ции увеличивала его гидрофильные свойства, что 
способствовало быстрому выведению из клетки. 
К ферментам фазы II относятся ацетилтрансфе-
разы, метилтрансферазы, сульфотрансферазы, 
УДФ-глюкуронозилтрансферазы, глутати-
он-S-трансферазы и многие другие [2]. В данном 
исследовании в протеоме T.  hirsuta в присутствии 
ЭФК идентифицированы такие ферменты II фазы, 
как эпоксидгидролаза (FUN_007588), ацетил-
трансфераза (FUN_005533), глутатион-S-трансфе-
раза (FUN_007718) и катехол-O-метилтрансфераза 
COMT (FUN_005291). COMT метаболизирует ка-
техоламины, а также другие катехол содержащие 
соединения путем переноса метильной группы с 
S-аденозил-L-метионина (SAM) на катехол с обра-
зованием мета/пара-O-метилированных продук-
тов [54]. COMT обнаружена на средах МС+ББФ 
и МС+ДиБФ. На средах МС+ББФ и МС+ДиБФ 
была обнаружена также повышенная продукция 
метионин-аденозилтрансферазы (МАТ, EC:2.5.1.6, 
FUN_005780). Ранее было показано, что на средах 
МС+ББФ и МС+ДиБФ в секретомах T. hirsuta по-

вышается продукция лакказы [43], что коррелирует 
с индукцией внутриклеточных белков COMT и 
МАТ.

На третьей фазе биотрансформации ксено-
биотиков системы активного транспорта конъю-
гированных дериватов обеспечивают выведение 
из клетки продуктов детоксикации. В протеомах 
T.  hirsuta на средах с ЭФК обнаружен МАТЕ 
(Multidrug And Toxic  Сompound Extrusion) транс-
портер (FUN_005973) – семейство интегральных 
мембранных белков, функция которых состоит 
в основном в выведении из клетки различных 
токсичных соединений, ксенобиотиков, а также 
продуктов их деструкции [34]. По всей видимости, 
функция идентифицированного МАТЕ-транспор-
тера состоит в выведении из клетки образующихся 
во вторую фазу детоксикации продуктов деструк-
ции ЭФК.

Предположительный молекулярный механизм 
биотрансформации ЭФК. На основании иден-
тифицированных в протеомах белков и их пред-
полагаемых функций был предложен возможный 
внутриклеточный механизм детоксикации соеди-
нений ЭФК грибом T. hirsuta (рис. 4).

Рис. 4. Предположительный молекулярный механизм детоксикации фталатов грибом белой гнили T.  hirsuta:  
ББФ ― бензилбутилфталат; ДиБФ ― диизобутилфталат; ДЭГФ ― диэтилгексилфталат; EST ― эстераза;  
ADH ― алкогольдегидрогеназа; ALDH ― альдегиддегидрогеназа; DC ― декарбоксилаза; COMT ― катехол-O-ме-
тилтрансфераза; ACS ― ацетил-КоА-лигаза; BCFA ― жирная кислота с разветвленной цепью (Branched-cha 
in fattyacid); MCFA ―  жирная кислота со средней длиной цепи (Medium-cha in fattyacid); LCFA ― длинноцепо-
чечные жирные кислоты (Long-cha in fattyacid); ЦТК ― цикл трикарбоновых кислот (Кребса); LAC ― лакказы;  
POD ― лигнолитические  пероксидазы. Пунктирными стрелками обозначены альтернативные предполагаемые ме-
таболические пути
Fig. 4. Proposed molecular mechanism of phthalate detoxification by the white-rot fungus T. hirsuta: BBP ― benzyl 
butyl phthalate; DiBP ― diisobutyl phthalate; DEHP ― di(2-ethylhexyl) phthalate; EST ― esterase; ADH ― alcohol 
dehydrogenase; ALDH ― aldehyde dehydrogenase; DC ― decarboxylase; COMT ― catechol-O-methyltransferase;  
ACS ― acetyl-CoA ligase; BCFA ― branched-chain fatty acid; MCFA ― medium-chain fatty acid; LCFA ― long-chain 
fatty acid; TCA cycle ― tricarboxylic acid cycle (Krebs cycle); LAC ― laccases; POD ― ligninolytic peroxidases. Dashed 
arrows indicate alternative putative metabolic pathways
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Ключевыми ферментами начальной стадии 
внутриклеточной деградации фталатов являются 
эстеразы, которые осуществляют гидролитиче-
ское расщепление сложноэфирной связи между 
боковыми алкильными цепями и ароматическим 
кольцом ЭФК с образованием соответствующих 
спиртов и фталевой кислоты [38]. В зависимости 
от длины алкильных цепей ЭФК могут индуци-
роваться разные эстеразы. В протеомах T.  hirsuta 
были идентифицированы ацетилэстераза Aes 
(FUN_001753), имеющая 39% сходства с амино-
кислотной последовательностью грибной эстеразы 
estB Bjerkandera  adusta (APW29213.1) и эстераза/
липаза/тиоэстераза (FUN_007307), показавшая 
72% сходства с гидролазой Trametes  pubescens 
(OJT09775.1). При этом на средах МС+ББФ и 
МС+ДиБФ наблюдалась повышенная индукция 
ацетилэстеразы Aes (FUN_001753), в то время как 
на среде МС+ДЭГФ увеличивалась продукция 
эстеразы/липазы/тиоэстеразы (FUN_007307). 
Известно, что эстераза estB гидролизует эфиры 
короткоцепочечных жирных кислот (С4-С6) [56]. 
Более того, показано, что бактериальная эстераза 
estB участвует в гидролизе боковых цепей ДБФ с 
последовательным образованием монобутилфта-
лата и затем фталевой кислоты, однако при этом не 
гидролизует боковые цепи ДЭГФ [56].

Образующиеся в результате гидролиза сложно-
эфирных связей ЭФК первичные алифатические 
и ароматические спирты могут подвергаться 
окислению алкогольдегидрогеназами (АДГ, АDH) 
до альдегидов, которые затем окисляются до кар-
боновых кислот при участии альдегиддегидрогеназ 
(АЛДГ, АLDH) [56]. Образующиеся карбоновые 
кислоты после активации ацетил-КоА-лигазой 
(ACS, FUN_002930) поступают в пероксисомы 
или митохондрии, где утилизируются в процессе 
β-окисления (рис. 4). Действительно, в ряде работ 
показано, что при расщеплении ББФ образуются 
бутанол и бензиловый спирт [7]; при расщеплении 
ДиБФ изобутанол [23] и изооктиловый спирт при 
расщеплении ДЭГФ [56]. 

Внутриклеточный метаболизм фталевой кис-
лоты может протекать с участием декарбоксилаз и 
НАДН-дегидрогеназ с образованием катехола [5, 
10]. Катехол далее может метаболизироваться по 
β-кетоадипатному пути. Действительно, на всех 
средах идентифицирована диенолактонгидролаза 
DLH (FUN_009437), которая катализирует гидро-
лиз диенлактона до малеилацетата и играет ключе-
вую роль в деградации ароматических соединений 
по β-кетоадипатному пути [55]. Необходимо от-
метить, что на среде с ББФ отмечена повышенная 
продукция DLH, что может быть связано с тем, что 
в процессе деструкции ББФ образуется два бензо-
льных соединения. Однако для катехола помимо 
разложения в β-кетоадипатном пути возможно 
превращение в мета/пара-О-метилированные 
продукты под действием COМТ (FUN_005291) 

(рис. 4). В процессе деструкции ЭФК разными ор-
ганизмами помимо образования фталевой кислоты 
и катехола, также могут образовываться другие 
ароматические метаболиты. Например, 2,5-диги-
дроксибензойная, 3,4-дигидроксибензойная (про-
токатеховая), бензойная, мета- и пара-бензойные 
кислоты, а также бутиловый эфир бензойной кис-
лоты (бутилбензоат) были идентифицированы в 
процессе биодеструкции ДБФ бактерией Halomonas 
sp. ATBC28 [56]. Ранее было показано, что при де-
струкции ЭФК грибом T. hirsuta также образуются 
эфиры бензойной кислоты, которые были иденти-
фицированы в культуральной среде [43].

Образующиеся промежуточные продукты 
деструкции ЭФК могут выводиться из клетки, 
например, с участием МАТЕ-транспортера, 
идентифицированного в протеомах с фталатами. 
Выведенные из клетки ароматические метаболиты 
снаружи подвергаются действию внеклеточных 
лигнолитических ферментов гриба, таких как 
лакказы и пероксидазы, увеличенная продукция 
которых грибом T. hirsuta была показана на средах 
с фталатами [43].

Сходные пути разложения фталатов были по-
казаны и в ряде других исследований. Так в работе 
[14] преобладающими продуктами распада ДЭГФ 
грибом Fusarium  culmorum были бутанол,  гекса-
наль,  катехол  и уксусная кислота. Авторы выдви-
нули предположение, что бутанол и гексаналь 
превращаются в бутандиол, а катехол и уксусная 
кислота минерализуются до CO2 и H2O в цикле 
Кребса. Основными ферментами детоксикации 
ДЭГФ у этого гриба были эстеразы (было иденти-
фицировано 8 изоферментов), алькоголь- и альде-
гиддегидрогеназы. В работе [5] показано, что гриб 
Fusarium  culmorum эффективно разлагает высокие 
концентрации ДБФ, используя это соединение 
в качестве единственного источника углерода и 
энергии. При этом основными метаболитами при 
деструкции ДБФ являлись органические кислоты 
цикла Кребса (фумарат и малат).

В работе Райта и соавторов, исследовались пути 
деструкции ДБФ и ДЭГФ у бактерий представи-
телей родов Mycobacterium и Halomonas [56]. Авто-
рами был идентифицирован спектр ферментов, 
прежде всего монооксигеназ, эстераз, алкоголь- и 
альдегиддегидрогеназ, вовлеченных в метаболиче-
ские пути разложения данных фталатов. Путь раз-
ложения ЭФК, предложенный авторами, состоял 
в последовательном превращении фталатов через 
образование спиртов, альдегидов и карбоновых 
кислот в метаболиты цикла трикарбоновых кислот.

Клеточный ответ на окислительный стресс. По-
вышение продукции редокс-ферментов (оксидоре-
дуктаз) в процессе биотрансформации ЭФК, а так-
же дальнейший метаболизм продуктов деструкции 
фталатов приводит к увеличению внутриклеточной 
концентрации активных форм кислорода (АФК) и 
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как следствие к развитию окислительного стресса 
[29]. Для нейтрализации АФК аэробные организмы 
используют ряд механизмов адаптации, таких как 
выработка антиоксидантов или антиоксидантных 
ферментов (каталаз, супероксиддисмутаз и др.) 
[20, 27, 58]. При анализе протеомов T. hirsuta были 
обнаружены такие ферменты антиоксидантной 
защиты, как каталаза (FUN_010357) и суперок-
сиддисмутаза (FUN_002541), продукция которых, 
однако, значительно не изменялась в присутствии 
фталатов. В то же время на среде МС+ББФ наблю-
далось повышение продукции НАД(Ф)Н-хинон 
оксидоредуктазы NQO1 (FUN_010386). Этот фер-
мент рассматривается как антиоксидантный фер-
мент II фазы биотрансформации ксенобиотиков, 
обладающий уникальными механизмами удаления 
АФК. Его ингибирование, как правило, приводит 
к усилению хинон-индуцированного окисли-
тельного стресса в клетках [39]. Помимо прямого 
восстановления АФК [49], NQO1 косвенно сни-
жает уровень АФК посредством восстановления 
антиоксидантов, таких как витамин E [39]. Кроме 
того, NQO1 катализирует двухэлектронное восста-
новление хинонов до гидрохинонов без образова-
ния нестабильных семихинонов, способствующих 
образованию АФК в присутствии молекулярного 
кислорода [51]. Другой фермент, участвующий в 
защите клеток от окислительного стресса, чья про-
дукция увеличивалась на средах МС+ББФ и МС+-
ДиБФ – пероксиредоксин AHP1 (FUN_010582). 
Этот белок нейтрализует такие АФК, как пероксид 
водорода и алкилпероксиды, причем, в отличие от 
других пероксидаз, требующих кофакторов, таких 
как ионы металлов или др. простетические груп-
пы, AHP восстанавливают пероксиды с помощью 
редокс-активных цистеинов [11, 25].

Помимо этого, было обнаружено увеличение 
продукции ряда белков, также участвующих в 
клеточном ответе на окислительный стресс, в 
частности, наблюдалось увеличение продукции 
шапередоксина CnoX (FUN_001412) и DnaJ ша-
перона (FUN_004701), глутатион S-трансферазы 
(FUN_007718). Шапередоксин CnoX сочетает 
функции шаперона и антиоксиданта, поддерживая 
конформацию белков и защищая а.о. цистеина от 
окисления [18]. Шаперон DnaJ в комплексе с ша-
пероном DnaK осуществляют рефолдинг белков, 
подвергшихся окислительному стрессу [21]. Глута-

тион-S-трансферазы являются частью глутатионо-
вой системы – одного из важнейших механизмов 
защиты от окислительного стресса, вместе с глута-
милцистеинсинтазой и глутатионсинтетазой, фер-
ментами, ответственными за образование глута-
тиона (GSH) – трипептида, играющего ключевую 
роль в борьбе с окислительным стрессом в клетках. 
Глутатион S-трансферазы, будучи ферментами II 
фазы детоксификации, отвечают за конъюгацию 
глутатиона с электрофильными соединениями, по-
вышая их растворимость и облегчая выведение из 
клетки [41]. Также на средах с ЭФК увеличивалась 
экспрессия белка метионин-аденозилтрансферазы 
(FUN_005780, МАТ, EC: 2.5.1.6), катализирующей 
образование S-аденозил-L-метионина (SAM) из 
метионина и АТФ. SAM в свою очередь является 
участником биосинтеза GSH [28].

Еще одним важным способом борьбы клеток с 
окислительным стрессом является метаболическая 
перестройка, направленная на подавление мито-
хондриального дыхания и снижение активности 
дыхательных ферментов. Подобная адаптация 
уменьшает образование эндогенных АФК через 
снижение потока электронов через митохондриаль-
ную дыхательную цепь и снижает окислительное 
фосфорилирование, что признано защитной стра-
тегией в условиях избытка АФК [36]. Такой фено-
мен наблюдается в различных системах, где клетки 
в условиях окислительного стресса переключаются 
на альтернативные пути метаболизма (например, 
пентозофосфатный путь) для генерации NADPH, 
который необходим антиоксидантным системам, 
в частности, для восстановления глутатиона. 
На средах с фталатами наблюдалось подавление 
белков пируватдегидрогеназного комплекса и 
ферментов гликолиза: пируватдегидрогеназы E1 
(FUN_003768), дигидролипоил-ацетилтрансфе-
разы E2 (FUN_008199), дигидролипоилдегидроге-
назы E3 (FUN_002245), енолазы (FUN_001285) и 
фосфофруктокиназы pfkB (FUN_001325), которая 
регулирует скорость гликолиза и глюконеогене-
за. По всей видимости, наблюдаемая репрессия 
продукции ферментов гликолиза и пируват-деги-
дрогеназного комплекса отражает защитную мета-
болическую адаптацию к окислительному стрессу, 
направленную на снижение митохондриального 
дыхания и уменьшение эндогенного образования 
активных форм кислорода [24].
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