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1 Одним из важных направлений защиты расте�
ний от фитопатогенной микрофлоры, в том числе
от фитопатогенных микромицетов, является по�
иск соединений с фунгицидной активностью. Хо�
рошие результаты дает обработка семян ячменя
препаратами микробного происхождения, кото�
рые обеспечивают снижение количества плесне�
вых грибов [1]. Вместе с тем частота встречаемо�
сти микромицетов рода Aspergillus, потенциально
патогенных для человека, остается высокой [2].
Токсичность грибов рода Aspergillus и их выражен�
ная устойчивость к различным фунгицидам обу�
словливают поиск новых биологически активных
веществ, среди которых перспективным оказался
амфотерицин В, активный в отношении многих
фитопатогенных грибов, возбудителей различ�
ных заболеваний, в том числе не поддающихся

1 Автор для корреспонденции (e�mail: flera.ashina@kpfu.ru).

лечению другими противогрибковыми препара�
тами [3–5]. 

Как представитель полиеновых антибиотиков
амфотерицин обладает способностью увеличи�
вать проницаемость мембран для ионов [6, 7], в
том числе и для ионов кальция, который имеет
сигнальные функции для контроля целого ряда
процессов, происходящих в эукариотической
клетке. Сигнальные функции кальция хорошо
изучены у животных и растительных организмов
[8, 9]. Для мицелиальных грибов известны сиг�
нальные функции Са2+ в развитии апоптозной ре�
акции [10, 11]. Однако в современной физиоло�
гии остается много неясного в вопросах кальцие�
вой сигнализации при стрессорных воздействиях,
когда нарушения кальциевого гомеостаза будут
влиять на функционирование Са2+�сигнальных
систем, физиологические процессы и сохранение
жизнеспособности клеток. При нарушении каль�
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при культивировании микромицета на плотной среде Вогеля. Содержание внутриклеточного Са2+,
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лось при воздействии амфотерицина: при внесении в культуру высоких концентраций (10, 20 мкМ)
фунгицида в клетках А. awamori обнаруживалось резкое повышение уровня Са2+ (кальциевые
вспышки). Повышенный уровень внутриклеточного Са2+ при воздействии высоких доз амфотери�
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циевого гомеостаза события в клетке могут проте�
кать по разным сценариям, с одной стороны, обу�
словливая вызванный разрегулированностью
кальция процесс токсичности, с другой – вклю�
чение путей репарации повреждений, где Са2+ иг�
рает определяющую роль как посредник в транс�
дукции сигнальных каскадов [12]. Реализация
определенной программы будет зависеть от сте�
пени нарушения Са2+�гомеостаза в клетке при
воздействии конкретных физиологических стиму�
лов. Для определения возможных сценариев стрес�
сового ответа, в том числе результативность приме�
нения фунгицида, необходимо иметь тест�систему,
которая позволила бы анализировать зависимость
изменения процессов роста и развития микроми�
цета от уровня внутриклеточного кальция. 

Целью работы было оценить взаимосвязь меж�
ду ростом и развитием мутантного штамма
Аspergillus awamori, содержащего рекомбинант�
ный белок экворин, и изменением содержания
ионов Са2+ в цитозоле гриба, вызванным воздей�
ствием на микромицет пермеабилизующего фун�
гицида – амфотерицина В. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектом исследования был мутантный
штамм Аspergillus аwamori 66А, экспрессирующий
фотозависимый белок экворин (штамм любезно
предоставлен лабораторией исследования клеток
микромицетов Эдинбургского университета) [13]. 

Штамм А. аwamori 66А культивировали при
30°C в жидкой среде Вогеля с добавлением саха�
розы (среда ВС) и на плотной среде (2% агара) то�
го же состава, обогащенной глюкозой (среда
ОСГ) [14]. Эксперименты проводили на моно�
споровой культуре А. аwamori 66А, для получения
которой готовили конидиальную суспензию гри�
ба с титром 20–30 спор/мл. На поверхности жид�
кой среды Вогеля гриб рос в виде отдельных мик�
роколоний, которые через 24 ч инкубации пере�
носили на плотную среду Вогеля. После 7 сут
выращивания поверхностной культуры споры
смывали 0.8% раствором NaCl (РZ), отмывали от
среды и остатков мицелия (центрифугирование,
3000 g, 15 мин), ресуспендировали в растворе (РZ)
и хранили при 4°C. Концентрацию спор опреде�
ляли подсчетом в камере Горяева. Плотность сус�
пензии спор, используемой в опытах, составляла
3 × 105 спор/мл. 

В качестве стрессорного фактора использова�
ли фунгицид, амфотерицин В (“Sigma”) – поли�
еновый антибиотик, синтезируемый актиноми�
цетами рода Streptomyces, для которого известны
синонимы: Amfostat, Amphotericin B, Fungilin,
Fundizone и др. [3]. Влияние амфотерицина на
развитие А. аwamori определяли при его внесе�
нии в культуры микромицета разных фаз роста.

О влиянии амфотерицина на процессы прорас�
тания спор судили по скорости их набухания и ко�
личеству спор с ростковой трубкой. При подборе
концентраций амфотерицина учитывали, что вы�
сокие дозы антибиотика оказывают фунгицидное
действие на микромицет, а средние дозы – стати�
ческий эффект, когда блокируются функции раз�
множения при сохранении жизнеспособности
клеток. При изучении фунгицидного действия
амфотерицин использовали в диапазоне концен�
траций: 2.5, 10 и 20 мкМ. Набухание спор анали�
зировали в капле жидкой среды Вогеля (10 мкл)
на стекле при концентрации 3 × 105 спор/мл и со�
держании амфотерицина в каждой пробе от 2.5 до
20 мкМ. Во избежание высыхания среды стекла
со спорами помещали во влажную камеру (100%
влажности) и выдерживали при 30°C в течение
6 ч. В опытном и контрольном (среда без фунги�
цида) вариантах через каждые 2 ч с помощью оку�
ляр�микрометра измеряли диаметр спор (d, мкм)
(микроскоп Zeiss, Axio Imager 2).

Прорастание спор исследовали при их инкуба�
ции (30°C) в жидкой среде Вогеля в пробирках
при концентрации спор 3 × 105 /мл и содержании
амфотерицина 2.5, 10, 20 мкМ. В течение 24 ч ин�
кубации регистрировали количество спор с про�
ростковой трубкой (начало лаг�фазы) и определя�
ли ветвление ростковой трубки (начало экспонен�
циальной фазы). Количество спор с ростковой
трубкой и ответвления гиф от главной проростко�
вой трубки подсчитывали в камере Горяева в 20 по�
лях зрения.

О действии фунгицида на качество погружен�
ной культуры А. аwamori, используемой как посев�
ной материал, судили по степени разрастания ми�
целия на плотной среде Вогеля (радиус колонии,
мм). Для этого споры (3 × 105 спор/мл) засевали в
жидкую среду Вогеля и инкубировали в течение
24 ч (начало фазы экспоненциального роста). В
выросшую культуру А. аwamori добавляли амфоте�
рицин в разных концентрациях (2.5, 10, 20 мкМ) и
продолжали инкубирование в течение 24 ч, после
чего аликвоты выросшей культуры (0.1 мкл) высе�
вали на агаризованную среду и выращивали при
30°C в течение 7 сут. Радиус колоний миромицета
измеряли через каждые 24 ч и высчитывали общую
и удельную скорости роста гриба по методу [15].

Влияние амфотерицина на спорообразование
А. awamori изучали в условиях эксперимента, опи�
санных выше. Суточную культуру А. awamori, вы�
росшую в пробирках со средой Вогеля, содержа�
щей амфотерицин (2.5, 10, 20 мкМ), высевали
(0.1 мкл) на плотную среду Вогеля. Через каждые
24 ч в течение 7 сут роста гриба вдоль линии окруж�
ности колонии лабораторным сверлом вырезали
блоки агаровой культуры, которые помещали в
жидкую среду и для освобождения спор встряхи�
вали (15 мин) на качалке (200 об/мин). Количе�
ство спор в расчете на 1 мл взвеси подсчитывали в
камере Горяева. 
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 АБДЕЛЬРАХМАН и др.

Влияние амфотерицина на содержание кальция
в цитозоле А. аwamori определяли по люминесцен�
ции рекомбинантного экворина [16]. Люминес�
ценцию экворина измеряли в клетках культуры,
которую выращивали в жидкой среде Вогеля в 96�
клеточном планшете как описано ранее [17]. В
каждую ячейку планшета вносили 100 мкл суспен�
зии спор с начальной концентрацией 5 × 105 кле�
ток/мл и инкубировали при 30°C в течение 24 ч до
достижения начала фазы экспоненциального ро�
ста. Затем в культуры А. awamori вносили селентра�
зин и инкубировали в течение 4 ч для восстановле�
ния экворина. После этого в каждую ячейку с куль�
турой вносили амфотерицин в концентрациях: 2.5,
10, 20 мкМ (в контрольные образцы вносили в тех
же объемах воду), и измеряли люминесценцию в
течение 10 мин с помощью люминометра, выра�
жая ее в относительных световых единицах
(ОСЕ). Поскольку эмиссия света очень невелика,
для ее измерения использовали специальный лю�
минометр (EG & G Berthold LB 96 P Microlumat),
оснащенный фотоумножителем. 

Полученные результаты обрабатывали мето�
дом вариационно�статистического анализа, при�
нимая критерием достоверности P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При исследовании влияния амфотерицина на
прорастание спор и рост культуры А. аwamori их
оптимальная концентрация в экспериментах со�
ставляла 3 × 105 спор/мл жидкой среды Вогеля. Ис�
пользование суспензии спор более высокой плот�
ности затрудняло проведение экспериментов
вследствие агломерации спор и образования пере�
плетения гиф при их прорастании.

О влиянии амфотерицина на прорастание спор
A. аwamori судили по изменению их объема при на�
бухании вследствие метаболизации эндогенных и
экзогенных субстратов на начальном этапе разви�
тия гриба. Было обнаружено, что амфотерицин в
концентрациях 10 и 20 мкМ подавлял набухание
спор в течение 2 ч инкубации, однако к концу на�
блюдений (6 ч) эффект ингибиции нивелировался
(рис. 1б, 1в). Напротив, в низких концентрациях
(2.5 мкМ) амфотерицин активировал процессы
набухания спор, через 2 ч инкубации диаметр спор
увеличивался на 28% в сравнении с контролем, но
к концу эксперимента этот эффект исчезал
(рис. 1а). Следует отметить, что относительно низ�
ких концентраций антибиотиков (1/5–1/10 бакте�
рицидной дозы) имеются данные об их ростстиму�
лирующем действии на клетку. Например, стреп�
томицин в концентрации 100 мкг/мл
стимулировал, а в дозах от 500 до 1000 мкг/мл по�
давлял рост Streptomyces griseus [18]. Микроскопи�
ческий анализ прорастания спор A. аwamori через
12 ч их инкубации в жидкой среде Вогеля показал
в контрольных вариантах появление у некоторых
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Рис. 1. Динамика набухания спор A. аwamori (d, мкм)
при инкубации в среде Вогеля, содержащей амфоте�
рицин: 1 – среда без фунгицида; 2 – варианты опыта
с фунгицидом в дозах: а – 2.5, б – 10, в – 20 мкМ со�
ответственно. 
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спор проростковой трубки. В опытных вариантах
фунгицид в количестве 20 мкМ недостоверно
угнетал образование ростковых трубок, тогда как
при снижении его концентрации (<10 мкМ) дозо�
зависимо стимулировал прорастание спор (рис. 2).
Отметим, что на этапе прорастания спор A.
аwamori ингибиторное действие амфотерицина об�
наруживалось в меньшей степени, чем на этапе на�
бухания спор.

В следующей серии экспериментов исследова�
ли влияние амфотерицина на развитие микроми�
цета, внося фунгицид в культуры начала фазы
экспоненциального роста (24 ч) в концентрациях:
20, 10, 2.5 мкМ, и продолжая их инкубацию. Че�
рез 6, 12, 18, 24 ч подсчитывали число боковых
гиф, образующихся от главной проростковой
трубки. Как в контроле, так и в опытах число спор
с ответвлениями от ростковой трубки возрастало
с увеличением времени инкубации. При этом ам�
фотерицин в низких концентрациях (2.5 мкМ)
стимулировал образование боковых гиф, тогда
как в концентрациях 10 и 20 мкМ ингибировал их
ветвление (табл. 1).

Так как на развитие микробных культур боль�
шое влияние оказывает качество посевного ма�
териала, в следующей серии экспериментов в ка�
честве инокулята были использованы культуры
А. awamori, выросшие в присутствии различных
доз фунгицида. При постановке экспериментов в
культуру, выращенную в течение 24 ч в жидкой
среде, добавляли антибиотик (2.5, 10 и 20 мкМ),
инкубировали еще 24 ч и затем аликвоты высевали
на агаризованную среду Вогеля и инкубировали в
течение 7 сут. О влиянии фунгицида на качество по�
севного материала судили по изменению размера
растущих колоний микромицета (d, мкм), рассчи�
тывая скорость разрастания мицелия А. аwamori.
Оказалось, что размер колоний в вариантах дей�

ствия фунгицида в дозе 2.5 мкМ превышал диаметр
колоний в контрольных вариантах. При действии
амфотерицина в концентрациях 10 и 20 мкМ коло�
нии были меньшего размера, чем в контроле
(рис. 3). Эффект стимулирующей дозы (2.5 мкМ)
фунгицида (превышение контрольного уровня на
60–40%) был наиболее выражен на протяжении
первых суток роста культуры, и хотя через 48 ч он
снижался, но превышал контрольный уровень в
течение всего периода наблюдений. Это коррели�
рует с возрастанием удельной скорости роста
культуры A. аwamori (рис. 4б) до максимальных
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Рис. 2. Динамика прорастания спор в жидкой среде
Вогеля, содержащей амфотерицин: 100% – количе�
ство проросших спор в контроле (среда без фунгици�
да) 1, 2, 3 – количество спор с ростковой трубкой че�
рез 24 ч инкубации в среде с амфотерицином в дозах
2.5, 10, 20 мкМ соответственно.

Таблица 1. Динамика ветвления гиф в микроколониях А. awamori после воздействия амфотерицина на 24�часо�
вую культуру

Время 
действия 

фунгицида, ч

Число гиф в микроколонии

Контроль*
Опыт, среда с фунгицдом

2.5 мкМ 10 мкМ 20 мкМ

Число гиф % к кон�
тролю Число гиф % к кон�

тролю Число гиф % к кон�
тролю Число гиф % к кон�

тролю

0 1.13 ± 0.05 100 1.15 ± 0.06 101.76 1.16 ± 0.07 102.65 1.16 ± 0.07 102.65

6 3.50 ± 0.50 100 5.10 ± 0.50 145.71 3.60 ± 0.50 102.85 3.10 ± 0.50 88.57

12 4.60 ± 0.80 100 6.40 ± 0.70 139.13 4.70 ± 0.30 102.17 3.40 ± 0.70 73.91

18 5.90 ± 1.00 100 7.60 ± 1.20 128.81 4.90 ± 0.40 83.05 3.90 ± 0.80 66.10

24 6.60 ± 1.20 100 8.90 ± 1.40 134.84 4.70 ± 0.20 71.21 2.90 ± 0.40 43.93

* Контролем служили клетки культуры, не подвергшиеся воздействию амфотерицина. Результаты представляют собой сред�
нее + стандартное отклонение, (n = 7) – число повторностей.
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значений через 24 ч после посева аликвот культур
микромицета с амфотерицином (2.5 мкМ) на ага�
ризованную среду, что характерно для экспонен�
циально растущей культуры. В вариантах опыта с
концентрацией фунгицида 10 мкМ (рис. 4в)
удельная скорость роста культуры также высока
как в варианте с дозой 2.5 мкМ через 24 ч. При
дальнейшем повышении концентрации антибиот�
ка (20 мкМ) в культурах, используемых как иноку�
лят, наблюдали угнетение роста колоний и инги�
бирование удельной скорости их роста (рис. 4г).

Результаты изучения дозозависимого влияния
амфотерицина на спорообразование A. аwamori

(табл. 2) показали, что в динамике роста поверх�
ностной культуры контрольного и опытных вари�
антов количество спор к концу 7 сут в культуре
возрастало. Под действием больших доз амфоте�
рицина (20 и 10 мкМ) спорообразование, начиная
со вторых суток культивирования, подавлялось.
Вместе с тем, этот процесс стимулировался при
уменьшении дозы антибиотика до 2.5 мкМ.

Таким образом, исследование клеточного от�
вета на действие амфотерицина свидетельствует о
дозозависимости эффектов фунгицида на всех
стадиях развития культуры A. аwamori (инициа�
ция прорастания спор, рост мицелия и интенсив�
ность спорообразования).

На следующем этапе работы изучали влияние
амфотерицина на формирование Са2+�ответа
клеток микромицета, растущего в жидкой среде
Вогеля в ячейках планшета. Измерение внутри�
клеточной концентрации кальция стало возмож�
ным благодаря использованию в работе мутантно�
го штамма А. аwamori 66А с рекомбинантным ге�
ном медузы Aequorea victoria, ответственным за
синтез Са2+�зависимого фоточувствительного бел�
ка экворина (Mм = 21.400). Как известно [16],
экворин состоит из одной полипептидной цепи,
апоэкворина, гидрофобного люминофора, коэ�
лентеразина и связанного кислорода. В результате
присоединения ионов кальция к двум из трех каль�
ций�связывающих сайтов в экворине, белок про�
являет свойства оксигеназы, которая катализирует
окисление коэлентеразина с помощью связанного
кислорода. Это приводит к люминесценции экво�
рина (излучению голубого света, λ max = 470 нм),
интенсивность которого зависит от концентрации
свободных ионов кальция. 

В экспериментах фунгицид в диапазоне кон�
центраций от 2.0 до 20 мкМ вносили в 24�ч куль�
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Рис. 3. Динамика роста колоний A. awamori на плот�
ной среде при воздействии на посевной материал раз�
ных концентраций амфотерицина: К – диаметр коло�
ний в контроле (среда без амфотерицина), принятый
за 100%; 1, 2, 3, концентрации амфотерицина 2.5, 10,
20 мкМ соответственно. 

Таблица 2. Интенсивность спорообразования поверхностных культур А. аwamori, предварительно инкубирован�
ных 24 ч в среде с амфотерицином в разных дозах

Возраст 
поверхностной 
культуры, сут

Количество спор в расчете на 1 мл взвеси ×108 

Концентрация фунгицида, мкМ

Контроль 2.50 10.00 20.00

0 3.00 ± 0.50 3.30 ± 0.06 3.20 ± 0.07 3.10 ± 0.07

1 3.20 ± 0.10 5.10 ± 0.50 3.60 ± 0.50 3.40 ± 0.50

2 4.00 ± 0.20 5.40 ± 0.70 4.10 ± 0.30 3.60 ± 0.70

3 5.10 ± 0.80 6.60 ±1.00 4.90 ± 0.40 3.90 ± 0.80

4 5.70 ± 0.20 6.90 ± 0.40 4.70 ± 0.20 4.40 ± 0.40

5 6.10 ± 0.80 7.20 ± 0.20 5.10 ± 0.07 4.90 ± 0.40

6 6.30 ± 0.50 7.80 ± 0.30 5.50 ± 0.10 5.30 ± 0.20

7 6.56 ± 0.70 8.39 ± 0.10 5.60 ± 0.08 5.60 ± 0.10

** 0 – начальное время посева суспензии спор на плотную среду. Контроль – культура, не подвергнутая воздействию фунги�
цида.  Результаты представляют собой среднее + стандартное отклонение, (n = 6) – число повторностей.
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туры A. аwamori. Оказалось, что концентрация
2 мкМ является минимальной для достоверной
индукции повышения содержания кальция в ци�
топлазме клеток аспергилла (рис. 5). С увеличе�
нием дозы пермеабилизующего фунгицида кон�
центрация внутриклеточного кальция возрастала.

При исследовании влияния амфотерицина на
кинетику формирования Са2+�ответа его концен�
трацию в клетках опытных и контрольных вари�
антов фиксировали в течение 6 мин. Измерения
динамики Са2+ показали скачкообразное возрас�
тание его содержания уже через 1 мин после вне�
сения амфотерицина в культуры опытных вари�

антов (рис. 6). Как интенсивность, так и скорость
повышения Са2+ в цитоплазме имели дозозависи�
мый характер. При внесении амфотерицина в
низкой концентрации (2.5 мкМ) Са2+�ответ фор�
мировался медленнее и был выражен значитель�
но слабее, чем при воздействии больших доз фун�
гицида (10–20 мкМ). Дозозависимость действия
амфотерицина фиксировалась в различиях:
(1) времени увеличения концентрации Са2+ в ци�
тозоле, (2) величины амплитуды подъема и (3)
продолжительности удерживания повышенного
уровня кальция в цитоплазме. 
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ОБСУЖДЕНИЕ

У грибов транспорт Са2+ обеспечивается систе�
мой, состоящей из ряда насосов и каналов, распо�
ложенных в плазматической мембране или мембра�
нах клеточных органелл, являющихся хранилища�
ми Са2+, которые могут поглощать и высвобождать
ионы Са2+. 

В изучении регуляции Са2+�сигнала в клетке
большое внимание уделяется также роли мито�
хондрий [19], в частности митохондриальных пе�
реносчиков, таких как кальциевый унипортер,
обеспечивающий поглощение Са2+, и антипорте�
ры, необходимые для выхода катионов. Для кле�
ток дрожжей Endomyces magnusii было показано,
что в митохондриях функционирует система мед�
ленного освобождения кальция [10]. Выход каль�
ция происходит в отсутствие нарушений интакт�
ности внутренней митохондриальной мембраны
(образования Са2+ поры) и осуществляется элек�
тронейтральным Са2+ / 2Н+�обменником. Соглас�
но данным авторов система транспорта кальция,
включающая независимые пути его поглощения и
выхода, принимает участие в регуляции уровня
внутримитохондриального кальция и модуляции
окислительного метаболизма в дрожжевой клетке,
через Са2+�зависимую активацию НАД�зависимой
изоцитратдегидрогеназы.

Ранее с использованием различных блокаторов
Са2+�каналов и агонистов, специфически повы�
шающих их активность, нами было установлено,
что Са2+�вспышки в клетках A. awamori, возникаю�
щие при физико�химических воздействиях, регу�
лируются поступлением Са2+ как из среды, так и из

внутриклеточных резервуаров [17]. Также было по�
казано, что в регуляции Са2+�транспорта у микро�
мицета принимают участие факторы межклеточ�
ной коммуникации, в частности алкилоксибензо�
лы (АОБ), синтезируемые рядом бактерий и
дрожжей [20]. Алкилоксибензолы, также как ам�
фотерицин, обладают мембранотропными свой�
ствами [21]. Их гидрофобный длинноцепочечный
гомолог (С6�АОБ) индуцировал повышение со�
держания Са2+ в цитозоле A. awamori с длитель�
ным поддержанием его уровня [22]. В других экс�
периментах было показано, что как фактор меж�
клеточной коммуникации этот гомолог АОБ
исполняет функции аллармонов – сигналов тре�
воги, имитирующих стрессорные воздействия
[23]. Его эффект на физиологическую актив�
ность микроорганизмов также, как и действие
амфотерицина, было дозозависимо, он в низких
концентрациях стимулировал, в высоких – ин�
гибировал метаболическую активность клеток
тестерных микроорганизмов [24]. Выявленная
нами сопряженность возрастания пула Са2+ в
клетках A. аwamori, обработанных амфотерици�
ном, с дозозависимым ингибированием роста и
развития культуры микромицета, достаточно
аналогична действию длинноцепочечных алки�
локсибензолов. Полученные данные ставят вопрос
о дальнейшем изучении действия амфотерицина
как микробного метаболита, участвующего в кле�
точной коммуникации микроорганизмов на уров�
не микробного сообщества.

Выявленные в настоящем исследовании изме�
нения пула кальция в клетках A. аwamori, подверг�
нутых стрессорному воздействию амфотерицина
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обусловлены его свойствами характерными для
полиеновых антибиотиков, взаимодействие ко�
торых с мембранными липидами сопряжено с об�
разованием пор для ионов и неэлектролитов. Так,
антибиотик филипин, имеющий много общих
свойств с амфотерицином, при воздействии на
плоские фосфолипидные бислойные мембраны,
способствовал увеличению трансмембранной
проводимости в 104–105 раз. При малых концен�
трациях филипина (10–7 М) в мембранах обнару�
живались одиночные ионные поры, а при комби�
нированном воздействии филипина с амфотери�
цином В – ионные поры, находящиеся в открытом
состоянии [25]. Таким образом, результаты наших
исследований, продемонстрировавшие влияние
ростингибирующих доз фунгицида на повышение
уровня Са2+ в цитозоле A. аwamori, согласуются с
данными литературы о способности амфотерици�
на, равно как и других мембранотропных веществ,
индуцировать изменения проницаемости клеточ�
ных мембран для ионов. 

Одним из парадоксов кальциевых сигнальных
систем является то, что с одной стороны при
стрессорных воздействиях необходимо повыше�
ние пула кальция в клетке для генерации сигнала,
с другой стороны, длительное сохранение высо�
кой концентрации его в цитоплазме может быть
летально для клетки вследствие нарушения ее
энергетики за счет связывания ионов кальция с
фосфатами [26]. В связи с этим, показанное инги�
бирование роста и развития гриба A. аwamori высо�
кими дозами амфотерицина коррелирует с повы�
шением и длительным поддержанием высокого
уровня Са2+ в цитозоле микромицета. Эта выяв�
ленная корреляция ростингибиторного эффекта
амфотерицина с Са2+�ответом клеток микромице�
та делает перспективным разработку тест�систе�
мы для скрининга соединений с фунгицидной ак�
тивностью на основе мутантного штамма
A. awamori c рекомбинантным экворином.
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Changes in Growth Patterns and Intracellular Calcium Concentrations 
in Aspergillus awamori Treated with Amphotericin B
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Abstract—Growth patterns and intracellular Ca2+ concentrations in the mutant strain Aspergillus awamori
66A, containing a recombinant aequorin gene were studied in the presence of a permeabilizing fungicidal
agent amphotericin B. The cell response, i.e., changes in the growth and development of the fungus (initia�
tion of spore germination, mycelial growth, and intensity of sporulation) was dose�dependent. Low concen�
trations of amphotericin B (2.5 µM) stimulated spore germination: the number of germinating spores was 2–
3 times higher than in the control (without the fungicide). At higher amphotericin concentrations (20 µM)
spore germination was inhibited. Amphotericin B had a dose�dependent effect on mycelial growth and sporu�
lation intensity on solid Vogel medium. Intracellular Ca2+ concentrations in the presence of amphotericin B
were investigated using the luminescence of the photoprotein aequorin. High concentrations of amphotericin B
(10 and 20 µM) were shown to cause an instantaneous increase in Ca2+ concentrations, compared to the con�
trol and lower amphotericin concntration (2.5 µM). Ca2+ concentrations remained elevated throughout the
experiment and correlated with the inhibition of mycelial growth and development.

Keywords: Aspergillus awamori, recombinant aequorin, permeabilizing fungicide, amphotericin B, cell re�
sponse, sporulation, Ca2+, signaling, Ca2+ dynamics

1 Corresponding author; e�mail: flera.ashina@kpfu.ru



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


