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АННОТАЦИЯ
В статье ставится проблема выбора оптимальной среды для культивирования клеток Bacillus thuringiensis с целью до-

биться наиболее раннего образования эндотоксина. Проанализировано влияние углеводов на скорость продуцирования 
кристаллического токсина B.thuringiensis. Также проведен сравнительный анализ энтомоцидной активности токсинов, по-
лученных в разных условиях. Модификация питательной среды, представленная в данной работе, приводит к раннему 
накоплению токсина и ранее не описана. На основе проведенного исследования авторами сформулированы рекомендации 
по выращиванию штамма B.thuringiensis. 

ABSTRACT
The article raises the problem of choosing an optimal nutrient medium for the cultivation of B.thuringiensis cells in order to 

achieve the earliest formation of endotoxin. Analyzed the effect of carbohydrates on the production rate of B.thuringiensis endotoxin. 
Also comparative analysis of insecticidal activity of the toxin produced in different conditions. Modification of the nutrient medium 
presented in this work bring to the early accumulation of the toxin and previously not described. On the basis of the study by the 
authors made recommendations for growing B.thuringiensis strain.

Ключевые слова: Bacillus thuringiensis; бактерия; штамм; эндотоксин; энтомопатоген; культивирование; оптимизация; 
капустная моль.

Keywords: Bacillus thuringiensis; bacterium; strain; endotoxin; entomopathogen; cultivation; optimization; diamondback moth.

Вопросы охраны природы и сохранения полезных на-
секомых предопределяют ограничение применения пести-
цидов в народном хозяйстве [3, с. 23]. Во всех сферах АПК 
осознана необходимость использования микроорганизмов 
и их метаболитов и соответственно этому для нужд расте-
ниеводства, животноводства, ветеринарии и кормопроиз-
водства развивается разработка и применение биопрепара-
тов [2]. Доказано, что длительное применение химических 
средств приводит к появлению устойчивых популяций 
вредных видов насекомых и клещей, число которых в насто-
ящее время возрастает. Накапливаясь в природе, применя-
емые пестициды вызывают нежелательные мутации живых 
организмов даже через многие годы [3, с. 23]. Кроме того, в 
последнее время в рамках программы Всемирной Органи-
зации Здравоохранения (ВОЗ) по биологической борьбе с 
важными переносчиками болезней человека и животных 

также ведутся поиски способов применения для этой цели 
энтомопатогенных бактерий [4].

Общепризнано, что наиболее перспективна в этом отно-
шении бактерия Bacillus thuringiensis, послужившая осно-
вой в биотехнологическом производстве микробиологиче-
ских препаратов в борьбе с насекомыми – вредителями (по 
различным оценкам от 90 до 99%) [2]. Bacillus thuringiensis 
- энтомопатогенный аэробный почвенный грамположи-
тельный микроорганизм, обладающий способностью в ходе 
споруляции образовывать кристаллоподобные включения, 
состоящие из энтомоцидных белков – эндотоксинов (также 
называемых Cry-белками) [1, с. 60]. Кристалл токсина пред-
ставляет собой агрегат, состоящий из высокомолекулярного 
белка, является протоксином, необходима предварительная 
активация, практически нерастворим в воде (растворяется 
лишь в среднем кишечнике чувствительных видов насеко-
мых при pH около 9.5) и является безопасным для всех по-
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звоночных (включая человека) и большинства насекомых, 
проявляя высокую специфичность по отношению к насеко-
мому—хозяину. После растворения в кишечнике подверга-
ется расщеплению протеазами с образованием активного 
δ-токсина с молекулярной массой 60 кДа. Активный токсин 
прикрепляется к мембранам эпителия среднего кишечника 
насекомых, вызывая уравнивание концентраций ионов сна-
ружи и внутри клеток, что приводит к нарушению работы 
пищеварительной системы личинки, постепенно вызывая 
голодную смерть [5]. Разрушив клетки кишечника, попада-
ют в богатую питательными веществами гемолимфу насеко-
мого, где начинают активно размножаться.

В настоящее время стоит вопрос выбора оптимальной 
среды для культивирования этих бактерий с целью получе-
ния наибольшего выхода эндотоксина в среду, т.к. оптими-
зация условий намного упростила и ускорила бы производ-
ство биопрепаратов, а минимизация затрат повлияла бы на 
себестоимость продукта.

В связи с этим, целью нашей работы было: изучение энто-
мопатогенных свойств B.thuringiensis в различных условиях 
культивирования и их оптимизация для повышения скоро-
сти образования токсина. Работы выполнялись в лаборато-
рии биотехнологии Казахского научно-исследовательского 
института защиты и карантина растений (КазНИИ ЗиКР) 
в г.Алматы и в лаборатории биотехнологии и молекулярной 
генетики Карагандинского государственного университета 
им. Е.А. Букетова (КарГУ им. Е.А. Букетова).

Материалы и методы. В работе использовали штамм 
B.thuringiensis. Морфологию клеток штамма исследовали с 
помощью микроскопа «BinaLogic XSZ-107BN» (Германия) 
с иммерсионной системой при 1600-кратном увеличении, 
изучение физиологических свойств, тестов на патогенность 

в отношении насекомых выполняли стандартными метода-
ми. Хранение штамма осуществляли при положительном 
низкотемпературном замораживании на агаризованной 
среде. В качестве модели для исследования патогенности 
использовали гусениц капустной моли (Plutella mаculipennis 
Curt.), выращиваемых в климатической камере при темпе-
ратуре 25°C.

Культивирование бактерий осуществляли в течение 4 
суток на жидкой питательной среде глубинным способом 
на термостатированной качалке при температуре 30°C и 
220 оборотах в минуту. При этом помимо стандартной пи-
тательной среды были использованы две ее модификации 
с добавлением глюкозы и сахарозы соответственно для из-
учения влияния углеводов на скорость образования эндо-
токсина.

Состав питательной среды №1 (далее – N) (г/л): пептон 
– 6,6; NaCl – 5; дрожжевой экстракт – 5; вода дистиллиро-
ванная.

Состав питательной среды №2 (далее – G) (г/л): пептон 
– 6,6; NaCl – 5; дрожжевой экстракт – 5; глюкоза – 3,3; вода 
дистиллированная.

Состав питательной среды №3 (далее – S) (г/л): пептон – 
6,6; NaCl – 5; дрожжевой экстракт – 5; сахароза – 3,3; вода 
дистиллированная.

Результаты. В ходе исследования с целью модификации 
условий культивирования исследуемого штамма в пита-
тельные среды вводились углеводы в концентрации 0,3%. В 
эксперименте исследовали скорость образования эндоток-
сина B.thuringiensis.

Полученные результаты приведены в Таблице 1 и Рисун-
ке 1.

Таблица 1
Динамика роста количества эндотоксина в различных средах

N S G
1 сутки - 103 -
2 сутки 216 164 -
3 сутки 312 496 58
4 сутки 630 795 495

 
Рисунок 1. Динамика роста количества эндотоксина в различных средах
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Из представленных материалов видно, что культивиро-
вание в среде с добавлением глюкозы показало наименее 
выраженное действие на скорость образования кристаллов 
эндотоксина, т.к. они были обнаружены в среде на 3 сутки 
культивирования в несущественном количестве (58 единиц 
в зоне видимости). Присутствие в среде сахарозы имело 
наиболее выраженный эффект на продукцию токсина, о чем 
говорит наличие эндотоксина в среде уже на 1 сутки куль-
тивирования, причем в наиболее заметном количестве (103 
единицы в зоне видимости). 

Отсюда можно сделать вывод, что наиболее оптималь-
ной средой для культивирования клеток B.thuringiensis с 
целью добиться получения наибольшего выхода эндотокси-

на является модификация стандартной питательной среды 
с добавлением сахарозы. В данном случае более высокая 
скорость выхода токсина по сравнению с выходом в нор-
мальных условиях объясняется в воздействии сахарозы 
на жизнедеятельность клеток таким образом, что их более 
активное деление приводит к более скорому спорообразо-
ванию, и соответственно, продуцированию токсина в более 
ранние сроки.

Было произведено заражение гусениц эндотоксином в 
составе питательных сред стандартной и с добавлением 
сахарозы. От среды, включавшей в состав глюкозу, было 
решено отказаться ввиду относительно невысокой концен-
трации токсина (Таблица 2) (Рисунок 2).

Таблица 2
Динамика смертности гусениц после заражения токсином, полученном в различных условиях

Контроль - N S
1 сутки 19% 25% 40%
2 сутки 26% 49% 57%
3 сутки 30% 56% 63%

Рисунок 2. Инсектицидная активность эндотоксина, полученного в разных условиях

Наглядно видно, что культуральная жидкость, получен-
ная на среде с добавлением сахарозы, обладает более вы-
сокой энтомоцидной активностью, погибло 63% личинок. 
В варианте опыта с применением нормальной среды, без 
внесения углеводов, количество погибших гусениц соста-
вило 56%. Более высокая патогенная активность токсина, 
полученного в среде с добавлением сахарозы, объясняется 
более высокой концентрацией токсина в культуральной 
жидкости, что в конечном итоге привело к более высокой 
его инсектицидной активности.

На основе результатов, полученных в данной работе, 
были сформулированы следующие выводы: оптимизирован 
состав питательной среды, приведший к повышению ско-
рости образования токсина - добавление сахарозы в среду 
способствует появлению токсина на вторые сутки культи-
вирования. Кроме того, данный токсин обладает большей 
энтомопатогенной активностью в сравнении с токсином, 
полученным в нормальных условиях на 7%.

По результатам исследований, представленных в дан-
ной работе, были сформулированы рекомендации по вы-
ращиванию штамма B.thuringiensis в питательной среде с 
добавлением сахарозы в концентрации 0,3%. Сокращение 
срока наработки токсина несомненно имеет практическое, 

приводя к уменьшению временных затрат и соответствен-
но оптимизации ресурсов. Важна также более высокая 
энтомоцидная активность полученного токсина в сравне-
нии с токсином, продуцируемым в нормальных условиях. 
Помимо этого в качестве источника углеводного питания 
как альтернатива сахарозе, может быть использован такой 
отход сахарной промышленности, как меласса, что в свою 
очередь приведет к удешевлению конечной себестоимости 
биопрепарата.
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