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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность исследования. Универсальным и эффективным способом 

защиты насекомых от воздействующих на них стрессирующих факторов является 

нейроэндокринная стресс-реакция, во время которой происходят существенные 

изменения уровней гормонов различной природы, таких как биогенные амины и 

гонадотропины (Rauschenbach et al., 1987; Грунтенко, 2008). Одним из ключевых 

гормонов является биогенный амин – дофамин, который играет существенную 

роль в таких биологических процессах как формирование кутикулы, 

гонадотропная регуляция, энергетический метаболизм. Среди факторов, 

вызывающих стрессы особо стоит выделить различные инфекционные 

заболевания. Патогенные микроорганизмы могут вызывать эпизоотии как в 

естественных экосистемах, так и в агроценозах (Raymond et al., 2010; 

Augustyniuk–Kram, Kram, 2012; Sujeetha, Sahayaraj, 2014; Hasan, 2014). В силу 

того, что существует большое разнообразие энтомопатогенов, соответствующее 

воздействие на организм насекомого в зависимости от патогенного 

микроорганизма будет существенно отличаться. При инфекционном процессе 

происходят изменения многих физиологических реакций насекомых. В частности, 

в гемолимфе зараженных насекомых могут изменяться уровни гормонов стресса 

(Алексеев и др., 2007), выполняющих как нейрогормональные, так и 

иммуномодулирующие функции (Wu et al., 2015). Если учесть, что все реакции 

организма зависимы от гормонального статуса, то вполне закономерно, что 

уровни гормонов будут существенно влиять на иммунный статус организма 

насекомого, а также влиять на общий уровень резистентности к энтомопатогенам. 

Одним из наименее изученных нейрогормонов (при инфекционных процессах) 

остается дофамин. У насекомых дофамин является нейрогормоном, 

нейромедиатором и нейромодулятором. Кроме того, он участвует в 

формировании кутикулы (Noguchi et al., 1995; Kim et al., 2000; Theopold et al., 

2004; Nappi, Christensen, 2005; Алексеев и др., 2008; Watanabe et al., 2013). 

Опосредованно дофамин влияет на синтез других гормонов (Jackson, Westlind-
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Danielsson, 1994; Yellman et al., 1997; Pendleton et al., 2002; Богомолова и др., 

2009). Кроме того, дофамин задействован в поведенческих реакциях, 

репродуктивной и двигательной активности Drosophila (Neckameyer et al., 2000, 

2001; Pendleton et al., 2000, 2002; Kume et al., 2005). Было показано, что различные 

экологические стрессоры (Rauschenbach et al.,1993; Hirashima et al., 2000; 

Rauschenbach et al., 2001; Neckameyer, Weinstein, 2005), а также инфекции 

различной природы способны приводить к повышению уровня дофамина 

(Noguchi et al., 1995; Алексеев и др., 2007). Также дофамин способен регулировать 

половое поведение насекомых (Brandes et al., 1990; Harris, Woodring, 1995; Sasaki, 

Nagao, 2001; Harano et al., 2008). Показано, что дофамин способен влиять на 

интенсивность такой поведенческой реакции как груминг, который является 

одним из способов защиты насекомых от паразитов и патогенов (Libersat 2003; 

Libersat et al., 2009; Libersat, Gal, 2013, 2014; Currie, Stuart, 2001; Aubert, Richard, 

2008; Zhukovskaya et al., 2013).  

Важнейшим защитным механизмом насекомых против патогенов является 

профенолоксидазный (проФО) каскад, приводящий к образованию меланина 

(Christensen et al., 2005; Hiruma, Riddiford, 2009). При проникновении патогенов в 

организм насекомого происходит активация защитных механизмов, 

направленных на уничтожение патогенов, в частности проФО (Omelyanchuk et al., 

2001; Dubovskiy et al., 2013a; Clark, 2015).Кроме того, было показано, что и на 

поверхности гемоцитов и внутри них есть дофадекарбоксилаза, главный фермент 

синтеза дофамина, а его метаболиты задействованы в процессах фагоцитоза, 

меланизации и инкапсуляции (Sideri et al., 2007; Marmaras, Lampropoulou, 2009). 

Дофамин является неотъемлемой частью проФО каскада, в процессе которого 

образуются меланотические тромбы, являющиеся характерной чертой течения 

микозов, а также образующиеся в результате механических повреждений 

покровов насекомого (Hajek, Leger, 1994; Tang, 2009; Andersen, 2010). Кроме того, 

при воздействии других энтомопатогенных микроорганизмов, таких как бактерии 

Bacillus thuringiensis, обладающих кишечной токсичностью (Bravo et al., 2011), 
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происходит повышение активности фагоцитоза, инкапсуляции (Dubovskiy et al., 

2008), фенолоксидаз гемолимфы насекомых (Rahman et al., 2004).  

Таким образом, можно сказать, что дофамин является одним из важнейших 

соединений, участвующих в реализации комплекса защитных реакций на 

действие стресс-факторов. Дофамин принимает участие как в изменении 

поведенческих, так и физиологических реакций при влиянии различных стресс-

факторов, однако практически не изучена его роль при развитии инфекционных 

заболеваний насекомых. Неизвестно какой вклад вносит дофамин в 

функционирование меланотического каскада при стрессовых воздействиях, таких 

как инфекционная нагрузка. Отсутствуют сведения о его участии в процессе 

инкапсуляции у насекомых. Практически не изучено, какую роль он играет при 

острых микозах и кишечных бактериозах.  

Степень разработанности темы. Следует отметить, что по данным 

направлениям исследований существует большое количество работ, посвященных 

детальному изучению влияния различных стрессоров на уровень гормонов и 

иммунный ответ организма насекомого, однако работы, в которых 

рассматривается влияние инфекционных агентов на гормональный уровень 

насекомых, единичны (Алексеев и др., 2007; Kong et al., 2013). В первую очередь 

это касается влияния различных бактериозов и микозов на уровень гормонов 

стресса, в том числе биогенных аминов, таких как дофамин. В связи с этим наша 

работа посвящена  изучению динамики уровня таких биогенных аминов как 

дофамин при различных патогенезах и под влиянием абиотических факторов у 

представителей отрядов Lepidoptera и Coleoptera. 

Цель: оценить изменение уровня дофамина при развитии стресс-реакции и 

формировании иммунного ответа у большой вощинной огневки Galleria 

mellonella (Lepidoptera: Pyralidae), капустной совки Mamestra brassicae 

(Lepidoptera: Noctuidae) и колорадского жука Leptinotarsa decemlineata 

(Coleoptera: Chrysomelidae) при бактериальных и грибных инфекциях, а также 

действии инсектицидов и абиотических факторов. 
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Для достижения цели нами были поставлены следующие задачи: 

1. Определить уровень дофамина у личинок Leptinotarsa decemlineata при 

заражении сублетальными и полулетальными дозами бактерий Bacillus 

thuringiensis 

2. Определить уровень дофамина и активность фенолоксидаз при развитии 

микозов, вызванных грибами Metarhizium robertsii  и Beauveria bassiana у личинок 

вощинной огневки, колорадского жука и капустной совки. 

 3. Определить уровень дофамина и активность фенолоксидаз при развитии 

смешанных инфекций, вызванных Metarhizium robertsii  и Bacillus thuringiensis, а 

также при совместной обработке фосфорорганическим инсектицидом пиримифос-

метилом и грибом Metarhizium robertsii  у личинок колорадского жука. 

4. Проанализировать взаимосвязь между уровнем дофамина и 

интенсивностью инкапсуляции у личинок Galleria mellonella. 

5. Определить уровень дофамина у личинок вощинной огневки Galleria 

mellonella и капустной совки Mamestra brassicae  при воздействии стрессоров 

абиотической природы (повышенные и пониженные температуры, механические 

повреждения). 

Научная новизна. Впервые показано повышение уровня дофамина у 

капустной совки Mamestra brassicae и вощинной огневки Galleria mellonella при 

воздействии стресс-факторов абиотической природы (температура, механические 

повреждения). Впервые выявлено, что заражение личинок большой вощинной 

огневки Galleria mellonella бактериями Bacillus thuringiensis, колорадского жука 

Leptinotarsa decemlineata и капустной совки Mamestra brassicae 

энтомопатогенными грибами Metarhizium robertsii  и Beauveria bassiana приводит 

к увеличению уровня дофамина. Кроме того, обнаружено, что степень повышения 

уровня дофамина зависит от вирулентных свойств энтомопатогенного 

микроорганизма. 
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Теоретическая и практическая значимость. Результаты, полученные в 

данной работе, могут быть использованы для дальнейшего изучения механизмов 

стресс-реакции у насекомых при воздействии стресс-факторов различной 

природы. Кроме того, данные по уровню гормонов стресса могут помочь при 

мониторинге состояния популяций насекомых, в том числе насекомых - 

вредителей сельского хозяйства, так как дофамин является своеобразным 

маркером стресса в популяциях насекомых. 

Положения, выносимые на защиту. 

Энтомопатогенные микроорганизмы (грибы и бактерии) являются 

биотическими стресс-факторами для организма насекомого и вызывают резкие 

изменения уровня дофамина. Характер изменения уровня дофамина при 

воздействии энтомопатогенных микроорганизмов на насекомых аналогичен 

изменениям, наблюдающимся при воздействии абиотических факторов 

(температуры, механических повреждений покровов). 

Степень достоверности результатов. Для определения достоверности 

результатов работы использованы современные методы подготовки образцов и 

анализа изучаемых параметров у насекомых. Методическая база, использованная 

для проведения исследований, соответствует поставленным задачам. Для 

статистической обработки  полученного  материала  применены  корректные 

статистические  методы анализа. Методы, использованные для проведения 

исследований адекватны поставленным нами задачам. 

Апробация работы. Материалы диссертации были представлены на V 

Межрегиональной конференции "Паразитологические исследования в Сибири и 

на Дальнем Востоке" (Новосибирск, 2015), съезде  Королевского  

энтомологического  общества  «Иммунитет насекомых» (Великобритания: 

Шеффилд, 2009), семинарах лаборатории патологии насекомых (ИСиЭЖ СО 

РАН, Новосибирск, 2014, 2015 гг.). 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

Инфекционные заболевания насекомых, вызываемые различными 

патогенами, а также химические инсектициды, применяемые для защиты 

сельскохозяйственных культур от вредителей, являются сильнейшим 

стрессирующим фактором для насекомых. К наиболее распространенным 

патогенам насекомых в природе и используемым в защите растений, можно 

отнести энтомопатогенные грибы Metarhizium, Beauveria и бактерии Bacillus 

thuringiensis (Cory, Franklin, 2012). Патологический процесс, возникающий при 

заражении энтомопатогенными микроорганизмами, а также при воздействии 

инсектицидов химической природы, сопровождается развитием стресс-реакции 

организма, направленной на защиту насекомого от данных воздействий. На 

развитие патологического процесса влияют многие факторы. Во-первых, 

характеристики возбудителя, такие как вирулентность, патогенность и параметры 

действующего фактора, например, сила воздействия и доза. Во-вторых, внешние 

условия, определяющие проникновение патогенов или инсектицидов, а также 

влияющие на развитие патогенов и на течение токсикозов, вызванных 

химическими агентами. Третьим фактором, определяющим патогенез, является 

ответ организма насекомого. Свойства организма насекомого, помогающие 

противостоять инфекции, воздействию агентов различной природы и 

последующему развитию патогенеза рассмотрим далее.  

1.1. Особенности организма насекомого 

 

В данной главе мы остановимся на анализе лишь некоторых систем 

организма насекомого, которые являются мишенями для агентов биологической и 

химической природы. Прежде всего, таковыми являются нейроэндокринная, 

пищеварительная системы, внешние покровы насекомых, а также иммунная 

система.  
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1.1.1.Нейроэндокринная система и нейрогормоны насекомых 

 

Взаимодействие нервной и эндокринной систем создает единый 

сложнейший механизм – нейроэндокринную систему, обеспечивающую 

осуществление всех функций организма, его приспособление в условиях 

изменяющейся внешней и внутренней среды. Нейроэндокринная система 

регулирует деятельность всех органов и систем организма насекомого. Благодаря 

этому обеспечивается адаптация насекомого к постоянно меняющимся условиям 

окружающей среды. В том числе это относится как к воздействию абиотических 

факторов среды на насекомых, так и к  биологическим агентам, способным 

приводить к развитию патогенеза. К нейроэндокринным органам относятся, 

прежде всего, парные кардиальные тела. Синтез нейрогормонов осуществляется в 

нервных клетках мозга, затем они по аксонам нервного ствола поступают в 

секреторные терминалы, расположенные в corpus cardiacum (CC). Нейрогормоны 

могут секретироваться нервными окончаниями, другие гормоны - клетками 

самого CC; те и другие выводятся в гемолимфу. Еще одним органом 

нейроэндокринной системы являются corpus allatum (CA), связанные с CC 

(Шеперд, 1987). 

Рассмотрим подробнее участие стресс-реакции насекомых в защите от 

биологических, химических агентов и неблагоприятных факторов среды. 

Дословно с английского языка стресс переводится как напряжение. Термин 

"стресс" впервые появился в физике для описания давления и деформации в 

системе, но затем, благодаря Гансу Селье, этот термин прижился в биологических 

системах (Леви, 1970; Эверли, Розенфельд, 1985; Even et al., 2012). Согласно 

Селье (Selye, 1976), стресс - это общая неспецифическая нейрогормональная 

реакция организма на любое предъявленное ему требование. Эта реакция может 

возникать при любом воздействии различных экстремальных факторов как 

физических (жара, холод, травма), так и психических (опасность, конфликт, 

радость). В организме возникают биохимические изменения, направленные на 
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преодоление действия этих факторов с помощью адаптации организма к 

предъявленным требованиям. Факторы, вызывающие состояние стресса, Г.Селье 

назвал стрессорами, а совокупность изменений, происходящих в организме под 

действием стрессоров, - адаптационным синдромом. Выраженность изменений в 

организме зависит от интенсивности предъявляемых требований, от 

функционального состояния физиологической системы, от характера поведения 

животного. Стресс может быть не только вреден, но и полезен для организма (так 

называемый эустресс), он мобилизует его возможности, повышает устойчивость к 

отрицательным воздействиям (например, инфекциям), а также может приводить к 

облегчению течения и даже полному исчезновению заболеваний. "Вредный" 

стресс (так называемый дистресс) снижает сопротивляемость организма, 

вызывает возникновение и ухудшение течения заболеваний. Г. Селье полагал, что 

болезни, возникающие вследствие стресса, обусловлены либо его чрезмерной 

интенсивностью, либо неадекватной реакцией гормональной системы на действие 

стрессора. Иногда дистресс может возникать при низком уровне воздействия 

стрессоров (Эверли, Розенфельд, 1985). Особое значение для характера 

последствий (положительный или отрицательный) действия стресса на организм 

имеют поведенческие реакции на стрессовую ситуацию, одной из которых 

является активный поиск, который способствует устойчивости организма и не 

ведет к развитию заболеваний. При отказе от активного поиска фаза 

сопротивления адаптационного синдрома переходит в фазу истощения и в 

тяжелых случаях может привести к гибели организма. Индикатором этих типов 

поведения и важным механизмом их регуляции является уровень катехоламинов. 

Таким образом, нервная система определяет характер реагирования организма на 

действие стресс-факторов.  

Термин "стресс" получил очень широкое распространение. Он часто 

применяется ко всем организмам, в частности к насекомым, когда речь идет об 

экстремальных воздействиях. К этим воздействиям можно отнести: 

неблагоприятные для развития температуры, химические (пестициды, тяжелые 
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металлы, метаболиты растений), физические (радиация), биологические 

(хищники, паразиты, патогены) факторы. Для преодоления влияний 

перечисленных факторов происходят быстрые и значительные изменения в 

физиологическом состоянии, регулируемые нейроэндокринной системой 

(Johnson, White, 2009).  

Нейроэндокринная стресс-реакция является универсальным и эффективным 

способом защиты насекомых от воздействующих на них стрессоров. У насекомых 

стресс-реакция была определена как комплекс эндокринных реакций организма 

(Raushenbach et al., 1987). В стресс-реакцию насекомых вовлечены различные 

гормоны, в частности, биогенные амины (дофамин, октопамин, серотонин) и 

гонадотропины (экдистероиды и ювенильный гормон) (Грунтенко, 2008). 

Изучение действия этих гормонов, а также их взаимодействия является очень 

важным, потому что это может повлиять на разработку новых, безопасных для 

человека и окружающей среды методов защиты как от насекомых-вредителей 

сельского хозяйства, так и от насекомых, являющихся переносчиками опасных 

заболеваний человека.  

Нейрогормоны  несомненно являются основными регуляторами всех 

жизненных процессов у насекомых. Нейрогормоны синтезируются главным 

образом в нейросекреторных нейронах (НСН) мозга насекомого и в определенных 

периферических нейронах. Насекомые характеризуются  наличием 

специализированных НСН, которые синтезируют нейрогормоны, впоследствии 

транспортируемые по аксону к нейрогемальным органам (CC и CA). Из 

нейрогемальных органов нейрогормоны попадают в гемолимфу (Orchard, 1982; 

Raabe, 1983). 

Многие авторы продемонстрировали увеличение активности НСН насекомых 

под влиянием стрессирующего фактора. Было показано, что у насекомых 

секреция нейрогормонов из НСН может происходить в ответ на влияние 

стрессоров (Axelrod, Reisine, 1984). Были проведены многочисленные 

исследования по изучению влияния высоких температур, низкого качества корма, 
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инсектицидов, и других стрессоров на НСН мозга и нейросекреторные клетки 

подглоточного ганглия (Ivanović et al., 1975, 1979; Janković - Hladni et al.1983; 

Ivanović et al., 1985, 1989; Leković et al., 2001; Perić-Mataruga et al., 2001; 

Mrdaković et al., 2004; Ilijin et al., 2004; Nenadović et al., 2005, 2006). Различные 

стрессорные воздействия разной интенсивности вызывают определенные 

изменения, что в свою очередь влияет на синтез и секрецию нейросекреторного 

материала (НСМ) (Janković – Hladni et al. 1992). В ряде работ показано, что ответ 

на уровне НСН у разных видов насекомых зависит от интенсивности влияния 

стресс-фактора и продолжительности воздействия (Ivanović et al. 1975; Mrdaković 

et al. 2003). 

Сигнал стрессора, полученный экстерорецепторами насекомого, передается 

через сенсорные нервы к мозгу. Первая стадия стресс-реакции в большой степени 

регулируется нейрогормонами и биогенными аминами (Davenport, Evans, 1984; 

Грунтенко, 2008). Под их влиянием, в течение нескольких минут в жировом теле 

мобилизуются запасные вещества. На определенной стадии развития стресс-

реакции к этой группе нейрогормонов присоединяются экдистероиды. Вторая 

стадия развития стресс-реакции проходит в полной зависимости от 

экдистероидов, синтез которых в свою очередь отрегулирован экдизиотропными 

нейрогормонами (экдизиотропинами). Кроме экдизиотропинов и экдизиостатинов 

выделение экдизонов у насекомых  также может зависеть от ювенильного 

гормона (ЮГ). Нейрогормоны мозга насекомых, аллатотропины и аллатостатины 

регулируют синтез ЮГ. В некоторых случаях ЮГ стимулирует выделение 

экдистероидов (Perić-Mataruga et al., 2006). Далее рассмотрим гормоны, 

вовлеченные в стресс-реакцию насекомых, более подробно. 

Экдистероиды 

Экдизиотропины - нейропептиды, регулирующие функционирование 

проторакальных желез или других клеток/тканей, отвечающих за синтез 

экдистероидов. Биосинтез экдистероидов в проторакальных железах или 

кольцевых железах у личинок насекомых стимулируется нейропептидами, 
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названными экдизиотропинами или проторакотропными нейрогормонами (ПТТГ) 

(Borovsky, 2003; Gade, Goldsworthy, 2003; Ilijin et al., 2014). Было предложено, что 

ПTTГ обладают множеством стресс-защитных воздействий на клетки 

проторакальных желез, а кроме того стимулируют синтез экдистероидов и синтез 

белка (Gilbert et al., 2000). Кроме того, синтез ПTTГ может меняться при 

возникновении стрессовых условий во время развития насекомого (Rybczynski, 

Gilbert, 2003). Возникновение каких стрессовых условий способно заставить мозг 

секретировать ПTTГ? Известно, что НСН мозга (источник  ПTTГ), получают 

сигнал через системы рецепторов, на которых действуют различные стимулы 

(фотопериод, холод, высокая температура, аллелохемики растений, повреждения 

и т.д.) (Mizoguchi et al., 2001, 2002; Gade, Goldsworthy, 2003;). Изменения в титре 

ПTTГ связаны с титром экдистероидов, а также с возникновением 

морфологических и поведенческих изменений, которые способны стимулировать 

метаморфоз или стрессорный ответ (Gu et al., 2000). Кроме того, определенные 

изменения в сигнальной трансдукции ПTTГ могут также играть ключевую роль в 

контроле биосинтеза экдистероидов в проторакальных железах (Gu et al., 2000). У 

Locust migratoria (Orthoptera), Rhodnius prolixus (Hemiptera) и Oncopeltus fasciatus 

(Hemiptera) изменения в растяжении кишечной стенки служат сигналом для 

секреции ПTTГ. Из этого следует, что внешние сигналы, включая те, которые 

могут быть идентифицированы как "возбуждение", могут активизировать 

секрецию или синтез ПTTГ (Nijhout, 1979). Прямых доказательств изменений 

ПTTГ под влиянием стрессоров пока нет. Известно, что секреция экдиcтероидов 

проторакальными железами регулируется непосредственно ПTTГ. Усиление 

секреторной функции проторакальных желез, вызванное воздействием стресс-

факторов стимулирует деятельность НСН, синтезирующих ПTTГ (Dai, Mizoguchi, 

1994). Следовательно, разумно рассмотреть эти наблюдения как косвенное 

доказательство в пользу причастности ПTTГ к ответу на стресс. Более точное 

свидетельство активации проторакатропной функции мозга было получено в 

результате микрохирургических экспериментов на гусеницах Galleria mellonella. 

В результате этих манипуляций происходила активация проторакотропной 
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активности мозга, вследствие которой происходила преждевременная линька. 

Если гусеницы G. mellonella в конце своей личиночной стадии были лишены 

свободного места для формирования кокона, проторакотропная активность мозга 

блокировалась сигналами внешних механорецепторов, что приводило к задержке 

развития. Было показано, что более серьезное повреждение вызывает секрецию 

ПTTГ и экдистероидов (Perić-Mataruga et al., 2006). Но такой ответ возникает не 

во всех случаях. У насекомых существует широкий спектр различных ответов на 

стрессовые воздействия. На стресс-реакцию насекомых влияют различные 

составляющие, в частности, физиологический статус, особенности повреждения и 

др. Также стоит отметить, что воздействие стресс-фактора не только оказывает 

влияние на стресс-реакцию организма, но и является причиной возникновения 

патологических процессов.  

Из экдистероидов наибольшее распространение у насекомых получили 20-

гидроксиэкдизон и экдизон. Наиболее полно изучено участие экдистероидов в 

регуляции линек, метаморфоза и репродукции (Truman, Riddiford, 2002). 

Уровень синтеза этих гормонов характеризуется строгой цикличностью: в 

период эмбриогенеза и в межлиночный период титр экдистероидов у личинок 

минимален, а за несколько часов до линьки происходит повышение титра этих 

гормонов. У куколки экдистероиды инициируют лизис тканей и развитие зачатков 

из крыловых дисков, у имаго – стимулируют развитие половых желез (Truman, 

Riddiford, 2002). 

Кроме того, экдистероиды насекомых выполняют  функцию, сходную  в 

некотором отношении с функцией глюкокортикоидов позвоночных животных. 

Эта функция заключается в способности индуцировать синтез определенных 

групп ферментов регулирующих стресс-реакцию, таких как микросомальные 

оксидазы (Perić – Mataruga et al. 1997). Экдистероиды изменяют метаболизм в 

сторону генерации мобильных форм углеводов, представляющих собой 

своеобразный фонд для пополнения энергии. 
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Ювенильный гормон 

Способность CA синтезировать и выделять ювенильный гормон (ЮГ) может 

управляться стимулирующими (аллатотропными) и угнетающими 

(аллатостатичными) нейропептидами, которые попадают в железы через 

гемолимфу или нервную систему. Из нервных тканей разных видов насекомых 

были выделены два аллатотропина (Tu et al., 2002; Elekonich, Horodyski, 2003). 

Для понимания воздействия на биосинтез ЮГ аллаторегуляторные пептиды были 

протестированы. В результате проведенных биотестов было идентифицировано 

несколько аллатотропных факторов, которые приводили к стимуляции CA (Gilbert 

et al., 2000; Kou, Chen, 2000; Tu et al., 2002; Elekonich, Horodyski, 2003). 

Аллатостатины - разнообразные по структуре пептиды, ингибирующие биосинтез 

ЮГ в CA многих насекомых (Hoffmann et al., 1999; Gilbert et al., 2000; Stay, 2000; 

Nassel, 2002). ЮГ - очень важная группа гормонов насекомых, которые 

регулируют развитие насекомого и участвуют в стресс-реакции. Этот гормон 

регулирует обмен веществ в организме насекомого, морфогенетические процессы, 

вителлогенез и управляет половым поведением имаго насекомых (Bellés et al., 

2005). ЮГ вызывает задержку метаморфоза и контролирует (совместно с 20-

гидроксиэкдизоном) диапаузу. Метаморфоз всегда проходит при пониженном 

титре ЮГ. Уровень синтеза ЮГ максимален на стадии личинки. Он имеет четко 

выраженную цикличность: увеличение титра ЮГ наблюдается в предлиночный 

период. Уровнем синтеза ЮГ управляет сложная система стимулирующих и 

ингибирующих сигналов, соотношения которых изменяются в зависимости от 

вида насекомого и жизненных условий. Нейросекреторный материал, 

содержащий аллатотропины и аллатостатины (которые обладают 

антагонистическими свойствами), выделяется через нервы, а также от НСН мозга 

в прилежащие тела. Особенностью регуляции титра ЮГ является то, что и синтез 

и уровень его метаболической инактивации гормона определяется специфескими 

ферментами (ЮГ-эстеразами и ЮГ-эпоксидгидролазами). Активность этих 

ферментов регулируется различными гормонами (дофамин, октопамин, 2--
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гидроксиэкдизон), а также факторами среды, такими как температурный и 

пищевой стрессы, циркадные ритмы (Cymborowski et al., 1982; Jones, 1985; 

Rauschenbach, 1987, 1995). Известно, что стресс вызывает дополнительные линьки 

у таракана Leucophaea maderae, так же как у G. mellonela и D. melanogaster. Этот 

эффект связан с нарушением работы CA, выражающемся в поддержании 

высокого уровня синтеза ЮГ (Mala et al., 1987). Воздействие патогенных 

микроорганизмов также может изменять уровень ЮГ. Например, у гусениц 

Spodoptera litura, зараженных бакуловирусом, регистрировали аномально 

высокий титр ЮГ (Subrahmanyam, Ramakrishnam, 1980). Механические 

повреждения и неподходящая пища также вызывают аллатотропную деятельность 

мозга у Lepidoptera (Perić-Mataruga et al., 2006). Температурный шок также 

изменяет активность аллатотропинов и секрецию ЮГ, вызывая дополнительные 

личиночные линьки. Вышеперечисленные факты доказывают, что механические 

повреждения часто вызывают более интенсивную или более длительную 

секрецию аллатотропинов и ЮГ из CA. Патологические последствия этого ответа 

очевидны и находят выражение в различных аномалиях развития. Известно, что 

увеличение активности CA и высокий титр ЮГ в условиях стресса часто 

вызывает формирование личиночной диапаузы у некоторых видов Lepidoptera 

(Perić-Mataruga et al., 2006). Повышение титра ЮГ, вызванное стрессом, является 

механизмом защиты, направленным на адаптацию к действию неблагоприятных 

факторов (Rauschenbach et al., 2001).  

Адипокинетические нейрогормоны 

Адипокинетические гормоны (АКГ) проявляют широкий диапазон эффектов 

(Milde et al., 1995). АКГ вызывают увеличение концентрации липидов в 

гемолимфе саранчи Locusta migratoria (адипокинетический эффект) и 

концентрации сахаров в гемолимфе тараканов (гипертрегалозный эффект). 

Кардиальные тела являются главным источником этих гормонов. Было показано, 

что иммунореактивность AKГ также присутствует во всей центральной нервной 

системе насекомых (Schooneveld et al., 1983; Goldsworthy et al., 1997). Также 
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известно, что AKГ после стресс-факторов может стимулировать двигательную 

активность (Orchard et al., 1993; Socha et al.,1999;). Введение вытяжки из 

кардиальных тел саранчи Locusta migratoria вызывают гиперлипемию 

(увеличение содержания липидов в гемолимфе) и изменение концентрации 

трегалозы в гемолимфе личинок Morimus funereus (Djordjević et al., 1999). 

Функция AKГ, главным образом, состоит в обеспечении насекомого энергией, 

особенно необходимой для работы мускулов крыла во время полета. При 

воздействии стресс-факторов снижение концентрации трегалозы в гемолимфе 

служит сигналом для секреции AKГ. Таким образом, метаболизм липидов тесно 

связан с метаболизмом углеводов, которым также управляют гормоны, 

секретируемые кардиальными телами. Увеличение синтеза гликогена и 

повышения концентрации трегалозы в гемолимфе - обычные процессы, 

происходящие в ответ на воздействия стресс-факторов (Socha et al., 1999). После 

того, как мускулы и другие органы получили дополнительное количество липидов 

и трегалозы, в которых они нуждались в стрессовых условиях, расходование 

запасов энергии прекращается. Кроме влияния на метаболизм липидов и 

углеводов было установлено стимулирующее действие АКГ на мотонейроны 

центральной нервной системы насекомых (Milde et al., 1995). Это может иметь 

большое значение для запуска или поддержания поведенческих реакций. 

Биогенные амины насекомых 

В центральной нервной системе и позвоночных и беспозвоночных животных, 

биогенные амины являются важнейшими нейроактивными молекулами (рис.1). 

Биогенные амины способны регулировать поведение насекомых, действуя как 

нейрогормоны, нейромедиаторы и нейротрансмиттеры (Unoki et al., 2005; Fuchs et 

al., 2014). Влияя на различные жизненные процессы насекомых, такие как 

питание, движение, откладку яиц, репродукцию и многие другие, биогенные 

амины служат незаменимыми составляющими организма насекомого (Unoki et al., 

2005). 
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Рис. 1. Биосинтез биогенных аминов у позвоночных и беспозвоночных 

животных. DBH- дофамин b-гидроксилаза, DDC- дофадекарбоксилаза, PNMT- 

фенилэтаноламин-N-метилтрансфераза, PO-фенолоксидаза, TDC-

тирозиндекарбоксилаза, TBH-тираминбетагидроксилаза, TPH-

триптофангидроксилаза (на основе статьи Fuchs et al, 2014). 

 Биогенные амины контролируют и регулируют различные жизненные 

процессы, включая циркадные ритмы, эндокринную секрецию, обучение и память 

(Hirashima, Eto, 1993). Они синтезируются в нейросекреторных нейронах (НСН) 

мозга насекомого и CC (Stevenson, Sporhase - Eichmann, 1995; Perić– Mataruga, 

1997). Можно выделить следующие биогенные амины насекомых: октопамин, 

допамин, тирамин, гистамин, серотонин (5-гидрокситриптамин) и норадреналин. 

Биогенные амины насекомых, такие как допамин, тирамин, октопамин, серотонин 

проявляют активность, связываясь с определенными мембранными белками, 

принадлежащими суперсемейству G (Blenau, Baumann, 2001). Из всех биогенных 

аминов, найденных в организме насекомых, октопамин является одним из 

наиболее изученных. Его присутствие было обнаружено в нервной и 

нейроэндокринной системах и гемолимфе саранчовых Locusta migratoria, 

Schistocerca gregaria и многих других насекомых (Evans, 1980; Hirashima, Eto, 
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1993). Эксперименты, проведенные на таракане Periplaneta americana показали, 

что различные стресс-факторы вызывают увеличение уровней глюкозы (Wilson, 

Rounds, 1972) и трегалозы (Mathews, Downer, 1973) в гемолимфе. При этом 

октопамин в гемолимфе насекомых может функционировать как нейрогормон, 

управляя углеводным и липидным метаболизмом (Downer et al., 1984). Показано, 

что биогенные амины ответственны за изменения в энергетическом метаболизме 

насекомых при воздействии стресс-факторов (Wilson, Rounds, 1972; Davenport, 

Evans, 1984). Те же авторы сообщили о таком же эффекте у P. americana в ответ 

на механические и тепловые стрессоры, а также при воздействии химических  

инсектицидов, приводящих к увеличению концентрации биогенных аминов. 

Также показано, что октопамин повышает уровень фагоцитоза in vitro и 

гранулообразование in vivo у P. americana (Diehl-Jones et al., 1996). Функция 

октопамина насекомых как нейрогормона, подразумевает увеличение притока 

свободной энергии к мускулам для увеличения двигательной активности (Orchard 

et al., 1993). Увеличение плотности популяции у таких насекомых как Mamestra 

brassicae (Lepidoptera) и Nauphoeta cinerea (Blattoptera) приводит к повышению 

концентрации октопамина в ганглиях центральной нервной системы (Kozanek et 

al., 1986). В стрессовых условиях (высокая или низкая температура, механические 

и химические стимулы, заболевания, обездвиживание, высокая плотность 

популяции и т.д.) уровни дофамина и октопамина увеличиваются у разных видов 

насекомых (Rauschenbach et al., 1993; Perić –Mataruga, 1997; Gruntenko et al., 2000; 

Hirashima et al., 2000). Например, уровень дофамина и октопамина чрезвычайно 

быстро (уже через 10 минут после влияния стресс- фактора) увеличивается в 

несколько раз (Woodring et al., 1989; Hirashima, Eto, 1993). Известно, что 

биогенные амины играют важную роль в регулировании энергетического 

метаболизма у насекомых. И октопамин, и дофамин контролируют превращение 

гликогена в трегалозу и ее секрецию в гемолимфу. Кроме того эти биогенные 

амины стимулируют окисление глюкозы и трегалозы и высвобождение липидов 

из жирового тела (Woodring et al., 1989). Показано, что биогенные амины 

контролируют секрецию АКГ и других гормонов (Passier et al., 1995). Изменения 
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уровней биогенных аминов, вызванные неблагоприятными условиями, а также их 

базовый уровень (при нормальных условиях), важны для адаптации насекомых в 

условиях стресса (Gruntenko et al., 2004).  

Дофамин 

Известно, что такие биогенные амины как дофамин (ДА), серотонин, 

октопамин играют важную роль в регуляции поведения и позвоночных и 

беспозвоночных животных. Являясь нейромедиаторами, нейромодуляторами и 

нейрогормонами, эти вещества участвуют в синаптической передаче и приводят к 

изменению электрической активности нейронов. Кроме того, они осуществляют 

модуляцию ионных каналов, синтеза белка, активности ферментов (Rojas, 2005; 

Sasaki et al., 2007; Farooqui, 2007).  

У насекомых ДА вовлечен в различные биологические процессы: 

формирование кутикулы, гонадотропную регуляцию, а также в иммунный ответ 

(Moreira et al., 2011). ДА является жизненно важной сигнальной молекулой, 

обладающей двойственным характером действия. Его двойственность 

заключается в коммуникации между нейроэндокринной и иммунной системой 

насекомых. В связи с этим, ДА является не только нейромедиатором и гормоном 

нейроэндокринной системы, но и иммуномодулятором  иммунной системы 

(Unoki, 2005; Zhou et al., 2011). ДА - ключевой компонент процессов 

кутикулярной склеротизации и меланизации (Noguchi et al., 1995; Kim et al., 2000; 

Theopold et al., 2004; Nappi, Christensen, 2005; Алексеев и др., 2008; Watanabe et 

al., 2013). Кроме того, ДА способен влиять на синтез других гормонов, таких как 

экдистероиды и ювенильный гормон (Jackson, Westlind-Danielsson, 1994; Yellman 

et al., 1997; Pendleton et al., 2002; Богомолова и др., 2009). Было показано, что ДА 

способен влиять на такие поведенческие механизмы как репродуктивная и 

двигательная активность Drosophila (Neckameyer et al., 2000; Pendleton et al., 2000; 

Neckameyer et al.,2001; Pendleton et al., 2002; Kume et al., 2005). Экологические 

стресс-факторы также вызывают увеличение уровня ДА у насекомых (Hirashima 

et al., 2000; Neckameyer, Weinstein, 2005). Такое увеличение является 
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неспецифической стресс-реакцией, направленной на адаптацию насекомых к 

изменяющимся условиям окружающей среды (Gruntenko et al., 2004). Например, в 

работе Раушенбах И. Ю. с соавторами показано, что повышение уровня ДА 

приводит к резкому снижению активности специфических ЮГ-эстераз, что в 

свою очередь приводит к повышению уровня ЮГ у самок Drosophila во время 

оогенеза (Gruntenko et al., 2000). Это в свою очередь вызывает задержку откладки 

яиц, что позволяет насекомому приспособиться к окружающей среде и отсрочить 

размножение до тех пор, пока окружающая среда не станет более благоприятной 

(Rauchenbach et al., 1996; Gruntenko et al., 2004). Показано, что уровень ДА 

насекомого может изменяться от кратковременного теплового стресса, таким 

образом увеличение его уровня можно трактовать как стресс-реакцию на 

стрессовое воздействие (Rauschenbach et al.,1993; Hirashima et al., 2000; 

Rauschenbach et al.,2001). С экологической точки зрения этот факт очень важен, 

потому что индукция ДА приводит к увеличению двигательной активности. Это в 

свою очередь позволяет спроецировать полученные данные на поведение 

насекомых в природе в ответ на температурные изменения окружающей среды. 

Другие стрессоры, такие как инфекции различной природы, также вызывают 

повышение уровня ДА (Алексеев и др., 2007; Noguchi et al., 1995). Паразитарная 

инфекция Anopheles gambia, вызванная Plasmodium falciparum влияет на 

активность питания и поведение комаров, что приводит к увеличению уровня 

передачи инфекции (Koella et al., 1998; Andersen et al., 1999). Это доказывает 

способность  паразитов управлять поведением их хозяев (Levri, 1999; Koella et al., 

2002). Таким образом, дофамин, увеличивая двигательную активность комаров, 

может косвенно влиять на скорость передачи Plasmodium falciparum. В ряде работ 

показано, что ДА является одним из ключевых гормонов, регулирующих 

репродуктивный статус пчел (Brandes et al., 1990; Harano et al., 2008). Уровень ДА 

в мозге пчелиных маток намного выше, чем у рабочих пчел. Изменение 

репродуктивного статуса рабочих пчел (при смене матки) коррелирует с резким 

повышением уровня ДА в мозге (Harris, Woodring, 1995; Sasaki, Nagao, 2001). 
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Подводя итог всему вышесказанному, можно сказать, что дофамин в организме 

насекомого выполняет ряд жизненно важных функций (рис.2). 

 

Рис. 2. Основные функции дофамина в организме насекомых. 

1.1.2.Кутикула 

 

Патогены способны проникать в организм насекомого через наружные 

покровы, эпителий трахей, кишечник. Первым защитным барьером на пути 

большинства патогенов является экзоскелет насекомых (Lowenberger, 2001; Tzou 

et al., 2002; Wilson, 2005;). Кутикула структурно и химически является барьером, 

препятствующим или замедляющим проникновение патогенов в гемоцель 

(Kavanagh, Reeves, 2004). Кутикула насекомых состоит из двух основных слоев: 

прокутикула и эпикутикула (Щербакова, 2008). Внутренний слой прокутикулы 

содержит воду в связанном состоянии и состоит из белков, связанных с хитином. 

Наружний слой эпикутикулы не содержит хитина (Тыщенко, 1986; Siva-Jothy et 

al., 2005). Он покрыт восковым слоем, содержащим липиды, жирные кислоты и 

стерины. Кутикула состоит из хитиновых фибрилл, встроенных в белковый 

матрикс (Feldhaar, Gross, 2008). В кутикуле образуются меланиновые гранулы, а 

за механические свойства отвечает склеротин. Они могут влиять на 

проникновение патогенов в организм насекомого. В первую очередь это 
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относится к энтомопатогенным грибам. Мощная и склеротизированная кутикула 

делает насекомых более устойчивыми к энтомопатогенным грибам, так как 

основной путь их проникновения - преодоление внешних покровов насекомого. 

Кроме того, существует зависимость восприимчивости насекомых к патогенам от 

возраста насекомого. Старшие возраста менее восприимчивы, чем младшие 

(James et al., 2003). Кроме того, устойчивость насекомых к патогенам в большой 

степени зависит от свойств эпикутикулы, так как первым этапом проникновения 

гриба является адгезия конидий на поверхности насекомого (Ment et al., 2010). 

Повреждение кутикулы активирует иммунный ответ, в результате чего 

происходит подавление или полная элиминация патогена (Hajek, St. Leger, 1994). 

1.1.3. Пищеварительная система 

Ввиду того, что внутри кишечника созданы благоприятные условия для 

развития инфекции, круг патогенов, способных проникать через эпителий 

кишечника намного шире, чем патогенов, способных преодолеть кутикулярный 

барьер. К таким патогенам относятся бактерии, жгутиконосцы, грегарины, 

кокцидии и т.д. Наличие хитиновой интимы, выстилающей передний отдел 

кишечника, является прочным барьером на пути проникающих патогенов 

(Kuraishi et al., 2011). В связи с этим, основное число патогенов проникает внутрь 

насекомого через средний кишечник, лишенный такой выстилки (Глупов и др., 

2001). Несмотря на отсутствие хитина в среднем кишечнике, не менее важное 

значение в функционировании этого отдела имеет перитрофическая мембрана 

(перитрофический матрикс, ПМ). Впервые ПМ насекомых был описан Е. 

Бальбиани в 1890 году как "мембраноподобный мешок, окружающий пищу в 

полости желудка" (Глупов и др., 2001; Григорьева, Амосова, 2004). У одного и 

того же насекомого при прохождении разных стадий жизненного цикла форма 

ПМ может меняться. Некоторые ПМ представлены постоянно, в то время как 

другие вызваны приемом пищи. Примером может служить появление ПМ у самок 

комаров после приема порции крови (Tellam, 1996; Kato et al., 2006). ПМ состоит 

из белков, гликопротеинов  и  хитиновых  микрофибрил,  погруженных  в 
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протеогликановый матрикс. Такой состав позволяет считать ПМ механическим 

барьером, защищающим клетки эпителия от повреждений и возбудителей 

инфекции (Shi et al., 2004; Plymale et al., 2008;). Также показано участие ПМ в 

детоксикации токсинов энтомопатогенов, свободных радикалов и аллелохемиков 

растительного происхождения. Было показано, что танины связываются ПМ и 

полностью выводятся из организма Schistocerca gregaria, что позволяет избежать 

негативного влияния этих соединений на организм насекомого (Bernays, 

Chamberlain, 1980; Bernays, 1981). Различные ферменты, вырабатываемые в 

кишечнике также способны выполнять роль своеобразного барьера, разрушая 

клетки микроорганизмов и их метаболиты (Zdybicka-Barabas et al., 2012). Кроме 

того, эпителиальные клетки кишечника способны продуцировать ряд 

антимикробных пептидов, оказывающих губительное действие на бактериальные 

и грибные микроорганизмы (Wojda, Jakubowicz, 2007; Mak et al., 2010). Известны 

также работы, в которых показано, что гормоны, вырабатываемые клетками 

кишечника, влияют на развитие паразитов и болезнетворных организмов, 

переносчиками которых являются насекомые (Sehnal, Zitiian, 1996). Огромное 

влияние на развитие патогенов различной природы оказывает кишечная флора. 

Представители флоры кишечника насекомых либо непосредственно проявляют 

антагонистическое действие на микроорганизмы, либо способны разрушать 

токсины бактерий, синтезируя ферменты (Глупов и др., 2001).  

Важное значение в процессе пищеварения играет антиперистальтика 

кишечника. При антиперистальтических движениях пищевая масса продвигается 

в обратном направлении. Антиперистальтические движения служат в основном 

для перемешивания пищи во время ее переваривания (Lehane, 1997). Кроме того, 

возвращение пищи из задней кишки в среднюю имеет важное функциональное 

значение. Примером может служить пищеварение термитов: переваривание 

клетчатки у них осуществляется симбиотическими простейшими, которые 

находятся в задней кишке. Благодаря антиперистальтике у термитов 
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переваривание клетчатки происходит в задней кишке, а всасывание в средней 

(Тыщенко, 1986). 

Таким образом, можно сказать, что кишечник является надежным барьером 

на пути проникновения патогенов. Благодаря выработке антибактериальных, 

фунгицидных белков, ферментов и компонентов антиоксидантной системы 

становится возможным эффективное сдерживание и подавление инфекции. 

1.1.4. Иммунная система 

 

Иммунный ответ делят на клеточный и гуморальный. Однако, данное 

разделение условно, в связи с тем, что эти реакции тесно взаимосвязаны. Прежде 

всего, такое разделение служит для удобства понимания. Мы также будем 

придерживаться этого условного разделения. 

1.1.4.1. Клеточный иммунитет 

 

Фагоцитоз 

Фагоцитоз - эволюционно сохранившийся процесс, присущий всем 

эукариотам (Yutin et al. 2009). Процесс фагоцитоза присущ как гемоцитам 

насекомых, так лейкоцитам млекопитающих (Berger, Jurčová, 2012). Участие в 

фагоцитозе у насекомых в большинстве случаев принимают плазматоциты и 

гранулоциты (Kedra, Bogus, 2006; Giglio et al., 2008; Brivio et al., 2010) . Фагоцитоз 

является первым механизмом защиты насекомого от проникающих в гемоцель 

патогенов. Фагоцитозу подвергаются объекты, не привышающие размера самих 

гемоцитов. Могут фагоцитироваться также различные инертные частицы, такие 

как латексные шарики и частицы туши.  

Фагоцитоз это многоступенчатый процесс, состоящий из нескольких стадий: 

распознавания, прикрепления, формирования псевдоподий, поглощения 

чужеродного объекта  и формирования фагосомы (Gillespie et al., 1997; Stuart, 
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Ezekowitz, 2008). Необходимым условием прохождения процесса фагоцитоза 

является наличие ионов кальция (Kryukova et al., 2013). 

Первый этап - хемотаксис и распознавание чужеродного объекта является 

важнейшим для формирования иммунного ответа. Этот этап происходит 

благодаря взаимодействию паттерн-распознающих рецепторов на поверхности 

гемоцитов с различными составляющими клеточных стенок патогенов, такими 

как β-1,3 гликаны, липополисахариды и пептидогликаны. К патттерн-

распознающим рецепторам относят иммуноглобулин-подобные белки, 

интегрины, коллагены, пероксинектины и ламинины, агглютинины, LPS-

связывающие белки, β-1,3 гликан связывающие белки (Johansson, 1999; Gupta, 

2001a; Lavine, Strand, 2002, 2003; Brivio et al., 2010). 

После распознавания патогена/объекта происходит перестройка цитоскелета 

гемоцита, образование псевдоподий, поглощение чужеродного объекта и 

формирование фагосомы. Затем внутри фагосомы происходит разрушение 

захваченного объекта с помощью гидролитических  ферментов, а также 

активированных кислородных метаболитов и оксида азота (Ratcliffe, 1985; 

Semenova et al., 2014). 

Инкапсуляция и гранулообразование 

Одними из основных механизмов клеточного иммунного ответа являются 

грануло- и капсулообразование. Образование гранул может происходить когда 

необходима элиминация небольших объектов при их большом количестве 

(латекс, бактерии). В этом случае происходит группировка большого количества 

гемоцитов, элиминирующих значительное количество чужеродных объектов 

(Nappi et al., 2009; Rosales, 2011). Вначале гемоциты окружают их, формируя 

совместно с ними агрегаты, которые постепенно увеличиваются за счет 

дополнительного присоединения гемоцитов. Образование гранулы завершается 

после формирования плотно прилегающих слоев гемоцитов вокруг чужеродных 

объектов.  В большинстве случаев образовавшиеся гранулы меланизируются, что 
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позволяет эффективно изолировать проникший объект (Nappi et al., 2009; Rosales, 

2011).  

Формирование капсулы происходит в том случае, если чужеродный объект 

значительно превышает размеры гемоцитов (простейшие, яйца и личинки 

паразитоидов, нематоды). В процессе инкапсуляции, как правило, участвуют два 

типа гемоцитов: плазматоциты и гранулоциты (Ratcliffe, Gagen, 1977; Kavanagh, 

Reeves, 2004).  

Гемоциты формируют капсулу вокруг чужеродного объекта, образуя много 

слоев клеток. Затем капсула, как правило, меланизируется, а инкапсулированный 

организм погибает от цитотоксических продуктов или асфиксии (Lavine, Strand, 

2002; Feldhaar, Gross, 2008; Rosales, 2011). Капсула образуется в течение 2 - 24 

часов, но полностью завершенной её можно считать лишь через 72 часа. В 

результате, в центре капсулы находится чужеродный объект, окруженный 

разрушенными гранулоцитами, эумеланином и белками. Средний слой состоит из 

частично разрушенных сильно уплощенных плазматоцитов, а внешний слой 

составляют свободно прикрепленные  плазматоциты (Lavine, Strand, 2002). 

Сформированные капсулы и гранулы выполняют не только роль 

механического барьера, препятствующего дальнейшему развитию патогена, но и 

способны ограничивать распространение патогена в организме хозяина  благодаря 

содержащимся внутри капсулы свободнорадикальным соединениям, 

образующиеся в процессе меланизации (Глупов и др., 2001; Глупов и др., 2009). 

1.1.4.2. Гуморальный иммунитет 

 

Коагуляция 

В случае нарушения целостности покровов насекомого наступает опасность 

потери гемолимфы, а также проникновения патогенных микроорганизмов в 

полость тела. Для предотвращения этих последствий активируется процесс 

коагуляции, направленный на "запечатывание раны"  (Theopold et al., 2002). 
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Процесс коагуляции наиболее хорошо изучен у мечехвостов Limulus polyphemus 

L. и Tachypleus tridentatus.У этих видов процесс коагуляции представляет собой 

взаимодействие двух составляющих: системы коагуляции и каскада, 

активирующего профенолоксидазу. Каскад, активирующий проФО включает в 

себя распознавание микроорганизмов с помощью специализированных паттерн-

распознающих белков и последующую активацию трех сериновых протеаз, 

приводящую к образованию из неактивной проФО активной фенолоксидазы (ФО) 

(Iwanaga et al., 1998; Li et al., 2002 ). В процессе коагуляции также принимают 

участие коагулирущий белок коагулоген, преобразующийся в коагулин и 

клеточные компоненты – гранулоциты (Gupta, 2001b). У насекомых найдено два 

вида коагулогенов: плазменный - синтезируемый жировым телом и клеточный - 

гемоцитин, содержащийся в гранулах гранулоцитов (Barwig, Bohn, 1980).  

После запуска процесса коагуляции в гранулоцитах происходит 

формирование вакуолей, радиальное расширение цитоплазматических пузырьков, 

набухание ядер и выброс цитоплазматического и ядерного материала из клеток. 

Затем плазменный и гемоцитарный коагулогены формируют перекрестно-

связанный сгусток. Необходимыми компонентами процесса коагуляции у 

насекомых являются ионы кальция и активный Н-фактор, который секретируется 

гемоцитами. Они также необходимы для активации фенолоксидазы. В результате 

происходит лизис гранулоцитов и активация сериновых протеаз, следствием чего 

является запуск фенолоксидазного каскада (Gupta, 2001b; Kryukova et al., 2013). 

Антимикробные пептиды и белки 

В ответ на воздействие патогенов организм насекомых способен 

секретировать различные антимикробные пептиды и белки.  

В большинстве своем антимикробные пептиды/белки представляют собой 

молекулы небольшого размера, проявляющие широкий спектр активности, 

направленной против бактерий и грибов. Синтез антимикробных пептидов - 

признак высших отрядов насекомых с полным превращением: Lepidoptera, 
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Diptera, Hymenoptera и Coleoptera и некоторых видов с неполным превращением, 

относящихся к отряду Hemiptera. Процесс синтеза антимикробных пептидов по-

видимому отсутствует у многих древних насекомых, относящихся к 

прямокрылым и тараканообразным, у которых преобладают такие защитные 

механизмы как фагоцитоз и инкапсуляция (Hoffman et al., 1996). Синтез этих 

соединений происходит в основном в клетках жирового тела, но также они могут 

синтезироваться клетками гемолимфы и перикардиальными клетками (Глупов и 

др., 2001; Kurata, 2006). Было показано, что такие антимикробные белки как 

лизоцим и дефензины также могут синтезироваться клетками кишечника и 

слюнных желез. У некоторых насекомых антимикробные белки способны 

синтезироваться клетками половых путей самцов и самок (Hoffman et al., 1996). 

Насекомые способны синтезировать уникальный набор антимикробных пептидов, 

обладающих специфичностью к определенным группам микоорганизмов 

(грамположительные, грамотрицательные бактерии и грибы).  

Механизм действия антимикробных пептидов и белков различен. Некоторые 

антибактериальные белки, например лизоцим, гидролизуют гликозидную связь 

между N-ацетилглюкозамином и N-ацетил-мурамовой кислотой, входящими в 

состав бактериальных клеток. Дефензины и цекропины блокируют генерацию 

АТФ (Bulet et al., 1999; Глупов и др.,  2001). Цекропины выделены из 

чешуекрылых и двукрылых насекомых и проявляют активность против 

грамположительных и грамотрицательных бактерий. Дефензины широко 

распространены среди насекомых и действуют только на грамположительные 

бактерии (Hoffmann, 1995). 

Профенолоксидазная система 

Одним из важнейших механизмов защиты беспозвоночных, а в частности 

насекомых, является меланизация патогенов и поврежденных тканей. Процесс 

меланизации контролируется особым ферментом – фенолоксидазой (ФО). 

Фенолоксидаза – это медьсодержащий фермент, относящийся к классу 

оксиредуктаз. В организме насекомых фенолоксидаза локализована в кутикуле, 
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гемолимфе в виде неактивных проферментов (Глупов и др., 2001). Активация ФО 

у насекомых происходит под воздействии ферментативного каскада – 

профенолоксидазного каскада. Запуск этого каскада происходит в ответ на 

различные факторы, в частности на проникновение патогенов. Происходит 

активация сериновых протеаз, которые действуют на профенолоксидазу. 

Активация сериновых протеаз происходит при повреждении кутикулы, контакте 

гемолимфы с чужеродными агентами, при взаимодействии с компонентами 

клеточных стенок микроорганизмов. После активации ФО принимает участие в 

образовании меланина (Söderhäll, Cerenius, 1998; Глупов и др., 2001; Satyavathi et 

al., 2014). Роль фенолоксидазы в меланогенезе состоит в преобразовании фенолов 

до хинонов, которые впоследствии полимеризуются и формируют меланин. 

(González-Santoyo, Cordoba-Aguilar, 2012). По своей структуре меланин является 

индолил-хиноном. Меланин - сложный полимер, обладающий высокой 

механической устойчивостью (Söderhall, Ajaxon, 1982). Образование меланина - 

это сложный, многоэтапный процесс, который начинается с активации ФО. Под 

действием ФО происходит гидроксилирование тирозина в 

дигидроксифенилаланин (ДОФА) (рис. 3). Затем ДОФА окисляется до ДОФА-

хинона также под действием ФО. Следующим этапом в образовании меланина 

является  внутримолекулярная циклизация и индолизация  ДОФА-хинона в 

формы лейко-ДОФА-хрома, ДОФА-хрома, 5,6-дигидрооксииндола и индолил – 

5,6 – хинона и эумеланина. Из ДОФА-хрома в присутствии двухвалентных ионов 

металлов образуется 5,6-дигидрооксииндол-2-уксусная кислота. Далее под 

действием пероксидаз и ФО индолы окисляются до хинонов с последующей 

полимеризацией и образованием эумеланина. Кроме того, в случае включения в 

данный каскад реакций дофадекарбоксилазы, из ДОФА может образовываться 

дофамин, являющийся предшественником дигидроксииндола и эумеланина. 

Дофамин может ацетелироваться N-ацетилтрансферазой, в результате чего 

образуется N-ацетилдофамин, переходящий в N-ацетилдофаминхинон, который 

полимеризуется с образованием склеротина (Глупов и др., 2001). 
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Рис.3 Схема катаболизма тирозина и образования меланотической капсулы 

(гранулы): ФО–фенолоксидаза; ДДК–ДОФА-декарбоксилаза; NAT–N-

ацетилтрансфераза; ДХК – ДОФА-хинонкарбоксилаза (на основе Nappi et al., 

2009). 

Кроме активаторов проФО каскада, существуют и его ингибиторы. Так как 

промежуточные звенья проФО каскада являются токсичными для самого 
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насекомого, а отсутствие его ингибиторов  влечет за собой опасность 

меланизации всей гемолимфы, необходимо контролировать активацию и 

активность ФО. Благодаря тому, что ФО в организме насекомого находится в виде 

профермента, этот контроль частично осуществляется ингибиторами сериновых 

протеиназ (Cerenius, Soderhall, 2004). Примером таких ингибиторов может 

служить гетеродимерный белок с уникальной структурой, выделенный из речного 

рака Pacifastacus leniusculus. Кроме обеспечения пигментации, меланин также 

вовлечен в три важных физиологических процесса: иммунные реакции, 

заживление ран и склеротизацию кутикулы (Sugumaran, 2002). 

При инкапсуляции и меланизации происходит не только заживление раны, 

нанесенной проникшим объектом, но и прекращение роста и распространения 

патогена. Данные механизмы защиты не только помогают насекомому в 

репарационных процессах, но и способствуют элиминации патогенов благодаря 

продукции токсичных промежуточных звеньев меланизации - активированных 

кислородных метаболитов (Nappi, Ottaviani, 2000 ). 

1.1.4.3. Детоксицирующая система 

 

Работа детоксицирующей системы насекомых направлена на преобразование 

эндогенных и экзогенных токсичных веществ в менее ядовитые (Li et al., 2007). 

Несомненно, к таким веществам относятся химические инсектициды. Реакции 

детоксикации подразделяются на Фазу 1 и Фазу 2. Данная классификация 

основана на способе действия на токсичные вещества. Реакции Фазы 1 включают 

окислительные, восстановительные и гидролитические реакции. Реакции фазы 2 – 

это процессы ферментативной конъюгации, в результате которой образуются 

конъюгаты с продуктами фазы 1. При этом, как правило, происходит 

существенное снижение токсичности и повышение гидрофильности, после чего 

эти метаболиты выводятся из организма (Mamidala et al., 2011). У насекомых 

описано 3 основные группы ферментов, участвующих в инактивации токсических 

веществ: цитохром P450-зависимые монооксигеназы (участвуют в окислительных 
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реакциях Фазы 1), эстеразы (участвуют в гидролизе Фазы 1), глутатион-S-

трансферазы (ГСТ) (участвуют в реакциях Фазы 2) (Mamidala et al., 2011).  

Ферменты детоксицирующей системы играют огромную роль в 

формировании устройчивости к химическим инсектицидам, а также в иммунных 

реакциях насекомых (Perry et al., 1998; Mamidala et al., 2011). 

1.2. Энтомопатогенные микроорганизмы 

1.2.1. Энтомопатогенные бактерии Bacillusthuringiensis 

 

Бактерии Bacillus thuringiensis (Bt) относятся к семейству Bacillaceae и роду 

Bacillus. Это аэробные или факультативно-анаэробные грамположительные 

бактерии, в конце вегетативного роста образующие споры. Bt - наиболее 

распространенный вид энтомопатогенных бактерий, широко используемый в 

качестве препаратов для биологического контроля растительноядных и 

кровососущих насекомых. В отличие от других видов рода Bacillus эта бактерия 

образует кристаллы. Впервые она была выделена Луи Пастером из гусениц 

тутового шелкопряда в конце  19 века, а идентифицирована Берлинером в 1911 

году (Кандыбин, 1989; Ohba, 2011) 

Бактерии Bacillus thuringiensis отличаются от других родственных видов 

формированием  кристалических параспоральных включений (дельта-

эндотоксинов) в течение споруляции (Logan, 2012). Токсичность отдельных 

штаммов Bt обусловлена активностью этих токсинов. Кристаллические 

эндотоксины образуется одновременно со спорой и имеют белковую природу. 

Они нерастворимы в воде (pH≤9) и органических растворителях, для их 

растворения требуется щелочная среда. 

Дельта-эндотоксины разделяются на 2 основные группы: Cry 

(кристаллический) и Cyt (цитолитические) (Pietrantonio, Gill, 1996; Székács, 

Darvas, 2012). На сегодняшний день известно более 120 различных типов Cry 

белков и еще больше их разновидностей, хотя изначально Cry белки 
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классифицировали в соответствии с их специфичностью по отношению к 

отрядам насекомых: CryΙ – против Lepidoptera, CryΙΙ – против Diptera, CryΙΙΙ – 

против Coleoptera. Позднее эта классификация была признана непригодной. 

Новая классификация базируется на гомологии последовательностей 

аминокислот. Все CryΙ белки по новой классификации также проявляют 

активность преимущественно противLepidoptera, а CryΙΙΙ белки - против 

Coleoptera (Maagd, 2015). 

Патогенность Bt в значительной степени обусловлена кишечной 

токсичностью Cry-токсинов. Было показано, что кристалл может содержать 

один или несколько Cry токсинов (Schnepf et al., 1998). Во время споруляции Bt 

синтезирует кристаллы нескольких морфотипов, форма которых зависит от 

составляющих их протоксинов. Морфотипы кристаллов, в большинстве случаев 

найденные в окружающей среде, имеют следующие формы: бипирамидальную  

(ромбоидальную), сферическую (круглую), кубовидную/прямоугольную и 

неправильную. Бипирамидальные кристаллы содержат протоксины Cry1, 

квадратные - Cry2, прямоугольные - Cry3A, сферические Cry4A и Cry4B, 

ромбовидные Cry11A, кристаллы неправильной формы Cry3B (Schnepf et al., 

1998;Wasano et al., 2000; Shisa et al., 2006). Было показано, что бактерии, 

производящие бипирамидальные кристаллы, встречаются как в почве, так и на 

поверхности листьев. Реже встречаются кристаллы сферические и 

неправильной формы (Bernhard et al., 1997; Hansen et al., 1998; Maduell et al., 

2002; Armengol et al., 2007).  

Механизм действия на организм насекомого 

Энтомоцидность бактерии Bt обусловлена ее способностью продуцировать в 

течение жизнедеятельности и спорообразования ряд токсинов и других 

метаболитов. А. Хемпел в 1967 году классифицировал токсины Bt: α-экзотоксин, 

β-экзотоксин, γ-экзотоксин, δ-эндотоксин. Кроме того, инсектицидное действие Bt 

также связано с некоторыми другими продуктами вегетативной клетки и споры, 

такими как VIP белки (VegetativeInsecticidalProteins) (Ohba, 2011).При попадании 
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в кишечник насекомого происходит активация токсина в результате его 

ограниченного протеолиза. Первый этап: растворение кристалла Bt в кишечнике 

насекомого, зависящее от pH. Кристаллы δ-эндотоксина растворяются в щелочной 

среде кишечника насекомого. Активация токсина сопровождается образованием 

нескольких активных единиц - Cry-токсинов. В ряде случаев может 

образовываться только Cry-токсин в зависимости от состава токсина. 

Активированный токсин легко проникает через перитрофическую мембрану 

благодаря своему низкому молекулярному весу 60-70 kDa. Затем происходит 

связывание токсина с рецептором на поверхности эпителиальной клетки. Такими 

рецепторами могут быть аминопептидаза N и щелочная фосфатаза, а также 

кадеринподобный рецептор и металопротеиназа ADAM (Zhang, Lovgren, 1995; 

Pietrantonio, Gill, 1996). После связывания токсина с рецепторами происходит 

внедрение его доменов в мембрану эпителиальной клетки. Анализ Cry-токсина 

выявил наличие у него трех доменов: домен I состоит из семи альфа-спиралей, 

домен II состоит из антипараллельных бета-структур, которые заканчиваются 

выступающими петлями, домен III - сэндвич из двух бета-структур (Бурцева и др, 

2001). 

В результате действия токсина образуются литические поры и ионные 

каналы, что неизбежно ведет к притоку воды и ионов в клетку. Клетки эпителия 

набухают и становятся рыхлыми. В первую очередь поражаются столбчатые 

клетки. В стенках столбчатых и бокаловидных клеток образуются трещины, 

клетки сморщиваются, а затем разрываются в апикальной области. Содержимое 

кишечника попадает в гемолимфу, меняется рН гемолимфы. Бактерии из 

кишечника проникают в гемолимфу, где усиленно размножаются, вызывая 

септицемию. Пораженные насекомые становятся вялыми, малоподвижными, 

прекращают питаться, у некоторых начинается рвота, понос, замедляется рост и 

развитие. Насекомые, получившие летальную дозу патогена, гибнут через разные 

сроки - от 2 до 15 суток в зависимости от дозы и восприимчивости особи 

(Кандыбин, 1989; Бурцева и др., 2001). 
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1.2.2. Энтомопатогенные грибы Metarhizium robertsii и Beauveria bassiana 

 

Энтомопатогенные грибы широко распространены в наземных экосистемах и 

вызывают энзоотии и эпизоотии в популяциях насекомых. В мире насчитывается 

более 2000 видов энтомопаразитических грибов среди которых ведущее место по 

числу представителей  занимает отдел Ascomycota. Многие виды грибов активно 

изучаются и используются во многих странах мира для регуляции численности 

насекомых вредителей. Их несомненное преимущество перед другими агентами 

биологического контроля состоит в том, что данные патогены обладают 

контактным действием, что позволяет использовать их против сосущих и 

почвенных вредителей. Также можно успешно применять препараты на основе 

энтомопатогенных грибов в закрытом грунте, где условия для развития грибов 

наиболее благоприятны. Наиболее широко и успешно для производства 

биопрепаратов против насекомых-фитофагов используются грибы 

преимущественно из двух родов: Metarhizium (сем. Clavicipitaceae s.s)и Beauveria 

(сем. Cordycipitaceae), относящихся к порядку Hyphocreales, отдела Ascomycota. 

Основные особенности биологии грибов 

Энтомопатогенные  грибы Metarhizium robertsii J.F. Bisch., Rehner&Humber 

(ранее M. anisopliae (Metsch.) Sorokin и Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) 

Vuill.являются космополитами, встречаясь в различных экосистемах от 

умеренных до тропических и экваториальных поясов. Данные грибы 

предпочитают лесные и луговые биоценозы и могут встречаться в агроценозах 

(Meyling, Eilenberg, 2007). Оптимальными для развития грибаMetarhizium robertsii 

является температура 28-30ºС, а лимиты роста для большинства культур 8 и 38ºС 

(Штейнхауз, 1952; Bidochka et al., 2001). Температура около 50°С губительна для 

гриба: пятиминутное выдерживание при данной температуре убивает 

большинство конидий, также губительно влияют на споры солнечные лучи 

(Вейзер, 1972 ). M.robertsii поражает насекомых самых разных отрядов, а также 

клещей. 
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Оптимальной для развития гриба Beauveria bassiana (B. bassiana) является 

температура 20-26ºС. Температурные лимиты роста для B. bassiana 5 и 36ºС. Этот 

патоген поражает самые разные отряды насекомых-хозяев: Lepidoptera, 

Hymenoptera, Coleoptera, Diptera, Orthoptera и др. (Lopez-Perez et al., 2014). 

Пораженные насекомые покрываются белым мучнистым или ватообразным 

мицелием. Заражению подвержены насекомые почти на всех фазах развития. К 

числу хозяев  В. bassiana относятся такие экономически значимые виды как 

озимая совка Agriotis segetum, луговой мотылек Loxostege sticticalis, кукурузный 

мотылек Ostrinia nubilalis, вредная черепашка Eurygaster integriceps, колорадский 

жук Leptinotarsa decemlineata, белокрылки (Штерншис и др., 2004). 

Жизненный цикл энтомопатогенных грибов M. robertsii и B. bassiana 

состоит из 3 основных стадий (Vega et al., 2009).  

1. Биотрофная стадия. Включает в себя прикрепление конидий к внешним 

покровам насекомого, последующее проникновение в полость тела с постепенной 

колонизацией тканей и органов. Окончание этой стадии - смерть насекомого. 

После этого внутри насекомого формируется плотное сплетение гиф - склероций. 

2. Некротрофная стадия. Началом этой стадии является обратный рост гиф 

через кутикулу погибшего хозяина, что приводит к формированию следующего 

поколения конидий. 

3. Покоящаяся стадия. После завершения нектротрофной стадии конидии 

попадают во внешнюю среду, где гриб способен сохраняться до следующего 

контакта с хозяином. Корме того согласно последним исследованиям эти грибы 

способны развиваться в ризосфере и внутренних тканях растений (Ownley et al., 

2010; Behie et al., 2012, 2015). 
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Пути проникновения грибов в организм насекомых и их дальнейшее развитие 

в полости тела хозяев 

Заражение насекомых энтомопатогенными аскомицетами происходит 

различными путями. Проникновение грибов возможно через наружные покровы, 

поровые канальца в кутикуле, склериты, межсегментные участки, кишечник, а 

также через дыхальца или половое отверстие (Вейзер, 1972; Борисов и др., 2001; 

Butt et al., 2013).  

В самом начале происходит образование  гидрофобных связей между 

кутикулярными липидами и клеточной оболочкой гриба, в результате чего 

происходит  закрепление спор (Goettel, 1988). Также важную роль в закреплении 

патогена на поверхности насекомого играют микроворсинки, щетинки, 

неровности и выросты кутикулы (Борисов и др., 2001). После закрепления спор 

гриба на насекомом,  происходит их развитие на поверхности покровов (рис. 4). 

На этом этапе большое значение имеет высокая относительная влажность, 

необходимая для прорастания споры и дальнейшего развития гриба. Спора 

прорастает  ростковой трубкой, а в месте соприкосновения с кутикулой 

начинается образование апрессория. Апрессорий по своей сути представляет 

своеобразную совокупность физической силы и литических ферментов, 

значительно упрощающую проникновение патогена нутрь насекомого (Hajek, 

Leger 1994; Valero-Jiménez et al., 2014). После этого апрессорий делится.  

 

 



43 
 

 

Рис. 4. Процесс инфицирования личинок щелкунов энтомопатогенным 

грибом Metarhizim anisopliae (по Hajek, St.Leger, 1994, цит. по Борисов и др., 

2001). Эп – эпикутикула; Гд – гиподерма; БМ – базальная мембрана;                  Л – 

ламеллы прокутикулы; Г – гемолимфа; К – конидия; РТ – ростковая трубка; А – 

апрессорий; ПП – проникающая плата; ГТ1 и ГТ2 – гифальные тела первого и 

второго порядка; ЗГТ – звездообразные гифальные тела в гемолимфе.  

Для дальнейшего проникновения через более глубокие слои кутикулы 

энтомопатогенные грибы синтезируют ряд ферментов. Под действием ферментов 

в эпикутикуле формируются полости, в которые проникает прорастающая из 

апрессория трубка. После достижения прокутикулы проникающая трубка 

разрастается параллельно ламеллам, образуя проникающую плату, из которой 

ответвляются отростки – гифальные тела. Из гидролитических ферментов в 

литературе в основном описаны липазы, протеазы и хитиназы (Fan et al., 2007; 

Khachatourians, Qazi, 2008). В начале происходит деградация кутикулярных 

белков под воздействием протеаз, в результате чего происходит высвобождение 

хитина. Параллельно происходит индукция активности хитобиаз и хитозаназ 

гриба, которые гидролизуют хитин до N-ацетилглюкозамина. Далее происходит 

индукция активности хитиназ гриба, что приводит к усилению «гидролитической 

атаки» со стороны патогена и перфорации экзокутикулы благодаря воздействию 
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гиф гриба. Далее, уже в эндокутикуле, богатой липидами, происходит активация 

липаз гриба (Борисов и др., 2001). По мере роста гриба в насекомом, как правило, 

на кутикуле появляются темные меланотические пятна, образующиеся в 

результате запуска в организме хозяина профенолоксидазного каскада. Пройдя 

кутикулярные слои и гиподерму, гриб попадает в гемоцель насекомого. В 

гемоцеле происходит его дальнейшее развитие и колонизация внутренних 

органов, в гемолимфе образуются гифальные тела и бластоспоры гриба, 

разносящиеся с током гемолифы по организму насекомого. В первую очередь 

гриб поражает жировое тело, затем кишечник, мальпигиевы сосуды, гиподерму, 

нервную систему, мышечную ткань, трахеи. Через некоторое время при 

достаточно высокой влажности (90-100%) грибные гифы начинают расти в 

обратном направлении - к поверхности тела хозяина. Затем гифы прорывают 

кутикулярные покровы и выходят на поверхность, образуя конидии (Борисов и 

др., 2001). Огромный вклад в развитие патогенезов, вызываемых 

энтомопатогенными грибами, вносят вырабатываемые ими токсины. Наиболее 

хорошо изучены и описаны токсины грибов Beauveriа, Metarhizium, Aspergillus, 

Рenecillium. Самыми распространенными являются токсины циклопептидной 

природы. Кроме того, энтомопатогенные грибы продуцируют ферменты, в 

частности  B. bassiana вырабатывает протеазы, являющиеся необходимым 

компонентом инфекционного процесса (Bidochka, Khachatourians, 1987, 

1988,1990; Огарков, Огаркова, 2000; Fang et al., 2005). Также гриб B. bassiana 

может продуцировать другие токсины, в частности бассианин, бассиакридин, 

бассианолид, боверолиды, тенеллин и ооспореин. Некоторые токсины грибов 

кроме инсектицидной активности обладают антигрибковым и антибиотическим 

действием, в частности ооспореин (Roy et al., 2008). Наиболее интенсивно 

изучаемыми в настоящее время являются деструксины - токсины, впервые 

выделенные из грибов рода Metarhizium. В настоящее время насчитывается около 

38 деструксинов или их аналогов (Roberts, Leger, 2004). Деструксины А, В и Е 

обладают выраженным инсектицидным действием (Cavelier et al., 1998; Thomsen, 

Eilenberg, 2000). У насекомых при инъекциях деструксинов возникает паралич 
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или тремор (Samuels et al., 1988; Bradfisch, Harmer, 1990). Кроме того, 

деструксины обладают иммуносупрессивным действием путем подавления 

процессов клеточного иммунитета за счет цитотоксического действия (Vilcinskas 

et al., 1997; Vilcinskas, Matha, 1997).  

1.3. Фосфорорганические инсектициды 

 

Фосфорорганические инсектициды (ФОС) благодаря своей высокой 

инсектицидной активности, а также такому важнейшему свойству как быстрая 

деградация на нетоксичные компоненты, широко используются в 

сельскохозяйственном производстве. В настоящее время создан довольно 

широкий круг ФОС. Препараты отличаются друг от друга нормами расхода, 

кратностью обработок, сроками обработок и другими характеристиками, но 

обладают сходным механизмом действия (Мохамед и др., 2009). Использование 

ФОС неизбежно ведет к возникновению устойчивости к применяемому препарату 

(Galloway, Handy, 2003; Буров и др., 1999). Кроме того, ФОС, обладая низкой 

избирательностью действия, являются токсичными для нецелевых насекомых и 

человека (Задорожный, Суторихин, 2005). 

Механизм действия 

Токсическое действие ФОС на насекомых основано на  

фосфорилировании жизненно важных соединений, в том числе фермента 

ацетилхолинэстеразы (АХЭ) в нервной системе. За счет фосфорилирования 

данный фермент инактивируется, что приводит к нарушению биохимического 

цикла обмена ацетилхолина (АХ). В результате, в синапсах накапливается 

избыток АХ, который не разрушается как обычно, а продолжает воздействовать 

на холинорецепторы, что приводит к гиперактивности, нарушению деятельности 

различных органов и в целом к общему отравлению организма (Pope, 1999; 

Попова, 2009).  
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При обработке ФОС у насекомых наблюдается гиперактивация, тремор 

конечностей, а затем паралич. При действии летальных доз гибель насекомого 

наступает уже через несколько часов после контакта с пестицидом. К наиболее 

быстро разлагающимся и малотоксичным ФОС относятся препараты на основе 

пиримифос-метила. Они относятся к контактно-кишечным  пестицидам с 

глубинным эффектом (Попова, 2009).  

1.4. Совместное использование разных групп энтомопатогенных 

микроорганизмов и инсектицидов  

 

Разработка эффективных мер борьбы с вредителями в некоторых случаях 

приобретает важнейшее значение. Вспышки массового размножения вредителей 

наносят огромный экономический и хозяйственный ущерб. В связи с этим 

возникает необходимость быстрого и экологически безопасного способа 

подавления численности вредителей.  

Химические инсектициды способны в кратчайшие сроки эффективно 

снижать численность насекомых, но, как было сказано выше, эти средства борьбы 

имеют ряд существенных недостатков, ограничивающих возможность их 

применения.  Кроме того, использование биологических агентов контроля 

численности насекомых, несмотря на экологичность их применения тоже не 

всегда возможно, так как препараты на основе энтомопатогенных 

микроорганизмов проявляют нестабильность действия и обладают длительным 

латентным периодом, в течение которого насекомое успевает нанести 

существенный ущерб растению (Крюков и др., 2007). В связи с этим все большую 

популярность приобретает комбириованное применение разных видов 

энтомопатогенов, а также совместное использование энтомопатогенов и 

химических инсектицидов. Используются смеси как близких микроорганизмов, 

например разных видов энтомопатогенных грибов, так и систематически далеких 

–энтомопатогенных грибов и бактерий (Крюков и др., 2009). Применение 

подобных комбинированных препаратов позволяет добиться синергического и 
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аддитивного эффекта. Синергический эффект был показан при заражении 

сенегальской кобылки Oedaleus senegalensis энтомопатогенными 

микроорганизмами: микроспоридией Paranosema locustae и энтомопатогенным 

грибом Metarhizium anisopliae var. acridum (Tounou et al., 2008). Кроме того, были 

проведены исследования по совместному применению энтомопатогенного гриба 

Metarhizium anisopliae и нематоды Steinernema feltiae, которые также показали 

синергизм и высокую эффективность против личинок вощинной огневки Galleria 

mellonella (Staves, Knell, 2010). Синергический эффект был выявлен при 

совместном применении энтомопатогенного гриба Metarhizium anisopliae и 

энтомопатогенной нематоды Heterorhabditis bacteriophora против черного 

виноградного долгоносика Otiorhynchus sulcatus. (Ansari et al., 2008). Аддитивный 

эффект был показан при совместном использовании энтомопатогенного гриба 

Metarhizium anisopliae и энтомопатогенной нематоды Steinernema kraussei против 

черного виноградного долгоносика Otiorhynchus sulcatus (Ansari et al., 2010). 

Синергический эффект был показан при совместном применении 

энтомопатогенного гриба Beauveria bassiana и энтомопатогенных бактерии 

Bacillus thuringiensis против колорадского жука Leptinotarsa decemlineata (Wraight, 

Ramos, 2005). 

Значительное влияние на исход заболевания оказывают вирулентные 

свойства самого патогена. Группой авторов были проанализированы два штамма 

энтомопатогенного гриба Metarhizium anisopliae с разными жизненными 

стратегиями: токсигенной (Р-72) и биотрофной (МАК-1) (Крюков и др., 2011). 

Было показано, что конидии штамма Р-72 более интенсивно прорастают на 

кутикуле насекомых по сравнению с менее вирулентным штаммом МАК-1. Кроме 

того, штамм Р-72 дает слабое дочернее спороношение, но более высокие темпы 

гибели насекомых, что связано с его высоким уровнем токсинообразования. 

Однако до сих пор практически не изучены защитные реакции, а также изменения 

гормонального статуса насекомых при инфицировании штаммами с разными 

жизненными стратегиями. 
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Широкое распространение получили грибные препараты в комбинации с 

инсектицидами химической природы (Furlong, Groden, 2001; Purwar, Sachan, 2006; 

Dubovskiy et al., 2010). Было показано, что совместное применение 

энтомопатогенного гриба Metarhizium anisopliae с сублетальными дозами 

неоникотиноидов и фенилпиразолов позволяют эффективно подавлять 

численность черного виноградного долгоносика Otiorhynchus sulcatus (Shah et al., 

2007). С помощью подобных смесей удается не только добиться повышения 

биологической эффективности и сокращения латентного периода 

микоинсектицидов, но также снизить дозы инсектицидов химической природы. 

Эффективность этих препаратов неоспорима, но недостаточно хорошо изучены 

механизмы, с помощью которых достигается синергический эффект и то как 

воздействие данных препаратов может влиять на гормональный статус 

насекомого. 

1.5. Заключение 

 

Нейроэндокринная стресс-реакция - универсальный и эффективных способ 

защиты организма насекомого от негативного действия различных стресс-

факторов биотического и абиотического происхождения. В нейроэндокринной 

стресс-реакции насекомых участвуют биогенные амины (дофамин, октопамин, 

серотонин) и гонадотропины (экдистероиды и ювенильный гормон). 

Нейрогормоны участвуют в регуляции всех жизненно важных процессов у 

насекомых. В центральной нервной системе как позвоночных, так и 

беспозвоночных животных, биогенные амины являются одними из важнейших 

нейроактивных молекул, способных влиять на различные жизненные процессы 

насекомых, такие как питание, движение, откладку яиц, репродукцию и многие 

другие. Отдельно стоит выделить дофамин. Дофамин, с одной стороны, является 

ключевым компонентом процессов кутикулярной склеротизации и меланизации, с 

другой стороны как нейрогормон он способен влиять на синтез экдистероидов и 

ювенильного гормона, а также на ряд поведенческих реакций, таких как агрессию, 
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репродуктивную и двигательную активность. Увеличение уровня дофамина 

может происходить при воздействии стресс-факторов различной природы.  

При воздействии стресс-факторов различной природы помимо 

нейроэндокринного комлекса включается ряд других защитных систем организма. 

Первым барьером на пути энтомопатогенов является кутикула насекомых, 

способная препятствовать или замедлять проникновение энтомопатогена в 

полость тела хозяина. Содержащиеся в кутикуле меланин и склеротин могут 

влиять на проникновение и развитие патогена в организме насекомого. В случае 

преодоления кутикулярного барьера энтомопатогенными микроорганизмами в 

гемоцеле запускается ряд других защитных механизмов, направленных на 

элиминацию патогена. Прежде всего это реакции клеточного и гуморального 

иммунитета, а также детоксицирующая система. Все эти системы взаимосвязаны, 

а если учесть, что многие реакции организма зависят от гормонального статуса 

организма можно с уверенностью сказать, что уровень и состав гомонов будут 

существенно менять иммунный статус организма насекомого при воздействии 

стрессоров как биотической, так и абиотической природы. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1. Насекомые 

 

Исследования проводились на трех видах насекомых: большой вощинной 

огневке Galleria mellonella L. (Lepidoptera:Pyralidae), капустной совке Mamestra 

brassicae L. (Lepidoptera:Noctuidae), колорадском жуке Leptinotarsa decemlineata 

Say (Coleoptera: Chrysomelidae).  

Личинки большой вощинной огневки были взяты из лабораторной популяции 

ИСИЭЖ СО РАН. Насекомых содержали при температуре 28°С в темноте. В 

качестве корма использовали питательную среду Вейзера (кукурузная крупа 22%, 

пшеничная крупа 11%, пшеничная мука 11%, сухое молоко 11%, сухие дрожжи 

5,5%, воск 17,5%, мед 11%). Имаго содержали на сахарном или медовом сиропе 

(5%). 

Личинки колорадского жука были собраны в Новосибирской области в июле-

августе, на полях, свободных от обработок инсектицидными препаратами. 

Личинок содержали в лабораторных условиях при 25°С в вентилируемых 

пластиковых контейнерах (57×39×42 см), смена корма (листья картофеля Solanum 

tuberosumL.) проводилась ежесуточно. 

Яйца капустной совки были собраны в июне на полях капусты белокочанной 

ООО СХП «Агрос». Личинок первого поколения содержали при 25°С в 

вентилируемых контейнерах. Смена корма (листья капусты брокколи Brassica 

silvestris) производилась ежедневно. В работе использовали личинок II поколения, 

полученных в лабораторных условиях.  

Для работы использовали личинок III и V-VI возраста большой пчелиной 

огневки, IV возраста колорадского жука и V возраста капустной совки. 
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2.2. Энтомопатогенные микроорганизмы 

 

Для моделирования патогенезов были использованы энтомопатогенные 

бактерии и грибы. 

2.2.1. Бактерии 

 

Для заражения колорадского жука Leptinotarsa decemlineata использовали 

бактерии Bacillus thuringiensis ssp.morrisoni (H8 ab) Bonnifoi and de Barjak var. 

tenebrionis Krieg et al., (штамм 2495) из коллекции микроорганизмов ИСиЭЖ СО 

РАН. Данный штамм изолирован из погибшей личинки большого мучного 

хрущака Tenebrio mollitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) лабораторной популяции 

ИСиЭЖ СО РАН 

2.2.2. Грибы 

 

Для исследований использовались штаммы энтомопатогенных грибов 

Metarhizium robertsii  J.F. Bisch., Rehner & Humber  из коллекции ИСиЭЖ СО РАН 

(штамм Р-72) и Всероссийского института защиты растений РАСХН (штамм 

МАК-1). Штамм Р-72 изолирован в 1972 г. из погибших личинок колорадского 

жука L. decemlineata в Латвии (Serebrov et al., 2007). Штамм МАК-1 выделен в 

2000 г. на юге Новосибирской области (НСО) из погибших особей итальянского 

пруса Calliptamus italicusL. (Orthoptera:Acrididae).Также для заражения насекомых 

мы использовали энтомопатогенный гриб Beauveria bassiana (Bals.-Criv.)Vuill. 

штамм САР-31, выделенный на юге НСО в окрестностях г. Карасук в 2001 году. 

2.3. Инсектициды 

 

Для обработки насекомых использовали действующее вещество (д.в.) 

пиримифос-метил, относящееся к группе фосфорорганических инсектицидов. 
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2.4. Заражение патогенами и обработка инсектицидом 

2.4.1. Заражение энтомопатогенными грибами 

 

Конидии грибов суспендировали в дистиллированной воде (с добавлением 

Твина-20, 0.03%). Насекомых обрабатывали перкутанно, погружая в водную 

суспензию на 10 сек. Контрольную группу насекомых обрабатывали 

дистиллированной водой (с добавлением Твина-20, 0.03%). В ряде экспериментов 

погибших насекомых раскладывали в стерильные чашки Петри на увлажненную 

фильтровальную бумагу для установления количества особей, на которых 

формируется дочернее спороношение грибов. При заражении личинок G. 

mellonella энтомопатогенным грибом B. bassiana использовали 2 титра: 10
6
 и 10

8
 

конидий/мл). Приготовление образцов гемолимфы для измерения концентрации 

дофаминов производили на 1, 3, 5 сутки после заражения. При заражении личинок 

M. brassicae грибом B.bassiana использовали (10
5 

конидий/мл и 10
8
 конидий/мл). 

Приготовление образцов гемолимфы для измерения концентрации дофаминов 

производили на 1, 2, 3 сутки после заражения. Для заражения личинок M. 

brassicae грибом M. robertsii использовали шт. Р-72 (10
5 

конидий/мл и 10
8
 

конидий/мл). Приготовление образцов гемолимфы для измерения концентрации 

дофаминов производили на 1, 2 и 3 сутки после заражения. В дополнительных 

экспериментах личинок L. decemlineata заражали разными штаммами 

энтомопатогенного гриба M. robertsii. При заражении штаммом МАК-1 и 

штаммом Р-72 использовали титр 4×10
6
 конидий/мл. Приготовление образцов 

гемолимфы для измерения концентрации дофаминов производили на 1, 2 и 3 

сутки после заражения. 

2.4.2.Заражение энтомопатогенными бактериями 

 

Для инфицирования насекомых бактериями проводили обработку корма. Для 

инфицирования личинок L. decemlineata побеги и листья картофеля обрабатывали 

суспензией содержащей споро-кристаллическую смесь бактерий (титр 5×10
8  

спор 

и кристаллов/мл ититр 2×10
9
 спор и кристаллов/мл) ручным опрыскивателем до 
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появления стекающих капель, с последующим высушиванием в течение 20 минут 

при 25ºС. Личинки L. decemlineata питались на листьях, обработанных 

бактериями, в течение 2-х суток. Затем в качестве корма использовали 

необработанные листья картофеля. В контрольных вариантах растения 

обрабатывали дистиллированной водой. Приготовление образцов гемолимфы для 

измерения концентрации дофаминов производили на 1, 2 и 3 сутки после 

заражения. 

2.4.3.Моделирование совместного действия инсектицида и энтомопатогенов 

 

Обработку насекомых инсектицидом проводили топикально. 1 мкл раствора 

пиримифос-метила в концентрации 0.0025% 0,1 ДК наносили на дорзальную 

поверхность личинки L. decemlineata. На насекомых из контрольного варианта 

наносили по 1 мкл дистиллированной воды. Учет смертности во всех 

экспериментах проводился ежедневно. Заражение личинок L. decemlineata 

энтомопатогенным грибом M. robertsii шт. Р-72 титр 10
6
 конидий/мл проводили 

по вышеуказанной методике. Моделирование совместного воздействия 

энтомопатогенного гриба M. robertsii и пиримифос-метила проводили следующим 

образом: часть насекомых обрабатывали перкутанно энтомопатогенным грибом 

M. robertsii шт. Р-72 (титр 10
6
 конидий/мл), а через 12 часов этих же насекомых 

обрабатывали топикально раствором пиримифос-метила в концентрации 0.0025%, 

что сотавляет 0,1 ДК (пороговой дозы, вызывающей признаки интоксикации). 

Другую группу насекомых обрабатывали топикально раствором пиримифос-

метила в указанной концентрации, а затем через 12 часов этих же насекомых 

обрабатывали перкутанно энтомопатогенным грибом M. robertsii (титр 10
6
 

конидий/мл). Приготовление образцов гемолимфы для измерения концентрации 

дофаминов производили через 12 и 48 часов после заражения. 

2.4.4. Совместное заражение насекомых энтомопатогенными бактериями и 

грибами 

Совместное заражение насекомых энтомопатогенными бактериями и грибами 

проводили на личинках колорадского жука L. decemlineata по вышеуказанным 
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методикам. В варианте с совместным заражением и энтомопатогенными грибами 

и бактериями сначала проводили обработку энтомопатогенным грибом  M. 

robertsii шт. Р-72, а затем они подсаживались на корм, обработанный 

энтомопатогенными бактериями B. thuringiensis ssp.morrisoni var. tenebrionis 

штамм 2495. Титры при заражении: M. robertsii-2×10
6 
конидий/мл, B. thuringiensis-

2,5×10
7
 спор и кристаллов/мл. Приготовление образцов гемолимфы для 

измерения концентрации дофаминов производили на 1, 2 и 3 сутки после 

заражения. 

2.5. Воздействие абиотических стресс-факторов на насекомых 

 

Для моделирования стресса, вызванного абиотическими факторами, 

использовали 3 модели воздействия на насекомых: перегрев, переохлаждение, 

ожог. Данные модели мы применили к личинкам вощинной огневки Galleria 

mellonella и капустной совки Mamestra brassicae. Для моделирования воздействия 

высоких температур (перегрева) личинок 5 возраста вощинной огневки и 

капустной совки помещали в термостат с 50 ºС на 2 минуты. По прошествии 

времени личинок извлекали, а через 10 минут производили забор гемолимфы по 

указанной ниже методике. Для создания условий, при которых наступает 

переохлаждение, личинок помещали в морозильную камеру (-18 ºС), где они 

находились 5 минут. После этого насекомых извлекали из морозильной камеры и 

через 10 минут производили отбор гемолимфы. Для моделирования ожога над 

спиртовкой нагревали иглу, которой прикасались к 4 вентральному сегменту тела 

личинок вощинной огневки и капустной совки. Через 10 минут после воздействия 

производили отбор гемолимфы. Подготовленные образцы анализировали на 

хроматографе. 
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2.6. Определение параметров иммунитета 

2.6.1.Измерение интенсивности инкапсуляции 

 

Интенсивность процессов инкапсуляции у насекомых оценивали по степени 

потемнения нейлоновых имплантантов длиной 2 мм и диаметром 0.5 мм. 

Имплантанты вводили под кутикулу личинок G. mellonella с вентральной 

стороны. Через 15 минут, 30 минут, 1 час, 4 часа и 24 часа имплантанты 

извлекали, фотографировали и измеряли степень потемнения капсулы c помощью 

программы Image J (Rantala, Roff, 2006; Dubovskiy et al., 2008, 2011). 

2.6.2.Определение активности фенолоксидаз в гемолимфе 

 

Активность фенолоксидаз у личинок вощинной огневки и колорадского жука 

определяли, используя метод Ashida и Söderhäll (1984) с модификациями. Отбор 

гемолимфы проводили индивидуально, выделяя 5 мкл гемолимфы в 20 мкл 

охлажденного 10 мМ фосфатного буфера pH 7.2 (ФБ), содержащего 1мМ 

ингибитора протеаз фенилметилсульфонил фторид (ФМСФ). Полученную 

суспензию центрифугировали при 4°С в течение 5 мин при 500 g. К 15 мкл 

супернатанта, свободного от клеток, добавляли 250 мкл 10 мМ L-ДОФА и 

инкубировали в темноте при 28°С в течение 30 минут, после чего измеряли 

оптическую плотность при 490нм. Удельную активность фермента выражали в 

единицах изменения оптической плотности инкубационной смеси при 490 нм в 

ходе реакции в расчете на 1 мин и 1 мг белка (Dubovskiy et al., 2008). 

2.6.3. Определение концентрации белка 

 

Концентрацию белка в образцах гемолимфы насекомых определяли по 

методу М. Бредфорд (Bradford, 1976). Для построения калибровочной кривой 

использовали бычий сывороточный альбумин. 
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2.7. Определение уровня дофамина в гемолимфе насекомых 

2.7.1. Приготовление образцов гемолимфы насекомых для определения 

уровня дофамина 

Образцы гемолимфы колорадского жука, вощинной огневки и капустной 

совки отбирали в 0.2 М HClO4. Для приготовления 1 образца гемолимфы личинок 

колорадского жука отбирали гемолимфу от 3 личинок, от каждой по 16,6 мкл. У 

личинок капустной совки для приготовления 1 образца использовали гемолимфу 

от 1 личинки объемом 50 мкл. У личинок вощинной огневки для приготовления 

образца отбирали гемолимфу от 5 личинок объемом по 10 мкл от каждой. 

Гемолимфу смешивали хлорной кислотой в соотношении 1:1, затем инкубировали 

в термошейкере Biosan TS 100 при 28ºС и 600 rpm 10 минут. После этого образцы 

инкубировались при комнатной температуре 20 минут. Затем образцы 

центрифугировали при 4ºС в течение 10 минут при 10000g. Надосадочную 

жидкость переносили в чистую пробирку и центрифугировали еще раз 5 минут 

при 10000g. Перед загрузкой образца в прибор проводилась его фильтрация. 

2.7.2. Измерение количества дофамина в гемолимфе насекомых 

 

Содержание дофамина в гемолимфе измерялиметодом внешнего стандарта на 

высокоэффективном жидкостном хроматографе Agilent 1260 Infinity с 

электрохимическим детектором EsaCoulochemΙΙΙ (модель ячейки 5010А; 

потенциал ячейки 300mV) по методу Грунтенко с соавторами (Gruntenko et al., 

2005) с модификациями. В качестве стандарта использовали Dopamine 

hydrochloride (Sigma-Aldrich). Разделение проводили на колонке ZorbaxSB-C18 

(4,6мм ×250 мм, частицы 5 мкм) в изократическом режиме. Подвижная фаза: 90% 

буфера (200 мг/л 1-OctaneSulfonicAcid (Sigma-Aldrich), 3,5 г/л KH2PO4) и 10% 

ацетонитрила. Скорость потока 1 мл/мин. Обработка хроматограммы проводилась 

с помощью ПО ChemStation, количество дофамина определяли сравнением 

площадей пиков стандарта и образца.  
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2.8. Статистическая обработка данных 

 

Данные представлены как среднее арифметическое и его ошибка. Данные 

были проверены на нормальность распределения при помощи теста Д'Агостино 

(D'Agostino & Pearson omnibus normality test) и критерия Шапиро-Уилка (Shapiro-

Wilk normality test). Для данных с нормальным распределением использовали Т-

Тест, а также однофакторный и многофакторный дисперсионный анализ с post-

hoc тестом Бонферрони (one-way, two-way ANOVA, Bonferroni's test). 

Статистическую значимость различий изучаемых параметров для данных с 

ненормальным распределением определяли с помощью теста Мана-Уитни (Mann–

Whitney U-test) и однофакторного дисперсионного анализа Краскела-Уоллиса с 

post-hoc тестом Дана (Kruskal-Wallis test with Dunn's test). Сравнение динамики 

смертности насекомых при заражении энтомопатогенными бактериями и грибами 

и обработке инсектицидами проводили с использованием метода Каплана Майера 

с последующим Log-Rank тестом. Для анализа использованы программы Statistica 

6.0, GraphPad Prism v.4.0. (GraphPad Software, USA), Sigma Stat 3.1. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1. Воздействие абиотических стресс-факторов на уровень дофамина в 

гемолимфе личинок  Galleria mellonella и Mamestra brassicae 

 

Для моделирования абиотического стресса мы использовали три вида 

воздействия: перегрев, переохлаждение, ожог. Было показано, что при перегреве 

уровни ДА повышаются примерно в 7 и 3,5 раза у личинок капустной совки M. 

brassicae и вощинной огневки G. mellonella соответственно (различия достоверны 

рис. 5, 6) У капустной совки мы также отмечено достоверное увеличение уровня 

дофамина в гемолимфе по отношению к контролю в варианте с ожогом в 5,5 раз 

(рис. 5). При воздействии пониженной температуры уровень ДА не изменялся 

(рис.5, 6). 

 

Рис.5. Уровень дофамина в гемолимфе личинок M. brassicae при воздействии 

абиотических стресс-факторов; ***р<0.001 по сравнению с контролем; n=15 на 

вариант. 
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Рис.6. Уровень дофамина в гемолимфе личинок  G. mellonella при 

воздействии абиотических стресс-факторов; *р<0.05 по сравнению с контролем; 

n=50 на вариант. 

Аналогичные результаты были получены другими исследователями 

(Hirashima et al., 2000; Rauschenbach et al., 1993; Chentsova et al., 2002). Так, при 

изучении влияния абиотических стрессоров на содержание ДА у имаго Drosophila 

virilis, было установлено, что через 15 минут после повышения температуры до 

38ºС содержание ДА резко увеличивается. Кроме того, было показано, что 

уровень дофамина достоверно увеличивается при механическом встряхивании 

имаго Drosophila virilis (Rauschenbach et al.,1993; Hirashima et al., 2000). 

Исследования проведенные на имаго медоносной пчелы Apis mellifera, 

показали снижение уровня биогенных аминов, в том числе ДА при охлаждении 

(охлаждение на льду в течение 1 и 3 минут), повышенной концентрации CO2 и 

вращении насекомых на центрифуге при разных скоростях (Chen et al., 2008). Это 

противоречит нашим данным и данным, полученным Раушенбах с соавторами. 

Вероятно, это связано с тем, в этой работе определяли уровень ДА в мозге, а не в 

гемолимфе насекомых. Кроме того, отсутствие повышения уровня дофамина при 

воздействии на насекомых отрицательных температур, вероятно, связано с 
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замедлением всех метаболических процессов у насекомых, подвергшихся этому 

воздействию. Полученные нами данные свидетельствуют о сильнейшем стрессе, 

который испытывают насекомые при воздействии высоких температур и 

механических повреждений. В результате воздействия повышенной температуры 

и ожога происходит выброс дофамина, по-видимому, направленный на комплекс 

реакций, позволяющих насекомым перенести созданные неблагоприятные 

условия. При таком сильном воздействии дофамин может выполнять несколько 

функций - с одной стороны, он секретируется в гемолимфу личинок как 

нейрогормон и его действие связано с изменением локомоторной активности, с 

другой стороны, при механическом повреждении покровов (в данном случае это 

ожог) происходит формирование меланотического пятна в месте ожога, а, как 

известно, дофамин является важным звеном меланогенеза.  

 

3.2. Уровень дофамина и активность фенолоксидаз в гемолимфе       Galleria 

mellonella при инкапсуляции 

 

Инкапсуляция  один из важнейших защитных механизмов насекомых, 

направленных на элиминацию чужеродных агентов (Rosales, 2011). В этих 

экспериментах в качестве чужеродного агента были использованы нейлоновые 

имплантанты. 

Интенсивность меланизации нейлонового имплантанта у нативных личинок 

G. mellonella достоверно увеличивалась в пределах 4 часов. В дальнейшем она не 

изменялась (рис.7). 
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Рис. 7. Интенсивность меланизации нейлонового имплантанта у личинок G. 

mellonella; ***р<0.001 по сравнению с вариантом 15 мин; n=50 на вариант. 

Кроме того, при инкапсуляции проводилось измерение активности 

фенолоксидаз гемолимфы личинок G. mellonella. Активность фенолоксидаз в 

гемолимфе достоверно (р<0.001) отличалась от контроля в 2,5 раза через 4 часа 

после внедрения имплантанта (рис.8). 
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Рис.8. Активность фенолоксидаз в гемолимфе G. mellonella при введении 

нейлонового имплантанта; ***р<0.001 по сравнению с контролем; n=20 на 

вариант. 

 

Уровень дофамина при внедрении нейлонового имплантанта у личинок G. 

mellonella достоверно повышался по отношению к контролю через 24 часа после 

внедрения (в 2,5 раза) (рис.9). 
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Рис.9. Уровень дофамина в гемолимфе личинок G. mellonella при введении 

нейлонового имплантанта; ***р<0.001 по сравнению с другими вариантами; n=50 

на вариант. 

Формирование меланизированной капсулы на поверхности нейлонового 

имплантанта начинается уже в первые минуты после проникновения чужеродного 

агента. Меланизированная капсула может быть образована в течение 2-х – 24-х 

часов, но лишь через 72 процесс формирования капсулы полностью завершается 

(Глупов и др., 2001). В период активного формирования меланотической капсулы 

(0.25 - 4 часа) мы регистрировали достоверное увеличение активности 

фенолоксидаз гемолимфы личинок G. mellonella (рис. 8), но концентрация ДА в 

гемолимфе в этот период оставалась на уровне контроля (рис. 9). В данном случае 

повышение активности фенолоксидаз гемолимфы связано с запуском 

меланотического каскада, так как этот фермент является ключевым в этом 

процессе (Ling, Yu, 2005). ДА также является непосредственным участником 

меланотического каскада (Noguchi et al., 1995; Алексеев и др., 2008; Theopold et 

al., 2004; Nappi, Christensen, 2005; Watanabe et al., 2013; Kim et al., 2000), но его 
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концентрация в гемолимфе при инкапсуляции вплоть до 24 часов остается на 

уровне контроля (рис. 9). Однако, через 24 часа после введения имплантанта 

концентрация ДА резко и достоверно увеличивается. Возможно, данный феномен 

связан с характером повреждения насекомых. Внедрение инертного объекта, 

вероятно, не является настолько сильным стрессирующим фактором, чтобы 

запустить гормональный ответ. Это связано с тем, что в месте проникновения 

имплантанта и ранения, происходит запуск комплекса клеточных и гуморальных 

реакций, позволяющий быстро локализовать иммунный ответ (Dubovskiy et al., 

2010). Можно предположить, что накопление ДА в гемолимфе к 24 часам после 

внедрения имплантанта (рис. 9) связано с подготовкой насекомого к возможному 

возникновению вторичной инфекции, которая может последовать за 

асептическим ранением. Данный феномен нуждается в дополнительном изучении. 

3.3. Влияние грибной инфекции на уровень дофамина насекомых 

3.3.1. Уровень дофамина в гемолимфе Galleria mellonella при заражении 

энтомопатогенным грибом Beauveria bassiana 

 

При заражении G. mellonella энтомопатогенным грибом B. bassiana к 5 

суткам эксперимента смертность насекомых в варианте с использованием титра 

10
8
 конидий/мл составляла 80% (рис. 10), в то время как смертность личинок в 

варианте с использованием титра 10
6
 конидий/мл составляла лишь 10%. Однако, в 

варианте с использованием титра10
6
 конидий/мл гибель насекомых наступала 

раньше, чем при при использовании титра 10
8
 конидий/мл. Так, LT50 при 

использовании титра 10
6
 конидий/мл составляла 11±1.1 дней, а при 

использовании титра 10
8
 конидий/мл LT50 9±0.793 дней (χ

2
=7.119, P=0.05). 
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Рис.10. Динамика смертности личинок G. mellonella  при заражении B. 

bassiana (B.b). 

 

Кроме того, в этом эксперименте мы регистрировали дозозависимое 

увеличение концентрации ДА. Тенденции к повышению уровня ДА 

регистрировались, начиная с 3-х суток эксперимента, а на 5 сутки в варианте с 

применением титра 10
6
 конидий/мл концентрация ДА достоверно повышалась по 

сравнению с контролем в 70-80 раз. На 5 сутки эксперимента происходило 

достоверное увеличение уровня дофамина и в варианте с применением 

концентрации10
6
 конидий/мл и в варианте с применением концентрации 10

8
 

конидий/мл (рис.11).  
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Рис. 11. Уровень дофамина в гемолимфе личинок  G. mellonella при 

заражении B. bassiana (B.b); *р<0.05, ***р<0.001 по сравнению с контролем на те 

же сутки; n=50 на вариант. 

 

3.3.2.Уровень дофамина в гемолимфе Mamestra brassicae при микозе, 

вызванном энтомопатогенным грибом Beauveria bassiana 

 

Смертность личинок капустной совки через 9 суток после заражения 

энтомопатогенным грибом B. bassiana достигала 40 и 65% в вариантах с 

использованием титра конидий 10
5
 и 10

8
 соответственно (χ

2
=4.158; P=0.05) 

(рис.12).  
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Рис. 12. Динамика смертности личинок M. brassicae при заражении B. 

bassiana (B.b). 

 

При заражении личинок M. brassicae энтомопатогенным грибом B. bassiana 

было отмечено достоверное увеличение концентрации дофамина в гемолимфе 

насекомых на третьи сутки эксперимента в 4 раза по сравнению с контролем в 

варианте с использованием титра конидий 10
8 
конидий/мл (рис.13).  
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Рис.13. Уровень дофамина в гемолимфе личинок  M. brassicae при заражении 

B. bassiana (B.b); ***р<0.001 по сравнению с контролем на те же сутки; n=15 на 

вариант. 

 

3.3.3.Уровень дофамина в гемолимфе Mamestra brassicae при микозе, 

вызванном энтомопатогенным грибом Metarhizium robertsii 

 

Смертность личинок капустной совки  начиналась с 4 суток (10%) и к 23 

суткам достигала 56% в варианте с использованием титра M. robertsii 10
8
 

конидий/мл. При заражении личинок капустной совки титром 10
8
 конидий/мл 

LT50 составило 16 ±1.76 дней, а при заражении титром 10
5
 конидий/мл LT50 

составило 23 дня (χ
2
=3.228; P=0.05) (рис.14). 
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Рис. 14. Динамика смертности личинок  M. brassicae при заражении M. 

robertsii (M.r). 

 

В варианте с заражением капустной совки M. brassicae грибом M. robertsii 

достоверных отличий в уровне дофамина отмечено не было (рис. 15). Однако 

нами была отмечена та же тенденция, что и в предыдущих экспериментах ,а 

именно - повышение уровня ДА наблюдалось на 2 и 3 сутки и зависело от дозы 

патогена. 

 

 



70 
 

 

Рис. 15. Уровень дофамина в гемолимфе личинок  M. brassicae при 

заражении M. robertsii (M.r); n=15 на вариант. 

 

3.3.4.Уровень дофамина и активность фенолоксидаз у личинок Leptinotarsa 

decemlineata при микозе, вызванном разными штаммами гриба  Metarhizium 

robertsii 

 

При заражении личинок L. decemlineata токсигенным штаммом Р-72 

энтомопатогенного гриба M. robertsii гибель личинок происходила значительно 

раньше, чем при заражении биотрофным штаммом. LT50 при заражении 

токсигенным штаммом составило 4±0.52 дня, а при заражении биотрофным 

штаммом - 9±0.37 дней (χ
2
=24; P=0.025) (рис.16). 
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Рис. 16. Динамика смертности личинок L. decemlineata при заражении 

разными штаммами гриба M. robertsii (M.r): Р-72 - токсигенный штамм, Мак-1 – 

биотрофный штамм. 

 

При заражении колорадского жука энтомопатогенным грибом M. robertsii с 

разным типом патогенеза (токсигенный штамм Р-72 и биотрофный штамм Мак-1) 

было отмечено достоверное увеличение концентрации ДА на 3 сутки 

эксперимента по сравнению с контролем. Кроме того, достоверными оказались 

различия между биотрофным штаммом (Мак-1) и токсигенным штаммом Р-72. 

Концентрация дофамина при заражении биотрофным штаммом была достоверно 

ниже, чем при заражении токсигенным штаммом в 2,5 раза (рис.17). 

 



72 
 

 

Рис. 17. Уровень дофамина в гемолимфе личинок  L. decemlineata при 

заражении разными штаммами гриба M. robertsii; ***р<0.001 по сравнению с 

контролем на те же сутки; #-р<0.01 по сравнению с токсигенным штаммом M. 

robertsii Р-72 на те же сутки; n=30 на вариант. 

На фоне повышения концентрации дофамина в гемолимфе происходило 

достоверное увеличение фенолоксидазной активности на 2 сутки после заражения 

токсигенным штаммом M. robertsii Р-72 по сравнению с контролем (рис.18). На 

третьи сутки после заражения биотрофным штаммом МАК-1 было отмечено 

достоверное повышение фенолоксидазной активности гемолимфы личинок 

колорадского жука по сравнению с контролем (рис.18). 
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Рис. 18. Активность фенолоксидаз в гемолимфе личинок L. decemlineata на 2-ые и 

3-и сутки после заражения разными штаммами гриба M. robertsii; *р<0.05 по 

сравнению с контролем на те же сутки; n=30 на вариант. 

Таким образом, отмеченное нами увеличение уровней ДА при заражении 

личинок Galleria mellonella и Mamestra brassicae энтомопатогенными грибами 

Beauveria bassiana и Metarhizium robertsii (рис.11, 13, 15) может быть связано не 

только с выбросом данного вещества в качестве нейрогормона при общем 

стрессировании организма, но и с непосредственным участием ДА в 

меланогенезе, который является важнейшим средством защиты организма 

насекомого от патогенов, проникающих через кутикулу (Dubovskiy et al., 2013). 

Аналогичные данные были получены при заражении личинок G. mellonella  

энтомопатогенным грибом Metarhizium anisopliae (Алексеев и др., 2007). Авторы 

показали пятикратное повышение уровня ДА у личинок G. mellonella через 48 

часов после заражения энтомопатогенным грибом M. anisopliae по сравнению с 

контролем  

При заражении колорадского жука Leptinotarsa decemlineata штаммами 

энтомопатогенного гриба Metarhizium robertsii с разным типом патогенеза 

(биотрофный штамм Мак-1 и токсигенный штамм Р-72) мы показали повышение 

уровня ДА в варианте с обоими штаммами на третьи сутки после заражения (рис. 

17). По нашему мнению, существенное различие в уровнях ДА у насекомых при 
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заражении разными штаммами гриба M. robertsii  скорее всего связано с 

особенностями течения микозов, характерных для данных штаммов. Конидии 

штамма Р-72 более интенсивно прорастают на кутикуле насекомых по сравнению 

с менее вирулентным штаммом МАК-1, что приводит к более быстрому 

проникновению микопатогена в гемоцель насекомых и более выраженному 

ответу со стороны организма (Крюков и др., 2011). Также мы регистрировали 

достоверное увеличение активности фенолоксидаз гемолимфы колорадского жука 

на вторые и третьи сутки после заражения. Интересен тот факт, что на вторые 

сутки наблюдалось повышение активности фенолоксидаз гемолимфы насекомых 

в варианте с заражением токсигенным штаммом Р-72, а на третьи сутки тот же 

эффект мы наблюдали в варианте с заражением биотрофным штаммом Мак-1 

(рис. 18). Вероятнее всего, такие отличия также связаны с особенностями течения 

микозов и вирулентных свойств каждого штамма. Конидии токсигенного штамма 

Р-72 обладают меньшим периодом активации, чем конидии биотрофного штамма 

Мак-1 (Крюков и др., 2011), что приводит к более быстрому проникновению 

конидий штамма Р-72 в гемоцель и быстрой активации иммунной системы 

хозяина, что выражается в повышении активности фенолоксидаз гемолимфы 

насекомых. Отмеченное нами увеличение активности фенолоксидаз в гемолимфе 

личинок L. decemlineata при развитии микоза согласуется с результатами работ 

других авторов. Так, при заражении личинок Galleria mellonella 

энтомопатогенным грибом Beauveria bassiana было отмечено повышение 

активности фенолоксидаз гемолимфы через 12 часов после топикальной 

обработки (Dubovskiy et al., 2013). При заражении личинок Galleria mellonella 

энтомопатогенными грибами Beauveria bassiana и Cordyceps militaris показано 

увеличение активности фенолоксидаз в гемолимфе насекомых на третьи сутки 

после заражения (Kryukov et al., 2015). Также, было зафиксировано повышение 

активности фенолоксидаз гемолимфы личинок L. decemlineata на третьи сутки 

после заражения Cordyceps militaris (Kryukov et al., 2014). Было показано, что при 

заражении имаго кузнечика Melanoplus sanguinipes энтомопатогенным грибом B. 

bassiana также происходит увеличение активности фенолоксидаз в гемолимфе 
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насекомых (Gillespie, Khachatourians, 1992). Кроме того, было установлено, что 

при заражении личинок 6 возраста совки Spodoptera exigua энтомопатогенным 

грибом B. bassiana происходит повышение активности фенолоксидаз гемолимфы 

(Hung, Boucias, 1996). 

3.4. Влияние бактериальной и смешанной бактериально-грибной инфекции 

на уровень дофамина насекомых 

3.4.1. Уровень дофамина у личинок Leptinotarsa decemlineata при бактериозе, 

вызванном бактериями Bacillus thuringiensis 

 

При заражении личинок L. decemlineata энтомопатогенными бактериями B. 

thuringiensis гибель насекомых при использовании титра бактерий 2×10
9
 спор и 

кристаллов/мл была выше чем при заражении насекомых более низким титром 

бактерий (5×10
8
) (χ

2
=31.41; P=0.025) (рис. 19).  

 

Рис. 19. Динамика смертности личинок L. decemlineata при развитии 

бактериальной инфекции, вызванной бактериями B. thuringiensis (Bt). 

 



76 
 

В этом же эксперименте нами было отмечено достоверное увеличение уровня 

ДА в 20 раз по отношению к контролю у личинок уже на вторые сутки после 

заражения в варианте с применением титра бактерий 5×10
8 

спор и кристаллов/мл. 

В варианте с использованием титра 2×10
9
 было получено достоверное увеличение 

уровня ДА в 30 раз по отношению к контролю. На третьи сутки эксперимента 

также было получено достоверное увеличение уровней ДА в гемолимфе по 

отношению к контролю при использовании двух титров бактерий (рис.20).  

 

Рис. 20. Уровень дофамина в гемолимфе личинок  L. decemlineata при 

заражении бактериями B. thuringiensis; ***р<0.001 по сравнению с контролем на 

те же сутки; **р<0.01 по сравнению с контролем на те же сутки; n=30 на вариант. 
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3.4.2. Уровень дофамина и активность фенолоксидаз у личинок Leptinotarsa 

decemlineata при развитии смешанной инфекции, вызванной 

энтомопатогенными грибом Metarhizium robertsii и бактериями          Bacillus 

thuringiensis 

 

В результате совместного заражения грибом и бактериями наблюдался 

синергизм в смертности личинок колорадского жука. Гибель насекомых в 

варианте с совместным применением гриба и бактерий наступала раньше, чем в 

других вариантах (LT50=2±0.114 дня) (рис. 21). Гибель личинок L. decemlineata 

при заражении бактериями B. thuringiensis недостоверно отличалась от контроля 

(рис. 21), что связано с использованием низкого (2,5×10
7
спор и кристаллов/мл) 

титра бактерий B. thuringiensis. При грибном монозаражении LT50 составляло 

8±0.267 дней.  

 

Рис. 21. Динамика смертности личинок L. decemlineata при развитии микс-

инфекции, вызванной энтомопатогенными грибом M. robertsii (M.r) и бактериями 

B. thuringiensis (B.t). 
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Таким образом, мы можем говорить о синергическом эффекте в смертности 

насекомых при совместном использовании гриба M. robertsii и бактерий B. 

thuringiensis по сравнению с бактериальным (χ
2
=58.6; P=0.008) и грибным 

(χ
2
=52.9; P=0.01) монозаражением.  

При совместном заражении личинок бактериями и грибами было показано 

достоверное увеличение уровня дофамина при грибной моноифекции на 2 и 3 

сутки эксперимента. Тенденция к увеличению уровня дофамина наблюдалась на 3 

сутки после заражения энтомопатогенными бактериями B. thuringiensis. В 

остальных вариантах эксперимента достоверных отличий в уровнях дофамина 

отмечено не было (рис.22). 

 

Рис.22. Уровень дофамина у личинок L. decemlineata при развитии 

смешанной инфекции, вызванной энтомопатогенными грибом M. robertsii и 

бактериями B. thuringiensis; ***р<0.001 по сравнению с контролем на те же сутки; 

*р<0.05 по сравнению с контролем на те же сутки; n=45 на вариант. 
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При этом на 3 сутки эксперимента было отмечено достоверное повышение 

активности фенолоксидаз гемолимфы в варианте с бактериальной моноинфекцией 

по сравнению с контролем (рис.23). 

  

Рис. 23. Активность фенолоксидаз гемолимфы личинок L. decemlineata при 

развитии микс-инфекции, вызванной энтомопатогенными грибом M. robertsii(Mr) 

и бактерией B. thuringiensis(Bt); *р<0.05 по сравнению с контролем; n=30 на 

вариант. 

Отмеченное нами повышение уровня ДА (рис. 20) в гемолимфе колорадского 

жука при развитии бактериальной инфекции свидетельствует о развитии 

неспецифической стресс-реакции организма насекомого, возникающей в ответ на 

воздействие бактерий B. thuringiensis. Следует подчеркнуть, что бактерии B. 

thuringiensis вызывают кишечную инфекцию, приводящую к лизису 

эпителиальной ткани кишечника (Portugal et al., 2014; Adang et al., 2014). Это 

связано с действием Cry токсина (Hilbeck, Schmidt, 2006). Нарушение целостности 

кишечника способствует проникновению в гемоцель различных бактерий, 

включая бактерии B. thuringiensis . Вследствие проникновения и развития 
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инфекции активируется клеточный и гуморальный иммунные ответы организма 

насекомого (Grizanova et al, 2014). Так, было показано увеличение активности 

фагоцитоза и инкапсуляции (Dubovskiy et al., 2008) и активности фенолоксидаз 

гемолимфы (Rahman et al., 2004; Grizanova et al, 2014) насекомых при 

бактериальной инфекции, вызванной  B. thuringiensis. Исходя из 

вышеизложенного, можно сказать, что повышение концентрации ДА может быть 

связано с активацией профенолоксидазного каскада при бактериозе. До конца не 

понятен вклад ДА в защитные реакции против бактерий, но можно предположить, 

что повышение его уровня происходит в ответ на воздействие таких стресс-

факторов как токсины бактерий или как часть генерализованной стресс-реакции. 

Полученный нами синергический эффект в смертности колорадского жука 

при совместном заражении энтомопатогенными грибом M. robertsii  и бактериями 

B. thuringiensis согласуется с результатами опытов по одновременной обработке 

грибными и бактериальными энтомопатогенами и биопестицидами на их основе 

(Wraight, Ramos, 2005; Крюков и др., 2009). Авторы предполагают, что вероятные 

причины синергизма между грибными и бактериальными патогенами – это 

токсикоз, вызванный бактериями. При бактериальном монозаражении смертность 

личинок не отличалась от контроля (рис. 21), что объясняется использованием 

низкого (2,5×10
7
спор и кристаллов/мл) титра бактерий B. thuringiensis. Но, 

несмотря на низкую гибель насекомых, это может приводить к изменению ряда 

параметров физиологических систем. В частности, у насекомых, зараженных 

бактериями, происходило снижение количества потребляемого корма, замедление 

роста, снижение веса. В свою очередь все эти факторы могут благоприятно 

действовать на развитие гриба в гемоцеле насекомого, что вызывает эффект 

синергизма в смертности насекомых в варианте со смешанным бактериально-

грибным заражением (рис. 21).  

Кроме того, мы регистрировали достоверное увеличение уровня ДА при 

грибной моноифекции на 2 и 3 сутки эксперимента (рис. 22). Тенденция к 

увеличению уровня дофамина наблюдалась на 3 сутки после заражения 
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энтомопатогенными бактериями B. thuringiensis. В остальных вариантах 

эксперимента достоверных отличий в уровне дофамина отмечено не было, что, 

скорее всего, связано с сильнейшей интоксикацией организма насекомого и 

высокой смертностью насекомых при совместном бактериально-грибном 

заражении (LT50=2±0.114 дня) (рис. 21).  

3.5. Уровень дофамина и активность фенолоксидаз у личинок      Leptinotarsa 

decemlineata при совместном воздействии энтомопатогенного гриба 

Metarhizium robertsii и пиримифос-метила 

 

Как известно, под контролем нейроэндокринной системы находятся 

жизненно важные системы организма насекомого, в том числе иммунная система 

(Dubovskiy et al., 2013). В связи с этим, воздействие на сложный 

нейроэндокринный комплекс, так или иначе, должно сказаться на иммунных 

реакциях и синтезе нейрогормонов насекомых. В связи с этим нами были 

проведены опыты по совместной асинхронной обработке личинок колорадского 

жука грибами M. robertsii и фосфорорганическим инсектицидом пиримифос-

метилом (ПМФМ).  

Предварительная обработка сублетальными дозами ПМФМ снижает 

чувствительность насекомых к грибам (ПМФМ+Mr), в то время как обработка 

ПМФМ после заражения грибом приводит к увеличению смертности от патогена 

(Mr+ПМФМ). Так, гибель в варианте Mr+ПМФМ наступает раньше (LT50=8±0.28 

дней), чем в варианте ПМФМ+Mr (LT50=9±0.38 дней). 
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Рис. 24. Динамика смертности личинок L. decemlineata при совместном 

воздействии энтомопатогенного гриба M. robertsii (Mr) и пиримифос-метила 

(ПМФМ). 

При совместной асинхронной обработке личинок колорадского жука грибом 

M. robertsii (Mr) и фосфорорганическим инсектицидом пиримифос-метилом 

(ПМФМ) было показано, что уровень ДА при заражении грибом достоверно 

увеличивался через 12 часов после воздействия (рис. 25). Кроме того, через 12 

часов после обработки инсектицидом у насекомых регистрировали достоверное 

снижение уровня ДА по сравнению с контролем (рис. 25).  
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Рис. 25. Уровень дофамина у личинок L. decemlineata при совместном 

воздействии энтомопатогенного гриба M. robertsii (Mr) и пиримифос-метила 

(ПМФМ) через 12 часов после воздействия; ***р<0.001 по сравнению с 

контролем; n=30 на вариант. 

Наиболее интенсивное и достоверное снижение концентрации ДА 

наблюдалось в вариантах с совместным применением ПМФМ и M. robertsii (рис. 

26). 
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Рис. 26. Уровень дофамина у личинок L. decemlineata при совместном 

воздействии энтомопатогенного гриба M. robertsii (Mr) и пиримифос-метила 

(ПМФМ) через 48 часов после воздействия; *р<0.05 по сравнению с контролем; 

n=30 на вариант. 

Нами не было получено достоверных отличий по активности фенолоксидаз в 

гемолимфе личинок колорадского жука при асинхронной обработке насекомых 

энтомопатогенным грибом M. robertsii (Mr) и инсектицидом пиримифос-метилом 

(ПМФМ) (рис.27). 
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Рис. 27. Активность фенолоксидаз гемолимфы личинок L. decemlineata при 

совместном воздействии энтомопатогенного гриба M. robertsii (Mr) и пиримифос-

метила (ПМФМ) через 12 и 48 часов после воздействия; n=15 на вариант.  

ФОС связывают ацетилхолинэстеразу, тем самым препятствуя разложению 

ацетилхолина в синапсах. Результатом воздействия ФОС является дисфункция 

нервной системы, что выражается в треморе, конвульсиях и параличе насекомых 

(Dubovskiy et al., 2013 b). 

При совместном воздействии энтомопатогенного гриба M. robertsii и 

пиримифос-метила (ПМФМ) мы наблюдали синергизм в смертности насекомых 

по сравнению с грибным монозаражением и воздействием сублетальными дозами 

чистого инсектицида (рис. 24). Подобный эффект наблюдался только в одном 

случае - при заражении грибом с последующей обработкой насекомых ПМФМ. 

Полученные нами данные полностью согласуются с результатами других авторов, 

которые регистрировали эффект синергизма при совместном применении 

энтомопатогенного гриба M. anisopliae и инсектицида на основе пиримифос-

метила против колорадского жука (Dubovskiy et al., 2010). Кроме того, сходные 
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результаты были получены при совместном применении токсинов 

энтомопатогенных грибов Metarhizium и Beauveria и хлорорганических 

соединений, ФОС и неоникотиноидов против медведицы Spilarctia obliqua 

(Purwar, Sachan, 2006).  

Повышение уровня ДА мы фиксировали только в варианте с грибным 

монозаражением (рис. 25, 26), а самое интенсивное снижение уровня ДА мы 

регистрировали в вариантах с совместным применением гриба и инсектицида и с 

применением чистого инсектицида (рис. 25, 26). Реакция организма насекомого на 

химическое отравление оказалась отличной от реакции на другие типы 

стрессирующих воздействий. Скорее всего, подобное явление связано с 

особенностями воздействия пиримифос-метила. Вследствие того, что мишенью 

данного инсектицида является ацетилхолинэстераза и его воздействие приводит к 

нарушению функционирования нервной системы (Pope, 1999), можно 

предположить, что при этом нарушается и выброс нейрогормонов и 

нейромедиаторов, в том числе и ДА. Вероятно, этот эффект мы и наблюдаем при 

заражении насекомых вышеупомянутым инсектицидом (рис. 25, 26). 

Достоверных отличий по активности фенолоксидаз в гемолимфе личинок 

колорадского жука при асинхронной обработке насекомых энтомопатогенным 

грибом M. robertsii (Mr) и инсектицидом  пиримифос-метилом (ПМФМ) нами не 

было зарегистрировано (рис.27). Похожие результаты были получены другими 

исследователями при воздействии сублетальными дозами пиримифос-метила на 

личинок колорадского жука (Dubovskiy et al., 2010). Вероятнее всего, отсутствие 

достоверных отличий в активости фенолоксидаз гемолимфы при воздействии 

пиримифос-метила может быть связано с низкой дозой, использованной в данном 

эксперименте.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Любой инфекционный процесс независимо от возбудителя является сложным 

явлением, затрагивающим многие физиологические системы организма хозяина. 

В первую очередь, происходит нарушение нормального функционирования 

жизненно важных систем организма. Это связано не только с действием 

различных факторов «агрессии» патогенных микроорганизмов, но и с запуском 

различных защитных систем и компенсаторных механизмов организма хозяина. В 

последнем случае происходит модуляция различных звеньев иммунной системы, 

одновременно меняется гормональный статус организма за счет выброса 

различных медиаторов, что приводит к изменению общего метаболизма. К 

настоящему времени существует мало работ по изучению влияния различных 

патогенов на гормональный статус насекомых (Алексеев и др., 2007; Wojda, 

Jakubowicz, 2007; Wojda et al., 2009; Wojda, Taszłow, 2013). Кроме того, основная 

масса этих исследований, как правило, проводилась на последних стадиях 

заболевания. В некоторых случаях можно отметить не совсем корректное 

моделирование инфекционного процесса, например микоза, когда заражение 

грибами осуществляли путем инъекции в гемоцель, что кардинально отличается 

от естественных путей проникновения в организм (Wojda et al., 2009). При этом 

следует отметить, что именно первые этапы являются ключевыми для патогенеза 

(Борисов и др., 2001). В частности, при возникновении микозов насекомых 

конидии энтомопатогенных грибов прикрепляются к поверхности кутикулы, 

после чего начинают прорастать. При этом грибы выделяют большое количество 

гидролитических ферментов и токсинов, что является стимулирующим фактором 

для иммунной и гормональной систем организма хозяина (Bidochka, 

Khachatourians, 1987,1988,1990; Bradfisch, Harmer, 1990;Cavelier et al., 1998). При 

бактериозе, вызванном энтомопатогенными бактериями B. thuringiensis 

проникновение патогена происходит через кишечник и если бактерии смогут 

преодолеть этот барьер, то это закончится септицемией. В связи с этим, уже на 

первых этапах инфекционного процесса насекомые подвергаются 
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стрессирующему действию токсинов и гидролитических ферментов патогенных 

микроорганизмов (Roberts, Leger, 2004; Adang et al., 2014).  

Вполне закономерно предположить, что ответ организма насекомого на 

заражение энтомопатогенами будет схожим с ответом на воздействия стресс-

факторов химической природы: различных инсектицидов, поллютантов и т.д. В 

нашем исследовании при изучении бактериозов и микозов у разных видов 

насекомых отрядов Lepidoptera и Coleoptera были обнаружены изменения в 

уровнях ДА такие же, как при воздействии абиотических стресс-факторов 

(температуры и механических повреждений). При заражении энтомопатогенными 

бактериями и грибами происходило резкое повышение уровня ДА у колорадского 

жука, вощинной огневки и капустной совки. Кроме того, при заражении 

колорадского жука энтомопатогенными грибами и бактериями мы 

регистрировали повышение активности фенолоксидаз гемолимфы насекомых. 

Можно предположить, что ДА при развитии инфекционного процесса, с одной 

стороны выступает как иммуностимулятор, активируя клеточный иммунный 

ответ, с другой, непосредственно включаясь в меланотический каскад, участвует в 

образовании меланинов. Однако воздействие химических инсектицидов не 

привело к повышению уровня ДА. Возможно, подобное явление связано с 

механизмом действия выбранного нами инсектицида, который является 

необратимым ингибитором АХЭ (Pope, 1999). Также, возможно, это связано с 

низкими (сублетальными) дозами, которых недостаточно для запуска стресс-

реакции. 

Мы установили, что в зависимости не только от вида патогена, но и от его  

штаммовой принадлежности может меняться ответ организма на заражение, что 

выражается в разном уровне ДА. Так, штамм Р-72 энтомопатогенного гриба M. 

robertsii с токсигенной жизненной стратегией, характеризующийся высоким 

уровнем синтеза деструксинов (Крюков и др., 2011), на первых этапах 

инфекционного процесса вызывает более резкий подъем уровня ДА, чем штамм 

Мак-1 с биотрофной жизненной стратегией, у которого токсинов образуется 

значительно меньше.  
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Полученные нами результаты позволяют говорить о феноменологической 

закономерности в ответе на воздействие стресс-факторов различной природы как 

абиотических, так и биотических. Вероятно, ключевую роль здесь играют 

сигнальные пути активации физиологических систем организма насекомого, 

которые запускаются при нарушении покровов вследствии воздействия 

температуры и механических повреждений, или нарушении функционирования 

эпителиальных или эпидермальных клеток насекомых (при токсикозах, 

вызванных инсектицидами или энтомопатогенными микроорганизмами). 

Известно, что ДА как нейрогормон является одним из регуляторов 

энергетического метаболизма (Грунтенко, 2008), поэтому повышение его уровня 

может увеличивать эффективность иммунной системы и репарационных 

процессов в ответ на повреждение патогенами. С другой стороны, увеличение 

уровня ДА может приводить к изменению вителлогенеза благодаря способности 

ДА регулировать уровень ювенильного гормона, который в свою очередь 

регулирует вителлогенез (Gruntenko, Rauschenbach, 2008; Gruntenko et al., 2012). В 

данном случае можно говорить о своеобразной «цене» за повышенную 

устойчивость к инфекциям (Lawniczak et al., 2006). Хотя данные по влиянию ДА 

на формирование яйцекладок у насекомых немногочисленны и достаточно трудно 

говорить о его значении при формировании яиц, существуют работы, 

показывающие, что ДА необходим для нормального развития ооцитов (Bloch et 

al., 2000). 

Таким образом, различные патогены, вызывающие заболевания насекомых 

могут выступать как стресс-факторы для организма насекомого. В связи с этим, 

вполне понятны общие закономерности увеличения уровня ДА при влиянии 

стрессирующих факторов абиотической природы и патогенов.  
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ВЫВОДЫ 

 

1. Воздействие стресс-факторов абиотической природы (перегрев, 

механические повреждения) приводит к повышению уровня дофамина в 

гемолимфе капустной совки M. brassicae и вощинной огневки G. mellonella. 

2. При введении нейлонового имплантанта в период активного 

формирования капсулы происходило увеличение активности фенолоксидаз 

гемолимфы личинок вощинной огневки G. mellonella, в то время как уровень 

дофамина не изменялся. Взаимосвязи между уровнем дофамина и 

интенсивностью инкапсуляции не выявлено. 

3. При развитии микозов вощинной огневки G. mellonella, колорадского жука 

L.decemlineata и капустной совки M. brassicae, вызванных энтомопатогенными 

грибами B. Bassiana и M. robertsii, происходит резкое повышение уровня 

дофамина в гемолимфе. 

4. Степень повышения уровня дофамина и активности фенолоксидаз в 

гемолимфе колорадского жука L. decemlineata зависит от свойств штаммов 

энтомопатогенного гриба M. robertsii. Штаммы с более высоким уровнем синтеза 

токсинов вызывают более выраженный ответ организма насекомого, что 

проявляется в повышенном уровне как дофамина, так и активности фенолоксидаз 

в гемолимфе личинок. 

5. Уровень дофамина в гемолимфе личинок колорадского жука L. 

decemlineata повышается при инфицировании энтомопатогенными бактериями B. 

thuringiensis и зависит от количества инфекционного начала. 

6. При совместной асинхронной обработке личинок колорадского жука 

грибом M. robertsii и фосфорорганическим инсектицидом пиримифос-метилом 

(ФОС) происходит значительное увеличение уровня дофамина при грибном 

заражении. Однако ФОС не влияет на уровень дофамина в гемолимфе 

обработанных насекомых. 



91 
 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

проФО   профенолоксидаза 

ДА    дофамин 

CA     corpus allatum 

CC     corpus cardiacum 

НСН    нейросекреторные нейроны 

НСМ     нейросекреторный материал 

ЮГ    ювенильный гормон 

ПТТГ    проторакотропные гормоны 

АКГ    адипокинетические гормоны 

ФO    фенолоксидаза 

TDC     тирозиндекарбоксилаза,  

TBH     тираминбетагидроксилаза 

TPH    триптофангидроксилаза 

ПМ    перитрофический матрикс 

ДОФА    дигидроксифенилаланин 

Bt    Bacillus thuringiensis 

ФОС     фосфорорганические инсектициды 

АХЭ    ацетилхолинэстераза 

АХ    ацетилхолин 
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