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В статье представлены результаты исследований по разработке тест-системы методом полиме-
разной цепной реакции с детекцией в режиме «реального времени» для идентификации фитопатогенных 
грибов Aspergillus flavus. Вышеназванные микроскопические грибы являются контаминантами кукурузы в 
различных географических зонах. В настоящее время разработана мультиплексная ПЦР-РВ-тест-система 
«HRM-Zygo-Asp» для выявления и идентификации аспергиллов (только до рода) и коммерческая тест-система 
для ИФА «Аспергилл-IgG-ИФА-БЕСТ» (ЗАО «ВЕКТОР-БЕСТ)».

Коллективом авторов, использующим программное обеспечение Multiple Sequence Alignment Viewer 
1.22.1, UGENA 44.0, NCBI BLAST-primer, Oligoevaluator, для исследований был выбран Aspergillus flavus strain 
CA14 4,044,380..4,045,732 п.н. Произведен подбор специфических праймеров (f) 5’-3’ GGGCCCGCAGCAAGAATAC, 
обратный праймер (r) 3’-5’ ACGAGTTGTCACCTTCCCGAGA, разработан протокол постановки реакции, включа-
ющий предварительную денатурацию – 95 0C - 5 минут (1 цикл); денатурацию - 95 0C - 5 сек, отжиг - 60 
0C - 15 сек (50 циклов). Для определения чувствительности тест-системы авторами был подобран зонд 
(CGGTTCGCTTTGGTCATCGT), флуоресцентный краситель - HEX, гаситель - BHQ-2. Определено, что чувстви-
тельность тест-системы составляет 1000 клеток. Апробация научной разработки была проведена на 33 
полевых штаммах, выделенных из 33 проб кукурузы (зерно, вегетативная масса с признаками заболевания) и 
референс-штамме (Aspergillus flavus VKM No. F-25). При выборе полевых штаммов, идентифицированных по 
определителю В.И. Билай и Э.З. Коваль (1988) и ключу Никитинского-Алеева, Установлено, что 25 проб было 
контаминировано бактериями вида Aspergillus flavus.

Исследования проводятся в соответствии с Тематическим планом научно-исследовательских работ, вы-
полняемых по заданию МСХ РФ в 2022 году.

Введение
Aspergillus flavus является сапрофитным 

микроскопическим почвенным грибом, который 
контаминирует сельскохозяйственные полевые 
культуры до и после сбора урожая, и канцеро-
генным вторичным метаболитом афлатоксином 
[1]. Особо восприимчивы к A. flavus масличные 
культуры, такие как кукуруза, арахис и семена 
хлопка [2-3]. Эти культуры, а также A. flavus и 
другие аспергиллы содержат высокие уровни 
ненасыщенных жирных кислот, линолевой (18:2) 
и олеиновой кислоты (18:1), которые являются 
субстратами для оксигеназ [4]. Колонизация A. 
flavus не обязательно снижает урожайность, но 
вызывает экономические потери из-за загрязне-

ния семян афлатоксином [5]. A. flavus является 
патогеном животных и человека, вызывающим 
аспергиллез, вероятность заболеваемости ко-
торым увеличивается среди населения с осла-
бленным иммунитетом [6-7]. У A. flavus трудно 
выделить какой-то один определяющий фактор 
вирулентности [8]. Скорее, вирулентность это-
го патогена является многофакторной и тесно 
связана с онтогенетической связью спорообра-
зования и вторичного метаболизма, приспосо-
бляемостью к стрессовым условиям и перехва-
том защитных молекул, передающих сигналы 
хозяина [9-10]. Точная идентификация A. flavus 
остается сложной из-за перекрывающихся мор-
фологических и биохимических характеристик. 
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Это бархатистая плесень от желтого до зеленого 
или коричневого цвета с золотисто-красно-ко-
ричневой обратной стороной [11-12]. Поэтому 
есть необходимость проведения мониторинго-
вых исследований по детекции вышеназванных 
микроорганизмов в различных ареалах с учетом 
географической принадлежности. Исходя из вы-
шеизложенного, цель настоящего исследования 
– разработка тест-системы идентификации воз-
будителей заболеваний растений, вызванных 
фитопатогенными грибами A. flavus, на основе 
полимеразной цепной реакции с детекцией в 
режиме «реального времени».

Материалы и методы исследований
В работе анализировали 34 штамма ми-

кроорганизмов: A. flavus, в том числе депониро-
ванный штамм (Aspergillus flavus VKM No. F-25) 
во всероссийской коллекции ВКМ и 33 полевых 
штамма, выделенных из проб кукурузы (зерно, 
вегетативная масса). При выборе полевых штам-
мов, выделенных от растений с признаками за-
болеваний, идентифицированных по опреде-
лителю В.И. Билай и Э.З. Коваль (1988) и ключу 
Никитинского-Алеева [13], мы учитывали макси-
мальность охвата природно-географических зон 
Российской Федерации (пробы были получены 
из Краснодарского и Ставропольского краев, 
Ульяновской, Самарской, Воронежской, Ростов-
ской, Белгородской, Курской, Орловской, Кали-
нинградской и Московской областей).

Материалы: реакционная смесь Био 
Мастер HS-Taq ПЦР (2×), ламинарный бокс 
БМБ-ii-«Ламинар-с» - 12, центрифуга/вортекс 
для пробирок, центрифуга-встряхиватель ме-
дицинская серии СМ-50М, твердотельный 
термостат TDB-120, амплификатор детектиру-
ющий ДТ праймер, прямой праймер (f) 5’-3’ 
GGGCCCGCAGCAAGAATAC, обратный праймер (r) 
3’-5’ ACGAGTTGTCACCTTCCCGAGA, флуоресцент-
ный зонд: HEX CGGTTCGCTTTGGTCATCGT BHQ2, 
лабораторная посуда. 

Используя микроскоп, проводили иссле-
дования по изучению морфологических свойств 
полевых штаммов микроскопических грибов, 
выращиваемых 7-10 суток на среде Сабуро 
(HiMedia, Индия), модифицированном агаре Ча-
пека-Докса, картофельном и кукурузном агарах 
при температуре 26 и 37 0С. Выделение ДНК из 
моноспоровых культур микроскопических гри-
бов проводили, применяя набора реагентов 
«ЛИРА+» (Вектор Бест, РФ). 

Множественное выравнивание гена 
Aspergillus flavus strain CA14 4,044,380..4,045,732 

п.н. проводили в Multiple Sequence Alignment 
Viewer 1.22.1 и UGENA 44.0. Подбор и дизайн 
праймеров был осуществлен с помощью ре-
сурса NCBI BLAST-primer (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/tools/primer-blast/), программы UGENA 
44.0. Подбор зонда делали в программах 
UGENA 44.0 и Oligoevaluator ресурс (http://www.
oligoevaluator.com/LoginServlet). 

Результаты исследований
После изучения генома A. flavus для раз-

работки системы молекулярно-генетической 
идентификации был выбран участок генома 
Aspergillus flavus strain CA14 4,044,380..4,045,732 
п.н.

На основании полученной последователь-
ности ДНК указанного выше фрагмента гена 
нами были подобраны праймеры для проведе-
ния ПЦР. Их специфичность была проверена так 
же при помощи этого сайта (рис. 1). 

Рис. 1 - Проверка специфичности подо-
бранных праймеров при помощи NCBI BLAST-
primer

Эмпирически авторами был разработан 
и в дальнейшем оптимизирован алгоритм по-
становки реакции c применением интеркалиру-
ющиего красителя SYBR Green. Разработанный 
протокол включал использование экстрагиро-
ванной ДНК и следующие параметры постанов-
ки реакции: 

1) предварительная денатурация – 95 0C - 
5 минут (1 цикл),

2) денатурация – 95 0C - 5 сек, 
3) отжиг - 60 0C - 15 сек (30 циклов). 
Метод оценки результатов постановки ре-

акции с применением порогового уровня (Ct) 
был изменен на методику прямого сравнения 
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графиков накопления флуоресцентного сигна-
ла с учетом первой и второй производной (Cp). 
Замена позволила исключить в реакции неод-
нородность расчета коэффициента пропорци-
ональности количества ДНК к уровню сигнала 
флуоресценции.

Так же был произведен подбор оптималь-
ной концентрации праймеров и изучена их 
специфичность. Нами были взяты следующие 
концентрации праймеров: 7 pM, 8 pM, 9 pM, 10 
pM каждого на реакцию (рис. 2). Эмпирически 
было установлено, что увеличение концентра-
ции праймеров не влияет на эффективность ре-
акции, поэтому в наших дальнейших исследо-
ваниях были использована концентрация 9 pМ 
каждого праймера на реакцию. 

Был произведён подбор зонда для опре-
деления чувствительности разработанной тест-
системы. Это зонд CGGTTCGCTTTGGTCATCGT, в 
качестве флуоресцентного красителя был ис-
пользован HEX, гасителя BHQ-2. После серии 
экспериментов была подобрана его оптималь-
ная концентрация, которая составила 0,4 pM. 
Определены показатели цикла для постановки 
ПЦР-РВ с флуоресцентным красителем: 

1) предварительная денатурация – 95 0C - 
5 минут (1 цикл), 

2) денатурация - 95 0C - 5 сек, 
3) отжиг - 60 0C - 15 сек (50 циклов). 

В результате из-
учения чувствительности 
разработанного прото-
кола для индикации и 
идентификации A. flavus 
методом РВ-ПЦР с детек-
цией по каналу HEX, уста-
новлено, что она состав-
ляет 103 клеток (рис. 3).

Апробация разра-
ботанной тест-системы 
для идентификации бак-

терий A. flavus методом ПЦР-РВ проводилась 
на тридцати трех полевых штаммах и референс-
штамме Aspergillus flavus VKM No. F-25, который 
был использованы в качестве положительного 
контроля.

В ходе эксперимента нами было под-
тверждено, что выделенные из проб кукурузы 
с признаками заболеваний, проявляющихся как 
загнивание корней и увядание, двадцать пять 
полевых штаммов, идентифицированные нами 
A. flavus по определителю В.И. Билай и Э.З. Ко-
валь (1988) и ключу Никитинского-Алеева, отно-
сятся к данному виду на основании молекуляр-
но-генетических исследований.

Обсуждение
Загрязнение сельскохозяйственных куль-

тур афлатоксинами остается серьезной пробле-
мой во всем мире с дополнительными угрозами 
для здоровья, связанными с увеличением чис-
ла случаев аспергиллеза, вызванного A. flavus, 
среди растущего населения с ослабленным им-
мунитетом. Прогресс в понимании биологии 
этого микроскопического гриба значительно 
улучшился с появлением развитых молекуляр-
ных инструментов, позволяющих проводить 
быстрый генетический анализ отдельных генов 
в геноме. 

На текущий момент ведущая роль в иден-
тификации микроскопических грибов закрепле-

Рис. 2 - Подбор оптимальной концентрации разработанных праймеров в режиме реального вре-
мени c использованием интеркалирующиего красителя SYBR Green

Рис. 3 - Результаты изучения чувствительности разработанного 
протокола для индикации и идентификации A. flavus методом РВ-ПЦР с 
дедукцией по каналу HEX
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на за молекулярными методами, основанными 
на анализе последовательностей нуклеотидов 
и ПЦР [14]. С.М. Игнатьева с коллективом соав-
торов (2019) разработала мультиплексную ПЦР-
тест-систему «HRM-Zygo-Asp» в режиме реаль-
ного времени (РВ) с анализом кривых плавления 
ПЦР-продуктов высокого разрешения (НЕМ) для 
выявления и идентификации аспергиллов (толь-
ко до рода) и мукоромицетов [15]. Известно, что 
компанией ЗАО «ВЕКТОР-БЕСТ» производится и 
успешно применяется в медицинской практике 

коммерческая тест-система для иммунофер-
ментной диагностики аспергиллеза «Аспергилл-
IgG-ИФА-БЕСТ» [16].

Заключение
Авторами была разработана ори-

гинальная тест-система для детекции A. 
flavus методом ПЦР-РВ на основании ис-
пользования специфичного участка гено-
ма, состоящая из прямого праймера (f) 5’-3’ 
GGGCCCGCAGCAAGAATAC, обратного праймера 
(r) 3’-5’ ACGAGTTGTCACCTTCCCGAGA, флуорес-
центного зонда: HEX CGGTTCGCTTTGGTCATCGT 
BHQ2, (оптимальная концентрация - 0,4 pM). 
Протокол постановки реакции включает пред-
варительную денатурацию – 95 0C - 5 минут (1 
цикл), денатурацию - 95 0C - 5 сек, отжиг - 60 0C 
- 15 сек (50 циклов), которая была апробирована 
на 33 полевых штаммах и 1 референс-штамме с 
положительным результатом в 25 пробах.
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DEVELOPMENT AND TESTING OF POLYMERASE CHAIN REACTION FOR INDICATION AND IDENTIFICATION OF 
ASPERGILLUS FLAVUS PHYTOPATHOGENIC FUNGI

Feoktistova N. A., Mastilenko A. V., Suldina E. V., Lomakin A. A.
Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education Ulyanovsk State Agrarian University

432017, Ulyanovsk, Novyi Venets boulevard, building 1: tel.: 89603621517
e-mail: feokna@yandex.ru
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The article presents results of research on development of a test system by means of polymerase chain reaction with real-time detection for identification 

of Aspergillus flavus phytopathogenic fungi. The above microscopic fungi are contaminants of corn in various geographical areas. At present, a multiplex 
PCR-RT-test system “HRM-Zygo-Asp” is in operation for detection and identification of aspergillus (only to the genus) and a commercial test system for EIA 
“Aspergillus-IgG- EIA -BEST” (ZAO “VECTOR- BEST).

The team of authors chose Aspergillus flavus strain CA14 4,044,380..4,045,732 b.p. for research, used Multiple Sequence Alignment Viewer 1.22.1 
software, UGENA 44.0, NCBI BLAST-primer, Oligoevaluator. Specific primers were selected (f) 5’-3’ GGGCCCGCAGCAAGAATAC, reverse primer - (r) 3’-5’ 
ACGAGTTGTCACCTTCCCGAGA; a reaction protocol was developed, including preliminary denaturation - 95 0C - 5 minutes (1 cycle); denaturation - 95 0C - 5 sec, 
annealing - 60 0C - 15 sec (50 cycles). To determine the sensitivity of the test system, the authors selected a probe (CGGTTCGCTTTGGTCATCGT), a fluorescent 
dye - HEX, and a quencher - BHQ-2. It was determined that the sensitivity of the test system is 1000 cells. Approbation of the scientific development was carried 
out on 33 field strains isolated from 33 corn samples (grain, vegetative mass with signs of disease) and a reference strain (Aspergillus flavus VKM № F-25). 
When choosing field strains identified by V.I. Bilay and E.Z. Koval (1988) and the key of Nikitinskiy-Aleev, it was established that 25 samples were contaminated 
with bacteria of Aspergillus flavus species.
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