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Накопление антибиотиков в биоценозах несет риски развития мультирезистентных 
микроорганизмов посредством горизонтального переноса генов устойчивости, изме-
нения метаболизма у различных животных, в том числе человека. Данные изменения 
могут затрагивать структуру пищеварительных ферментов в кишечнике посредст-
вом переключения между различными классами и изоформами протеаз, экспрес-
сией новых изоформ и существенно сказываться на пищеварении и устойчивости 
к патогенам. Настоящее исследование выполнено на личинках вощинной огневки 
Galleria mellonella, которых культивировали на диете с добавлением малых доз ан-
тибиотика на протяжении тридцати поколений (R-линия). Полученная нами R-линия 
показала значительную устойчивость этих насекомых к воздействию энтомопато-
генных бактерий Bacillus thuringiensis (Bt). Инфицирование насекомых R-линии Bt 
показало полную потерю восприимчивости личинок к бактериям и снижение общей 
активности протеолитических ферментов с первых суток после заражения, главным 
образом за счет подавления активности сериновых протеаз.

Ключевые  слова:  протеолитические ферменты, сериновые протеазы, антибиотик, 
средний отдел кишечника, Bacillus thuringiensis

DOI: 10.31857/S0869813925060039, EDN: TFJUCR

ВВЕДЕНИЕ

Использование антибиотиков агропромышленными комплексами различных стран 
мира приводит к накоплению антимикробных веществ в окружающей среде, что 
влечет значительные изменения в структуре природных биоценозов, начиная с со-
обществ почвенных микроорганизмов и заканчивая многоклеточными организмами 
(позвоночными и беспозвоночными животными) [1–5]. Большинство антибиотиков 
вносятся на поля сельхозугодий с продуктами животноводства, полученных после 
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антибиотикотерапии животных, а также со сточными водами при нарушении условий 
утилизации антибиотиков [2, 6].

Накопление антибиотиков в почвах сопровождается изменениями структуры и со-
става почвенных сообществ микроорганизмов, приводя к нарушению почвообразо-
вательных процессов, существенно сказываясь на сохранении и использовании почв, 
а также способствуя формированию антибиотикорезистентных микроорганизмов, ока-
зывая влияние на взаимодействие организмов в ценозах [7, 8]. Остатки антибиотиков 
могут поглощаться растениями, изменять их физиологию и микробиоту, вызывая по-
тенциальные экотоксикологические эффекты. Присутствие антибиотиков в растениях 
или их микробиоте может в значительной мере влиять на популяции листогрызущих 
насекомых, что обусловлено адаптацией хозяина к новым экологическим условиям 
и направлено на компенсацию потерь ресурсов [9, 10]. Кроме того, у устойчивых к ан-
тибиотикам микроорганизмов могут происходить изменения физиологических про-
цессов, что сопровождается усилением продукции высокоактивных метаболических 
соединений, обладающих антимикробными свойствами [11–13]. Таким образом, про-
исходит постоянная циркуляция антимикробных веществ в ценозах, что способствует 
формированию мультирезистентных микроорганизмов, неся риски развития их муль-
тирезистентных форм, и может приводить к “перекрестной” резистентности [14, 15]. 
Это, в свою очередь, может приводить к изменениям в иммунном статусе и метабо-
лизме у животных, в том числе у человека, к изменению активности пищеварительных 
ферментов и изменениям прироста биомассы организма [16, 17]. Изменения активности 
пищеварительных ферментов, в частности протеолитических, сказывается на восприим-
чивости животных к тем или иным микроорганизмам, которые попадают в кишечник 
из окружающей среды, в том числе патогенным [18, 19]. В частности, в природных по-
пуляциях насекомых может меняться чувствительность к энтомопатогенным бактериям 
Bacillus thuringiensis.

Одним из факторов вирулентности кристаллообразующих бактерий Bt выступают 
Cry-токсины. Активация Cry-токсинов происходит в результате ограниченного проте-
олиза в кишечнике хозяина, что позволяет токсину связываться с рецепторами кишеч-
ного эпителия, вызывая лизис клеток, образование пор и сепсис [20, 21]. Известно, что 
одним из обязательных условий образования активных форм инсектицидных токсинов 
Bt выступает определенный состав протеолитических ферментов в кишечнике хозя-
ина [20, 21]. Изменения в составе протеаз или присутствие ингибиторов активности 
ферментов в кишечнике насекомых способны приводить к инактивации активного 
эндотоксина [22, 23]. Кроме того, состав пищеварительных ферментов может в зна-
чительной мере зависеть от структуры микробного сообщества и/или компонентного 
состава пищи, включая различные аллелохимики, ферменты и микробиоту кормового 
растения фитофагов [24, 25]. Таким образом, изменения в составе протеолитических 
ферментов в результате действия антибиотиков могут приводить к нарушению процес-
сов активации или разрушению токсинов Bt, сказываясь на чувствительности хозяина 
к патогенам.

Для установления характера изменения протеолитических ферментов под дейст-
вием антибиотиков мы провели селекцию устойчивых к антибиотику насекомых, во-
щинной огневки Galleria mellonella L., и в дальнейшем проанализировали активность 
и структуру протеолитических ферментов. Вощинная огневка Galleria  mellonella – 
популярный модельный объект для тестирования антибактериальных препаратов 
и проверки вирулентности различных патогенов млекопитающих, в том числе че-
ловека [26, 27]. Длительное присутствие низких концентраций амикацина (группа 
аминогликозидов) в диете ряда поколений G. mellonella приводило к адаптации насе-
комых к антибиотику [28]. Эти изменения сопровождались первоначальным увеличе-
нием численности бактерий микробиоты кишечника и активности пищеварительных 
ферментов. Дальнейшие наши исследования показали, что эти адаптации привели 
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к изменениям видовой структуры в популяции бактерий микробиоты – смене домини-
рующих Enterococcus faecalis минорными E. mundtii, что сопровождалось развитием 
устойчивости G. mellonella к Bt [29]. Мы предположили, что одним из аспектов устой-
чивости у селектированной к амикацину линии G. mellonella к патогенным бактериям 
может выступать изменение спектра протеолитических ферментов в кишечнике.

Целью настоящей работы было проведение анализа изменений активности протео-
литических ферментов (металлопротеаз, сериновых и цистеиновых протеаз) в среднем 
отделе кишечника Galleria mellonella, селектированной к антибиотику линии после 
воздействия энтомопатогенными бактериями B. thuringiensis.

МЕТОДЫ ИCCЛЕДОВАНИЯ

Реактивы. Амикацин (“Синтез”, Россия), питательный агар (ПА; “ХиМедиа”, 
Индия), 150 мM раствора хлорида натрия (ФР), 0.01 мМ фосфатно-солевого буфера 
(ФБ), Tris-HCl буфер (трис(гидроксиметил)аминометан C4H11NO3 (“Диаэм”, Россия), 
0.25%-ный раствор азоказеина (“Сигма-Олдрич”, США), 1.1 М трихлоруксусной кис-
лоты C2HCl3O2 (ТХУ; “Лабочем интернешионал”, Германия), 5%-ный раствор бром-
фенолового синего, глицерин (“Союзхимпром”, Россия), 0.11%-ный раствор кумасси 
бриллиантового синего G-250 (“Серва”, США); 3%-ный раствор казеина (МП “Био-
медикалс”, США), тетраметилэтилендиамин (TEMED) (“Реана”, Венгрия), пероксоди-
сульфат аммония (NH4)2S2O6(O2) (“Панреак”, “Апличем”, США), 1%-ный бисакрила-
мид (“Панреак”, “Апличем”), 30%-ный акриламид (“Панреак”, “Апличем”), 10%-ный 
раствор додецилсульфата натрия (SDS; “Панреак”, “Апличем”), глицин (“Панреак”, 
“Апличем”), 0.5 мM этилендиаминтетрауксусной кислоты (EDTA; “Диаэм”), 1 мM 
n-(транс-эпоксисукцинил)-L-лейцин-4-гуанидинобутиламид (Е-64; “Сигма-Олдрич”), 
100 мM фенилметилсульфонилфторида (PMSF; “Панреак”, “Апличем”), 1 М гидрок-
сида натрия (NaOH) (“Панреак”).

Насекомые. Эксперименты проводили на селективной линии вощинной огневки 
Galleria  mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae), полученной нами в предыдущих ис-
следованиях [28, 29]. На протяжении 30 генераций (F30) в корм насекомых вводили 
полусинтетический антибиотик широкого спектра действия амикацин, в конечной 
концентрации водного раствора 1.5 × 10–2% (на 1 кг корма) – R-линия. Параллель-
но поддерживали линию насекомых, в корм которых вносили ddH2O – N-линия. Обе 
линии насекомых содержали в лабораторных условиях при постоянной температуре 
28 °С и фотопериодом 12 : 12 (день : ночь) на искусственном корме [30]. Личинок 
G. mellonella в 4-м личиночном возрасте (4–6 ч после линьки) обеих линий использо-
вали для инфицирования бактериями и анализа спектра протеолитической активности.

Бактерии и заражение насекомых. Для инфицирования личинок вощинной огневки 
были использованы бактерии Bacillus thuringiensis var. galleriae 69-6 (Bt) из коллекции 
энтомопатогенных микроорганизмов Института систематики и экологии животных 
СО РАН. Bt культивировали на ПА при 28 °С. Через 6 суток инкубации контролирова-
ли завершение процесса споруляции и чистоту культуры микроскопированием пред-
варительно окрашенных 5%-ным водным раствором эозина микробиологических пре-
паратов (масляная иммерсия 100×; Аксиоскоп 40, “Цейс”, Германия). Соотношение 
спор и кристаллов в микробиологических мазках составило 1 : 1. Суспензии бактерий 
готовили в 150 мМ ФР, с предварительной двойной отмывкой (6000 × g, 10 мин). Титр 
суспензии Bt для инфицирования насекомых был определен с помощью гемоцитоме-
тра Нойбауэра и составил 2 × 108 спор и кристаллов на 1 мл.

Перед инфицированием личинок G.  mellonella (4-й личиночный возраст, 4–6 ч 
после линьки) выдерживали без пищи 2 ч для полного опорожнения кишечника. 
К порции корма (3 г), предварительно обработанного гамма-излучением, вносили 
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1 мл бактериальной суспензии Bt и скармливали личинкам (3 г корма на 30 особей). 
В контроле в корм вносили 150 мМ ФР. Через 48 ч и далее ежедневно корм заменяли 
свежим, также обработанным гамма-лучами, без добавления суспензии Bt. На протя-
жении 6 суток проводили учет выживаемости насекомых. 

Эксперимент включал экспериментальные группы инфицированных насекомых 
(N-Bt и R-Bt) и контрольные группы этих же линий (N-C и R-C). Анализ проводили 
минимум для 4 биологических повторностей (1 повторность = 30 насекомых) в каждой 
экспериментальной группе насекомых. 

Подготовка образцов. Диссекцию тканей среднего отдела кишечника проводили 
на льду через 24 и 48 ч после заражения Bt. Ткани очищали от содержимого, про-
мывали и помещали в 100 мкл ледяного 0.01 M ФБ (1 образец = 2 особи). Образцы 
суспендировали с помощью ультразвукового гомогенизатора (“Банделин”, Германия) 
в течение 3 с (1 цикл). Супернатант (10000 × g, 4 °C, 5 мин) использовали для дальней-
ших анализов. 

SDS-PAGE-зимограмма. Для анализа профиля активности протеолитических фер-
ментов были использованы гомогенаты тканей среднего отдела кишечника личинок 
вощинной огневки R- и N-линий через 48 ч после заражения Bt. К образцам, содер-
жащим 300 мкг белка в 1 мл, в соотношении 5 : 1 вносили 0.5%-ный раствор бромфе-
нолового синего в глицерине по методикам, описанным Laemli [31] и Garcı́a-Carreño 
с соавт. [32] с некоторыми изменениями. Образцы загружали в гель через лунку друг 
от друга для предотвращения перекрестного загрязнения во время электрофоре-
за. Разделение белков в 10%-ном полиакриламидном геле в Tris-глициновом буфере 
с SDS проводили с силой тока 7 мА (4 °С, 7 ч). Гели промывали в ddH20 и инкубиро-
вали в 3%-ном растворе казеина (35 °С, 2 ч) [33]. Затем гели окрашивали в растворе 
0.11%-ного кумасси бриллиантового синего G-250 [33, 34], промывали и визуализи-
ровали в Bioanalyzer 2100 (“Эджилент”, США). Протеолитическая активность выяв-
лялась в виде зоны белого просветления на темно-синем фоне. Для определения мо-
лекулярного веса разделенных белков был использован стандарт молекулярного веса 
(“Сервисбио”, Китай). Анализ был выполнен в трех технических повторениях.

Протеолитическая активность. Анализ активности протеолитических ферментов 
проводили в гомогенатах среднего отдела кишечника личинок вощинной огневки че-
рез 24 и 48 ч после заражения Bt. Измерения проводили спектрофотометрически по 
методике, описанной Elpidina с соавт. [35] и Gatehouse с соавт. [36]. Общую протео-
литическую активность измеряли после инкубации (40 мин при 24 °C) 30 мкл образца 
в 500 мкл субстрата 0.25%-ного азоказеина в 5 мМ Tris-HCl буфере pH 8.5. В качест-
ве специфических ингибиторов активности сериновых протеаз был использован рас-
твор 100 мМ PMSF, цистеиновых – 1 мМ Е-64, металлопротеаз – 0.5 мМ EDTA. Для 
этого растворы специфических ингибиторов вносили к 20 мкл образца в соотноше-
нии 7 : 1 и инкубировали (25 °C, 20 мин). Реакцию останавливали внесением 250 мкл 
1.1 М ТХУ, охлаждали во льду в течение 10 мин и центрифугировали (10000 × g, 4 °C, 
5 мин). К образцам с ингибиторами протеаз вносили 1 М раствора NaOH в соотноше-
нии 2 : 1 [37]. Измерения оптической плотности проводили при длине волны 440 нм. 
Анализ был проведен минимум в семи биологических повторностях для эксперимен-
тальных и контрольных групп исследования.

Концентрацию белка в образцах измеряли по методу Брэдфорда [38] с использова-
нием бычьего сывороточного альбумина для построения калибровочной кривой.

Статистическая  обработка. Выживаемость насекомых анализировали с помо-
щью Kaplan-Meier test с применением Log-rank test в программе SigmaStat 3. Стати-
стическую значимость различий ферментативной активности между вариантами ана-
лизировали для ненормально распределенных данных с помощью Kruskal-Wallis test 
(p < 0.05) в программах Statistica 12.0 и Past4.03.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Инфицирование личинок G. mellonella N-линии энтомопатогенными бактериями Bt 
привело к классическому типу развития бактериальной инфекции, где их выживае-
мость составила около 56% особей на 6-е сутки наблюдения (Лог-ранк тест, p < 0.001, 
n = 120 по сравнению с контролем; рис. 1). Однако в группе R-Bt выживаемость осо-
бей на 6-е сутки наблюдения составила 100%, что не имело различий с показателями 
в контрольных группах (N-C и R-C) (p > 0.05, n = 180, рис. 1).
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Рис. 1. Выживаемость личинок Galleria mellonella нативной линии (N) и линии насекомых, выращенных 
на диете с антибиотиком (R) после per os воздействия бактериями Bacillus thuringiensis. Буквами a и b обо-
значены межгрупповые различия, посчитанные с помощью Лог-ранк теста (p < 0.001).

Результаты электрофореграммы показали различия профиля протеолитической ак-
тивности в среднем отделе кишечника вощиной огневки N- и R-линий (рис. 2). Так, 
у личинок N-линии присутствовало восемь различимых зон протеолиза, которые соот-
ветствовали массе белков 131, 110, 85, 60, 50, 40 и 30 кДа. Однако у личинок R-линии 
соответствующие зоны протеолиза были менее явными, а фермент массой 30 кДа (со-
ответствующей сериновым протеазам) не показал активности. Инфицирование личи-
нок огневки обеих линий бактериями Bt привело к снижению протеолитической актив-
ности, что проявилось в отсутствие четко различимых зон протеолиза.

Результаты анализа общей протеолитической активности в кишечнике личинок 
G.  mellonella не выявили каких-либо значительных изменений активности общих 
протеолитических ферментов между контрольными группами личинок N- и R-ли-
ний (N-C, R-C; рис. 3a). В то же время при заражении личинок вощинной огнев-
ки Bt, в первые 24 ч в экспериментальной группе R-Bt наблюдалось значительное 
(×2.6) подавление активности общих протеаз (0.005 ± 0.001 ед./мин/мг белка; n = 8; 
тест Краскела–Уоллиса с последующим тестом Данна, p < 0.01, по сравнению с R-C; 
рис. 3a). Эта тенденция сохранялась в этой же группе личинок R-Bt через 48 ч, 
где активность протеаз была ниже в 1.84 раза, чем в контрольной группе насеко-
мых R-C (0.005 ± 0.0006 ед./мин/мг белка; n = 10; p < 0.05). Инфекция Bt приводила 
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к значительному 1.5-кратному подавлению активности общих протеаз в среднем ки-
шечнике личинок вощинной огневки нативной линии (N-Bt) (0.01 ± 0.002 ед./мин/мг 
белка; n = 10; p < 0.05, по сравнению с N-C; рис. 3a).

Инкубация гомогенатов среднего отдела кишечника личинок вощиной огневки 
с ингибитором сериновых протеаз (PMSF) не выявила каких-либо значимых разли-
чий между контрольными группами образцов N- и R-линий (p > 0.16, рис. 3b). Од-
нако в первые 24 ч после инфицирования насекомых R-линии бактериями Bt  на-
блюдалось значительное (×2.9) подавление активности протеаз по сравнению с R-C 
(0.002 ± 0.0006 ед./мин/мг белка; n = 7; p = 0.01). Сниженный (×1.4) уровень протео-
литических ферментов в этой группе личинок (R-Bt) был зарегистрирован также через 
48 ч после инфицирования Bt, но статистическая значимость была на уровне тенден-
ции (0.004 ± 0.0005 ед./мин/мг белка; n = 9; p = 0.05). В группе личинок N-Bt также на-
блюдалось (×1.68) снижение активности протеаз, но не имело различий по сравнению 
с N-C (0.003 ± 0.0007 ед./мин/мг белка; n = 8; p = 0.16). 

Анализ протеолитической активности в гомогенатах среднего отдела кишечника 
личинок G.  mellonella после обработки контрольных образцов ингибитором цисте-
иновых протеаз (E-64) выявил различия между группами N-C и R-C (рис. 3с). Так, 
в контрольной группе насекомых R-линии активность протеаз была значительно (×1.6) 
ниже в 48-часовой временной точке по сравнению с N-C (0.008 ± 0.001 ед./мин/мг бел-
ка; n = 9; p < 0.05). Однако инфицирование бактериями Bt вызвало подавление актив-
ности цистеиновых протеаз в группе R-Bt в обеих временных точках. Так, в группе 
R-Bt активность протеаз была снижена как через 24 ч (×2.7), так и через 48 ч (×1.5), 
но только через 24 ч значения были статистически значимы по сравнению с R-C 
(0.004 ± 0.001 ед./мин/мг белка; n = 8; p < 0.01). В группе насекомых N-линии ин-
фекция Bt приводила к (×1.6) подавлению активности протеаз на уровне тенденции 
(0.009 ± 0.001 ед./мин/мг белка; n = 9; p = 0.05, по сравнению с N-C).

Обработка образцов гомогенатов среднего отдела кишечника личинок вощинной 
огневки N- и R-линий ингибитором активности металлопротеаз (EDTA) не выявила 
каких-либо значимых различий между контрольными образцами в обеих временных 
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Рис. 2. Зимограмма (SDS-PAGE) гомогенатов среднего отдела кишечника вощинной огневки Galleria mellonella: 
контрольных образцов нативной линии (N-C) и линии насекомых, выращенных на диете с антибиотиком (R-C), 
а также через 48 ч после per os воздействия бактериями Bacillus thuringiensis (Bt) нативной линии (N-Bt) и линии 
личинок на диете с антибиотиком (R-Bt). М – стандарты молекулярной массы (“Сервисбио”, Китай).
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точках (p > 0.3; рис. 3d). Однако через 24 ч после воздействия бактериями Bt в группе 
R-Bt было зарегистрировано (×4.8) падение активности протеолитических ферментов 
по сравнению с R-C (0.005 ± 0.001 ед./мин/мг белка; n = 9; p < 0.00001). Сниженный 
уровень (×2) активности протеаз был зарегистрирован и в 48-часовой временной точке 
для этой группы насекомых R-Bt (0.007 ± 0.0008 ед./мин/мг белка; n = 9; p < 0.05, по 
сравнению с R-C). Инфекция Bt насекомых N-линии, напротив, не приводила к каким-
либо значительным изменениям активности протеолитических ферментов после инку-
бации образцов с EDTA по сравнению с N-C (p > 0.1).

Следует отметить, что использование специфических ингибиторов цистеиновых 
протеаз и металлопротеаз не привело к значительному снижению общей протеоли-
тической активности, что свидетельствует об их незначительной роли по сравнению 
с сериновыми протеазами.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследованию формирования резистентности насекомых к Cry-токсинам по-
священо огромное количество исследований, большинство из которых сосредото-
чены на направленной селекции чешуекрылых к Cry-токсинам Plutella  xylostella 
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Рис. 3. Активность протеолитических ферментов в гомогенатах среднего отдела кишечника личинок вощин-
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(b) – PMSF (ингибитор сериновых протеаз); (c) – E-64 (ингибитор цистеиновых протеаз); (d) – EDTA (ингиби-
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временной точки, посчитанные с помощью критерия Краскела–Уоллиса с последующим тестом Данна (p < 0.05).
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(Cry1Ac) [15, 39–41]. В этих работах было показано, что у устойчивых к Bt насеко-
мых развитие бактериоза ограничено сублетальными инфекциями. Активация Cry-
токсинов Bt происходит в результате ограниченного протеолиза, в процессе которого 
формируются высокоактивные субъединицы токсинов, связывающиеся с рецепто-
рами эпителия кишечника хозяина [20]. Увеличение активности протеолитических 
ферментов может обеспечить устойчивость хозяина к патогенам, инсектицидам и ра-
стительным аллелохимикам [18]. В нашем случае пероральное скармливание бак-
терий Bt привело к подавлению общей протеолитической активности обеих линий 
(N- и R-линии), что подтвердили результаты зимограммы и спектрофотометриче-
ского анализа. Снижение активности протеаз может быть связано как с патологи-
ческим состоянием, вызванным развитием Bt,  как было показано для Helicoverpa 
armigera [42], так и с изменением спектра протеолитических ферментов. В частно-
сти, в исследовании Forcada с соавт. [43] было показано, что устойчивые к Bt Heliothis 
virescens имеют различия с восприимчивыми линиями в составе протеаз среднего ки-
шечника. Подобные изменения у устойчивых личинок могут сказываться на солюби-
лизации эндотоксинов [44] и приводить к инактивации Cry-токсинов Bt [22, 23]. Это 
согласуется с полученными нами результатами, демонстрирующими потерю протеаз 
массой 30 кДа и значительно более низкой общей протеолитической активностью 
ферментов у личинок R-линии на фоне отсутствия смертности личинок при воздей-
ствии патогенными бактериями Bt.

Одной из стратегий формирования устойчивости насекомых к патогенам может 
выступать экспрессия протеаз, нечувствительных к ингибиторам, и/или переключе-
ние между формами протеаз (в частности, сериновых, цистеиновых и аминопепти-
даз) [45, 46]. Мы предположили, что устойчивость вощинной огневки R-линии к Bt 
может наблюдаться из-за изменений в составе протеаз или присутствия ингибиторов 
активности ферментов в кишечнике насекомых. Учитывая, что при заражении Bt сни-
жалась протеолитическая активность как в нативной, так и в R линии, значительное 
снижение протеолитической активности при использовании ингибитора сериновых 
протеаз свидетельствует о преобладании данного класса протеаз в обеих линиях 
вощинной огневки. Однако результаты зимограммы не выявили четко различимой 
зоны протеолиза, соответствующей ферменту массой 30 кДа у личинок R-линии 
(а также слабовыраженные зоны протеолиза, соответствующие ферментам), обла-
дающих молекулярной массой ~60, ~50, ~37 кДа. Ранее Coates с соавт. [47] было 
показано, что экспрессия сериновых протеаз в кишечнике Ostrinia nubilalis имеет 
значение в превращении протоксина Bt в активный токсин, следовательно, снижен-
ный уровень ферментативной активности связан с устойчивостью насекомых к бак-
териям. Причем, у устойчивых насекомых к Bt главным образом снижены уровни 
активности химо- и трипсиноподобных сериновых протеаз в среднем отделе кишеч-
ника, как было показано для Plutella  xylostella и Plodia  interpunctella [15, 48, 49]. 
Кроме того, устойчивость к Bt P.  interpunctella была связана с потерей основной 
трипсиноподобной протеазы [50], что косвенно могут подтверждать результаты на-
ших исследований.

Цистеиновые протеазы в основном участвуют в процессах, связанных с форми-
рованием тканей во время метаморфоза, и в иммунном ответе на вторжение патоге-
нов [51–53]. Металлопротеазы играют значительную роль в патогенности Bt и опо-
средуют ранние стадии активации Cry-токсинов и развития инфекции [54]. В нашем 
эксперименте c применением ингибиторов данных протеаз не было получено досто-
верной разницы относительно общей протеолитической активности. Эти результаты 
могут говорить о незначительной роли данных классов протеаз в формировании устой-
чивости к энтомопатогенам.

Таким образом, адаптация вощинной огневки R-линии не сопровождалась какими-
либо значительными изменениям базовых показателей активности протеолитических 
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ферментов в кишечнике хозяина. Однако пероральное заражение этих насекомых 
бактериями Bt привело к выраженному подавлению активности сериновых проте-
аз. Учитывая, что эти классы ферментов участвуют в солюбилизации эндотоксина 
до протоксина, это вполне может объяснять устойчивость вощинной огневки R-ли-
нии к инфекции Bt. Вполне закономерно, что устойчивость насекомых к Bt может 
быть опосредована несколькими механизмами, связанными с активацией эндоток-
синов, в том числе изменением изоформного состава протеолитических ферментов 
кишечника. Также не исключен вклад симбиотических бактерий, свойства и состав 
которых аналогичым образом будут меняться в присутствии антибиотиков в кишеч-
нике. В предыдущем нашем исследовании было показано, что симбиотические бак-
терии Enterococcus mundtii, выделенные из кишечников вощинной огневки R-линии, 
способны ингибировать развитие бактериальной инфекции, вызванной Bt  [29], по-
средством продукции антимикробных веществ, а также за счет продукции собствен-
ных протеаз и липаз [55–57].

Исходя из полученных нами результатов, можно говорить об изменениях актив-
ности протеолитических ферментов (преимущественно сериновых) у насекомых, 
подвергающихся длительному воздействию низких доз антибиотика. Основные из-
менения затрагивают пищеварительные ферменты класса сериновых протеаз, ко-
торые выполняют ключевую роль в активации Cry-токсинов Bt. Наши результаты 
подтверждают их исключительную роль в формировании устойчивости к энтомо-
патогенным бактериям Bt, что было подтверждено при применении специфичных 
ингибиторов. Следует отметить, что не всегда у устойчивых и восприимчивых насе-
комых наблюдаются различия активности протеаз в кишечнике [58]. Это может быть 
связано с многогранностью этой устойчивости, которая, вполне вероятно, сочетает 
потерю или замену изоформ какого-либо одного (или группы) протеолитического 
фермента и вклад симбиотических бактерий в измененном (или адаптированном) 
к новым экологическим условиям сообщества. Эти результаты подчеркивают слож-
ную роль протеаз в устойчивости насекомых и их адаптивных реакциях и требуют 
дополнительных исследований.
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Comparative Analysis of Proteolytic Enzyme Activity in the Midgut 
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The accumulation of antibiotics in biocenoses carries risks of development of multidrug-
resistant microorganisms through horizontal transfer of resistance genes, metabolic 
changes in various animals, including humans. It is hypothesized that these changes 
may have a significant impact on the structure of digestive enzymes in the gut. This may 
be achieved through the switching between different classes and isoforms of proteases, 
the expression of new isoforms, and the consequent effect on digestion and resistance 
to pathogens. The present study was completed on the larvae of the wax moth Galleria 
mellonella, which were cultivated on a diet that contained low doses of antibiotic for thirty 
generations (R-line). The R-line obtained demonstrated a considerable degree of resistance 
in the insects to exposure to the entomopathogenic bacterium Bacillus thuringiensis. The 
per  os treatment of R-line larvae demonstrated a complete loss of susceptibility to the 
bacterium, and a decrease in total proteolytic enzyme activity from the first day after 
infection, primarily due to suppression of serine protease activity.
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