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Пищеварительные гидролазы выступают в качестве ключевых элементов пищевых связей в биоценозах. От 
эффективности гидролаз в снабжении организма фитофага пластическими и энергетическими материалами 
кормовых растений зависят его жизнь и способность к воспроизводству. Системы пищеварительных гидролаз 
насекомых-фитофагов сформировались в ходе их длительной коэволюции с растениями. Это справедливо и 
для растительноядных клопов, включая такого опасного вредителя пшеницы, как вредная черепашка. Знание 
особенностей пищеварительных систем вредителей необходимо для разработки методов борьбы с ними. 
Основным экономически значимым фактором вредоносности представителей рода Eurygaster и других клопов, 
повреждающих зерно пшеницы, выступают протеазы. Они нарушают структуру клейковины и серьезно ухудшают 
хлебопекарные качества муки. α-Амилазы обеспечивают усвоение крахмала – главного источника энергии этих 
насекомых. Пищеварительные α-амилазы и протеазы вредной черепашки изучаются во всем мире на протяжении 
многих лет, однако данные по ним еще весьма фрагментарны. Недостаточно сведений относительно ферментов 
этих клопов, вовлеченных в питание вегетативными органами злаков. Данные литературы по более изученным 
группам клопов и других насекомых могут помочь в выборе путей исследования ферментов обсуждаемой группы 
вредителей. Существует немало способов укрепления поврежденной клопами клейковины, однако далеко не все 
они безопасны. Белковые ингибиторы протеаз и других гидролаз рассматриваются в качестве перспективных 
элементов в разработке безопасных для человека и окружающей среды методов борьбы с хлебными клопами 
и снижения причиняемого ими ущерба качеству зерна. Пониженная чувствительность протеаз вредной 
черепашки к белковым ингибиторам может быть преодолена путем конструирования новых ингибиторов на 
основе известных и хорошо изученных форм ингибиторов протеаз других организмов, а также с привлечением 
иных высокоспецифичных подходов, включая использование антител к активным центрам ферментов или РНК-
интерференцию. Сами протеазы хлебных клопов могут найти применение в диагностике повреждения зерна, в 
пищевых технологиях и в медицине.
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Введение
Пищеварительные гидролазы делают возможным 

усвоение насекомыми, как и другими животными, энерге-
тических и пластических пищевых субстратов. Существу-
ющие в настоящее время комплексы пищеварительных 
ферментов фитофагов и системы их ингибиторов и других 
защитных белков у растений представляют собой проме-
жуточный результат непрекращающейся в течение сотен 
миллионов лет сопряженной эволюции данных организ-
мов. Особенности пищеварительной системы того или 
иного фитофага отражают как эволюционную историю 
его становления, так и свойства потребляемых им угле-
водов, белков, липидов и т.д., содержащихся в кормовых 
растениях.

Клопы из семейств Scutelleridae и Pentatomidae, повре-
ждающие зерно пшеницы и ячменя, наносят существен-
ный ущерб качественным и количественным параметрам 
урожая этих важнейших культур в России, странах Евро-
пы, Азии и Африки (Павлюшин и др. 2015; Critchley, 1998; 
Dizlek et al., 2018). Наиболее опасным и экономически 
значимым вредителем из них выступает клоп вредная че-
репашка Eurygaster integriceps Put. Кроме него в России 
встречаются еще 5 видов этого рода (Neimorovets, 2020), 
из которых по меньшей мере два, Eurygaster maura L. и 

Eurygaster austriaca Schrank, также вредоносны для сель-
ского хозяйства. Повреждение клопами зерна существен-
но снижает его экспортную стоимость, и прямые финансо-
вые потери российских поставщиков составляют порядка 
$100–150 млн/год (Рылько, 2011). В свою очередь, в Азии 
на пространстве от Турции до Киргизстана и Пакистана 
клопы вредят посевам зерновых культур на площади 15 
млн га (Davari and Parker, 2018). При отсутствии хими-
ческих обработок и других мер защиты это приводит к 
потерям до 30 % урожая ячменя и до 50–100 % пшеницы 
(Parker et al., 2011; Darkoh et al., 2010). В Новой Зеландии 
сходным по типу наносимого ущерба видом выступает 
клоп Nysius huttoni White (Lygaeidae) (Every et al., 2005). 
Изменение климата может привести к существенному рас-
ширению ареала с продвижением данных вредителей в бо-
лее северные регионы (Aljaryian et al., 2016).

Оценка значения определенной группы пищеваритель-
ных ферментов хлебных клопов зависит от рассматривае-
мой проблемы. С позиций потребительских качеств зерна 
для человека наиболее важны протеазы вредителя, повре-
ждающие клейковину. Крахмал зерна служит основным 
источником энергии вредителя, без потребления которого 
невозможна, в частности, его перезимовка. В связи с этим 
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первостепенное значение имеют α-амилазы. Питание кло-
па вегетативными частями растения обеспечивается пока 
ещё недостаточно изученным набором соответствующих 
гидролаз. При рассмотрении таких параметров жизнеспо-
собности, как всхожесть зерна, могут быть важны разные 
группы гидролаз слюнных желез вредителя. Поскольку 
в поврежденном зрелом зерне из всех секретированных 
клопами гидролаз выявляются лишь некоторые протеазы 
(Konarev et al., 2019), именно они представляют интерес 
для диагностики повреждения и т.д. Кроме того, протеазы 
и другие гидролазы насекомых, включая хлебных клопов, 
представляют большой интерес в связи с возможностями 
их использования в различных пищевых и химических 
технологиях, производстве биотоплива, моющих средств 
и т.д. (Olanca and Ozay, 2010; Mika et al., 2013; Kannan et 
al., 2019).

Главным экономически значимым фактором вредонос-
ности хлебных клопов служат протеазы слюнных желез, 
которые вводятся в зерно при питании этих сосущих вре-
дителей (Kretovich, 1944, Sivri and Koksel, 1998; Konarev et 
al., 2011, 2019; Dizlek and Ozer, 2016). Протеазы, оставши-
еся в эндосперме после всасывания насекомым фермен-
тированного содержимого, сохраняют свою активность 
после созревания зерна и его хранения в течение многих 
лет. При замесе теста экзогенные протеазы, присутствую-
щие в поврежденных зернах, гидролизуют запасные бел-
ки, формирующие клейковину, в том числе глютенины, 
от которых во многом зависят хлебопекарные свойства 
муки. Структура клейковины нарушается, и тесто “расте-
кается”. Помимо протеаз слюнные железы вредной чере-
пашки вырабатывают α-амилазы и липазы (Вилкова, 1968, 
1979; Павлюшин и др. 2015; Конарев и Фомичева, 1991; 
Mehrabadi et al., 2014). К сожалению, протеом и транс-
криптом вредной черепашки еще недостаточно изучены, 
однако известно, что в слюнных железах ряда видов рас-
тительноядных Hemiptera синтезируются и другие пище-
варительные гидролазы, в т.ч. полигалактуроназы, а также 
факторы, участвующие в детоксикации ксенобиотиков для 
преодоления защитных механизмов растений – эстеразы, 
глутатион S-трансферазы и цитохром P450 (Cooper et al., 
2013). Отмечены существенные различия в уровнях экс-
прессии генов, связанных с пищеварением и обезврежи-
ванием защитных веществ растений, у особей большой 
злаковой тли Sitobion avenae (Fabricius), питающихся на 
пшенице и ячмене (Wang et al., 2020). По наличию соот-
ветствующих мРНК в слюнных железах клопа слепняка 
Lygus lineolaris (Palisot de Beauvois) выявлена работа 45 
генов, кодирующих полигалактуроназы, двух – α-ами-
лазы, по одному для глюкозидазы, гликангидролазы и 
аминопептидазы, четырех – липазы и не менее 15 – се-
риновые протеазы (Zhu et al., 2016). Хлебные клопы не 

ограничиваются питанием зернами злаков и повреждают 
также листья и стебли, нанося при этом значительный 
ущерб растению. Для успешного усвоения питательных 
веществ из вегетативных органов вредителю необходим 
соответствующий арсенал гидролаз. Синтез тех или иных 
гидролаз пищеварительной системой насекомого опреде-
ляется характером пищи (Li et al., 2017), а его интенсив-
ность может возрастать при наличии в ней соответству-
ющих ингибиторов для компенсации потери активности 
(Pytelkova et al., 2009). Частично гидролизованный в ходе 
внекишечного пищеварения материал растительных тка-
ней поступает в кишечник клопа, где подвергается дей-
ствию другого набора протеаз и амилаз, обеспечивающих 
полное расщепление пептидов и углеводов до соедине-
ний (моно- и олигомеров), доступных для всасывания. 
Важная задача защиты растений и пищевого производ-
ства – ограничение деструктивной активности протеаз 
и других гидролаз хлебных клопов, что может быть до-
стигнуто разными путями, в том числе с использованием 
белковых ингибиторов. Протеазы хлебных клопов также 
представляют интерес как модификаторы белков клейко-
вины для использования в пищевой промышленности и 
медицине (получение белковых гидролизатов, снижение 
токсичности белков клейковины для глютен-чувствитель-
ных пациентов и т.д.). Как и белки других членистоногих, 
пищеварительные ферменты и компоненты секрета слюн-
ных желез хлебных клопов могут проявлять аллергенную 
активность и представлять определенную опасность, про-
воцируя астму у работников мукомольного производства 
(Armentia et al., 2004). Как ведущий фактор вредоносно-
сти хлебных клопов, протеазы могут быть использованы 
в роли перспективного критерия для диагностики по-
вреждения зерна. Подавление активности пищеваритель-
ных гидролаз хлебных клопов может быть использовано 
для ограничения наносимого ими ущерба производству. 
Одним из подходов здесь может служить использование 
природных или специально сконструированных белковых 
ингибиторов ферментов. При этом следует учитывать осо-
бенности пищеварения данных вредителей. Подавление 
гидролаз обоих отделов пищеварительного тракта зна-
чительно повышает энергетические затраты на усвоение 
пищи насекомыми, что ведет к снижению их численности. 
Кроме того, ингибирование гидролаз слюнных желез спо-
собствует снижению потерь качества урожая зерна. В об-
зоре освещены современные представления о свойствах, 
значении, возможных путях использования, а также огра-
ничения нежелательной активности протеаз вредной чере-
пашки и других хлебных клопов. В связи с ограниченно-
стью сведений по некоторым гидролазам именно хлебных 
клопов, будут обсуждены и данные по таксономически 
близким клопам или другим насекомым.

Внекишечное пищеварение
Внекишечное пищеварение широко распространено у 

беспозвоночных. Оно характерно для хищных представи-
телей 80 % семейств Arthropoda (Cohen, 1998). Разнообра-
зие вариантов питания, встречающихся у настоящих кло-
пов (Heteroptera), превышает таковое у почти всех других 
групп насекомых (Zeng and Cohen, 2000; Cohen, 1998). Ин-
тересный аспект их пищевой адаптации – “трофическая 
гибкость”, присущая факультативному питанию зоофагов 

растениями (зоофитофагия) или наоборот, питанию фито-
фагов животными (фитозоофагия) (Zeng and Cohen, 2000), 
что находит отражение, в частности, в высокой степени 
структурной близости пищеварительных ферментов у раз-
ных групп клопов. Ряд видов клопов – важных вредите-
лей сельскохозяйственных культур, сочетают зоофагию с 
фитофагией в зависимости от доступности той или иной 
пищи. Считается, что, в целом, зоофитофагия сопряжена 
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с повышенной ролью пищеварительных протеаз отно-
сительно α-амилаз, тогда как у фитозоофагов (виды рода 
Lygus Hahn, семейство Miridae) или фитофагов (Eurygaster 
Lap.) соотношение ролей данных гидролаз обратное. Кро-
ме того, соотношение, как и состав ферментов, могут ме-
няться в зависимости от состава пищи. При этом, напри-
мер, специфичная к белкам клейковины протеаза GHP3 
из слюнных желез вредной черепашки обладает высокой 
степенью гомологии как с пищеварительными протеаза-
ми хищных клопов, так и протеазами, входящими в состав 
продуцируемых ими ядов (см. ниже). Сходство молеку-
лярной структуры гидролаз растительноядных, хищных 
и кровососущих клопов может служить объяснением от-
носительной легкости “переключения”, в эволюционном 
масштабе, между вариантами питания. В связи с этим 

выглядит в известной степени обоснованным распростра-
ненное в современной экологии расширенное представ-
ление о хищничестве как о любом поедании одних орга-
низмов другими, причем без обязательного умерщвления 
жертвы. Пока нет единого представления о том, что было 
первичным для клопов – зоофагия или фитофагия. Ряд 
данных указывает на то, что у предков современных кло-
пов переход от зоофагии к фитофагии происходил неод-
нократно. Среди представителей многих групп из подот-
ряда Heteroptera встречаются как зоофаги, так и фитофаги 
(Walker et al., 2016). Отдельные внутривидовые группы 
некоторых клопов, например, из семейства Miridae, могут 
проявлять генетически детерминированную специализа-
цию к тому или иному варианту питания (Dumont et al., 
2017).

α-Амилазы
Крахмал служит важнейшим источником энергии фи-

тофагов, в связи с чем роль расщепляющих его гидролаз 
в пищеварении многих насекомых-фитофагов, включая 
вредную черепашку и других хлебных клопов, особенно 
высока (Вилкова, 1968, 1980). Зерно пшеницы содержит 
около 70 % крахмала (James et al., 2003) В составе пшенич-
ного крахмала представлены два типа полимеров D-глюко-
зы – линейный (амилоза) и разветвленный (амилопектин), 
причем последний существенно преобладает. Соотноше-
ние амилозы и амилопектина оказывает существенное 
влияние на технологические и иные качества зерна, при-
чем многое зависит от структуры амилопектина. Гранулы 
крахмала у разных растений существенно отличаются по 
подверженности гидролизу α-амилазами разных видов 
фитофагов. При сходном соотношении обоих полимеров 
в устойчивом и неустойчивом к вредной черепашке сорте 
пшеницы наблюдалась связь между пониженной подвер-
женностью крахмала гидролизу α-амилазой вредителя и 
относительно высокой устойчивостью сорта, что объясня-
ется особенностью структуры амилопектина (Буринская, 
1985). 

α-Амилазы или 1,4-α-d-глюкан-глюкагоногидролазы 
(КФ 3.2.1.1) гидролизуют полисахаридную цепь крахмала 
и других полимеров D-глюкозы до олигосахаридов раз-
личной длины. α-Амилазы вырабатываются в запасающих 
крахмал тканях растений при прорастании, грибами при 
развитии в растительном субстрате и т.д. У животных, в 
т.ч. растительноядных насекомых, α-амилазы входят в 
число наиболее важных пищеварительных гидролаз (Da 
Lage, 2018). У насекомых, включая клопов, как и у дру-
гих животных, геном, как правило, содержит несколько 
вариантов генов α-амилаз, что предположительно расши-
ряет возможности утилизации разных форм крахмала в 
различных условиях (Da Lage et al., 2002; Da Lage, 2018; 
Ghamari et al., 2014). В целом, α-амилазы насекомых по 
структуре близки α-амилазам других животных и объеди-
нены в подсемейство гликозилгидролаз GH13_15 совмест-
но с аналогичными ферментами других беспозвоночных 
(Stam et al., 2006). При этом наблюдаются существенные 
отличия между ферментами разных групп насекомых в 
рамках упомянутой структуры (Da Lage, 2018). У клопов 
амилазы синтезируются в двух независимых отделах пи-
щеварительного тракта – слюнных железах и кишечнике 
(Вилкова, 1980; Ravan et al., 2009; Ramzi et al., 2016; Li 

et al., 2017). α-Амилазы, как и другие гидролазы хлебных 
клопов, изучаются довольно давно и многими авторами 
(Вилкова 1980; Конарев, 1981; Konarev, 1996; Mehrabadi 
et al., 2014), однако данные по ним более скудны и раз-
рознены по сравнению со такими ферментами у крово-
сосущих, хищных и других растительноядных клопов. 
Еще не отсеквенированы геномы представителей родов 
Eurygaster и Aelia Fabricius, что существенно затрудняет 
анализ их ферментативных систем. Накоплено недоста-
точно сведений и по анализу транскриптомов их пищева-
рительных органов. Вследствие этого в обзоре приходится 
учитывать и литературные данные по другим видам кло-
пов. У вредной черепашки α-амилазы слюнных желез и 
кишечника отличаются по компонентному составу при 
изофокусировании, электрофоретической подвижности и 
отношению к белковыми ингибиторам из зерна пшеницы 
(Конарев, 1982а, 1982в, 1992). В слюнных железах рас-
тительноядного клопа L. lineolaris выявлена экспрессия 
двух кодирующих α-амилазу генов (Zhu Y-C et al., 2016). 
В базе данных NCBI представлены результаты секвени-
рования генома (Sparks et al., 2020) клопа Halyomorpha 
halys (Stål) (Pentatomidae), таксономически ближайшего 
к вредной черепашке исследованного в этом отношении 
вида, другого опасного вредителя сельскохозяйственных 
культур. В ней содержится информация, по крайне мере, о 
двух генах α-амилазы. Уровень экспрессии α-амилаз у на-
секомых может меняться в зависимости от состава пищи 
или присутствия в ней ингибиторов, причем отдельные 
изоформы могут отличаться по отношению к белковым 
ингибиторам (Pytelkova et al., 2009). Экспрессия генов α-а-
милаз может также меняться в ходе развития насекомого. 
Так, у личинок хищного клопа Podisus maculiventris (Say) 
(Pentatomidae) число изоформ α-амилаз увеличивается от 
одной у первого личиночного возраста до трех у пятого, а 
также у взрослых особей (Ghamari et al., 2014). 

Большинство α-амилаз насекомых имеет молекуляр-
ную массу от 50 до 55 кДа (Franco et al., 2002; Da Lage, 
2018). В кишечнике вредной черепашки E. integriceps ме-
тодом электрофореза в присутствии додецилсульфата на-
трия (ДСН) выявлены компоненты с молекулярной массой 
49 и 52 кДа (Bandani et al., 2009). Оптимум pH α-амилаз 
насекомых колеблется в пределах от 4.5 до 7, а у видов 
рода Eurygaster этот показатель находится в интервале pH 
от 6 до 7 (Ravan et al., 2009). У вредной черепашки, как и у 
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многих других насекомых, активность α-амилаз снижает-
ся в присутствии ионов Mg2+ и повышается в присутствии 
ионов Cl- (Ravan et al., 2009). 

В одном из исследований не было обнаружено изме-
нений в α-амилазной активности в зерне, поврежденном 
клопами Eurygaster и Aelia, и в структуре гранул крахма-
ла в зонах повреждения (Rosell et al., 2002). На основании 
этого сделан вывод о непричастности амилолитических 
ферментов к ухудшению качества зерна при повреждении 
клопами. На наш взгляд, эта точка зрения не может счи-
таться достаточно обоснованной, поскольку противоречит 
результатам, полученным другими авторами (Вилкова, 
1973, 1980, Павлюшин, 2015; Бурлака и Каплин, 2015). В 
частности, у поврежденных вредной черепашкой зерен от-
мечено пониженное содержание крахмала (Dizlek, 2018). 
Клопы, встречающиеся в Новой Зеландии, отличались 
по воздействию α-амилаз на зерно. Повреждение зерна 

N. huttoni и рядом других клопов не приводило к видимо-
му изменению структуры крахмальных зерен, в то время 
как белковая составляющая эндосперма заметно уменьша-
лась. Одним из приводимых объяснений было отсутствие 
α-амилаз в секрете слюнных желез данных клопов. Лишь 
укус клопа Stenotus binotatus (Fabricius) приводил к де-
струкции крахмальных гранул и повышенной активности 
α-амилаз в зерне (Every et al. 1992). В слюнных железах 
вредной черепашки выявляется высокоактивная α-ами-
лаза (Вилкова, 1980; Konarev, 1996), а повреждение зерна 
этим клопом сопровождается разрушением крахмальных 
гранул (Павлюшин и др., 2015). Очевидно, что ограниче-
ние усвояемости клопами главного источника их энергии 
– крахмала, представляется перспективным направле-
нием создания устойчивых к данным вредителям форм 
пшеницы. 

Ингибиторы α-амилаз
Среди природных регуляторов активности α-амилаз 

насекомых особое внимание привлекают белковые инги-
биторы. В природе они играют важную роль в иммуни-
тете растений к насекомым, а сконструированные на их 
основе высокоспецифичные к α-амилазам вредителей 
формы ингибиторов рассматриваются как перспективные 
и безопасные для человека и окружающей среды факторы 
защиты растений. Семена растений содержат ингибито-
ры α-амилаз нескольких типов, отличающиеся по моле-
кулярной массе и структуре. Наиболее перспективными 
для применения в целях защиты растений от вредителей 
считаются лектиноподобные, тауматин-подобные, кнот-
тин-подобные, γ-пуротионин подобные, подобные инги-
битору Кунитца из бобовых, а также ингибиторы из злаков 
(Franco et al., 2002; Конарев, 2017). Отличия по структуре 
и механизму действия обуславливают широкий спектр 
специфичности ингибиторов к α-амилазам разных групп 
организмов и видов насекомых. Помимо защитных инги-
биторов, нацеленных на фитофагов, растения содержат 
специализированные ингибиторы эндогенных α-амилаз 
(Конарев, 1982а, 1982в; Конарев, 1985; Yamagata et al., 
1998; Konarev et al.,1996; Franco et al., 2002). Молекуляр-
ная масса ингибиторов α-амилаз из растений колеблется 
от 4–13 кДа у мономерных форм до 50–60 кДа у ди- и те-
трамерных (Franco et al., 2002). 

α-Амилазы разных видов насекомых существенно 
отличаются по отношению к белковым ингибиторам 
(Конарев и Фомичева, 1991; Конарев, 1992; Franco et al., 
2002). Так, α-aмилазы долгоносиков Zabrotes subfasciatus 
(Boheman) и Callosobruchus chinensis L. неодинаково ре-
агировали с отдельными компонентами ингибиторов из 
семян разных видов и образцов фасоли (Konarev et al., 
1999a). Нечувствительность α-амилазы к определенному 
ингибитору может быть результатом эволюционной адап-
тации к нему. Так, α-амилаза вредителя зернобобовых 
культур фасолевой зерновки Acanthoscelides obtectus Say 
не чувствительна к белковому ингибитору αAI1 из семян 
основного кормового растения – фасоли Phaseolus vulgaris 
L. (Kluh et al., 2005), но подавляется ингибитором 0.19 WI 
из зерна пшеницы (Franco et al., 2000). Подобные наблю-
дения привели к созданию трансгенных растений с устой-
чивостью к вредителю, основанной на использовании 

«незнакомых» для него вариантов ингибиторов (Solleti et 
al., 2008. Katoch et al., 2016; Chaudhary et al., 2018). 

Зерно мягкой пшеницы содержит несколько вариантов 
ингибиторов α-амилаз (Buonocore et al., 1977; Lyons et al., 
1987; Franco et al., 2000). Мономерные формы с молеку-
лярной массой около 12 кДа более активны по отношению 
к α-амилазам большого мучного хрущака Tenebrio molitor 
L. и ряда других вредителей запасов, а димерные также 
подавляют α-амилазу слюны человека (Buonocore et al., 
1977; Конарев, 1982б; Конарев и Фомичева, 1991). Инги-
биторы α-амилаз у злаков – представители широко рас-
пространенной у растений группы 2S альбуминов (Tatham 
and Shewry, 2008), куда входят также некоторые запасные 
белки и ингибиторы протеаз. Особый интерес для защиты 
растений представляют бифункциональные ингибиторы, 
совмещающие в одной молекуле активность ингибитора 
α-амилаз насекомых и ингибиторов протеаз животных и 
микроорганизмов, например, трипсина или субтилизина 
(Ohtsubo and Richardson, 1992; Yamagata et al., 1998; Franco 
et al., 2002). В зерне дикого ячменя Hordeum bulbosum L. 
обнаружен бифункциональный ингибитор α-амилаз насе-
комых и трипсина (Konarev and Lovegrove, 2012). Также 
существуют формы, обладающие ингибирующей актив-
ностью к α-амилазам насекомых и ферментативной хи-
тиназной активностью, возможно направленной против 
фитопатогенных грибов (Ary et al., 1989). 

У пшеницы изоформы ингибиторов α-амилаз насеко-
мых проявляют высокую изменчивость по признаку на-
личия отдельных компонентов, контролируемых хромосо-
мой 6B. Это сопровождается значительными различиями 
между образцами или отдельными зернами образцов по 
уровню активности ингибиторов (Конарев 1992; Konarev 
and Lovegrove, 2012). Особенно заметны проявления такой 
изменчивости у тетраплоидных пшениц эволюционного 
ряда Triticum turgidum L. Весьма вероятно, что именно 
таковой была природа изменчивости образцов по актив-
ности ингибиторов по отношению к α-амилазам, которая 
коррелировала с устойчивостью к зерновым вредителям 
(Yetter et al., 1979). Наследование компонентов спектра 
ингибиторов α-амилаз насекомых подчиняется простым 
менделевским закономерностям (Конарев и Митрофанова, 
1987). Компонентный состав содержащихся в эндосперме 
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пшеницы ингибиторов α-амилаз (и ингибиторов протеаз) 
насекомых отражает (Конарев, 1992; Konarev, 1996) поли-
плоидную природу и геномный состав мягкой пшеницы и 
ее эволюционные связи с тетраплоидными пшеницами и 
эгилопсами – предполагаемыми донорами геномов B и D 
(Конарев, 1983).

Особенность α-амилаз вредной черепашки – практи-
чески полное отсутствие (у ферментов из слюнных же-
лез) или очень низкая чувствительность (в кишечнике) 
к ингибиторам из зерна пшеницы (Конарев, 1981, 1982в, 
1992; Konarev, 1996). α-Амилазы из кишечника клопа на 
2–3 порядка менее чувствительны к ингибиторам из зер-
на пшеницы по сравнению с ферментом мучного хруща-
ка T. molitor (Конарев, 1982в; Konarev, 1996). При этом 
имеющиеся данные все же свидетельствуют о возмож-
ной защитной роли данных ингибиторов по отношению 
к хлебным клопам. Поглощенные вместе с разжиженным 
содержимым эндосперма ингибиторы α-амилаз насекомых 
сохраняют свою активность в кишечнике клопа вредная 
черепашка (Конарев, 1982в). Данные масс-спектрометрии 
подтверждают присутствие пшеничных ингибиторов α-а-
милаз (и ингибиторов протеаз) в содержимом кишечника 
вредителя (Saadati and Toorchi, 2017). Ряд исследователей 
анализировали действие слабообогащенных препаратов 
ингибиторов из зерна пшеницы на кишечную α-амилазу 

вредной черепашки. Экстракты из разных сортов мягкой 
пшеницы по-разному ингибировали кишечную α-амилазу 
клопа (Abdolahadi et al., 2016). Farhoodi et al. (2019) по-
казали, что фракции водосолерастворимых белков, экс-
трагированные из зерна разных иранских сортов тетра-
плоидной Triticum turgidum L. и гексаплоидной мягкой (T. 
aestivum L.) пшеницы, существенно отличались по инги-
бирующей активности по отношению к кишечной α-ами-
лазе этого вредителя. Наибольшей активностью обладали 
экстракты из зерна мягкой пшеницы. Мы можем объяс-
нить это наличием у мягкой пшеницы активных ингиби-
торов α-амилаз насекомых, контролируемых хромосомой 
6 генома D, в то время как зерно T. turgidum не содержит 
данных ингибиторов, а многие образцы данного вида ли-
шены еще и сходных ингибиторов, контролируемых ге-
номом B (Конарев, 1982б и в, 1992; Konarev, 1996). Если 
α-амилазы слюнных желез черепашки нечувствительны к 
ингибиторам из пшеницы, то по данным Mehrabadi et al., 
(2010, 2012), активность этих ферментов (как и кишеч-
ных) подавляется ингибиторами из тритикале – гибрида 
пшеницы и ржи. Это указывает на принципиальную воз-
можность конструирования на их основе более специфич-
ного и эффективного ингибитора, который мог бы быть 
использован при создании устойчивых к хлебным клопам 
форм пшеницы.

Полигалактуроназы
Стенки клеток растений представляют собой резерву-

ар органического углерода планетарного масштаба (Pauly 
and Keegstra, 2008; Pauchet et al., 2010). Чтобы расщепить 
и усвоить этот богатый углеводами защитный барьер, ми-
кроорганизмы секретируют гидролазы, нацеленные на 
пектин, целлюлозу или гемицеллюлозы. Пектиновую ос-
нову клеточных стенок растений формируют нити полига-
лактуронана, состоящего из соединенных в цепь остатков 
α-D-галактуроновой кислоты. Разрушение пектиновых 
веществ необходимо для обеспечения доступа гидролаз 
питающихся растениями микроорганизмов и насекомых 
к питательным веществам клеток растений. Важную 
роль в разрушении пектина играют полигалактуроназы 
(polygalacturonase, PG) – пектиназа, пектолаза и т.д., гидро-
лизующие α-1,4 связи полигалактуронана. Насекомые, как 
и другие животные, преимущественно лишенные данных 
ферментов, решают проблему разрушения клеточных сте-
нок, в основном, за счет ферментов симбиотических ми-
кроорганизмов, обитающих в их пищеварительном тракте 
(Giron et al., 2017). Однако отдельные группы насекомых 
(некоторые жуки, тли, клопы и др.) приобрели пектин-ги-
дролизующие ферменты за счет горизонтального перено-
са соответствующих генов от микроорганизмов более 100 
миллионов лет назад. Гены полигалактуроназ у жуков из 
семейств Chrysomelidae и Curculionidae, а также клопов 
рода Lygus (Miridae) родственны соответствующим генам 
грибов аскомицетов (Allen and Mertens, 2008; Kirsch et al., 
2014; Soucy et al., 2015; Xu et al., 2019), а у палочников – 
генам бактерий родов Pantoea, Klebsiella, and Enterobacter 
(Shelomi et al., 2016). 

Вредная черепашка и другие хлебные клопы на раз-
ных стадиях развития питаются как вегетативными ча-
стями растения, так и созревающими зернами, где в кле-
точных стенках присутствуют в разных соотношениях 

структурные полисахариды – глюканы, ксиланы, пектин и 
др. (Burton and Fincher, 2014; Chateigner-Boutin et al., 2014; 
Zhang et al., 2014). Эти соотношения меняются в ходе 
развития растений и, например, у пшеницы содержание 
пектина в вегетативных органах снижается с возрастом. 
Кроме того, состав клеточных стенок у злаков существен-
но отличается от такового у двудольных и большинства 
других однодольных. У пшеницы клеточные стенки в 
вегетативных частях и зернах также существенно отли-
чаются по составу полисахаридов, причем в зерне пекти-
нов содержится значительно меньше (Chateigner-Boutin 
et al., 2014). По-видимому, указанные различия между 
злаками и другими растениями отразились и на особен-
ностях пищеварительных систем фитофагов. Сведений по 
гидролизующим пектин ферментам вредной черепашки 
пока еще мало. В отличие от клопов-фитофагов семей-
ства Miridae, в слюнных железах вредной черепашки (сем. 
Scutelleridae) не удалось выявить гидролизующих пектин 
ферментов. У особей, питавшихся созревающими зерна-
ми, пектинэстеразная и полигалактуроназная активность 
присутствовали лишь в первом и четвертом отделах сред-
ней кишки (Vatanparast et al., 2011). Пока неясно, способ-
ны ли слюнные железы вредной черепашки синтезировать 
полигалактуроназы при питании вегетативными частями 
злаков. Можно предположить, что усвоению структурных 
полисахаридов клеточных стенок пшеницы хлебными 
клопами могут способствовать эндосимбиотические бак-
терии, жизненно необходимые данному фитофагу (Kafil et 
al., 2013). По некоторым данным, пока не подтвержден-
ным другими авторами, у вредной черепашки все же есть 
собственный ген полигалактуроназы (Azam et al., 2015). 
Интересно, что питание зернами пшеницы индуцировало 
более значительную экспрессию этого гена в кишечнике 
клопов, чем питание зернами ячменя, ржи или тритикале. 
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Данные по анализу транскрипции контролирующего по-
лигалактуроназу гена свидетельствуют о важности ука-
занного фермента для пищеварения вредной черепашки и 
позволяют рассматривать его в качестве одной из «мише-
ней» для разработки подходов к борьбе с этим вредителем. 
В связи с этим могут представлять интерес белковые ин-
гибиторы полигалактуроназ (polygalacturonase-inhibiting 
proteins, PGIP), присутствующие в клеточных стенках 
практически всех растений. 

PGIP представляют собой гликопротеины, структурно 
близкие обширной группе богатых лейциновыми повто-
рами (Leucine-repeat rich, LRR) белков, вовлеченных в ре-
ализацию важнейших механизмов иммунитета растений 
к бактериям, грибам и насекомым (Yarullina et al., 2016; 
Rathinam et al., 2020).

PGIP подавляют активность эндогенных и экзогенных 
PG. PGIP из фасоли способны подавлять активность PG 
слюнных желез клопов семейства Miridae, причем одни 
изоформы ингибиторов проявляли более высокую специ-
фичность к эндогенным PG, а другие – к PG насекомых 
(D’Ovidio et al., 2004; Frati et al., 2006). На примере араби-
допсиса показана защитная роль PGIP в отношении жука 
листоеда Phaedon cochleariae F., а также установлено, что 
PG насекомых ингибируются теми же PGIP, что и PG фи-
топатогенных бактерий и грибов. Можно предположить, 
что это отражает сходство PG насекомых и микроорганиз-
мов, возникшее в результате горизонтального переноса 
генов.

Протеазы
Протеазы играют ряд важнейших функций во всех жи-

вых организмах, и на долю кодирующих их генов прихо-
дится около 2 % от общего числа генов (Barrett et al., 2001; 
Rawlings et al.,2004; Rawlings and Bateman, 2019). Пищева-
рительные протеазы, осуществляющие гидролиз пептид-
ных связей в белках пищи, обеспечивают насекомых, как 
и другие организмы, аминокислотами – мономерами для 
построения собственных белков, а дефицит необходимых 
аминокислот ведет к негативным последствиям, вплоть до 
летального исхода. В связи с этим оправдан подход к про-
теазам как к потенциальным «мишеням» для разработки 
методов и средств защиты растений от вредителей, спец-
ифичных и безопасных для человека, сельскохозяйствен-
ных животных и окружающей среды. Кроме того, протеа-
зы различных организмов, в том числе насекомых, могут 
найти применение во многих технологических процессах 
(Philipps-Wiemann, 2018). Пищеварительные протеазы 
насекомых принадлежат, главным образом, к четырем ос-
новным классам, отличающимся по структуре активного 
центра и механизму действия – сериновые, цистеиновые, 
аспартильные и металлопротеазы (Terra and Ferreira, 2012). 
Отличием протеолитического комплекса некоторых групп 
насекомых от такового у млекопитающих служит вовле-
чение в пищеварение, помимо широко распространенных 
сериновых и аспартильных ферментов, цистеиновых про-
теаз (Oliveira et al., 2003). Это существенно расширило пи-
щевые адаптации насекомых и позволило более эффектив-
но гидролизовать некоторые белки растений, например, 
проламины, а также нейтрализовать белковые ингибиторы 
протеаз и токсичные белки типа лектинов. Считается, что 
переходы от животной пищи к растительной (например, 
к лишенному белков флоэмному соку) и обратно, а также 
давление отбора, могли приводить к потере определенных 
типов протеаз, в частности, сериновых, и восполнению 
их отсутствия в кишечнике за счет «рекрутирования» ли-
зосомальных ферментов типа катепсинов B и L (Terra et 
al., 2019). Имеющиеся данные позволяют предположить 
появление подобных протеаз в кишечнике в результате 
дупликации исходных лизосомальных генов протеаз с 
последующей дивергенцией, позволившей осуществлять 
секрецию «новых» протеаз из клетки и их активацию в 
полости кишечника. Такое дополнение арсенала протеаз 
произошло относительно недавно в эволюционном мас-
штабе и наблюдается у некоторых групп клопов, тлей и 

жесткокрылых. У ряда клопов и жуков «лизосомальные» 
ферменты теперь соседствуют с сериновыми и другими, 
что обеспечивает им более полное усвоение белковой 
пищи. Цистеиновые протеазы найдены и в кишечнике 
вредной черепашки (Amiri et al., 2016). У представителей 
более древних таксонов, например, тараканов, в кишечни-
ке преобладают сериновые протеазы, а «лизосомальных» 
цистеиновых ферментов нет (Tamaki et al., 2014).

До последнего времени не существовало единого мне-
ния относительно внекишечного пищеварения у клопов – 
осуществляется ли при этом реальное переваривание бел-
ков и углеводов до мономеров, доступных для усвоения, 
или его основная задача заключается лишь разжижение 
тканей жертвы/растения до консистенции, достаточной 
для всасывания. Так, в кишечнике хищного клопа Podisus 
nigrispinus (Dallas), входящего, как и ряд хлебных клопов, 
в семейство Pentatomidae, выявляются мышечные волокна 
жертв, которые окончательно перевариваются кишечными 
протеазами и другими гидролазами (Fialho et al., 2012). 
Коллагеназа, вырабатываемая слюнными железами, лишь 
фрагментировала ткани. По-видимому, сходная ситуация 
с перевариванием белков может наблюдаться и у клопов, 
высасывающих содержимое семян, размягченное соответ-
ствующими протеазами. 

Особенность белков клейковины, содержащихся в эн-
досперме пшеницы, заключается в их нерастворимости в 
физиологических условиях как из-за высокого содержа-
ния пролина и глутамина, так и ассоциации субъединиц 
глютенина в гигантские сети за счет дисульфидных связей 
(Shewry and Halford, 2002; Shewry, 2019). Для перевода 
данных белков в состояние, пригодное для всасывания, 
вредная черепашка и другие хлебные клопы вводят в эн-
досперм протеазы, секретированные слюнными железа-
ми. Под их действием высокомолекулярные агрегаты бел-
ков клейковины разрушаются. В поврежденных клопами 
зернах увеличивается содержание растворимых в присут-
ствии ДСН белков, а количество «неизвлекаемого» белка 
снижается (Sivri et al., 2004). 

Для щитников характерно «двухфазное» пищеварение, 
где слюнные железы и кишечник имеют разные функции 
и, соответственно, состав гидролаз. Слюнные железы, их 
секрет и кишечник растительноядного мраморного клопа 
H. halys существенно отличаются по составу и, видимо, 
функциям протеаз (Lomate and Bonning, 2018).
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Анализ литературы указывает на принципиальное 
сходство систем пищеварительных протеолитических 
ферментов у представителей разных семейств подотряда 
Heteroptera. Отличия касаются, главным образом, степе-
ни экспрессии протеаз, адекватных главному кормовому 
белку. У хищников разжижение мышечных тканей жертвы 
осуществляется, в частности, коллагеназами (Fialho et al., 
2012). У кровососущих клопов есть протеазы, специфич-
ные к белкам крови (Santiago et al., 2017).

Набор протеаз слюнных желез вредной черепашки 
включает формы типичных сериновых трипсиноподоб-
ных и химотрипсиноподобных (по молекулярной массе, 
субстратной специфичности и отношению к ингибито-
рам) ферментов (Конарев и др., 2017), характеризующихся 
высокими изоэлектрическими точками (ИЭТ) и чувстви-
тельностью к тем или иным известным белковым ингиби-
торам. Подобные протеазы обычны для хищных, крово-
сосущих и растительноядных представителей различных 
семейств клопов. В то же время поглощение высокомоле-
кулярных комплексов белков клейковины из эндосперма 
требует его разжижения, что обеспечивается высокоспец-
ифичными протеазами, в том числе с ИЭТ близкими к 7.0 
или «нейтральными» (Konarev et al., 2011, 2019). Протеа-
за, похожая по способности гидролизовать высокомолеку-
лярные субъединицы глютенина, но отличающаяся от упо-
мянутых ферментов вредной черепашки по субстратной 
специфичности (сайту гидролиза), секретируется слюн-
ными железами новозеландского клопа N. huttoni (Every 
et al., 2005). 

В слюнных железах и кишечнике опасного вредителя 
многих культур клопа-слепняка L. lineolaris были выявле-
ны несколько трипсиноподобных по структуре сериновых 
протеаз (Zhu et al., 2003). Протеазы слюнных желез с мо-
лекулярной массой около 26 кДа обладали способностью 
гидролизовать желатин, казеин и BApNA (стандартный 
субстрат, применяемый для анализа активности бычьего 
трипсина) и ингибировались апротинином и PMSF. Про-
теазы синтезировались в составе полипептида, состояще-
го из сигнального пептида, пропептида (активационного 
пептида) и зрелого фермента с характерной для многих се-
риновых протеаз животных N-концевой аминокислотной 
последовательностью IVGG. Слюнные железы и кишеч-
ник отличались по набору протеаз. 

Обнаружено, что повышение экспрессии пищевари-
тельных протеаз у насекомых в ответ на изменения в соста-
ве пищи, в частности, на появление ингибиторов протеаз, 
сопровождается усилением синтеза в пищеварительных 
органах определенных эндогенных ингибиторов, облада-
ющих, по-видимому, регуляторной или ограничительной 
функцией для защиты собственных белков насекомого от 
нежелательного протеолиза (Lomate et al., 2018). Анализ 
сиалотранскриптома кровососущих клопов, наиболее изу-
ченных с точки зрения молекулярной биологии, указывает 
на синтез в их слюнных железах как сериновых протеаз, 
так и разнообразных белковых ингибиторов, в частности 
из семейства ингибитора Kazal (Santos et al., 2007). Эти 
ингибиторы, подавляя регуляторные протеазы жертвы, 
обеспечивают более эффективное всасывание крови. В ор-
ганизме растительноядного клопа H. halys (Pentatomidae) 
также присутствуют ингибиторы типа Kazal, родствен-
ные ингибитору тромбина дипеталогастину (NCBI ID: 

XP_014283937.2). Пока неясны функции данного ингиби-
тора – либо это «отголоски» хищничества, либо ограни-
чение активности эндогенных протеаз. Вполне возмож-
но, что хлебные клопы также могут обладать подобными 
ингибиторами. Среди возможных путей их применения 
может быть использование в целях блокировки деструк-
тивной для пищевых технологий протеолитической ак-
тивности или для придания растениям устойчивости к 
вредителям. В свою очередь, ингибиторы протеаз, содер-
жащиеся в насекомых – жертвах хищного клопа щитни-
ка Andrallus spinidens Fabricius (Hemiptera: Pentatomidae), 
способны подавлять активность трипсиноподобных фер-
ментов из его слюнных желез (Zibaee et al., 2012). Инте-
ресно, что «кормовые» виды отличались по оказываемому 
эффекту. Эти данные могут указывать на потенциальную 
защитную роль данных белков.

Для вредной черепашки и многих других клопов ха-
рактерно преобладание сериновых протеаз в слюнных 
железах и цистеиновых – в кишечнике, хотя сериновые в 
последнем также присутствуют (Вилкова, 1980; Конарев 
и Фомичева, 1991; Hosseininaveh et al., 2009; Amiri et al., 
2016). Из слюнных желез клопа слепняка Lygus hesperus 
Knight (Miridae) была выделена протеаза с ИЭТ при изо-
фокусировании при pH около 10, способная гидролизовать 
BApNA и казеин, чувствительная к ингибитору сериновых 
протеаз PMSF, а также к белковому ингибитору трипси-
на из лимских бобов и овомукоиду (Zeng et al., 2002). 
Дубовский и др. (2006) выявили в кишечнике вредной 
черепашки сериновые протеазы, активность которых не 
подавлялась ингибитором трипсина Кунитца. С помощью 
протеомных технологий Bezdi et al. (2012) показали при-
сутствие в слюнных железах личинки пятого возраста и 
имаго вредной черепашки трипсина, химотрипсина, ка-
кой-то иной сериновой протеазы ssp3, а также α-амилаз, 
нуклеаз и ряда других ферментов.

Активность протеаз, как и других гидролаз в пище-
варительных органах клопов, как правило, определяется 
наличием и типом потребляемой в данный момент пищи 
(Mehrabadi et al., 2014). Так, сериновые нейтральные 
протеазы активны в слюнных железах вредной черепаш-
ки, питающейся созревающим зерном, и почти незамет-
ны у перезимовавших особей, питающихся проростками 
(Konarev et al., 2011). Изменения в активности пищевари-
тельных ферментов могут происходить как за счет усиле-
ния экспрессии кодирующих их генов, так и путем актива-
ции запасенных зимогенов (Konarev et al., 2019). 

Использование реплик, содержащих в качестве суб-
страта белки клейковины – глютенин или глиадин, а также 
желатиновых реплик существенно повысило чувствитель-
ность анализа протеаз вредной черепашки (Konarev et al., 
2011; Konarev and Lovegrove, 2012). В результате было 
установлено присутствие в слюнных железах вредителя и 
поврежденном им зерне нескольких независимых систем 
протеаз – «нейтральных», с ИЭТ приблизительно между 
pH 6 и 7, специфичных к белкам клейковины, и «щелоч-
ных» (с ИЭТ выше 7), гидролизующих как клейковину, так 
и животный белок желатин (Конарев и др. 2017; Konarev 
et al., 2019). По-видимому, нейтральные протеазы, оста-
ющиеся в поврежденном клопами зерне после его созре-
вания, играют основную разрушительную роль в отноше-
нии клейковины при замесе теста. Такая протеаза была 
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выделена из нескольких образцов поврежденного вредной 
черепашкой зерна пшеницы, собранных в России и Тур-
ции (Konarev et al., 2011). Молекулярная масса протеазы 
составляла около 28 кДа. Фермент специфично гидроли-
зовал пептидные связи между гекса- и нонапептидными 
повторами полипептидной цепи высокомолекулярных 
субъединиц глютенина с остатком глутамина в сайте ги-
дролиза в позиции P1. По результатам частичного секве-
нирования выделенных из поврежденного клопом зерна 
изоформ нейтральных протеаз, а также клонирования от-
дельных соответствующих форм протеаз, синтезируемых 
в слюнных железах вредителя (Konarev et al., 2011) можно 
сделать вывод об их принадлежности к семейству пепти-
даз S1 (по классификации MEROPS), куда входят также 
хорошо охарактеризованные трипсины и химотрипсины 
членистоногих и млекопитающих.

Представляет интерес сопоставление данных по по-
вреждению зерна вредной черепашкой и другими, в том 
числе таксономически удаленными клопами. Поврежде-
ние зерна пшеницы новозеландским клопом N. huttoni 
сопровождается разрушением высоко- и низкомолеку-
лярных субъединиц глютенина, приводящим к ухудше-
нию хлебопекарных качеств муки (Every et al., 1989). Из 
зерна пшеницы, сильно поврежденного клопом N. huttoni, 
была выделена протеаза, способная гидролизовать высо-
комолекулярные субъединицы глютенина пшеницы, сход-
ные с ними секалины ржи и D-гордеина ячменя, а также 
β-казеин коровьего молока (Every et al., 2005). Протеаза 
оказалась специфичной к пептидным связям глютенина 
и β-казеина, образованным остатками глутамина в пози-
ции P1. В полипептидной цепи глютенина, состоящей из 
многократно повторяющихся характерных гекса- и нона-
пептидов, гидролизовалась связь, расположенная в сере-
дине гексапептида (SGQ*GQP-GYYPTSLQQ). Близкая 
по свойствам протеаза, выделенная из зерна пшеницы, по-
врежденного вредной черепашкой, также гидролизовала 
связь, образованную остатком глутамина в позиции P1, но 
расположенную между гекса- и нонапептидными элемен-
тами (PGQGQQ*-GYYPTSLQQ) (Konarev et al., 2011). 
При этом было обнаружено, что при питании семенами 
других видов растений слюнные железы N. huttoni выра-
батывают иные протеолитическиe ферменты, адекватные 
соответствующим запасным белкам (Every and Stufkens, 
1999). Это может служить хорошей иллюстрацией высо-
кой адаптационной способности пищеварительных си-
стем клопов к виду пищи.

Нейтральная протеаза из поврежденных черепашкой 
зерен была частично секвенирована, что позволило кло-
нировать последовательности ДНК клопа, кодирующие 
три изоформы фермента (gluten hydrolyzing proteinase, 
GHP1-GHP3) у особей из Ставропольского края, а также 
Самарской и Саратовской областей (Konarev et al., 2011). 
Форма GHP3 была экспрессирована в клетках бактерий, 
дрожжей (Долгих и др., 2014; Konarev et al., 2019) и на-
секомых (Долгих и др. 2020, неопубликованные данные). 
В серии исследований она использовалась в качестве мо-
дельного фермента. Антитела к протеазе GHP3, а также 
PCR-анализ подтвердили присутствие (и экспрессию) 
данного фермента в слюнных железах вредной черепашки 
(Конарев и др. 2017; Долгих и др., 2017; Amiri et al., 2016). 
GHP3 (Gl), как и еще одна сериновая протеаза (Tryp) 

также синтезировались в кишечнике, причем при питании 
клопов зернами пшеницы уровень их экспрессии был су-
щественно выше, чем в случае зерен других злаков (Amiri 
et al., 2016). Эти результаты указывают на вовлеченность 
GHP3 и Tryp в пищеварение клопа. 

Анализ данных с использованием сервера BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) показал, что протеаза GHP3 
обладает относительно высокой (до 66 %) гомологией с 
химотрипсиноподобными протеазами клопа H. halys, а 
также трипсиноподобными протеазами L. lineolaris и дру-
гих клопов этого же рода (до 42 %). Из протеаз млекопи-
тающих наибольшую гомологию с GHP3 проявляют хи-
мотрипсиноподобные ферменты (до 37 %). Наблюдалась 
также существенная гомология GHP3 c протеолитически-
ми компонентами ядов, характерных для хищных клопов, 
например водяного клопа Lethocerus distinctifemur Menke 
(Belostomatidae). 

Компьютерная модель, построенная на основе амино-
кислотной последовательности GHP3 и с использованием 
в качестве шаблона трипсиноподобной протеазы речно-
го рака, показала, что, при общем сходстве структуры с 
известными сериновыми протеазами различных беспо-
звоночных, данный фермент клопа имеет ряд особенно-
стей, по-видимому, отражающих его субстратную специ-
фичность к белкам клейковины. Так, например, удлинен 
участок полипептидной цепи, образующий петлю, фор-
мирующую карман S4 активного центра и вовлеченную в 
связывание остатка глутамина в позиции P4 (Konarev et 
al., 2011). Подобные структурные особенности фермен-
тов могут быть использованы при разработке специфич-
ных ингибиторов нежелательных для человека гидролаз 
(см. ниже). 

Методами иммуноблоттинга и иммунофлюоресцент-
ной микроскопии с использованием антител к рекомби-
нантной форме протеазы GHP3 было установлено, что 
данный фермент синтезируется в слюнных железах вред-
ной черепашки в форме неактивного зимогена и откла-
дывается в секреторных гранулах (Конарев и др. 2017). 
Активация зимогена GHP3, как и у протеолитических 
ферментов ряда других видов насекомых in vivo происхо-
дит, судя по всему, под действием пока неизвестной эндо-
генной трипсиноподобной протеазы. В пользу этого гово-
рят, в частности, данные по активации рекомбинантного 
зимогена GHP3 иммобилизованным трипсином (Конарев 
и др. 2017; Konarev et al., 2019). В лабораторных условиях 
активация происходит под действием иммобилизованно-
го бычьего трипсина, гидролизующего пептидную связь 
между C-концевым остатком аргинина в составе про-
пептида и остатком изолейцина в N-концевой области по-
следовательности зрелого фермента, характерной для се-
риновых протеаз (IVGG---). По-видимому, in vivo процесс 
активации имеет нейрогуморальную регуляцию и запуска-
ется при наличии соответствующего пищевого субстрата. 
Имеющиеся данные указывают на то, что подобные пре-
образования происходят и с щелочными протеазами слюн-
ных желез вредной черепашки (Konarev et al., 2019). Ак-
тивация зимогенов сериновых протеаз in vivo выполняет 
одну из ключевых функций трипсиноподобных фермен-
тов как у позвоночных, так и у беспозвоночных животных 
(Querino et al., 2020). Активирующее действие трипсина 
на зимогены пищеварительных протеаз in vitro показано 
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на разных видах насекомых (Vizioli et al., 2001). Подобные 
активирующие протеиназы играют важную роль в пище-
варении и их подавление с использованием ингибиторов 

рассматривается как одно из возможных направлений за-
щиты растений (Parde, 2009). 

Пролил-эндопептидазы
Использование синтетического субстрата 

benzyloxycarbonyl-Gly-Pro-p-nitroanalide (ZGPpNA) позво-
лило, обнаружить в поврежденном вредной черепашкой 
зерне протеазу, специфично гидролизующую пептидные 
связи, образованные с участием остатков пролина (Darkoh 
et al., 2010). Полноразмерная последовательность ДНК, 
кодирующая данную протеазу (пролил-эндопепептидазу, 
spPEP) была клонирована и экспрессирована в клетках 
E.coli (Yandamuri et al., 2014). Молекулярная масса фер-
мента составила около 80 кДа. Наиболее близкой к spPEP 
из известных протеаз по структуре оказалась пролил-спец-
ифичная протеаза из ракообразного Daphnia pulex Leydig 
(56 % гомологии). 51 % гомология с пролил-эндопротеазой 
из мозга свиньи позволила построить компьютерную 3D 
модель spPEP. Последняя оказалась уникальным предста-
вителем семейства протеаз S9A, способным гидролизовать 
белки, размер которых превышает 30 кДа, что необычно 
для подобных ферментов из-за структурных особенностей 
их активного центра. Именно к таким белкам принадле-
жат глиадины и глютенины. Эта группа исследователей 
под руководством доктора B. Clack из Stephen F. Austin 
State University (США) считают spPEP главным деструк-
тивным для клейковины фактором, секретируемым вред-
ной черепашкой в зерно пшеницы. Ими рассматриваются 
возможности ограничения активности данного фермента 
воздействием на содержащиеся в структуре гена spPEP 
сайты, связывающие факторы транскрипции (Yandamuri et 
al., 2014) или конструированием специфичных пептидных 
ингибиторов, например, на основе пептидов – продуктов 
гидролиза казеина (Kadakova et al., 2017). Подтверждена 
экспрессия пролил-специфичной протеазы в слюнных же-
лезах вредной черепашки (Konarev et al., 2019). С помощью 
нового метода идентификации в сочетании с ИЭФ белков 
выявлена активность такой протеазы в слюнных железах 
клопа и у ее экспрессированной рекомбинантной формы. 
Однако в этих же условиях активности пролил-специфич-
ной протеазы в поврежденных вредной черепашкой зер-
нах обнаружить не удалось. Эти результаты позволяют 
предположить, что spPEP преимущественно активна при 
питании клопов эндоспермом, где она, возможно, способ-
ствует разжижжению клейковины, но ее активность при 

замесе теста из муки из поврежденных зерен, по-видимо-
му, незначительна. Основную деструктивную роль здесь, 
видимо, играют «нейтральные» протеазы, сохраняющие 
активность в поврежденном зерне (Konarev et al., 2019).

Особенность пролил-специфичных протеаз, особенно 
широко распространенных у микроорганизмов, заключа-
ется в способности к глубокому гидролизу богатых про-
лином и глутамином белков клейковины. Обычные для 
человека протеазы типа трипсина и химотрипсина не спо-
собны гидролизовать такие пептидные связи и разруша-
ют глиадины и глютенины до более крупных фрагментов. 
Пролин-богатые пептиды содержат множество иммуно-
генных эпитопов и способны инициировать в организме 
человека аутоиммунные и иные нежелательные реакции. 
Такие пептиды могут проявлять токсичность по отноше-
нию к страдающим опасным заболеванием – целиакией 
или более широкому кругу глютен-чувствительных людей 
(Caio et al., 2019; Shewry, 2019). Эффективного гидролиза 
клейковины до нетоксичных пептидов можно добиться с 
помощью пролил-эндопептидаз, например, из грибов или 
бактерий, в том числе рекомбинантных. Препараты про-
теаз различного происхождения, гидролизующих пептид-
ные связи белков, образованные с участием остатков про-
лина и глутамина, предлагается использовать в форме 
добавок к пище, обезвреживающих клейковину (Piper et 
al., 2004; Stepniak et al, 2006; Amador et al., 2019). Подоб-
ные ферменты насекомых также представляют интерес 
как перспективные факторы обезвреживания клейковины 
(Kumar, 2016; Tereshchenkova et al., 2019). spPEP и дру-
гие пролил-специфичные протеазы хлебных клопов тоже 
можно рассматривать в качестве перспективных «инстру-
ментов» для модификации клейковины. Pазработан про-
стой метод выявления пролил-специфичных протеаз, ко-
торый может упростить анализ таких ферментов (Konarev 
et al., 2019). В свою очередь, «нейтральная» протеаза из 
поврежденных клопом зерен пшеницы также способна ги-
дролизовать иммуногенные эпитопы белков клейковины, 
в частности, последовательность QQGYYPTS глютенина 
(Konarev et al., 2011), связанную с HLA-DQ8 формой це-
лиакии (van de Wal et al., 1999). 

Ингибиторы протеаз
Белковые ингибиторы выступают природными регуля-

торами активности протеаз у животных и растений (Мо-
солов, 1983). Широкое применение они нашли в медици-
не. На основе известных ингибиторов создаются формы, 
направленные на подавление протеаз патогенных бак-
терий, грибов, протистов и вирусов (Shamsi et al., 2016). 
Особое внимание уделяется разработке ингибиторов, 
позволяющих ограничивать нежелательную активность 
эндогенных протеолитических ферментов, вовлеченных 
в различные патологические процессы (Qiu et al., 2017; 
Riley et al., 2019). Ингибиторы – важный компонент им-
мунологической системы растений (Вилкова и Конарев, 
2010; Конарев, 2017). В связи с этим на протяжении уже 
нескольких десятилетий большие надежды возлагаются 

на ингибиторы в связи с потенциальной возможностью 
использовать их в сельском хозяйстве как средство борьбы 
с вредными для растений микроорганизмами и насекомы-
ми (Ryan, 1990; Dunaevsky et al., 2005; Yarullina et al., 2016; 
Akbar et al., 2018; Singh et al., 2018; Cotabarren et al., 2020;). 
У живых организмов охарактеризовано около 100 типов 
белковых ингибиторов протеаз, отличающихся по струк-
туре и механизмам действия (Rawlings et al, 2004, 2017). 
Из них у растений найдено более 12 типов (Bateman and 
James, 2011). Преимущества ингибиторов как средств за-
щиты растений заключаются в их относительной специ-
фичности, безопасности для человека и окружающей сре-
ды, а также то, что они входят в число естественных для 
живых организмов факторов, регулирующих активность 
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ферментов. Подавляя активность пищеварительных про-
теаз и затрудняя тем самым усвоение белков растений 
фитофагами, ингибиторы повышают их энергетические 
затраты на усвоение пищи и снижают жизнеспособность 
(Вилкова и Конарев, 2010). Однако следует учитывать, что 
системы пищеварительных ферментов у насекомых и ин-
гибиторов у растений складывались в ходе длительной ко-
эволюции этих организмов (Конарев, 2017; Konarev et al., 
1996; Jongsma and Beekwilder, 2011). Существенным недо-
статком, сдерживающим практическое применение инги-
биторов в сельском хозяйстве, служит то, что насекомые 
обладают рядом механизмов преодоления негативного для 
них воздействия ингибиторов (Jongsma and Bolter, 1997). 
Среди них – усиление экспрессии пищеварительных про-
теаз, экспрессия нечувствительных к ингибиторам форм 
этих протеаз, а также протеолитическое разрушение инги-
биторов (Singh et al., 2018).

Воздействие ингибиторов из растений на насекомых 
может сводиться не только к простому ограничению 
активности пищеварительнах протеаз, а быть гораздо 
сложнее. Понятна ситуация, когда белковые ингибиторы 
подавляют активность соответствующих протеаз и это 
приводит к снижению жизнеспособности или даже ги-
бели фитофагов. Однако защитная функция ингибиторов 
может проявляться и более опосредовано. Так, тли, как и 
клопы, входящие в монофилетический (по данным секве-
нирования митохондриальных геномов, Li et al., 2015) от-
ряд Hemiptera, как правило, питаются флоэмным соком 
растений, практически не содержащим белки. Соответ-
ственно у большинства видов тлей в пищеварительной 
системе отсутствуют или малоактивны протеазы. Однако 
присутствие в пище обладающих ингибиторной актив-
ностью к химотрипсину фрагментов ингибитора Баума-
на-Бирк приводило к повышенной смертности гороховой 

тли Acyrthosiphon pisum Harris. При этом ингибиторы 
трипсина проявляли меньшее негативное воздействие на 
насекомых (Rahbé et al., 2003). Возможно, защитная роль 
ингибиторов в данном случае состоит в подавлении ак-
тивности не пищеварительных протеаз, а каких-то других 
эндогенных химотрипсиноподобных ферментов, вовле-
ченных в метаболизм насекомого. В отличие от гороховой 
тли, у которой протеолитическая активность не выявля-
лась, у большой злаковой тли в кишечнике были актив-
ны цистеиновые и сериновые химотрипсиноподобные 
ферменты (Pyati et al., 2011). Однако, по мнению авторов, 
белковое питание не достаточно для этого фитофага и про-
теазы играют лишь вспомогательную роль. При этом даже 
при наличии в пище достаточного количества свободных 
аминокислот, присутствие ингибиторов оказывало нега-
тивное воздействие на тлей. По-видимому, и в этом случае 
мишенью для ингибиторов служили протеазы насекомого, 
участвующие в гидролизе собственных белков. Подобные 
эффекты ингибиторов протеаз могут проявляться и в от-
ношении клопов. Слюнные железы и кишечники клопов 
из семейства Pentatomidae отличаются по составу протеаз, 
а сами протеазы из этих органов неодинаково реагируют 
с теми или иными белковыми ингибиторами (Lomate and 
Bonning, 2016). То же характерно и для протеаз вредной 
черепашки (Конарев и др., 2017; Amiri et al., 2016; Konarev 
et al., 2019). Многие авторы изучали взаимодействие раз-
личных белковых ингибиторов с протеазами черепашки 
(Sivri and Koksel, 2000; Hosseininaveh et al., 2009; Saadati 
et al., 2011; Mehrabadi et al., 2014; Olanca and Ozay, 2015), 
однако результаты их исследований довольно противоре-
чивы. По-видимому, это отчасти связано со сложностью 
набора протеаз и меняющимся уровнем экспрессии его 
отдельных составляющих (Конарев и др. 2013; Konarev et 
al., 2019) 

Перспективные пути создания эффективных ингибиторов протеаз хлебных клопов и других насекомых
Учитывая огромный позитивный потенциал данных 

защитных белков, усилия исследователей сегодня направ-
лены на преодоление адаптации вредных насекомых к 
ингибиторам. Можно выделить несколько разрабатывае-
мых ныне подходов (Shamsi et al., 2016; Singh et al., 2018; 
Clemente et al., 2019). Так, использование при создании 
устойчивых растений генов ингибиторов, с которыми дан-
ный вредитель в природе не встречался, может замедлить 
адаптацию. Также затрудняет приспособление внедрение 
генов двух и более структурно и эволюционно независи-
мых ингибиторов протеиназ. Многообещающими были 
результаты экспериментов по параллельному использова-
нию генов ингибиторов протеаз и других токсичных для 
насекомых белков, например, лектинов (Yu et al., 2014). 
Однако такие подходы требуют известной осторожности 
и детального анализа побочных воздействий токсичных 
белков на человека или энтомофагов, поскольку некото-
рые из них, в отличие от ингибиторов протеаз, потенци-
ально небезопасны (Poulsen and Pedersen, 2010). Проще 
обстоит дело с использованием подобных сочетаний для 
технических культур. В качестве одного из пока немного-
численных примеров успешного применения упомянутой 
технологии можно упомянуть создание в Китае использу-
емых на практике форм хлопчатника, в которые внедрили 
гены Bt-токсина и ингибитора трипсина (Gatehouse, 2011). 

Возможно, более перспективным направлением станет 
конструирование специфичных ингибиторов протеаз 
вредных организмов с привлечением компьютерного мо-
делирования и на основе известных природных форм дан-
ных белков. В пользу обоснованности такого подхода сви-
детельствует успешный опыт его применения в медицине 
при разработке средств терапии, нацеленных на подавле-
ние нежелательной активности протеаз патогенов или 
собственных ферментов организма человека (Кузнецова и 
др., 2016; Riley et al., 2019). Исходными формами для кон-
струирования могут быть известные классические инги-
биторы протеаз из животных и растений, продомены, бло-
кирующие активный центр собственно протеаз в составе 
зимогенов, или белковые субстраты. Имеющиеся данные 
позволяют предполагать, что «нейтральные» протеазы, се-
кретируемые вредной черепашкой в поврежденное зерно 
в наибольшей мере ответственны за повреждение клейко-
вины при замесе теста (Конарев и др. 2014, 2017; Konarev 
et al, 2019). Особенность этих протеаз – очень низкая чув-
ствительность к известным белковым ингибиторам. При-
менение высокочувствительных модификаций методов 
анализа взаимодействия нейтральных протеаз с различны-
ми типами ингибиторов из растений и животных позво-
лило установить, что отдельные представители семейства 
ингибитора химотрипсина I из картофеля, в частности, 
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выделенные и изученные ранее (Konarev et al., 2002) ин-
гибиторы из семян космеи (Cosmos bipinnatus Cav.) и ряда 
других сложноцветных, могут служить исходными форма-
ми для конструирования эффективных ингибиторов этих 
протеаз (Konarev et al., 2011; Конарев, 2019, неопублико-
ванные данные). Активность «щелочных» протеаз, также 
присутствующих в поврежденных зернах и способных 
повреждать клейковину, подавляется рядом известных 
(«стандартных») ингибиторов протеаз типа апротинина 
животных или соевого ингибитора трипсина (Konarev et 
al., 2019). Это упрощает подбор базовых форм для модели-
рования и конструирования. B. Clack и др., сосредоточив-
шие внимание на пролил-специфичных пептидазах слюн-
ных желез вредной черепашки (Yandamuri et al., 2014), 
предприняли попытку взять за основу фрагменты белка 
молока – казеина (Vishram and Clack, 2015; Kadakova, 
2017), однако пока эта работа не получила продолжения.

В последнее время как в медицине, так и в защите рас-
тений интенсивно внедряются технологии, основанные на 
РНК-интерференции, позволяющие с помощью коротких 
фрагментов комплементарной РНК (двуцепочечной РНК, 
или dsRNA) блокировать активность определенных генов, 
в т.ч. протеаз (Thakur et al., 2016). К достоинствам дан-
ной технологии можно отнести возможность применения 
для подавления ключевых для жизнеспособности вредных 
организмов генов при доставке РНК как в форме аэрозо-
ля, так и в виде добавки в корм. Подходы, использующие 
РНК-интерференцию, в ряде случаев могут рассматри-
ваться как альтернатива трангенным технологиям, исполь-
зующим гены бактериальных токсинов, особенно в случае 
формирования резистентности к последним (Fishilevich et 
al., 2016). Такая РНК может вырабатываться и трансген-
ными растениями. Очень важен правильный выбор мише-
ней для РНК-интерференции. Мишени должны отвечать 
за жизненно важные для насекомого функции, в геноме не 
должно быть полностью дублирующих эти функции ге-
нов, а dsRNA должна обладать высокой избирательностью 
во избежание нежелательных для биоценоза последствий. 
Разрабатываются подходы к повышению эффективности 
подбора таких мишеней (Wang et al., 2011). 

Известны примеры разработки технологии РНК-интер-
ференции для борьбы с растительноядными клопами из 
рода Lygus путем подавления экспрессии генов-мишеней 
(Девген и др., 2018). Иранские исследователи продемон-
стрировали принципиальную возможность подавления 
жизнеспособности вредной черепашки путем блокирова-
ния экспрессии гена, кодирующего кишечную цистеино-
вую протеазу с помощью соответствующей dsRNA (Amiri 
et al., 2016). Недавно Amiri and Bandani (2020) провели по-
добную работу с гидролизующей клейковину (GH, gluten 
hydrolyzing) протеазой черепашки, идентичной описанной 
ранее протеазе GHP3 (Konarev et al., 2011, 2019; Долгих 
и др., 2014). Обработка личинок пятого возраста и има-
го раствором dsRNA, комплементарной элементу после-
довательности гена протеазы GH, подавляла экспрессию 
последней в слюнных железах и кишечнике и вызывала 
нарушения в развитии личинок. Полученные этими авто-
рами данные свидетельствуют о важной роли протеазы 
GH/GHP3 не только в пищеварении, но и других физиоло-
гических процессах в организме клопа.

Очевидно, что при разработке новых подходов к за-
щите растений необходимо знание особенностей пище-
варительной системы вредителя. Tак, высокая нуклеазная 
активность в секрете слюнных желез клопов семейства 
Pentatomidae может понизить эффективность использова-
ния методов РНК-интерференции. Секрет слюнных желез 
клопа H. halys характеризуется высокой активностью раз-
личных РНКаз. РНКазы, специфичные к двуцепочечным 
РНК (ds RNases), как и ДНКазы, более активны в слюн-
ных железах и их секрете, чем в кишечнике (Lomate and 
Bonning, 2018). В связи с этим возникает потребность в 
безопасных способах доставки специфичной dsRNA в ки-
шечник (Cantón and Bonning, 2019). 

Очевидно, что у технологии РНК-интерференции 
большое будущее в решении проблем защиты растений, в 
том числе и в отношении хлебных клопов. Однако следует 
учитывать, что применение таких средств еще до конца за-
конодательно не отрегулировано. Так, зачастую полагают, 
что, поскольку обработка живых объектов препаратами 
dsRNA не создает новых или генетически модифициро-
ванных организмов, а сами dsRNA не наследуются и не 
служат мутагенами, данная технология не подпадает под 
существующие ограничения. Однако здесь все же необхо-
дима осторожность, поскольку долговременные послед-
ствия применения технологии РНК-интерференции для 
экосистем пока до конца не изучены (Heinemann, 2019; 
Liu et al., 2019).

Слабой стороной технологии, связанной с конструи-
рованием пептидных ингибиторов на основе известных 
форм данных белков, выступает довольно высокий кон-
серватизм механизмов их действия, обусловленный кон-
серватизмом структур протеаз, отвечающих за связывание 
субстрата. Следствие этого – широкий спектр возможных 
мишеней для нового ингибитора, помимо целевого фер-
мента (Schneider et al., 2012). Альтернативой пептидным 
ингибиторам с классическим механизмом действия могут 
стать антитела. Уже накоплено немало примеров успешно-
го применения антител для защиты растений от вредных 
организмов, в частности, от вирусов и грибов (Safarnejad et 
al., 2011, Peschen et al., 2016). Чрезвычайно высокая спец-
ифичность антител к отдельным участкам полипептидной 
цепи, в том числе, участвующим в связывании субстрата, 
открывает возможность создания узконаправленных инги-
биторов протеаз, что уже находит применение в медицине 
(Lopez et al., 2019). Достоинство таких антител заключа-
ется в безопасности для человека и животных. Последова-
тельности ДНК, кодирующие соответствующие антитела, 
в том числе их короткие производные – scFv-фрагменты 
(single-chain variable fragments), могут быть встроены в 
геном растения. В этом году показана принципиальная 
возможность подавления активности нейтральных про-
теаз слюнных желез вредной черепашки специфичными 
антителами. Были получены поликлональные антитела к 
рекомбинантному пептиду, соответствующему фрагмен-
ту полипептидной цепи протеазы GHP3, вовлеченному в 
формирование кармана S4 – подцентра связывании суб-
страта. Этот карман ответственен за связывание остатка 
глутамина в составе глютенина в позиции P4. Антитела, 
связываясь с данным фрагментом, блокируют доступ суб-
страта к активному центру протеазы и делают невозмож-
ным его гидролиз (Dolgikh et al., 2020). 
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Свойства клейковины, влияющие на ее устойчивость к протеазам хлебных клопов
Сорта пшеницы существенно отличаются по устойчи-

вости клейковины к воздействию протеаз хлебных клопов. 
Во многом устойчивость определяется особенностями 
состава и свойств глютенинов (Sivri et al., 2002). Как из-
вестно, за наиболее важные хлебопекарные качества муки 
отвечают высокомолекулярные субъединицы глютенинов 
(Shewry and Halford, 2002). Интересно отметить, что со 
свойствами глютенинов связана не только устойчивость 
клейковины, но и полевая устойчивость самой пшеницы 
к данным вредителям (Werteker and Kramreither, 2008). 
Возможно, устойчивая к протеолизу клейковина малодо-
ступна для всасывания, что и ограничивает повреждение 
зерна. 

От действия протеаз вредителя, в первую очередь, 
страдают высокомолекулярные субъединицы глютенина 
(HMWG, high molecular weight glutenin). У разных сортов 
пшеницы электрофоретический спектр HMWG состоит 
из 3–5 компонентов. Спектры HMWG, как и глиадинов, 
генетически детерминированы и даже используются как 
удобные и информативные инструменты сортовой иден-
тификации (Конарев, 1983). Fatehi et al. (2008) показали, 
что устойчивость сортов пшеницы к вредной черепашке 

может коррелировать с компонентным составом HMWG. 
Выяснилось, что сочетание компонентов HMWG 7+8 и 
2+12 положительно коррелирует с процентом поврежден-
ных зерен, тогда как набор компонентов 7+9 и 12 отчетли-
во отрицательно коррелирует с данным показателем. 

На устойчивость клейковины к различного рода по-
вреждениям оказывают влияние и сортовые особенности 
глиадинов. Теняева (2004) предложила использовать опре-
деляемые электрофорезом в сочетании с денситометрией 
количественные и качественные характеристики компо-
нентов спектров α- и ω-глиадинов в качестве маркеров 
устойчивости технологических, хлебопекарных свойств 
зерна разных сортов и биотипов озимой пшеницы к раз-
рушительному действию протеаз хлебных клопов. Обна-
ружено, что даже отдельные биотипы в пределах одного 
сорта, идентифицируемые по спектрам данных глиадинов, 
могут заметно отличаться по уровню и характеру измене-
ний хлебопекарных свойств муки из поврежденных вред-
ной черепашкой зерен (Емельянов, 2008). По-видимому, 
использование устойчивых к воздействию протеаз клопов 
биотипов может содействовать созданию форм пшеницы с 
невосприимчивой к повреждению клейковиной. 

Улучшители клейковины, поврежденной протеазами хлебных клопов
Само по себе употребление хлеба и других продуктов, 

приготовленных из поврежденного хлебными клопами 
зерна, безопасно для человека. Однако такое поврежде-
ние приводит как к снижению урожая пшеницы, так и к 
ухудшению качества муки, что выражается в размягче-
нии и «расплывании» теста, его низкой устойчивости 
при брожении, повышенной липкости, выпекании хлеба с 
уменьшенными высотой и объемом, грубой коркой и неу-
довлетворительной структурой мякиша (Павлюшин и др. 
2015; Dizlek, 2018). Сильное поражение зерна приводит к 
глубокому гидролизу белков, что может ограничивать при-
годность использования такой муки для выпечки хлебобу-
лочных изделий.

Многими исследователями показано, что, чем выше 
содержание поврежденных зерен, тем хуже качествен-
ные характеристики муки. При этом имеющиеся в лите-
ратуре сведения относительно критичного для качества 
клейковины уровня повреждения зерна клопами сильно 
разнятся. Приводимые цифры колеблются от 0.3 до 15 %, 
что может быть связано с особенностями видового или по-
пуляционного состава вредителей, а также их плотностью 
при повреждении, погодными условиями, доступностью 
воды, продолжительностью периода роста растений, фа-
зой созревания зерен и степенью их высасывания, сорто-
выми особенностями кормового растения и т.д. (Конарев и 
др., 2013; Dizlek 2018). Важно отметить, что наличие, ак-
тивность и компонентный состав протеаз хлебных клопов 
в поврежденном зерне существенно отличаются у разных 
образцов (Конарев и др., 2013; Konarev et al., 2019). 

Уровень поврежденности может быть определен ви-
зуальными и инструментальными методами, однако по-
тенциальная опасность для хлебопекарных качеств муки 
может быть оценена лишь с привлечением биохимических 
методов (см. раздел «диагностика») или непосредственно 
выпечкой. Разработаны и продолжают разрабатываться 
разнообразные технологические подходы к снижению 

ущерба качеству клейковины или ее «укреплению». Так 
или иначе они направлены на снижение активности, в пер-
вую очередь, протеаз, а также других гидролаз вредите-
лей, ограничение доступности белков муки для гидролиза 
данными ферментами или укрепление нарушенной проте-
азами пространственной белковой сети. 

Среди путей к преодолению негативных последствий 
поражения зерна клопами, используемых в пищевых тех-
нологиях – подбор оптимальной влажности и температу-
ры, добавление неповрежденной муки с сильной клейко-
виной, уменьшение продолжительности «отдыха» теста 
(и, видимо, в целом, сокращение времени между добав-
лением воды к муке и выпечкой, что должно ограничить 
эффект от действия протеаз), выбор типа выпекаемого 
изделия (печенье, крекеры или вафли, вместо хлеба) и т.д. 
(Dizlek and Özer et al., 2017). 

Экстракты из шишек хмеля подавляли активность про-
теаз в муке из поврежденного зерна и улучшали характе-
ристики клейковины (Olanca and Ozay, 2015). Можно от-
метить, что шишки хмеля давно и широко используются в 
медицине, пивоварении и хлебопечении, что может свиде-
тельствовать о безопасности данной добавки для человека 
(Biendl and Pinzl, 2009; Irakli et al., 2019). Возможно, ста-
билизирующий эффект данного экстракта на клейковину 
связан с действием разнообразных веществ вторичного 
происхождения. Такие соединения могут непосредствен-
но инактивировать протеазы, либо, связываясь с белками, 
ограничивать их доступность для гидролиза. Использова-
ние закваски на основе бактерий рода Lactobacillus также 
позволяет улучшить хлебопекарные качества муки из по-
врежденных вредной черепашкой зерен, что подтвержда-
ется и данными электрофореза запасных белков (Özülkü 
and Sivri Özay, 2020).

Выдерживание поврежденных клопами зерен при 55 °C 
в течение недели или при 70 °C в течение получаса при-
водило к снижению в них протеолитической активности 
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и улучшению технологических качеств муки (Ertugay et 
al., 1995; Türker and Elgün, 1998b). Качество клейковины 
и выпекаемого хлеба может быть улучшено обработкой 
в микроволновой печи в течение 2–3 минут (Türker and 
Elgün,1998a).

Обнаружено, что обработка ультразвуком поврежден-
ных клопами зерен существенно подавляет протеазы вре-
дителя, улучшает показатели клейковины и не оказывет 
негативного влияния на качество клейковины из непо-
врежденных зерен (Durak et al., 2016). Добавление 1.5 % 
муки из семян головчатки Cephalaria syriaca (L.) Roem. 
& Schult. к муке из поврежденных вредной черепашкой 
зерен пшеницы по данным оценки на фаринографе суще-
ственно улучшало реологические характеристики клейко-
вины. Такая добавка традиционно используется в Турции 
для улучшения хлебопекарных качеств муки (Başar et al., 
2016). Для восстановления вязкоэластичных свойств и га-
зоудерживающей способности клейковины из поврежден-
ных клопами зерен часто используют подходы, аналогич-
ные тем, что обычно применяют для улучшения качества 
муки и теста, в т.ч. улучшители качества хлебобулочных 
изделий окислительного действия – кислород, пероксид 
водорода, персульфат аммония, бромат и иодат калия, ди-
оксид хлора и т.д. На мукомольных предприятиях муку 
отбеливают хлором, оксидами азота, пероксидом бензои-
ла и т.п. Следует отметить, что в разных странах перечни 
разрешенных для производства хлеба химикатов сильно 
разнятся и многие из перечисленных препаратов запреще-
ны, например, в ЕС, из-за потенциальной канцерогенно-
сти. В США использование таких препаратов допускается 
только при строгом соблюдении установленных правил, 
обеспечивающем их относительную безвредность (Joye et 
al., 2009). 

В России окислители давно используются в хлебопе-
карной промышленности для укрепления клейковины, 
повышения газоудерживающей способности теста и улуч-
шения формоустойчивости заготовок. В настоящее время 
список разрешенных здесь окислителей также существен-
но ограничен. Среди наиболее употребимых и безопасных 
можно назвать аскорбиновую кислоту. Последняя, как и 
другие окислители, способствуют формированию дис-
ульфидных связей в клейковине, поврежденной протеа-
зами вредной черепашки, и, укрепляя пространственную 
белковую сеть, снижают индекс деформации клейковины 
(ИДК) до необходимого уровня. Недостаток данного под-
хода заключается в том, что окислители, добавленные к 
муке, могут продолжать свое действие при ее последу-
ющем хранении на протяжении многих дней, что приво-
дит к чрезмерному укреплению клейковины. Впрочем, 

существуют ферментные добавки, оптимизирующие га-
зоудерживающую способность такого теста (Ковальчук, 
2009). Качество хлеба из поражённой клопом-черепашкой 
пшеницы может быть существенно улучшено добавками 
органических кислот и ферментов, снижающих pH теста 
и инактивирующих ферменты вредителей (Dizlek, Özer, 
2016). Такие добавки признаны не опасными для здоровья.

Катализируемое ферментами формирование ковалент-
ных связей между полипептидными цепями, приводящее 
к укреплению белковой сети или образованию крупных 
белковых агрегатов, считается относительно безопасной 
альтернативой химическим улучшителям клейковины и 
находит широкое применение в пищевой промышленно-
сти. Так, трансглутаминазы (КФ 2.3.2.13) катализируют 
формирование в белках ковалентных связей между свобод-
ными аминогруппами, присущими, например, остаткам 
лизина, и остатками глутамина. Такие связи не поддаются 
гидролизу большинством протеолитических ферментов. 
Показана возможность «укрепления» клейковины из по-
врежденных клопами зерен и улучшения ее характеристик 
путем использования микробной трансглутаминазы (Bonet 
et al., 2005). Эффект достигается за счет образования пе-
рекрестных связей между полипептидными элементами 
клейковинных белков и формирования высокомолекуляр-
ных белковых агрегатов, что компенсирует последствия 
гидролиза белков протеазами вредителей. Трансглутами-
назы широко используются в пищевых технологиях для 
улучшения функциональных свойств белков мяса, мо-
лочной сыворотки и сои (Yildirim and Hettiarachchy, 1997; 
Wang et al., 2018). Однако данный подход требует извест-
ной осторожности, поскольку трансглутаминаза 2 чело-
века вовлечена в процесс иммунопатогенеза целиакии, а 
микробные трансглутаминазы выступают в качестве силь-
ных аллергенов и также могут провоцировать целиакию 
(De Palma et al., 2014; Matthias et al., 2016).

Окислительно-восстановительные ферменты, в част-
ности, глюкозооксидаза, гексозооксидаза и лакказа также 
используются в качестве безопасных ингредиентов для 
укрепления клейковины, в том числе, из поврежденного 
протеазами вредной черепашки зерна (Bonet et al., 2007; 
Gradinaru et al., 2017; Armstrong at al., 2019; Mayolo-
Deloisa et al., 2020). Глюкозооксидаза катализирует окис-
ление β-D-глюкозы в присутствии кислорода, продуцируя 
образование D-глюконовой кислоты и перекиси водорода, 
что способствует формированию дисульфидных или ди-
тирозиновых мостиков между полипептидами. Отмечено 
стабилизирующее действие глюкозооксидазы, в первую 
очередь, на высокомолекулярные субъединицы глютенина 
поврежденного зерна пшеницы.

Протеазы в диагностике повреждения зерна хлебными клопами
В отличие от грызущих вредителей, у клопов, как и 

ряда других Hemiptera, основным фактором, разрушаю-
щим ткани растений, служат гидролазы, секретируемые 
слюнными железами. Соответственно и методы диагно-
стики повреждения основаны на выявлении морфологи-
ческих признаков такого повреждения – в случае семян 
это их деформация, наличие точки в месте прокола, из-
менения в структуре эндосперма, вызванные действи-
ем α-амилаз, протеаз и т.д. Для выявления повреждения 
зерна пшеницы хлебными клопами разработаны или 

разрабатываются разнообразные методы, в том числе, ви-
зуальные, инструментальные – просмотр в видимом или 
инфракрасном свете (Вилкова и др., 1976; 2006, Singh et 
al., 2009; Armstrong et al., 2019), а также в других диапа-
зонах электромагнитных волн (Архипов и др., 2017), в 
т.ч. с привлечением искусственного интеллекта (Sabanci, 
2019). Следует учитывать, что морфологические при-
знаки не всегда позволяют достоверно оценить природу 
и уровень повреждения. Несколько более информатив-
ны биохимические методы, например, выявление следов 
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гидролиза запасных белков зерна протеазами вредите-
ля (Яковенко и др. 1978; Torbica et al.,2014; Olanca et al., 
2016 и т.д.). Однако изменение морфологии семян или 
разрушение белков, приводящее к ослаблению или ис-
чезновению электрофоретических компонентов спектра 
запасных белков может вызываться не только протеазами 
и другими гидролазами хлебных клопов, но и ферментами 
самого зерна при его прорастании или фитопатогенных 
грибов, например, при фузариозе (Гагкаева et al., 2011; 
Eggert et al., 2011). Более специфичные методы диагно-
стики повреждения зерна пшеницы хлебными клопами, 
основанные на использовании антител к белкам слюнных 
желез (в значительной мере представляющих собой набор 
пищеварительных гидролаз), разрабатывались в нашей 
стране еще в 1970-х (Гаврилюк и др., 1975; Семенова и 
др. 1977). Попытки обратиться к этому подходу для ана-
лиза поврежденных семян пшеницы и других растений 
осуществлялись и в относительно недавнее время (Lait et 
al., 2003; Vaccino et al., 2016). То, что эти высокоспеци-
фичные методы пока не получили широкого применения, 
может быть связано трудностями стандартизации получе-
ния антител. Возможно, что внедрение технологий моно-
клональных и одноцепочечных scFv-фрагментов антител 
(Долгих и др., 2017) позволит сделать иммунохимический 
подход к диагностике более доступным для практичекого 
применения. Разработка методов выявления гидролизую-
щих клейковину протеаз с использованием субстратных 
реплик после изоэлектрического фокусирования (ИЭФ) 
белков поврежденного зерна или слюнных желез, открыла 
путь к новому более специфичному подходу к диагности-
ке повреждения. После инкубации реплик, содержащих 
нерастворимый или растворимый в уксусной кислоте глю-
тенин, либо глиадин, в контакте с разделяющим гелем в 
случае присутствия в образце соответствующих протеаз, 
на репликах появляются отчетливые полосы гидролиза 
(Конарев и др. 2014, 2017; Долгих и др. 2014; Konarev et 
al., 2011, 2019; Konarev and Lovegrove, 2012). В результате 
получаются характерные для вредной черепашки и род-
ственных ей клопов спектры полос гидролиза, отражаю-
щие спектры протеаз, которые могут быть использованы 
независимо или в качестве дополнения к традиционным 
критериям диагностики (Нейморовец и др., 2016; Вилкова 

и др., 2018). Преимущество подобного биохимического 
подхода, по сравнению с интраскопическими методами, 
заключается в том, что первые выявляют повреждение 
зерна (и потенциальный ущерб качеству хлеба) по глав-
ному фактору вредоносности клопов – активным проте-
азам, а вторые – по результатам действия этих протеаз в 
созревающем зерне. В итоге, во многих образцах зерна 
с явными видимыми признаками повреждения клопами, 
активные протеазы отсутствуют. Отсутствие протеаз мо-
жет быть обусловлено многими причинами – сортовыми 
особенностями зерна, фазой его развития в момент уко-
ла и т.д. В свою очередь хлебопекарному качеству муки 
угрожают преимущественно зерна, содержащие активные 
протеазы. При этом повреждение клопами, обусловленное 
целым рядом гидролаз (независимо от остаточного уровня 
протеаз в зрелом зерне), может оказывать негативное вли-
яние на другие важные параметры урожая пшеницы, в том 
числе на всхожесть зерна, что заслуживает дальнейшего 
изучения (Капусткина и Нефедова, 2017). Представляется 
наиболее эффективным использование в качестве простых 
информативных дополнительных критериев диагностики 
повреждения зерна пшеницы хлебными клопами метода 
ИЭФ в комплексе с субстратными репликами в сочетании 
с микрометодом определения степени набухания клейко-
вины в растворе ДСН. Последний довольно точно отра-
жает степень повреждения клейковины протеазами. ИЭФ 
спектры гидролизующих клейковину протеаз могут су-
щественно отличаться как между образцами поврежден-
ного зерна, так и в пределах одного образца при анализе 
отдельных зерновок. Это может отражать как сортовые 
особенности зерна, так и популяционную изменчивость 
клопов (Конарев и др., 2013; Konarev et al., 2019). Недавно 
был предложен еще один вариант высокоспецифичной ди-
агностики поврежденности зерен по активности протеаз 
клопов. Основываясь на полученных Konarev et al. (2011) 
данных по субстратной специфичности гидролизующей 
глютенин протеазы, выделенной из поврежденных вред-
ной черепашкой зерен пшеницы, исследователи из Тур-
ции создали синтетические флуоресцентные субстраты, 
позволяющие оперативно выявлять протеазы вредителя 
(Hançerlioğulları et al., 2018).

Заключение
Знание особенностей пищеварительных систем расти-

тельноядных клопов, включая такого опасного вредителя 
пшеницы, как вредная черепашка, необходимо для разра-
ботки эффективных и безопасных средств борьбы с ними, 
а также подходов к снижению причиняемого ими ущерба 
качеству урожая. До сих пор наиболее распространены 
деструктивные для биосферы химические методы борьбы 
с вредной черепашкой. Существующие способы укрепле-
ния поврежденной клопами клейковины далеко не всегда 
безопасны. Белковые ингибиторы протеаз и других ги-
дролаз могут рассматриваться в качестве перспективных 
элементов новых подходов к решению перечисленных 

проблем. Пониженная чувствительность протеаз вредной 
черепашки к белковым ингибиторам может быть преодо-
лена путем конструирования новых ингибиторов на ос-
нове их известных форм, а также с привлечением других 
высокоспецифичных технологий, включая использование 
антител к активным центрам ферментов или РНК-интер-
ференцию. Тестирование протеаз хлебных клопов способ-
но повысить эффективность диагностики повреждения 
зерна, а сами протеазы данных насекомых могут найти 
применение в пищевых технологиях для модификации 
клейковины, а также в медицине.
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Full-text review
DIGESTIVE HYDROLASES OF WHEAT BUGS: PROPERTIES, SIGNIFICANCE  

AND POSSIBLE WAYS TO LIMIT THEIR ACTIVITY
A.V. Konarev
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e-mail: al_konarev@hotmail.com
Digestive hydrolases are the key elements of trophic links in ecosystems. The systems of digestive hydrolases of 

phytophagous insects have been established during their long-term co-evolution with plants. This is also true for 
herbivorous bugs, including a dangerous pest of wheat, the Sunn bug (also known as the Sunn pest). Proteases are the 
main economically significant damage factor of representatives of the genus Eurygaster and other bugs harmful to the 
wheat grain. Proteases disrupt the structure of gluten and seriously impair the baking qualities of flour. α-Amylases provide 
assimilation of starch, the main source of energy for these insects. The data on digestive α-amylases and proteases of the 
Sunn pest remain fragmentary. Little is known regarding the enzymes involved in bugs’ feeding by the vegetative parts 
of cereals. There are many ways to strengthen gluten damaged by bugs, though not all of them are safe. Proteinaceous 
inhibitors of proteases and other hydrolases are considered as promising elements to develop safe for health and eco-
friendly means to control wheat bugs and reduce their damage to the grain quality. The reduced sensitivity of the Sunn pest 
proteases to protein inhibitors can be overcome by constructing novel inhibitors based on their known forms, as well as by 
involving other highly specific approaches, including the use of antibodies to active enzyme centers or RNA interference. 
The bugs’ proteases themselves can be used in the diagnosis of grain damage, in food technologies and in medicine.
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Received:  28.04.2020  Accepted:  28.05.2020


