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глуТаТион S-ТрансФераЗы у гельминТоВ

л. П. смирнов1, е. В. Борвинская1, а. а. Кочнева2, и. В. суховская1

1 Институт биологии Карельского научного центра РАН
2 Петрозаводский государственный университет

Процесс биотрансформации токсических соединений у большинства живых орга-
низмов является двухфазным. Основным комплексом фазы I являются ферменты 
системы цитохрома Р450, а фазы II – глутатион S-трансферазы. У гельминтов, в свя-
зи с редукцией активности основного комплекса фазы I биотрансформации ксено-
биотиков – системы цитохромов Р-450, предполагается наличие компенсаторных 
изменений других компонентов биохимической защиты, в том числе усиление ме-
таболической роли ферментов второй фазы биотрансформации, направленное на 
преодоление стресса, вызванного действием токсинов. Исходя из этого, ключевую 
роль в механизмах детоксикации у гельминтов могут принимать на себя глутатион 
S-трансферазы. Известно, что глутатион S-трансферазы – это эволюционно древ-
нее семейство мультифункциональных ферментов, которые участвуют в детоксика-
ции потенциально опасных молекул экзо- и эндогенного происхождения (канцероге-
ны, лекарственные препараты, продукты перекисного окисления и др.), катализируя 
реакции конъюгации органических молекул с восстановленным глутатионом. В на-
стоящем обзоре проанализировано современное состояние исследований глутати-
он S-трансфераз гельминтов, представлена информация по выделению и изучению 
изоферментного состава цитозольных глутатион S-трансфераз (сGST) у гельминтов 
и их сходству с соответствующими ферментами хозяев. Проведен сравнительный 
анализ спектра изоферментов GST у представителей класса Trematoda, Cestoda, 
Nematoda. Показано, что цитозольные глутатион S-трансферазы у паразитов как 
проявляют сходство с cGST хозяев, так и имеют некоторые существенные структур-
ные, биохимические и молекулярно-биологические отличия. В статье также приве-
дены данные по номенклатуре и классификации ферментов. Показано, что изучение 
энзиматических систем, специфичных для паразита, способствует обнаружению 
белков, играющих решающую роль при выживании в хозяине, что может оказаться 
существенным при развитии методов химиотерапии паразитозов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: глутатион S-трансферазы; трематоды; цестоды; нематоды.

L. P. Smirnov, E. V. Borvinskaya, I. V. Sukhovskaya, A. A. Kochneva. 
GLUTATHIONE S-TRANSFERASES IN HELMINTHS

The process of biotransformation of toxic compounds in living organisms typically com-
prises two phases. The main complex of phase I is the P-450 cytochrome enzymatic sys-
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Половозрелые особи гельминтов, обитаю-
щие исключительно в средах первого порядка, 
подвергаются воздействию широкого круга 
чужеродных молекул, включающих вторичные 
метаболиты диеты хозяина, компоненты его 
иммунной защиты, разного рода поллютанты 
из сред второго порядка, а также антигель-
минтные препараты. Большинство паразитов 
имеет сниженные возможности обмена ве-
ществ из-за активного использования метабо-
лизма хозяина, поэтому их выживание сильно 
зависит от ограниченного числа собственных 
метаболических путей.

Процесс биотрансформации токсических 
соединений у большинства живых организмов 
является двухфазным. Основным комплек-
сом фазы I являются ферменты системы ци-
тохрома Р450 (CYP450), а фазы II – глутатион 
S-трансферазы (GST) [Precious, Barrett, 1989]. 
Глутатион S-трансферазы (Е. С. 2.5.1.18) – 
это эволюционно древнее семейство мульти-
функциональных энзимов, которые участвуют 
в детоксикации потенциально опасных молекул 
экзо- и эндогенного происхождения (канце-
рогены, лекарственные препараты, продукты 
перекисного окисления и др.), катализируя ре-
акции конъюгации ксенобиотиков с восстанов-
ленным глутатионом (GSH) [Armstrong, 1997].

Ферменты группируются в три подсемей-
ства согласно их субклеточной локализации: 
цитозольные или канонические, митохонд-
риальные и микросомальные. Цитозольные 
GST (cGST) – это наиболее многочисленная 
и хорошо исследованная группа ферментов. 
Их номенклатура основана на классификации 

канонических GST человека и обозначается 
буквами греческого или латинского алфави-
та. Она используется для таксономии GST не 
только всех видов позвоночных, но и других 
организмов, как эукариот, так и прокариот 
[Hayes et al., 2005]. Классы GST, проявляющие 
организменную специфику, обнаружены толь-
ко у представителей определенных царств или 
типов, например, лямбда (L), фи (F), тау (U) 
у растений, дельта (D), эпсилон (E) у насекомых 
и бета (B) у прокариот. Такие классы, как альфа 
(А), мю (М), пи (Р), тэта (Т), сигма (S), зета (Z) 
и омега (O), встречаются не только у млекопи-
тающих, но и могут быть обнаружены в любом 
организме, в том числе у гельминтов.

Для классификации cGST, выявленных 
у разных организмов, используется ряд крите-
риев [Sheehan et al., 2001], базирующихся на 
сравнении первичной структуры исследуемого 
фермента с таковой известных cGST млеко-
питающих. Кроме того, критерии сравнитель-
ного анализа включают иммунную специфику, 
кинетические свойства (субстратная специ-
фичность и чувствительность к ингибиторам), 
особенности третичной (строение активного 
центра) и четвертичной структуры мономеров, 
благодаря которой образуется димерная фор-
ма. Хотя мономеры могут осуществлять ката-
лиз независимо, тем не менее показано, в том 
числе на cGST, выделенных из Plasmodium 
falciparum [Liebau et al., 2005], что ферменты 
проявляют активность в виде димеров.

Глутатион S-трансферазы могут играть 
жизненно важную роль в метаболизме ток-
синов у гельминтов, в связи с критическими 

tem; in phase II it is glutathione S-transferase enzymes. In helminths the activity of the 
P-450 cytochrome system is reduced, wherefore compensatory changes of other com-
ponents of biochemical protection, including the strengthening of the metabolic role of 
the enzymes of the second phase of biotransformation, can be hypothesized. Glutathione 
S-transferases may thus assume the key role in detoxification processes in helminths. 
Glutathione S-transferases are an evolutionarily ancient family of multifunctional en-
zymes which participate in detoxification of potentially dangerous exo- and endogenous 
molecules (carcinogens, drugs, peroxidation products, etc.) by catalyzing the conjuga-
tion of organic molecules with reduced glutathione. In the present review the current 
state of research on glutathione S-transferases in helminths has been analyzed, and in-
formation on the isolation and study of the isoenzyme spectrum of cytosolic glutathione 
S-transferases (cGST) of helminths and their hosts is given. The comparative analysis 
of the range of GST isoenzymes in different members of classes Trematoda, Cestoda, 
Nematoda was carried out. Both similarities and essential differences of cGST of para-
sites and their hosts are shown at the structural, biochemical and molecular levels. Data 
on the nomenclature and classification of the enzymes are also presented. It is demon-
strated that studies of parasite-specific enzymatic systems contribute to the detection of 
the proteins playing a crucial role in the helminth survival in the host and are essential for 
the development of anthelmintic therapy.

K e y w o r d s: glutathione S-transferase; classification; trematodes; cestodes; nema-
todes.
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функциональными изменениями в каскаде реак-
ций детоксикации на уровне ферментов первой 
фазы биотрансформации. Так, известно, что за 
исключением некоторых протозойных парази-
тов, таких как эпимастиготы Trypanosoma cruzi 
(Chagas, 1909), T. brucei (Plimmer and Bradford, 
1899), Plasmodium bergei (Vincke and Lips, 1948) 
и Leischmania donovani (Ross, 1903), у гельмин-
тов активность ферментов системы CYP450 либо 
не обнаруживается [Precious, Barret, 1989], либо 
крайне низка. Например, у половозрелой особи 
Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803) скорость 
метаболического преобразования 7-этоксире-
зоруфина (субстрата цитохромов) в резоруфин 
в 10 000 раз ниже, чем в микросомах печени 
крыс [Cvilinik et al., 2009]. В связи с этим у гель-
минтов предполагается наличие компенсатор-
ных изменений других компонентов биохими-
ческой защиты, в том числе усиление метаболи-
ческой роли второй фазы биотрансформации, 
направленное на преодоление стресса, вызван-
ного действием токсинов.

В настоящей работе проанализированы ли-
тературные данные по выделению, изучению 
изоферментного состава и номенклатуре сGST, 
которые позволяют провести сравнительный 
анализ структуры и функций этих ферментов 
у гельминтов и их хозяев.

глутатион S-трансферазы у трематод

Печеночная двуустка Fasciola hepatica 
(Linnaeus, 1758) инфицирует широкий круг ви-
дов млекопитающих, в том числе человека. Эко-
номические потери от фасциолеза в животно-
водческих хозяйствах мира составляют более 
3 млрд долларов в год. К 2009 году в мире насчи-
тывалось 2,4 миллиона человек, инфицирован-
ных F. hepatica, а риску заражения подвергалось 
более 180 миллионов. Поэтому неудивительно, 
что данная трематода является одним из важ-
ных объектов биохимических исследований спе-
цифики метаболизма гельминтов, в результате 
которых могут быть получены знания, необходи-
мые при создании эффективных средств борьбы 
с паразитами. В частности, представители су-
персемейства сGST рассматриваются как кан-
дидаты на создание вакцин против разных видов 
паразитических червей [Brophy, Pritchard, 1994].

Дигенеи характеризуются очень высоким 
уровнем активности cGST. У F. hepatica концен-
трация ферментов, экстрагируемых из тканей, 
может достигать 3 % от общего количества во-
дорастворимых белков [Hillyer et al., 1992], при 
этом фермент представлен множественными 
изоформами. Методом аффинной хроматогра-
фии выделено до пяти белковых форм, которые 

по степени взаимодействия с GSH-матрицей 
могут быть разделены на группы с «высоким» 
и «низким» сродством [Brophy et al., 1990]. При 
этом 75–90 % активности приходилось на долю 
«истинных» cGST, т. е. проявляющих макси-
мальное сродство к GSH. Все изоформы, как 
показано методом электрофореза в полиак-
риламидном геле, представляют собой белки 
с молекулярными массами 26 и 26,5 килодаль-
тон (кДа) [Wijffels et al., 1992]. Активные формы 
фермента имеют димерную структуру, молеку-
лярная масса которой, определяемая методом 
гель-хроматографии, составляет 43–47 кДа. 
Анализ аминокислотной последовательности 
N-концевого региона показал высокий уровень 
гомологии с cGST млекопитающих, отнесен-
ных к М классу. Химэйл с соавторами [Chemale 
et al., 2006] при протеомном анализе выявили 
у F. hepatica до десяти изоформ cGST. Изучение 
масс-спектров первичной структуры фермен-
тов показало, что кроме количественно пре-
валировавших cGST М класса присутствовали 
белки, которые по участкам аминокислотных 
последовательностей можно классифициро-
вать как принадлежащие энзимам S и О клас-
сов. Известно, что cGST S класса принимают 
активное участие в синтезе простагландинов, 
выполняя функции простагландинсинтетаз. 
Предполагается, что простагландины у гель-
минтов участвуют в реакциях супрессии им-
мунного ответа хозяина [Belley, Chadee, 1995]. 
Поэтому выявление cGST S класса у F. hepatica 
может свидетельствовать об использовании 
паразитом этого метаболического пути для по-
давления иммунного ответа хозяина [LaCourse 
et al., 2012]. Стоит отметить, что у близкород-
ственной F. gigantica (Linnaeus, 1758) в пер-
вичной последовательности аналогичных сGST 
S класса обнаруживаются четыре аминокислот-
ные замены, вероятно связанные с географи-
ческой локализации трематоды (Египет, Таи-
ланд, Индия) [Morphew et al., 2012].

Другая группа трематод, вызывающая по-
вышенный интерес исследователей, относит-
ся к роду Schistosoma. Это неудивительно, по-
скольку шистозомоз широко распространен 
в мире – им страдает более 200 миллионов 
человек, и более 800 тысяч смертей в год так 
или иначе связаны с этим паразитозом [Taylor 
et al., 1988]. В цитоплазматическом экстра-
кте S. mansoni выявлено три изофермента сGST 
(SmGST-1, SmGST-2, SmGST-3) c Mr субъеди-
ниц 28,5 кДа [O’Leary, Tracy, 1988]. В дальней-
шем было выявлено, что в комплексе сGST есть 
необычный изофермент, состоящий из субъ-
единиц с Mr 26 кДа и отличавшийся от осталь-
ных изоформ взаимодействием с окисленной, 
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а не с восстановленной формой GSH [O’Leary 
et al., 1992]. Этот изозим преимущественно 
катализировал конъюгацию модельного эпок-
сида – 1,2-эпокси-3-р-нитрофеноксипропана 
и детоксикацию дихлорвоса (препарат про-
тив шистозомоза) [O’Leary, Tracy, 1991]. Для 
сGST сосальщика характерна мозаичная струк-
тура, так как обнаружены участки с набором 
последовательностей, характерных для А и М  
классов, тогда как в целом уровень гомологии 
с этими ферментами млекопитающих по ами-
нокислотному составу был низким [Taylor et al., 
1988]. Аналогичные структурные особеннос-
ти описаны и у сGST S. japonicum, родствен-
ной S. mansoni [Walker et al., 1993]. Основные 
отличия между ферментами этих гельмин-
тов заключались в том, что сGST Schistosoma 
mansoni (Sambon, 1907) по общим каталити-
ческим свойствам относительно ингибиторов 
была сходна с сGST М класса млекопитающих, 
а сGST S. japonicum (Weinland, 1858) проявляла 
свойства энзимов как А, так и М классов.

В странах Восточной и Юго-Восточной Азии 
широко распространен клонорхоз – гельмин-
тоз, вызываемый печеночными сосальщиками 
Clonorchis sinensis (McConnell, 1874), которы-
ми заражено более 7 млн человек [Crompton, 
1999]. Из C. sinensis выделено два изофермен-
та сGST с Mr 28 и 26 кДа, молярное соотно-
шение между которыми составило 14:1 [Kang 
et al., 2001]. Данные филогенетического анали-
за последовательностей аминокислотного со-
става 28 кДа сGST позволили отнести этот изо-
фермент к S классу, в то время как 26 кДа изо-
фермент классифицирован как представитель 
М класса [Kang et al., 2001; Hong et al., 2001].

Помимо клоронархоза население Юго-Вос-
точной и Восточной Азии подвержено сис-
темной инвазии трематодами Paragonimus 
westermani (Kerbert, 1878), вызывающими ост-
рые и хронические воспалительные процес-
сы в легких. В ходе исследований в комплексе 
сGST P. westermani (Kerbert, 1878) выявлены 
два изофермента. Изозим с Мr мономера 28 кДа 
(Pw28GST) на 41–45 % был сходен с 28-кДа GST 
шистозом [Hong et al., 2000]. Кроме того, у выде-
ленного энзима обнаружено 58 % гомологии в N-
концевом каталитическом домене с простаглан-
дин синтетазами крысы, курицы и кальмара, что 
позволило классифицировать его как фермент 
S класса. Этот фермент был активен относитель-
но продуктов перекисного окисления липидов, 
таких как третбутил гидропероксид, транс-2-но-
неналь и транс,транс-декаеналь. Также выде-
лена и клонирована GST с Мr 26 кДа (Pw26GST), 
аминокислотная последовательность которой 
была на 48–72 % сходна с аналогичными 26-кДа 

GST других трематод [Kim et al., 2007]. При пос-
троении филогенетического древа выяснилось, 
что этот фермент попадает в один кластер с GST 
М класса Sm26GST-1 S. mansoni, а также мы-
шей, крыс и кур. Но у этого фермента есть осо-
бенность, которая связана с потерей серина 68, 
который является одним из десяти консерватив-
ных аминокислот в активном сайте фермента, 
являющихся классификационной характерис-
тикой GST М класса. Предполагается, что от-
сутствие этой аминокислоты приводит к низкой 
активности Pw26GST с транс-4-фенил-3-бутен-
2-оном, специфическим субстратом GST М клас-
са млекопитающих.

Таким образом, по всей видимости, сGST 
играют важную роль в метаболизме трематод, 
что обусловливает высокий уровень экспрес-
сии фермента у данных организмов. При этом 
сGST класса S могут играть важную роль в при-
способлении трематод к ведению паразитичес-
кого образа жизни и адаптации к иммунному 
ответу хозяина. «Мозаичные» (промежуточные) 
характеристики некоторых изоформ сGST сви-
детельствуют об их архетипичности, так как 
расщепление сGST на канонические классы 
М и А, по-видимому, произошло позднее, при 
становлении позвоночных.

глутатион S-трансферазы у цестод

Цестода Taenia solium (Linnaeus, 1758) – 
опасный паразит человека как на личиночной 
(цистицерки), так и на взрослой стадиях. Цис-
тицеркоз является широко распространенным 
зоонозом в развивающихся странах Азии и Ла-
тинской Америки. Например, результаты серо-
логических исследований показали, что более 
3 % от общей численности населения Мехико 
заражены цистицеркозом [Vibanco-Perez et al., 
1999]. Комплекс сGST, выделенный из цисти-
церков T. solium по субстратной специфичнос-
ти имел некоторое сходство с сGST А и М клас-
сов млекопитающих и значительно отличался 
от сGST Р и Т классов. Пул изоформ фермента 
включал массивную 26,5 кДа (SGSTM1) и минор-
ную 25,5 кДа (SGSTM2) формы. Компьютерный 
поиск в базах данных по белкам показал, что 
набор N-концевых аминокислотных последова-
тельностей обоих имел высокий уровень гомо-
логии с таковыми ферментов М класса различ-
ных организмов, а между собой эти последова-
тельности были сходны на 40 % [Vibanco-Perez 
et al., 2002]. Анализ свойств доминирующей 
изоформы 26,5 кДа показал, что нативный фер-
мент является димером, молекулярная масса 
которого составляет 60 ± 4 кДа. Изоформа ста-
бильно активна в диапазоне рН 4,5–8,5 и при 



7

температуре 10–40°. Активность сохраняется 
вплоть до 75°. По субстратной специфичнос-
ти и чувствительности к ингибиторам фермент 
был сходен с сGST млекопитающих как А, так 
и М класса [Plancarte et al., 2004]. Нгуен с соав-
торами [Nguyen et al., 2010] выделили из цис-
тицерков T. solium изоформу, которая, по их 
мнению, является ферментом, сходным с сGST 
S класса. Эти сведения весьма противоречи-
вы, поскольку полученная сGST блокируется 
ингибиторами, специфичными для изоформ 
А и М классов, хотя есть данные о том, что сGST 
гельминтов А, М и S классов могут иметь пере-
крывающуюся чувствительность к специфичес-
ким ингибиторам [Torres-Rivera, Landa, 2008].

Получены и описаны рекомбинантные сGST 
из цестод Echinoccus granulosus (Batsch, 1798) 
и E. multilocularis (Leuckart, 1863), взрослые 
формы которых паразитируют у хищников 
сем. Псовых, а личиночные формы, попадая 
в человека, локализуются главным образом 
в печени и легких и формируют гидатидные 
цисты, вырастающие до значительных разме-
ров. Эхинококкоз в 90 % случаев приводит к ле-
тальному исходу в течение 10 лет после пос-
тановки диагноза [Liebau et al., 1996a; Harispe 
et al., 2010]. Молекулярные массы мономе-
ров E. multilocularis составили 25–25,5 кДа. 
Если по структуре эти сGST были сходны с та-
ковыми М класса млекопитающих, то относи-
тельно взаимодействия с субстратами и ин-
гибиторами им, так же как и, например, сGST 
S. mansoni, свойственна мозаичность, то есть 
проявление свойств, характерных для фермен-
тов не только М класса, но и А и Р классов.

У Moniezia expansa (Rudolphi, 1810), парази-
тирующей в кишечнике овец, были выделены 
четыре формы сGST, для которых не была обна-
ружена явная классовая взаимосвязь ни с одной 
из сGST млекопитающих. Изучение N-концевой 
последовательности указало на топологическое 
сходство с ферментами А и М классов [Brophy 
et al., 1989]. Основная изоформа ЕII, на которую 
приходится до 50 % от общей активности с уни-
версальным для цитозольных GST субстратом – 
1-хлор-2,4-динитробензолом, катализировала 
конъюгацию ряда вторичных продуктов пере-
кисного окисления липидов серий транс-алк-2-
еналов и транс,транс-2,4-диеналов.

Таким образом, имеющиеся данные показы-
вают, что у цестод наиболее часто встречаются 
изоформы сGST, по структуре сходные с фер-
ментами А и М классов млекопитающих. Анализ 
субстратной специфики выделенных ферментов 
у гельминтов свидетельствует в пользу пред-
положения об эволюционной древности этих 
ферментов, дивергенция которых по строению 

активного центра на классы, описанные у мле-
копитающих, произошла на более поздних эта-
пах. Присутствие изоформ S класса у предста-
вителей цестод требует уточнения.

глутатион S-трансферазы у нематод

В качестве модельных объектов при иссле-
довании сGST нематод наиболее часто исполь-
зуются круглые черви, представляющие опас-
ность для человека и домашних животных, та-
кие как, например, Ascaris suum (Goeze, 1782). 
Детальное и всестороннее описание сGST это-
го паразита произведено группой Либау с со-
авторами [Liebau et al., 1997]. По результатам 
изучения аминокислотной последовательности 
построена топологическая модель фермента, 
которая показала отсутствие у белка структур, 
характерных для cGST А класса (экстраспираль 
над активным сайтом) и М класса (специфи-
ческая Мю-петля) млекопитающих, но проде-
монстрировала сильную топологическую связь 
сGST гельминта с ферментами Р класса. Из 
родственной A. suum нематоды Ascaridia galli 
(Schrank, 1788) выделена сGST, которая про-
явила высокий уровень специфической актив-
ности в реакции GSH-зависимой изомеризации 
простагландина PGH в PGE и заметный уровень 
активности при изомеризации PGH в PGD, что 
позволило идентифицировать этот фермент 
как сGST S класса [Meyer et al., 1996].

Анализ сGST, выделенных из нематоды 
Setaria cervi (Rudolphi, 1819), паразита круп-
ного рогатого скота, показал, что Мr нативного 
фермента составила 49,2 кДа при Мr мономе-
ров 24,6 кДа [Ahmad et al., 2008]. Двумерным 
электрофорезом не выявлено дополнительных 
фракций, что позволяет считать энзим гомо-
димером. сGST катализировала восстановле-
ние кумен гидропероксида, что указывает на 
возможность функционирования фермента как 
селен-независимой глутатион пероксидазы. 
У родственной S. digitata Мr мономера, опре-
деленный методом электрофореза, составил 
~27 кДа, а гель-хроматография на носителе 
Sephacryl S-200 показала, что Мr нативного го-
модимера составляет ~54 кДа. Верхний пре-
дел температурного диапазона активности 
фермента не превышал 40 °С [Srinivasan et al., 
2011]. Информация, позволяющая сделать вы-
воды о структуре выделенных белков, в данных 
работах, к сожалению, отсутствует.

Нематода Onchocercus volvulus (Bickel, 1982) 
вызывает повышенный интерес исследовате-
лей в связи с тем, что очень опасна для чело-
века, единственного окончательного хозяина 
гельминта. Взрослые паразиты локализуются 
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в фиброзных узлах, располагающихся под ко-
жей, апоневрозом мышц, надкостницей. Ли-
чинки (микрофилярии) обитают главным обра-
зом в поверхностных слоях кожи, часто в глазах 
(«речная слепота»), реже в лимфатических уз-
лах и внутренних органах и очень редко в кро-
ви. В эпизоотически значимых регионах Аф-
рики, Аравийского полуострова, Центральной 
и Южной Америки инвазировано около 18 млн 
человек и более 50 млн подвержены риску за-
ражения [Perbandt et al., 2005]. В водораство-
римой белковой фракции, выделенной из са-
мок O. volvulus, выявлены изоферменты сGST 
с Mr мономеров 24, 25 и 32 кДа и минорная 
фракция – 36 кДа [Salinas et al., 1994]. Мr энзи-
матически активных сGST (Ov-GST1, Ov-GST2, 
Ov-GST3), определенный методом гель-хрома-
тографии, находится в диапазоне 50–60 кДа, 
то есть эти ферменты функционируют в фор-
ме димеров [Liebau et al., 1994]. Получен клон 
мономера с Мr 24 кДа (OvGST2), который по 
аминокислотной последовательности был схо-
ден с сGST Р класса млекопитающих на 45 % 
и свободноживущей нематоды Caenorhabditis 
elegans (Steindachner, 1876) на 60 % [Liebau 
et al., 1996b]. По общей структуре OvGST2 де-
монстрирует как сходство с сGST Р класса, так 
и некоторые важные отличия. Например, актив-
ный центр G-сайта, отвечающий за присоедине-
ние GSH, очень сходен с таковым человеческо-
го «двойника». В свою очередь, Н-сайт, отвеча-
ющий за присоединение гидрофобных молекул, 
более открыт и доступен для взаимодействия, 
что объясняет различия между ферментами 
в активности с одними и теми же субстратами 
[Liebau et al., 1997; Perbant et al., 2005]. Высо-
кая степень сходства с OvGST2 по аминокис-
лотной последовательности (79 %) обнаружена 
у сGST, выделенных из родственных филярий 
Brugia malayi (Brug, 1927) и Wuchereria bancrofti 
(Cobbold, 1877), паразитирующих в лимфати-
ческих узлах человека и, соответственно, также 
отнесенных к Р классу [Rathaur et al., 2003].

Другой изофермент O. volvulus OvGST1 
(масса субъединицы 32 кДа) представляет со-
бой N-гликозилированный фермент, который 
имеет 38 % сходства по аминокислотной по-
следовательности с сGST S класса головоно-
гих моллюсков [Sommer et al., 2001], на 41 % 
сходен GST-11 C. elegans (сGST S класса), на 
37 % с гематопоэтическими GSH-зависимыми 
простагландин D синтетазами (PGDS) крысы 
(Rattus norvegicus (Berkenhout, 1769)), кури-
цы (Gallus gallus (Linnaeus, 1758)) и мыши (Mus 
musculus (Linnaeus, 1758)). Интересно, что 
OvGST1 проявила больше сходства с PGDS че-
ловека (32 %), чем сGST S класса трематоды 

Schistosoma haematobium (Bilharz, 1852) (28 %), 
родственной S. mansoni [Perbandt et al., 2008]. 
Рекомбинантная форма OvGST1 селективно 
изомеризовала PGH2 в PGD2, в то время как 
другие известные сGST S класса не отличаются 
избирательностью и катализируют превраще-
ние простагландина PGH2 не только в PGD2, но 
и в PGF2 и PGE2 [Sommer et al., 2003].

Изофермент O. volvulus OvGST3 сначала был 
отнесен к обширной группе белков, эволюци-
онно связанных с сGST Т класса [Liebau et al., 
2000], однако затем систематическая принад-
лежность этого фермента была пересмотрена, 
и теперь он отнесен к сGST О (омега) класса 
[Campbell et al., 2001]. К этому ферменту про-
является повышенный интерес исследовате-
лей, поскольку доказано участие сGST О класса 
в антиоксидантной защите клеток при окисли-
тельном стрессе [Board, 2011]. В частности, 
OvGST3 активируется в присутствии транс-2-
ноненаля, продукта перекисного окисления 
липидов. Кроме того, показано, что трансген-
ные C. elegans, которым интродуцировали ген 
OvGST3, обладали существенно более высокой 
выживаемостью по сравнению с таковыми дико-
го типа, как в условиях внутриклеточного окис-
лительного стресса, вызванного редокс-актив-
ным хиноном (5-гидрокси-1,4-нафтохинон), так 
и при имитации окислительного стресса в окру-
жающей среде (хозяин) с помощью активации 
гипоксантин/ксантин оксидазной системы, 
стимулирующей образование высоких концен-
траций перекиси водорода (Н2О2) [Kampkötter 
et al., 2003]. Для сGST О класса характерна так-
же активность тиол оксидоредуктазы, поэтому 
весьма вероятно участие OvGST3 в реакциях 
реверсивного S-глутатионирования и глутати-
он-связанной редокс регуляции S-глутатиони-
рованных белков, накапливающихся в клетке 
при окислительном стрессе [Liebau et al., 2008].

В цитозольных экстрактах нематод 
Heligmosomoides polygyrus (Dujardin, 1845), 
паразитирующих в тонком кишечнике мел-
ких грызунов, обнаружены четыре изоформы 
сGST с Мr мономеров 23 и 24 кДа, из которых 
два энзима с pI 8,1 и 5,0 были количественно 
доминирующими, а ферменты с pI 5,3 и 5,8 – 
минорными [Brophy et al., 1994]. По результа-
там изучения аминокислотной последователь-
ности белковой цепи рекомбинантной формы 
одной из доминирующих сGST было сделано 
предположение, что данная сGST может отно-
ситься к новому классу, который предложено 
было обозначить как N (ню) класс (HpGSTN2–2) 
[Campbell et al., 2001]. Дальнейшие исследо-
вания показали наличие структурного сход-
ства N-конца молекулы (G сайт) на 31–34 % 
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с ферментами S класса дрозофилы, человека, 
крысы и мыши. Строение гидрофобной части 
активного сайта HpGSTN2–2 имело существен-
ные отличия от аналогичного сайта сGST дру-
гих классов и других организмов. Это привело 
авторов к согласию с Кэмпбеллом и соавтора-
ми [Campbell et al., 2001] о необходимости вы-
деления HpGSTN2–2 в отдельный класс.

Большую экономическую проблему для 
сельскохозяйственных сообществ представ-
ляет кишечный паразит жвачных стронгилида 
Haemonchus contortus (Cobb, 1898). Особен-
ностью этой нематоды является питание исклю-
чительно кровью хозяина. Из тканей H. contortus 
выделена сGST (HcGST-1), которая имела 
70 % сходства по аминокислотной последо-
вательности с ферментом, обнаруженным 
в экскреторно-секреторном окружении пара-
зита [van Rossum et al., 2004]. По мнению авто-
ров, HcGST-1 относится к новому классу сGST 
(N), специфичному для нематод. HcGST-1 вза-
имодействует с гематином, что характерно для 
ряда сGST А класса млекопитающих, которые, 
как предполагается, участвуют в детоксикации 
и/или транспорте гема [Mannervik et al., 1985].

Аналогичные гем-связывающие сGST были 
найдены у других нематод, питающихся кро-
вью. Изоформа Ac-GST-1 с Мr мономера 24 кДа 
была выделена из кривоголовки Ancylostoma 
caninum (Dubini, 1843) и найдена только в сома-
тических и экскреторно-секреторных экстрак-
тах из взрослых паразитов. Фермент имел 
58%-е сходство по аминокислотной последо-
вательности с сGST Н. contortus (HcGST-1), 
65 % идентичности с сGST кишечных парази-
тов H. рolygyrus (Dujardin, 1845) (HpGSTN2–2) 
и свободноживущей нематоды Caenorhabditis 
elegans (Osche, 1952) (CeGST-5), в то время 
как уровень сходства с сGST шистозом (Sj28) 
и GST-A3 человека не превышал 30 % [Zhan 
et al., 2005]. У некатора Necator americanus 
(Stiles, 1902), также питающегося кровью, ме-
тодом двумерного электрофореза выявлено до 
восьми изоферментов сGST, из которых иден-
тифицировано три изоэнзима – Na-GST-1, Na-
GST-2 и Na-GST-3, проявивших структурное 
сходство с Ас-GST-1 на 69, 64 и 54 % соответ-
ственно [Zhan et al., 2010]. Изучение субстрат-
ной специфики показало, что эти изофермен-
ты, так же как и Ас-GST-1 A. сaninum, проявляли 
высокую активность в отношении гем/гематин. 
Это указывает на то, что исследованные фер-
менты играют важную роль в детоксикации 
и трафике гема и родственных соединений, 
появляющихся при потреблении крови данной 
группой гельминтов. В свою очередь нали-
чие родственных ферментов у нематод других 

семейств свидетельствует о широкой распро-
страненности недавно открытого N класса GST 
среди круглых червей.

Анализ литературы показывает, что данные 
о структуре и особенностях функционирования 
изоферментного пула глутатион S-трансфераз 
носят весьма несистемный и фрагментарный 
характер. Следует также отметить, что большое 
количество работ по данной теме было прове-
дено до широкого внедрения современных мо-
лекулярно-генетических методов и поэтому яв-
ляются недостаточно информативными.

До конца не выяснены вопросы номенклату-
ры глутатион S-трансфераз у паразитических 
червей, что является общей проблемой при опи-
сании этих белков и у других таксонов беспоз-
воночных [Борвинская и др., 2013]. Вследствие 
того, что первоначально наиболее полно и под-
робно были описаны сGST млекопитающих, кри-
терии, разработанные для них, традиционно 
применяются для классификации всех вновь 
открываемых энзимов. Однако многие авторы 
отмечают, что такой подход связан с большими 
трудностями при попытке описать предковые 
формы фермента, имеющие промежуточные 
свойства. Выяснение особенностей строения 
и функционирования GST гельминтов с этой точ-
ки зрения имеет большое значение для попол-
нения базы данных об эволюции данного фер-
мента, на основе которой возможно создание 
новых принципов номенклатуры семейства.

Полученные результаты свидетельствуют 
о наличии у гельминтов уникальных форм фер-
ментов, изучение которых представляет несом-
ненный интерес в связи с их возможной ролью 
в приспособлении к паразитическому образу 
жизни. Несмотря на то что многие сGST гель-
минтов в большей или меньшей степени схожи 
с ферментами М, Р, S и О классов других ор-
ганизмов, они содержат существенные струк-
турные различия по сравнению с энзимами хо-
зяев, что делает их перспективными кандида-
тами для разработки паразитоспецифических 
вакцин. Некоторые успехи в этом направлении 
уже достигнуты. Например, иммунизация Ас-
GST-1 снижала приживаемость A. сaninum у со-
бак на 40 %, а у хомяков более чем на 50 % [Zhan 
et al., 2005]. Определенные успехи достигну-
ты при использовании сGST в качестве вакцин 
при шистозомозе и фасциолезе [Capron et al., 
1992; Sexton et al., 1990]. Накопление знаний об 
энзиматических системах, которые либо отсут-
ствуют, либо специфичны для паразита, может 
обнаружить большое число белков, играющих 
решающую роль при выживании в хозяине, что 
может оказаться существенным при развитии 
методов химиотерапии паразитозов.
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ВоЗрасТные иЗменениЯ ФиЗиолого-
БиоХимичесКиХ ПоКаЗаТелей у грыЗуноВ 
с раЗличной ЭКологичесКой сПециалиЗацией

е. а. Хижкин1, е. П. антонова1, В. а. илюха1,2, л. Б. узенбаева1, 
Т. н. ильина1, и. В. Баишникова1, В. В. Белкин1, д. В. Шведов2

1 Институт биологии Карельского научного центра РАН
2 Петрозаводский государственный университет

Проведено сравнительное изучение возрастных изменений ряда физиолого-био-
химических показателей у природно-адаптированных (ондатра) и не адаптиро-
ванных (лабораторная крыса) к дефициту кислорода животных. Максимальные 
межвидовые различия ферментативного и неферментативного компонентов ан-
тиоксидантной системы (АОС) и уровня энергообеспечения отмечены в тканях 
сердца и почек. Направленность возрастных изменений различалась у исследуе-
мых видов. АОС крыс в онтогенезе характеризовалась рассогласованием работы 
сопряженных антиоксидантных ферментов (АОФ) – супероксиддисмутазы (СОД) 
и каталазы, а также компенсаторными изменениями уровня неферментативного 
антиоксиданта – витамина Е. У ондатр отмечалось выраженное повышение актив-
ности АОФ в сердце и почках – молодая ондатра (2–3 месяца) имела более низ-
кую удельную активность СОД и каталазы, чем животные 5–6-месячного возраста. 
У последних активность АОФ достигала уровня, характерного для взрослых живот-
ных (12 и более месяцев). Были выявлены межвидовые различия клеточного соста-
ва крови. В ходе онтогенеза размеры эритроцитов и лейкоцитов у крыс увеличива-
ются, а у ондатр – уменьшаются, что, по нашему мнению, способствует улучшению 
реологических свойств крови и является приспособлением к полуводному образу 
жизни. У ондатр возрастные изменения изоферментного спектра лактатдегидро-
геназы (ЛДГ), концентрации витамина Е в исследованных органах и лейкоформулы 
выражены слабее, чем у крыс.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: ондатра; крыса; онтогенез; адаптация; антиоксидантные 
ферменты; лактатдегидрогеназа; витамин Е; лейкоциты; эритроциты.

E. A. Khizhkin, E. P. Antonova, V. A. Ilyukha, L. B. Uzenbaeva, T. N. Ilyina, 
I. V. Baishnikova, V. V. Belkin, D. V. Shvedov. AGE-RELATED CHANGES 
OF PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PARAMETERS IN RODENTS 
WITH DIFFERENT ECOLOGICAL SPECIALIZATIONS

We performed a comparative study of age-related changes in some physiological para-
meters of the muskrat, which can dive and is therefore well adapted to the lack of oxygen, 
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Введение

В процессе эволюции у млекопитающих, пе-
решедших к полуводному образу жизни, сфор-
мировался ряд физиологических и биохимичес-
ких механизмов, позволяющих амфибионтам 
противостоять дефициту кислорода в организ-
ме (гипоксия) при плавании под водой в тече-
ние продолжительного времени [Галанцев, 
1977]. Недостаток кислорода способен приво-
дить к продукции избытка кислородных ради-
калов, превышающего возможности антиокси-
дантной системы [Elsner et al., 1998; Gottlieb, 
2003]. Стратегия защиты от окислительного 
стресса, связанного с гипоксией-реоксигена-
цией при нырянии, включает у вторичноводных 
млекопитающих повышение активности АОФ 
в тканях жизненно важных органов [Elsner et al., 
1998; Коваленко, Молчанов, 2001]. Существует 
мнение, что антиоксидантные ферменты СОД 
и каталаза принимают участие не только в ре-
гуляции уровня свободнорадикального окис-
ления, но и в поддержании аэробных процес-
сов метаболизма во время задержек дыхания 
под водой [Галанцев и др., 1977], хотя такая 
возможность ставится под сомнение другими 
авторами [Иванов, 1993]. При этом необходи-
мо учитывать и другие компенсаторные изме-
нения функциональных систем, в частности, 
количественный состав и размерные характе-
ристики лейкоцитов крови ныряющих живот-
ных, влияющих на ее реологические свойства, 
состав и количественную вариабельность изо-
ферментов ЛДГ, обеспечивающих специфи-
ческие для каждого вида животных и типа тка-
ней обменные процессы.

Однако выявлению возрастных особен-
ностей физиологических и метаболических 

перестроек у полуводных млекопитающих уде-
ляется крайне мало внимания. Особенности 
развития в ходе онтогенеза адаптивных меха-
низмов, обеспечивающих животному продол-
жительное пребывание под водой, могут быть 
выявлены при сравнительном исследовании 
физиологической специфики у таксономически 
близких полуводных и наземных видов отряда 
Грызуны (Rodentia).

Целью настоящей работы было сравнитель-
ное изучение возрастных изменений физиоло-
го-биохимических показателей у эволюционно 
адаптированных к дефициту кислорода ондатр 
(Ondatra zibethicus L.) и неадаптированных ла-
бораторных крыс (Rattus norvegicus Berk.).

материалы и методы

Самцы и самки крыс (n = 10) содержались 
в стандартных условиях вивария при естест-
венном освещении Карелии. Выборка вклю-
чала по пять животных в возрасте 6 и 18 меся-
цев (осенний период). Самцы и самки ондатр 
(n = 24) были отловлены 15–17 октября 2011 г. 
на оз. Миккельское в окрестностях п. Эссой-
ла (Карелия). Выборка состояла из животных 
первой генерации, рожденных в конце весны 
2011 года (n = 11; возраст 5–6 месяцев), второй 
генерации, рожденных летом 2011 года (n = 1; 
возраст 2–3 месяца), и взрослых животных 
(n = 12; возраст более 12 месяцев).

Использовали ткани сердца, испытывающе-
го значительную по сравнению с другими ор-
ганами функциональную нагрузку при нырянии 
[Шмидт-Ниельсен, 1982; Hochachka, Somero, 
2002], и почек, как органа, секретирующего 
эритропоэтин, который стимулирует эритропо-
эз [Козинец и др., 2001].

and in the non-diving laboratory rat. The analysis revealed considerable interspecies dif-
ferences in the antioxidant systems and the energy supply levels in the heart and kidney 
tissues. Age-related variations of the studied values differed between the species. The re-
sults showed an imbalance in the activities of superoxide dismutase (SOD) and catalase, 
as well as a compensatory change in the level of such a non-enzymatic antioxidant as 
vitamin E in rats during aging. The muskrat demonstrated a marked age-related increase 
of the activity of antioxidant enzymes in heart and kidneys. A young second-generation 
muskrat had lower specific SOD and catalase activities compared to first-generation ani-
mals, which exhibited the same levels as adults. We identified interspecies differences in 
the differential blood leukocyte counts. During the ontogeny, the size of erythrocytes and 
leukocytes increased in rats, but decreased in muskrats, which appears to be necessary 
to improve the blood rheological properties and facilitate the adaptation to semi-aquatic 
lifestyle. Age-related changes in the tissue isozyme spectrum of lactate dehydrogenase, 
tissue concentration of vitamin E and in leukograms were less pronounced in muskrats 
compared to laboratory rats.

K e y w o r d s: muskrat; rat; ontogeny; adaptation; antioxidant enzymes; lactate dehydro-
genase; vitamin E; leukocytes; erythrocytes.
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Образцы тканей животных отбирали после 
декапитации, замораживали и хранили до про-
ведения анализа при –25 °С. Гомогенаты тканей 
(навеска 80–90 мг) готовили в 2 мл 0,05 М фос-
фатного буферного раствора (рН = 7,0), после 
чего центрифугировали при 6000 g в течение 
15 мин и в супернатанте определяли активность 
СОД по модифицированной адренохромной 
методике [Misra, Fridovich, 1972], а каталазы – 
по количеству разложенной Н2О2 [Bears, Sizer, 
1952]. За одну условную единицу активности 
СОД принимали 50-процентное торможение 
автоокисления адреналина в адренохром. Ак-
тивность каталазы выражали в количестве Н2О2, 
разложенной за одну минуту. Содержание белка 
определяли по методу Лоури [Lowry et al., 1951]. 
В качестве стандарта использовали бычий сы-
вороточный альбумин. Активность ферментов 
рассчитывали на 1 г сырой ткани и 1 мг белка. 
Концентрацию витамина Е определяли методом 
ВЭЖХ [Скурихин, Двинская, 1989]. Разделение 
изоферментов лактатдегидрогеназы осущест-
вляли методом горизонтального электрофореза 
на пластинках агарового геля с последующим 
окрашиванием [Райдер, Тейлор, 1983]. После 
сканирования электрофореграмм содержание 
каждого изофермента выражали в процентах от 
общей ферментативной активности. Для мик-
роскопического исследования крови на пред-
варительно обезжиренных предметных стеклах 
готовили мазки по общепринятой методике. 
Лейкоцитарную формулу крови подсчитывали 
общепринятым способом [Справочник…, 1975], 
размеры лимфоцитов и эритроцитов – с исполь-
зованием компьютерной системы анализа изоб-
ражений «Видеотест».

Полученные данные обрабатывали метода-
ми вариационной статистики, сравнение про-
водили с применением непараметрического 
критерия Вилкоксона–Манна–Уитни, степень 
различий между изученными группами оцени-
вали с помощью кластерного анализа [Коро-
сов, Горбач, 2007].

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании ЦКП НО Института биологии КарНЦ 
РАН с соблюдением международных принци-
пов Хельсинкской декларации о гуманном от-
ношении к животным и правил проведения ра-
бот с использованием экспериментальных жи-
вотных [Этическая экспертиза…, 2005].

результаты и обсуждение

Обнаружено, что в сердце у взрослых крыс 
происходило снижение активности СОД и по-
вышение – каталазы. В почках у взрослых осо-
бей активность СОД не изменялась, тогда как 
активность каталазы была достоверно выше 
по сравнению с 6-месячными животными 
(табл. 1).

Выявленное нами увеличение активности 
каталазы является следствием усиленного об-
разования перекиси водорода, источниками 
которого в организме помимо реакции дисму-
тации супероксид-иона, катализируемого СОД, 
являются реакции, катализируемые различны-
ми оксидазами [Меньщикова и др., 2006]. Из-
вестно, что большие концентрации Н2О2 спо-
собны ингибировать каталитическую актив-
ность СОД и в некоторых случаях приводить 
к взаимодействию данного фермента с Н2О2, 
инициируя образование радикалов О¯

2 и •ОН 

Таблица 1. Активность АОФ и концентрация витамина Е в органах у крыс и ондатр разных возрастов
Крысы Ондатры

Ad1 Ad2 Juv Ad1 Ad2
Сердце

СОД
(усл. ед./мг белка) 2,01 ± 0,58 1,01 ± 0,24 2,58 4,06 ± 0,28◊ 3,85 ± 0,17♦

Каталаза
(мкМ Н2О2/мин/мг белка)    0,39 ± 0,023 0,65 ± 0,16 0,90 1,19 ± 0,09◊ 1,21 ± 0,06♦

Витамин Е
(усл. ед./мг ткани)        12,42 ± 1,86 30,80 ± 8,66* 3,62 7,75 ± 0,64◊ 8,87 ± 0,40♦

Почки
СОД

(усл. ед./мг белка) 1,81 ± 0,38 1,70 ± 0,28 3,82 3,93 ± 0,28◊ 4,32 ± 0,38♦

Каталаза
(мкМ Н2О2/мин/мг белка) 1,11 ± 0,15     2,00 ± 0,19* 1,65 2,12 ± 0,24◊      2,12 ± 0,15

Витамин Е
(усл. ед./мг ткани)        15,16 ± 1,89     7,70 ± 2,00* 4,58 4,07 ± 0,33◊      4,89 ± 0,23

Примечание. Здесь и на рис. 1: Juv – ондатра второй генерации (2–3 месяца), Ad1 – молодые животные 
(5–6 месяцев), Ad2 – взрослые животные (>12 месяцев); * – различия достоверны по сравнению с молодыми 
животными у одного вида, ◊ – межвидовые различия у молодых животных достоверны, ♦ – межвидовые разли-
чия у взрослых животных достоверны.
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[Зенков и др., 2001]. Генерация избытка ак-
тивных форм кислорода, на наш взгляд, может 
являться причиной повышения уровня витами-
на Е в сердце у взрослых крыс по сравнению 
с молодыми (см. табл. 1). Увеличение концент-
рации токоферола в этом органе при рассогла-
совании работы сопряженных АОФ выступает 
в качестве защитного механизма от индуциру-
емого гидроксильным радикалом перекисного 
окисления липидов. Изменение концентрации 
витамина Е в органах возможно либо при по-
ступлении его извне, либо за счет перерасп-
ределения между органами. Вероятно, увели-
чение уровня токоферола в сердце у взрослых 
крыс обусловлено снижением его концентра-
ции в почках у этих животных (см. табл. 1).

В сердце и в почках у ондатр отмечена тен-
денция повышения удельной активности АОФ 
в первые 6 месяцев развития животных. У мо-
лодых ондатр (2–3 месяца) активность и СОД, 
и каталазы была ниже, чем у 5–6-месячных жи-
вотных. При этом активность ферментов АОС 
у последних уже достигала уровня, характерно-
го для взрослых животных (см. табл. 1). В ходе 
индивидуального развития изменений концен-
трации витамина Е ни в сердце, ни в почках 
ондатр выявлено не было. Следует отметить, 
что в каждом отдельном возрастном периоде 
уровень активности исследованных фермен-
тов в органах был выше, а концентрация вита-
минов ниже у ондатр, испытывающих перио-
дическую кратковременную гипоксию. Веро-
ятно, у этих животных главная роль в защите 
от усиленного образования АФК принадлежит 
ферментам АОС, а не низкомолекулярным  
антиоксидантам.

Количественную вариабельность компонен-
тов изоферментного спектра ЛДГ можно рас-
сматривать как внутриклеточную специализа-
цию биохимических функций, направленную на 
обеспечение максимальной адаптации живот-
ных к условиям окружающей среды [Hochachka, 
Somero, 2002]. В сердце и почках у крыс обеих 
возрастных групп соотношение фракций ха-
рактеризовалось высоким содержанием ЛДГ1 
и ЛДГ2 и малым количеством ЛДГ4 и ЛДГ5. При 
этом в сердечной мышце у взрослых животных, 
по сравнению с 6-месячными, было выявлено 
усиление синтеза изофермента ЛДГ2 (рис. 1). 
Такое соотношение фракций ЛДГ свидетель-
ствует о преобладании преобразования лакта-
та в пируват, который может служить источни-
ком для поддержания аэробного типа обмена 
на высоком уровне в сердце взрослых живот-
ных. Описанные метаболические сдвиги могут 
сопровождаться усилением генерации АФК, 
что, наряду со снижением активности СОД 

в этом органе у взрослых крыс, может приво-
дить к повреждению кардиомиоцитов.

В почках и в сердце ондатр, по сравнению 
с не адаптированными к периодической гипок-
сии крысами, отмечено более высокое содер-
жание фракции ЛДГ1 и небольшое количест-
во остальных фракций (см. рис. 1). При этом 
в сердце у полуводных животных изоферменты 
ЛДГ4 и ЛДГ5 вовсе отсутствовали. Значитель-
ных возрастных изменений изоферментного 
спектра ЛДГ в исследованных органах у ондатр 
выявлено не было, однако отмечено некото-
рое повышение содержания ЛДГ1 и в почках 
и в сердце у взрослых животных.

В результате кластерного анализа иссле-
дованных показателей выделено две группы 
(рис. 2): в одну из них вошли ондатры разных 
возрастов (вид, испытывающий функциональ-
ную нагрузку на организм, связанную с дефи-
цитом кислорода при нырянии), в другую – не 
адаптированные к кратковременной гипоксии 
крысы. Межвидовые различия по изученным 
показателям были почти в два раза выше, чем 
внутригрупповые (возрастные между моло-
дыми и взрослыми животными). Учитывая он-
тогенетические изменения АОС и ЛДГ, можно 

Рис. 1. Изоферментный спектр ЛДГ в органах у крыс 
и ондатр разных возрастов
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заключить, что у молодых ондатр (2–3 месяца) 
происходит процесс становления этих сис-
тем, который завершается уже к 5–6-му меся-
цу развития.

Наряду с приспособительным перераспре-
делением кровотока [Галанцев, 1977], адапта-
ция к нырянию у околоводных млекопитающих 
связана также с изменениями клеточного со-
става крови. В нашем исследовании у ондатр, 
независимо от их возраста, в крови было вы-
явлено преобладание нейтрофилов, среди 
которых максимальный уровень отмечен для 
сегментоядерных клеток (табл. 2). Сходное ко-
личественное соотношение лейкоцитов у жи-
вотных, природно-адаптированных к гипоксии, 
было выявлено в исследованиях В. П. Галанце-
ва и коллег [1993, 1994]. Показано, что повы-
шение уровня нейтрофилов у ондатр является 
компенсаторной реакцией этих животных на 
ныряние ввиду наличия высокой прооксидант-
ной активности миелопероксидазы в клетках 

этого типа. Напротив, у крыс лейкоцитарная 
формула имела лимфоидный профиль (см. 
табл. 2). Следует отметить, что у крыс в воз-
расте 6 и 18 месяцев поддерживается харак-
терный для них физиологический уровень 
лимфоцитов (76,00 ± 2,17 % и 76,60 ± 2,04 % 
соответственно) и сегментоядерных нейтро-
филов (17,60 ± 2,11 % и 10,60 ± 0,75 % соот-
ветственно). При этом у взрослых животных, 
по сравнению с молодыми, в клеточном со-
ставе крови выявлено уменьшение содержа-
ния сегментоядерных и возрастание уровня 
палочкоядерных нейтрофилов. Также в крови 
у взрослых крыс были обнаружены естествен-
ные киллеры, проявляющие цитотоксичес-
кие свойства в отношении ряда клеток-ми-
шеней – большие гранулярные лимфоциты  
(см. табл. 2).

Размеры лимфоцитов и эритроцитов име-
ли межвидовые различия. Так, площадь лей-
коцитов у молодых ондатр выше, а у взрослых 

Таблица 2. Лейкоцитарная формула крыс и ондатр
Крысы Ондатры

Ad1 Ad2 Ad1 Ad2
Моноциты 2,60 ± 0,76 5,00 ± 0,87   5,50 ± 0,97◊ 5,67 ± 1,44

Лимфоциты           76,00 ± 2,42           76,60 ± 2,28           30,83 ± 5,89◊           31,33 ± 7,17◊
Палочкоядерные

нейтрофилы 0,40 ± 0,27   4,40 ± 1,10*           14,33 ± 3,75◊           15,44 ± 2,83◊

Сегментоядерные
нейтрофилы           17,60 ± 2,36            10,60 ± 0,84*           47,50 ± 5,53◊           46,11 ± 6,19◊

Эозинофилы 3,40 ± 1,10 3,20 ± 1,08 1,50 ± 1,05 1,33 ± 0,85
Базофилы 0 0,20 ± 0,22 0 0,11 ± 0,12
Большие

гранулярные
лимфоциты

0 3,40 ± 1,60 0,33 ± 0,37 0

Примечание. Здесь и на рис. 3, 4: Ad1 – молодые животные (5–6 месяцев), Ad2 – взрослые животные (>12 ме-
сяцев); * – различия достоверны по сравнению с молодыми животными, ◊ – различия достоверны между ви-
дами

Рис. 2. Дендрограмма сходства разных возрастных групп двух видов по показателям активности АОФ, кон-
центрации витамина Е и изоферментному спектру ЛДГ в почках и сердце
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ниже, чем у крыс соответствующих возрастов 
(рис. 3). В ходе онтогенеза у ондатр площадь 
лимфоцитов не изменялась. При этом если 
у молодых ондатр преобладали клетки боль-
ших размеров (70–90 мкм2), то у взрослых жи-
вотных – маленькие лимфоциты (50–80 мкм2). 
Размеры клеток красной крови ондатр обеих 
возрастных групп были значительно больше по 
сравнению с не адаптированными к нырянию 
крысами (рис. 4). В постнатальном онтогенезе 
у ондатр площадь эритроцитов уменьшалась. 

Молодые особи имели клетки несколько 
бόльших размеров (45–55 мкм2) по сравнению 
со взрослыми животными (35–45 мкм2). В от-
личие от ондатр у крыс при старении наблюда-
лось увеличение размеров исследованных кле-
ток крови, а также количества больших клеток 
у взрослых животных (см. рис. 3 и 4). Важной 
особенностью клеток крови у ондатр, как у по-
луводного вида, по нашему мнению, является 
преобладание у взрослых животных лимфоци-
тов и эритроцитов небольших размеров, тогда 

Рис. 3. Размеры лимфоцитов в периферической крови крыс (А, Б) и ондатр (В, Г) разного возраста

Рис. 4. Размеры эритроцитов периферической крови крыс (А, Б) и ондатр (В, Г) разного возраста
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как у крыс такие клетки характерны для моло-
дых животных.

Сравнительный анализ возрастных измене-
ний физиологических показателей у млекопи-
тающих с различной экологической специали-
зацией позволил выявить ряд особенностей, 
присущих природно-адаптированной к крат-
ковременной гипоксии ондатре. Установлено, 
что у ондатры второй генерации (2–3 месяца) 
активность исследованных ферментов АОС 
и содержание изофермента ЛДГ1 в сердце 
и в почках были несколько ниже по сравнению 
с более взрослыми животными. Однако уже 
у ондатр 5–6 месяцев не выявлено различий со 
взрослыми особями по этим показателям. При 
этом как у молодых, так и у взрослых ондатр ак-
тивность АОФ и уровень ЛДГ1 в обоих органах 
были значительно выше, чем у не адаптирован-
ных к гипоксии крыс соответствующих возрас-
тов. Необходимо отметить, что максимальная 
продолжительность ныряния у крыс составляет 
всего 2 минуты, что значительно меньше 12 ми-
нут, зарегистрированных для ондатр [Irving, 
1939]. В отличие от последних у крыс выявлен-
ные возрастные изменения АОС и изофермент-
ного спектра ЛДГ свидетельствуют о «старе-
нии» этих физиологических систем.

По мнению Р. А. МакАртура с соавторами, 
длительность погружений ондатр существенно 
не увеличивается с возрастом, и одно-двух-
месячные молодые ондатры имеют схожую со 
взрослыми продолжительность ныряния [Mac-
Arthur et al., 2001]. Однако другими исследова-
телями [Hindle et al., 2006] было выявлено, что 
способность ондатр к длительным погруже-
ниям с возрастом усиливается – молодые он-
датры второй генерации значительно меньше 
находятся под водой, чем животные первой ге-
нерации и взрослые особи. Молодые ондатры 
более зависимы от анаэробного метаболизма, 
и при нырянии у них наблюдается большее ко-
личество коротких погружений, чем у взрос-
лых. Кроме того, молодые особи отличаются 
более низким уровнем различных показателей, 
обеспечивающих высокую интенсивность аэ-
робного метаболизма (уровень гемоглобина, 
насыщение крови кислородом, гематокрит, об-
щий легочный объем, концентрация миоглоби-
на в скелетной мускулатуре, тканевый уровень 
кислорода) [MacArthur et al., 2001, 2003]. Воз-
растные изменения всех этих физиологических 
параметров, а также выявленные нами онто-
генетические особенности становления АОС 
и изоферментного спектра ЛДГ, по нашему 
мнению, связаны с продолжительностью ны-
ряния, и их можно рассматривать как адаптив-
ный механизм, обеспечивающий увеличение 

длительности пребывания ондатр под водой 
с возрастом.

Реакция крыс и ондатр на кратковременное 
гипоксическое воздействие имеет ряд прин-
ципиальных отличий. Так, было установлено 
[Martin et al., 2002], что в почках у крыс, содер-
жавшихся при пониженной концентрации О2 
(5–6 %) в течение 25 минут, наряду с повыше-
нием активности СОД усиливается экспрессия 
генов, кодирующих антиоксидантные фермен-
ты – цитоплазматической СОД, каталазы и глу-
татионредуктазы. В исследовании В. П. Галан-
цева с коллегами [Галанцев и др., 1994] от-
мечается, что перекисное окисление липидов 
в сердце у крыс имеет тенденцию к усилению 
при брадикардии, вызванной задержкой ды-
хания, а у ондатр, напротив, уменьшается на 
30 %, активность каталазы при этом у пос-
ледних увеличивается почти в 2 раза. Авторы 
считают, что такие изменения могут являться 
механизмом, обеспечивающим защиту от сво-
боднорадикальных повреждений. В результа-
те у адаптированных к водному образу жизни 
млекопитающих тканевая гипоксия развивает-
ся в более поздние сроки, чем у неадаптиро-
ванных видов. В отличие от крыс, у ондатр при 
задержке дыхания в ткани сердца увеличива-
ется содержание как лактата, так и пирувата, 
соотношение лактат/пируват при этом не из-
меняется. Это свидетельствует об активации 
в сердце у природно-адаптированных к гипок-
сии животных различных как анаэробных, так 
и аэробных путей получения энергии [Галанцев 
и др., 1994].

Однако изучение соотношения изофермен-
тов ЛДГ в сердце ондатр позволяет нам не-
сколько скорректировать это утверждение. Вы-
сокое содержание ЛДГ1 и отсутствие фракций 
ЛДГ4 и ЛДГ5 может являться причиной обна-
руженного авторами [Галанцев и др., 1994] по-
вышения уровня пирувата в сердечной мышце. 
Следует также учитывать, что предпочтитель-
ным субстратом для работы сердца является не 
глюкоза, а молочная кислота, приносимая кро-
вью от других органов. Можно предположить, 
что усиленное образование пировиноградной 
кислоты приводит к возрастанию использова-
ния ныряющими млекопитающими аэробных 
биоэнергетических механизмов.

Увеличение активности каталазы при гипок-
сии в сердечной мышце может быть связано 
с важной сигнальной ролью перекиси водоро-
да в кровеносной системе. Существует дока-
зательство того, что млекопитающие облада-
ют как минимум двумя Н2О2-сенсорами, один 
из которых находится в нейроэпителиальных 
тельцах легкого и отвечает за сужение или 
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расширение дыхательных путей, а другой вы-
полняет ту же функцию применительно к кро-
веносным сосудам, находясь в клетках каро-
тидного синуса [Wang et al., 1996; Скулачев, 
2001]. Следует отметить, что сигнал на сужение 
дыхательных путей и сосудов возникает при 
повышении концентрации Н2О2 независимо от 
причины, вызвавшей данное повышение. К это-
му может приводить не только рост концентра-
ции О2 в крови из-за уменьшения потребления 
кислорода тканями, но и активация продукции 
Н2О2 или торможение ее расщепления [Скула-
чев, 2001]. Возможно, именно для быстрого 
удаления перекиси водорода, которая в дан-
ном случае выступает как сигнальная молекула, 
и необходима столь высокая активность ката-
лазы в сердце. Исходя из этого, можно утверж-
дать, что более высокая активность каталазы 
и низкий уровень ПОЛ у ондатр по сравнению 
с крысами является адаптацией к нырянию.

Известно, что в общем комплексе физио-
логических адаптаций к гипоксии важную роль 
имеют приспособительные сердечно-сосу-
дистые реакции, проявляющиеся в изменении 
биоэлектрической активности сердца и мор-
фологии кровеносного русла (централизация 
кровотока и вазоконстрикция на периферии). 
Наряду с этим адаптация к нырянию у полу-
водных животных связана с изменением кле-
точного состава крови [Галанцев и др., 1994]. 
Сравнительный анализ возрастных изменений 
лейкоцитарной формулы крови у неадаптиро-
ванных и адаптированных к гипоксии животных 
показал, что как молодые, так и взрослые он-
датры характеризовались более высоким со-
держанием сегментоядерных и палочкоядер-
ных нейтрофилов и низким числом лимфоци-
тов по сравнению с крысами. Немаловажным 
является и то, что у взрослых ондатр в крови 
преобладают более мелкие клетки. Очевидно, 
что выявленное нами уменьшение с возрастом 
размеров клеток крови у испытывающих пери-
одическую гипоксию ондатр необходимо для 
улучшения реологических свойств крови и так-
же является приспособлением к полуводному 
образу жизни.

Заключение

В результате проведенного исследования 
установлено, что все выявленные у ондатры 
возрастные изменения адаптивных признаков 
служат для увеличения продолжительности 
ныряния. При этом повышение с возрастом 
активности СОД и особенно каталазы в сер-
дце и почках необходимо рассматривать как 
механизм, обеспечивающий посредством 

Н2О2-сенсоров регуляцию состояния крове-
носных сосудов в этих органах для перерасп-
ределения кровотока при погружении под воду 
и всплытии. Увеличение относительного содер-
жания ЛДГ1 в изоферментном спектре у взрос-
лых животных свидетельствует об усилении аэ-
робных биоэнергетических процессов – лактат 
является более предпочтительным субстратом 
по сравнению с глюкозой для изученных орга-
нов, а его превращение в пируват, катализиру-
емое изоферментом ЛДГ1, приводит к более 
эффективному получению энергии. Кроме это-
го, пируват наряду с каталазой может выпол-
нять защитную функцию по предотвращению 
автоокисления кислородсвязывающих белков 
в организме [Olek et al., 2005]. Изменение кле-
точного состава лейкоцитов и уменьшение раз-
меров эритроцитов и лейкоцитов в онтогенезе 
направлено на оптимизацию реологических 
свойств крови и обеспечение периферических 
тканей кислородом при сужении кровеносных 
сосудов во время ныряния.

У крыс наблюдаемые онтогенетические из-
менения физиологических систем связаны 
преимущественно с поддержанием гомеостаза 
исследованных органов и организма в целом 
у стареющих и старых животных, а их направ-
ленность отличается от таковой, наблюдаемой 
у ондатр.
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ВлиЯние салицилоВой КислоТы на 
ХолодоусТойчиВосТь ПроросТКоВ огурца

а. а. Фенько, н. с. репкина, В. В. Таланова
Институт биологии Карельского научного центра РАН

Изучено влияние фитогормона салициловой кислоты (СК) на устойчивость про-
ростков огурца (Cucumis sativus L.) к действию низкой закаливающей (12 °С) 
и повреждающей (4 °С) температуры. Выявлено, что воздействие температуры 
12 °С на не обработанные СК проростки способствует их закаливанию, о чем сви-
детельствует уменьшение выхода электролитов из семядольных листьев. В от-
личие от этого, температура 4 °С оказывала на проростки, не обработанные СК, 
повреждающий эффект, приводя к увеличению выхода электролитов. Установлено 
также, что при воздействии температуры 12 °С на не обработанные СК растения 
происходило снижение содержания в листьях конечного продукта перекисного 
окисления липидов (ПОЛ) – малонового диальдегида (МДА) и свободного пролина, 
а при действии температуры 4 °С – их накопление. Предобработка СК в концен-
трациях 50 и 100 мкМ снижала выход электролитов из клеток листьев огурца при 
действии температуры как 12, так и 4 °С. Кроме того, экзогенная СК и при обычной 
температуре (22 °С), и в условиях низкой закаливающей (12 °С) и повреждающей 
(4 °С) температуры снижала ПОЛ, приводя к уменьшению уровня МДА, а также спо-
собствовала накоплению в семядольных листьях свободного пролина. Полученные 
данные свидетельствуют о способности СК активизировать процессы, направлен-
ные на повышение холодоустойчивости растений огурца.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Cucumis sativus L.; низкая закаливающая и повреждающая 
температура; салициловая кислота; холодоустойчивость.

A. A. Fenko, N. S. Repkina, V. V. Talanova. SALICYLIC ACID EFFECT ON 
THE COLD TOLERANCE OF CUCUMBER SEEDLINGS

The effect of the phytohormone salicylic acid (SA) on the resistance of cucumber 
seedlings (Cucumis sativus L.) to the action of a low hardening (12 °С) and a damaging 
(4 °С) temperatures was investigated. It was found that the exposure of the seedlings not 
treated with SA to 12  °C temperature promotes their hardening, as evidenced by reduced 
electrolyte leakage from cotyledons. In contrast, the 4  °C temperature had a damaging 
effect on the seedlings not treated with SA, resulting in an increase of electrolyte leakage. 
It was found also that the content of the end product of lipid peroxidation – malondialde-
hyde (MDA) and free proline in the leaves of untreated plants decreased under the action 
of the 12  °C temperature, whereas the action of the 4  °C temperature induced their ac-
cumulation. Pre-treatment with SA (50 and 100 μM concentrations) reduced electrolyte 
leakage from the cells of cucumber seedling leaves at both 12  °C and 4  °C. Furthermore, 
exogenous SA at both normal temperature (22  °C), low hardening (12  °C), and damag-
ing (4  °C) temperature reduced lipid peroxidation, leading to a decrease in MDA level, 
and contributed to the accumulation of free proline in cotyledon leaves. The resultant 
data evidence the ability of SA to activate the processes aimed to promote the cold tole-
rance of cucumber plants.
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Введение

Одной из важнейших ответных реакций 
растений на действие неблагоприятных фак-
торов окружающей среды, в том числе низких 
температур, является повышение содержа-
ния фитогормонов, играющих ключевую роль 
в ростовых, морфогенетических и адаптивных 
процессах [Титов, Таланова, 2009]. К таким со-
единениям, в частности, относится салицило-
вая кислота (СК). СК является эндогенным фи-
тогормоном фенольной природы, который при-
нимает участие в различных физиологических 
процессах растений [Колупаев, Ястреб, 2013]. 
Например, она является ингибитором поступ-
ления ионов в корни, антагонистом абсцизо-
вой кислоты в регуляции устьичных движений, 
регулятором транспорта органических веществ 
по флоэме [Шакирова, 2001], способна активи-
ровать альтернативное цианид-устойчивое ды-
хание [Медведев, 2013], участвует в регуляции 
процессов прорастания семян, роста, цветения 
и старения растений [Рахманкулова и др., 2010; 
Белозерова и др., 2014].

Хорошо известна роль СК в защитных ре-
акциях растений против различных патогенов 
и в реакциях сверхчувствительности [Медве-
дев, 2013]. При этом она запускает процессы 
гибели клетки при биотическом стрессе [Alva-
rez et al., 2000], а также является одной из клю-
чевых сигнальных молекул, которые участвуют 
в формировании системной приобретенной 
устойчивости растений [Молодченкова, 2001; 
Васюкова, Озерецковская, 2007].

В то же время СК играет защитную роль при 
действии на растения абиотических факторов. 
В частности, экзогенная СК снижает повреж-
дающее действие засоления [Молодченкова, 
2001; Шакирова, 2001; Jayakannan et al., 2015], 
снижая накопление АФК, активность суперок-
сиддисмутазы (СОД) и пероксидазы [Сахабут-
динова и др., 2004], а также снимая индуциро-
ванное им уменьшение уровня индолилуксус-
ной кислоты и накопление лектина [Шакирова, 
Безрукова, 1997]. СК также участвует в ответ-
ных реакциях растений на действие кадмия 
[Chao et al., 2010; Sing, Shah, 2015], уменьшая 
его негативное действие на активность фото-
синтетических ферментов и активизируя от-
ложение в клетках корней лигнина, который 
защищает клетки от токсического действия 
этого металла [Масленникова и др., 2013]. 
Наконец, она может выступать в качестве 

регулятора экспрессии белков теплового шока 
(БТШ) у растений и осуществления либо про-
граммированной клеточной смерти (ПКС), 
либо развития защитной программы [Павлова 
и др., 2009].

В отношении способности СК влиять на хо-
лодоустойчивость растений известны лишь 
отдельные факты. В частности, показано, что 
СК повышает устойчивость растений кукурузы 
[Janda et al., 1999], огурца [Колупаев, Ястреб, 
2013; Kang et al., 2014], томата и фасоли [Ко-
лупаев, Ястреб, 2013] к гипотермии. При этом 
у проростков огурца СК усиливает экспрессию 
гена альтернативной оксидазы и активность 
этого фермента, тем самым уменьшая окисли-
тельные повреждения, вызванные действием 
низких температур [Lei et al., 2010; Колупаев, Яс-
треб, 2013]. Однако участие и возможная роль 
СК в процессах формирования повышенной хо-
лодоустойчивости растений почти не изучены.

В связи с этим целью настоящей работы 
явилось исследование влияния экзогенной СК 
на устойчивость растений огурца к действию 
низких температур.

материалы и методы

В качестве объекта исследований исполь-
зовали проростки огурца (Cucumis sativus L.) 
гибрида F1 Зозуля. Растения выращивали в ру-
лонах фильтровальной бумаги на питательном 
растворе (pH 6,2–6,4) с добавлением микро-
элементов в климатической камере при темпе-
ратуре воздуха 22 °С, его относительной влаж-
ности 60–70 %, освещенности около 10 клк 
и 14-часовом фотопериоде. По достижении 
недельного возраста проростки помещали на 
раствор СК в концентрации от 50 до 500 мкМ 
и через 24 ч подвергали воздействию низ-
кой закаливающей (12 °С) или повреждающей 
(4 °С) температуры в течение 72 и 24 ч соответ-
ственно. Контролем служили не обработанные 
СК растения.

О холодоустойчивости проростков огурца 
судили по изменению проницаемости мембран 
клеток листа, которую определяли по выходу 
электролитов из высечек листьев с использо-
ванием кондуктометра [Гришенкова, Лукат-
кин, 2005].

Уровень перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) в листьях оценивали по содержанию 
малонового диальдегида (МДА) [Stewart, Bew-
ley, 1980].

K e y w o r d s: Cucumis sativus L.; low hardening and damaging temperatures; salicylic 
acid; cold tolerance.
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Содержание свободного пролина опреде-
ляли с помощью нингидринового реактива по 
методу Бейтса с соавторами [Bates et al., 1973].

Повторность в пределах одного варианта 
опыта при анализе холодоустойчивости, со-
держания пролина и МДА – 3-кратная. Каждый 
опыт повторяли не менее 2–3 раз. О достовер-
ности различий между вариантами судили по 
критерию Стьюдента при p < 0,05. В таблице 
и на рисунках представлены средние арифме-
тические значения и их стандартные ошибки.

Исследования выполнены на приборно-ана-
литической базе Центра коллективного пользо-
вания научным оборудованием ИБ КарНЦ РАН 
«Комплексные фундаментальные и прикладные 
исследования особенностей функционирова-
ния живых систем в условиях Севера».

результаты

Как известно, проницаемость мембран кле-
ток является одним из ранних показателей 
изменения физиологических функций рас-
тительного организма, и ее изменение слу-
жит критерием оценки устойчивости растения 
к абиотическим стрессам [Гришенкова, Лукат-
кин, 2005]. В предварительном эксперименте 
нами было изучено влияние СК в диапазоне 
концентраций от 50 до 500 мкМ на выход элект-
ролитов из высечек листьев огурца. Установле-
но, что обработка проростков огурца СК в этих 
концентрациях в течение 1 сут снижает выход 
электролитов или не вызывает его изменения, 
а следовательно, не оказывает токсического 
действия на растения (рис. 1, а). При последу-
ющем действии температуры 12 °С в течение 
3 сут СК в концентрациях 50 и 100 мкМ умень-
шала выход электролитов по сравнению с кон-
тролем, в концентрациях 200–300 мкМ вызыва-
ла его увеличение, особенно значительное при 
концентрациях 400–500 мкМ (рис. 1, б). Следо-
вательно, действие экзогенной СК на пророст-
ки огурца зависит от ее концентрации: низкие 
концентрации снижают выход электролитов, 
защищая клетки от стрессового воздействия, 
а высокие концентрации могут привести к еще 
более значительным повреждениям. Учитывая 
это, для последующих экспериментов были вы-
браны концентрации СК 50 и 100 мкМ.

Изучение влияния температуры 12 °С на 
проростки огурца показало, что она оказывает 
на них закаливающий эффект, приводя к сниже-
нию выхода электролитов из листьев по сравне-
нию с температурой 22 °С (табл.). В отличие от 
этого, температура 4 °С уже через 1 сут вызыва-
ла сильное повреждение проростков, о чем сви-
детельствует значительное увеличение выхода 

электролитов из клеток листьев по сравнению 
с условиями 22 °С (табл.). Предобработка СК 
в концентрациях 50 и 100 мкМ способствовала 
защите клеток растений огурца, уменьшая вы-
ход электролитов при действии низких темпе-
ратур 12 и 4 °С по сравнению с температурой 
22 °С (табл.).

Рис. 1. Влияние СК на выход электролитов (% от пол-
ного выхода) из клеток семядольных листьев про-
ростков огурца при действии температуры 22 (а) 
и 12 (б) °С

Влияние СК на выход электролитов (% от полного 
выхода) из клеток семядольных листьев проростков 
огурца при закаливающей (12 °С) и повреждающей 
(4 °С) температуре 

Температу-
ра, °С

Концентрация СК, мкМ
0 50 100

22 18,00 ± 1,48 12,75 ± 0,11 14,00 ± 0,32
12
4

12,97 ± 0,67
55,67 ± 2,85

10,63 ± 0,33
14,67 ± 0,71

10,49 ± 0,64
16,17 ± 0,09



29

Закаливающая температура (12 °С) вызыва-
ла снижение содержания в листьях контроль-
ных (не обработанных СК) проростков огурца 
МДА – конечного продукта ПОЛ (рис. 2, б) по 
сравнению с температурой 22 °С (рис. 2, а), 
а повреждающая температура (4 °С) приво-
дила к его накоплению (рис. 2, в). Экзогенная 
СК способствовала снижению уровня МДА при 
действии температур 22, 12 и 4 °С (см. рис. 2).

При воздействии температуры 12 °С проис-
ходило снижение содержания свободного про-
лина в листьях растений огурца примерно на 
35 % (рис. 3, б) относительно 22 °С (рис. 3, а), 
а при температуре 4 °С – его повышение при-
мерно на 50 % (рис. 3, в). Предобработка про-
ростков СК в концентрациях 50 и 100 мкМ спо-
собствовала усилению накопления свободного 
пролина в семядольных листьях как при нор-
мальной температуре (22 °С) (рис. 3, а), так 
и при низкотемпературных условиях (12 и 4 °С) 
(рис. 3, б, в).

обсуждение

Воздействие низких температур негативно 
влияет на структуру и проницаемость мембран 
клеток, вызывая повышение утечки электро-
литов из тканей растений [Приходько, 1977]. 
Нами установлено, что температура 4 °С ока-
зывала на проростки огурца повреждающее 
действие, приводя к нарушению проницае-
мости мембран. Сходные данные получены на 
огурце сорта Вязниковский 37: охлаждение 
при температуре 3 °С вызывало увеличение 
выхода электролитов уже после часовой экс-
позиции [Шаркаева, 2001]. Указанные изме-
нения могут происходить в результате воз-
никновения разрывов мембран [Simon, 1974], 
нарушения избирательной проницаемости 
[Приходько, 1977]. В отличие от температуры 
4 °С при температуре 12 °С происходило сни-
жение выхода электролитов, что свидетель-
ствует об адаптации проростков к указанному 
воздействию температуры.

Рис. 2. Влияние СК на содержание МДА в листьях проростков огурца при действии температуры 22 (а), 12 (б) 
и 4 (в) °С

Рис. 3. Влияние СК на содержание свободного пролина в листьях проростков огурца при действии темпера-
туры 22 (а), 12 (б) и 4 (в) °С
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СК в концентрациях 50 и 100 мкМ оказывала 
на проростки огурца протекторное действие, 
снижая выход электролитов из клеток листьев 
при действии температуры 4 °С и в меньшей 
степени при 12 °С (табл.). Ранее другими ис-
следователями на пшенице было показано, что 
предобработка СК в течение 24 ч оказывала 
защитное действие на растения при засоле-
нии, которое также проявлялось в уменьшении 
стресс-индуцированного экзосмоса электро-
литов [Сахабутдинова и др., 2004]. Полученные 
нами, а также литературные данные свидетель-
ствуют об участии экзогенной СК в повышении 
холодоустойчивости теплолюбивого вида по-
средством снижения негативного влияния низ-
ких температур на мембраны клеток.

Действие низких температур на структуру 
мембран клеток связано с развитием окисли-
тельного стресса, обусловленного усилением 
образования АФК, вызывающих повреждения 
липидов мембран, а также нуклеиновых кислот 
и инактивацию ферментов [Маевская, Никола-
ева, 2013]. В то же время АФК выступают в ка-
честве сигнальных молекул в запуске каскада 
защитных реакций в растениях [Сахабутдинова 
и др., 2004]. Соответственно, баланс между об-
разованием и обезвреживанием АФК имеет ре-
шающее значение для выживания раститель-
ного организма в стрессовых условиях [Маев-
ская, Николаева, 2013].

Важным показателем устойчивости рас-
тений к окислительному стрессу является 
уровень МДА, который присутствует в тканях 
растений в низких концентрациях и в обыч-
ных условиях [Сахабутдинова и др., 2004], 
а воздействие стрессовых факторов приводит 
к увеличению его содержания и последующе-
му ПОЛ. Нами установлено, что при закалива-
ющей температуре 12 °С происходило сниже-
ние ПОЛ, что проявилось в уменьшении уровня 
МДА. В отличие от этого воздействие темпера-
туры 4 °С приводило к развитию окислитель-
ного стресса, что выражалось в увеличении 
содержания МДА по сравнению с его уровнем 
при 22 °С.

Экзогенная СК снижала уровень МДА, а сле-
довательно, и ПОЛ, что, очевидно, способство-
вало повышению холодоустойчивости пророст-
ков огурца как при 12, так и при 4 °С. Отметим, 
что сходные данные о защитном эффекте СК, 
связанном со снижением уровня ПОЛ, получены 
при действии других стресс-факторов на рас-
тения. В частности, в листьях риса, предобра-
ботанных СК, также происходило снижение со-
держания МДА, образовавшегося в результате 
воздействия кадмия [Chao et al., 2010], свинца 
и ртути [Mishra, Choudhuri, 1999]. На растениях 

гороха показано, что интенсивность ПОЛ в пос-
ледействии теплового шока была ниже у обра-
ботанных СК растений, чем у не обработанных 
[Пестова, 2007]. Предобработка СК способство-
вала снижению концентрации МДА у растений 
пшеницы, подвергнутых засолению [Сахабут-
динова и др., 2004]. Наряду с этим, СК снижала 
уровень МДА в корнях проростков пшеницы при 
аноксии [Кирчихина и др., 2005] и в обычных ус-
ловиях [Рахманкулова и др., 2010].

Таким образом, с одной стороны, этот гор-
мон проявляет свое антистрессовое действие, 
усиливая активность СОД, каталазы, перокси-
дазы, участвующих в утилизации АФК [Саха-
бутдинова и др., 2004; Колупаев, Ястреб, 2013]. 
С другой стороны, хорошо известно такое явле-
ние, как «окислительный взрыв», вызываемый 
в растительном организме СК-индуцирован-
ным подавлением активности каталазы и ас-
корбатпероксидазы (АПО), что приводит к на-
коплению АФК, гибели патогенов и ПКС клеток 
вокруг места инфекции [Васюкова, Озерецков-
ская, 2007; Белых и др., 2009; Тарчевский и др., 
2010; Kang et al., 2014]. В свою очередь, подав-
ление активности каталазы и АПО вызывает ге-
нерацию различных форм АФК, что стимулиру-
ет накопление СК и усиливает ее воздействие 
[Махдавиан и др., 2008; Белых и др., 2009].

В целом на основании полученных нами 
и литературных данных можно сделать вывод 
о том, что предобработка СК способствует 
снижению уровня ПОЛ, вызванного действи-
ем низких температур. Это предполагает воз-
можность ее участия в защите клеток растений 
огурца от низкотемпературного стресса. Веро-
ятно, снижение концентрации МДА и развития 
ПОЛ вызвано преадаптирующим эффектом СК 
еще до начала воздействия низких температур. 
Об этом говорит тот факт, что предобработка 
проростков огурца СК увеличивала содержа-
ние свободного пролина как при нормальной 
температуре (22 °С), так и в условиях низких 
температур (12 и 4 °С). Как известно, накопле-
ние свободного пролина является одной из 
неспецифических защитных реакций растений 
на действие различных неблагоприятных фак-
торов. Его участие в повышении устойчивости 
растений к абиотическим факторам связано 
с его осмопротекторными и антиоксидантны-
ми свойствами, в частности, со способностью 
уменьшать образование синглетного кислоро-
да, стабилизировать субклеточные структуры 
и регулировать pH цитоплазмы [Verbruggen, 
Hermans, 2008; Маевская, Николаева, 2013; 
Сошинкова и др., 2013; Rejeb et al., 2014]. Сле-
довательно, повышение содержания пролина 
имеет большое значение для предотвращения 
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развития окислительного стресса в условиях 
низких температур.

Аналогичные данные о повышении содер-
жания пролина при обработке СК получены на 
проростках пшеницы, подвергнутых воздейст-
вию хлорида натрия и маннита [Сахабутдино-
ва, 2002]. Эти стрессовые факторы вызывали 
значительное увеличение содержания пролина 
в растениях, а предобработка СК обеспечива-
ла поддержание его высокого уровня. На рас-
тениях тритикале также было показано, что СК 
повышает содержание пролина при действии 
ZnSO4 [Абилова, 2013], а на растениях огурца – 
в ответ на солевой стресс (NaCl и КСl) [Абило-
ва, 2011]. Причем была отмечена обратная за-
висимость между интенсивностью накопления 
пролина и активностью фермента СОД в семя-
дольных листьях огурца, свидетельствующая 
о том, что основная роль в нейтрализации АФК 
(в частности, синглетного кислорода) принад-
лежит именно пролину [Абилова, 2011]. Сле-
довательно, важная роль СК в поддержании 
жизнедеятельности растительного организма 
при неблагоприятных воздействиях, в том чис-
ле низкотемпературных, может быть связана 
с повышением содержания пролина, участву-
ющего в процессах антиоксидантной защиты 
клеток растений.

Заключение

Таким образом, предобработка СК оказыва-
ет на проростки огурца адаптогенное воздей-
ствие, в результате которого, вероятно, еще до 
начала действия низкой температуры происхо-
дит активация антиоксидантной системы. Это 
в свою очередь способствует нейтрализации 
стресс-индуцированного возрастания уровня 
АФК, а соответственно, приводит к снижению 
окислительного стресса. В нивелировании АФК 
принимает участие низкомолекулярный анти-
оксидант пролин, содержание которого увели-
чивается под влиянием экзогенной СК, которая 
способствует предотвращению повреждения 
целостности мембранных структур, тем самым 
повышая устойчивость клеток растений огурца 
к низкой температуре.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания (тема № 0221-2014-0002).
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ТрансПорТ и ЗаПасание саХароВ Во ФлоЭме  
BETULA PENDULA ROTH VAR. PENDULA и VAR. CARELICA

л. л. новицкая, н. а. галибина, К. м. никерова
Институт леса Карельского научного центра РАН

Ранее мы предположили, что причиной формирования узорчатой древесины ка-
рельской березы (Betula pendula Roth var. carelica) служит появление избытка са-
харозы во флоэме и камбиальной зоне. В основе эффективного механизма саха-
рочувствительности лежит способность клеток ощущать скорее поток сахаров, чем 
просто их присутствие во внутри- и внеклеточном пространстве. Поэтому с точки 
зрения влияния на морфогенез клеток и тканей растения особая роль принадлежит 
транспортной сахарозе, поток которой воздействует на сенсоры, инициирующие 
сигналы, передаваемые на сахар-модулируемые гены. Мы исследовали пул саха-
розы в тканях ствола обычной березы повислой (B. pendula var. pendula) и карель-
ской березы, принимая во внимание транспортную и запасную формы дисахари-
да. Для этого определяли содержание сахарозы и активность расщепляющих ее 
ферментов (сахарозосинтаза, инвертазы: апопластная вакуолярная, цитоплазма-
тическая). Установлено, что в период камбиального роста у карельской березы, как 
и у обычной березы, сахароза является практически единственным сахаром фло-
эмного экссудата, т. е. служит основной транспортной формой углеводов. На осно-
ве сопоставления данных по содержанию сахаров и активности ферментов показа-
но, что: (1) сахароза во флоэме березы не выполняет запасную функцию, (2) весь 
пул сахарозы здесь следует рассматривать как транспортную сахарозу, (3) в пе-
риод деятельности камбия роль мобильного резерва сахаров во флоэме березы 
выполняет фруктоза, (4) фруктоза у березы является запасным сахаром в период 
зимнего покоя, совмещая эту функцию с ролью криопротектора.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Betula pendula Roth; узорчатая древесина; флоэма; актив-
ность инвертазы и сахарозосинтазы; содержание сахарозы, глюкозы и фруктозы.

L. L. Novitskaya, N. A. Galibina, K. M. Nikerova. SUGAR TRANSPORT AND 
STORAGE IN THE PHLOEM OF BETULA PENDULA ROTH VAR. PENDULA 
AND VAR. CARELICA

We have previously hypothesized that the cause of figured wood formation in Karelian 
birch (Betula pendula Roth var. carelica) is excessive sucrose supply to the phloem and 
the cambial zone. The ability of cells to sense the flux of sugars rather than the presence 
of sugars in the intra- and extracellular space forms the basis of an efficient sugar sensing 
machinery. Therefore, transport sucrose plays a special role in terms of the impact on the 
morphogenesis of plant cells and tissues. Sucrose flow affects the sensors that trigger 
the signals transmitted to sugar-modulated genes. We investigated the pool of sucrose 
in trunk tissues of common silver birch (B. pendula var. pendula) and Karelian birch tak-
ing into account transport and storage forms of the disaccharide. For this purpose the 
sucrose content and the activity of enzymes which break it down (sucrose synthase, in-
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Введение

В соответствии с разрабатываемой нами ги-
потезой, формирование структурных аномалий 
ствола карельской березы (Betula pendula Roth 
var. carelica) индуцируется появлением избыт-
ка транспортной сахарозы в проводящей флоэ-
ме и камбиальной зоне. Данный вывод сделан 
на основе результатов физиолого-биохимичес-
ких и анатомо-цитологических исследований 
и постановки экспериментов [Новицкая 1997, 
1999, 2008; Novitskaya, 1998; Novitskaya, Kush-
nir, 2006; Галибина и др., 2012, 2013, 2014, 
2015а, б; Галибина, Теребова, 2014].

Морфогенетическая роль сахарозы опре-
деляется двумя основными факторами: (1) она 
является транспортной формой фотоассими-
лятов у растений и поэтому служит исходным 
субстратом для синтеза структурных элемен-
тов клеток и тканей; (2) сахароза оказывает 
влияние на экспрессию сахар-модулируемых 
генов [Graham, 1996; Koch, 1996; Sheen et al., 
1999; Smeekens, 1998; Gibson, 2000, 2004], что 
имеет серьезные метаболические послед-
ствия, вплоть до изменения программы разви-
тия клеток.

Метаболизм клеток растения во многом 
зависит от концентрации сахаров, однако со-
держание сахара само по себе не дает полно-
го представления о сахарном статусе клетки. 
Считается, что в основе эффективного меха-
низма сахарочувствительности лежит способ-
ность клеток ощущать скорее поток сахаров, 
чем просто их присутствие во внутри- и внекле-
точном пространстве [Loreti et al., 2001]. Таким 
образом, с точки зрения влияния на морфоге-
нез клеток и тканей растения особая роль при-
надлежит транспортной сахарозе, поток кото-
рой воздействует на сенсоры, инициирующие 
сигналы, передаваемые на сахар-модулируе-
мые гены.

Известно, что у некоторых растений сахаро-
за, помимо участия в транспорте и обмене ве-
ществ, выполняет функции запасного соедине-
ния. Например, у сахарной свеклы и сахарного 

тростника она в больших количествах накап-
ливается в вакуолярном пространстве клеток 
[Курсанов, 1976]. Запасная сахароза – это ме-
таболит, который временно не участвует в об-
менных процессах и хранится в вакуолях клеток 
паренхимы под защитой тонопласта. Поэтому 
при обсуждении морфогенетического эффекта 
сахарозы следует знать, в каком виде она при-
сутствует – в виде транспортной или запасной.

Установлено, что у обычной березы повис-
лой в период вегетации сахароза является 
практически единственным сахаром флоэмно-
го экссудата, лишь осенью здесь появляется 
небольшое количество раффинозы и стахиозы 
[Колесниченко, 1985]. Для карельской березы 
подобные сведения отсутствуют.

В задачи нашего исследования входило: 
(1) выявить основную транспортную форму са-
харов у карельской березы; (2) установить, вы-
полняет ли сахароза у березы повислой только 
транспортную функцию или является также за-
пасной формой ассимилятов.

объекты и методы исследования

Объекты исследования

Объектами исследования были две фор-
мы березы повислой: обычная береза повис-
лая (далее – обычная береза) Betula pendula 
Roth var. pendula, с прямослойной древесиной, 
и карельская береза B. pendula var. carelica 
(Mercklin) Hämet-Ahti, с аномальным строени-
ем проводящих тканей ствола. Все опытные 
растения произрастали в одинаковых почвен-
но-климатических условиях на Агробиологи-
ческой станции Карельского научного центра 
РАН в 2 км от г. Петрозаводска (61°45ʹ с. ш., 
34°20ʹ в. д.).

Возраст опытных деревьев 30 лет. Иссле-
дования проводили при разных физиологи-
ческих состояниях дерева: периоды набухания 
почек (апрель), активного камбиального рос-
та (июнь–июль), подготовки к покою (октябрь) 
и вынужденного покоя (февраль).

vertases: apoplastic, vacuolar, cytoplasmic) were determined. It was found that during 
the period of cambial growth sucrose is almost the only sugar in the phloem exudate of 
Karelian birch as in common silver birch, i. e. it serves as the main transport form of car-
bohydrates. Data on sugar content and the activity of enzymes were compared to show 
that: (1) sucrose in birch phloem does not perform the storage function, (2) the entire su-
crose pool here should be regarded as transport sucrose, (3) during the cambial activity 
period the role of the labile sugar pool in birch phloem is performed by fructose, (4) fruc-
tose in birch is the storage sugar during winter dormancy, as well as a cryoprotectant.

K e y w o r d s: Silver Birch; patterned wood; phloem; activity of invertase and sucrose 
synthase; content of sucrose, fructose and glucose.
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Отбор образцов

Образцы тканей ствола для биохимического 
анализа брали на высоте 1,3 м от земли. У ка-
рельской березы выбирали участки с наиболь-
шей степенью проявления структурных анома-
лий. Отделяли кору от древесины. С внутренней 
стороны коры с помощью бритвенного лезвия 
срезали слои тканей, соответствующие камби-
альной зоне, зонам проводящей и непроводя-
щей флоэмы. С поверхности коры удаляли проб-
ку (бересту) и снимали слой, соответствующий 
феллодерме. С обнаженной поверхности дре-
весины срезали наружные слои ксилемы теку-
щего года. Варианты, обозначенные «флоэма», 
включали в себя камбиальную зону и зону про-
водящей флоэмы. Соответствие тканей тем или 
иным слоям контролировали под микроскопом.

Материал для биохимических исследований 
фиксировали жидким азотом с последующим 
лиофильным высушиванием.

М е т о д и к а  с б о р а  к с и л е м н о г о  э к с -
с у д а т а  в  п е р и о д  в е с е н н е г о  с о к о д в и -
ж е н и я  ( « п л а ч »  б е р е з ы ). Подсочку опытных 
деревьев осуществляли в соответствии с при-
нятыми рекомендациями [Орлов, 1963]. С юж-
ной стороны дерева на высоте 1,3 м от корневой 
шейки с помощью бурава просверливали отвер-
стие диаметром 5 мм с небольшим наклоном 
к земле. Следили, чтобы бурав входил в древе-
сину на глубину 1,5 см. В отверстия вставляли 
скрученные волокна лишайника уснеи (Usnea), 
концы которых опускали в пробирки. Пробирки 
с соком помещали в контейнер со льдом.

Биохимические исследования

О п р е д е л е н и е  с а х а р о в. Выделение 
и экстракцию сахаров проводили по методи-
ке, которая подробно описана ранее [Галибина 
и др., 2014]. Углеводы дважды экстрагировали 
80%-м этиловым спиртом при 50 °С в течение 
30 минут. Спиртовые экстракты объединяли 
и упаривали на водяной бане при температуре 
35–40 °С. Полученный сухой остаток, содержа-
щий моно-, ди- и олигосахариды, растворяли 
в 3–5 мл (в зависимости от предполагаемого 
количества углеводов) бидистиллированной 
воды и фильтровали через бумажные фильтры. 
Полученный фильтрат подвергали тщательной 
очистке методом твердофазной экстракции 
(ТФЭ) для освобождения от посторонних ком-
понентов, таких как пигменты, полисахари-
ды, различные соли и органические кислоты. 
Для этого растворы образцов пропускали че-
рез мембранные фильтры (d = 25 mm, 0.45μm, 
Nylon) (ProFill, Германия), а потом через 

картриджи для ТФЭ (NH2, 500 mg/6 ml, 55 um, 
70 A) (Phenomemex Strata, США).

Охлажденный ксилемный сок подвергали 
тщательной очистке методом ТФЭ.

Содержание растворимых углеводов в экс-
тракте анализировали на ВЭЖХ-системе серии 
«Стайер» (Аквилон, Россия) при следующих 
условиях: колонка Rezex RCM-Monosccharide 
(Phenomenex, США), элюент – бидистил-
лированная вода, скорость потока элюента 
0,6 мл/мин, детектор – рефрактометр. Критери-
ем идентификации пиков служило время удер-
живания стандартных веществ: сахарозы, глю-
козы, фруктозы (Panreac, Испания). Содержа-
ние углеводов выражали в мг на г сухой ткани.

Анализ активности ферментов

Транспорт сахарозы в клетках и тканях рас-
тения осуществляется по градиенту концент-
рации, который создается в результате актив-
ности расщепляющих ее ферментов. Распад 
сахарозы происходит с участием ферментов, 
отличающихся по месту локализации: клеточ-
ная стенка – апопластная инвертаза (АпИнв), 
вакуоль – вакуолярная инвертаза (ВакИнв), ци-
тозоль – цитоплазматическая инвертаза (Цит-
Инв) и сахарозосинтаза (СС).

Активность ферментов определяли по мето-
дике, которая описана ранее [Галибина и др., 
2015а, б]. Растительные ткани растирали в жид-
ком азоте до однородной массы и гомогени-
зировали при 4 °С в буфере следующего со-
става: 50 мМ Hepes (pH 7,5), 1мМ ЭДТА, 1 мМ 
ЭГТА, 3 мМ DTT, 5 мМ MgCl2, 0,5 мМ PMSF. По-
сле 20-минутной экстракции гомогенат цент-
рифугировали при 10 000 g в течение 20 минут 
(центрифуга Sigma 2-16PK, Германия). Оса-
док троекратно промывали буфером. Осадок 
и объединенный супернатант диализовали при 
4 °С в течение 18–20 часов против буфера для 
гомогенизации, разбавленного в 10 раз. В осад-
ке определяли АпИнв, в супернатанте – ВакИн, 
ЦитИнв и СС. Активность ферментов определя-
ли после инкубации полученного препарата при 
30 °С в течение 30 минут. Инкубационная среда 
для определения активности инвертазы содер-
жала 100 мМ ацетатного буфера, рН 4,7 (апоп-
ластный и вакуолярный фермент) или 50 мМ 
Hepes, рН 7,5 (цитоплазматическая инвертаза), 
концентрация сахарозы – 25 мМ. Количество 
образовавшейся в процессе инкубации глюкозы 
определяли глюкозооксидазным методом. Ин-
кубационная среда для определения активности 
сахарозосинтазы содержала 70 мМ Hepes (рН 
7,4), 5 мМ MgCl2, 1 мМ уридиндифосфата, 1 мМ 
пирофосфата, 1 мМ НАДФ, 50 мМ сахарозы, 
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1 U глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, 2 U фос-
фоглюкомутазы. Активность СС определяли 
в направлении распада сахарозы спектрофо-
тометрически по восстановлению НАДФ при 
λ = 340 нм (спектрофотометр СФ-2000, Россия). 
Активность инвертазы и СС выражали в мкмоль 
распавшейся сахарозы на г сырой ткани.

Все биохимические анализы были выпол-
нены с использованием оборудования центра 
коллективного пользования «Аналитическая 
лаборатория» Института леса КарНЦ РАН.

Статистическая обработка

Данные обработаны статистически с ис-
пользованием пакета программ Statgraphics for 
Windows 7.0. Данные представлены в виде сред-
них значений и доверительных интервалов.

результаты

Содержание транспортных сахаров 
во флоэме

Среди транспортных форм сахаров у бере-
зы повислой выделяют сахарозу и олигосахара 
семейства раффинозы (раффиноза, стахио-
за, вербаскоза). Поскольку вербаскоза редко 
встречается у видов березы и только в следо-
вых количествах [Zimmermann, Ziegler, 1975], 
ее содержание не определяли.

10 июля во флоэме двух форм березы по-
вислой наблюдалось высокое содержание са-
харозы, в то время как количество раффинозы 
и стахиозы было в 20–40 раз меньше (рис. 1). 
К 21 июля содержание сахарозы возросло ~ 
в 1,5 раза, а олигосахаридов существенно не 
изменилось. У карельской березы по сравне-
нию с обычной березой количество сахарозы 
во флоэме в 1,5–2 раза меньше.

Содержание сахаров в ксилемном соке

У карельской березы суммарное количество 
сахаров в ксилемном соке (14,4 мг/л) в 2,5 раза 
больше по сравнению с обычной березой 
(5,8 мг/л). Среди сахаров у обеих форм березы 
преобладали моносахара (фруктоза и глюко-
за), количество которых было в 5–7 раз боль-
ше, чем сахарозы (рис. 2).

Динамика сахарозы во флоэме

С апреля по октябрь содержание сахаро-
зы во флоэме обычной березы было выше, 
чем у карельской березы. Сезонные колеба-
ния сахарозы у обеих берез одинаковые. Так, 

Рис. 1. Содержание транспортных форм сахаров 
(мг/г сухого веса) во флоэме обычной березы повис-
лой (var. pendula) и карельской березы (var. carelica)

Рис. 2. Содержание сахаров в ксилемном соке (мг/л) 
обычной березы повислой (var. pendula) и карель-
ской березы (var. carelica) в период весеннего соко-
движения («плача» берез). 21 апреля

Рис. 3. Содержание сахарозы (мг/г сухого веса) во 
флоэме обычной березы повислой (var. pendula) и 
карельской березы (var. carelica) при разных физио-
логических состояниях дерева: периоды набухания 
почек (21 апреля), активного камбиального роста 
(22 июня, 28 июля), подготовки к покою (11 и 22 ок-
тября) и вынужденного покоя (28 февраля)
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в начале вегетационного периода количество 
дисахарида увеличивалось, достигая к концу 
второй декады июня максимального значения – 
144,6 и 104,5 мг/г у обычной и карельской бе-
резы соответственно. К концу июля содержа-
ние сахарозы снизилось в 2,5–3 раза, в октябре 
оно стало еще ниже, в феврале сахароза прак-
тически отсутствовала (рис. 3).

Содержание сахаров в тканях ствола 
во второй половине периода активного 
камбиального роста

Изучение распределения сахаров по тканям 
ствола в конце июля показало, что основное их 

количество приходилось на проводящую фло-
эму и камбиальную зону. Почти во всех тканях 
(за исключением проводящей флоэмы у обыч-
ной березы) содержание фруктозы выше по 
сравнению с сахарозой и глюкозой (рис. 4). 
Распределение сахаров по тканям у двух форм 
березы различалось. В феллодерме содержа-
ние сахарозы примерно одинаковое, при этом 
у обычной березы наблюдалось в 5 раз больше 
глюкозы и фруктозы. В непроводящей флоэме 
у обычной березы при большем в 10 раз коли-
честве сахарозы содержание глюкозы и фрук-
тозы было выше в 3 и 10 раз соответствен-
но, а в проводящей флоэме – на фоне близ-
ких уровней сахарозы содержание глюкозы 

Рис. 4. Содержание сахарозы, глюкозы и фруктозы (мг/г сухого веса) в слоях тканей ствола обычной березы 
повислой (var. pendula) и карельской березы (var. carelica) в период камбиального роста (28 июля)
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и фруктозы было ~ в 10 раз меньше. В камби-
альной зоне при одинаковом количестве саха-
розы содержание глюкозы и фруктозы у обыч-
ной березы выше в 1,3 раза. В ксилеме боль-
шее в 3,5 раза содержание сахарозы у обычной 
березы сопровождалось большим в 13 раз ко-
личеством глюкозы и фруктозы по сравнению 
с карельской березой (см. рис. 4).

Содержание сахаров в период покоя

В конце февраля содержание сахарозы 
у карельской березы близко к нулю (см. рис. 3). 
Уровень фруктозы (31,8 мг/г) превосходил со-
держание глюкозы (7,2 мг/г) в 4 раза.

Активность ферментов метаболизации 
сахарозы

У обычной березы повислой во флоэме ак-
тивность АпИнв была значительно выше по 
сравнению с другими ферментами, расщепляю-
щими сахарозу (табл.). Во флоэме карельской 
березы также наибольшей активностью отли-
чалась апопластная инвертаза. В мае у карель-
ской березы значения ее были самыми высоки-
ми за весь сезон вегетации (50 мкмоль/ г сырой 
ткани) и в 3,9 раза превысили таковую во флоэ-
ме обычной березы. В июне активность АпИнв 
у карельской березы была выше в 2,4 раза, 
а в октябре в 4 раза, чем у обычной березы. Еще 
одна отличительная особенность карельской 
березы – высокая активность в июне ВакИнв; 
значения ее были в 4 раза выше по сравнению 
с обычной березой. В октябре во флоэме актив-
ность кислых инвертаз (АпИнв и ВакИнв) была 
довольно высокой, но ниже, чем в мае.

обсуждение

Формирование структурных аномалий про-
водящих тканей в стволе карельской березы 
подвержено сезонным колебаниям. Обыч-
но после весеннего пробуждения камбия 

формируются ткани относительно нормального 
строения, а с начала июля в коре и древесине 
дифференцируется большое количество па-
ренхимных клеток, которые в древесине об-
разуют характерный узор [Любавская, 1978; 
Новицкая, 2008]. Основным источником для 
формирования структурных элементов тканей 
ствола являются фотосинтаты. Анализ содер-
жания транспортных сахаров во флоэме иссле-
дуемых форм березы в первой и третьей дека-
дах июля показал, что карельская береза не от-
личается от обычной березы по качественному 
составу сахаров: в обоих случаях транспортные 
сахара представлены практически одной са-
харозой (см. рис. 1). Полученные результаты 
совпадают с известными данными для обычной 
березы повислой [Колесниченко, 1985].

Для поддержания транспорта сахарозы не-
обходимо создание ее концентрационного 
градиента между донорными и акцепторными 
клетками и тканями, что обеспечивается ин-
тенсивной утилизацией дисахарида в зонах по-
требления. Во флоэме исследуемых деревьев 
были обнаружены все ферменты, осуществля-
ющие расщепление сахарозы: АпИнв, ВакИнв, 
ЦитИнв и СС. Это указывает на распад сахаро-
зы как во внутриклеточных компартментах, так 
и в апопласте (см. табл.). Известно, что в си-
товидных трубках инвертаза отсутствует [Ken-
necke et al., 1971; Курсанов, 1976], поэтому 
выявленную активность трех форм инвертазы 
следует относить к паренхимным клеткам.

На примере сахарного тростника и сахарной 
свеклы установлено, что накопление сахарозы 
в тканях сопряжено с подавлением активности 
ВакИнв [Hatch, Glasziou, 1963; Энгель, Холодо-
ва, 1969]. Поскольку у обеих форм березы ак-
тивность ВакИнв составила 50–91 % от общей 
активности внутриклеточных ферментов (см. 
табл.), можно сделать вывод об интенсивном 
расщеплении сахарозы в вакуолях паренхим-
ных клеток флоэмы этих растений. Сравнитель-
но высокая активность вакуолярного фермента 
позволяет заключить, что сахароза не может 

Активность апопластной (АпИнв), вакуолярной (ВакИнв), цитоплазматической (ЦитИнв) инвертаз 
и сахарозосинтазы (СС) во флоэме обычной березы повислой и карельской березы (Betula pendula Roth var. 
pendula и var. carelica).

Дата 
отбора

Активность фермента, мкмоль на г сырой ткани % ВакИнв в  
∑ ВакИнв+ЦитИнв+ССАпИнв ВакИнв ЦитИнв СС

var.
pendula

var. 
carelica

var. 
pendula

var.
carelica

var. 
pendula

var.
carelica

var.
pendula

var.
carelica

var.
pendula

var.
carelica

21 апреля 12,8 ± 
1,1

49,9 ± 
4,2

1,05 ± 
0,07

1,06 ± 
0,07

0,32 ± 
0,02

0,60 ± 
0,04

0,06 ± 
0,004

0,003 ± 
0,0002 73 64

22 июня 4,5 ±  
0,5

10,7 ± 
1,1

0,96 ± 
0,06

4,20 ± 
0,30

0,95 ± 
0,07

1,10 ± 
0,08

0,02 ± 
0,001

0,01 ± 
0,001 50 79

11 октября 5,7 ± 
0,61

22,5 ± 
2,3

0,85 ± 
0,05

1,32 ± 
0,09 0 0,21 ± 

0,01
0,08 ± 
0,005

0,19 ± 
0,010 91 76
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накапливаться во флоэмной паренхиме бере-
зы повислой и, следовательно, не выполняет 
здесь функцию запасного метаболита.

Установлено, что из всех расщепляющих са-
харозу ферментов в период вегетации самая 
высокая активность во флоэме принадлежала 
апопластной инвертазе (см. табл.). Из этого 
можно заключить, что во флоэме березы в это 
время постоянно имеет место транспорт саха-
розы из симпласта в апопласт.

В апреле активность АпИнв во флоэме была 
наибольшей (см. табл.). В это время сахаро-
за в стволе древесных растений образуется 
в результате гидролиза крахмала [Cortes, Sinclair, 
1985; Essiamah, Eschrich, 1985]. Для обыч-
ной и карельской березы это хорошо показано 
в работе Л. А. Барильской [1978]. Известно, что 
массовый гидролиз крахмала происходит при 
температурах от 0 до 5 °С [Sauter, Kloth, 1987]. 
Температура в период отбора образцов была 
+4 °С, т. е. способствовала расщеплению этого 
полисахарида. Наибольшее количество крахмала 
сосредоточено в паренхимных клетках коры. Рас-
пад сахарозы во флоэме под действием АпИнв на 
глюкозу и фруктозу создает высокий градиент ее 
концентрации, который поддерживает направ-
ленный поток дисахарида из периферийных сло-
ев коры в сторону ксилемы (рис. 5).

У карельской березы весной наблюдалось 
меньшее содержание сахарозы во флоэме, чем 
у обычной березы (см. рис. 3). Причина этого, 
очевидно, кроется в намного более высокой 
у нее (в 3,9 раза) активности апопластной ин-
вертазы (см. табл.). В это время гексозы, обра-
зующиеся во флоэме в результате расщепле-
ния сахарозы, оттекают в сосуды ксилемы, по 
которым поднимаются к набухающим почкам 
(см. рис. 5). Из этого следует, что активность 
АпИнв должна коррелировать с содержанием 
моносахаров в ксилемном соке. На рис. 2 вид-
но, что уровень гексоз в ксилемном соке ка-
рельской березы был существенно выше, чем 
у обычной березы повислой. Во многих работах 
показано, что накопление глюкозы и фрукто-
зы оказывает ингибирующее действие на ин-
вертазу [Glasziou et al., 1967; Lopez et al., 1988; 
Isla et al., 1991; Burch et al., 1992; Zhang, Wang, 
2002], а их удаление способствует поддержа-
нию активности фермента. Из сказанного мож-
но заключить, что максимум активности АпИнв 
во флоэме в апреле обусловлен оттоком про-
дуктов реакции в ксилему и далее в направле-
нии пробуждающейся кроны. Обобщение по-
лученных в начале вегетации данных позволя-
ет заключить, что весной практически весь пул 
сахарозы тканей ствола находится в движении: 

Рис. 5. Содержание сахарозы во флоэме (мг/г сухого веса) и ксилемном соке (мг/л) (указан отдельно, собран 
21 апреля) обычной березы повислой (var. pendula) и карельской березы (var. carelica) при разных физиоло-
гических состояниях дерева: периоды набухания почек (21 апреля), активного камбиального роста (22 июня, 
28 июля), подготовки к покою (11 и 22 октября) и вынужденного покоя (28 февраля). 
Светлые столбики – обычная береза, темные столбики – карельская береза. АпИнв – апопластная инвертаза, Гл – глюкоза, 
Сах – сахароза, Фр – фруктоза
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сахароза транспортируется из более перифе-
рических слоев коры во флоэму, где интенсив-
но расщепляется апопластной инвертазой. Вы-
сокая аттрагирующая сила почек обеспечивает 
быстрое удаление моносахаров в сосуды ксиле-
мы. В результате высокая активность фермента 
и, следовательно, высокая интенсивность на-
правленного транспорта сахарозы сохраняются 
в течение продолжительного времени.

В период активного вторичного роста 
(июнь–июль) сахароза поступает в ткани ство-
ла из фотосинтезирующих листьев. Нисходя-
щий поток сахарозы идет по специализирован-
ным каналам дальнего транспорта – ситовид-
ным трубкам проводящей флоэмы. Основным 
акцептором сахарозы в это время служит кам-
биальная зона, некоторая часть сахарозы по-
падает в более периферийные по отношению 
к проводящей флоэме слои коры (см. рис. 5). 
В норме разгрузка сахарозы из ситовидных 
трубок и движение ее к камбиальной зоне про-
исходят по симпласту [Fisher, Oparka, 1996; 
Oparka, Santa Cruz, 2000]. Это значит, что саха-
роза движется к камбию по каналам эндоплаз-
матической сети, переходя из клетки в клетку 
по плазмодесмам [Гамалей, 2004]. Наличие ин-
тенсивного симпластного потока ограничива-
ет выход сахарозы в апопласт клеток флоэмы, 
поэтому активность АпИнв во флоэме иссле-
дуемых берез в июне в несколько раз ниже по 
сравнению с апрелем (см. табл.).

Для обычной березы характерно интенсив-
ное использование сахарозы в процессе фор-
мирования древесины, у карельской березы, 
напротив, метаболизация сахарозы в ксилем-
ной части камбиальной зоны существенно ниже 
[Галибина и др., 2015а]. Более слабая утили-
зация сахарозы в ходе ксилогенеза замедляет 
ее отток из флоэмы. Следствием этого может 
стать появление во флоэме «лишней» (не ис-
пользуемой в ходе деятельности камбия) саха-
розы, результатом чего, в свою очередь, станет 
уменьшение градиента ее концентрации и ухуд-
шение донорно-акцепторных отношений в сис-
теме «лист–ствол». У карельской березы саха-
роза во флоэме не накапливается в связи с вы-
сокой активностью апопластной и вакуолярной 
инвертаз (см. табл.). Расщепление большого 
количества сахарозы в апопласте и вакуолях 
паренхимных клеток способствует уменьше-
нию концентрации дисахарида во флоэме это-
го древесного растения до уровня даже более 
низкого, чем у обычной березы (см. рис. 3, 5).

Исходя из представленных данных можно 
сделать вывод, что в период камбиального рос-
та пул сахарозы во флоэме исследуемых берез 
существует в виде четырех основных потоков: 

(1) нисходящего потока сахарозы в русле ее 
дальнего транспорта по ситовидным трубкам, 
(2) радиального межклеточного потока по ка-
налам эндоплазматической сети клеток па-
ренхимы в сторону формирующейся ксилемы, 
(3) потока сахарозы из клеток паренхимы во 
внеклеточное пространство, где она расщеп-
ляется апопластной инвертазой, (4) потока са-
харозы в вакуоли паренхимных клеток, где она 
расщепляется вакуолярной инвертазой.

На рис. 4 показано распределение сахарозы 
и продуктов ее расщепления среди слоев тка-
ней ствола во второй половине периода камби-
ального роста (28 июля). В это время следовало 
ожидать наиболее высокого уровня сахарозы 
в слое проводящей флоэмы, в состав которой 
входят ситовидные трубки – специализирован-
ные каналы дальнего транспорта ассимилятов. 
Однако самая высокая концентрация дисаха-
рида у обеих форм березы была обнаружена 
в камбиальной зоне. Объяснение этому факту 
может быть следующее: представленные дан-
ные отражают содержание сахарозы во всем 
комплексе структурных элементов проводящей 
флоэмы, где, помимо ситовидных трубок, на-
ходится значительная часть клеток паренхимы, 
в апопласте и вакуолях которых идет интенсив-
ное расщепление сахарозы (см. табл.). Кам-
биальная зона в период ксилогенеза является 
мощным акцептором сахарозы, поэтому ее от-
носительно высокий уровень здесь понятен. 
Акцепторная сила непроводящей флоэмы, по 
сравнению с камбиальной зоной, намного ниже, 
поэтому чем дальше к периферии от проводя-
щей флоэмы, тем слабее должен быть поток са-
харозы. Это находит отражение в более низком 
содержании сахарозы в непроводящей флоэ-
ме и ее следовых количествах в феллодерме. 
Сравнительно низкий уровень сахарозы в кси-
леме можно связать со снабжением этой ткани 
по остаточному принципу после камбиальной 
зоны, клетки которой в период вторичного рос-
та перехватывают основное количество дисаха-
рида. Представленные данные показывают, что 
количество сахарозы в тканях ствола коррели-
рует с их акцепторной силой. Последняя опре-
деляет направление и интенсивность оттока са-
харозы из проводящей флоэмы.

Глюкоза имеет очень высокую метаболичес-
кую активность и в зонах интенсивного роста, 
как правило, не накапливается. Фруктоза вхо-
дит в метаболические процессы медленнее по 
сравнению с глюкозой, поэтому в местах ак-
тивного использования сахарозы содержание 
фруктозы обычно увеличивается. В данной свя-
зи накопление в тканях фруктозы многие авторы 
рассматривают в качестве индикатора активных 
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ростовых процессов [Софронова, 1985; Uggla 
et al., 2001; Magel et al., 2006]. Поскольку у обе-
их берез в июле камбий продолжал формирова-
ние древесины, то высокое содержание фрук-
тозы в камбиальной зоне (см. рис. 4) представ-
ляет собой нормальное явление. Причем более 
низкий уровень фруктозы у карельской березы 
коррелирует с меньшей интенсивностью ксило-
генеза по сравнению с обычной березой повис-
лой. Важной особенностью карельской березы 
является большой пик фруктозы в проводя-
щей флоэме (см. рис. 4). Исходя из сказанного 
выше, это может свидетельствовать о том, что 
при формировании структурных аномалий дре-
весины активные ростовые процессы наблю-
даются не только в камбиальной зоне, но и во 
флоэме. Данный вывод согласуется с результа-
тами наших микроскопических и биохимических 
исследований [Novitskaya, Kushnir, 2006; Новиц-
кая, 2008; Галибина и др., 2015а, б]. Аккумуля-
ция большого количества фруктозы в тканях 
в период деятельности камбия свидетельствует 
о том, что она временно не участвует в метабо-
лических реакциях. И если сахароза в это время 
выполняет функцию транспортировки углево-
дов, то фруктоза, очевидно, выступает в качес-
тве лабильного запаса сахаров.

В октябре, когда листья уже опали, наличие 
сахарозы в паренхимных клетках тканей ствола 
является типичным для лиственных древесных 
пород и связано с гидролизом крахмала в ответ 
на понижение температуры [Sauter, Kloth, 1987; 
Sauter, van Cleve, 1994; Kasuga et al., 2007; 
Yamada et al., 2011]. В осенний срок фикса-
ции температура воздуха колебалась от +6 до 
+1  °C, т. е. соответствовала указанному ранее 
температурному диапазону, при котором крах-
мал превращается в сахар. В октябре АпИнв 
была более активной, чем в июне (у обычной 
березы в 1,3 и у карельской березы в 2,1 раза) 
(см. табл.), что указывает на выход большего 
количества сахарозы в апопласт. Причина это-
го, скорее всего, связана с невозможностью 
удаления сахаров из клеток по симпласту (при 
температуре ниже 8 °С плазмодесмы закрыты) 
[Гамалей, 2004]. В октябре гексозы, образую-
щиеся в апопласте, возвращаются в клетку, где 
они через гликолиз, цикл трикарбоновых кислот 
и пентозофосфатный путь используются для 
синтеза запасных веществ неуглеводной при-
роды [Курсанов, 1976; Roitsch et al., 1995; Koch, 
1996]. Освобождение апопласта от глюкозы 
и фруктозы в результате их переноса в клетку 
через плазмолемму происходит намного мед-
леннее, чем при весеннем оттоке моносахаров 
с ксилемным соком. Можно предположить, что 
причиной примерно в два раза более низкой 

активности апопластной инвертазы в октябре, 
по сравнению с апрелем (см. табл.), явилось 
подавление фермента продуктами реакции. 
У карельской березы осенью активность АпИнв 
во флоэме была в 4 раза выше, чем у обычной 
березы, что коррелирует с намного меньшим 
содержанием у нее сахарозы (см. рис. 3, 5). 
С точки зрения транспорта веществ высокая 
активность АпИнв в октябре свидетельствует 
об интенсивном потоке сахарозы из внутрикле-
точного пространства в апопласт.

В феврале исследуемые деревья нахо-
дились в состоянии вынужденного покоя. 
В день отбора проб температура воздуха была 
–10 °С. При низких температурах транспорт 
и обмен веществ сильно заторможены. Содер-
жание сахарозы во флоэме зимой у обеих бе-
рез близко к нулю (см. рис. 3, 5). Это указывает 
на тесную взаимосвязь между транспортны-
ми процессами и наличием сахарозы в ткани 
и подтверждает ее транспортную функцию.

Во флоэме карельской березы наряду с са-
харозой в феврале определяли также концент-
рацию глюкозы и фруктозы. Уровень фруктозы 
в данном случае превосходил содержание глю-
козы в 4 раза. Наличие достаточно большого 
количества фруктозы во флоэме в период покоя 
указывает на то, что она у березы является запас-
ным сахаром. При отрицательных температурах 
сахара в тканях древесных растений выполняют 
криопротекторную функцию, причем основной 
сахар, связанный с морозостойкостью растения, 
у разных видов может быть разным [Lee et al., 
2012]. В морозостойкости тканей ствола, напри-
мер, осины и дуба важную роль играют моноса-
хара – глюкоза и фруктоза [Cox, Stushnoff, 2001; 
Morin et al., 2007]. Исходя из полученных нами 
данных можно сделать вывод, что зимой у бере-
зы повислой фруктоза совмещает в себе функ-
ции запасного соединения и криопротектора.

Заключение

В ходе исследований установлено, что у ка-
рельской березы, как и у обычной березы, са-
хароза является основной транспортной фор-
мой углеводов.

В период вегетации во флоэме обеих берез 
была отмечена активность всех ферментов, рас-
щепляющих сахарозу, – АпИнв, ВакИнв, ЦитИнв 
и СС. Высокая активность вакуолярной инверта-
зы (50–91 % суммарной активности внутрикле-
точных ферментов) свидетельствует о том, что 
в ткани исследуемых растений сахароза не может 
выполнять роль запасного метаболита, поскольку 
в запасающем сахара пространстве клеток (ваку-
олях) распадается на глюкозу и фруктозу.
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Обобщение данных по активности фермен-
тов показало, что в период вегетации сахаро-
за во флоэме березы находится в постоянном 
движении к зонам ее расщепления, главными 
из которых являются апопласт и вакуоли кле-
ток флоэмной паренхимы и камбиальная зона, 
поэтому весь пул сахарозы во флоэме можно 
рассматривать как транспортную сахарозу. 
Транспортная функция сахарозы подчеркива-
ется отсутствием дисахарида в клетках березы 
при зимних отрицательных температурах, ког-
да метаболические процессы и передвижение 
веществ в растении сильно заторможены.

В ходе вторичного утолщения ствола в кам-
биальной зоне обеих форм березы и во флоэ-
ме карельской березы накапливается большое 
количество фруктозы. Это свидетельствует 
о том, что в период деятельности камбия часть 
фруктозы, образующейся при расщеплении са-
харозы, временно не используется в метаболи-
ческих реакциях и, следовательно, выполняет 
функцию лабильного резерва. Относительно 
высокий уровень фруктозы в клетках флоэмы 
березы в период зимнего покоя подтвержда-
ет ее запасную функцию и указывает на то, что 
при отрицательных температурах она выполня-
ет также роль криопротектора.

Авторы выражают благодарность И. Н. Со-
фроновой за помощь в проведении биохими-
ческих анализов.
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оценКа ВсТречаемосТи ауКсоТроФныХ ВарианТоВ 
EsChERIChIA CoLI В неКоТорыХ ВодоемаХ Карелии

н. а. сидорова1, е. а. Зацаринная2

1 Петрозаводский государственный университет
2 Рязанский государственный университет имени С. А. Есенина

Проведено изучение потребностей в факторах роста (ауксотрофности) у 199 изо-
лятов Escherichia coli, выделенных из ряда водных объектов Карелии, которые от-
личаются типом и интенсивностью антропогенного воздействия. Установлено, что 
ауксотрофные варианты эшерихий встречаются во всех обследованных водоемах. 
Минимальное количество E. coli, нуждающихся в факторах роста, зафиксирова-
но в центральной части Онежского озера. Отмечена зависимость встречаемости 
ауксотрофов от уровня поступления загрязняющих органических веществ. В водо-
емах, испытывающих интенсивную антропогенную нагрузку, большинство изоля-
тов обладали множественной ауксотрофностью. При культивировании выделенных 
изолятов E. coli обнаружены ауксотрофные варианты практически по всем ами-
нокислотам. Полученные результаты позволяют объективно оценивать состояние 
природных сообществ микроорганизмов в контексте процессов естественного са-
моочищения поверхностных водоемов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: ауксотрофность; Escherichia coli; аминокислоты; микробио-
логическая оценка водных объектов.

N. A. Sidorova, E. A. Zatsarinnaya. ASSESSMENT OF AUXOTROPHIC 
EsChERIChIA CoLI OCCURRENCE IN SOME KARELIAN RESERVOIRS

The study of nutrient requirements of growth promoting factors was carried among 
199 Escherichia coli species isolated from a series of water reservoirs in Karelia differing 
in the type and intensity of anthropogenic load. Auxotrophic E. coli were found in all of 
the surveyed reservoirs. A minimal percentage of E. coli that require growth factors was 
observed in the central part of Lake Onega. It is noted that the occurrence of auxotrophs 
depends on the level of water pollution. Most isolates in the reservoirs under intense an-
thropogenic load were multiple auxotrophs. Auxotrophic variants were discovered in al-
most all amino acids during the cultivation of E. coli isolates. The obtained results enable 
us to assess the state of natural microbial communities more objectively in terms of self-
purification of surface water bodies.

K e y w o r d s: Auxotrophy; Escherichia coli; amino acids; microbiological assessment of 
water reservoirs.

Введение

В последнее время все большее внима-
ние уделяется распространению явления 

потери биосинтетических генов у бактерий 
[Oсhman, Moran, 2001; Koskiniemi et al., 2012; 
Lee, Marx, 2012; Куклева и др., 2013; D’Souza 
et al., 2014], которая приводит к формированию 
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ауксотрофности, т. е. неспособности к само-
стоятельному синтезу какого-либо фактора 
роста [Жуков-Вережников, Пехов, 1963]. По-
требность экологически и эпидемически зна-
чимых микроорганизмов в аминокислотах, ви-
таминах, а также азотистых основаниях давно 
используется для изучения генетики и таксо-
номии прокариот [Иерусалимский, 1963; Клас-
совский, Степанов, 1975; Пейсахис, Степанов, 
1978]. Наиболее широко данный феномен 
представлен у молочнокислых бактерий [van 
de Guchte et al., 2006], эндосимбионтов [Mc-
Cutcheon, Moran, 2007] и патогенов [Oсhman, 
Moran, 2001; Куклева и др., 2013], существую-
щих в богатых питательными веществами ус-
ловиях. Однако биоинформационный анализ 
949 секвенированных геномов, проведенный 
G. D’Souza и ее коллегами [2014], допускает 
появление зависимости от различных факто-
ров роста у большинства (76 %) видов эубакте-
рий. По мнению Giovannoni et al. [2005] и Morris 
et al. [2012], ауксотрофы имеют селективное 
преимущество – более высокую скорость до-
стижения максимальной плотности популяции 
по сравнению с культурами дикого типа (прото-
трофами) при наличии необходимых аминокис-
лот, витаминов либо азотистых оснований.

Так, штаммы Escherichia coli, представителя 
семейства Enterobacteriaceae, в период сап-
рофитической стадии существования не ис-
пытывают потребности в каких-либо факторах 
роста. Однако еще в 1946 г. E. L. Tatum и J. Le-
derberg выделили ауксотрофные варианты 
эшерихий [цит. по: Жуков-Вережников, Пехов, 
1963]. Несмотря на то что исследованию гене-
тических, биохимических и физиологических 
параметров E. coli посвящено множество оте-
чественных и зарубежных исследований, осо-
бенностям формирования ауксотрофов этого 
вида в окружающей среде до сих пор уделяется 
недостаточно внимания [Пшеничнов, Колотви-
нов, 1986; Ihssen et al., 2007]. Причиной их рас-
пространения может являться не только обмен 
факторами роста бактерий в пределах одного 
микробного сообщества [D’Souza et al., 2014], 
но также увеличение содержания органических 
веществ в открытых водоемах [Műnster, 1993].

В настоящей работе предпринимается по-
пытка изучить явление ауксотрофности сре-
ди природных изолятов E. coli, выделенных из 
ряда водных объектов Республики Карелия.

материалы и методы

Спектр ауксотрофности оценивался 
у природных изолятов E. coli, выделенных из 
проб бактериопланктона на семи станциях, 

расположенных в акватории Петрозаводской 
и Кондопожской губы Онежского озера (стан-
ции 1 и 2), в центральной части озера − в районе 
острова Большой Клименецкий (ст. 3); рек Не-
глинка (ст. 4) и Лососинка (ст. 5); озера Камен-
ный карьер (ст. 6) и Святозеро (ст. 7). Районы 
исследования отличаются по типу и интенсив-
ности антропогенного воздействия (табл. 1).

Отбор проб воды проводили в соответствии 
с требованиями ГОСТ Р 53415–2009 «Вода. От-
бор проб для микробиологического анализа». 
Для выделения представителей семейства En-
terobacteriacaea использовали общепринятый 
метод мембранной фильтрации на среде Эндо 
(ГОСТ 31955–2012 (ISO 9308–1:2000) «Вода 
питьевая. Обнаружение и количественный 
учет Escherichia coli и колиформных бактерий. 
Часть 1. Метод мембранной фильтрации»). 
В работе применялись мембранные филь-
тры из нитрата целлюлозы с диаметром пор 
0,2 мкм («Владисарт», г. Владимир). Видовая 
идентификация E. coli проводилась с примене-
нием тестов, входящих в так называемую фор-
мулу ТИМАЦ [Санитарная микробиология…, 
1969] с использованием наборов ускоренно-
го микрообъемного определения (ФБУН НИИ 
эпидемиологии и микробиологии им. Пастера, 
г. Санкт-Петербург).

Ауксотрофные варианты E. coli идентифици-
ровали по неспособности к росту на минималь-
ной агаризованной среде [Clowes, Hayes, 1968]. 
Минимальный агар готовили из 300 мл 2%-го 
водяного агара, 100 мл солевого концентрата 
(NH4Cl – 20 г, NH4NO3 – 4 г, Na2SO4 – 8 г,  K2HPO4 – 
12 г, KH2PO4 – 4 г, MgSO4 × 7 H2O – 0,4 г, дистил-
лированная вода – 1000 мл) и 4 мл 20%-го рас-
твора глюкозы. Пищевые потребности эшерихий 
определяли на минимальной среде аналогично-
го состава с различными комбинациями амино-
кислот [Clowes, Hayes, 1968]. В работе исполь-
зовали 21 аминокислоту из 10 наборов. Среди 
них 16 протеиногенных аминокислот (аланин, 
цистеин, аргинин, глицин, аспарагин, аспара-
гиновая кислота, фенилаланин, валин, гисти-
дин, глутамин, лейцин, лизин, метионин, серин, 
триптофан, цистеин), а также β-аланин, орни-
тин, β-фенил-β-аланин, норлейцин и норвалин. 
Концентрация аминокислот соответствовала 
2 мг/мл. Все культуры эшерихий инкубирова-
ли при +37 °С в течение 24 часов. Ауксотроф-
ность подтверждали, анализируя рост E. coli на 
минимальной среде указанного состава в при-
сутствии необходимых факторов роста. Поли-
ауксотрофными считали культуры, нуждающиеся 
в пяти и более факторах роста (аминокислотах).

Для оценки статистической значимости 
различий полученных результатов применяли 
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критерий χ2 Пирсона [Ивантер, Коросов, 2000]. 
Критический уровень значимости при проверке 
статистических гипотез p = 0,05.

результаты и обсуждение

Питательные потребности в аминокислотах 
изучены у 199 культур E. coli. Ауксотрофные 
варианты выделены на всех станциях отбора 
проб бактериопланктона в количестве от 47 до 
94 % от общего объема культур (табл. 2). На-
именьшее количество ауксотрофов установ-
лено для центральной части Онежского озера 
(47 %), подверженной менее интенсивному за-
грязнению, чем остальные водоисточники (см. 
табл. 1). 37 % ауксотрофных мутантов E. coli 
испытывали потребность в 1–4 аминокисло-
тах, полиауксотрофность зафиксирована толь-
ко для 10 % штаммов, дающих культуральный 
рост в присутствии 15 аминокислот из 21. Бак-
терии, выделенные в Петрозаводской и Кондо-
пожской губах Онежского озера, испытываю-
щих более интенсивную антропогенную нагруз-
ку, чем центральная часть озера [Бояринов, 

1992; Биоресурсы…, 2008], характеризовались 
высоким уровнем ауксотрофности (75 и 74 % 
соответственно). В Петрозаводской губе обна-
ружено 35 % культур, зависимых от 1–4 факто-
ров роста, а в Кондопожской губе этот показа-
тель приближался к 42 %. Полиауксотрофными 
оказались 45 % штаммов эшерихий в составе 
проб бактериопланктона Петрозаводской губы 
и 32 % − в составе проб Кондопожской губы.

Уровень ауксотрофности изолятов, выде-
ленных из Неглинки, превышал 60 %, из них 
30 % эшерихий были отнесены к полиауксотро-
фам. Культуры, нуждающиеся в присутствии 
одной аминокислоты, не обнаружены. В двух-
трех аминокислотах нуждалось 32 % выделен-
ных вариантов эшерихий. Максимальное коли-
чество необходимых аминокислот составило 
16. Культуры Escherichia coli, обнаруженные 
в составе бактериопланктона реки Лососинки 
и озера Каменный карьер, оказались наиболее 
зависимы от факторов роста. 93 % эшерихий 
из реки Лососинки и 94 % из озера Каменный 
карьер идентифицированы как ауксотрофы. 
Причем если среди изолятов реки Лососинки 

Таблица 1. Краткая характеристика антропогенного воздействия на анализируемые водные объекты [по 
данным Гос. докладов о состоянии окружающей среды в Республике Карелия 2010–2013; Онежское озеро, 
1999; Теканова, Тимакова, 2007; Биоресурсы…, 2008; Ильмаст и др., 2008]

Водный объект Основные источники 
антропогенного воздействия

Класс, разряд 
и характеристика 
загрязненности

Ингредиенты 
с превышением 

ПДК

Уровень 
сапробности 

водного объекта
Центральное 
Онего

Поступление веществ 
из загрязненных губ

1 – чистая олигосапробный

Петрозаводская 
губа Онежского 
озера

Сточные воды городского 
коллектора, речной дренажный 

сток с урбанизированных 
и сельскохозяйственных 

территорий, ливневый сток, 
выпадения из атмосферы

2 – слабозагрязненная
(в 2010 г. 3 «а» – 
загрязненная)

II-III класс – умеренно 
загрязненная

ХПК, Cu, Feобщ, 
БПК5

мезосапробный
(в 2010 г. – 

β-мезосапробный)

Кондопожская 
губа Онежского 
озера

Промышленные воды 
целлюлозно-бумажного 

производства, коммунально-
бытовые воды г. Кондопоги

III класс – умеренно 
загрязненная

БПК5, Feобщ, Mn, 
нефтепродукты

β-мезосапробный

р. Лососинка Поверхностный сток 
с водосборной территории, 
ливневые канализационные 
стоки, стоки промышленных 

предприятий

3 «а» – загрязненная
(в 2010 г. 4 «а» – 

грязная)
II класс

ХПК, Cu, Feобщ, 
БПК5, нефть, NO2

β-мезосапробный

р. Неглинка Поверхностный сток 
с водосборной территории, 
ливневые канализационные 
стоки, стоки промышленных 

предприятий

3 «б» – очень 
загрязненная

(в 2010 г. 4 «а» – 
грязная и 4 «б» – очень 

грязная на разных 
створах)

III-IV класс качества

ХПК, Cu, Feобщ, 
БПК5, нефть, NO2
рН – зафиксиро-

ваны значения 
до 4,21

β-мезосапробный

оз. Каменный 
карьер

Поверхностный сток 
с водосборной территории

не определялся - олиготрофный

оз. Святозеро Поверхностный сток с водосбор-
ной территории, коммунальные 

сточные воды п. Святозеро,  
форелевое хозяйство

- БПК5, ХПК, Feобщ мезосапробный
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6 % нуждались в 1–4 аминокислотах, то в соста-
ве бактериопланктона озера Каменный карьер 
таких культур не оказалось, и все выделенные 
эшерихии были отнесены к полиауксотрофам 
(94 %). Полиауксотрофия установлена для 
87 % исследуемых изолятов реки Лососин-
ки. Для эшерихий, выделенных из Святозера, 
также характерна высокая потребность в фак-
торах роста: ауксотрофность составила 83 %, 
нуждающимися в пяти и более аминокислотах 
оказались 79 % культур. Среди культур из реки 
Лососинки, озера Каменный карьер и Святозе-
ра встречались изоляты, нуждающиеся во всех 
анализируемых аминокислотах (21). Их коли-
чество составило 7, 6 и 14 % соответственно.

Питательные потребности эшерихий в от-
дельных факторах роста представлены в таб-
лице 3. При культивировании Escherichia coli на 

искусственных питательных средах с различ-
ным набором аминокислот обнаружены ауксо-
трофные варианты практически по всем ами-
нокислотам. Так, в составе бактериопланктона 
Кондопожской губы не идентифицированы аук-
сотрофные варианты по отношению к β-фенил-
β-аланину, из центральной части Онего – к ва-
лину, в Неглинке – по β-фенил-β-аланину и ли-
зину. В целом можно отметить, что достоверно 
реже (p < 0,05) ауксотрофные варианты встре-
чались в Онежском озере, чем в остальных 
водных объектах. Так, в центральной части 
только по глутамину и триптофану встречае-
мость ауксотрофов составила больше 15 %. 
В составе бактериопланктона Кондопожской 
губы изоляты эшерихий нуждались в цистеине 
(61 %), потребность в аланине, аргинине, гли-
цине, аспарагине и цистеине составила 16 %, 

Таблица 2. Частота встречаемости ауксотрофных и полиауксотрофных вариантов от общего количества 
исследуемых изолятов
Исследуемый водный объект
(количество изученных изолятов)

Количество
ауксотрофов, %

Количество полиауксотрофных 
вариантов, %

Онежское озеро:
Центральная часть (30) 47 10
Петрозаводская губа (20) 75 45
Кондопожская губа (38) 74 32
р. Лососинка (30) 93 87
р. Неглинка (20) 60 30
оз. Каменный карьер (32) 94 94
Святозеро (29) 83 79

Таблица 3. Частота встречаемости (%) питательных потребностей выделенных вариантов Escherichia coli 
в отдельных аминокислотах 

Аминокислота
Станции отбора проб бактериопланктона

1 2 3 4 5 6 7
аланин 35 16 3 38 10 63 41
аргинин 20 16 7 42 40 75 34
глицин 15 16 3 42 20 75 38
аспарагин 30 16 3 42 30 81 41
аспарагиновая кислота 10 5 10 35 10 88 28
фенилаланин 10 5 13 50 20 88 55
валин 25 5 0 42 20 88 52
гистидин 10 5 7 27 20 81 28
глутамин 30 11 20 73 10 50 72
лейцин 10 11 13 81 20 63 62
лизин 10 5 3 81 0 38 66
метионин 20 11 10 77 20 75 66
серин 15 5 13 81 10 44 48
триптофан 35 21 17 81 20 81 52
цистеин солянокислый 10 16 10 46 10 75 38
цистеин 40 63 7 62 10 44 52
β-аланин 35 5 10 46 20 81 59
орнитин 20 21 3 73 20 69 55
β-фенил-β-аланин 10 0 3 50 0 88 52
норвалин 10 5 3 46 20 75 41
норлейцин 45 21 3 73 20 63 59

Примечание. Полужирным шрифтом выделены аминокислоты, потребность в которых у Escherichia coli пре-
вышала 15 %.
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в норлейцине, орнитине и триптофане – 21 %. 
Для Петрозаводской губы Онежского озера 
потребность в аминокислоте чаще, чем у 15 % 
культур, отмечена по 11 аминокислотам. 45 % 
ауксотрофных культур эшерихий, выделен-
ных из Петрозаводской губы, были зависимы 
от наличия в среде норлейцина. Установлено, 
что норлейцин является аналогом метионина 
[Lawrence, 1979] и может замещать его в бел-
ках [Barker, Bruton, 1979; Bogosian et al., 1989]. 
Кроме того, синтез норлейцина клетками E. coli 
активируется при угнетении синтаз ацетогид-
роксикислот [Сычева, 2008].

Близкими к вариантам из Онежского озера 
по уровню ауксотрофности по отдельным ами-
нокислотам оказались культуры, выделенные 
из р. Неглинки. Встречаемость зависимости от 
фактора роста отмечена по 13 аминокислотам. 
Наибольшая зависимость установлена для ар-
гинина (40 %).

Культуры в составе бактериопланктона реки 
Лососинки, озера Каменный карьер и Святозе-
ра характеризовались очень высоким уровнем 
ауксотрофности по всем анализируемым ами-
нокислотам, значительно превышая данный 
параметр в ранее анализируемых водных объ-
ектах. Так, средний уровень ауксотрофности 
эшерихий по отдельным аминокислотам соста-
вил в Святозере 49,5 %, в Лососинке – 56,6 % 
и в озере Каменный карьер – 70,7 %. Для Свято-
зера и Лососинки отмечено сходство в том, что 
минимально культуры, выделенные в данных 
водных объектах, нуждались в гистидине и ас-
парагиновой кислоте. Наибольшая зависимость 
установлена для глутамина (72 %) среди ауксо-
трофных вариантов в Святозере. В составе бак-
териопланктона реки Лососинки больше всего 
(81 %) культур нуждались в лейцине, лизине, 
серине и триптофане. Изоляты из озера Ка-
менный карьер менее всего оказались зависи-
мы от наличия лизина: только для 38 % культур 
установлена зависимость роста от присутствия 
лизина в среде. Максимальная встречаемость 
(88 %) ауксотрофных вариантов среди выде-
ленных эшерихий из данного водоема отмечена 
по аспарагиновой кислоте, фенилаланину и ва-
лину. С такой же частотой (88 %) встречались 
ауксотрофные варианты, которые давали рост 
в присутствии в среде β-фенил-β-аланина.

Рассматривая встречаемость ауксотро-
фов среди E. coli в различных «фундаменталь-
ных экологических нишах» Пермской области, 
Р. А. Пшеничнов и С. В. Колотнинов [1986] впер-
вые предложили использовать потребность 
в факторах роста в качестве одного из парамет-
ров экологического мониторинга окружающей 
среды. Ими были обнаружены лишь отдельные 

ауксотрофные варианты, выделенные из орга-
низма здоровых людей и сельскохозяйствен-
ных животных. В открытом проточном водоеме 
(р. Сылва), бытовых сточных водах г. Перми 
и промышленных стоках ауксотрофных вари-
антов не обнаружено [Пшеничнов, Колотни-
нов, 1986]. Данный факт объяснялся тем, что 
спонтанно возникающие формы ауксотрофов 
могли сохраняться только в полноценной сре-
де (организм человека и животных), а в средах 
с качественно и количественно обедненным 
составом проходила элиминация дефектных 
культур [Пшеничнов, Колотнинов, 1986]. Од-
нако при изучении питательных зависимостей 
50 культур эшерихий, выделенных из открытого 
естественного водоема, находящегося в усло-
виях минимального антропогенного воздейст-
вия, Ю. Н. Маслов и З. Л. Парамонова [1983] 
обнаружили одного ауксотрофа, нуждающего-
ся в метионине. В рассматриваемых в рамках 
данного исследования акваториях ауксотроф-
ные варианты выделялись в чистую культуру 
повсеместно. Кроме того, в водных объектах 
Рязанской области также выделены ауксотроф-
ные варианты E. coli [Зацаринная, Круглова, 
2012], а их встречаемость в целом оказалась 
выше (см. табл. 3), чем в водоемах Карелии.

Выводы

Впервые оценена встречаемость ауксо-
трофных вариантов среди штаммов E. coli в со-
ставе бактериопланктона Онежского озера, рек 
Неглинки и Лососинки, озер Каменный карьер 
и Святозеро. Изучена зависимость эшерихий 
от 21 аминокислоты, показана перспективность 
использования ауксотрофных вариантов в ти-
пизации водоемов по экологическому и эпи-
демическому статусу. Выдвинуто предполо-
жение, что встречаемость ауксотрофов может 
зависеть от типа антропогенного загрязнения, 
интенсивности влияния хозяйственно-бытовых 
сточных вод на экосистему и скорость естест-
венного самоочищения. Таким образом, дан-
ные о распространении ауксотрофности среди 
эшерихий позволяют обосновать использова-
ние пищевых потребностей фоновых микро-
организмов в факторах роста для целей мони-
торинга и более подробно охарактеризовать 
сапрофитическую стадию их жизненного цик-
ла. Выявление ауксотрофных вариантов E. coli 
в различных природных средах, установление 
зависимости частоты и особенностей появле-
ния ауксотрофов от места выделения, пищевых 
потребностей диких штаммов представляет 
большой интерес при изучении эволюции вида 
в разных географических регионах.
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сТимулЯциЯ реПродуКТиВной ФунКции 
самоК и самцоВ ПуШныХ ЗВерей
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  охотничьего хозяйства и звероводства им. проф. Б. М. Житкова 
2 Вятский государственный гуманитарный университет

В условиях Кировской области изучали влияние гуминового препарата лигногумат 
на репродуктивную функцию пушных зверей при введении в рацион. У самок но-
рок лигногумат увеличивает количество зарегистрированных щенков к отсадке на 
0,8 головы при включении в рацион в течение месяца до гона, число благополуч-
но ощенившихся самок и их плодовитость, количество зарегистрированных щен-
ков к отсадке на 0,7–1,5 головы при включении в рацион в течение месяца до гона 
и во вторую половину беременности. У самок лисиц препарат снижает количество 
пропустовавших и неблагополучно родивших самок в 3–4 раза, увеличивает коли-
чество благополучно ощенившихся самок на 16–17 %, сохранность щенков на 19 % 
и количество зарегистрированных щенков на 0,8–1,5 головы. У самок песца лигно-
гумат оказывает негативное влияние на репродуктивную функцию молодых самок 
(в возрасте до года) и положительное воздействие на репродуктивную функцию 
старых самок (в возрасте 2–4 лет). У последних он увеличивал количество благопо-
лучно ощенившихся самок на 8 % и их плодовитость на 31 %. У самцов норки и ли-
сицы препарат увеличивал количество зарегистрированных щенков, полученных 
в расчете на благополучно ощенившуюся и на племенную самку на 0,5–1,5 головы. 
Таким образом, лигногумат стимулирует репродуктивную функцию самок пушных 
зверей при введении в рацион в течение месяца до гона и во вторую половину бе-
ременности в дозе 0,3 мл/кг массы тела, а также репродуктивную функцию самцов 
при введении в рацион в течение месяца до гона в той же дозе. Исключение состав-
ляют молодые самки песца.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: пушные звери; норка; лисица; песец; стимуляция; репродук-
тивная функция; лигногумат.

O. Yu. Bespyatykh, N. V. Pronina, O. N. Sukhikh, A. E. Kokorina. 
STIMULATION OF REPRODUCTIVE FUNCTION IN FEMALE AND MALE FUR 
ANIMALS

The effect of humic product Lignohumate addition to the diet on the reproduction of fur 
animals was studied in the Kirov region. Lignohumate increases the number of registered 
pups at separation time by 0.8 pups when included in the diet of female mink during the 
month before estrus, and it increases the number of successfully whelped females, their 
fertility and the number of registered pups at separation time by 0.7–1.5 pups when in-
cluded in the diet of female mink during the month before estrus and during the sec-
ond half of gestation. The product reduces the number of unproductive female foxes 
and defective litter by 3–4 times, increases the number of successfully whelped female 
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Введение

Повышение репродуктивной функции жи-
вотных является одной из важнейших задач 
звероводства, не потерявшей свою актуаль-
ность до настоящего времени.

Основными причинами снижения репро-
дуктивной способности являются негатив-
ное воздействие на организм стресс-факто-
ров, эмбриональная смертность, физическая 
и физиологическая неподготовленность зве-
рей к спариванию, неправильное кормление, 
содержание и другие. Следует отметить, что 
в промышленном звероводстве большее вни-
мание уделяется селекции животных по пока-
зателям продуктивности и меньшее – отбору 
зверей по устойчивости к производственным 
стресс-факторам. Из пушных зверей наиболее 
чувствительной к стрессам является красная 
лисица, наименее – песец.

В звероводстве активно применяются био-
логически активные вещества различной при-
роды. В последнее время разработаны новые 
отечественные препараты гуминового ряда, 
соответствующие мировому уровню, в частно-
сти лигногумат.

Лигногумат – это кормовая добавка на ос-
нове калиевых солей гуминовых кислот, полу-
ченных методом окислительно-гидролитичес-
кой деструкции лигносодержащего сырья от 
переработки древесины хвойных и лиственных 
пород. Выпускается в виде порошка и 20%-го 
раствора. Препарат содержит не менее 58 % 
органических веществ (от сухого вещества), 
60 % высокомолекулярных гуминовых кис-
лот (от органических веществ), не более 40 % 
фульвовых и низкомолекулярных кислот (от ор-
ганических веществ).

Препарат положительно зарекомендовал 
себя в птицеводстве и свиноводстве [Бессара-
бов и др., 2006, 2007; Сечин и др., 2014; Топу-
рия и др., 2014]. Лигногумат стимулирует рост 

животных, повышает общую резистентность 
организма, улучшает обмен веществ, облада-
ет высокими антитоксическими и антистрес-
совыми свойствами. Гуминовые препараты 
безвредны для животных и человека. Они не 
вызывают аллергии, не имеют канцерогенных, 
тератогенных и эмбриотоксических свойств.

В звероводстве лигногумат не использовали 
до настоящего времени, поэтому изучение его 
влияния на репродуктивную функцию пушных 
зверей представляет несомненный интерес 
для специалистов-практиков.

материалы и методы

Исследования проводили в 2013–2014 гг. 
на племенном поголовье пушных зверей ООО 
«Зверохозяйство «Вятка» и ООО «Русский ве-
люр» (Кировская обл.). Из самок норки браун 
(Neovison vison, Schr.), с сомнительной реак-
цией к вирусу алеутской болезни, по принципу 
групп-аналогов сформировали три группы: 1 – 
контрольная – звери получали общехозяйствен-
ный рацион, 2 – дополнительно в рацион вво-
дился лигногумат КД-Б в дозе 0,3 мл/кг массы 
тела в течение месяца до гона, 3 – дополнитель-
но в рацион включался лигногумат КД-Б в дозе 
0,3 мл/кг массы тела в течение месяца до гона 
и во вторую половину беременности.

Лигногумат КД-Б представляет собой 
20%-й раствор, который перед применени-
ем взбалтывают, затем вводят в кормосмесь 
и перемешивают.

Из племенных самок серебристо-черной ли-
сицы (Vulpes vulpes L.) и из самок песца шэдоу 
(Alopex lagopus L.) было сформировано по две 
группы: контрольная – звери получали общехо-
зяйственный рацион и опытная – дополнитель-
но в рацион вводился лигногумат КД-Б в дозе 
0,3 мл/кг массы тела в течение месяца до гона 
и во вторую половину беременности. Кро-
ме того, в каждой группе при анализе данных 

foxes by 16–17 %, the survival rate of pups by 19 % and the number of registered pups by 
0.8–1.5 pups. Lignohumate has a negative impact on the reproductive function of young 
female arctic foxes (aged up to one year) and a positive effect on the reproductive func-
tion of older female arctic foxes (aged 2–4 years). It increased the number of successfully 
whelped older female foxes by 8 % and their fertility by 31 %. The product increases the 
reproductive function in male mink and fox resulting in the growth of the number of regis-
tered pups by 0.5–1.5 pups per female. Thus, Lignohumate stimulates the reproductive 
function of female fur animals when added to the diet during the month before estrus and 
during the second half of gestation in a dose of 0.3 ml/kg of body weight, and the repro-
ductive function of males when introduced to the diet during the month before estrus in 
the same dose. The exception is young female arctic fox.

K e y w o r d s: fur animals; mink; fox; arctic fox; stimulation; reproductive function; ligno-
humate.
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выделяли молодых самок – в возрасте до 1 года 
и старых – в возрасте 2–4 лет.

Из племенных самцов норки браун и плати-
новой лисицы также формировали две груп-
пы: контрольная – звери получали общехозяй-
ственный рацион и опытная – дополнительно 
в рацион вводился лигногумат КД-Б в дозе 
0,3 мл/кг массы тела в течение месяца до гона.

В ходе исследований у пушных зверей оце-
нивали общее физиологическое состояние 
и показатели, характеризующие репродуктив-
ную функцию. Результаты исследований обра-
ботаны статистически с использованием про-
граммы «Biostat», при этом достоверность раз-
личий между группами считали с р < 0,05.

результаты и обсуждение

Включение лигногумата в рацион самок нор-
ки в течение месяца только до гона способству-
ет повышению плодовитости самок, что в ре-
зультате увеличивает выход щенков к отсадке 
на племенную самку на 0,8 гол. в сравнении 
с контрольной группой (табл. 1). Введение пре-
парата в рацион зверей в течение месяца до 
гона и во вторую половину беременности кроме 

повышения плодовитости самок (р < 0,05) еще 
и уменьшает количество пропустовавших, 
а также увеличивает число благополучно още-
нившихся самок. Поэтому в данной группе 
выход щенков на благополучно ощенившу-
юся самку и на племенную самку больше на 
0,76 и 1,6 гол. (р < 0,05) соответственно, чем 
в контрольной группе.

Увеличение числа благополучно ощенив-
шихся самок после дополнительного введения 
препарата во вторую половину беременности 
связано с его оптимизирующим влиянием на 
организм зверей, которое способствует сни-
жению эмбриональной смертности, так как из-
вестно, что около 30 % эмбрионов норки гибнет 
в латентную фазу, когда эмбрионы свободно 
перемещаются, мигрируют из рога в рог матки, 
а 70 % эмбрионов гибнет после имплантации 
[Абрамов и др., 1970; Абрамов, 1976; Колпов-
ский, 1982; Murphy, Mead, 1983].

Введение препарата в рацион самок лиси-
цы способствовало снижению числа пропус-
товавших и неблагополучно родивших самок 
в среднем в 3–4 раза, увеличению количества 
благополучно ощенившихся самок в среднем 
на 16–17 % и сохранности щенков в среднем на 

Таблица 1. Репродуктивная функция племенных самок норки
Показатели воспроизводства Контрольная 

группа
Опытная группа, получавшая препарат:

до гона до гона и во время 
беременности

Кол-во самок, гол. 145 123 34
Покрыто самок, % 100 100 100
Пало самок, % 7,59 8,13 8,82
Пропустовало самок, % 70,34 58,54 23,53
Благополучно ощенилось самок, % 22,07 33,33 67,65
Плодовитость самок, гол. 3,53 ± 0,5 # 4,47 ± 0,6 5,04 ± 0,4
Сохранность щенков, % 64,53 63,60 61,98
Зарегистрировано щенков:
– на благополучно ощенившуюся самку, гол.
– на племен. самку, гол.

    2,12 ± 0,4
    0,63 ± 0,3 #

      2,84 ± 0,4
      1,18 ± 0,3 #

         2,88 ± 0,5
         2,21 ± 0,4

Примечание. # – различия с 3-й группой достоверны (р < 0,05).

Таблица 2. Репродуктивная функция племенных самок лисицы
Показатели воспроизводства Контрольная группа Опытная группа

молодые самки старые самки молодые самки старые самки

Кол-во самок, гол. 12 13 10 14
Покрыто самок, % 100 100 100 100
Пропустовало самок, % 16,7 7,7 0 7,1
Неблагополучно родившие самки, % 8,3 7,7 0 0
Благополучно ощенилось самок, % 75,0 84,6 100 92,9
Плодовитость самок, гол.
в т. ч. мертворожд. щенков, гол.

7,3 ± 0,5
0,1 ± 0,1

7,2 ± 0,3
0,3 ± 0,2

6,2 ± 0,6
0,2 ± 0,1

6,8 ± 0,4
0

Сохранность щенков, % 66,2 77,6 91,7 90,9
Зарегистрировано щенков:
– на благополучно ощенившуюся самку, гол.
– на племенную самку, гол.

    4,8 ± 0,6
    3,6 ± 0,6

   5,4 ± 0,6
   4,5 ± 0,5

    5,5 ± 0,4
    5,5 ± 0,4 #

    6,2 ± 0,3
    5,8 ± 0,3 #

Примечание. # – различия с контрольной группой достоверны (р < 0,05).
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19 %, что в итоге привело к повышению числа 
зарегистрированных щенков в расчете на бла-
гополучно ощенившуюся и племенную самку 
в среднем на 0,8–1,5 щенка (р < 0,05) соот-
ветственно, в сравнении с контрольной груп-
пой (табл. 2). При этом лигногумат оказывал 
стимулирующее влияние на репродуктивную 
функцию как молодых (в возрасте до года), так 
и старых самок (в возрасте 2–4 лет).

Возраст оказался важен при введении лиг-
ногумата в рацион самок песца. Препарат нега-
тивно влиял на репродуктивную функцию моло-
дых самок (в возрасте до года) и положительно 
воздействовал на воспроизводительную спо-
собность старых самок (в возрасте 2–4 лет). 
У последних он способствовал увеличению 
количества благополучно ощенившихся са-
мок на 8 % и плодовитости – на 31 % (р < 0,05) 
(табл. 3), что, несмотря на уменьшение сохран-
ности щенков, в итоге привело к повышению 
числа зарегистрированных щенков в расчете 
на благополучно ощенившуюся и племенную 
самку на 0,8–0,9 щенка (р < 0,05), в сравнении 
с контрольной группой.

Отсутствие стимулирующего влияния лиг-
ногумата на молодых самок песца, вероятно, 
обусловлено более высокой гомеостатирован-
ностью организма песца, то есть меньшей плас-
тичностью к изменяющимся условиям сущест-
вования в сравнении с другими пушными зверя-
ми, что обеспечивает его адаптацию к суровым 

условиям Заполярья [Sillero-Zubiri et al., 2004]. 
Подобная реакция организма молодняка песца 
на введение препаратов (селенит натрия, янтар-
ная кислота и др.), эффективность которых до-
казана на других животных, отмечена и другими 
исследователями [Сергина и др., 2009; Беспя-
тых и др., 2011; Кокорина, Беспятых, 2011].

Для объективности необходимо отметить, 
что негативное действие препарата на моло-
дых самок песца частично могло быть обуслов-
лено климатическим фактором, так как во вре-
мя их щенения (позже старых самок) наступи-
ло похолодание.

Включение лигногумата в рацион племенных 
самцов норки и лисицы способствовало увели-
чению количества щенков, полученных в расчете 
на благополучно ощенившуюся и на племенную 
самку на 0,5–1,5 гол. соответственно (р < 0,05), 
в сравнении с контрольной группой (табл. 4).

Более эффективное действие лигногумата 
при введении в рацион зверей в течение меся-
ца до гона и во вторую половину беременнос-
ти по сравнению с его введением только в те-
чение месяца до гона согласуется с данными, 
полученными нами ранее при изучении влия-
ния янтарной кислоты на воспроизводительную 
способность племенных самок пушных зверей 
[Беспятых, 2010, 2011]. Вероятно, это связа-
но со снижением эмбриональной смертности 
в результате оптимизации обмена веществ 
и повышения стрессоустойчивости животных.

Таблица 3. Репродуктивная функция племенных самок песца
Показатели воспроизводства Контрольная группа Опытная группа

молодые самки старые самки молодые самки старые самки

Кол-во самок, гол. 10 20 8 18
Покрыто самок, % 100 100 100 100
Пропустовало самок, % 10,0 25,0 12,5 11,1
Неблагополучно родившие самки, % 0 0 12,5 5,6
Благополучно ощенилось самок, % 90,0 75,0 75,0 83,3
Плодовитость самок, гол.
в т. ч. мертворожд. щенков, гол.

10,3 ± 0,7
  0,7 ± 0,3

     11 ± 0,5 #
0,7 ± 0,2

  11,8 ± 0,8 #
2,2 ± 0,4

   14,4 ± 0,5
1,7 ± 0,3

Сохранность щенков, % 72,4 89,1 65,5 78,9
Зарегистрировано щенков:
– на благополучно ощенившуюся самку, гол.
– на племенную самку, гол.

7,0 ± 0,5
6,3 ± 0,6

9,2 ± 0,5 *
7,4 ± 0,3 #

6,3 ± 0,6 #
4,8 ± 0,7 #

10,0±0,4
8,3 ± 0,3

Примечание. # – различия с 4-й группой достоверны (р < 0,05), * различия с 1-й группой достоверны (р < 0,05).

Таблица 4. Репродуктивная функция племенных самцов норки и лисицы
Показатели воспроизводства Норка Лисица

Контроль Опыт Контроль Опыт
Покрыто самок, гол. 4,23 ± 0,5 4,33 ± 0,5 3,0 ± 0,5 3,3 ± 0,5
Благополучно ощенилось самок, гол. 1,55 ± 0,5   1,5 ± 0,4 2,4 ± 0,5 3,0 ± 0,3
Рождено щенков на благополучно ощенившуюся самку, гол. 4,69 ± 0,5 5,46 ± 0,3    6,75 ± 0,6 7,6 ± 0,4
Рождено щенков на племенную самку, гол. 1,98 ± 0,5 2,52 ± 0,5       5,4 ± 0,5 # 6,9 ± 0,4

Примечание. Данные приведены в расчете на 1-го самца по результатам щенения самок, покрытых им. # – 
различия с 4-й группой достоверны (р < 0,05).
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Выводы

1. Лигногумат эффективно стимулирует ре-
продуктивную функцию самок при введении 
в рацион в течение месяца до гона и во вто-
рую половину беременности.

2. Препарат оказывает стимулирующее влия-
ние на самок независимо от их возраста, за 
исключением молодых самок песца.

3. Лигногумат при введении в рацион самцов 
в течение месяца до гона способствует по-
вышению их репродуктивной функции.

4. Препарат целесообразно вводить в дозе 
0,3 мл/кг массы тела в рацион племенных 
самок в течение месяца до гона и во вторую 
половину беременности, в рацион племен-
ных самцов – в течение месяца до гона.
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о регисТрации ЭлеКТричесКой аКТиВносТи 
голоВного моЗга Крысы
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1 Первый Московский государственный медицинский университет 
   им. И. М. Сеченова Минздрава России

Разработана, собрана и отлажена портативная установка для регистрации элект-
рической активности головного мозга. Установка успешно использована для ре-
гистрации электроэнцефалограммы и ноцицептивных вызванных потенциалов 
в соматосенсорной S1HL и передней поясной Cg областях правого полушария коры 
головного мозга крысы. Важными характеристиками данной электрофизиологи-
ческой установки являются высокая чувствительность, отсутствие фильтров, а так-
же высокое разрешение измерений, что ведет к практическому отсутствию потерь 
данных при регистрации электрической активности головного мозга в режиме ре-
ального времени. Предотвращение искажения регистрируемого сигнала от внеш-
них электромагнитных шумов было обеспечено многослойным экранированием 
исследуемого объекта и обеспечением автономного питания установки постоян-
ным током. Данная электрофизиологическая установка портативна и может рабо-
тать под управлением переносного компьютера. Совокупность решений, приме-
ненных при сборке, настройке и практическом использовании установки, обладает 
новизной и позволяет решать широкий круг задач в области электрофизиологии.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: крыса; электроэнцефалограмма; вызванные потенциалы; 
кора головного мозга.

H. G. Ionkina, A. V. Kolchin. ACQUISITION OF THE ELECTRICAL ACTIVITY 
OF RAT CEREBRAL CORTEX

We constructed a portable system for acquisition of brain electrical activity. We succeed-
ed in acquiring the electroencephalogram and nociceptive evoked potentials in the so-
matosensory S1HL and the anterior cingulate Cg cortexes in the right hemisphere in rats. 
The key features of the system are high sensitivity; absence of any filters; high-resolution 
measurement. All this results in the near-zero loss of data while acquiring the real time 
brain electrical activity. The problem of preventing the influence of intense electromag-
netic pollution was solved by multilayer shielding of the analogue part of the system and 
using a stand-alone direct current source to feed the entire system. This system is por-
table and can be operated using a laptop computer. The solutions we have utilised while 
setting up this system are pioneering, and allow us to deal with a wide range of problems 
related to electrophysiology.

K e y w o r d s: rat; electroencephalogram; evoked potentials; cerebral cortex.
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Разработана портативная установка для ре-
гистрации электрической активности головно-
го мозга, которая в дальнейшем была успешно 
использована для регистрации ноцицептивных 
вызванных потенциалов (ВП) в коре головного 
мозга крысы.

Данная электрофизиологическая установка 
базируется на портативном компьютере с про-
цессором Intel Pentium IV (в нашем случае IBM 
ThinkPad G40) под управлением Linux, ядро 
2.6.xx. Поэтому аналого-цифровой преобразо-
ватель выбирался из числа поддерживаемых 
проектом COMEDI [Schleef et al., 2014], имею-
щим целью разработку инструментов и библио-
тек с открытым кодом для сбора данных, реали-
зованных в виде модулей ядра операционной 
системы, поддерживающих режим реально-
го времени. Нами был выбран 16-канальный 
АЦП usbdux-fast, который, как и 4-канальный 
усилитель, собран по открытым специфика-
циям [см. Porr, 2007, 2012], предоставленным 
Incite Technology Ltd., Computing & Maths Dept. 
в University of Stirling, Великобритания; усили-
тель первоначально был разработан для обу-
чения технике ЭКГ на медицинском факульте-
те в Ruhr-Universität Bochum. Использовались 
общедоступные электронные компоненты на 
заказных печатных платах. Принципиальные 
схемы аналого-цифрового преобразователя 
и усилителя представлены соответственно на 
рис. 1 и 2. Благодаря наличию открытых ис-
ходных текстов как библиотек, так и микро-
программного обеспечения аналого-цифрово-
го преобразователя во время экспериментов 
были успешно за минимальный срок внесены 
необходимые изменения и доработки.

Важной характеристикой установки являет-
ся то, что в составе ни аналого-цифрового пре-
образователя, ни усилителя не присутствуют 

какие-либо фильтры входного сигнала, веду-
щие к неизбежной потере исходных данных. 
Однако при необходимости разработанная 
система способна осуществлять программную 
фильтрацию входного сигнала в режиме реаль-
ного времени.

Если лабораторное животное принять в ка-
честве «черного ящика», на вход которого мо-
жет быть подан некий внешний стимул и на вы-
ходе которого имеем постоянный поток данных 
высокой интенсивности, то задачей экспери-
мента является выделение отклика на входной 
стимул в потоке выходных данных. В настоя-
щем исследовании изучалось участие коры 
больших полушарий в формировании ноцицеп-
тивных реакций с помощью регистрации ВП 
в соматосенсорной S1HL и передней поясной 
Cg областях коры головного мозга в правом 
полушарии в ответ на электрокожное раздра-
жение хвоста у иммобилизированных на плат-
форме самцов крыс серии Wistar до, а также на 
1, 3 и 7-е сутки после внутрибрюшинного вве-
дения липополисахарида (LPS). Раздражение 
хвоста крыс осуществлялось одиночными им-
пульсами тока прямоугольной формы, состав-
ляющими 80 % величины порога вокализации 
исходного фона. Усреднение ВП осуществля-
лось из 30 реализаций. Начало записи элект-
рической активности мозга крысы управлялось 
синхроимпульсом, соответствующим передне-
му фронту стимулирующего импульса. Гене-
рацию стимулирующих импульсов возможно 
осуществлять под управлением переносного  
компьютера.

Регистрация электрической активно-
сти головного мозга крысы осуществлялась 
в условиях интенсивного электромагнитного 
загрязнения окружающей среды, характерно-
го для современных мегаполисов. Эта сложная 

Рис. 1. Схема аналого-цифрового преобразователя usbdux-fast



64

задача была решена с помощью многослойно-
го экранирования аналоговой части системы 
вместе с лабораторным животным, кабелями 
и усилителем. Помехи от сетевого электропи-
тания были исключены посредством питания 
всей установки исключительно от автономно-
го источника постоянного тока. В ходе экспе-
римента также осуществлялась регистрация 
энцефалограммы в областях S1HL и передней 
Cg правого полушария коры головного мозга 
с частотой дискретизации до 100 кГц, что поз-
волило минимизировать потерю аналоговых 
данных об электрической активности головно-
го мозга; кроме того, следует отметить, что при 
записи сигнала не использовались никакие, ни 
аппаратные, ни программные, фильтры. Для 
наблюдения входящей электроэнцефалограм-
мы в режиме реального времени оказалось 
удобно использовать программу xoscope 1.12 
[Witham, 2005]. Для записи регистрируе-
мых данных нами использовалась программа 
ktimetrace 0.2.37 [Hess, 2005]; она позволяет 
записывать данные, получаемые с желаемых 
каналов, за заданный промежуток времени, на-
чиная как с произвольного момента, так и с мо-
мента, определяемого подведенным к систе-
ме внешним синхронизирующим сигналом от 
стимулятора, подающего раздражение на экс-
периментальное животное. Записанные таким 

образом данные составляют обычный тексто-
вый файл, каждая строка которого представ-
ляет собой числовые значения, полученные от 
каналов в соответствующий момент времени. 
Размер файла может достигать чрезвычай-
но больших значений, что влечет использова-
ние соответствующей файловой системы (мы 
выбрали ext4).

Описанная система была успешно примене-
на для регистрации и анализа изменений ноци-
цептивных ВП в S1HL и передней Cg областях 
правого полушария коры головного мозга крыс 
до и на 1, 3 и 7-е сутки после внутрибрюшинно-
го введения LPS при электрокожном раздраже-
нии хвоста.

Поздние компоненты ВП, в наибольшей сте-
пени отражающие эмоциональный компонент 
ноцицептивной реакции, анализировались по 
амплитудам, измеряемым от пика до пика (A), 
а также по площадям вторичных негативных от-
ветов (S) [Kolchin, Ionkina, 2013].

Для решения возникшей классической за-
дачи биостатистики определения наличия или 
отсутствия эффекта от однократного введения 
препарата нами применен непараметричес-
кий критерий Вилкоксона. В нем использует-
ся лишь информация о величинах изменений 
параметров и их знаках, и нет необходимости 
делать какие-либо предположения о законе 

Рис. 2. Схема усилителя (коэффициент усиления G = 1000)
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распределения совокупности изменений ис-
следуемых параметров в результате действия 
препарата. Параметрические критерии, осно-
ванные на нормальном приближении, здесь 
оказываются неприменимыми, и необходи-
мость в них отпадает [см., напр., Glantz, 2012].

На рис. 3 приведен пример динамики ВП 
в области S1HL правого полушария коры голов-
ного мозга крысы при электрокожном раздра-
жении хвоста до и на 1-е и 7-е сутки после внут-
рибрюшинного введения LPS.

Особенностью данной электрофизиологи-
ческой установки является высокая чувстви-
тельность (микровольт), отсутствие фильтров, 
а также высокое разрешение измерений, что 
ведет к практическому отсутствию потерь дан-
ных при регистрации биоэлектрической актив-
ности мозга в режиме реального времени.

Совокупность решений, примененных при 
сборке, настройке и практическом использо-
вании настоящей системы сбора данных, об-
ладает несомненной новизной и, мы уверены, 
позволит решить широкий круг задач в облас-
ти электрофизиологии.

Все исследования на животных проводились 
согласно принципам GLP.
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ЭКсПрессиЯ гена глуТаТионсинТеТаЗы Gs3 В КорнЯХ 
и лисТьЯХ ПроросТКоВ ПШеницы При дейсТВии КадмиЯ

н. с. репкина, Ю. В. Батова, а. Ф. Титов, В. В. Таланова
Институт биологии Карельского научного центра РАН

Изучено влияние кадмия (100 мкМ) в форме сульфата на экспрессию гена GS3 глу-
татионсинтетазы – одного из ключевых ферментов синтеза глутатиона – в корнях 
и листьях проростков пшеницы. Показано, что уже в начальный период действия 
кадмия (через 1 ч) наблюдается его поступление в корни пшеницы и накопление 
в них транскриптов гена GS3. В листьях содержание мРНК гена GS3 также увеличи-
валось достаточно быстро – через 30 мин от начала опыта, хотя накопление ионов 
кадмия в них зафиксировано только через 1 сут. Повышенный уровень транскрип-
тов сохранялся и в корнях, и в листьях в течение всего эксперимента (7 сут). Анализ 
содержания малонового диальдегида (МДА) не выявил его накопления в корнях, 
а в листьях отмечено некоторое увеличение его содержания только при продол-
жительном действии (3–7 сут) ионов кадмия на проростки. Это свидетельствует об 
активации и эффективной работе антиоксидантной системы, в том числе и глутати-
онсинтетазы, в ответ на действие кадмия. Также не обнаружено влияния кадмия на 
выход электролитов из клеток листа, а следовательно, на проницаемость мембран 
проростков пшеницы. На основании полученных результатов сделан вывод о том, 
что кадмий в концентрации 100 мкМ не оказывает повреждающего действия на 
проростки пшеницы, а усиление образования транскриптов гена GS3, кодирующе-
го глутатионсинтетазу, является частью адаптивного ответа, позволяющего расте-
ниям выживать и поддерживать жизнедеятельность в присутствии этого металла 
в окружающей среде.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: кадмий; пшеница; глутатионсинтетаза; экспрессия гена 
GS3; МДА; проницаемость мембран.

N. S. Repkina, Yu. V. Batova, A. F. Titov, V. V. Talanova. GLUTATHIONE 
SYNTHETASE (Gs3) GENE EXPRESSION IN THE LEAVES AND ROOTS OF 
WHEAT SEEDLINGS UNDER CADMIUM IMPACT

The influence of cadmium sulphate (100 μM) on GS3 gene expression encoding gluta-
thione synthetase – one of the main enzymes of glutathione synthesis, was investigated 
in wheat seedling roots and leaves. After 1 hour of cadmium effect on wheat seedlings 
the metal was found in the roots and GS3 transcripts accumulated there. In leaves the 
GS3 gene mRNA content also rapidly increased (30 min after the beginning of the experi-
ment), but cadmium accumulation there was observed only after 1 full day. The elevated 
transcripts level of GS3 in leaves and roots persisted throughout the experiment (7 days). 
The analysis of MDA content showed no accumulation in roots, and a moderate increase 
in leaves under long cadmium treatment (3–7 days). This is evidence of the activation and 
effective operation of the antioxidant defense system, including glutathione synthetase, 
in cadmium presence. Neither did we observe any promotion of electrolyte leakage from 
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Введение

Кадмий относится к тяжелым металлам, ши-
роко используемым в промышленности, в част-
ности, при изготовлении солнечных батарей, 
аккумуляторов, ртутно-кадмиевых гальвани-
ческих элементов, красок и т. д. [Khairy et al., 
2014]. Являясь рассеянным и высокомобиль-
ным химическим элементом, он загрязняет 
почву, воду и воздух, откуда поглощается рас-
тениями [Clemens, 2013], вызывая различные 
нарушения в их обмене веществ. Для того что-
бы избежать или минимизировать отрицатель-
ные последствия этого, растения используют 
довольно широкий арсенал защитно-приспо-
собительных реакций, которые реализуются 
на разных уровнях организации и направлены 
прежде всего на предотвращение поступления 
кадмия в растение, а в случае его проникнове-
ния – на нейтрализацию [Manara, 2012; Титов 
и др., 2014].

Одной из первичных реакций растений на 
действие тяжелых металлов является уси-
ление генерации активных форм кислорода 
(АФК), которое вызывает активацию антиокси-
дантной системы [Sharma, Dietz, 2006; Gallego 
et al., 2012]. К ключевым низкомолекулярным 
антиоксидантам относится глутатион. Помимо 
защиты клетки от повреждающего действия 
АФК, глутатион участвует в поддержании внут-
риклеточного окислительно-восстановитель-
ного потенциала, сигналинге, а также деток-
сикации тяжелых металлов [Noctor et al., 2012; 
Pivato et al., 2014]. В химическом отношении он 
представляет собой трипептид, состоящий из 
остатков трех аминокислот: цистеина, глицина 
и глутамина (γ-глутамилцистеинилглицин) [Car-
cía-Giménez et al., 2013]. Синтез глутатиона осу-
ществляется в два этапа. Первый из них вклю-
чает образование γ-глутамилцистеина из глута-
мата и цистеина и катализируется ферментом 
γ-глутамилцистеинсинтетазой. Второй этап 
заключается в конъюгации γ-глутамилцистеина 
с глицином и катализируется ферментом глута-
тионсинтетазой (GS) [Meyer, 2008; Estrella-Go-
mez et al., 2012]. У пшеницы синтез глутатион-
синтетазы контролируют гены GS1, GS2 и GS3, 

которые являются гомологами, так как содер-
жат в структуре гомологичную последователь-
ность на 3´ и 5´ конце [Skipsey et al., 2005]. В на-
стоящее время изучена экспрессия первых двух 
названных генов при действии тяжелых метал-
лов на растения арабидопсиса, горчицы, ячме-
ня, табака [Zhu et al., 1999; Liu et al., 2015], в то 
время как данные об экспрессии гена GS3 в из-
вестной нам литературе отсутствуют. Учитывая 
это, цель данного исследования заключалась 
в изучении влияния кадмия на экспрессию гена 
глутатионсинтетазы GS3 в корнях и листьях 
проростков пшеницы.

материалы и методы

Исследования выполнены на приборно-ана-
литической базе Центра коллективного пользо-
вания научным оборудованием ИБ КарНЦ РАН 
«Комплексные фундаментальные и прикладные 
исследования особенностей функционирова-
ния живых систем в условиях Севера».

В качестве объекта исследований использо-
вали проростки озимой пшеницы (Triticum aes-
tivum L.) сорта Московская 39. Их выращивали 
в рулонах фильтровальной бумаги на пита-
тельном растворе (рН 6,2–6,4) с добавлением 
микроэлементов в климатической камере при 
температуре воздуха 22 °С, его относитель-
ной влажности 60–70 %, освещенности около 
10 клк и 14-часовом фотопериоде. По достиже-
нии недельного возраста проростки пшеницы 
помещали на раствор сульфата кадмия в кон-
центрации (100 мкМ) на 7 сут, сохраняя прочие 
условия неизменными.

Содержание кадмия в корнях и листьях про-
ростков определяли методом инверсионной 
вольтамперометрии с использованием поля-
рографа АВС-1.1 («Вольта», Россия). Разложе-
ние растительных образцов проводили в смеси 
HNO3 и Н2О2 в соотношении 4:1 с использовани-
ем микроволновой системы пробоподготовки 
МС-6 («Вольта», Россия).

Накопление транскриптов гена GS3 анали-
зировали методом ПЦР в режиме реального 
времени. Для этого навеску листьев пшеницы 
(50 мг) растирали в жидком азоте. Тотальную 

leaf cells, which means membrane permeability was not affected. One can conclude from 
these results that cadmium in 100 μM concentration did not damage wheat seedlings, 
and accumulation of transcripts of the glutathione synthetase encoding GS3 gene is 
a component part of the adaptation that enables the plants to survive and continue living 
in the presence of cadmium in the environment.

K e y w o r d s: cadmium; wheat; glutathione synthetase; GS3 gene expression; MDA; 
membrane permeability.
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РНК выделяли с помощью набора РНК-Экс-
тран («Синтол», Россия). Для удаления остат-
ков ДНК препарат РНК обрабатывали ДНКазой 
(10 ед./мл) («Синтол», Россия). кДНК синтези-
ровали, используя набор для обратной транс-
крипции с М-MLV обратной транскриптазой 
и случайными (random) гексапраймерами 
(«Синтол», Россия). Количество и качество вы-
деленной РНК и синтезированной кДНК прове-
ряли спектрофотометрически (SmartSpecPlus, 
«Био-Рад»). Амплификацию образцов проводи-
ли в приборе iCycler с оптической приставкой 
iQ5 («Био-Рад»), используя наборы для ампли-
фикации с интеркалирующим красителем SYBR 
Green («Синтол», Россия). Смесь для ПЦР объ-
емом 25 мкл содержала 1 мкл кДНК (100 нг), 
10 мкл реакционной смеси, по 1 мкл прямого 
и обратного праймеров (10 мкМ) (табл. 1), 1 мкл 
MgCl2 и 17 мкл деионизованной воды, свобод-
ной от нуклеаз. В качестве референсного гена 
использовали актин. Протокол ПЦР: 5 мин при 
95 °С, далее 45 циклов 15 с при 95 °С, 30 с при 
56 °С. Специфичность продуктов амплифи-
кации проверяли плавлением ПЦР-фрагмен-
тов: 1 мин при 95 °С, 1 мин при 50 °С, 10 с при 
60 °С (80 циклов, повышая в каждом цикле тем-
пературу на 0,5 °С). Накопление транскриптов 
генов вычисляли по формуле:

Накопление транскриптов гена = 
= 2Ст (контрольный) – Ст (тестовый образец),

где Ст – значения пороговых циклов.
В качестве контрольных образцов были вы-

браны кДНК, выделенные из растений, не под-
вергнутых воздействию металла.

Проницаемость мембран клеток определяли 
кондуктометрически по выходу электролитов 
из высечек листьев пшеницы с использованием 
кондуктометра («HANNA», Италия) [Гришенко-
ва, Лукаткин, 2005].

Содержание продуктов перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ), основную долю которых 

составляет малоновый диальдегид (МДА), оце-
нивали спектрофотометрически по тесту с тио-
барбитуровой кислотой (ТБК), основанному на 
образовании в кислой среде в присутствии ТБК 
окрашенного триметинового комплекса [Маев-
ская, Николаева, 2013].

Повторность при анализе содержания кад-
мия и МДА в листьях и корнях проростков 
в пределах одного опыта 3-кратная, а при про-
ведении ПЦР-анализа и исследовании про-
ницаемости мембран 2-кратная. На рисунках 
приведены средние арифметические значения 
из двух независимых опытов и их стандартные 
отклонения. В статье обсуждаются величины, 
достоверные при р ≤ 0,05.

результаты

Проведенные исследования показали, что 
уже через 1 ч от начала действия сульфата кад-
мия в концентрации 100 мкМ происходит по-
ступление кадмия в корни пшеницы (табл. 2), 
а с увеличением экспозиции наблюдается су-
щественное увеличение его содержания в кор-
нях, достигающее максимума (32,46 мкг/г сы-
рой массы) к концу эксперимента. В отличие от 
этого в листьях накопление кадмия отмечено 
лишь через 1 сут от начала действия сульфата 
кадмия на корни (см. табл. 2). С увеличением 
продолжительности воздействия его содержа-
ние в листьях продолжало возрастать, но зна-
чительно уступало накоплению в корнях. Таким 
образом, выявлена зависимость накопления 
ионов кадмия в корнях и листьях пшеницы от 
продолжительности его воздействия.

Изучение содержания транскриптов гена 
GS3 в проростках пшеницы показало, что через 
1 ч от начала действия кадмия, когда обнару-
жено его поступление в корни, в них наблюда-
ется накопление мРНК данного гена (рис. 1). 
В дальнейшем, при более продолжительном 
воздействии (5 ч – 7 сут) металла содержание 

Таблица 1. Праймеры для проведения ПЦР в режиме реального времени
Ген Прямой и 

обратный 
праймеры

Нуклеотидная последовательность праймера
5′… 3′

Номер доступа в базе 
данных NCBI

Actin прямой GGGACCTCACGGATAATCTAATG AJ579382
обратный AACCTCCACTGAGAACAACATTAC

GS3 прямой AACTATTAGGAAAACCTTGTCAG AJ579382
обратный GAATCTTCTTGGTCCCGACTAAA

Таблица 2. Влияние сульфата кадмия (100 мкМ) на содержание кадмия (мкг/г сырой массы) в корнях 
и листьях пшеницы

Вариант
Экспозиция, часы

0 1 5 24 48 72 168
Корень 0,01 ± 0,01 1,20 ± 0,08 2,08 ± 0,34 10,10 ± 0,07 16,51 ± 0,28 24,78 ± 1,71 32,46 ± 2,65

Лист 0,01 ± 0,01 0,01 ± 0,01 0,11 ± 0,11  0,67 ± 0,02  0,86 ± 0,16  1,16 ± 0,09 4,05 ± 0,3
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транскриптов гена GS3 в корнях пшеницы со-
хранялось на повышенном уровне. Увеличение 
уровня транскриптов гена GS3 под влиянием 
кадмия происходило также и в листьях про-
ростков. Причем заметное возрастание содер-
жания мРНК этого гена отмечено уже в началь-
ный период действия металла (через 30 мин), 
а при более длительном его воздействии со-
держание транскриптов превышало исходный 
уровень в несколько раз.

Одним из показателей развития окисли-
тельного стресса у растения под влиянием 
различных стрессоров является накопление 
конечного продукта перекисного окисления 
липидов – МДА. В наших экспериментах кад-
мий не вызывал существенных изменений в со-
держании МДА в корнях проростков (рис. 2). 
В листьях проростков в начальный период дей-
ствия кадмия (0,5–24 ч) накопления МДА также 
не зафиксировано, но при более длительном 
воздействии (3–7 сут) наблюдалось некоторое 
увеличение его содержания. Однако, учитывая, 
что изменения в содержании МДА как в корнях, 

так и в листьях проростков были незначитель-
ными, можно предположить, что кадмий в изу-
ченной концентрации не вызывал окислитель-
ный стресс.

Анализ проницаемости мембран клеток лис-
та пшеницы показал, что в начальный период 
действия сульфата кадмия (1–24 ч) происходит 
некоторое увеличение выхода электролитов из 
тканей листа. Но уже через 2 сут уровень выхода 
электролитов снижался и к концу эксперимента 
возвращался к исходному значению (рис. 3).

Таким образом, результаты изучения накоп-
ления МДА в корнях и листьях пшеницы и дан-
ные по проницаемости мембран клеток листа 
позволяют сделать вывод о том, что кадмий 
в концентрации 100 мкМ не оказывает повре-
ждающего действия на проростки пшеницы.

обсуждение

Поглощаясь из почвы, кадмий поступа-
ет в корни растений наряду с другими ме-
таллами, необходимыми для их нормальной 

Рис. 1. Влияние сульфата кадмия (100 мкМ) на содержание транскриптов гена GS3 в листьях (а) и корнях (б) 
проростков пшеницы
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жизнедеятельности, а затем попадает 
в надземную часть [Verkleij et al., 2009; Lux et al., 
2011]. В нашем случае уже через 1 ч от начала 
опыта обнаружено поступление кадмия в корни 
пшеницы, а через сутки отмечено его присутст-
вие в листьях, но заметно в меньшем количест-
ве, чем в корнях. Эти результаты согласуются 
с данными, полученными на других растениях, 
в частности, бóльшее накопление кадмия в кор-
невой системе, чем в надземной части расте-
ний, отмечено у арабидопсиса [Jozefczak et al., 
2014], риса [Cho et al., 2012; Sebastian, Prasad, 
2014; Xue et al., 2014], ячменя [Tiryakioglu et al., 
2006]. Очевидно, это связано с тем, что пшени-
ца, так же как и указанные виды растений, от-
носится к исключателям, т. е. к растениям, ко-
торые накапливают тяжелые металлы преиму-
щественно в корнях [Титов и др., 2007].

Важно отметить, что через 1 ч от начала дей-
ствия кадмия, когда происходит его поступле-
ние в корни проростков пшеницы, наблюдается 
накопление транскриптов гена GS3, кодиру-
ющего глутатионсинтетазу, как в корнях, так 

и в листьях, которое сохраняется на повышен-
ном уровне до конца эксперимента. Глутати-
онсинтетаза является одним из ключевых фер-
ментов синтеза глутатиона [Gill et al., 2013], 
который локализован в хлоропластах и в цито-
золе [Preuss et al., 2014]. Учитывая, что глутати-
он способен связываться с ионами тяжелых ме-
таллов, образуя хелатные комплексы, логично 
полагать, что быстрая активация гена GS3 и по-
следующий синтез глутатиона способствуют 
детоксикации кадмия в корнях, что в свою оче-
редь приводит к сокращению его поступления 
в надземную часть растения.

Наблюдаемое нами быстрое повышение 
уровня транскриптов гена GS3 в листьях пше-
ницы (еще до поступления в них кадмия) мо-
жет также свидетельствовать о передаче сиг-
нала о действии кадмия из корня в надземную 
часть и, как следствие, вызывать активацию 
защитных механизмов в тканях листа. Извест-
но, что глутатион синтезируется преимущест-
венно в листьях растений [Титов и др., 2014]. 
В пользу этого говорит наблюдаемый нами 

Рис. 2. Влияние сульфата кадмия (100 мкМ) на содержание МДА в листьях (а) и корнях (б) проростков пше-
ницы
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более высокий уровень транскриптов гена 
GS3 в листьях, чем в корнях. Сходные данные 
были получены на растении-гипераккумуля-
торе – Salvinia minima, у которого экспрессия 
гена SmGS3 также была выше в листьях, чем 
в корнях. Наряду с усилением экспрессии гена 
SmGS3 при действии кадмия наблюдается на-
копление глутатиона в листьях и в корнях расте-
ния Salvinia minima [Estrella-Gomez et al., 2012].

Помимо участия в детоксикации тяжелых ме-
таллов и сигналинге, глутатион является одним 
из важных низкомолекулярных антиоксидантов. 
В наших экспериментах при изучении динамики 
содержания МДА было показано, что в корнях 
проростков не происходит достоверных его из-
менений, а обнаруженное некоторое повыше-
ние содержания МДА в листьях при длительных 
экспозициях может быть связано с процессами 
старения листа [Маевская, Николаева, 2013]. 
Учитывая это, а также тот факт, что активное 
накопление транскриптов гена GS3 в корнях 
и листьях растений происходит уже в начальный 
период действия кадмия, можно предположить, 
что образующийся в это время глутатион участ-
вует в нейтрализации АФК и тем самым пре-
пятствует развитию окислительного стресса. 
В целом на основании совокупности получен-
ных данных можно сделать вывод, что кадмий 
в концентрации 100 мкМ не оказывал повре-
ждающего воздействия на проростки пшеницы.

Заключение

Проведенные исследования показали, что 
кадмий способен быстро поступать в растения 
пшеницы и накапливается в корнях. В отличие 
от корней его поступление в листья происхо-
дит значительно медленнее и в меньшей сте-
пени. Оценка реакции растений на действие 
кадмия по изменению проницаемости мембран 

и накоплению МДА показала, что в изученной 
концентрации (100 мкМ) он не оказывает по-
вреждающего действия и растения способны 
адаптироваться к нему. В работе впервые уста-
новлено повышение содержания мРНК гена 
GS3 в корнях и листьях проростков пшеницы под 
влиянием кадмия, что указывает на участие этого 
гена в механизмах устойчивости пшеницы к кад-
мию. Очевидно, накопление транскриптов гена 
GS3 и последующий синтез глутатиона являются 
важной составляющей защитных механизмов, 
ответственных за устойчивость пшеницы к ионам 
кадмия. Благодаря их активному функциониро-
ванию растения способны не только выживать, 
но и поддерживать жизнедеятельность без су-
щественных отклонений при повышенных кон-
центрациях этого металла в окружающей среде.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского фонда фундаментальных 
исследований (грант № 14-04-31676 мол_а). 
Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюд-
жета на выполнение государственного задания 
(тема № 0021-2014-0002).
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иЗменение сосТаВа лиПидоВ мидий MYTILUs EDULIs L. 
В реЗульТаТе аККлимации К лаБораТорным услоВиЯм

н. н. Фокина, Т. р. руоколайнен, н. н. немова, и. н. Бахмет
Институт биологии Карельского научного центра РАН

Исследование компенсаторных изменений в составе липидов и их жирных кис-
лот у мидий Mytilus edulis L. в результате их акклимации к лабораторным условиям 
с использованием искусственного корма в качестве источника пищи показало ор-
ганоспецифические особенности в ассимиляции и модификации липидов преиму-
щественно на уровне их жирнокислотного спектра. Установлено, что жирнокислот-
ный состав фосфолипидов жабр практически не зависит от источника пищи, тогда 
как жирнокислотный состав триацилглицеринов достаточно точно отражает спектр 
трофических жирных кислот. В гепатопанкреасе акклимированных мидий отме-
чены значительные изменения в составе основных фракций липидов и их жирных 
кислот, вызванные, по-видимому, недостатком эссенциальных фитопланктонных 
полиеновых n-3 жирных кислот в исследуемом корме. Вместе с тем повышенное 
содержание в используемом корме высокоэнергетических липидов (триацилгли-
церинов), обогащенных короткоцепочечными насыщенными жирными кислотами, 
а также α-линоленовой и вакценовой кислотами, способствовало накоплению дан-
ных липидов в исследуемых тканях мидий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: фосфолипиды; триацилглицерины; жирные кислоты; аккли-
мация; питание; моллюски.

N. N. Fokina, T. R. Ruokolainen, N. N. Nemova, I. N. Bakhmet. ALTE-
RATION OF THE LIPID COMPOSITION IN BLUE MUSSELS, MYTILUs 
EDULIs L., AS A RESULT OF THEIR ACCLIMATION TO LABORATORY 
CONDITIONS

Organ-specific modifications and assimilation of trophic lipids, primarily of their fatty 
 acids, were shown in the study of compensatory lipid and fatty acid composition changes 
in blue mussels, Mytilus edulis L., as a result of acclimation to laboratory conditions using 
commercial plankton-based food. It was found that the phospholipid fatty acid composi-
tion of mussel gills did not depend on food source, whereas triacylglycerol fatty acid com-
position accurately reflected the trophic fatty acid profile. Significant changes in the con-
tent of the main lipid fractions and their fatty acids in digestive glands of the acclimated 
mussels were apparently caused by the lack of essential phytoplankton polyene n-3 fatty 
acids in the feed. On the other hand, increased concentration of triacylglycerols enriched 
with short-chain saturated fatty acids, α-linolenic and vaccenic acids in the commercial 
feed promoted the accumulation of these lipids in the investigated mussel tissues.

K e y w o r d s: phospholipids; triacylglycerols; fatty acids; acclimation; feeding; Bivalvia.
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Введение

Двустворчатые моллюски Mytilus edulis 
(L., 1758) в качестве модельного объекта ис-
пользуются в полевых и экспериментальных 
исследованиях, направленных на изучение ме-
ханизмов адаптации к факторам окружающей 
среды различной природы [Viarengo, Canesi, 
1991; Widdows, Donkin, 1992]. Перемещение 
животного из естественной среды обитания 
в лабораторные условия для проведения даль-
нейших экспериментальных исследований со-
провождается запуском в организме акклима-
ционных механизмов. Различные пути метабо-
лизма, участвующие в процессах акклимации, 
регулируются на уровне структурной органи-
зации мембран, активности ряда ферментов, 
а также на уровне транскрипции и трансляции, 
независимо от воздействующего фактора сре-
ды [Hochachka, Somero, 2002; Озернюк, 2003].

Известно, что при адаптации организмов 
к новым условиям обитания важная роль при-
надлежит липидам [Hochachka, Somero, 2002]. 
По изменениям состава липидов можно судить 
о перестройках не только на уровне структур-
ной организации мембран, регулирующей ак-
тивность мембранно-связанных ферментов, 
ионных каналов и рецепторов, но и об исполь-
зовании энергетических ресурсов организма 
при развитии компенсаторных метаболических 
альтераций, направленных на адаптацию орга-
низма к новым условиям окружающей среды. 
Необходимо отметить, что значительные изме-
нения в составе высокоэнергетических липидов 
в организме двустворчатых моллюсков проис-
ходят в условиях ограниченного доступа пищи 
в экспериментальных условиях [Bayne, 1973; 
Thompson et al., 1974]. Возможным решением 
этой проблемы может служить использование 
в качестве источника пищи в лабораторных ус-
ловиях монокультур фитопланктона [Thompson 
et al., 1974; Khardin et al., 2003; Pettersen et al., 
2010], а также искусственных кормов [Trevisan 
et al., 2012, 2014; Nogueira et al., 2015; Fokina 
et al., 2015]. Однако применение искусствен-
ного корма может изменить баланс состава ли-
пидов и их жирных кислот у двустворчатых мол-
люсков, сформированный в естественной среде 
обитания, что в свою очередь может отразиться 
на адаптивных возможностях их липидного ме-
таболизма. Как известно, у Bivalvia синтез поли-
ненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) ограни-
чен или невозможен [Viso, Marty, 1993; Zhukova 
et al., 1998], они получают эти кислоты с пищей 
(т. е. в составе сестона). Более того, жирно-
кислотный спектр двустворчатых фильтрующих 
моллюсков, как и всех консументов, служит 

трофическим маркером, отражающим состав 
их пищи, и включает в себя биохимические мар-
керы всех компонентов сестона, в частности 
фитопланктона, зоопланктона и бактерий (де-
трита) [Freites et al., 2002; Alkanani et al., 2007].

Цель настоящей работы заключалась 
в изучении модификаций на уровне липидного 
и жирнокислотного спектра жабр и гепатопанк-
реаса M. edulis Белого моря, вызванных аккли-
мацией моллюсков к лабораторным условиям 
с использованием искусственного корма в ка-
честве источника пищи.

материалы и методы

Сбор мидий Mytilus edulis (L., 1758) (длина ра-
ковины 50–60 мм) проводился с искусственных 
субстратов производственной базы по выращи-
ванию мидий в районе Сонострова, Кандалакш-
ский залив, Белое море (66°09ʹ00ʺN, 34°10ʹ00ʺE). 
Эксперимент был проведен на базе Беломорс-
кой биологической станции «Картеш» ЗИН РАН 
(Кандалакшский залив, Белое море). В ходе эк-
сперимента мидии находились в аквариумах 
с аэрируемой водой температурой 15 °С в те-
чение 14 суток. Два раза в сутки на протяжении 
всего эксперимента осуществляли кормление 
моллюсков кормом для фильтрующих организ-
мов Sera «Сoraliquid» (Germany, http://www.sera.
de, 52518, Heinsberg). Воду в аквариумах меняли 
ежедневно. Мидии, собранные из естественной 
среды обитания (температура морской воды со-
ставляла 15 °С), были использованы в качестве 
контрольных образцов. По истечении экспери-
мента ткани жабр и гепатопанкреаса мидий от-
бирали и фиксировали в 96%-м этаноле, храни-
ли при +4 °С для дальнейшего биохимического 
анализа состава липидов и их жирных кислот 
(n = 5). Для получения проб сестона нативную 
морскую воду, предварительно профильтрован-
ную (100 мкм), объемом 30 л, осаждали под ва-
куумом (0,6 атм) на стекловолокнистые фильтры 
Whatman GF/C. Пробы сестона и искусственного 
корма «Сoraliquid» фиксировали 96%-м этанолом 
для последующего определения их липидного 
и жирнокислотного состава.

анализ состава общих липидов

Результаты данного исследования получены 
при использовании оборудования ЦКП НО Инс-
титута биологии КарНЦ РАН.

Общие липиды

Липиды жабр и гепатопанкреаса M. edu-
lis, а также корма «Сoraliquid» (Sera) и сестона 
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Таблица 1. Содержание различных фракций общих липидов (% сухой массы) и их жирных кислот (% суммы 
ЖК) в сестоне Белого моря и корме «Coraliquid» (Sera, Germany)

Фракции общих липидов
(% сухой массы) Сестон Белого моря Корм «Coraliquid»

общие липиды 15,4 ± 5,1 15,4 ± 3,1  .
триацилглицерины    0,4 ± 0,4     8,9 ± 4,2*
эфиры холестерина    1,2 ± 1,2 1,2 ± 1,2
холестерин    8,8 ± 5,2     0,7 ± 0,7*
фосфолипиды:    5,0 ± 2,9 4,6 ± 3,6
фосфатидилинозитол 0,05 ± 0,0 0,15 ± 0,1 .
фосфатидилсерин 0,42 ± 0,2 0,31 ± 0,3 .
фосфатидилэтаноламин 1,20 ± 0,8 2,00 ± 2,0 .
фосфатидилхолин   2,31 ± 1,2.   0,85 ± 0,8*.
лизофосфатидилхолин 0,60 ± 0,3   0,16 ± 0,1*.
сфингомиелин 0,21 ± 0,1 0,08 ± 0,08
Жирные кислоты
(% суммы ЖК)

Фракция
ФЛ

Фракция
ТАГ

Фракция
ФЛ

Фракция
ТАГ

12:0 1,4 ± 1,1 0,3 ± 0,2       4,1 ± 1,7*.   5,4 ± 2,4*
14:0 2,4 ± 2,2 1,4 ± 1,1 3,0 ± 1,5   3,7 ± 1,6*
16:0 14,0 ± 4,4 . 20,4 ± 7,7  . 21,5 ± 5,8*            18,4 ± 5,9
18:0 8,6 ± 5,2 10,9 ± 3,5  . 10,3 ± 2,6  .   6,8 ± 1,5*
20:0 1,0 ± 0,4 1,6 ± 0,9 0,7 ± 0,3   0,6 ± 0,2*
22:0 0,3 ± 0,1 1,1 ± 0,7     7,0 ± 3,1* 5,0 ± 5,1
24:0 0,7 ± 0,3 1,4 ± 0,8     0,3 ± 0,1*        0,3 ± 0,06*
∑ НЖК 30,2 ± 7,8  . 39,0 ± 9,6  .   48,3 ± 5,9*  .                    42,4 ± 8,3
16:1n-9 8,7 ± 8,0 7,6 ± 7,0 3,7 ± 3,2 2,0 ± 0,8
16:1n-7 5,7 ± 3,7 6,2 ± 3,0 5,8 ± 2,3 8,1 ± 2,8
18:1n-9 12,0 ± 4,7 . 15,9 ± 5,7  . 11,5 ± 2,4  .   7,4 ± 2,9*
18:1n-7 2,7 ± 1,1 2,9 ± 1,7   5,3 ± 2,3*   9,6 ± 2,0*
20:1n-11 0,9 ± 0,9 0,2 ± 0,1   0,4 ± 0,1*   0,5 ± 0,1*
20:1n-9 1,3 ± 0,5 0,7 ± 0,5   0,7 ± 0,2*    1,3 ± 0,5*
20:1n-7 0,3 ± 0,3 0,5 ± 0,3       0,6 ± 0,1*   0,9 ± 0,5*
22:1n-9 0,9 ± 0,6 0,3 ± 0,2 1,1 ± 1,0 1,4 ± 1,4
∑ МНЖК 37,5 ± 10,8 39,7 ± 9,3  . 30,8 ± 5,3  .                33,9 ± 3,9
18:3n-3 0,9 ± 0,8        0,1 ± 0,07.   1,5 ± 1,1*   0,5 ± 0,3*
18:4n-3 2,1 ± 1,2 0,6 ± 0,4       0,2 ± 0,07*  1,1 ± 0,8
20:3n-3 0,7 ± 0,7 0,2 ± 0,1       0,1 ± 0,05*    1,1 ± 0,4*
20:4n-3 2,0 ± 0,9 2,9 ± 2,1   0,1 ± 0,1*        0,1 ± 0,02*
20:5n-3 6,5 ± 2,9 6,1 ± 5,8       2,3 ± 1,0* 4,1 ± 2,7
22:5n-3 1,5 ± 1,1 0,7 ± 0,3   0,2 ± 0,1* 0,6 ± 0,2
22:6n-3 6,5 ± 2,9 1,8 ± 1,2       2,6 ± 1,1* 3,5 ± 2,6
∑ n-3 ПНЖК 22,4 ± 5,0  . 13,2 ± 7,0  .   9,2 ± 4,0*                11,9 ± 6,5
18:2n-6 2,1 ± 0,8 2,4 ± 0,9   5,8 ± 2,7*   4,2 ± 1,4*
18:3n-6 0,7 ± 0,4 0,9 ± 0,4 0,8 ± 0,3  1,2 ± 0,5
20:2n-6 0,4 ± 0,2 0,2 ± 0,2   0,2 ± 0,1* 0,4 ± 0,2
20:3n-6 0,7 ± 0,3 0,3 ± 0,1      0,2 ± 0,1*   0,2 ± 0,1*
20:4n-6   1,3 ± 0,8. 0,9 ± 0,6 1,3 ± 1,2  1,0 ± 0,5
22:2n-6 0,3 ± 0,1 0,4 ± 0,3 0,3 ± 0,1 0,4 ± 0,4
22:3n-6 0,4 ± 0,2 0,4 ± 0,3       0,1 ± 0,06* 0,4 ± 0,2
22:4n-6 0,4 ± 0,3 0,4 ± 0,2       0,1 ± 0,05* 0,2 ± 0,2
22:5n-6 0,6 ± 0,6 0,3 ± 0,2       0,2 ± 0,04* 0,5 ± 0,2
∑ n-6 ПНЖК 7,0 ± 1,8 6,3 ± 1,5 9,1 ± 4,1   8,6 ± 1,9*
∑ НМРЖК 1,8 ± 0,6 1,5 ± 1,4 2,4 ± 2,3 0,9 ± 0,4
∑ ПНЖК 32,3 ± 6,3  . 19,8 ± 8,1  .  18,6 ± 5,8*.               22,8 ± 8,8
НЖК/ПНЖК 1,0 ± 0,3 2,3 ± 1,1   2,8 ± 0,9* 2,3 ± 1,5
n-3/n-6 3,3 ± 0,8 2,1 ± 0,8        1,1 ± 0,5*    1,3 ± 0,4*

Примечание. Здесь и в табл. 3: ФЛ – фосфолипиды, ТАГ – триацилглицерины; ЖК – жирные кислоты; НЖК – 
насыщенные жирные кислоты; МНЖК – мононенасыщенные жирные кислоты; ПНЖК – полиненасыщенные 
жирные кислоты; НМРЖК – неметиленразделенные жирные кислоты. Здесь и в табл. 2, 3: *различия досто-
верны (p < 0,05), непараметрический критерий U Манна–Уитни.
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Белого моря экстрагировали по методу Folch 
et al. [1957]. Разделение общих липидов про-
водили методом тонкослойной хроматографии 
с использованием пластинок «Silufol» (Россия). 
Количественное содержание общих фосфо-
липидов, триацилглицеринов и эфиров холес-
терина определяли гидроксаматным методом 
[Сидоров и др., 1972], холестерина – по методу 
Engelbrecht et al. [1974].

Жирнокислотный спектр

Отдельные фракции общих липидов (фос-
фолипиды и триацилглицерины) подвергали 
прямому метанолизу [Цыганов, 1971]. Получен-
ные смеси метиловых эфиров жирных кислот 
разделяли методом газожидкостной хроматог-
рафии на приборе «Хроматэк Кристалл-5000.1» 
(Россия).

Состав отдельных фракций фосфолипидов

Фракционный анализ отдельных фракций 
фосфолипидов осуществляли с помощью вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии 
на приборе «Стайер» (Россия) по методу Arduini 
et al. [1996].

Статистическая обработка данных

Достоверность различий липидного и жир-
нокислотного состава в жабрах и гепатопанк-
реасе у мидий до и после акклимации к лабо-
раторным условиям оценивалась с помощью 
непараметрического критерия U Манна–Уитни. 
Различия считались достоверными при р < 0,05.

результаты и обсуждение

Сравнительный анализ сестона Белого моря 
и корма для морских фильтрующих организмов 

«Coraliquid» (Sera, Germany) выявил значитель-
ные различия в их липидном и жирнокислотном 
составе, которые в свою очередь отразились 
на липидном профиле мидий, акклимирован-
ных к лабораторным условиям с применени-
ем данного корма в качестве источника пищи 
для моллюсков. Корм «Coraliquid» характери-
зовался повышенным содержанием высоко-
энергетической фракции – триацилглицери-
нов и низким уровнем основных мембранных 
липидных фракций – холестерина и фосфати-
дилхолина (табл. 1). Жирнокислотный спектр 
фосфолипидов и триацилглицеринов «Cora-
liquid» отличался повышенным содержанием 
насыщенных жирных кислот (НЖК), в частности 
12:0, 14:0, 16:0 и 22:0, мононенасыщенных жир-
ных кислот (МНЖК) – 18:1n-7 и 20:1n-7, а также 
эссенциальных α-линоленовой 18:3n-3 и лино-
левой 18:2n-6 кислот. Кроме того, в триацил-
глицеринах корма «Coraliquid», в отличие от 
сестона, отмечалось повышенное содержа-
ние МНЖК – 20:1n-11 и 20:1n-9. Вместе с тем 
в жирнокислотном спектре сестона Белого 
моря отмечалось преобладание полиненасы-
щенных жирных кислот (ПНЖК) n-3 семейства 
(18:4, 20:4, 20:5, 22:5 и 22:6) и n-6 семейства 
(20:2, 20:3, 22:3, 22:4 и 22:5), которые, как из-
вестно, поступают моллюскам в составе фито-
планктона [Viso, Marty, 1993; Freites et al., 2002; 
Alkanani et al., 2007].

Выявленные особенности спектра липи-
дов в корме «Coraliquid» отразились в большей 
степени на составе общих липидов и их жир-
ных кислот гепатопанкреаса акклимированных 
к лабораторным условиям мидий, в отличие от 
жабр. Однако высокое содержание в «Corali-
quid» высокоэнергетических липидов – триа-
цилглицеринов, обогащенных короткоцепочеч-
ными насыщенными 12:0 и 14:0 кислотами, мо-
ноеновыми 18:1n-7 и 20:1n-7 и α-линоленовой 
18:3n-3 кислотами, по сравнению с сестоном 

Таблица 2. Состав липидов (% сухой массы) и жирных кислот фосфолипидов (% суммы ЖК) жабр 
и гепатопанкреаса у ми дий M. edulis до и после акклимации к лабораторным условиям

жабры гепатопанкреас
Фракции общих липидов
(% сухой массы)

До акклимации После акклимации
(14 суток)

До акклимации После акклимации
(14 суток)

Общие липиды 9,5 ± 1,0                 15,3 ± 2,5*             15,5 ± 1,7 22,2 ± 2,8*
триацилглицерины 1,3 ± 0,4      3,9 ± 1,5* 4,8 ± 2,1 12,3 ± 4,3*
эфиры холестерина 1,5 ± 0,5   3,7 ± 0,6* 3,8 ± 0,5 3,2 ± 1,7
холестерин 3,3 ± 1,5 3,8 ± 0,2 2,9 ± 0,4    2,0 ± 0,5*
фосфолипиды: 3,4 ± 0,9 3,9 ± 1,5 3,9 ± 0,9 4,6 ± 1,1
фосфатидилинозитол 0,2 ± 0,1 0,4 ± 0,4 0,9 ± 0,6    0,2 ± 0,1*
фосфатидилсерин     0,1 ± 0,03 0,08 ± 0,01 0,15 ± 0,04  0,11 ± 0,04
фосфатидилэтаноламин 0,14 ± 0,05 0,13 ± 0,05    0,2 ± 0,04    0,2 ± 0,08
фосфатидилхолин 1,1 ± 0,6 1,7 ± 0,9 1,3 ± 0,6  1,7 ± 0,7
лизофосфатидилхолин 0,6 ± 0,4 0,3 ± 0,3 0,3 ± 0,1    1,7 ± 0,4*
сфингомиелин 0,03 ± 0,02                 0,00 ± 0,0 0,01 ± 0,01 0,01 ± 0,01
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Таблица 3. Состав жирных кислот фосфолипидов и триацилглицеринов (% суммы ЖК) жабр 
и гепатопанкреаса у мидий M. edulis до и после акклимации к лабораторным условиям

Жирные 
кислоты

(% от 
суммы ЖК)

Жабры Гепатопанкреас
Фракция ФЛ Фракция ТАГ Фракция ФЛ Фракция ТАГ

До аккли-
мации

После ак-
климации
(14 суток)

До аккли-
мации

После ак-
климации
(14 суток)

До аккли-
мации

После ак-
климации
(14 суток)

До аккли-
мации

После ак-
климации
(14 суток)

12:0 0,8 ± 0,6 1,5 ± 0,8 1,6 ± 0,4   5,1 ± 2,5* 0,3 ± 0,1   3,1 ± 0,9*     0,2 ± 0,06     0,1 ± 0,06*
14:0 0,5 ± 0,2 0,7 ± 0,4 0,8 ± 0,3   3,3 ± 2,1* 0,5 ± 0,4   3,3 ± 0,8*     0,1 ± 0,05     4,5 ± 1,2*
16:0 8,9 ± 3,9 7,9 ± 1,3     10,8 ± 3,2     14,8 ± 3,9     15,2 ± 2,8   5,6 ± 0,7*     15,6 ± 0,9     16,9 ± 1,9
18:0 1,8 ± 0,2   2,7 ± 0,5* 2,7 ± 0,7       6,2 ± 1,6* 7,3 ± 3,5   1,6 ± 0,5*     3,8 ± 0,4     3,7 ± 0,7
20:0    0,1 ± 0,07 0,2 ± 0,2 0,4 ± 0,1 0,4 ± 0,1 4,2 ± 1,6   1,8 ± 0,4*     0,3 ± 0,02     0,3 ± 0,08
22:0 0,1 ± 0,1 0,9 ± 0,9 0,4 ± 0,1       1,4 ± 1,0* 2,2 ± 1,8    0,2 ± 0,03*     0,3 ± 0,1     0,2 ± 0,08
24:0     0,1 ± 0,03      0,1 ± 0,05 0,7 ± 0,2 0,6 ± 0,1 0,8 ± 0,4    0,2 ± 0,09*     0,4 ± 0,1     0,2 ± 0,08*
∑ НЖК     13,3 ± 4,0     15,3 ± 1,7     18,3 ± 4,5     33,3 ± 6,4*     31,5 ± 5,9     16,7 ± 2,4*     21,7 ± 0,8     26,3 ± 3,3*
16:1n-9 2,5 ± 1,5 1,8 ± 1,1 2,6 ± 1,9 5,7 ± 7,3 1,0 ± 0,5 0,8 ± 0,4     0,5 ± 0,02     1,3 ± 0,6
16:1n-7 4,5 ± 2,8 3,8 ± 3,8 6,5 ± 6,5 2,9 ± 1,5 3,7 ± 1,4     12,5 ± 4,8*     10,0 ± 1,6     10,9 ± 2,1
18:1n-9 3,2 ± 1,1 4,7 ± 1,0 5,9 ± 1,3 8,5 ± 3,7 8,3 ± 4,2   2,8 ± 0,6*     4,6 ± 0,7     4,5 ± 0,8
18:1n-7 2,2 ± 1,0 3,4 ± 2,1 5,0 ± 5,0 4,7 ± 4,7 1,9 ± 0,5   8,9 ± 3,7*     3,4 ± 0,3     4,9 ± 1,2*
20:1n-11 2,7 ± 0,9 3,2 ± 1,3 2,1 ± 1,2 1,2 ± 0,5 0,5 ± 0,2 0,7 ± 0,4     0,9 ± 0,05     0,9 ± 0,1
20:1n-9 3,8 ± 1,0 3,3 ± 0,8 2,8 ± 0,7 2,6 ± 0,5 1,9 ± 0,7 1,8 ± 0,9     2,4 ± 0,4     2,8 ± 0,9
20:1n-7 0,7 ± 0,1 1,2 ± 0,3 0,8 ± 0,1   1,0 ± 0,2* 0,6 ± 0,4 0,7 ± 0,2     1,0 ± 0,2     1,3 ± 0,3
22:1n-9 1,0 ± 0,7 1,0 ± 1,0 1,2 ± 1,2 0,7 ± 0,5      0,3 ± 0,07   1,4 ± 0,5*     0,2 ± 0,07     0,4 ± 0,1
∑ МНЖК     21,1 ± 4,7     23,7 ± 7,1 28,6 ± 12,4 29,6 ± 12,0     20,2 ± 4,6     31,2 ± 8,1*     25,4 ± 2,2     29,2 ± 1,1*
18:3n-3 0,3 ± 0,3      0,1 ± 0,03 0,6 ± 0,5 0,8 ± 0,3     0,2 ± 0,09   0,7 ± 0,4*     0,2 ± 0,03     0,3 ± 0,08*
18:4n-3 0,8 ± 0,6 0,9 ± 0,6 0,9 ± 0,3 0,9 ± 0,5 0,5 ± 0,2 0,7 ± 0,5     6,2 ± 0,7     4,9 ± 2,1
20:3n-3     0,1 ± 0,04    0,06 ± 0,02* 0,5 ± 0,2 0,3 ± 0,1     0,2 ± 0,06     0,1 ± 0,03     0,3 ± 0,05     0,3 ± 0,08
20:4n-3     0,2 ± 0,08      0,2 ± 0,02 0,4 ± 0,3      0,3 ± 0,06 0,3 ± 0,1     0,2 ± 0,07     0,6 ± 0,06     0,6 ± 0,1
20:5n-3 6,2 ± 4,4 7,0 ± 2,5     10,5 ± 3,1 6,9 ± 4,0     12,3 ± 4,8     10,3 ± 2,5     15,9 ± 1,7     12,3 ± 1,7*
22:5n-3 0,5 ± 0,2 0,9 ± 0,3 1,3 ± 0,5 1,1 ± 0,1 1,0 ± 0,1   0,7 ± 0,2*     0,8 ± 0,2     0,7 ± 0,1
22:6n-3 7,9 ± 5,4 8,9 ± 3,1     15,4 ± 3,5   8,5 ± 4,0* 9,6 ± 2,9     10,7 ± 3,2     12,4 ± 0,7     9,9 ± 1,2*
∑ n-3 ПНЖК     29,4 ± 9,3     26,8 ± 4,7     29,9 ± 6,1     19,7 ± 8,0*     27,5 ± 8,9 32,8 ± 10,2     37,1 ± 2,5     30,1 ± 2,9*
18:2n-6 0,9 ± 0,3 1,7 ± 0,4 2,1 ± 0,4 3,4 ± 1,5 7,4 ± 2,4   1,9 ± 0,2*     3,9 ± 0,4     3,4 ± 0,2
18:3n-6 0,4 ± 0,2 0,3 ± 0,1 0,7 ± 0,2 0,9 ± 0,4 1,2 ± 0,4 0,9 ± 0,3     2,9 ± 0,1     2,7 ± 0,2*
20:2n-6 1,0 ± 0,3 0,6 ± 0,3 0,9 ± 0,2   0,6 ± 0,1* 0,5 ± 0,2 0,6 ± 0,2     0,9 ± 0,1     1,1 ± 0,2
20:3n-6 0,3 ± 0,2 0,2 ± 0,1 0,6 ± 0,2 0,4 ± 0,1     0,2 ± 0,04 0,4 ± 0,2     0,4 ± 0,1     0,4 ± 0,1
20:4n-6 3,2 ± 1,8 2,9 ± 1,1 5,0 ± 1,4 3,9 ± 1,7 4,9 ± 3,4 2,5 ± 0,9     1,3 ± 0,1     1,0 ± 0,1*
22:2n-6 4,3 ± 0,5   3,3 ± 0,8* 1,8 ± 0,9   0,8 ± 0,2* 0,9 ± 0,4 0,9 ± 0,4     0,5 ± 0,1     0,5 ± 0,1
22:3n-6 0,2 ± 0,1 0,3 ± 0,1 0,6 ± 0,4       1,9 ± 1,0* 0,7 ± 0,4     0,3 ± 0,04     0,8 ± 0,1     0,7 ± 0,1
22:4n-6     0,4 ± 0,07 0,4 ± 0,1 0,8 ± 0,5 0,5 ± 0,3 0,5 ± 0,1    0,3 ± 0,05*     0,3 ± 0,1     0,2 ± 0,08
22:5n-6      0,5 ± 0,05 0,6 ± 0,2 0,9 ± 0,2 0,8 ± 0,1 0,5 ± 0,1 0,4 ± 0,1     0,5 ± 0,1     0,4 ± 0,08
∑ n-6 ПНЖК     11,1 ± 2,8     10,5 ± 2,7     13,5 ± 2,2     13,2 ± 2,6     16,9 ± 4,8   8,1 ± 1,7*     11,6 ± 0,8     10,5 ± 0,5*
∑ НМРЖК     21,6 ± 4,6     18,2 ± 1,4 9,5 ± 4,6       4,1 ± 1,1* 3,1 ± 0,9   9,9 ± 5,7*     3,9 ± 0,6     3,8 ± 0,1
∑ ПНЖК     44,1 ± 6,7     42,8 ± 8,9     43,6 ± 8,1     33,1 ± 10,1*     45,1 ± 8,9 42,2 ± 12,1     48,9 ± 2,2     40,8 ± 2,6*
НЖК/ПНЖК 0,3 ± 0,1 0,4 ± 0,1 0,4 ± 0,1   1,1 ± 0,4* 0,7 ± 0,3   0,4 ± 0,1*     0,4 ± 0,03     0,7 ± 0,1*
n-3/n-6 2,7 ± 1,1 2,7 ± 0,6 2,2 ± 0,2   1,5 ± 0,5* 1,7 ± 0,8   3,9 ± 0,6*     3,2 ± 0,4     2,9 ± 0,4

Белого моря (см. табл. 1), способствова-
ло повышению их уровня как в жабрах, так 
и в гепатопанкреасе мидий (табл. 2 и 3). Ак-
климация к лабораторным условиям, а также 
низкое содержание холестерина в корме спо-
собствовало снижению его уровня в гепатопан-
креасе у акклимированных мидий, а также рос-
ту концентрации эфиров холестерина в жаб-
рах мидий (см. табл. 2). Повышение уровня 

лизофосфатидилхолина (ЛФХ) – окисленной 
формы фосфатидилхолина (ФХ, доминирую-
щий фосфолипид биологических мембран), 
а также снижение концентрации фосфатидили-
нозитола (ФИ) отмечалось в гепатопанкреасе 
мидий в ходе их акклимации к лабораторным 
условиям (см. табл. 2). Важно подчеркнуть, что 
содержание мембранных липидов (фосфоли-
пидов и холестерина), а также жирнокислотный 
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состав фосфолипидов жабр не подвергались 
значительным изменениям в процессе аккли-
мации моллюсков к новым лабораторным ус-
ловиям. Вероятно, у двустворчатых моллюсков, 
жабры которых в первую очередь подверга-
ются воздействию внешних факторов среды 
обитания, присутствует система регуляции го-
меостаза липидного и жирнокислотного со-
става мембран с включением в них ПНЖК из 
внутренних резервов организма [Soudant et al., 
1998; Pernet et al., 2008]. Так, пониженное со-
держание некоторых ПНЖК n-3 и n-6 семейств 
в составе искусственного корма в значитель-
ной степени отразилось на жирнокислотном 
составе триацилглицеринов жабр, а также 
фосфолипидов и триацилглицеринов гепа-
топанкреаса. Низкий уровень полиеновых 
жирных кислот, главным образом n-3 ПНЖК 
(эйкозапентаеновой 20:5n-3 и докозагексае-
новой 22:6n-3 кислот), и некоторых n-6 ПНЖК 
в составе триацилглицеринов жабр и гепато-
панкреаса у акклимированных моллюсков (см. 
табл. 3), вероятно, свидетельствует об ис-
пользовании данных жирных кислот в качестве 
собственного внутреннего резерва для под-
держания необходимого уровня ненасыщен-
ности мембранных фосфолипидов жабр и ге-
патопанкреаса. В отличие от жабр, в составе 
фосфолипидов гепатопанкреаса отмечались 
значительные перестройки на уровне жирно-
кислотного состава. Несмотря на накопление 
короткоцепочечных насыщенных жирных кислот 
12:0 и 14:0, в составе фосфолипидов гепатопан-
креаса наблюдалось снижение концентрации 
НЖК за счет длинноцепочечных представите-
лей – 16:0, 18:0, 20:0, 22:0 и 24:0 и общее по-
вышение уровня ненасыщенности (см. табл. 3) 
благодаря повышенному содержанию n-3 по-
лиеновых кислот (рост соотношения n-3/n-6 за 
счет снижения уровня n-6 ПНЖК), моноеновых 
16:1n-7 и 18:1n-7 кислот, а также неметиленраз-
деленных жирных кислот (НМРЖК). Вероят-
но, у акклимированных моллюсков в условиях 
недостаточного поступления эссенциальных 
фитопланктонных n-3 ПНЖК в гепатопанкреа-
се активируется дополнительный синтез НМ-
РЖК [Zhukova, 1991], который возможен также 
благодаря высоким концентрациям их мета-
болических предшественников – моноеновых 
16:1n-7 и 18:1n-7 кислот. Известно, что  НМРЖК 
в составе фосфолипидов мембран, так же как 
и полиеновые кислоты обычного строения, 
участвуют в поддержании жидкостности липид-
ного бислоя, которая, как известно, обеспечи-
вает работу мембранно-связанных фермен-
тов, ионных каналов и рецепторов [Barnathan,  
2009].

Заключение

Исследование модификаций липидного 
и жирнокислотного спектра мидий M. edulis 
Белого моря в результате акклимации их к ла-
бораторным условиям с использованием ис-
кусственного корма в качестве источника пищи 
показало, что состав различных классов липи-
дов и их жирных кислот, главным образом ге-
патопанкреаса моллюсков, зависит от состава 
пищи. Установленные модификации состава 
липидов гепатопанкреаса у акклимированных 
моллюсков преимущественно на уровне жир-
нокислотного спектра энергетической (триа-
цилглицерины) липидной фракции вызваны, 
по-видимому, недостатком эссенциальных фи-
топланктонных ПНЖК n-3 семейства в исследу-
емом корме. Кроме того, показано, что состав 
мембранных липидов и их жирных кислот жабр 
практически не зависит от источника пищи, 
тогда как жирнокислотный спектр триацил-
глицеринов достаточно точно отражает спектр 
трофических жирных кислот.
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аКТиВносТь лиЗосомальныХ ПроТеинаЗ  
(КаТеПсиноВ В и D) В мыШцаХ молоди (0+, 1+, 2+)  
аТланТичесКого лососЯ иЗ реКи ВарЗуга

н. н. немова, м. Ю. Крупнова, д. а. ефремов, а. е. Веселов
Институт биологии Карельского научного центра РАН

В статье представлены результаты экспериментальных исследований по изме-
нению активности лизосомальных протеиназ в мышцах молоди атлантического 
лосося на ранних стадиях онтогенеза. Исследованы основные протеолитические 
ферменты лизосом (катепсины В и D), которые являются важнейшими участниками 
лизосомально-аутофагической системы клетки и различаются по химизму катали-
за, рН оптимуму, субстратной специфичности, отношению к ингибиторам, функци-
ональной активности. Показана сравнительно высокая активность основной эндо-
протеиназы лизосом аспартатного типа – катепсина D в раннем развитии лосося 
(сеголетки 0+), что указывает на ведущую роль именно этого фермента в полной 
деградации белка, необходимого для обеспечения аминокислотами и пептидами 
для поддержания гомеостаза организма молоди в период, когда завершается эк-
зогенное питание и начинается переход на смешанное питание. Активность цисте-
инзависимой протеиназы лизосом – катепсина В в мышцах рыб возрастает по мере 
«взросления» молоди лосося от сеголеток до пестряток, что указывает на интен-
сификацию протеолиза, связанную с ускорением темпов роста по мере развития 
молоди. Разнонаправленное изменение активности основных протеиназ лизосом 
(повышение активности катепсина В и снижение активности катепсина D) в мышцах 
атлантического лосося разных возрастов (0+, 1+, 2+) указывает на специфичный 
характер участия этих гидролаз во внутриклеточном протеолизе у молоди иссле-
дуемых рыб.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: экологическая биохимия; атлантический лосось; рост и раз-
витие; лизосомы; катепсины.

N. N. Nemova, M. Yu. Krupnova, D. A. Efremov, A. E. Veselov. THE 
ACTIVITY OF LYSOSOMAL PROTEASES (CATHEPSINS B AND D) IN THE 
MUSCLES OF JUVENILE (0+, 1+, 2+) ATLANTIC SALMON FROM THE 
VARZUGA RIVER

The results of experimental studies on changes in lysosomal protease activity in muscles 
of Atlantic salmon early in the ontogeny are presented. The main lysosomal proteolytic 
enzymes (cathepsins B and D) participating in lysosomal autophagy and differing in the 
catalysis chemistry, pH optimum, substrate specificity, response to inhibitors, functional 
activity were investigated. A relatively high activity of the main lysosomal aspartate type 
endoproteinase (cathepsin D) at the early stage of salmon development (0+) was shown. 
It points to the leading role of this enzyme in complete protein degradation required to 
supply amino acids and peptides to maintain the homeostasis in juveniles as they move 
on to the mixed feeding mode. The activity of the lysosomal cystein type  proteinase 
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Введение

Одна из важнейших сигнальных и метаболи-
ческих ферментных систем клетки – внутрикле-
точный протеолиз, который находится под гор-
мональным контролем и регулирует метабо-
лизм на всех стадиях развития организма [Дин, 
1980; Лысенко и др., 2011]. Известно, что ско-
рость роста рыбы, ее двигательная активность 
и обеспеченность энергетическими субстра-
тами детерминированы интенсивностью рас-
щепления белка в скелетных мышцах, состав-
ляющих до 75 % живого веса рыбы [Mommsen, 
2001, 2004; Ling et al., 2011]. Регуляция скоро-
сти деградации белка может значительно из-
менить скорость роста и накопления белковой 
массы, поэтому характеристика протеолити-
ческих механизмов очень важна для понимания 
ростовых процессов. Непосредственными ре-
гуляторами деградации белков мышечной тка-
ни рыб служат лизосомально-аутофагическая 
(с участием катепсинов) и кальпаиновая про-
теолитические системы [Mommsen, 2004; Sa-
lem et al., 2006; Seiliez, 2012, 2014]. У рыб обна-
ружены более десяти катепсинов, относящихся 
к химически различным типам катализа, из них 
основную роль во внутриклеточном протеолизе 
играют катепсины В (цистеиновая протеиназа) 
и D (аспартатная протеиназа) [Mommsen, 2004; 
Лысенко и др., 2011]. Кислый рН-оптимум (3,0–
4,0 для катепсина D; 4,8–5,0 для катепсина В), 
субстратная специфичность, данные ингиби-
торного анализа свидетельствуют о значитель-
ном сходстве ферментов рыб с одноименными 
лизосомальными ферментами из более высо-
коорганизованных организмов. У лососевых 
рыб, по оценкам Seiliez с соавторами [Seiliez 
et al., 2014], аутофагическая деградация со-
ставляет 30–34 %, а оставшаяся доля прихо-
дится на кальцийзависимый протеолиз, проте-
асому и малоизученные протеиназы цитозоля.

В данной работе изучалась динамика актив-
ности основных лизосомальных протеиназ (ка-
тепсинов В и D) в мышцах атлантического ло-
сося из реки Варзуга (Собачий порог) у молоди 
разных возрастных групп (0+, 1+ и 2+).

материалы и методы

Молодь лосося (Salmo salar L.) разных воз-
растных групп (0+, 1+ и 2+) отлавливали в осен-
ний сезон (октябрь 2014 г.) в Собачьем поро-
ге главного русла приполярной реки Варзуга 
(бассейн Белого моря), расположенном на 
удалении в 24,6 км от устья (рис. 1). Протяжен-
ность порога составляет около 600 м, ширина 
изменяется в пределах 120–160 м. Собачий по-
рог, как и большинство порогов этой реки, мел-
ководный. На нем ежегодно происходит нерест 
производителей атлантического лосося и оби-
тает молодь разных возрастных групп: 0+, 1+, 
2+, 3+. После вторичного перераспределения 
мальки лосося (сеголетки 0+) занимают летние 
микростации, активно питаются и ведут типич-
ный для пестряток лосося оседлый образ жиз-
ни (в диапазоне температур 13–19 °С). Плот-
ность молоди всех возрастов варьирует в пре-
делах 22–54 экз./100 м2 (0,7 экз./м2). Осенью 
при снижении обилия дрифта пестрятки пере-
ходят на частичное питание донными организ-
мами с грунта и прикрепленными к водной ра-
стительности личинками ручейников и моллюс-
ков, доминирующих в это время года в составе 
бентоса [Шустов и др., 2012]. К осени размер 
мальков составляет 3,8–4,3 см. В последующие 
годы происходит рост молоди лосося в три лет-
них периода (1+ – 5,1–6,8 см, 2+ – 8,8–10,1 см, 
3+ – 11,5–15,7 см) и зимовки в состоянии низ-
кой активности. В конце четвертого зимнего 
периода пестрятки смолтифицируются и миг-
рируют на нагул из реки в море. Размер смол-
тов 12,0–17,5 см.

Для вылова рыб применяли аппарат элект-
ролова (Fa-1) норвежского производства. По-
сле отлова мальков выдерживали в течение 
суток в русловых садках для снятия эффекта 
воздействия электрического поля [Нефедова 
и др., 2014].

Экспериментальные работы выполнены 
с использованием оборудования ЦКП НО Инс-
титута биологии КарНЦ РАН.

В мышцах молоди атлантического лосо-
ся возраста 0+, 1+, 2+ изучали активность 

 (cathepsin B) in muscles increases as the development of salmon progresses from stage 
0+ (fingerlings) to stage 2+ (parr). This fact indicates intensification of proteolysis due 
to increasing growth rates. Multidirectional changes in the activity of the main lysosomal 
proteases (increase in the activity of cathepsin B and decrease in the activity of cathepsin 
D) in the muscles of Atlantic salmon of ages 0+, 1+, 2+ indicates that the involvement of 
these hydrolases in the intracellular proteolysis in juvenile salmon is stage-specific.

K e y w o r d s: environmental biochemistry; Atlantic salmon; growth and development; ly-
sosomes; cathepsins.
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кислых протеиназ лизосом – катепсинов В (EC 
3.4.22.1) и D (EC 3.4.23.5). Показатели оцени-
вали индивидуально (n = 5–7).

Количественное содержание белка в тка-
нях (мг/мл) определяли по методу Брэдфорд 
[Bradford, 1976], применяя в качестве стандар-
та бычий сывороточный альбумин.

Активность лизосомальных протеиназ. По-
сле гомогенизации образцов тканей в соотно-
шении 1 : 10 в растворе 0,25 М сахарозы с до-
бавлением 0,01 % Тритона Х-100 (1200 об./мин, 
60 с) и их центрифугирования (10000 g, 30 мин, 
К-24, Германия) в супернатанте определяли 
спектрофотометрически активность катепси-
на В (КФ 3.4.22.1) по расщеплению 0,065 M эти-
лового эфира гидрохлорида N-бензоил L-арги-
нина в 0,1 M ацетатном буфере (pH 5,0) [Mat-
suda, Misaka, 1974] и катепсина D (КФ 3.4.23.5) 

по гидролизу 1%-го бычьего гемоглобина 
в 0,1 М ацетатном буфере (рН 3,6) согласно 
модифицированному методу Ансона [Anson, 
1938; Barrett, Heath, 1977; Дин, 1980]. Актив-
ность катепсинов B и D (ед. акт.) выражали 
в единицах изменения оптического поглоще-
ния (Е525 и Е280 соответственно) на 1 мг белка за 
1 ч инкубации (37 °C).

Статистическая обработка результатов. До-
стоверность различий оценивалась с исполь-
зованием непараметрического критерия Уил-
коксона–Манна–Уитни (р ≤ 0,05).

результаты и обсуждение

Различия в содержании белка в скелетных 
мышцах молоди лосося разных возрастов не-
значительные (рис. 2).

Рис. 1. Спутниковая фотография Собачьего порога (из Google earth). Стрелками обозначено направление 
стрежня потока воды

Рис. 2. Содержание белка в скелетных мышцах молоди (0+, 1+, 2+) лосося из р. Варзуга (Собачий порог), 
p ≤ 0,05
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Активность аспартатной протеиназы лизо-
сом – катепсина D в скелетных мышцах молоди 
лосося возраста 1+ и 2+ (пестрятки) достовер-
но снижена по сравнению с сеголетками (0+) 
в 3–5 раз (рис. 3). При этом активность цисте-
иновой протеиназы лизосом – катепсина В по-
вышается в 3–5 раз в процессе развития моло-
ди лосося от сеголеток (0+) до пестряток (2+) 
(рис. 4). 

На ранних этапах развития (сеголетки 0+), 
когда молодь первого года жизни адаптирует-
ся к внешней среде обитания, для ее активно-
го роста и дальнейшего развития лосося очень 
важен интенсивный протеолиз [Bohley, 1987; 
Лысенко и др., 2011]. Сравнительно высокая 
активность основной эндопротеиназы лизо-
сом – катепсина D у сеголеток на данном эта-
пе развития свидетельствует о ведущей роли 
именно этого фермента в полной деградации 
белка, необходимого для обеспечения ами-
нокислотами и пептидами ранних сеголеток, 
у которых через три месяца после выклева за-
вершается переход на экзогенное питание (от 
стадии личинки к стадии малька). Известно, 
что основная функция катепсина D заключа-
ется в полном протеолизе белковых молекул 

до дипептидов и аминокислот [Bohley, 1987], 
но не в регуляторных реакциях ограниченно-
го протеолиза.

При этом активность катепсина В возраста-
ет по мере развития молоди лосося от стадии 
0+ (сеголетки) до стадии 2+ (пестрятки). Срав-
нительно более высокая активность катепсина 
В у годовиков молоди лосося (2+) может ука-
зывать на интенсификацию лизосомального 
протеолиза с участием цистеиновых протеиназ 
в связи с усилением темпов роста молоди. Из-
вестно [Дин, 1980; Bohley, 1987], что функция 
катепсина В связана не только с участием в ре-
акциях полной деградации белковой молеку-
лы, но также показана его роль в регуляторных 
реакциях, связанных с ограниченным протео-
лизом во множестве физиологических про-
цессов, особенно каскадных. Можно полагать, 
что высокая активность катепсина В у молоди 
лосося более старших возрастов отражает ве-
дущую роль этой протеиназы (наряду с каль-
цийзависимыми цистеиновыми протеиназами) 
в процесcах роста и развития. Не исключено, 
что на эти процессы может также оказывать 
влияние и изменение качественного состава 
пищи в рационе лососей, так как известно, что 

Рис. 3. Активность катепсина D в скелетных мышцах молоди (0+, 1+, 2+) лосося из р. Варзуга (Собачий порог), 
p ≤ 0,05

Рис. 4. Активность катепсина В в мышцах молоди (0+, 1+, 2+) лосося из р. Варзуга (Собачий порог), p ≤ 0,05
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двухлетки в возрасте 1+ начинают питаться бо-
лее крупными беспозвоночными, что приводит 
к различиям в составе пищи, наблюдаемым 
между сеголетками (0+) и пестрятками (воз-
раста 1+ и старше) [Шустов, 1983].

Разнонаправленный характер измене-
ния активности исследуемых катепсинов 
у молоди разных возрастов может отражать 
их независимую генетическую регуляцию 
в онтогенезе, как это было показано для крыс 
[Messina et al., 1980]. Ранее в наших исследо-
ваниях [Немова, Высоцкая, 2004] при срав-
нительном изучении активности катепсинов 
В и D в икре лосося в процессе эмбрионально-
го развития также был показан разнонаправ-
ленный характер изменения активности этих  
катепсинов.

Заключение

Таким образом, в процессе роста 
и раннего развития атлантического лосося от 
возраста 1+ до возраста 2+ и 3+ обнаружено 
разнонаправленное изменение активности 
основных протеиназ лизосом в мышцах 
(повышение активности катепсина В и снижение 
активности катепсина D), что указывает на 
специфичный характер участия этих гидролаз 
во внутриклеточном протеолизе у молоди ис-
следуемых рыб.

Работа выполнена при финансовой под-
держке гранта Российского научного фонда 
№ 14-24-00102.
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аКТиВносТь лиЗосомальныХ нуКлеаЗ у молоди 
лососЯ sALMo sALAR L. раЗныХ ВоЗрасТныХ груПП

е. а. Вдовиченко, р. у. Высоцкая, д. а. ефремов, а. е. Веселов
Институт биологии Карельского научного центра РАН

К настоящему времени во всем мире из-за ухудшения экологической обстанов-
ки, загрязнения рек промышленными и бытовыми сточными водами, а также не-
рационального промысла произошло снижение запасов атлантического лосося. 
На Северо-Западе России одной из немногих рек, где сохранилось естественное 
воспроизводство этого ценнейшего промыслового вида, является река Варзуга 
(Мурманская обл.). Для разработки стратегии устойчивого сохранения популя-
ций лосося следует вести мониторинг с целью поддержания стабильных условий 
обитания в экосистеме реки. Известно, что ферменты, участвующие в белковом, 
энергетическом и углеводном обмене, являются достаточно информативными по-
казателями процессов роста, развития и адаптации рыб к изменениям окружаю-
щей среды. Наряду с вышеперечисленными параметрами для оценки состояния 
водных экосистем используются лизосомальные гидролазы, в том числе кислые 
нуклеазы, принимающие участие в компенсаторных перестройках нуклеинового 
и тесно связанного с ним белкового обмена. В работе исследовалась активность 
лизосомальных нуклеаз (РНКазы, ДНКазы) в мышцах атлантического лосося Salmo 
salar L. разных возрастных групп (0+, 1+, 2+) из русла р. Варзуги (Собачий порог). 
Показано, что активность изученных ферментов и содержание белка в скелетных 
мышцах рыб линейно увеличивались при переходе от одной возрастной группы 
к другой и были максимальными у двухгодовиков. Абсолютные значения активно-
сти лизосомальной РНКазы были несколько выше, чем ДНКазы. Полученные дан-
ные свидетельствуют об активном участии лизосомальных нуклеаз в адаптивных 
реакциях молоди лосося в постэмбриональном развитии, что выражается в первую 
очередь в интенсификации процессов биосинтеза белка. Сделан вывод о том, что 
условия обитания в р. Варзуге являются благоприятными для роста и развития мо-
лоди атлантического лосося.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: лизосомальные нуклеазы; раннее развитие; лосось Salmo 
salar L.; р. Варзуга.

E. A. Vdovichenko, R. U. Vysotskaya, D. A. Efremov, A. E. Veselov. THE 
ACTIVITY OF LYSOSOMAL NUCLEASES IN DIFFERENT AGE GROUPS OF 
SALMON, sALMo sALAR L.

Deterioration of the environment, pollution of rivers by industrial and domestic waste-
waters, as well as unsustainable fisheries have caused Atlantic salmon, Salmo salar L., 
stocks to decline all over the world. One of the few rivers in Northwest Russia which has 
retained the natural reproduction of this highly valuable commercial species is the Varzuga 
River (Murmansk Region). Monitoring is required to work out the strategy for sustainable 
conservation of salmon populations, which implies maintenance of stable living condi-



93

Введение

Известно, что формирование популяций 
рыб является результирующей процессов 
размножения, роста, полового созревания 
и смертности [Залепухин, 2008]. Одним из по-
казателей, отражающих значимость эмбри-
онального и постэмбрионального развития 
для численности поколений, является разно-
качественность рыб на ранних этапах онтоге-
неза [Дех ник, 1985]. При изучении популяций 
рыб в их естественной среде обитания обычно 
оцениваются темпы роста, увеличение мас-
сы и длины, которые демонстрируют степень 
адаптации к экологическим условиям. На кле-
точном уровне общую тенденцию адаптивных 
изменений у молоди рыб отражают такие па-
раметры, как активность ферментов, участвую-
щих в белковом, углеводном и энергетическом 
обмене. Достаточно информативными являют-
ся показатели соотношения РНК/ДНК, уровня 
экспрессии генов тяжелой цепи миозина и ци-
тохром с оксидазы [Павлов и др., 2007]. Такой 
биохимический параметр, как активность ли-
зосомальных нуклеаз, может служить дополни-
тельным критерием процессов роста, развития 
и адаптации рыб к изменяющимся факторам 
среды обитания, поскольку лизосомы играют 
важную роль на протяжении всего онтогенеза 
рыб. Они принимают участие в различных ме-
таболических процессах, связанных с гамето-
генезом, оплодотворением, эмбриогенезом, 
выклевом личинок и их последующим постэм-
бриональным развитием [Высоцкая, Немова, 
2008; Lanes et al., 2009; Биота…, 2012].

Атлантический лосось обитает в морских 
и пресных водоемах северного полушария в бас-
сейне Атлантического океана и является одним 

из ценнейших промысловых видов. В последние 
годы на севере России ухудшение экологичес-
кой обстановки и загрязнение водоемов быто-
выми и промышленными сточными водами, не-
рациональный и бесконтрольный вылов привели 
к значительному спаду объемов вылова лосося 
в регионе. Считается, что крупнейшая в Европе 
популяция атлантического лосося, где естест-
венное воспроизводство этого вида еще сохра-
нилось, обитает в р. Варзуга [Калюжин, 2003].

Целью данной работы являлось изучение 
динамики активности лизосомальных нуклеаз 
(РНКазы и ДНКазы) в мышцах атлантического 
лосося из р. Варзуги (Собачий порог) в процес-
се развития молоди разных возрастных групп.

материалы и методы

В качестве объекта исследования была вы-
брана молодь лосося Salmo salar L. разных 
возрастных групп (0+, 1+, 2+). В каждой груп-
пе исследовано от 5 до 7 экземпляров. Пробы 
отбирали осенью 2014 г. из основного рус-
ла р. Варзуга (Собачий порог), относящейся 
к бассейну Белого моря. Собачий порог яв-
ляется мелководным, со средней глубиной 
0,35–0,65 м. Длина порога составляет око-
ло 600 м, ширина варьирует в пределах 120–
160 м. Скорость течения изменяется в преде-
лах 0,5–1,2 м/с. По гидрохимическим харак-
теристикам вода имеет слабощелочную среду 
(рH 8,42) и температуру 6,2 °C. Грунт преиму-
щественно валунный с отдельными галечными 
участками, есть глыбы. На пороге ежегодно 
происходит нерест производителей атланти-
ческого лосося и обитает молодь разных воз-
растных групп: 0+, 1+, 2+, 3+. Встречаются кар-
ликовые самцы в возрасте 4+ и 5+. Плотность 

tions in the river ecosystem. Enzymes involved in the protein, energy and carbohydrate 
metabolism are quite informative indicators of fish growth, development and adaptation 
to environmental changes. In addition to the parameters mentioned above, the status of 
aquatic ecosystems is assessed using lysosomal hydrolases, including acid nucleases 
involved in compensatory transformations of the nucleic metabolism and the closely re-
lated protein metabolism. The activity of lysosomal nucleases (RNAse, DNAse) in mus-
cles in different age groups (0+, 1+, 2+) of juvenile Atlantic salmon from the Varzuga River 
(Sobachiy rapid) was investigated in the present study. The activity of the enzymes and 
the protein content in skeletal muscles were shown to increase linearly with age, reaching 
a maximum in 2-year-old salmon. The absolute values of lysosomal RNAse activity were 
slightly higher than DNAse activity. These data indicate that lysosomal nucleases actively 
participate in early post-embryonic adaptive reactions in juvenile salmon, which appear, 
first of all, in an intensification of protein biosynthesis. The conclusion was drawn that the 
living conditions in the Varzuga are favorable for the growth and development of juvenile 
Atlantic salmon.

K e y w o r d s: lysosomal nucleases; early stages of development; salmon Salmo salar L.; 
Varzuga River.
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особей всех возрастов варьирует в пределах 
22–54 экз./100 м2 (0,7 экз./м2). Осенью при 
снижении обилия дрифта пестрятки переходят 
на частичное питание донными организмами 
с грунта и прикрепленными к водной расти-
тельности личинками ручейников и моллюсков, 
доминирующих в это время года в составе бен-
тоса [Шустов и др., 2012].

Cбор проб осуществляли методом электро-
лова. Затем мальков выдерживали в течение 
суток в русловых садках для снятия эффекта 
воздействия электрического поля.

Рыбу доставляли в лабораторию в заморо-
женном состоянии в сосудах Дьюара и хранили 
при температуре –80 °С. Мышцы для анализа 
отбирали непосредственно в день определения 
биохимических показателей. Из навески тканей 
готовили 10%-е гомогенаты на 0,25 М раство-
ре сахарозы с добавлением 0,001 М раствора 
ЭДТА и 0,1%-го раствора неионного детер-
гента тритона Х-100, затем центрифугирова-
ли при 10 000 g и температуре +4 °С в течение 
30 мин. В полученном супернатанте определя-
ли активность лизосомальных нуклеаз и содер-
жание белка.

Определение активности РНКазы (КФ 
3.1.4.23) и ДНКазы (КФ 3.1.4.6) проводи-
ли по методам А. П. Левицкого и др. [1973] 
и А. А. Покровского с соавт. [Покровский, Арча-
ков, 1968]. В качестве субстратов использовали 
0,1%-е растворы РНК и ДНК на 0,2 М растворе 
ацетатного буфера (pH 5,2 и 5,0 соответствен-
но). Принцип методов основан на способности 
нуклеаз расщеплять соответствующие нукле-
иновые кислоты на низкомолекулярные фраг-
менты, количество которых определяли спект-
рофотометрически при 260 нм после осажде-
ния нерасщепленных нуклеиновых кислот и их 
крупных фрагментов 0,5 М раствором хлорной 
кислоты и 0,25%-м раствором уранилацета-
та в 0,5 М растворе хлорной кислоты (для ДНК 
и РНК соответственно). Активность ферментов 
выражали в условных единицах ΔD260 в расчете 
на 1 мг белка за единицу времени. Содержание 
белка в пробах определяли по методу Лоури 
[Биохимические методы…, 1969].

Полученные данные обработаны статисти-
чески с помощью Microsoft Office Excel 2007. 
Результаты представлены в виде средних и их 
ошибок (М ± m). Достоверность различий оце-
нивалась по непараметрическому критерию U 
Вилкоксона–Манна–Уитни при уровне значи-
мости р ≤ 0,05 [Гублер, Генкин, 1969].

Работа выполнена на приборно-аналитичес-
кой базе центра коллективного пользования 
научным оборудованием Института биологии 
КарНЦ РАН.

результаты

Результаты исследования показали, что ак-
тивность изученных ферментов существенно 
зависела от возраста рыб. Так, активность ли-
зосомальной РНКазы в мышцах молоди лосо-
ся линейно возрастала при переходе от воз-
растной группы 0+ к 2+ (рис. 1). Активность 
кислой ДНКазы в мышцах пестряток (1+ и 2+) 
также была достоверно выше, чем у сеголеток 
(0+) (рис. 2). При этом абсолютные значения 
 ДНКазной активности были несколько ниже 
 РНКазной. Содержание белка было практичес-
ки одинаковым у рыб в возрасте 1+ и 2+ и на 
35–48 % (р < 0,05) превышало соответствую-
щий показатель у сеголеток (рис. 3).

обсуждение

Лизосомы обладают широким набором 
гидролаз, активных при кислых значениях рН 
и способных осуществлять гидролитическое 
расщепление практически всех сложных ве-
ществ и биополимеров, из которых построена 
живая материя [Покровский, Тутельян, 1976]. 
Одними из важнейших макромолекул являются 
нуклеиновые кислоты, отвечающие за передачу 
и хранение наследственной информации, а так-
же ее реализацию в ходе процесса трансляции, 
т. е. биосинтеза белка в организме [Спирин, 
2001; Bashan, Yonath, 2008]. Кислые нуклеазы 
(РНКаза и ДНКаза) участвуют в расщеплении 
межнуклеотидных фосфодиэфирных связей 
в молекулах РНК и ДНК [Покровский, Тутельян, 
1976; Высоцкая, Немова, 2008; Pizzo et al., 2008].

Результаты исследования показывают, что 
изменения в активности изученных фермен-
тов носят сходный характер при переходе от 
сеголеток (0+) к пестряткам (1+, 2+), при этом 
максимальный уровень ферментативной актив-
ности выявлен у двухгодовиков. Следует пред-
положить, что линейно повышающийся уровень 
активности лизосомальной РНКазы и ДНКазы 
в мышцах атлантического лосося связан с ин-
тенсификацией процессов биосинтеза белка 
в организме. Это можно подтвердить данными 
по уровню содержания белка у рыб разных воз-
растных групп. В более ранних работах по изу-
чению активности лизосомальных ферментов 
у молоди лосося было установлено, что актив-
ность кислой фосфатазы – фермента-маркера 
лизосом, принимающего участие в липидном 
и углеводном обмене, а также щелочной фос-
фатазы – одного из показателей интенсивнос-
ти роста рыб, возрастали в процессе взросле-
ния организма [Высоцкая и др., 2005]. Высокая 
активность лизосомальной фосфатазы говорит 



95

о большом количестве лизосом, содержащих 
ферменты, необходимые для расщепления 
полимерных компонентов в клетке, в том чис-
ле нуклеиновых кислот [Немова, Высоцкая, 
2004]. Образующиеся продукты гидролиза ис-
пользуются для пластических и энергетических 
нужд растущего организма, что способствует 

успешным перестройкам метаболизма, свя-
занным с переходом мальков от одной стадии 
развития к другой. Все это указывает на то, что 
условия обитания молоди лосося (темпера-
тура воды, скорость течения, кормовая база) 
способствуют ускоренным темпам роста и раз-
вития особей. Стоит отметить, что активность 

Рис. 1. Активность РНКазы в мышцах молоди лосося из Собачьего порога р. Варзуга. Здесь и далее: *стати-
стически достоверные отличия (p ≤ 0,05)

Рис. 2. Активность ДНКазы в мышцах молоди лосося из Собачьего порога р. Варзуга

Рис. 3. Содержание белка в мышцах молоди лосося из Собачьего порога р. Варзуга
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лизосомальной ДНКазы была несколько ниже, 
чем РНКазы, что, по всей видимости, обуслов-
лено большей интенсивностью метаболизма 
РНК и, соответственно, усилением процессов 
биосинтеза белковых молекул.

Заключение

Таким образом, в результате исследований 
обнаружено сходное повышение активности 
лизосомальных нуклеаз (РНКазы и ДНКазы) 
в мышцах молоди лосося (0+, 1+, 2+), обитаю-
щей в р. Варзуга (Собачий порог) в процессе 
взросления особей. Лизосомальные фермен-
ты, в том числе кислые нуклеазы, осуществляют 
деградацию выполнивших свои функции био-
полимеров, тем самым обеспечивая организм 
компонентами для синтеза новых нуклеиновых 
кислот, принимающих участие в биосинтезе не-
обходимых на новом этапе развития белковых 
веществ. Синтезированные белки используют-
ся не только для построения структур и тканей 
молоди рыб, но и выполняют каталитическую 
и регуляторную функции в организме. Получен-
ные данные позволяют сделать вывод о том, что 
условия обитания в основном русле р. Варзуги 
являются благоприятными и способствуют ус-
коренному темпу роста атлантического лосося.

Работа выполнена при финансовой под-
держке гранта Российского научного фонда 
№ 14-24-00102 (проект «Лососевые рыбы Се-
веро-Запада России: эколого-биохимические 
механизмы раннего развития»).
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ВлиЯние КомБиКормоВ раЗличного сосТаВа 
на росТоВые Процессы радуЖной Форели 
РARAsALMo MYKIss (WALBAUM, 1792)

о. Б. Васильева1, м. а. назарова2,  П. о. рипатти1 , н. н. немова1

1 Институт биологии Карельского научного центра РАН
2 Вологодский государственный университет

Данная работа была проведена для оценки влияния комбикормов различного со-
става на темпы роста радужной форели Parasalmo mykiss (Walbaum, 1792). В тече-
ние восьми месяцев в форелевом хозяйстве, расположенном на Ладожском озере 
(Республика Карелия, Россия), проводился эксперимент: три группы рыб, не раз-
личающихся морфо-генетическими особенностями, возраста 1+ (первоначальная 
масса рыб 110 г), культивировали на различных комбикормах. Для эксперимен-
та были выбраны три комбикорма, наиболее часто используемые форелеводами 
Северо-Запада России и различающиеся уровнем белка, структурных липидов 
и жирных кислот. С марта по ноябрь форель групп № 1 и № 2 выращивали, используя 
комбикорма № 1 и № 2 соответственно. В конце июня форель группы № 2 случай-
ным образом разделили на две группы, одну из которых – группу № 2 – продолжили 
кормить комбикормом № 2, а вторую группу – № 3 – перевели на корм другого про-
изводителя (комбикорм № 3). В комбикормах было проанализировано содержание 
общего белка, липидов и жирных кислот. Кроме того, на третьей неделе каждого 
месяца эксперимента проводили промеры радужной форели (по 50 особей в каж-
дой группе) и ежемесячно оценивали смертность рыб. Установлено, что динамика 
прироста длины и массы радужной форели зависела от режима кормления рыб. 
Показаны различия в приросте массы и темпах роста у трех групп рыб. Выявлено, 
что применение комбикормов с более высоким уровнем структурных компонен-
тов (белок, фосфолипиды и холестерин), а также ω3 полиненасыщенных жирных 
кислот (комбикорма № 1 и № 3) способствовало наибольшей активности ростовых 
процессов у радужной форели (группы № 1 и № 3 соответственно).

К л ю ч е в ы е  с л о в а: аквакультура; темп роста; белок; липиды; полиненасыщен-
ные жирные кислоты.

O. B. Vasil`eva, M. A. Nazarova,  P. O. Ripatti , N. N. Nemova. EFFECT 
OF DIFFERENT DIETS ON GROWTH PERFORMANCE IN RAINBOW TROUT, 
PARAsALMo MYKIss (WALBAUM, 1792)

The present study aimed to evaluate the effect of different formula feeds on the growth 
performance in rainbow trout, Parasalmo mykiss (Walbaum, 1792). The eight months 
feeding experiment in a fish farm in Lake Ladoga (Republic of Karelia, Russia) was con-
ducted to investigate the effects of different diets on the growth rate in three genetically 
similar and homogeneous groups of juvenile rainbow trout aged 1+ (initial body weight 
110 g). Three commercial formula feeds often used in fish farms in Northwest Russia and 
with different levels of protein, structural lipids and fatty acids were used. From March to 
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Введение

Решение вопросов рационального исполь-
зования ресурсов внутренних водоемов отно-
сится к числу важнейших актуальных направ-
лений современной биологии, включающих 
исследования в области ихтиологии, гидро-
биологии, физиологии, биохимии. Снижение 
вылова ценных видов рыб из естественных 
водоемов компенсируется их интенсивным 
выращиванием в искусственных услови-
ях, в большей степени в морских акваториях 
[Emre et al., 2007; FAO, 2009]. В то же время 
наличие большого количества глубоководных 
озер с чистой водой на северо-западе Рос-
сии позволяет развивать садковое рыбовод-
ство радужной форели в открытых пресных  
водоемах.

Для реализации основной задачи фореле-
вых хозяйств, связанной с получением товар-
ной продукции за максимально короткий пе-
риод времени, в качестве источника пищи ис-
пользуют искусственные корма. Численность 
садковых хозяйств в последнее десятилетие 
резко возросла, в связи с чем увеличилась по-
требность в кормах, что привело к резкому де-
фициту сырья для их производства [FAO, 2008; 
Hua, Bureau, 2009]. Комбикорма для аквакуль-
туры лососевых рыб производят преимущест-
венно из отходов промыслового рыболовства. 
Экономически обоснованным альтернативным 
источником сырья служат продукты раститель-
ного происхождения (масла, протеин гороха, 
глютелин кукурузы и другие), которые, однако, 
не соответствуют кормовой базе хищных рыб 
из природных водоемов.

Состав пищи в первую очередь влияет на 
метаболизм рыб, который определяет интен-
сивность их роста и развития, а также качество 
реализуемой форелеводами продукции [Ruyter 
et al., 2010; Yun et al., 2011]. В настоящее время 
активно изучается влияние различных составов 

комбикормов на морфометрические и физио-
лого-биохимические характеристики культи-
вируемых рыб, особенно лососевых, однако 
эти вопросы остаются все еще слабоизучен-
ными [Tocher, 2003; Brown et al., 2010]. Целью 
настоящей работы было определение влияния 
комбикормов разного состава на темп роста 
радужной форели Рarasalmo mykiss (Walbaum, 
1792).

материалы и методы

Исследование проводилось на базе непол-
носистемного форелевого хозяйства, распо-
ложенного в северной части Ладожского озера 
(61°42ʹ15ʺ с.ш., 31°0ʹ27ʺ в.д.) (Республика Ка-
релия, Россия). Изучены три группы неполо-
возрелых самок радужной форели Рarasalmo 
mykiss (Walbaum, 1792) в возрасте 1+, не разли-
чающихся морфо-генетическими особенностя-
ми и культивированных в одинаковых условиях 
на разных комбикормах. В эксперименте при-
менялись три вида коммерческих комбикормов 
(с одинаковыми кормовыми коэффициентами), 
наиболее часто используемые форелеводами 
Северо-Запада России. Рыб из одного садка, 
питающихся комбикормом № 1, в марте разде-
лили на две группы (№ 1 и № 2) и культивирова-
ли их на комбикормах № 1 и № 2 соответствен-
но. В конце июня форель группы № 2 случайным 
образом разделили на две группы (№ 2 и № 3), 
одну из которых – группу № 2 – продолжили 
кормить комбикормом № 2, а вторую группу – 
№ 3 – перевели на корм другого производителя 
(комбикорм № 3). Рыб выращивали в близко-
расположенных садках с целью нивелирования 
неконтролируемых факторов. В третьей декаде 
каждого месяца проводили промеры групп рыб 
(по 50 особей в каждой группе) и фиксировали 
пробы кормов на биохимический анализ. В свя-
зи с длительным периодом исследования дваж-
ды провели смену фракции кормов, при этом 

November groups 1 and 2 were fed commercial diets 1 and 2, respectively. Late in June 
group 2 was randomly divided into two subgroups (groups 2 and 3). Group 2 remained 
on diet 2, whereas group 3 was fed diet 3 (formula feed by a different manufacturer). 
The contents of dietary protein, lipids and fatty acids were analyzed in the feeds. In ad-
dition, the body weight, body length and mortality of the fish (50 specimens from each 
group) were measured on the third week of each month of the experiment. The dynamic 
of linear growth and weight gain in the rainbow trout was found to depend on the fish 
feeding schedule. Weight gain and growth rate in the three groups of fish were different. 
Overall, the study established that a diet with a high level of dietary protein, structural lip-
ids (phospholipids, cholesterol) and ω3 polyunsaturated fatty acids (diets 1 and 3) leads 
to a higher growth rate in rainbow trout (groups 1 and 3, respectively).

K e y w o r d s: aquaculture; growth performance; protein; lipids; polyunsaturated fatty ac-
ids.
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марка комбикорма осталась прежней. С мар-
та по июнь форель кормили кормами фракции 
А, размер гранул составлял 3 мм в диаметре; 
1 июля произошла замена корма на фракцию 
В (4,5 мм); после 1 сентября рыб кормили ком-
бикормами фракции С (6 мм).

Оценку длины, массы, прироста массы 
и длины радужной форели, наполненности ки-
шечника, смертности рыб проводили по мето-
дике И. Ф. Правдина [1966] с учетом рекомен-
даций М. В. Мины с соавт. [Мина, Клевезаль, 
1976], Л. П. Рыжкова и др. [2000]. В комбикор-
мах определяли общий белок, липиды (струк-
турные и запасные) и жирные кислоты общих 
липидов. Концентрацию белка оценивали по 
содержанию азота в пробе, полученного пу-
тем сжигания навески корма в колбе Кьельда-
ля [Филиппович и др., 1975]. Для анализа ли-
пидного состава кормов пробы фиксировали 
смесью Фолча (хлороформ : метанол в соот-
ношении 2 : 1 по объему). Разделение общих 
липидов проводили методом тонкослойной 
хроматографии восходящим способом в сис-
теме растворителей: петролейный эфир : ди-
этиловый эфир : уксусная кислота (в соотно-
шении 90 : 10 : 1 по объему) при комнатной 
температуре [Шталь, 1965]. Концентрацию ис-
следуемых липидных параметров определяли 
спектрофотометрическими методами [Сидо-
ров и др., 1972; Engelbrecht et al., 1974]. Фрак-
ционирование фосфолипидов осуществляли 
с помощью высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. Подвижная фаза (элюент) 
состояла из смеси растворителей: ацетонит-
рил : гексан : метанол : фосфорная кислота 
(918 : 30 : 30 : 17,5 по объему). Обработка хро-
матограмм проводилась с помощью компью-
терной программы «Мультихром-Аналитик, 
v. 1.5». Для анализа жирнокислотного состава 
комбикормов выделенные липиды подверга-
ли прямому метилированию [Цыганов, 1971]. 
Полученные метиловые эфиры жирных кислот 
разделяли на хроматографе «Кристалл 5000» 
(«Хроматек», Йошкар-Ола). Идентификацию 
жирных кислот проводили сопоставлением 
времени выхода пиков экспериментально-
го образца и метчиков, а также путем расче-
та эквивалента длины цепи и сравнением его 
с табличными данными [Jamieson, 1975], ко-
личественный анализ осуществляли при по-
мощи компьютерной программы «Программа 
подсчета хроматограмм». Полученные данные 
обрабатывали общепринятыми статистически-
ми методами [Елисеева, 2007]. Исследования 
выполнены на научном оборудовании ЦКП НО 
Института биологии КарНЦ РАН.

результаты и обсуждение

Интенсивность ростовых процессов радуж-
ной форели во многом определяется составом 
кормов, которые используются при ее выращи-
вании. Для активного роста и развития куль-
тивируемых рыб необходим высокий уровень 
белка в корме, который должен использовать-
ся именно для пластического обмена, а не для 
энергозатрат организма. Включение в корм со-
ответствующих небелковых источников энер-
гии, таких как липиды, позволяет оптимизи-
ровать химический состав кормов, поскольку 
липиды помимо энергетической выполняют 
в организме рыб ряд других жизненно важных 
функций: структурообразующую, регуляторную 
и прочие, к тому же они служат предшественни-
ками многих биологически активных веществ, 
в том числе и гормонов [Крепс, 1979; Toch-
er, 2003].

Проведен анализ содержания общего 
белка и полного липидного состава кормов 
№№ 1, 2, 3 различных фракций (A, B и C) для 
аквакультуры радужной форели; полученные 
результаты представлены в таблице 1. Фрак-
ции корма № 1 отличались от соответствующих 
фракций других исследованных кормов высо-
ким уровнем белка, холестерина, фосфати-
дилхолина, насыщенных жирных кислот, ω9 по-
линенасыщенных жирных кислот (ПНЖК) (см. 
табл. 1). Для комбикорма № 2, по сравнению 
с другими исследованными комбикормами, 
характерна более высокая концентрация триа-
цилглицеринов (ТАГ), лизофосфатидилхолина, 
сфингомиелина, ω6 ПНЖК и низкая – холесте-
рина (ХС) и ω3 ПНЖК (см. табл. 1). Отличитель-
ной особенностью комбикорма № 3 являлось 
высокое содержание фосфатидилэтаноламина 
(см. табл. 1).

В данном исследовании установлены раз-
личия не только между кормами разных про-
изводителей, но и между фракциями одного 
комбикорма, однако последние были менее 
выражены (см. табл. 1). Во всех исследованных 
комбикормах уровень ТАГ увеличился в ряду 
фракций кормов А-В-С, а концентрация холес-
терина (ХС), напротив, снижалась (см. табл. 1). 
При производстве различных фракций кормов 
учитываются возрастные особенности мета-
болизма лососевых. У молоди форели активно 
протекает пластический обмен, поэтому при 
изготовлении кормов для данной группы рыб 
используют источники сырья животного проис-
хождения с высоким уровнем структурных ком-
понентов (белок, холестерин, фосфолипиды 
(ФЛ)). В то время как для возрастных особей 
характерно накопление липидов в тканях и для 
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них выпускают более калорийные комбикорма, 
включающие в свой состав растительные масла 
[Остроумова, 2001; Щербина, Гамыгин, 2006].

Низкий уровень структурных липидов (ФЛ 
и ХС) в корме № 2 (фракции В и С) по сравнению 

с аналогичными фракциями других изученных 
комбикормов (см. табл. 1) может быть связан 
с их длительным периодом хранения (более 
четырех месяцев). Ранее в наших исследовани-
ях было показано [Назарова и др., 2010, 2013; 

Таблица 1. Содержание белка (% сухой массы), липидных компонентов (% сухой массы) и некоторых жирных 
кислот общих липидов (% от суммы жирных кислот) в комбикормах

Комбикорм, № 1 2 3
Фракция A B С A B C B C
Общий белок 50,4 51,3 49,7 46,4a 42,7a, d 40,8a, e 43,1 41,3
Общие липиды 19,7 20,2 20,4 22,3a 25,2a, d 28,2a, e 24,3b 26,3b, c, e

Фосфолипиды 4,2 4,1 4,1 4,5 2,3a, d 2,7a 4,7b, c 4,8b, c

Триацилглицерины 12,1 13,2d 13,4 14,7a 19,8a, d 22,1a, e 15,9b, c 17,4b, c, e

Эфиры холестерина 0,4 0,5 0,5 1,3a 1,6a 1,8a 1,8b, c 2,1b, c

Холестерин 2,9 2,5d 2,4 1,8a 1,5a, d 1,5a 1,9b, c 2,0b, c

Фосфатидилэтаноламин 1,5 1,5 1,5 1,1a 0,3a, d 0,4a, e 2,1b, c 2,3b, c

Фосфатидилхолин 2,3 2,1 2,1 2,8a 1,5a, d 1,8a, e 2,1c 2,0
Лизофосфатидилхолин 0,05 0,04 0,05 0,16а 0,15a 0,12a 0,04c 0,04c

Сфингомиелин 0,02 0,02 0,02 0,15a 0,11a, d 0,11a 0,05b, c 0,06b, c

16:0 20,7 20,8 20,9 17,2a 16,0a, d 13,7a, e 14,3b, c 17,5b, c, e

Сумма насыщенных кислот 35,9 34,9 35,1 26,1a 25,1a 22,2a, e 22,4b, c 25,4b, c, e

18:1ω9 14,9 16,1d 15,5 25,3a 26,6a, d 24,5a, e 24,4b, c 16,6c, e

22:1ω9 0,9 0,7 0,8 4,2a 6,1a, d 6,6a 5,1b, c 5,2b, c

Сумма мононенасыщенных 
кислот 31,0 31,3 31,6 42,2a 42,5a 42,2a 45,3b, a 39,1b, c, e

Сумма ω9 ПНЖК 0,7 0,7 0,7 0,1a 0,2a, d 0,2a 0,3b, c 0,3b, c

18:2ω6 5,2 5,5 5,3 13,0a 16,4a, d 19,9a, e 8,3b, c 8,7b, c

20:4ω6 1,3 1,2 1,2 0,6a 0,4a, d 0,3a 0,4b 0,6b, c, e

Сумма ω6 ПНЖК 9,1 9,1 9,1 15,2a 17,6a, d 21,1a, e 10,0c 11,6b, c, e

18:3ω3 1,9 2,1 2,0 3,8a 3,6a 3,3a, e 2,9b, c 1,6c, e

20:5ω3 4,0 3,8d 3,9 4,2 4,2 4,0 6,3b, c 8,6b, c, e

22:6ω3 8,6 8,8 8,4 4,9a 4,2a, d 4,2a 7,8c 7,6b, c

Сумма ω3 ПНЖК 19,7 19,1 18,5e 15,2a 13,7a, d 13,5a 19,6c 21,3b, c, e

Сумма полиненасыщенных 
кислот 33,6 33,8 33,2 31,8 32,3 35,6a, d 32,3 35,6b, e

Примечание. a Различия достоверны при р ≤ 0,05 при сравнении кормов 1 и 2 соответствующих фракций; 
b различия достоверны при р ≤ 0,05 при сравнении кормов 1 и 3 соответствующих фракций; c различия до-
стоверны при р ≤ 0,05 при сравнении кормов 2 и 3 соответствующих фракций; d различия достоверны при 
р ≤ 0,05 при сравнении фракций А и В одного корма; e различия достоверны при р ≤ 0,05 при сравнении фрак-
ций В и С одного корма.
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Немова и др., 2011], что, несмотря на срок год-
ности продукта, указанный производителями 
комбикормов, составляющий шесть и более 
месяцев, уровень общих липидов и их отдель-
ных фракций в кормах уже после четырех меся-
цев хранения заметно снижался. Содержание 
триацилглицеринов при хранении значительно 
не изменялось, сохраняя общую калорийность 
кормов. Наибольшей деструкции подверга-
лись фосфолипиды комбикормов, что приводит 
к дефициту данного класса соединений в тка-
нях форели и, как следствие, к снижению тем-
пов роста рыб и ухудшению качества рыбной 
продукции для потребителя.

Ростовые процессы у гидробионтов зави-
сят от целого комплекса внешних и внутренних 
факторов, среди которых одним из наиболее 
значимых является трофический, поскольку 
состав пищи и степень ее доступности во мно-
гом определяет линейно-весовую разнокачест-
венность рыб [Дгебуадзе, 2001]. Трофические 
цепи гидробионтов формировались в тече-
ние длительного периода времени в процессе 
коэволюции, поэтому кормовая база рыб из 
природных водоемов имеет оптимальный хи-
мический состав для консументов [Pratoomyot 
et al., 2011]. В условиях аквакультуры форель 
выращивают на искусственных комбикормах, 
исходное сырье для производства которых 

должно максимально соответствовать естест-
венной пище рыб. Введение в состав корма 
нехарактерных для натурального питания ра-
дужной форели компонентов может оказать 
значительное воздействие на метаболизм рыб 
и, как следствие, привести к изменению их 
физиологического состояния и ростовых про-
цессов [Aslan et al., 1996; Blanchet et al., 2005; 
Zaman et al., 2008].

Период исследования данной работы охва-
тывал несколько этапов годового цикла рыб – 
переход от зимовального периода (март–май) 
к нагульному (июнь–сентябрь) и вновь к зи-
мовке (октябрь–ноябрь). Пищевое поведение 
рыб определялось сменой режима кормления, 
включающего в себя частоту подачи корма 
и его количество, которое было одинаково для 
всех трех групп форели (рис.). Абсолютное ко-
личество корма, вносимого в садки, постепен-
но увеличивалось с марта по июнь, а в июле, 
в связи с высокой температурой воды, кормле-
ние рыб было снижено (см. рис.).

Динамика прироста массы форели между 
изученными группами была одинакова и опре-
делялась режимом кормления – при переходе 
с зимовального периода на нагульный темпы 
прироста массы рыб возрастали, а с сентяб-
ря – снижались. Однако между группами рыб 
прирост массы форели различался (см. рис.) 

Таблица 2. Параметры роста радужной форели и смертность рыб

Дата Группа рыб (n=50), 
№ Длина рыб, см Масса рыб, г Прирост 

массы рыб
Прирост 

длины рыб
Отход рыб, 

шт.

26 марта
1 20,8 110
2 21,0 110

27 апреля
1 21,8 112 1,8 4,8 23
2 21,1 110a 0,4a 0,5a 31

25 мая
1 23,5 144 28,6 7,8 88
2 21,6a 140a 27,3 2,4a 94

27 июня
1 25,2 217 50,7 7,2 25
2 22,5a 205a 46,4a 4,2a 34

27 июля
1 27,1 354 63,1 15,5 86
2 25,3a 333a 62,4 12,4a 103
3 27,2c 367c 79,0b, c 16,4c 88

24 августа
1 31,1 683 81,2 14,1 22
2 27,6a 462a 38,7a 9,1a 41
3 29,6b, c 622b, c 69,5b, c 13,0b, c 34

25 сентября
1 34,7 947 60,9 15,3 16
2 31,8a 649a 40,5a 15,2 65
3 32,8b, c 824b, c 32,5b, c 10,8b, c 22

28 октября
1 36,1 1126 18,9 4,0 13
2 32,0a 742a 14,3a 0,6a 54
3 34,2b, c 971b, c 17,8c 4,3c 24

27 ноября
1 37,9 1436 27,5 4,9 22
2 32,1a 1098a 48,0a 0,3a 32
3 34,5b, c 1251bc 28,8c 0,9b, c 29

Примечание. a Различия достоверны при р ≤ 0,05 при сравнении рыб групп № 1 и № 2; b различия достоверны 
при р ≤ 0,05 при сравнении групп рыб № 1 и № 3; c различия достоверны при р ≤ 0,05 при сравнении групп 
рыб  № 2 и № 3.
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и зависел прежде всего от состава кормов, 
так как остальные условия культивирования 
рыб были одинаковыми. Темп роста рыб на-
прямую зависел от количества белка в корме. 
Наибольшее содержание общего белка было 
установлено в корме № 1 (см. табл. 1). При-
рост длины и массы рыб, которые культивиро-
вались на данном комбикорме, был выше по 
сравнению с группами рыб № 2 и № 3 (табл. 2; 
рис.). Однако для активного роста рыб не ме-
нее важна и липидная составляющая корма, 
содержание которой должно быть сбаланси-
ровано, поскольку сравнительно высокий уро-
вень липидов приводит к ожирению рыб, а де-
фицит отрицательно сказывается на их росте 
и развитии [Carter, 2003; Gümüş, İkiz, 2009]. 
Оптимальным для лососевых рыб возраста 1+ 
считается содержание липидов в корме около 
20 % сухой массы [Остроумова, 2001]. В кор-
мах № 2 и № 3 уровень общих липидов несколь-
ко превышал данное значение (см. табл. 1). 
Кроме количества липидов в корме важную 
роль играет и их качественный состав. Наи-
большее значение имеет уровень структурных 
липидов (ФЛ и ХС) в корме, поскольку от их 
содержания зависит интенсивность пласти-
ческого обмена. Фосфолипиды и холестерин 
формируют биомембраны, выполняя не только 
структурообразующую функцию, но и участ-
вуя в регуляции активности мембраносвязан-
ных ферментов [Hochachka, Somero, 2002]; ХС 
также служит предшественником стероидных 
гормонов и других веществ, необходимых для 
развития организма [Tocher et al., 2008]. Высо-
кий уровень структурных компонентов в кормах 
№ 1 и № 3 (см. табл. 1) способствовал более ак-
тивному приросту массы рыб соответствующих  
групп.

На темп роста радужной форели влияет 
не только уровень ФЛ в корме, но и входящие 
в состав липидов полиненасыщенные жирные 
кислоты. ПНЖК играют важную роль в адапта-
ции мембранных структур клеток эктотермных 
организмов к изменениям условий внешней 
среды, являются предшественниками биоло-
гически активных соединений, таких как эй-
козаноиды, и выполняют ряд других важных 
функций [Hochachka, Somero, 2002; Bell et al., 
2006]. В организме радужной форели осущест-
вляется элонгация и десатурация жирных кис-
лот, поэтому ПНЖК могут синтезироваться из 
незаменимых кислот – линолевой 18:2ω6 и ли-
ноленовой 18:3ω3, содержание которых в ис-
следованных комбикормах соответствовало не-
обходимому, согласно некоторым рекоменда-
циям, уровню [Остроумова, 2001; Blanchard, 
2008]. Однако собственный синтез ПНЖК 

в организме рыб не восполняет их физиоло-
гически необходимое количество [Thanuthong 
et al., 2011], поэтому для нормального развития 
радужной форели необходим высокий уровень 
длинноцепочечных ПНЖК семейства ω3 (таких 
как эйкозапентаеновая 20:5ω3 и докозагексае-
новая 22:6ω3 кислоты) в комбикорме, которые 
способствуют активному росту рыб [Bell et al., 
2010]. Соответственно, меньший уровень длин-
ноцепочечных ПНЖК в корме № 2, по сравне-
нию с другими кормами, возможно, определял 
более низкий темп прироста длины и массы 
форели соответствующей группы (см. табл. 2). 
Недостаток поступления ПНЖК в организм рыб 
может послужить причиной не только снижения 
ростовых процессов форели, но и нарушения 
функциональной активности органов и тканей 
рыб, вплоть до гибели организма [Carter, 2003; 
Grisdale-Helland et al., 2008].

Одним из индикаторов состояния популя-
ции рыб является показатель их смертности. 
Больший отход рыб групп № 2 и № 3 по срав-
нению с группой № 1, возможно, связан с вы-
сокой долей эруковой 22:1ω9 кислоты в кормах 
№ 2 и № 3 (см. табл. 1 и 2). В настоящее вре-
мя вопрос о влиянии высокой концентрации 
эруковой кислоты в комбикорме на метабо-
лизм радужной форели является дискуссион-
ным. По мнению одной группы авторов [Collins 
et al., 2012; Randall et al., 2013], эруковая кис-
лота не оказывает значимого воздействия на 
физиолого-биохимические характеристики 
состояния рыб. Согласно другим литератур-
ным источникам [Sahasrabudhe, 1977; Tucker, 
Hargreaves, 2004], длительное употребление 
кормов, содержащих более 3 % эруковой кис-
лоты от суммы жирных кислот, может привести 
к нарушению процессов роста и развития рыб 
и их гибели. Также на уровень смертности фо-
рели, возможно, могло повлиять и повышенное 
содержание ТАГ в комбикормах № 2 и № 3 (см. 
табл. 1 и 2), поскольку потребление кормов 
с высоким уровнем триацилглицеринов (более 
20 % сухой массы) приводит к угнетению им-
мунной системы рыб и их физиологического 
состояния [Kjær et аl., 2009].

Заключение

Комбикорма для лососевых различаются 
между собой соотношением структурных и за-
пасных веществ, которое зависит от исходного 
сырья, используемого при производстве кор-
ма. В данной работе показано, что доля фос-
фолипидов, холестерина и полиненасыщенных 
жирных кислот в комбикормах одного произво-
дителя снижается с увеличением крупки корма. 
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Динамика прироста длины и массы радужной 
форели зависит от режима кормления рыб. По-
казаны различия в приросте массы и темпах 
роста у трех групп рыб за изученный период, 
которые обусловлены, вероятно, составом 
комбикормов, на которых они культивирова-
лись. Качество кормов определяет темп при-
роста длины и массы рыб, интенсивность кото-
рых зависит от содержания белка, структурных 
липидов и ω3 полиненасыщенных жирных кис-
лот в комбикормах.

Финансовое обеспечение исследования 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного 
задания № 0221-2014-0003, при финансо-
вой поддержке гранта Президента РФ НШ-
1410.2014.4 № г. р. 140121103350.

Работа выполнена на базе лаборатории эко-
логической биохимии Института биологии Ка-
рельского научного центра РАН.
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сосТаВ лиПидоВ В ПлаЗме КроВи ЗдороВыХ 
донороВ и БольныХ, имеЮЩиХ раЗные геноТиПы 
По -308G>A ПолиморФному марКеру гена TNF

л. В. Топчиева1, и. В. Курбатова1, и. е. малышева1, 
В. а. Корнева2, о. Ю. Барышева2, о. П. дуданова2

1 Институт биологии Карельского научного центра РАН
2 Петрозаводский государственный университет

Исследовано влияние замены гуанина на аденин в -308 позиции промотора гена 
TNF на состав липидов у здоровых и больных эссенциальной артериальной гипер-
тензией (ЭАГ), ревматоидным артритом (РА) и неалкогольным стеатогепатитом 
(НАСГ) доноров. Показано повышение уровня фактора некроза опухоли (TNFα) 
в плазме крови у больных людей по сравнению с донорами из контрольной группы, 
которое сопровождалось изменением содержания триглицеридов, холестерина 
липопротеинов высокой и низкой плотности у больных эссенциальной артериаль-
ной гипертензией и неалкогольным стеатогепатитом. Выявлено влияние геноти-
па по полиморфному маркеру -308G>A гена TNF на уровень общего холестери-
на в плазме крови у больных НАСГ и на содержание холестерина липопротеинов 
высокой плотности у пациентов с ЭАГ. В контрольной группе и у пациентов с РА 
не обнаружено достоверных отличий уровня липидов у носителей разных геноти-
пов по изучаемому маркеру. Результаты исследования свидетельствуют о влия-
нии -308G>A полиморфизма гена TNF на состав липидов плазмы крови, однако не 
позволяют четко говорить о том, какая именно аллель обладает проатерогенны-
ми свойствами.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: фактор некроза опухоли альфа; полиморфизм гена; состав 
липидов; эссенциальная артериальная гипертензия; ревматоидный артрит; неал-
когольный стеатогепатит.

L. V. Topchieva, I. V. Kurbatova, I. E. Malysheva, V. A. Korneva, 
O. Yu. Barysheva, O. P. Dudanova. THE LIPID PROFILE IN HEALTHY 
DONORS AND PATIENTS WITH DIFFERENT GENOTYPES OF THE 
-308G>A POLYMORPHIC MARKER OF THE TNF GENE

The effect of the substitution of guanine with adenine at position -308 in the TNF gene 
promoter on the lipid profile in healthy donors and patients with essential hypertension 
(EH), rheumatoid arthritis (RA) and non-alcoholic steatohepatitis (NASH) was studied. 
A rise of the tumor necrosis factor (TNFα) level in the blood plasma of patients as com-
pared to donors from the control group was shown. It was accompanied by a change 
in the levels of triglycerides, high-density and low-density lipoprotein cholesterol in the 
blood plasma of patients with essential hypertension and non-alcoholic steatohepatitis. 
The effect of the genotype of the polymorphic marker -308G>A of the TNF gene on the 
level of total cholesterol in the blood plasma of patients with NASH and on the level of 
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Введение

Известно, что при ряде полигенных забо-
леваний, например эссенциальной артери-
альной гипертензии, ревматоидном артрите 
и неинфекционных заболеваниях печени, на-
блюдается изменение баланса про- и антивос-
палительных цитокинов [Bautista et al., 2005; 
Braunersreuther et al., 2012]. Уровень провос-
палительных белков, таких как фактор некроза 
опухоли альфа (TNFα), интерлейкин 6 (IL6), C-
реактивный белок, в крови больных людей, как 
правило, повышен, тогда как концентрация ан-
тивоспалительных белков, например интерлей-
кина 10 (IL10), напротив, снижена [Kugelmas 
et al., 2003; Bautista et al., 2005; Brennan, Mc-
Innes, 2008], что свидетельствует о наличии 
хронического воспаления при этих патологиях. 
По данным литературы, увеличение содержа-
ния TNFα в плазме может сопровождаться из-
менением липидного профиля как у здоровых 
доноров, так и у пациентов с разными диагно-
зами [Sheu et al., 2000; Skoog et al., 2002; Paik 
et al., 2013]. Причем обнаружена положитель-
ная корреляция между уровнем этого цитоки-
на в плазме крови с содержанием атероген-
ных фракций липидов, например, холестерина 
липопротеинов низкой плотности (ХС-ЛПНП) 
и их окисленных форм [Ito et al., 2001; Paik et al., 
2013]. Снижение содержания холестерина ли-
попротеинов высокой плотности (ХС-ЛПВП) 
и повышение концентрации в плазме ХС-ЛПНП 
и триглицеридов (ТГ) способствует развитию 
гиперлипидемии, являющейся важным факто-
ром риска развития атеросклероза. Вероятно, 
поэтому при ряде заболеваний, сопровождаю-
щихся локальным или хроническим воспалени-
ем, повышен риск развития кардиоваскулярных 
патологий. Например, у пациентов, страдаю-
щих ревматоидным артритом, неинфекционны-
ми заболеваниями печени, наблюдается ряд 
сердечно-сосудистых расстройств, в том числе 
и повышение артериального давления [Нови-
кова и др. 2011; Fargion et al., 2014]. Примене-
ние ими лекарственных препаратов, ингибито-
ров TNFα способствует нормализации уровня 
систолического и диастолического давления 
крови [Yoshida et al., 2014].

Продукция TNFα в организме определяет-
ся рядом факторов, в том числе наличием од-
нонуклеотидных замен в регуляторной облас-
ти кодирующего его гена [Wilson et al., 1997]. 
Наиболее изучено влияние замены гуанина на 
аденин в -308 позиции промотора гена TNF на 
его экспрессию и содержание белка. Рядом ав-
торов отмечено повышение транскрипционной 
активности гена TNF у носителей аллеля А, со-
провождаемое увеличением содержания ци-
токина в плазме крови [Fernandes et al., 2002]. 
В то же время имеются работы, в которых не 
выявлена связь уровня транскриптов гена TNF 
и содержания белка с генотипами по изучае-
мому маркеру как у здоровых, так и больных 
людей [Mekinian et al., 2011]. Некоторые ав-
торы высказывают предположение о связи 
указанного полиморфизма гена TNF с риском 
развития атерогенной дислипидемии и атерос-
клероза [Ройт берг и др., 2011]. Тем не менее 
литературные данные относительно влияния 
указанной мутации в гене TNF на состав ли-
пидов весьма противоречивы [Hermann et al., 
1998; Gander, 2004; Jeanmonod et al., 2004; 
Sookoian et al., 2005]. Так, у французов, имею-
щих в генотипе аллель А, отмечено повышение 
в плазме крови содержания триглицеридов 
и общего холестерина [Hermann et al., 1998]. 
В других исследованиях не обнаружено от-
личий в составе липидов у носителей разных 
генотипов по -308G>A полиморфному марке-
ру изучаемого гена [Gander, 2004; Jeanmonod 
et al., 2004; Sookoian et al., 2005; Aller et al., 
2010]. Следовательно, вопрос о том, влияет 
ли полиморфизм гена TNF на состав липидов, 
остается открытым.

Цель исследования – изучить состав липи-
дов в плазме крови у здоровых и больных ЭАГ 
(I-II стадии), ревматоидным артритом и неалко-
гольным стеатогепатитом доноров, имеющих 
разные генотипы по -308G>A полиморфному 
маркеру гена TNF.

материалы и методы

Для анализа использовано 75 образцов 
цельной крови доноров контрольной группы, 
113 образцов цельной крови пациентов с ЭАГ, 

high-density lipoprotein cholesterol in patients with EH was revealed. No significant dif-
ferences in lipid levels in the blood plasma of carriers of different genotypes of the studied 
markers in the control group and in patients with RA were found. The findings suggest that 
the -308G>A polymorphism of the TNF gene affects the lipid profile of blood plasma, but 
do not clearly indicate which specific allele has the pro-atherogenic properties.

K e y w o r d s: tumor necrosis factor alpha; gene polymorphism; lipid composition; es-
sential hypertension; rheumatoid arthritis; non-alcoholic steatohepatitis.
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68 – пациентов с неалкогольным стетогепати-
том (НАСГ) и 34 – пациентов с ревматоидным 
артритом (РА). Средний возраст доноров кон-
трольной группы составил 37,38 ± 1,43 года; 
пациентов с ЭАГ – 48,31 ± 1,66 года, пациентов 
с НАСГ – 47,75 ± 1,50 года; пациентов с РА – 
58,35 ± 1,69 года. Диагноз ЭАГ был установлен 
впервые врачами ГБУЗ «Больница скорой ме-
дицинской помощи» г. Петрозаводска с учетом 
клинических рекомендаций Всероссийского 
научного общества кардиологов [Диагности-
ка…, 2010]. Диагноз НАСГ устанавливался вра-
чами НУЗ ОКБ на ст. Петрозаводск ОАО «РЖД» 
на основании клинико-лабораторных, инстру-
ментальных исследований и гистологического 
исследования биоптатов печени, полученных 
при слепой чрескожной биопсии печени. Диа-
гноз ревматоидного артрита устанавливался 
в соответствии с критериями Американской 
коллегии ревматологов (ACR) 1987 г.

Обследование доноров, включенных в даль-
нейшем в контрольную группу, проводилось 
врачами ГБУЗ «Больница скорой медицинской 
помощи» г. Петрозаводска в ходе диспансери-
зации. Критерии исключения из исследования: 
наличие сахарного диабета, перенесенные 
в последний месяц инфекционно-воспалитель-
ные заболевания, наличие достоверного диа-
гноза другого ревматического заболевания до 
начала исследования, курение табака, бере-
менность и лактация, алкогольная зависимость, 
индекс массы тела ≤ 28 кг/м2. Дополнительный 
критерий исключения из биохимического ана-
лиза – гипотензивная, противовоспалительная 
и гепатотропная терапия. Все доноры являлись 
жителями Республики Карелия. На проведение 
исследований получено согласие Комитета по 
медицинской этике Минздравсоцразвития РК 
и ПетрГУ.

ДНК выделяли с помощью набора AxyPrep 
Blood Genomic DNA Miniprep Kit («Axygen», 
США). Генотипирование проводилось методом 
ПЦР-ПДРФ. Для амплификации промоторной 
части гена TNF, включающей позицию -308, 
использовали праймеры, описанные в работе 
[Ito et al., 2000]. Полимеразную цепную реак-
цию (ПЦР) проводили в амплификаторе iCycler 
iQ5 (Bio-Rad, США), используя реакционную 
смесь Master Mix (ThermoFisher, Германия). 
ПЦР-продукты, соответствующие участку гена 
TNF, обрабатывали эндонуклеазой рестрикции 
NcoI (1 e.a.) («Fermentas», Латвия) в течение 
3 ч при 37 °С. Продукты рестрикции разделя-
ли в 6%-м полиакриламидном геле, используя 
трис-ацетатный буфер. Концентрацию в плаз-
ме крови общего холестерина (ОХС), тригли-
церидов, холестерина липопротеинов высокой 

плотности определяли в автоматическом ре-
жиме на биохимическом анализаторе «COBAS 
INTEGRA 400 PLUS» («Roshe Diagnostics GmbH», 
ФРГ-Австрия-США), холестерина липопротеи-
нов низкой плотности – расчетным методом по 
[Friedewald et al., 1972].

Содержание TNFα в периферической кро-
ви больных ЭАГ и доноров контрольной группы 
определяли методом неконкурентного иммуно-
ферментного анализа (ИФА) с использовани-
ем тест-систем «Human TNF-α Platinum ELISA» 
(«eBioscience», Австрия). Забор крови проводи-
ли утром, натощак. Результаты исследования 
регистрировались на иммуноферментном ана-
лизаторе «Sunrise» («Tecan», Швейцария).

Для ИФА группы сравнения составили 
38 здоровых жителей Республики Карелия, по-
добранные по принципу случайной выборки, не 
имевшие на момент обследования клинических 
признаков ЭАГ, НАСГ и РА (из них 15 – мужчи-
ны и 23 – женщины), 28 пациентов (13 мужчин 
и 15 женщин) с установленным диагнозом ЭАГ 
(I-II стадии), 40 пациентов с диагнозом НАСГ 
(21 мужчина и 19 женщин), 20 пациентов с РА 
(12 женщин и 8 мужчин). Возраст доноров кон-
трольной группы составил 35,70 ± 7,30 года; 
пациентов с диагнозом ЭАГ – 38,60 ± 6,10; па-
циентов с диагнозом НАСГ – 46,28 ± 1,51; паци-
ентов с диагнозом РА – 50,00 ± 4,51.

Статистическая обработка материала про-
ведена c использованием программного обес-
печения «StatGraphics 2.1». Для оценки раз-
личий биохимических показателей в группах 
исследования использовали непараметри-
ческий критерий U Вилкоксона–Манна–Уитни. 
Использован дисперсионный анализ Краске-
ла–Уоллиса. Различия считали достоверными 
при значении p < 0,05. Возраст доноров указан 
в виде средних значений и стандартной ошиб-
ки среднего. Показатели концентрации цито-
кинов приведены в виде средних со стандарт-
ной ошибкой.

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании ЦКП НО Института биологии КарНЦ 
РАН «Комплексные фундаментальные и при-
кладные исследования особенностей функцио-
нирования живых систем в условиях Севера».

результаты

Как показали результаты наших исследо-
ваний, уровень TNFα у пациентов с ЭАГ (I-II 
стадии), ревматоидным артритом, НАСГ был 
достоверно выше, чем у доноров контрольной 
группы (табл. 1).

Показано, что у больных ЭАГ (I-II стадии) 
уровень ТГ достоверно выше, а уровень ЛПВП 
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достоверно ниже, чем у доноров контрольной 
группы (табл. 2). В группе пациентов с диа-
гнозом НАСГ содержание в плазме ТГ и ЛПНП 
выше, чем у здоровых доноров. Другие по-
казатели липидного спектра в плазме до-
норов из обследованных групп, в том числе 
и больных ревматоидным артритом, достовер-
но не отличались.

Исследовано влияние генотипа по 
-308G>A полиморфному маркеру гена TNF 
на содержание отдельных фракций липидов 
в плазме крови здоровых и больных ЭАГ, НАСГ 
и РА людей (табл. 3). В контрольной группе 
доноров влияние генотипа по -308G>A поли-
морфному маркеру гена TNF на состав липи-
дов не обнаружено. У гипертензивных доноров, 
имеющих GA и АА генотипы по данному мар-
керу гена TNF, уровень ЛПВП был достоверно 
ниже. Проведен дисперсионный анализ Крас-
кела–Уоллиса, который выявил влияние гено-
типа по полиморфному маркеру -308G>A гена 
TNF на уровень ЛПВП в плазме крови у больных 
ЭАГ (Н = 5,65; р = 0,0174). У пациентов с НАСГ, 
имеющих в генотипе аллель А, уровень холес-
терина был ниже, чем у носителей GG геноти-
па. Дисперсионный анализ Краскела–Уоллиса 

позволил выявить влияние генотипа по по-
лиморфному маркеру -308G>A гена TNF на 
уровень ОХС в плазме крови у больных НАСГ 
(Н = 3,88; р = 0,0488). Не обнаружено влияние 
замены гуанина на аденин в -308 позиции про-
мотора гена TNF на состав липидов у больных 
ревматоидным артритом.

обсуждение

Изменение липидного состава крови, в част-
ности гиперхолестеринемия, не только явля-
ется значительным фактором риска развития 
сердечно-сосудистых заболеваний, но и в пос-
леднее время рассматривается в качестве од-
ного из возможных механизмов, вовлеченных 
в патогенез атеросклероза у пациентов с рев-
матоидным артритом [Hahn et al., 2007; Ройт-
берг и др., 2011]. У больных неинфекционными 
заболеваниями печени, в том числе и неалко-
гольным стеатогепатитом, также наблюдается 
развитие атерогенной дислипидемии, которая 
вносит свой вклад в прогрессирование данно-
го заболевания [Шульпекова, 2012]. Эссенци-
альная артериальная гипертензия, ревмато-
идный артрит и неалкогольный стеатогепатит 

Таблица 1. Содержание TNFα в группах исследования

Группа
Концентрация 
TNFα, среднее 

значение, пг/мл
Медиана Минимум Максимум Межквартильный 

размах
Значение р

(при p < 0,05)

Контрольная 3,60 ± 0,29 3,37 2,00 9,00 2,08
ЭАГ       25,64 ± 2,68 18,86 7,10 55,80 17,60 *0,000000017
РА 7,70 ± 0,94 7,00 4,15 11,23 3,30 *0,0027
НАСГ 6,22 ± 0,36 5,98 3,57 16,67 2,11 *0,0312

Примечание. * Достоверные отличия по сравнению с контролем.

Таблица 2. Липидный состав плазмы доноров
Показатель 
липидного 

спектра

Группа M ± m,  
ммоль/л

Медиана Минимум Максимум Межквар-
тильный 
размах

Значение р
(при 

p < 0,05)

ОХС, ммоль/л

контроль 6,30 ± 0,24 6,02 3,08        11,85 3,20
ЭАГ 6,37 ± 0,24 5,70 2,40        16,00 3,10

НАСГ 6,10 ± 0,14 6,10 3,75 8,30 1,37
РА 5,60 ± 0,20 5,49 3,45 7,90 1,12

ХС-ЛПВП, 
ммоль/л

контроль 1,82 ± 0,16 1,40 0,60 8,30 0,73
ЭАГ 1,25 ± 0,04 1,20 0,24 2,30 0,40 * 0,0005

НАСГ 1,38 ± 0,08 1,26 0,46 2,48 0,72
РА 1,38 ± 0,09 1,36 0,69 3,68 0,42

ХС-ЛПНП, 
ммоль/л

контроль 3,86 ± 0,23 3,73 0,60 8,46 2,75
ЭАГ 4,22 ± 0,20 3,90 0,39        10,30 2,82

НАСГ 4,24 ± 0,17 4,01 2,56 7,00 1,40 * 0,0477
РА 3,50 ± 0,17 3,52 1,57 5,56 1,30

ТГ, ммоль/л

контроль 1,51 ± 0,14 1,30 0,48 7,53 1,00
ЭАГ 2,02 ± 0,16 1,47 0,39 5,18 1,11 *0,03

НАСГ 1,67 ± 0,13 1,56 0,78 2,69 0,94 * 0,0370
РА 1,74 ± 0,23 1,39 0,39 8,37 0,66

Примечание. * Достоверные отличия по сравнению с контролем.
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относятся к воспалительным заболеваниям 
и сопровождаются увеличением продукции 
провоспалительных факторов [Kugelmas et al., 
2003; Bautista et al., 2005; Brennan, McInnes, 
2008]. Оказалось, что уровень провоспалитель-
ных белков, таких как фактор некроза опухоли, 
интерлейкин-6, в организме может влиять на 
липидный обмен [Feingold, Grunfeld, 1992; No-
nogaki et al., 1995]. Увеличение в плазме крови 
концентрации провоспалительных цитокинов 
сопровождается нарушением образования, 
обмена и выведения из циркуляции липопро-
теинов и жиров (дислипидемией). Особенно 
эти изменения регистрируются в ходе острой 
фазы воспаления, сопровождающейся усиле-
нием синтеза белков оcтрой фазы, в том числе 
и С-реактивного белка, например, у больных 
ревматоидным артритом и пациентов с инсули-
норезистентным синдромом [Hotamisligil et al., 
1993]. Как показано в нашем исследовании, 

у больных ЭАГ (I-II стадии) в плазме крови ре-
гистрируется высокий уровень TNFα, пони-
женный уровень холестерина липопротеинов 
высокой плотности и повышенный уровень 
триглицеридов. У пациентов с неалкогольным 
стеатогепатитом в плазме крови также значи-
тельно повышено содержание этого цитоки-
на, ХС-ЛПНП и триглицеридов по сравнению 
с контрольной группой. Только у больных рев-
матоидным артритом не зарегистрировано из-
менение профиля липидов на фоне повышен-
ного содержания TNFα. Изменения липидного 
профиля и повышение уровня фактора некроза 
опухоли в плазме крови могут свидетельство-
вать о взаимосвязи этих процессов. Действи-
тельно, согласно литературным данным, инъ-
екция TNFα экспериментальным животным 
или пациентам вызывает быстрый и стабиль-
ный подъем уровня триглицеридов [Feingold 
et al., 1990]. Помимо этого, содержание данной 

Таблица 3. Липидный состав плазмы доноров в зависимости от генотипа по -308G>A полиморфному 
маркеру гена TNF

Показатель 
липидного 

спектра

Группа Генотипы Среднее значение, 
ммоль/л

Медиана Минимум Максимум Межквар-
тильный 
размах

ОХС, ммоль/л

контроль
GG (54) 6,22 ± 0,30 5,87 3,20 11,85 3,34

GA+AA (21) 6,53 ± 0,40 6,18 3,08 9,60 2,90

ЭАГ
GG (94) 6,27 ± 0,26 5,60 2,40 16,00 2,80

GA+AA (19) 6,84 ± 0,59 6,40 3,40 12,00 4,20

НАСГ
GG (46) 6,26 ± 0,18 6,20 3,75 8,30 0,98

GA+AA (22)             5,74 ± 0,22* 5,77 4,10 7,46 1,07

РА
GG (25) 5,51 ± 0,23 5,41 3,45 7,90 1,06

GA+AA (9) 5,70 ± 0,42 5,57 3,79 7,72 1,28

ХС-ЛПВП, 
ммоль/л

контроль
GG 1,76 ± 0,18 1,40 0,60 8,30 0,50

GA+AA 1,96 ± 0,30 1,36 0,90 5,50 0,92

ЭАГ
GG 1,29 ± 0,04 1,23 0,24 2,30 0,36

GA+AA        1,07 ± 0,07** 1,03 0,67 1,74 0,36

НАСГ
GG 1,44 ± 0,09 1,29 0,88 2,48 0,64

GA+AA 1,24 ± 0,13 1,17 0,46 2,08 0,70

РА
GG 1,35 ± 0,07 1,37 0,69 2,26 0,36

GA+AA 1,50 ± 0,28 1,33 0,90 3,68 0,35

ХС-ЛПНП, 
ммоль/л

контроль
GG 4,05 ± 0,29 3,89 0,60 8,46 2,70

GA+AA 3,43 ± 0,35 3,36 1,08 5,65 2,91

ЭАГ
GG 4,13 ± 0,21 3,87 0,39 10,30 2,75

GA+AA 4,65 ± 0,50 4,30 2,00 8,90 3,40

НАСГ
GG 4,31 ± 0,24 4,00 2,62 7,00 1,60

GA+AA 4,11 ± 0,26 4,11 2,56 5,90 1,34

РА
GG 3,53 ± 0,19 3,52 1,84 5,56 0,81

GA+AA 3,41 ± 0,39 3,38 1,57 5,04 1,54

ТГ, ммоль/л

контроль
GG 1,39 ± 0,16 1,22 0,48 7,53 0,90

GA+AA 1,78 ± 0,29 1,42 0,60 6,40 1,13

ЭАГ
GG 1,73 ± 0,11 1,45 0,39 5,18 1,09

GA+AA 1,75 ± 0,22 1,63 0,65 4,10 0,87

НАСГ
GG 1,67 ± 0,15 1,59 0,89 2,69 0,93

GA+AA 1,66 ± 0,29 1,56 0,78 2,66 1,55

РА
GG 1,75 ± 0,31 1,41 0,39 8,37 0,66

GA+AA 1,68 ± 0,26 1,39 0,98 3,51 0,68

Примечание. Достоверные отличия по сравнению с носителями генотипа GG: *р = 0,0250, **р = 0,0176.
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фракции липидов положительно коррелирует 
с высоким уровнем в плазме крови TNFα [Fe-
ingold et al., 1990; Zinman et al., 1999]. Фактор 
некроза опухоли альфа может способствовать 
повышению в плазме крови уровня ТГ напря-
мую, стимулируя рост концентрации свобод-
ных жирных кислот как в жировой, так и в пе-
ченочной ткани [Feingold, Grunfeld, 1992]. Дру-
гой механизм, через который данный цитокин 
увеличивает уровень ТГ плазмы, – уменьшение 
активности липазы липопротеинов в адипоци-
тах, что влечет за собой сокращение гидролиза 
и выведения липопротеинов, богатых тригли-
церидами. Медиаторы воспаления влияют на 
активность и других ферментов, принимающих 
участие в обмене липопротеинов, например, 
липопротеин-ассоциированной фосфолипазы 
А2, фосфолипазы Д и печеночной липазы [Kern, 
1995; Adibhatla et al., 2008]. Фактор некроза 
опухоли альфа может индуцировать повыше-
ние активности липопротеиновой фосфолипа-
зы А2, обладающей ацетилгидролазной актив-
ностью. Этот фермент гидролизует окисленные 
фосфолипиды, например, окисленный фосфа-
тидилхолин ЛПНП с образованием окисленных 
жирных кислот и лизофосфатидилхолина. По-
вышенное образование последнего ассоции-
руется с эндотелиальной дисфункцией и играет 
важную роль в воспалении сосудов, формиро-
вании и дестабилизации атеросклеротических 
бляшек [Adibhatla et al., 2008]. Помимо этого, 
TNFα способен активировать сфингомиелина-
зу, гидролизующую сфинголипиды. Повыше-
ние ее активности способствует выходу цера-
мидов, которые играют важную роль в агрега-
ции липопротеинов низкой плотности внутри 
артерий [Adibhatla et al., 2008].

Фактор некроза опухоли способен влиять не 
только на уровень триглицеридов в плазме кро-
ви, но и на содержание других липидов. В част-
ности, увеличение содержания TNFα в плазме 
крови сопровождается понижением уровня ХС-
ЛПВП и повышением концентрации ХС-ЛПНП, 
возможно, за счет торможения распада и элими-
нации последних. Важным фактором атерогене-
за является окисление ЛПНП. Показано, что уве-
личение концентрации в крови фактора некроза 
опухоли сопровождается значительным накоп-
лением окисленных форм липопротеинов низ-
кой плотности, являющихся хемоаттрактантами 
для макрофагов, формирующих атеросклероти-
ческие бляшки [Paik et al., 2013]. TNFα подавляет 
экспрессию генов и белков «scavenger» рецеп-
торов, распознающих окисленные или ацетили-
рованные липопротеины низкой плотности, что 
приводит к снижению поглощения ЛПНП макро-
фагами [Tedgui, Mallat, 2006].

Указанные изменения профиля липидов 
и накопление окисленных форм ЛП способству-
ют развитию атеросклероза и повышению дав-
ления крови не только при сердечно-сосудис-
тых, но и при других заболеваниях, в том числе 
ревматоидном артрите и неинфекционных за-
болеваниях печени. Считается, что на развитие 
атеросклероза оказывают влияние ряд фак-
торов, такие как вирусные или бактериальные 
инфекционные заболевания, возраст, зависи-
мость от табака и прочие. Однако приблизи-
тельно в половине случаев одно из наиболее 
ярких клинических проявлений атеросклеро-
за – стенокардия – впервые возникает на фоне 
отсутствия большинства модифицируемых 
факторов риска [Пасечник и др., 2011]. Этот 
факт указывает на наличие генетической пред-
расположенности к развитию атеросклероза.

Ген, кодирующий TNFα, является геном-
кандидатом, чьи полиморфные варианты мо-
гут вносить вклад в развитие сердечно-сосу-
дистых и других полигенных заболеваний [Zee 
et al., 2006; Li, 2012]. Наиболее изучено влия-
ние -308G>А полиморфизма гена TNF на уро-
вень его экспрессии и развитие ряда патоло-
гий [Abraham, Kroeger, 1999]. Замена гуанина 
на аденин в позиции -308, по данным литера-
туры, приводит к увеличению транскрипцион-
ной активности гена TNF [Wilson et al., 1997]. 
Так, в исследовании Fernandes с соавторами 
показано, что у носителей генотипа AA cин-
тез белка происходит в три раза активнее, чем 
у лиц с генотипом GG [Fernandes et al., 2002]. 
По результатам исследования, проведенного 
в Испании, у пациентов, страдающих неалко-
гольной болезнью печени и имеющих в гено-
типе аллель А, уровень TNFα в плазме крови 
выше, чем у носителей аллеля G, что позволя-
ет предполагать патологическую роль мута-
ции 308G>A [Aller et al., 2010]. Другие авторы, 
напротив, предполагают протекторную роль 
генотипа АА в патогенезе заболеваний пече-
ни, например, хронического гепатита B [Zheng 
et al., 2010]. Эти данные подтверждают тот 
факт, что наличие или отсутствие ассоциации 
того или иного генотипа с развитием заболе-
вания зависит от этнической принадлежности 
обследованных доноров. Ранее нами показа-
но, что у больных ЭАГ, имеющих GG генотип, 
содержание TNFα в плазме крови выше, чем 
у носителей других генотипов [Топчиева и др., 
2014]. В то же время имеются работы, в кото-
рых не выявлена связь уровня транскриптов 
гена TNF и содержания кодируемого им белка 
с генотипами по изучаемому маркеру как 
у здоровых, так и у больных доноров [Mekinian 
et al., 2011]. Такие же противоречивые данные 
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получены и относительно влияния -308G>А по-
лиморфизма гена TNF на состав липидов плаз-
мы крови [Hermann et al., 1998; Gander, 2004; 
Jeanmonod et al., 2004; Sookoian et al., 2005; 
Aller et al., 2010]. Одни авторы обнаружили из-
менения липидного профиля в зависимости от 
наличия в генотипе разных аллелей по указан-
ному маркеру [Hermann et al., 1998], другие – 
нет [Gander et al., 2004]. В некоторых работах 
отмечена только тенденция к изменению уров-
ня триглицеридов и фракций холестерина у до-
норов, имеющих в генотипе или А или G аллель 
[Sheu et al., 2000]. Как показано в нашей ра-
боте, в группе здоровых доноров и пациентов 
с РА уровень исследованных фракций липидов 
не зависел от генотипа по -308G>A маркеру 
гена TNF. Влияние генотипа по указанному по-
лиморфному маркеру на состав липидов выяв-
лено в группах пациентов с ЭАГ и НАСГ.

Из данных литературы не совсем понят-
но, с каким именно аллелем ассоциируется 
повышение или снижение содержания липи-
дов плазмы крови. Проатерогенное влияние 
на липидный состав чаще приписывают алле-
лю А [Ройтберг и др., 2011]. В то же время име-
ются исследования, демонстрирующие умень-
шение содержания ТГ и ОХ у носителей GA+AA 
генотипов [Sheu et al., 2000]. В нашей работе 
мы также не получили данных, которые одно-
значно указывали бы на проатерогенное влия-
ние аллеля А на липидный состав плазмы кро-
ви. У больных НАСГ, имеющих в генотипе ал-
лель А, уровень общего холестерина был ниже, 
чем у носителей GG генотипа. Только у паци-
ентов с ЭАГ (I-II cтадии), имеющих в генотипе 
аллель А, отмечено снижение антиатерогенной 
фракции липидов – ХС-ЛПВП.

Заключение

В целом можно сказать, что повышение 
уровня фактора некроза опухоли в плазме 
крови при эссенциальной артериальной ги-
пертензии и неалкогольном стеатогепатите 
способствует изменению состава липидов 
в сторону повышения проатерогенных фрак-
ций. Выявленное влияние однонуклеотидной 
замены в -308 позиции промотора гена TNF 
на уровень общего холестерина и холестерина 
липопротеинов высокой плотности свидетель-
ствует о наличии генетической предрасполо-
женности больных этими заболеваниями к на-
рушению синтеза и обмена липидов.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного 

задания (тема № 0221-2014-0008). Работа под-
держана стипендией Президента Российской 
Федерации для молодых ученых и аспиран-
тов, осуществляющих перспективные научные 
исследования и разработки по приоритетным 
направлениям модернизации российской эко-
номики на 2015–2017 гг.
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ВосПоминаниЯ

Как свидетельствует запись в трудо-
вой книжке, с 12 августа по 1 октября 1955 г. 
в соответствии с приказом № 112 от 18 августа 
1955 г. директора Института биологии Карело-
Фин ского филиала АН СССР доктора биоло-
гических наук, профессора Юрия Ивановича 
Полянского служил я временным лаборантом 
и в этой должности принимал участие в иссле-
дованиях паразитов рыб сямозерской группы 
озер – Кончаозера, Шотозера, Сямозера и Вы-
гозера – под руководством кандидата биоло-
гических наук, младшего научного сотрудника 
Соломона Самуиловича Шульмана (позже став-
шего доктором биологических наук, профессо-
ром), ученика члена-корреспондента АН СССР, 
профессора Ленинградского университета Ва-
лентина Александровича Догеля, заведующего 
кафедрой зоологии беспозвоночных и, следо-
вательно, выпускника широко известной как 
в России, так и во многих иных государствах 
Догелевской школы [см.: Слепян Э. И. Научная 

школа Валентина Александровича Доге-
ля // Биосфера: междисциплинарный научный 
и прикладной журнал по проблемам познания 
и сохранения биосферы и использования ее 
ресурсов. СПб.: Фонд научных исследований 
«XXI век», 2011. Т. 3, № 2. С. 208–214] – замеча-
тельного феномена в высшем университетском 
биологическом и экологическом образовании, 
приобщении студентов к биологическим и эко-
логическим знаниям.

Волею судьбы оказался я в группе послед-
него по сроку завершения университетского 
образования выпуска кафедры зоологии бес-
позвоночных, занимавшегося под личным ру-
ководством В. А. Догеля и слушавшего его лек-
ции. Здесь уместно подчеркнуть, что Патрон 
(как, любя и уважая Валентина Александровича 
бесконечно, между собой называли его все – 
и студенты, и преподаватели) своими лекци-
ями, во-первых, всемерно обогащал зоологи-
ческие и экологические знания и, во-вторых, 
давал повод задуматься над проблемами и их 
значением, которые никогда предметом его 
личных интересов не были, так как относились 
к тем аспектам деятельности и проблемам об-
щества, которые в то время еще только возни-
кали [Там же. С. 253–263].

Привлекающими к Валентину Александро-
вичу всех, кто имел счастье с ним общаться, 
были его непременная благожелательность, 
неизменные учтивость и внимательность по 
отношению ко всем, в том числе и к школьни-
кам (на которых, включая меня, это оказывало 
очень большое впечатление).

Меня Валентин Александрович знал с тех 
пор, как я был учеником шестого класса широко 

ниКогда не ЗаБыВал Я  
соломона самуилоВича Шульмана –  

одного иЗ сВоиХ ПерВыХ руКоВодиТелей

Соломон Самуилович Шульман
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известной в Ленинграде 222-й средней шко-
лы (исторической «Петершуле») и занимался 
в Отделе науки Ленинградского дворца пионе-
ров (в Юношеском географическом обществе 
и в Обществе юных натуралистов – так называ-
емых в те годы юных мичуринцев).

Валентин Александрович никогда и ни с кем 
не говорил менторским тоном, не поучал, он 
был снисходителен к просчетам младших, ни-
кого и никогда не унижал, но был требовате-
лен и серьезен, а когда это было необходимо, 
был и высоко принципиален. Упомянутые его 
качества оказывались при сложных обстоя-
тельствах жизни и деятельности весьма важ-
ными. Они были таковыми в те сроки, когда 
Валентин Александрович был не только заве-
дующим кафедрой зоологии беспозвоночных, 
но и деканом биолого-почвенного факультета 
в годы лысенковщины.

Мой путь в экспедицию Соломона Самуило-
вича Шульмана не был прямолинейным и прос-
тым. В те дни, когда определялось предназна-
чение экспедиции, устанавливался ее маршрут 
и формировался состав участников, я должен 
был находиться в Таджикистане, в г. Душанбе, 

куда меня направили в соответствии с моим 
желанием и обращением к директору Зооло-
гического института АН СССР академику Евге-
нию Никаноровичу Павловскому после оконча-
ния Ленинградского университета. Я надеялся 
служить в заповеднике Кондара, подчиненным 
по научной тематике известному специалисту 
по тлям – афидологу Мухамедкулу Нарзикуло-
вичу Нарзикулову, академику АН Таджикской 
ССР, директору Института зоологии и парази-
тологии имени академика Е. Н. Павловского 
Академии наук Таджикской ССР. Семью годами 
позже, в 1962 г., в Душанбе в Трудах Институ-
та зоологии и паразитологии имени академика 
Е. Н. Павловского (Том XXV) М. Н. Нарзикулов 
в многотомном издании «Фауна Таджикской 
ССР» (Том IX, вып. 1) опубликовал моногра-
фию «Тли (Homoptera, Aphididae) Таджикиста-
на и сопредельных республик Средней Азии». 
Ущелье Кондара – великолепный заповедник, 
с богатейшей фауной не только позвоночных, 
но и беспозвоночных животных, в том числе 
и галлиц Сecidomyidae – объекта моих интере-
сов и исследований со школьных лет [см. Уще-
лье Кондара (Опыт биологической моногра-
фии) / Редакторы Е. Н. Павловский и В. И. Жа-
дин. М.-Л.: Изд-во АН СССР, 1951. 422 с.; 
Ущелье Кондара. Книга 2 / Ред. М. Н. Нарзику-
лов. Душанбе: Дониш, 1968. 218 с.]. К деятель-
ности в заповеднике я серьезно подготовился 
и даже на средства мамы, всегда меня подде-
рживавшей, и собственные накопления приоб-
рел микроскоп «М-9» и бинокулярную лупу, что 
в те годы было достаточно сложно. Незадолго 
до планируемого отъезда в Душанбе я оказал-
ся в Москве, где познакомился с выпускницей 
московского биофака Мирой Рубинчик, ко-
торой с восторгом рассказывал о планах на-
мечаемых исследований. Но, увы, отправить-
ся в ущелье Кондара мне не пришлось. По не 
зависящим от М. Н. Нарзикулова, меня и не 
известным мне и поныне причинам штатная 

Справа – Эрик Иосифович Слепян

Лилия Николаевна Винниченко
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единица, на которую планировалось мое за-
числение, выделена не была. Надежды рухну-
ли, я остался в Ленинграде и пошел на родную 
кафедру, где сразу же встретил преемника 
Патрона профессора Юрия Ивановича Полян-
ского, которому обо всем происшедшем и по-
ведал. Юрий Иванович, хорошо меня знавший 
также со школьных лет, подумал и решил на-
править меня в качестве временного лаборанта 
в состав экспедиции к Соломону Самуиловичу 
Шульману. Я был счастлив, так как и Соломона 
Самуиловича, и его коллегу и спутницу жизни 
Рахиль Ефремовну Шульман-Альбову хорошо 
знал и высоко ценил многие годы. Соломон Са-
муилович и Рахиль Ефремовна за несколько лет 
до описываемых событий детально исследова-
ли ихтиопаразитов Белого моря и в 1953 г. по 
итогам осуществленных исследований опуб-
ликовали совместную фундаментальную моно-
графию [см.: Шульман С. С., Шульман-Альбова 
Р. Е. Паразиты рыб Белого моря. М.-Л.: Изд-во 
АН СССР, 1953. 198 с.]. Таким образом, мето-
дология и технологии ихтиопаразитологичес-
ких исследований на больших озерах Карелии 
были предопределены.

Соломон Самуилович – один из крупнейших 
не только в России, но и в мире специалистов 
по замечательной группе паразитических про-
стейших, более чем опасных для рыб, – так 
называемым миксоспоридиям. Его перу при-
надлежит хорошо известная всем ихтиопарази-
тологам монография «Миксоспоридии фауны 
СССР» (М.-Л.: Наука, 1966. 507 с.), и мне было 
более чем приятно, когда, вручая мне эту книгу 
как подарок, Соломон Самуилович написал на 
ее титульном листе «Дорогому Эрику на доб-
рую помять от автора. 5/VIII 1966 г.».

Участниками экспедиции по большим озе-
рам Карелии помимо ее руководителя Соло-
мона Самуиловича Шульмана были практикант 
из Кореи Чан Сын Ман, временный лаборант 
Валерия Николаевна Берениус (Лера, как ее 

все называли), временный лаборант Ю. Л. За-
харова, практикантка из Ленинградского педа-
гогического института им. Герцена, временный 
лаборант Галя Окунева (ставшая затем канди-
датом биологических наук), практикантка с ка-
федры зоологии беспозвоночных биофака ЛГУ 
Лилия Винниченко (позднее также кандидат 
биологических наук), автор этих строк, води-
тель моторной лодки, водитель грузового авто-
мобиля-полуторки А. Н. Сорокин и некоторые 
другие. Спустя многие годы я изредка встре-
чался лишь с Лилей Винниченко, которая ста-
ла сотрудницей Института цитологии АН СССР 
(затем РАН) и служила под началом Юрия Ива-
новича Полянского и его ближайших коллег. 
С Галей Окуневой я неожиданно встретился 
в 1997 г. на заседании Экологического клуба 
«Интеграл», руководимого кандидатом педаго-
гических наук Т. В. Корнер – старшим научным 
сотрудником Института образования взрослых 
Российской академии образования. Галина 
Евгеньевна Окунева стала профессиональным 
педагогом, служила учителем биологии в Рече-
вой школе № 2 и на заседании Экологического 
клуба «Интеграл» выступила с докладом «Сис-
тема дидактических материалов как эффектив-
ное средство экологического воспитания уча-
щихся (нравственный аспект)».

После окончания экспедиции я начал слу-
жить в Ботаническом институте им. В. Л. Кома-
рова АН СССР и продолжал исследования гал-
лообразования и пороков развития у растений. 
Возбудители этих процессов – особые парази-
ты растений, и опыт, полученный мной в экс-
педиции по изучению паразитов рыб, оказался 
весьма полезен.

В соответствии с задачами экспедиции 
С. С. Шульмана ее участники должны были 
осуществлять полное паразитологическое ис-
следование всех рыб, оказавшихся в улове. 
Такое исследование трудоемко и происходит 

Справа – Галина Евгеньевна Окунева

Участники экспедиции Лера Берениус (слева), Эрик 
Слепян и Лиля Винниченко (крайние справа)



по определенной системе, при которой каж-
дый из органов пойманной рыбы, не только 
внутренних, но и наружных, должен быть тща-
тельно обследован. Программа такого обсле-
дования, ее последовательность и преемствен-
ность детально описаны Ириной Евгеньевной 
Быховской-Павловской в ее методическом 
пособии «Паразитологическое исследование 
рыб», опубликованном как 19-й выпуск серии 
«В помощь работающим на полезащитных лес-
ных полосах и на Великих стройках коммуниз-
ма» (М.-Л.: Изд-во АН СССР, 1952. 64 с.) под 
главной редакцией академика Е. Н. Павлов-
ского с редактором выпуска А. С. Мончадским 
и членами редакционной коллегии – соредак-
торами А. И. Ивановым, О. Л. Крыжановским 
и А. А. Стрелковым.

Полагаю абсолютно необходимым специ-
ально подчеркнуть великолепный моральный, 
духовный настрой в коллективе экспедиции. 
Все трудились без учета времени. Непремен-
ными были взаимная поддержка, дружествен-
ность, доброжелательность. Оказание помощи 
друг другу, при появлении такой необходимос-
ти, и в разборке улова, и при паразитологичес-
ком вскрытии рассматривалось как обычная 
норма. Очень часто, если в общей беседе упо-
миналась Рахиль Ефремовна, Соломон Самуи-
лович с гордостью говорил, что ему досталась 
очень хорошая жена, и это также подарок Пат-
рона, поскольку она его ученица.

Последний раз с Соломоном Самуиловичем 
Шульманом мне посчастливилось встретиться 
в городе Тольятти, когда он был сотрудником 
члена-корреспондента АН СССР, профессора 
Геннадия Самуиловича Розенберга, директора 
Института экологии Волжского бассейна РАН. 
Соломон Самуилович совместно с З. С. Донец 

и А. А. Ковалевой в это время выпускал из пе-
чати свою последнюю монографию «Класс 
миксоспоридий (Myxosporea) мировой фауны. 
Т. I. Общая часть» (СПб.: Наука, 1997. 567 с.).

На память об экспедиции у меня сохрани-
лись не только воспоминания. От Соломона 
Самуиловича я получил в подарок замечатель-
ную и редчайшую книгу – Труды Ленинград-
ского общества по изучению местного края, 
т. 1 (изданную в Ленинграде в 1927 году под ре-
дакцией председателя общества профессора 
Бориса Алексеевича Федченко, сына великих 
отечественных путешественников – члена-кор-
респондента Российской академии наук бота-
ника Ольги Александровны Федченко и зооло-
га-паразитолога Алексея Павловича Федчен-
ко). К слову сказать, с Борисом Алексеевичем 
Федченко был я знаком. Будучи учеником шес-
того класса, много раз посещал я его в при-
надлежащей ему квартире в так называемом 
Доме ботаников, находившемся в парке Бота-
нического сада. Бережно храню подаренную 
им книгу «Матерiал для флоры Дальнего Вос-
тока» (C-Петербургъ, 1912, 267 с.) с надписью 
«Моему молодому другу Эрику Слепяну на доб-
рую память от автора». От Рахили Ефремовны 
и Соломона Самуиловича я получил в подарок 
также добротно сделанную книжную полку дли-
ной два метра и высотой почти 1,75 метра, ко-
торая долгое время служила мне по своему на-
значению. В Петрозаводске я приобрел в ака-
демическом магазине недостающий мне том 
Собрания сочинений А. Н. Северцова и Акаде-
мическое собрание сочинений И. И. Мечникова 
в шестнадцати томах, что было большой редко-
стью и очень меня обрадовало.

Изложенное – все, что сохранила моя память 
о двух чудесных людях – ученике и ученице Ва-
лентина Александровича Догеля Соломоне Са-
муиловиче Шульмане (Соме, как его именовали 
все, кому он был близок и дорог) и Рахили Еф-
ремовне Шульман-Альбовой. Никогда не забу-
ду посещения их квартиры на набережной Невы 
в так называемом Доме академиков (7-я линия 
Васильевского острова, дом 2/1, квартира 27), 
где царили гостеприимство и благожелатель-
ность, доброта и остроумие, высокие интеллек-
туальность и интеллигентность.

Э. И. Слепян, 
академик РАЕН, 

д. б. н., профессор

Чан Сын Ман, Э. Л. Захарова и С. С. Шульман
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19 июня 2015 г. ушел из жизни ведущий 
научный сотрудник лаборатории экологичес-
кой биохимии Института биологии КарНЦ РАН 
кандидат биологических наук Паули Онниевич 
Рипатти. Ушел наш коллега, светлый человек, 
вся биография которого связана с наукой. Он 
преданно служил ей всю жизнь, и в периоды 
ее подъема, и в трудные периоды выживания, 
честно выполняя свое дело, отдавая этому все 
силы. В этом безоговорочном служении науке 
он был примером настоящего Ученого.

П. О. Рипатти родился 29 марта 1933 г. 
в Петрозаводске в семье учителей. Во время 
Великой Отечественной войны вместе с семьей 
был в эвакуации в Пермской, а затем в Воло-
годской области (г. Череповец). Отец его слу-
жил в это время в рядах Советской Армии; по-
сле демобилизации отца (1946 г.) семья вер-
нулась в Петрозаводск. В 1950 г. П. О. Рипатти 
окончил здесь среднюю школу.

Со школьных времен было ясно, что у него 
большие способности к точным наукам. Кроме 
того, он увлекался шахматами и достигал в них 
заметных успехов. Интересно, что в 1949 г. 
16-летний школьник Паули Рипатти выступал 
в юношеском первенстве по шахматам в Риге 
и сыграл там партию с будущим гроссмейсте-
ром и чемпионом мира, а тогда просто членом 
команды Латвии 13-летним школьником Ми-
хаилом Талем; партия Таль – Рипатти закон-
чилась вничью (http://test-saiting3.narod.ru/
p4aa1.html). Любовь к шахматам П. О. Рипатти 
пронес через всю свою жизнь.

В 1950 г. П. О. Рипатти поступил, а в 1955 г. 
с отличием окончил физико-математический 
факультет Карело-Финского государственного 

университета по специальности «физика». Не-
сомненные способности выпускника и его увле-
ченность наукой не остались незамеченными, 
и П. О. Рипатти был оставлен в университете. 
Работал старшим лаборантом, а потом ассис-
тентом кафедры физики. В 1957 году он успеш-
но сдал экзамены в аспирантуру физического 
факультета Ленинградского государственного 

Паули онниеВич риПаТТи 
(1933–2015 гг.)
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университета им. А. А. Жданова и стал аспи-
рантом кафедры оптики, которую возглавлял 
крупный советский физик и организатор на-
уки, чл.-корр. АН СССР С. Э. Фриш. Паули Он-
ниевичу повезло на учителей в науке: он непо-
средственно работал с известным физиком 
д. ф.-м. н. Ю. М. Каганом (https://ru.wikipedia.
org/wiki/Каган,_Юрий_Максимович) и В. И. Пе-
релем; последний в будущем стал академи-
ком РАН и руководителем теоретического 
отдела Физико-технического института име-
ни А. Ф. Иоффе (https://ru.wikipedia.org/wiki/ 
Перель,_Владимир_Иделевич). Первая в спис-
ке работ П. О. Рипатти – это статья в соавтор-
стве с ними в «Вестнике Ленинградского госу-
дарственного университета» по атомной спек-
троскопии о методе определения параметров 
плазмы газового разряда с помощью зондов.

После окончания аспирантуры в 1960 г. 
П. О. Рипатти вернулся в Петрозаводск и рабо-
тал ассистентом кафедры общей физики Пет-
розаводского государственного университе-
та, но летом 1961 г. принял решение перейти 
на работу в лабораторию биохимии липидов 
Института биологии Карельского филиала АН 
СССР, которую возглавлял к. б. н. Б. П. Смир-
нов. С тех пор П. О. Рипатти не менял места ра-
боты (названия иногда менялись лишь вслед-
ствие структурных реорганизаций, проводимых 
в институте или в академии наук), и он прошел 
все ступеньки: инженера, младшего научно-
го сотрудника, старшего научного сотрудника, 
ведущего научного сотрудника, руководите-
ля группы.

С первых же дней работы в институте 
П. О. Рипатти проявил себя как инициативный, 
творческий, трудолюбивый сотрудник, безуко-
ризненно, добросовестно и ответственно отно-
сящийся к своим обязанностям и всем поруче-
ниям. Его физико-математическое образова-
ние очень помогало в решении разнообразных 
биологических задач. Он сразу же занялся со-
зданием прибора для получения поляризован-
ного ультрафиолетового света, что было в тот 
момент крайне необходимо для проведения 
работ лаборатории биохимии липидов по раз-
делу «Разработка метода разделения и анали-
за оптически активных изомеров биологически 
активных соединений». Позже на один из ме-
тодов (способ количественного анализа сме-
сей желчных кислот) было получено авторское 
свидетельство. П. О. Рипатти приложил нема-
ло усилий в организации работы оптического 
кабинета, а затем в течение всех лет постоян-
но и активно участвовал в разработке, совер-
шенствовании и применении разных физичес-
ких методов для биохимических и медицинских 

исследований (спектрофотометрия, спектро-
скопия, газо-жидкостная хроматография, вы-
сокоэффективная жидкостная хроматография, 
тонкослойная хроматография).

Наряду с развитием физических методов 
как таковых он проводил всесторонние иссле-
дования по сравнительной биохимии желчных 
кислот, выявлению путей их эволюции, во вза-
имосвязи с характером питания живого орга-
низма. В апреле 1975 г. на основе полученных 
результатов он успешно защитил диссертацию 
«Биологическая специфичность желчных кис-
лот» на соискание ученой степени кандидата 
биологических наук. Его глубокие знания уже 
тогда вызывали уважение коллег-биологов, ко-
торые имели возможность обсудить с ним про-
блемные научные вопросы или получить мето-
дическую консультацию.

Круг научных интересов П. О. Рипатти со 
временем неизменно расширялся: биохимия 
липидов, молекулярная биофизика, биомем-
браны, хроматография и автоматическая об-
работка хроматографической информации. 
Совместно с коллегами он выполнял большой 
комплекс исследований, который можно оха-
рактеризовать как поиск и установление свя-
зей между физико-химическими свойствами 
биологически важных молекул и их функциями 
в организме. Была проанализирована связь 
между характером питания животных и соста-
вом их желчных солей в зависимости от амфи-
фильных свойств молекул желчных кислот; по-
казана возможность контроля биологического 
состояния водоемов по изменениям состава 
желчных кислот в желчи рыб. Был исследо-
ван состав остатков жирных кислот липидов 
в органах и тканях различных групп живот-
ных (нематод, клещей, моллюсков, рыб и др.). 
П. О. Рипатти активно участвовал в работах по 
изучению свойств цепей жирных кислот раз-
ной степени ненасыщенности в свободном 
состоянии и в липидных слоях методами ком-
пьютерного имитационного моделирования. 
У него более 290 научных трудов, в том числе 
более 60 статей в ведущих российских и зару-
бежных журналах, более 70 статей в сборниках, 
три главы в книгах. В список журналов входят 
Доклады Академии наук, Известия РАН, Ус-
пехи современной биологии, Биологические 
мембраны, Журнал эволюционной биохимии 
и физиологии, Онтогенез, Микология и фито-
патология, Паразитология, Прикладная био-
химия и микробиология, Вопросы ихтиологии, 
Вопросы медицинской химии, Зоологический 
журнал, Физиология растений, Сельскохо-
зяйственная биология, Высокомолекулярные 
соединения, Биофизика, Журнал физической 
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химии, Biochimica et Biophysica Acta, Chemistry 
and Physics of Lipids, Proceedings of SPIE, Jour-
nal of Biological Physics, Physical Review, Polar 
Biology, International Journal of Molecular Scien-
ces и др. Даже перечисление их названий сви-
детельствует об очень высоком уровне работ 
П. О. Рипатти и широком круге рассмотрен-
ных вопросов.

П. О. Рипатти проработал в Институте биоло-
гии 54 года из 60 лет общего трудового стажа. 
Он был членом Ученого совета ИБ КарНЦ РАН, 
входил в состав диссертационного совета при 
Карельской государственной педагогической 
академии по защите кандидатских диссерта-
ций по биологическим наукам по специальнос-
ти 03.00.04 – биохимия, был членом спортсо-
вета КФ АН СССР, активным членом общества 
«Знание». С введением в начале 90-х годов 
грантовой системы П. О. Рипатти с энтузиаз-
мом включился в разработку и выполнение 
инициативных проектов. Это прекрасная ил-
люстрация того факта, что для талантливого 
ученого возраст – не помеха. Он был руково-
дителем проектов РФФИ в 1997–1999, 2001–
2003 годах; одним из исполнителей проектов 
РФФИ в 1995–1997, 2000–2002, 2003–2005, 
2006–2008, 2010–2012 годах; участником работ 
по грантам Президента РФ «Ведущие научные 
школы» НШ-894.2003.4, НШ-4310.2006.4, НШ-
306.2008.4, НШ-3731.2010.4, НШ-1642.2012.4; 
участником работ по грантам ФЦП и госбюд-
жетным темам, программам фундаментальных 
исследований ОБН РАН и Президиума РАН.

П. О. Рипатти занесен в Книгу Почета ИБ 
КарНЦ РАН, имеет почетную грамоту Прези-
диума АН СССР, две почетные грамоты РАН 
и профсоюза работников РАН, грамоту Совета 
Министров КАССР, две грамоты КФ АН СССР 
и пять грамот КарНЦ РАН, медаль «Ветеран тру-
да». За высокие достижения в научно-иссле-
довательской работе он многократно получал 
благодарности и премии. Но жажды наград или 
иных формальных признаков признания у него 
не было и в помине, главным его удовольстви-
ем было постоянное участие в творческом на-
учном процессе: погружение в проблему, ана-
лиз получаемых результатов, постановка новых 
задач, осознание закономерностей изучаемых 
явлений. В этом он был всегда собран и тре-
бователен к себе. Это прекрасно знали и чув-
ствовали окружающие, и это вызывало искрен-
нее уважение.

И была еще одна причина всеобщего уваже-
ния и притягательности П. О. Рипатти – его за-
мечательные человеческие качества, и прежде 
всего – неизменно теплое, доброжелательное, 
внимательное отношение к людям. Здесь он 

был просто образцом. Он был всегда открыт, 
к нему можно было обратиться ежедневно (или 
ежечасно) по любому вопросу. Многие стре-
мились обсудить с ним свои результаты, услы-
шать его мнение. Его оценка всегда была важна 
для коллег, поскольку она была взвешенная, 
глубокая, чему способствовал его широкий на-
учный кругозор. К нему часто обращались за 
советами и при постановке новых задач. Как 
увлеченный человек, он очень уважал это ка-
чество в других и всем безотказно помогал. 
Например, он помог наладить исследования 
в области лизосомальных протеиназ; оказал 
помощь в исследованиях роли липидов и жир-
ных кислот в биохимических адаптациях аркти-
ческих гидробионтов: его конструктивные со-
веты позволили успешно развернуть эти рабо-
ты, продуктивно их выполнить и сформировать 
дальнейшее направление исследований. Паули 
Онниевич был искренне расположен к любому 
собеседнику, заинтересованно вникал в про-
блему, стремился помочь найти пути решения 
обсуждаемой задачи или возможные ответы на 
поставленные вопросы; накопленным опытом 
и идеями он делился щедро.

Отдельно нужно сказать о наставнической 
деятельности Паули Онниевича, поскольку обу-
чению молодых аспирантов, студентов, кото-
рые приходили в лабораторию и только начи-
нали осваивать разные методы исследования, 
интерпретации результатов, он отдавал много 
сил и времени. Деятельность его была много-
гранна: он не только терпеливо, скрупулезно 
обучал их всем тонкостям на первых шагах, но 
обычно продолжал «сопровождать», консульти-
ровать при подготовке и написании дипломных 
и диссертационных работ. Это его неравноду-
шие вызывало у них ответное чувство искрен-
ней, безграничной благодарности, стимулиро-
вало их активнее приобщаться к процессу на-
учного исследования и в итоге способствовало 
профессиональному росту молодых сотрудни-
ков. С ним рядом хотелось работать и не ос-
танавливаться на достигнутом: искать, обсуж-
дать, совершенствоваться.

Паули Онниевич был глубоко эрудирован-
ным человеком во многих вопросах и помимо 
науки. Настоящим увлечением всей его жизни 
оставались шахматы: он следил за шахмат-
ной литературой, участвовал в турнирах КФ 
АН СССР. Много лет увлекался филателией. 
Он очень любил читать (даже не читать, а изу-
чать!) книги по истории России и других стран, 
знал литературу, с удовольствием участвовал 
в дискуссиях на разные темы, обладал тонким 
вкусом, отлично понимал юмор. Он заботился 



о семье и родных, был хорошим отцом своему 
сыну и дочери и дедом – своим внукам.

Ушел из жизни ученый, который знал на-
стоящую цену жизни, людям и поступкам. Он 
всегда оставался собой, не придавал значе-
ния житейским мелочам, был глубоким, об-
разованным, интеллигентным человеком. Ра-
довался чужим успехам, умел поддерживать 
в трудную минуту точным словом, сопережи-

вать и успокаивать. Он был верным товарищем 
и не умел предавать…

Достойный человек прожил достойную 
жизнь. Мы никогда его не забудем.

Сотрудники лаборатории  
экологической биохимии  

Института биологии  
Карельского научного центра РАН
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ПрилоЖение
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ПраВила длЯ аВТороВ

(требования к работам, представляемым к публикации  
в «Трудах Карельского научного центра Российской академии наук», с 2015 г.)

«Труды Карельского научного центра Российской академии наук» (далее – Труды КарНЦ РАН) публику-
ют результаты завершенных оригинальных исследований в различных областях современной науки: теоре-
тические и обзорные статьи, сообщения, материалы о научных мероприятиях (симпозиумах, конференциях 
и др.), персоналии (юбилеи и даты, потери науки), статьи по истории науки. Представляемые работы должны 
содержать новые, ранее не публиковавшиеся данные.

С т а т ь и  п р о х о д я т  о б я з а т е л ь н о е  р е ц е н з и р о в а н и е . Решение о публикации принимается 
редакционной коллегией серии или тематического выпуска Трудов КарНЦ РАН после рецензирования, с уче-
том научной значимости и актуальности представленных материалов. Редколлегии серий и отдельных вы-
пусков Трудов КарНЦ РАН оставляют за собой право возвращать без регистрации рукописи, не отвечающие 
настоящим правилам.

При получении редакцией рукопись регистрируется (в случае выполнения авторами основных правил ее 
оформления) и направляется на отзыв рецензентам. Отзыв состоит из ответов на типовые вопросы анке-
ты и может содержать дополнительные расширенные комментарии. Кроме того, рецензент может вносить 
замечания и правки в текст рукописи. Авторам высылается электронная версия анкеты и комментарии ре-
цензентов. Доработанный экземпляр автор должен вернуть в редакцию вместе с первоначальным экземп-
ляром и ответом на все вопросы рецензента не позднее чем через месяц после получения рецензии. Перед 
опубликованием авторам высылается распечатанная версия статьи, которая вычитывается, подписывается 
авторами и возвращается в редакцию.

Журнал имеет п о л н о ц е н н у ю  э л е к т р о н н у ю  в е р с и ю  н а  б а з е  O p e n  J o u r n a l  S y s t e m 
(OJS), позволяющую перевести предоставление и редактирование рукописи, общение автора с редколлеги-
ями серий и рецензентами в электронный формат и обеспечивающую прозрачность процесса рецензирова-
ния при сохранении анонимности рецензентов (http://journals.krc.karelia.ru/).

Редакционный совет журнала «Труды Карельского научного центра РАН» (Труды КарНЦ РАН) определил 
для себя в качестве одного из приоритетов полную открытость издания. Это означает, что пользователям 
на условиях свободного доступа разрешается: читать, скачивать, копировать, распространять, печатать, ис-
кать или находить полные тексты статей журнала по ссылке без предварительного разрешения от издателя 
и автора. Учредители журнала берут на себя все расходы по редакционно-издательской подготовке статей  
и их опубликованию.

Содержание номеров Трудов КарНЦ РАН, аннотации и полнотекстовые электронные варианты статей, 
а также другая полезная информация, включая настоящие Правила, доступны на сайтах – http://transactions.
krc.karelia.ru; http://journals.krc.karelia.ru

Почтовый адрес редакции: 185910, г. Петрозаводск, ул. Пушкинская, 11, КарНЦ РАН, редакция Трудов 
КарНЦ РАН. Телефон: (8142) 762018.

ПраВила оФормлениЯ руКоПиси

Статьи публикуются на русском или английском языке. Рукописи должны быть тщательно выверены и от-
редактированы авторами.

Объем рукописи (включая таблицы, список литературы, подписи к рисункам, рисунки) не должен превы-
шать: для обзорных статей – 30 страниц, для оригинальных – 25, для сообщений – 15, для хроники и рецен-
зий – 5–6. Объем рисунков не должен превышать 1/4 объема статьи. Рукописи большего объема (в исключи-
тельных случаях) принимаются при достаточном обосновании по согласованию с ответственным редактором.

При оформлении рукописи применяется полуторный межстрочный интервал, шрифт Times New Roman, 
кегль 12, выравнивание по обоим краям. Размер полей страницы – 2,5 см со всех сторон. Все страницы, 
включая список литературы и подписи к рисункам, должны иметь сплошную нумерацию в нижнем правом 
углу. Страницы с рисунками не нумеруются.

Рукописи подаются в электронном виде в формате MS Word на сайте http://journals.krc.karelia.ru либо на 
e-mail: trudy@krc.karelia.ru, или же представляются в редакцию лично (г. Петрозаводск, ул. Пушкинская, 11, 
каб. 502). К рукописи желательно прилагать два бумажных экземпляра, напечатанных на одной стороне лис-
та формата А4 в одну колонку.
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оБЩий ПорЯдоК расПолоЖениЯ часТей сТаТьи

Элементы статьи должны располагаться в следующем порядке: УДК к у р с и в о м  на первой страни-
це, в левом верхнем углу; заглавие статьи на русском языке з а г л а в н ы м и  б у к в а м и  п о л у ж и р н ы м 
ш р и ф т о м; инициалы, фамилии всех авторов на русском языке п о л у ж и р н ы м  ш р и ф т о м; полное на-
звание организации – места работы каждого автора в именительном падеже на русском языке к у р с и в о м 
(если авторов несколько и работают они в разных учреждениях, следует отметить арабскими цифрами со-
ответствие фамилий авторов учреждениям, в которых они работают; если все авторы статьи работают в од-
ном учреждении, можно не указывать место работы каждого автора отдельно); аннотация на русском языке; 
ключевые слова на русском языке; инициалы, фамилии всех авторов на английском языке п о л у ж и р н ы м 
ш р и ф т о м; название статьи на английском языке з а г л а в н ы м и  б у к в а м и  п о л у ж и р н ы м  ш р и ф -
т о м; аннотация на английском языке; ключевые слова на английском языке; текст статьи (статьи экспери-
ментального характера, как правило, должны иметь разделы: Введение. материалы и методы. резуль-
таты и обсуждение. Выводы либо Заключение); благодарности и указание источников финансирования 
выполненных исследований; списки литературы: с библиографическими описаниями на языке и алфавите 
оригинала (литература) и транслитерированный в латиницу с переводом русскоязычных источников на ан-
глийский язык (References); таблицы (н а  о т д е л ь н ы х  л и с т а х); рисунки (н а  о т д е л ь н ы х  л и с т а х); 
подписи к рисункам (н а  о т д е л ь н о м  л и с т е).

Н а  о т д е л ь н о м  л и с т е  д о п о л н и т е л ь н ы е  с в е д е н и я  о б  а в т о р а х: фамилии, имена, от-
чества всех авторов полностью на русском и английском языке; полный почтовый адрес каждой организа-
ции (страна, город) на русском и английском языке; должности, научные звания, ученые степени авторов; 
адрес электронной почты для каждого автора; телефон для контактов с авторами статьи (можно один на 
всех авторов).

3АГЛАВИЕ СТАТЬИ должно точно отражать содержание статьи* и состоять из 8–10 значимых слов.
АННОТАЦИЯ** должна быть лишена вводных фраз, создавать в о з м о ж н о  п о л н о е  п р е д с т а в л е -

н и е  о  с о д е р ж а н и и  с т а т ь и  и иметь объем не менее 200 слов. Рукопись с недостаточно раскрываю-
щей содержание аннотацией может быть отклонена.

Отдельной строкой приводится перечень КЛЮЧЕВЫХ СЛОВ (не менее 5). Ключевые слова или словосо-
четания отделяются друг от друга точкой с запятой, в конце фразы ставится точка. Слова, фигурирующие 
в заголовке статьи, ключевыми являться не могут.

Раздел «Материалы и методы» должен содержать сведения об объекте исследования с обязательным 
указанием латинских названий и сводок, по которым они приводятся, авторов классификаций и пр. Транс-
крипция географических названий должна соответствовать атласу последнего года издания. Единицы фи-
зических величин приводятся по Международной системе СИ. Желательна статистическая обработка всех 
количественных данных. Необходимо возможно точнее обозначать местонахождения (в идеале – с точным 
указанием географических координат).

Изложение результатов должно заключаться не в пересказе содержания таблиц и графиков, а в выявле-
нии следующих из них закономерностей. Автор должен сравнить полученную им информацию с имеющейся 
в литературе и показать, в чем заключается ее новизна. Следует ссылаться на табличный и иллюстративный 
материал так: на рисунки, фотографии и таблицы в тексте (рис. 1, рис. 2, табл. 1, табл. 2 и т. д.), фотографии, 
помещаемые на вклейках (рис. I, рис. II). Обсуждение завершается формулировкой в разделе «Заключение» 
основного вывода, которая должна содержать конкретный ответ на вопрос, поставленный во «Введении». 
С с ы л к и  н а  л и т е р а т у р у  в  т е к с т е  даются фамилиями, например: Карху, 1990 (один автор); Рамен-
ская, Андреева, 1982 (два автора); Крутов и др., 2008 (три автора или более) либо начальным словом описа-
ния источника, приведенного в списке литературы, и заключаются в квадратные скобки. При перечислении 
нескольких источников работы располагаются в хронологическом порядке, например: [Иванов, Топоров, 
1965; Успенский, 1982; Erwin et al., 1989; Атлас…, 1994; Longman, 2001].

ТАБЛИЦЫ нумеруются в порядке упоминания их в тексте, каждая таблица имеет свой заголовок. На полях 
бумажного экземпляра рукописи (слева) карандашом указываются места расположения таблиц при п е р -
в о м  упоминании их в тексте. Д и а г р а м м ы  и  г р а ф и к и  н е  д о л ж н ы  д у б л и р о в а т ь  т а б л и ц ы . 
Материал таблиц должен быть понятен без дополнительного обращения к тексту. Все сокращения, исполь-
зованные в таблице, поясняются в Примечании, расположенном под ней. При повторении цифр в столбцах 
нужно их повторять, при повторении слов – в столбцах ставить кавычки. Таблицы могут быть книжной или 
альбомной ориентации (при соблюдении вышеуказанных параметров страницы).

РИСУНКИ представляются отдельными файлами с расширением T I F F  ( * . T I F )  и л и  J P G. При пер-
вичной подаче материала в редакцию рисунки вставляются в общий текстовой файл. При сдаче материа-
ла, принятого в печать, все рисунки из текста статьи должны быть убраны и представлены в виде отдельных 
файлов в вышеуказанном формате. Графические материалы должны быть снабжены распечатками с указа-

* Названия видов приводятся на латинском языке КУРСИВОМ, в скобках указываются высшие таксоны (семейства), 
 к  которым относятся объекты исследования.
** Обращаем внимание авторов, что в связи с подготовкой журнала к включению в международные базы данных библио-
графических описаний и научного цитирования расширенная аннотация на английском языке, а также транслитерирован-
ный в латиницу список использованной литературы приобретают особое значение.
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нием желательного размера рисунка, пожеланий и требований к конкретным иллюстрациям. На каждый ри-
сунок должна быть как минимум одна ссылка в тексте. И л л ю с т р а ц и и  о б ъ е к т о в ,  и с с л е д о в а н н ы х 
с  п о м о щ ь ю  ф о т о с ъ е м к и ,  м и к р о с к о п а  (оптического, электронного трансмиссионного и сканиру-
ющего), должны сопровождаться масштабными линейками, причем в подрисуночных подписях надо указать 
длину линейки. Приводить данные о кратности увеличения необязательно, поскольку при публикации рисун-
ков размеры изменятся. К р у п н о м а с ш т а б н ы е  к а р т ы  желательно приводить с координатной сеткой, 
обозначениями населенных пунктов и/или названиями физико-географических объектов и разной фактурой 
для воды и суши. В углу карты желательна врезка с мелкомасштабной картой, где был бы указан участок, уве-
личенный в крупном масштабе в виде основной карты.

ПОДПИСИ К РИСУНКАМ должны содержать достаточно полную информацию, для того чтобы приводимые 
данные могли быть понятны без обращения к тексту (если эта информация уже не дана в другой иллюстра-
ции). Аббревиации расшифровываются в подрисуночных подписях.

ЛАТИНСКИЕ НАЗВАНИЯ. В расширенных латинских названиях таксонов не ставится запятая между фа-
милией авторов и годом, чтобы была понятна разница между полным названием таксона и ссылкой на пуб-
ликацию в списке литературы. Н а з в а н и я  т а к с о н о в  р о д а  и  в и д а  п е ч а т а ю т с я  к у р с и в о м. 
Вписывать латинские названия в текст от руки недопустимо. Для флористических, фаунистических и таксо-
номических работ при первом упоминании в тексте и таблицах приводится русское название вида (если та-
кое название имеется) и полностью – латинское, с автором и желательно с годом, например: водяной ослик 
(Asellus aquaticus (L. 1758)). В дальнейшем можно употреблять только русское название или сокращенное ла-
тинское без фамилии автора и года опубликования, например, для брюхоногого моллюска Margarites groen-
landicits (Gmelin 1790) – М. groenlandicus или для подвида М. g. umbilicalis.

СОКРАЩЕНИЯ. Разрешаются лишь общепринятые сокращения – названия мер, физических, химических 
и математических величин и терминов и т. п. Все сокращения должны быть расшифрованы, за исключением 
небольшого числа общеупотребительных.

БЛАГОДАРНОСТИ. В этой рубрике выражается признательность частным лицам, сотрудникам учрежде-
ний и фондам, оказавшим содействие в проведении исследований и подготовке статьи, а также указываются 
источники финансирования работы.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ. Пристатейные ссылки и/или списки пристатейной литературы следует офор-
млять по ГОСТ Р 7.0.5-2008. Библиографическая ссылка. Общие требования и правила составления 
(http://www.bookchamber.ru/GOST_P_7.0.5.-2008). Список работ представляется в алфавитном порядке. Все 
ссылки даются на языке оригинала (названия на японском, китайском и других языках, использующих нела-
тинский шрифт, пишутся в русской транскрипции). Сначала приводится список работ на русском языке и на 
языках с близким алфавитом (украинский, болгарский и др.), а затем – работы на языках с латинским алфа-
витом. В списке литературы между инициалами ставится пробел.

ТРАНСЛИТЕРИРОВАННЫЙ СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ (References). Приводится отдельным списком, пов-
торяя все позиции основного списка литературы. Описания русскоязычных работ указываются в латинской 
транслитерации, рядом в квадратных скобках помещается их перевод на английский язык. Выходные данные 
приводятся на английском языке (допускается транслитерация названия издательства). При наличии пере-
водной версии источника можно указать ее библиографическое описание. Описания прочих работ приво-
дятся на языке оригинала. Для составления списка рекомендуется использование бесплатной программы 
транслитерации на сайте http://translit.ru/, вариант BCI.

Внимание! С 2015 года каждой статье, публикуемой в «Трудах Карельского научного центра РАН», редак-
цией присваивается уникальный идентификационный номер цифрового объекта (DOI) и статья включается 
в базу данных CrossRef. обязательным условием является указание в списках литературы DOI для тех 
работ, у которых он есть.
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Таблица 2. Частота встречаемости видов нематод в исследованных биотопах
Биотоп

(площадка)
Кол-во видов Встречаемость видов нематод

в 5 повторностях
100 % 80 % 60 % 40 % 20 %

1Н 26 8 4 1 5 8
2Н 13 2 1 1 0 9
3Н 34 13 6 3 6 6
4Н 28 10 5 2 2 9
5Н 37 4 10 4 7 12

Примечание. Здесь и в табл. 3–4: биотоп 1Н – территория, заливаемая в сильные 
приливы; 2Н – постоянно заливаемый луг; 3Н – редко заливаемый луг; 4Н – незали-
ваемая территория; 5Н – периодически заливаемый луг.
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Рис. 1. Северный точильщик (Hadrobregmus confuses Kraaz.)
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