
Карельский научный центр
Российской академии наук

Труды 
КарельсКого научного ценТра 
российсКой аКадемии науК
№ 11, 2016

Серия ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ БИОЛОГИЯ

Петрозаводск
2016



Н а у ч н ы й  ж у р н а л
Труды Карельского научного центра
Российской академии наук
№ 11, 2016
Серия ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ БИОЛОГИЯ

S c i e n t i f i c  J o u r n a l
Transactions of the Karelian Research Centre of the  
Russian Academy of Sciences
№ 11, 2016
EXPERIMENTAL BIOLOGY Series

Главный редактор  
А. Ф. ТИТОВ, член-корр. РАН, д. б. н., проф.  

 
Редакционный совет

А. М. АСХАБОВ, академик РАН, д. г.-м. н., проф.; Т. ВИХАВАЙНЕН, доктор истории, проф.; А. В. ВОРОНИН, 
д. т. н., проф.; С. П. ГРИППА, к. г. н., доцент; Э. В. ИВАНТЕР, член-корр. РАН, д. б. н., проф.; А. С. ИСАЕВ,  
академик РАН, д. б. н., проф.; А. М. КРЫШЕНЬ (зам. главного редактора), д. б. н.; Е. В. КУДРЯШОВА, 
д. флс. н., проф.; В. В. МАЗАЛОВ, д. ф.-м. н., проф.; И. И. МУЛЛОНЕН, д. фил. н., проф.; Н. Н. НЕМОВА, 
член-корр. РАН, д. б. н., проф.; В. В. ОКРЕПИЛОВ, академик РАН, д. э. н.; О. Н. ПУГАЧЕВ, член-корр. РАН. 
д. б. н.; Ю. В. САВЕЛЬЕВ, д. э. н.; Д. А. СУБЕТТО, д. г. н.; Н. Н. ФИЛАТОВ, член-корр. РАН, д. г. н., проф.;  

В. В. ЩИПЦОВ, д. г.-м. н., проф.

Editor-in-Chief  
A. F. TITOV, RAS Corr. Fellow, DSc (Biol.), Prof. 

 
Editorial Council

A. M. ASKHABOV, RAS Academician, DSc (Geol.-Miner.), Prof.; N. N. FILATOV, RAS Corr. Fellow, DSc (Geog.), Prof.; 
S. P. GRIPPA, PhD (Geog.), Assistant Prof.; A. S. ISAEV, RAS Academician, DSc (Biol.), Prof.; E. V. IVANTER, RAS 
Corr. Fellow, DSc (Biol.), Prof.; A. M. KRYSHEN’ (Deputy Editor-in-Chief), DSc (Biol.); E. V. KUDRYASHOVA, DSc 
(Phil.), Prof.; V. V. MAZALOV, DSc (Phys.-Math.), Prof.; I. I. MULLONEN, DSc (Philol.), Prof.; N. N. NEMOVA, RAS 
Corr. Fellow, DSc (Biol.), Prof.; V. V. OKREPILOV, RAS Academician, DSc (Econ.); O. N. PUGACHYOV, RAS Corr. 
Fellow, DSc (Biol.); Yu. V. SAVELIEV, DSc (Econ.); V. V. SHCHIPTSOV, DSc (Geol.-Miner.), Prof.; D. A. SUBETTO, 

DSc (Geog.); T. VIHAVAINEN, PhD (Hist.), Prof.; A. V. VORONIN, DSc (Tech.), Prof.

Редакционная коллегия серии «ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ БИОЛОГИЯ»

А. С. ГОРЮНОВ, к. ф.-м. н., доцент; В. А. ИЛЮХА (зам. отв. редактора), д. б. н., доцент; Н. М. КАЛИНКИНА, 
д. б. н.; О. Н. ЛЕБЕДЕВА, к. б. н., доцент; Е. М. МАТВЕЕВА, к. б. н.; Н. Н. НЕМОВА (отв. редактор), чл.-корр. 
РАН, д. б. н., проф.;  Л. Л. НОВИЦКАЯ, д. б. н.; Е. К. ОЛЕЙНИК, д. б. н., доцент; Л. П. СМИРНОВ, д. б. н.; 

Л. В. ТОПЧИЕВА (отв. секретарь), к. б. н.

Editorial Board of the Experimental Biology Series

А. S. GORYUNOV, PhD (Phys.-Math.), Assistant Prof.; V. А. ILYUKHA (Deputy Editor-in-Charge), DSc (Biol.), 
Prof.; N. М. КALINKINA, DSc (Biol.); О. N. LEBEDEVA, PhD (Biol.), Assistant Prof.; Е. М. МATVEEVA, PhD (Biol.); 
Assistant Prof.; N. N. NEMOVA (Editor-in-Charge), RAS Corr. Fellow, DSc (Biol.), L. L. NOVITSKAYA, DSc (Biol.); 
Е. К. ОLEJNIK, DSc (Biol.), Assistant Prof.; L. P. SMIRNOV, DSc (Biol.); L. V. ТOPCHIEVA (Executive Secretary), 

PhD (Biol.).

ISSN 1997- 3217 (печатная версия)
ISSN 2312-4504 (онлайн-версия)

Адрес редакции: 185910 Петрозаводск, ул. Пушкинская, 11
тел. (8142)762018; факс (8142)769600

E -mail: trudy@krc.karelia.ru
Электронная полнотекстовая версия: http://transactions.krc.karelia.ru

© Карельский научный центр РАН, 2016
© Институт биологии Карельского 

научного центра РАН, 2016
© Институт леса Карельского научного 

центра РАН, 2016



3

Труды Карельского научного центра РАН 
№ 11. 2016. С. 3–8
DOI: 10.17076/eb308

ЭКсПерименТальные сТаТьи

УДК 581.154+575.224.46: 582.542.1.

геномный имПринТинг у F1‑гибридных ПоТомсТв 
FESTUCA PRATENSIS HuDs. с суПрессированной 
ТемПераТурозависимой хлорофиллдефеКТносТью

о. н. лебедева, Т. с. николаевская, а. ф. Титов
Институт биологии Карельского научного центра РАН

Показаны особенности проявления мутантного гена и гена-супрессора, контро-
лирующих температурозависимую супрессированную хлорофиллдефектность 
у F1-гибридных потомств F. pratensis L., полученных в результате реципрокных скре-
щиваний материнских растений различных фенотипов, и роль этих генов в форми-
ровании эпигенетической изменчивости растительных организмов. У F1‑гибридных 
потомств, сформированных в реципрокных скрещиваниях, мутантный ген может 
проявлять как одинаковый, так и разный геномный импринтинг. Различия в эф-
фекте зависели от глубины хлорофилльного дефекта проростков при десупрессии 
и модифицирующего действия гена-супрессора при ресупрессии. Мутантный ген, 
контролирующий более глубокие типы депигментации X, A и их комбинированные 
фенотипы, не несет специфического «отпечатка» пола родителя, т. е. отцовские 
и материнские гены проявляют одинаковый геномный импринтинг. У F1-гибридных 
потомств с менее выраженной депигментацией проявляется материнский или от-
цовский эффект: для растений с фенотипами V, VN проявляется материнский, а у w‑
type и XV – отцовский эффект. Ген-супрессор обладает мультипликативным дейст-
вием, не только подавляя фенотипическое проявление мутантного гена, контроли-
рующего температурозависимую хлорофиллдефектность, но и маскируя разный 
геномный импринтинг у отдельных F1-гибридных фенотипов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: супрессированная температурозависимая хлорофиллде-
фектность; де- и ресупрессия; Festuca pratensis Huds.; F1-гибридные потомства; 
геномный импринтинг.

O. N. Lebedeva, T. s. Nikolaevskaya, A. F. Titov. GeNOmIc ImprINTING 
IN F1 HybrID prOGeNIes OF FESTUCA PRATENSIS HuDs. WITH 
suppresseD TemperATure-DepeNDeNT cHLOrOpHyLL DeFecTs

We demonstrate patterns in the penetrance of the mutant gene and the suppressor gene 
which control suppressed temperature-dependent chlorophyll defects in F1 hybrid prog-
enies of F. pratensis L. obtained through reciprocal crossings of mother plants of diffe-
rent phenotypes, and the contributions of these genes to the epigenetic variation of plant 
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введение

У большинства организмов при реципрок-
ных скрещиваниях основная масса наследст-
венных признаков, как правило, подчиняется 
определенной закономерности: ген проявляет 
свои свойства в фенотипе потомства вне за-
висимости, от какого из родителей он унасле-
дован. Это явление было открыто еще Г. Мен-
делем в опытах на горохе и получило название 
«принципа эквивалентности» [Mendel, 1866]. 
Однако ряд признаков не подчиняются данной 
закономерности и управляются так называе-
мым геномным импринтингом. Термин «им-
принтинг» (imprint – отпечаток) впервые пред-
ложил в 1960 г. Х. Кроуз из Колумбийского 
университета США для описания селективной 
элиминации отцовских хромосом у насекомых. 
Геномный импринтинг является генетическим 
феноменом, при котором определенные гены 
подлежат экспрессии особым образом: фено-
типическое проявление отдельных отцовских 
и материнских генов, передаваемых потом-
ству, может нести специфический «отпечаток» 
одного из родителей. В этом случае для экс-
прессии гена важно, от кого из родителей он 
унаследован. Теоретически любой ген может 
быть затронут геномным импринтингом и оба 
родителя могут передавать потомкам совер-
шенно идентичные гены. Однако при разном 
импринтинге (материнском или отцовском) 
действие идентичных генов будет неодинако-
вым. Важно и то, что эти отличия носят времен-
ный характер, т. е. проявляются на протяжении 
одного или нескольких поколений и постепенно 
могут исчезать [Сапиенца, 1990]. Таким обра-
зом, геномный импринтинг – эпигенетичес-
ки обусловленная избирательная экспрессия 
только одного из аллельных генов, наследуе-
мых от родителей.

Молекулярные механизмы геномного им-
принтинга у растений изучают на модель-
ных объектах (чаще других используя Ara‑
bidopsis thaliana L.), проводя скрининг му-
тантов с измененными морфологическими 
признаками и физиолого-биохимическими 

особенностями [Chaudhury et al., 1997; Gros-
sniklaus et al., 1998; Luo et al., 1999; Vielle-Cal-
zada et al., 1999]. Наряду с изучением молеку-
лярных механизмов оценка фенотипического 
проявления отдельных признаков у потомств, 
полученных от реципрокных скрещиваний рас-
тений с хлорофиллдефектностью, также пред-
ставляется продуктивным подходом в изучении 
геномного импринтинга.

Целью настоящего исследования явилось 
изучение у Festuca pratensis L. фенотипическо-
го проявления мутантного гена и гена-супрес-
сора, контролирующих температурозависимую 
супрессированную хлорофиллдефектность (ге-
нетическая модель), и роли в ней генов, полу-
чаемых от матери и от отца, на основе анализа 
частоты хлорофиллдефектных проростков при 
де- и ресупрессии у F1-гибридных потомств, 
полученных в результате реципрокных скрещи-
ваний растений различных фенотипов (дикого 
типа и депигментированных).

материалы и методы

Материалом для проведения настоящего 
исследования послужило семенное потом-
ство (F1‑гибриды) овсяницы луговой (Festuca 
pratensis L., 2n = 14), полученное в реципрок-
ных скрещиваниях растений-ревертантов, мар-
кированных в ювенильной фазе развития по 
степени хлорофилльного дефекта и механизму 
и скорости восстановления пигментации про-
ростка – функциональные ревертанты. В даль-
нейшем растения высаживали в поле и куль-
тивировали в течение шести лет в виде клонов 
(всего 110). Каждый клон состоял из восьми 
растений, полученных методом деления мате-
ринских двухлетних особей. В полевом экспе-
рименте проводили принудительные скрещи-
вания растений-ревертантов: одно из растений 
каждого фенотипа помещали под изолятор 
вместе с растением другого фенотипа, всего 
105 вариантов скрещиваний.

В дальнейшем в лабораторных условиях на 
проростках, выращенных из семян F1-потомств, 
полученных от реципрокных скрещиваний, 

organisms. In F1 hybrid progenies from reciprocal crossings the mutant gene may dem-
onstrate either the same or differential genomic imprinting. Variations of the effect de-
pended on the degree of the chlorophyll defect in the seedlings at desuppression and the 
modifying action of the suppressor gene at resuppression. Furthermore, the suppressor 
gene had a multiplier effect, as it not only suppressed the penetrance of the mutant gene 
that controlled temperature-dependent chlorophyll defects but also masked the different 
genomic imprinting in individual F1 hybrid phenotypes.

K e y w o r d s: suppressed temperature-dependent chlorophyll defects; de- and resup-
pression; Festuca pratensis Huds.; F1 hybrid progenies; genomic imprinting.
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анализировали вклад отцовских и материнс-
ких генов (мутантного гена и гена-супрессора) 
в частоту появления хлорофиллдефектных про-
ростков в условиях де- и ресупрессии.

Генетическая оценка де- и ресупрессии 
проростков овсяницы луговой проводилась 
при проращивании семян в условиях фитотро-
на в течение 10 сут при непрерывном освеще-
нии (96–120 mmol m-2 s-1) и температуре 35 °C. 
В массиве проростков регистрировали зеле-
ные (w‑type или norma, N) и депигментирован-
ные растения (V – виридис; X – ксанта; A – аль-
бина; VN – виридо-норма; VX – виридо-ксанта; 
XN – ксанто-норма; XV – ксанто-виридис). Де-
пигментированные проростки восстанавлива-
ли полностью или частично зеленую окраску 
листа через 4 сут при снижении температуры 
до 25 °C (функциональная реверсия). Подсчи-
тывали количество зеленых и депигментиро-
ванных проростков при 35 °C (десупрессия) 
и 25 °C (частично или полностью восстановив-
ших окраску листа до зеленой – ресупрессия). 
Обозначения фенотипов образовывались из 
начальных латинских букв соответствующе-
го типа депигментации, знака «>» и начальных 
букв соответствующего типа восстановления 
(например, V > N, V > VX).

Депигментированные проростки восстанав-
ливали зеленую окраску листа (ресупрессия) 

с различной скоростью и двумя путями: через 
реверсию и репопуляцию. Быстрое восстанов-
ление путем реверсии происходило при культи-
вировании проростков в течение последующих 
4 сут или медленно – более 4 сут, и только при 
25 °C. Восстановление окраски проростка до 
w‑type происходило также через репопуляцию 
клеток базальной части проростка. При этом 
быстрое восстановление наблюдалось уже на 
7-е сут при температуре 35 °C. Медленная ре-
популяция, так же как и медленная реверсия, 
происходила при 25 °C. Зафиксированы раз-
личные сочетания скорости и механизмов вос-
становления (быстрая реверсия – медленная 
реверсия и быстрая репопуляция – медленная 
репопуляция), что позволило выделить не-
сколько фенотипических групп проростков.

результаты и обсуждение

Ранее нами было показано, что генетическая 
основа температурозависимой хлорофиллде-
фектности представлена системой, включаю-
щей мутантный ген и ген-супрессор и проявля-
ющейся фенотипически как при подавленной 
функции гена-супрессора, так при ее восста-
новлении [Лебедева и др., 2012].

Генетический анализ хлорофиллдефектнос-
ти F1-гибридных потомств, сформированных 

Таблица 1. Частота хлорофиллдефектных проростков у F1-гибридных потомств F. pratensis, сформированных 
в реципрокных скрещиваниях, при де- и ресупрессии

Тип
скрещивания

♀ × ♂

Фенотип и количество 
проростков

Соотношение 
фактически 
полученных 
фенотипов

Значение c2 
при

p < 0,05

Частота хлорофиллдефектных 
проростков

зеленый хлорофилл-
дефектный десупрессия ресупрессия

N (1) × f 212 768 1:3 5,93 0,64 0,67
f × N (1) 163 643 1:3 9,81 0,80 0,62
V (2) × f 139 815 1:6 0,06 0,85 0,60
f × V (2) 203 618 1:3 0,03 0,75 0,56
VN (5) × f 314 356 1:1 2.76 0,53 0,40
f × VN (5) 220 146 2:1 7,08 0,40 0,30
XV (3) × f 203 293 1:2 12,9 0,59 0,49
f × XV (3) 164 580 1:3 3,47 0,78 0,68
X (8) × f 187 465 1:3 4,71 0,71 0,53
f × X (8) 207 581 1:3 0,68 0,74 0,58
A (4) × f 115 280 1:3 3,57 0,71 0,60
f × A (4) 239 518 1:2 1,06 0,68 0,51
XN (7) × f 178 462 1:3 2,70 0,72 0,65
f × XN (7) 129 354 1:3 0,75 0,73 0,56
VX (6) × f 242 487 1:2 0,01 0,66 0,47
f × VX (6) 265 487 1:2 1,23 0,65 0,42

Примечание. Различия в частотах зеленый/хлорофиллдефектный фенотип значимы при p < 0,05 c2 < 3,34. Здесь и далее 
различия в частотах хлорофиллдефектных проростков F1-гибридных потомств, сформированных в реципрокных скрещи-
ваниях, значимы при p < 0,05 (маркированы полужирным шрифтом); f – растения различных фенотипов, участвующих в 
скрещиваниях.
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Таблица 2. Частота 14-дневных проростков F1-гибридных потомств F. pratensis при восстановлении 
пигментации (ресупрессия) с разным импринтингом при десупрессии

Тип и механизм
восстановления

Фенотипы гибридных потомств

N (1) × f f × N (1) V (2) × f f × V (2) VN (5) × f f × VN (5) XV (3) × f f × XV (3) Среднее по 
показателю

Полное восстановле-
ние до w‑type 0,24 0,22 0,30 0,26 0,25 0,26 0,17 0,13 0,22

Частичное восста-
новление 0,41 0,49 0,40 0,49 0,54 0,49 0,53 0,46 0,48

Отсутствие восста-
новления 0,35 0,29 0,30 0,25 0,21 0,25 0,30 0,41 0,30

Всего 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Реверсия быстрая
(V>N, X>N, X>V, A>N, 
A>V) 

0,22 0,13 0,36 0,31 0,28 0,21 0,20 0,22 0,24

Реверсия медленная
(V>V>N, X>X>N, 
A>A>N) 

0,60 0,67 0,51 0,63 0,35 0,63 0,75 0,76 0,61

Репопуляция быст-
рая (VN>VN, XN>XN, 
XV>XV) 

0,16 0,17 0,07 0,03 0,34 0,14 0,04 0,01 0,13

Репопуляция мед-
ленная (V>VN, X>XN, 
X>XV, A>AN, A>AV) 

0,02 0,03 0,06 0,02 0,03 0,02 0,01 0 0,02

Таблица 3. Частота 14-дневных проростков F1-гибридных потомств F. pratensis при восстановлении 
пигментации (ресупрессия) с одинаковым импринтингом при десупрессии

Тип и механизм
восстановления

Фенотипы гибридных потомств

X (8) × f f × X (8) A (4) × f f × A (4) XN (7) × f f × XN (7) VX (6) × f f × VX (6) Среднее по 
показателю

Полное восстанов-
ление до w‑type 0,26 0,22 0,15 0,25 0,10 0,23 0,29 0,34 0,23

Частичное восста-
новление 0,44 0,50 0,57 0,46 0,60 0,41 0,41 0,40 0,47

Отсутствие восста-
новления 0,30 0,28 0,28 0,29 0,30 0,36 0,30 0,26 0,30

Всего 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Реверсия быстрая
(V>N, X>N, X>V, A>N, 
A>V) 

0,25 0,09 0,18 0,21 0,06 0,19 0,27 0,35 0,20

Реверсия медленная
(V>V>N, X>X>N, 
A>A>N) 

0,56 0,66 0,78 0,58 0,85 0,48 0,53 0,52 0,62

Репопуляция быст-
рая (VN>VN, XN>XN, 
XV>XV) 

0,11 0,21 0,03 0,15 0,09 0,17 0,14 0,11 0,13

Репопуляция мед-
ленная (V>VN, X>XN, 
X>XV, A>AN, A>AV) 

0,08 0,04 0,01 0,06 0 0,16 0,06 0,02 0,05

в реципрокных скрещиваниях, показал, что 
доля депигментированных проростков в экс-
периментальном пуле составляет у отдельных 
потомств ½, ¾, ¹⁄₆. Ген-супрессор проявляет 
нестойкое доминирование, и, как следствие, 
у отдельных гибридных потомств наблюдает-
ся различное соотношение частот фенотипов 

с зеленой и хлорофиллдефектной окраской 
листа проростков (табл. 1).

Изучение эпигенетической составляющей 
температурозависимой супрессированной 
хлорофиллдефектности при десупрессии по-
казало следующее. Частоты хлорофиллде-
фектных проростков у F1-гибридных потомств 
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в одних парах реципрокных скрещиваний 
близки по значению (для фенотипов X, A, XN, 
VX), а в других отличаются на 10–20 % (для 
фенотипов N, V, VN, XV). Полученные данные 
позволили заключить, что мутантный ген, кон-
тролирующий более глубокие типы депигмен-
тации X, A и их комбинированные фенотипы, 
не несет специфического «отпечатка» пола 
родителя, т. е. отцовские и материнские гены 
передают потомкам совершенно идентич-
ные гены и проявляют одинаковый геномный  
импринтинг.

Для другой группы F1-гибридных потомств 
с менее выраженной депигментацией (V, VN, 
XV) и w‑type проявляется материнский или от-
цовский эффекты: у них величина пула депиг-
ментированных проростков при десупрессии 
у потомств от реципрокных скрещиваний раз-
лична. В этом случае для экспрессии мутант-
ного гена важно, от которого из родителей он 
унаследован. Для F1-гибридных потомств с му-
тантными фенотипами (V, VN) проявляется ма-
теринский эффект (увеличение частоты депиг-
ментированных проростков), а у w‑type и XV – 
отцовский эффект. При разном импринтинге 
(материнском или отцовском) действие иден-
тичных генов неодинаково, и величина пула де-
пигментированных проростков у них различна 
(табл. 1).

В условиях ресупрессии, когда функцио-
нальная активность гена-супрессора восста-
новлена, у F1-гибридных потомств, для которых 
проявляется одинаковый импринтинг – отсут-
ствие специфического «отпечатка» пола роди-
теля, расширился спектр фенотипов: X, A, XN, 
VX, V и w‑type. Эффект различного геномного 
импринтинга мутантного гена, выявленный при 
десупрессии, сохраняется при ресупрессии 
лишь для F1‑гибридных потомств с комбиниро-
ванными фенотипами (ранние ревертанты): VN, 
XV (табл. 1).

Выявлены также и особенности дей-
ствия гена-супрессора в отношении ме-
ханизмов и скорости восстановления пиг-
ментации F1-гибридных потомств при ре-
супрессии (табл. 2, 3). Средние значения 
показателей, характеризующих восстановле-
ние пигментации (полное и частичное) в двух 
группах F1-гибридных потомств с одинако-
вым и разным импринтингом при десупрес-
сии, не отличаются друг от друга. Отмечены 
различия в частотах при восстановлении пиг-
ментации проростков: при полном и частич-
ном восстановлении для фенотипов A (мед-
ленная реверсия) и XN (быстрая и медленная 
реверсия; медленная репопуляция); для фе-
нотипов X (быстрая и медленная реверсия, 

быстрая репопуляция) (табл. 3). Фенотипы 
этих F1-гибридных потомств характеризуют-
ся различным импринтингом (материнским 
или отцовским).

заключение

Результаты проведенного исследования по-
зволили выявить сложную картину регуляции 
экспрессии мутантного гена и гена-супрессо-
ра, контролирующих температурозависимую 
супрессированную хлорофиллдефектность 
у Festuca pratensis. У F1‑гибридных потомств, 
сформированных в реципрокных скрещива-
ниях, мутантный ген, контролирующий темпе-
ратурозависимую супрессированную хлоро-
филлдефектность, может проявлять как одина-
ковый, так и разный геномный импринтинг (т. е. 
зависимость экспрессии мутантного гена от 
пола родителей). Различия в эффекте (одина-
ковый или разный геномный импринтинг) зави-
сели от глубины хлорофилльного дефекта про-
ростков при десупрессии и модифицирующего 
действия гена-супрессора при ресупрессии 
в отношении как частоты депигментированных 
проростков, так и механизмов восстановле-
ния их пигментации. При этом ген-супрессор 
обладает мультипликативным действием, не 
только подавляя фенотипическое проявление 
мутантного гена, контролирующего темпера-
турозависимую хлорофиллдефектность, но 
и маскируя разный геномный импринтинг у от-
дельных F1-гибридных фенотипов. Использо-
ванная в данной работе генетическая модель 
«супрессированной хлорофиллдефектности» 
позволила получить новые сведения для по-
нимания сложных механизмов эпигенетичес-
кой изменчивости у растительных организмов, 
в частности геномного импринтинга, и роли 
в ней генов-супрессоров.
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генеТичесКое разнообразие и ПоПулЯционнаЯ 
сТруКТура вида ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HeyNH. 
осТрова валаам

м. в. зарецкая, о. м. федоренко
Институт биологии Карельского научного центра РАН

Представлены результаты изучения генетического разнообразия и популяционной 
структуры Arabidopsis thaliana острова Валаам с целью выявления молекулярно-
генетических механизмов и микроэволюционных процессов в условиях изоляции 
вида на острове, представляющем северную периферию его ареала. Оценена 
вариабельность 95 RAPD-локусов растений из четырех локальных мест произрас-
тания их на острове. Выявлен повышенный уровень генетического разнообразия 
изученных групп растений (средние значения P95 % = 29,2 % и Hexp = 0,092) по срав-
нению с другими самоопылителями. Однако генетическая изменчивость A. thaliana 
Валаама оказалась ниже по сравнению с континентальными популяциями араби-
допсиса Карелии, проанализированными ранее. Предполагается, что это связано 
с расположением острова в более южных широтах и более мягким его климатом, 
а также может зависеть от низкой интенсивности миграционного потока генов 
с материка из-за изолированного положения вида на острове. Выявлен высо-
кий уровень генетического сходства по Нею изученных групп растений (среднее 
IN = 0,949). С помощью статистик генного разнообразия Нея установлено, что на 
межгрупповую изменчивость (GST) приходится 39,0 % общего генного разнообра-
зия, что невелико для инбредных видов. Полученные данные позволяют предпо-
ложить, что вид A. thaliana представлен на Валааме единой подразделенной попу-
ляцией, в которой отдельные субпопуляции связаны между собой миграционными 
взаимодействиями. Такая популяционная структура противодействует инбридин-
гу, присутствующему в природных популяциях ограниченной численности, и спо-
собствует сохранению генетического разнообразия, которое является основой 
адаптации и выживания популяций.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Arabidopsis thaliana (L.); генетическое разнообразие; RAPD-
маркеры; генетическая структура популяций; поток генов.

m. V. Zaretskaya, O. m. Fedorenko. GeNeTIc DIVersITy AND 
pOpuLATION sTrucTure OF THe specIes ARABIDOPSIS THALIANA (L.) 
HeyNH. ON VALAAm IsLAND

The genetic diversity and population structure of Arabidopsis thaliana on Valaam Island 
was investigated. The purpose of the study was to detect the molecular genetic mecha-
nisms and microevolutionary processes in insulate populations of A. thaliana on an island 
lying in the northern periphery of the species range. The variability at 95 RAPD-loci was 
evaluated in A. thaliana from four localities on the island. A higher level of genetic diver-
sity was revealed (average value P99 % = 29.2 %; Hexp = 0.092) in comparison with other 
self-pollinators. The genetic variability of A. thaliana on Valaam was however lower than 
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введение

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. – наиболее 
изученный объект генетики растений, который, 
благодаря информации о нуклеотидной по-
следовательности генома и широкому ареалу 
обитания, стал широко использоваться в попу-
ляционно-генетических и молекулярно-гене-
тических исследованиях во всем мире. Однако 
экспериментальные исследования проводят-
ся в основном на лабораторных гомозиготных 
линиях. Изучение природных популяций этого 
модельного вида имеет важное значение для 
использования богатства и уникальности их 
генетического разнообразия в последующих 
экспериментах с участием A. thaliana при ре-
шении различных конкретных задач. Особый 
интерес представляют популяции, располо-
женные на периферии ареала вида, у которых 
сформировались популяционно-генетические 
и молекулярно-генетические механизмы ус-
тойчивости к не вполне благоприятным услови-
ям существования.

Проблема адаптации живых организмов 
к условиям окружающей среды является од-
ной из актуальных в современной биологии. 
Существование генетической изменчивости 
является предпосылкой и необходимым ус-
ловием для обеспечения приспособленности 
и адаптации организмов, при этом для жизне-
способности популяции важное значение име-
ет уровень генного разнообразия [Fischer, Mat-
thies, 1998; Fischer et al., 2000; Savolainen et al., 
2000]. Величина генетического разнообразия 
популяций определяется сложным перепле-
тением взаимодействий основных факторов 
микроэволюции – естественного отбора, ген-
ных мутаций, случайного дрейфа и миграции 
генов, а также часто связана с величиной ареа-
ла и системой воспроизведения видов. Особое 
значение для эволюционных преобразований 
имеет поток генов, причем этот вопрос до сих 

пор остается дискуссионным. Интенсивный по-
ток генов между популяциями ведет к унифика-
ции вида, стирая межпопуляционные различия. 
При слабом генном потоке дрейф генов, отбор 
и даже мутации могут привести к генетической 
дифференциации. Своеобразие генетических 
процессов при изоляции позволяет каждой по-
пуляции изменяться независимо и приводит 
к формированию уникальных особенностей 
генофонда [Хедрик, 2003]. В связи с этим по-
пуляции островов представляют собой удоб-
ную модель для изучения микроэволюцион-
ных процессов и возможных путей адаптив-
ной эволюции.

Валаамский архипелаг является уникаль-
ной островной экосистемой самого крупного 
озера Европы – Ладожского. В 1999 г. острову 
придан статус природного парка «Валаамский 
архипелаг». В связи с удаленностью от суши 
и отсутствием промышленного производства 
замкнутая островная экосистема представляет 
собой удобную модель для изучения состояния 
незагрязненной природной среды. Флора ост-
рова представлена очень большим числом ви-
дов растений (495), среди них и A. thaliana. Ин-
тересно, что 64 вида занесено в Красную книгу 
Карелии и 2 – в Красную книгу России [Крав-
ченко, Крышень, 1995]. Остров Валаам пред-
ставляет северную периферию ареала A. thali‑
ana. Однако климатические условия Валаама 
во многом определяются влиянием Ладожско-
го озера, в связи с чем климат архипелага – са-
мый мягкий в пределах Республики Карелия 
и мягче остальных районов таких же широт бла-
годаря близкому соседству Балтийского и Бе-
лого морей и, соответственно, влиянию тепло-
го течения Гольфстрим.

В настоящем исследовании представ-
лены результаты изучения генетического 
разнообразия и популяционной структуры 
A. thaliana острова Валаам с целью выявле-
ния молекулярно-генетических механизмов 

in previously investigated mainland populations of arabidopsis in Karelia. This fact is sup-
posedly due to the island’s southerner location and milder climate, and may also depend 
on the low rate of gene migration from the mainland because of the species’ isolation on 
the island. The level of Nei’s genetic similarity of the studied groups of plants was high 
(average IN = 0.949). Nei’s gene diversity statistics showed that 39.0 % of the total gene 
diversity was explained by between-group variability (GST), which is quite low for inbred 
species. The findings allow to suggest that the species A. thaliana on Valaam is one but 
segregated population where subpopulations are connected to one another by migratory 
interactions. This population structure counteracts inbreeding, which happens in isolated 
populations of limited size, and contributes to the preservation of genetic diversity, which 
is essential for adaptation and survival of populations.

K e y w o r d s: Arabidopsis thaliana (L.); genetic diversity; RAPD-markers; genetic struc-
ture of populations; gene flow.
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и микроэволюционных процессов в услови-
ях изоляции вида на северной периферии его 
ареала. Исследование выполнено c помощью 
RAPD-анализа – метода полимеразной цепной 
реакции с участием произвольных праймеров, 
который имеет ряд достоинств и преимуществ, 
позволяя, в частности, исследовать геном в це-
лом и выявлять полиморфные состояния боль-
шого числа локусов, а также анализировать 
и некодирующие последовательности ДНК. 
В качестве одной из задач было выяснение воп-
роса, являются ли локальные места произрас-
тания растений A. thaliana на Валааме отдель-
ными популяциями или составляют субпопу-
ляционную структуру единой подразделенной 
популяции острова. Сохранение вида A. thali‑
ana на Валаамском архипелаге, как источника 
уникальных природных генов модельного рас-
тения, является еще одной важной задачей. 
Проведенное исследование будет способство-
вать разработке плана мероприятий, направ-
ленных на сохранение A. thaliana на острове.

материалы и методы

Исследование выполнено на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
ИБ КарНЦ РАН «Комплексные фундаменталь-
ные и прикладные исследования особенностей 
функционирования живых систем в условиях 
Севера». Растения анализировали из четырех 
локальных мест произрастания A. thaliana на 
острове Валаам – площадки №№ 1, 4, 5 и 7. 
Площадки отделены друг от друга расстояни-
ем в два и более километров, окружены лес-
ной растительностью, а одна из них (площадка 
№ 5) находится на полуострове, отделенном от 
основной части острова тонким перешейком 
и водной преградой. Из семян растений, соб-
ранных во время экспедиции 2012 года, выра-
щивали исходный материал в лабораторных 
условиях в смеси земли и песка (2:1) под люми-
несцентными лампами.

Выделение ДНК из листьев 30 взрослых рас-
тений в вегетативной фазе каждой из четырех 
площадок проводили по протоколу Мёллера 
c соавторами [Möller et al., 1992]. Полимераз-
ную цепную реакцию осуществляли в термоцик-
лере Robocycler® (Stratagene, США). Амплифи-
кация ДНК шла в реакционной смеси объемом 
30 мкл, содержащей 2,5 мкл 10×Taq-буфера, 
0,2 мМ каждого dNTP, 1 ед. Taq-полимеразы 
(«Евроген», Россия), соответствующий прай-
мер 20 пМ и 50 нг геномной ДНК.

Для RAPD-анализа использовали семь 
олигонуклеотидных праймеров («Син-
тол», Россия): № 1 – 5’-GTAGCTGACG-3’; 

№ 2 – 5’-GTGTCGAGTC-3’; № 4 – 5’-AGGTCT-
GACG-3’; № 7 – 5'-GTCGATCGAG-3’; № 8 – 
5'-CGAGCCGATC-3’; OPC-5 – 5’-GATGACC-
GCC-3’; P-01D – 5’-AGCAGCGTCG-3’. ПЦР про-
водили по следующей программе: первичная 
денатурация – 2 мин при 94 °С; далее 35 цик-
лов: денатурация – 1 мин при 94 °С, отжиг – 40 
с при 35 °С, синтез – 40 с при 72 °С; достраива-
ние фрагментов – 10 мин при 72 °С. Продукты 
амплификации выявляли методом электрофо-
реза в 2%-м агарозном геле в TBE буферном 
растворе с добавлением бромистого этидия 
и фотографировали в проходящем УФ-свете. 
Анализ молекулярной массы фрагментов осу-
ществляли относительно маркера молекуляр-
ной массы (100 bp – 1 Kb) («Силекс», Россия).

Статистическую обработку полученных 
результатов проводили с использованием 
стандартных подходов, принятых в популя-
ционно-генетических исследованиях [Жи-
вотовский, 1983], пакетов программ PHYLIP 
[http://evolution.genetics.washington.edu], Ar-
lequin ver. 3.11 [http://cmpg.unibe.ch/software/
arlequin 3]. Для этого были составлены бинар-
ные матрицы, в которых присутствие или отсут-
ствие в спектре одинаковых фрагмен тов ДНК 
обозначали как «1» или «0». Уровень генетичес-
кого разнообразия растений отдельных локаль-
ностей определяли с помощью показателей: 
доли полиморфных локусов при 95-процент-
ном критерии (P95 %) и ожидаемой гетерозигот-
ности (Нexp). Генетическую подразделенность 
изученных площадок характеризовали с по-
мощью статистик генного разнообразия Нея 
[Nei, 1973]. Генетическое сходство отдельных 
локальных мест произрастания арабидопсиса 
вычисляли с помощью коэф фициента Нея – IN 
[Nei, 1972].

результаты и обсуждение

Для выбора эффективных RAPD-праймеров 
в предварительных экспериментах на ДНК 
A. thaliana проведено тестирование 20 деканук-
леотидных последовательностей, применяе-
мых для анализа растений. В результате было 
отобрано семь из них, позволяющих воспроиз-
водить наиболее полиморфные и относительно 
четкие RAPD-спектры. Количество амплифи-
цированных фрагментов ДНК варьировало на 
праймер от 9 (праймер № 7) до 18 (праймер 
P-01D). Общее число учитываемых фрагментов 
ДНК – 95. На электрофоретических спектрах 
детектировались как мономорфные фрагмен-
ты, общие для всех образцов, так и полимор-
фные. В зависимости от праймера спектры 
фрагментов ДНК растений с разных площадок 
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Рис. 1. RAPD-спектры геномной ДНК растений A. thaliana острова Валаам, полученные с помощью праймера 
№ 2: 1 – маркер молекулярной массы (100–1000 п. н.); 2–6 – растения с площадки № 4; 7–11 – растения с 
площадки № 5; 12–15 – растения с площадки № 7

Рис. 2. RAPD-спектры геномной ДНК растений A. thaliana острова Валаам, полученные с помощью праймера 
№ 4: 1 – маркер молекулярной массы (100–1000 п. н.); 2–7 – растения с площадки № 7; 8–11 – растения с 
площадки № 4; 12–15 – растения с площадки № 5

иногда были идентичны, а иногда различались. 
Так, спектры фрагментов ДНК, полученные 
с помощью праймера № 2, совпадают у расте-
ний площадок № 4 и № 7 и отличаются от спек-
тров растений площадки № 5 (рис. 1). Уровень 
варьирования количества и размеров фрагмен-
тов ДНК растений с разных площадок был не-
одинаков: повышенная вариабельность спект-
ров фрагментов ДНК заметна у растений с пло-
щадок № 1 и № 5 по сравнению со спектрами 
растений с площадок № 4 и № 7 (рис. 2, 3, 4).

На основании частот фрагментов ДНК были 
вычислены основные показатели уровня гене-
тического разнообразия растений из четырех 
локальных мест произрастания A. thaliana на 
Валааме. Значения показателей представле-
ны в таблице 1. В двух локальностях (площадки 
№ 1 и № 5) выявлен значительный объем гене-
тического разнообразия растений A. thaliana. 
Средние значения показателей уровня гене-
тического разнообразия для этих двух площа-
док составляют P95 % = 37,4 % и Hexp = 0,125, что 
превышает средний уровень полиморфизма, 
установленный для других самоопыляющих-
ся видов растений (P95 % = 18,9 % и Hexp = 0,058) 
[Hamrick et al., 1979]. В двух оставшихся 

локальностях (площадки № 4 и № 7) величи-
на генетической изменчивости составляет 
в среднем P95 % = 21,1 % и Hexp = 0,059 и нахо-
дится на уровне, характерном для инбредных  
видов.

Ранее с помощью аллозимного и RAPD ана-
лизов нами была изучена генетическая вариа-
бельность более десяти континентальных попу-
ляций арабидопсиса в Карелии, территория ко-
торой представляет северную границу ареала 
вида [Федоренко и др., 2001, 2011; Федоренко, 
Грицких, 2008]. В результате было выявлено 
значительное генетическое разнообразие се-
верных природных популяций, более чем в два 
раза превышающее уровень изменчивости 
A. thaliana в центре его ареала (Англия) [Abbott, 
Gomes, 1989], а также превышение средних 
значений популяционных характеристик других 
самоопыляющихся видов растений [Hamrick 
et al., 1979] (табл. 1). Столь высокий популя-
ционный полиморфизм не типичен для само-
опыляющихся видов растений. В связи с этим 
было высказано предположение, что значи-
тельный уровень генетического разнообразия 
арабидопсиса в северной части его ареала мо-
жет быть связан с жесткими экологическими 
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условиями произрастания, что согласуется 
с представлениями Левонтина о популяцион-
но-генетической структуре краевых популяций 
[Левонтин, 1978]. Уровень генетического раз-
нообразия A. thaliana острова Валаам в сред-
нем оказался ниже (P95 % = 29,2 % и Hexp = 0,092) 
выявленной ранее величины генетической из-
менчивости континентальных популяций ара-
бидопсиса Карелии (табл. 1). По-видимому, это 
объясняется расположением острова в более 
южных широтах и более мягким климатом. По-
ниженная величина генетического разнообра-
зия вида A. thaliana Валаама также может быть 
связана с его изолированным положением на 
острове, где из-за водной преграды Ладожско-
го озера миграционный поток генов с матери-
ка может иметь очень низкую интенсивность. 
Особенности микроэволюционных процес-
сов в островных, изолированных популяциях 
(уменьшение скорости миграции генов, усиле-
ние роли дрейфа генов и т. д.) способствуют 

усилению инбридинга и снижению генетичес-
кого разнообразия.

Оценка степени генной дифференциации 
внутри и между исследуемыми группами рас-
тений произведена с помощью статистик ген-
ного разнообразия Нея [Nei, 1973]. Результаты 
вычисления представлены в таблице 2. Общее 
генное разнообразие, среднее по всем семи 
праймерам, HT, составило 0,143. Немногим 
большая часть этого разнообразия пришлась 
на внутригрупповую компоненту, HS. В целом 
установлено, что относительная величина 
межгрупповой дифференциации (GST) рав-
на 0,390, т. е. на межгрупповую изменчивость 
приходится 39,0 % общего генного разнооб-
разия, что невелико для самоопыляющихся 
видов растений. У инбредных видов GST со-
ставляет большую часть общего генного раз-
нообразия (≥ 50 %). Так, для британских попу-
ляций A. thaliana, находящихся в центре своего 
ареала, GST = 0,563 [Abbott, Gomes, 1989]; для 

Рис. 4. RAPD-спектры геномной ДНК растений A. thaliana острова Валаам, полученные с помощью праймера 
P-01D: 1 – маркер молекулярной массы (100–1000 п. н.); 2–6 – растения с площадки № 5; 7–11 – растения с 
площадки № 7; 12–15 – растения с площадки № 1

Рис. 3. RAPD-спектры геномной ДНК растений A. thaliana острова Валаам, полученные с помощью праймера 
OPC-5: 1 – маркер молекулярной массы (100–1000 п. н.); 2–6 – растения с площадки № 5; 7–11 – растения с 
площадки № 7; 12–15 – растения с площадки № 1
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популяций северной границы ареала этого 
вида в бассейне Онежского озера GST = 0,507 
[Федоренко и др., 2011]; для популяций дру-
гих самоопылителей GST = 0,523 [Gottlieb, 1981]. 
Полученные данные позволяют предположить, 
что изученные группы растений с четырех пло-
щадок Валаама, по-видимому, представляют 
собой единую подразделенную популяцию, со-
стоящую из отдельных субпопуляций.

На отсутствие существенных дифференци-
аций между отдельными локальными места-
ми произрастания арабидопсиса указывают 
и высокие значения генетического сходства по 
Нею [Nei, 1972]. Значения IN находятся в преде-
лах от 0,924 для пары площадок № 4 и № 5 до 
0,967 для площадок № 1 и № 7 (табл. 3). Сред-
няя генетическая идентичность (IN) между все-
ми парами площадок составила 0,949. Полу-
ченные данные оказались выше генетической 
идентичности популяций A. thaliana бассейна 

Онежского озера (IN = 0,843), которая была ус-
тановлена нами ранее [Федоренко и др., 2011], 
а также выше генетического сходства британ-
ских популяций арабидопсиса (IN = 0,897) [Ab-
bott, Gomes, 1989]. Поскольку генетические 
различия между исследуемыми группами рас-
тений, оцененные с помощью RAPD-маркеров, 
невелики, кластерный анализ не проводился.

заключение

Отметим ряд выявленных популяционно-ге-
нетических особенностей A. thaliana острова 
Валаам. С помощью RAPD-маркеров обнару-
жен повышенный уровень генетического раз-
нообразия арабидопсиса (средние значения 
P95 % = 29,2 % и Hexp = 0,092) по сравнению с дру-
гими самоопыляющимися видами растений. 
Однако этот уровень оказался ниже, чем в кон-
тинентальных карельских популяциях A. thaliana, 

Таблица 1. Показатели уровня генетического разнообразия растений A. thaliana острова Валаам
Места сбора растений P95 %, % Hexp

Площадка № 1 38,9 0,123 ± 0,019
Площадка № 4 20,0 0,062 ± 0,014
Площадка № 5 35,8 0,127 ± 0,017
Площадка № 7 22,1 0,056 ± 0,012

Среднее 29,2 0,092
Карельские популяции A. thaliana 
[Федоренко и др., 2011] 42,3 0,126 ± 0,016

Британские популяции [Abbott, 
Gomes, 1989] 16,50 0,055

Самоопылители,
среднее по 33 видам [Hamrick et al., 
1979] 

18,99 0,058

Примечание. P95 % – доля полиморфных локусов при 95% критерии; Нexp – ожидаемая гетерозиготность.

Таблица 2. Параметры генного разнообразия растений A. thaliana острова Валаам
Праймер HТ HS DST GST

№ 1 0,130 0,079 0,051 0,389
№ 2 0,181 0,107 0,075 0,413
№ 4 0,209 0,122 0,087 0,418
№ 7 0,053 0,035 0,018 0,340
№ 8 0,084 0,059 0,025 0,301

OPC-5 0,222 0,118 0,104 0,468
P-01D 0,120 0,087 0,033 0,274

Среднее 0,143 0,087 0,056 0,390

Примечание. HТ – общее генное разнообразие, HS – внутригрупповое разнообразие, DST – межгрупповое разнообразие, 
GST – относительная величина межгрупповой дифференциации.

Таблица 3. Генетическая идентичность (IN) отдельных групп растений A. thaliana на острове Валаам
Площадки № 1 № 4 № 5 № 7

№ 1 0 0,945 0,965 0,967
№ 4 0 0,924 0,944
№ 5 0 0,946
№ 7 0
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находящихся на северной периферии его аре-
ала. По-видимому, это объясняется географи-
ческим расположением острова Валаам в бо-
лее южных широтах и более мягким климатом, 
а также может быть связано со снижением ин-
тенсивности миграционного потока генов из-за 
изолированности вида на острове. Высокое 
генетическое сходство изученных групп расте-
ний и отсутствие существенной дифференци-
ации между ними позволяют признать, что вид 
A. thaliana представлен на Валааме единой под-
разделенной популяцией, в которой отдельные 
субпопуляции связаны между собой миграци-
онными взаимодействиями. Такая популяцион-
ная структура противодействует инбридингу, 
присутствующему в природных популяциях ог-
раниченной численности, и способствует сохра-
нению генетического разнообразия, которое яв-
ляется основой адаптации и выживания популя-
ций. В качестве мероприятий, способствующих 
сохранению модельного вида на Валааме, была 
бы целесообразна организация регулярного ге-
нетического мониторинга популяционно-гене-
тической структуры A. thaliana.
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роль оТдельных КомПоненТов анТиоКсиданТной 
сисТемы в адаПТации расТений ELYTRIGIA 
REPENS (L.) NeVsKI К Кадмию

н. м. Казнина, ю. в. батова, а. ф. Титов, г. ф. лайдинен
Институт биологии Карельского научного центра РАН

В условиях вегетационного опыта изучали устойчивость пырея ползучего (Elytrigia 
repens (L.) Nevski) к кадмию и роль отдельных компонентов антиоксидантной си-
стемы (АОС) в адаптации растений этого вида к повышенным концентрациям ме-
талла в корнеобитаемой среде. Показано, что пырей обладает высокой устойчи-
востью к кадмию и способен в течение длительного времени (40 сут) успешно рас-
ти в присутствии данного металла в субстрате в концентрации 40 мг/кг субстрата, 
сохраняя при этом высокий уровень фотосинтеза и водного режима. Из получен-
ных данных следует, что высокая устойчивость пырея к кадмию, наряду с другими 
защитными механизмами, обеспечивается эффективной работой АОС. В частно-
сти, в присутствии металла в корнях растений заметно возрастает активность та-
ких антиоксидантных ферментов, как супероксиддисмутаза (СОД), каталаза (КАТ) 
и гваяколовая пероксидаза (ПО). В листьях растений повышается активность толь-
ко ПО, но при этом активизируется синтез ключевого неферментативного ком-
понента АОC – глутатиона (GSH). Этому же способствует поддержание высокой 
концентрации каротиноидов, являющихся еще одним неферментативным антиок-
сидантом. На основании анализа полученных результатов сделан вывод о том, что 
в корнях растений, где обнаружена более высокая концентрация металла, детокси-
кация активных форм кислорода обеспечивается главным образом за счет увели-
чения активности антиоксидантных ферментов, тогда как в листьях основная роль 
в предотвращении окислительного стресса, возникающего под влиянием кадмия, 
принадлежит неферментативным низкомолекулярным соединениям, в частности 
GSH и каротиноидам.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Elytrigia repens (L.) Nevski; кадмий; антиоксидантные фер-
менты; неферментативные антиоксиданты.

N. m. Kaznina, yu. V. batova, A. F. Titov, G. F. Laidinen. rOLe OF 
ANTIOXIDANT sysTem cOmpONeNTs IN ADApTATION OF ELYTRIGIA 
REPENS (L.) ‘NeVsKI’ TO cADmIum

The tolerance of Elytrigia repens (L.) ‘Nevski’ to cadmium and the role of individual com-
ponents of the antioxidant system (AOS) in the plants’ adaptation to elevated metal con-
centrations in the root layer were studied in a greenhouse experiment. Couch grass is 
highly resistant to cadmium and can for a long time (40 days) successfully grow in the 
presence of this metal at a 40 mg/kg concentration in the substrate while maintaining 
a high level of photosynthesis and water regime. It follows from these data that the high 
resistance of E. repens to cadmium, along with other protective mechanisms, is ensured 
by effective operation of the AOS. In particular, the activity of antioxidant enzymes such 
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введение

Известно, что концентрация молекуляр-
ного кислорода в клетках растений гораздо 
выше, чем у других эукариот, что в значитель-
ной степени связано с процессом фотосинтеза 
[Гарифзянов и др., 2011]. При этом пример-
но 1 % имеющегося в клетках кислорода, по 
оценкам исследователей, преобразуется в его 
активные формы [Smirnoff, 2000]. Основными 
генераторами активных форм кислорода (АФК) 
являются хлоропласты и митохондрии, а также 
пероксисомы, содержащие большое количест-
во ферментов, катализирующих окислительно-
восстановительные реакции [Apel, Hirt, 2004; 
Mhamdi et al., 2010; Креславский и др., 2012]. 
В небольших количествах АФК образуются 
в ходе многих метаболических процессов, но 
в норме они быстро инактивируются благодаря 
работе АОС. При действии же неблагоприятных 
факторов образование АФК значительно уси-
ливается, вызывая у растений окислительный 
стресс [Finkel, Holbrook, 2000; Колупаев, 2007; 
Djebali et al., 2008; Paradiso et al., 2008]. Одним 
из таких факторов является кадмий – высоко-
токсичный тяжелый металл, способный оказы-
вать сильное негативное воздействие на со-
стояние клеточных мембран и на активность от-
дельных компонентов АОС. При этом считается, 
что металлоустойчивые виды (сорта, генотипы) 
благодаря эффективной работе АОС способны 
лучше сохранять целостность мембран в усло-
виях высоких концентраций этого металла, чем 
менее устойчивые. Так, более высокая актив-
ность антиоксидантных ферментов была обна-
ружена у устойчивых к кадмию генотипов яч-
меня [Wu et al., 2003] и сортов пшеницы [Khan 
et al., 2007], а у устойчивого к этому металлу 
сорта сафлора красильного помимо активности 
ферментов заметно увеличивалось и содержа-
ние восстановленного глутатиона [Namdjoyan 
et al., 2011]. Что касается дикорастущих зла-
ков, то такого рода данных в литературе пока 

относительно немного. Хотя подобные иссле-
дования имеют не только важное теоретичес-
кое значение, связанное с углублением знаний 
о клеточных механизмах металлоустойчивости 
растений, но и большую практическую значи-
мость в плане выявления наиболее устойчивых 
из них для возможного использования в фито-
ремедиации почв, загрязненных тяжелыми ме-
таллами. Определенный интерес с этой точки 
зрения представляет Elytrigia repens (L.) Nevski 
(пырей ползучий) – многолетний корневищ-
ный злак, который, как обнаружено, способен 
произрастать на территориях с довольно вы-
соким уровнем техногенного загрязнения почв 
[Елистратова, 2008; Батова и др., 2015].

Исходя из вышеизложенного, задачей на-
стоящего исследования явилось изучение 
устойчивости Elytrigia repens к кадмию и выяв-
ление роли ряда отдельных компонентов АОС 
в адаптации растений к повышенным концент-
рациям металла в корнеобитаемой среде.

материалы и методы

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
ИБ КарНЦ РАН «Комплексные фундаменталь-
ные и прикладные исследования особенностей 
функционирования живых систем в услови-
ях Севера».

Растения E. repens выращивали в услови-
ях вегетационного опыта с использованием 
песчаного субстрата. Кадмий в концентрации 
40 мг/кг субстрата в виде сернокислой соли 
вносили в субстрат перед посевом семян. 
Полив осуществляли модифицированным пи-
тательным раствором Кнопа. На 40-е сут по-
сле посева (фаза кущения) в корнях и побегах 
растений определяли концентрацию металла, 
интенсивность перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ) (по содержанию малонового ди-
альдегида, МДА), активность антиоксидант-
ных ферментов: супероксиддисмутазы (СОД; 

as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase (PO) in roots is signifi-
cantly promoted in the presence of the metal. In leaves, only PO activity is promoted, but 
at the same time the synthesis of the AOS key non-enzymatic component, glutathione 
(GSH), becomes more active. Another contributing factor is the maintenance of a high 
concentration of carotenoids, which represent another group of non-enzymatic antioxi-
dants. Based on the analysis of the results it was concluded that detoxification of reactive 
oxygen species in the plants’ roots, where a higher concentration of the metal was found, 
was mainly facilitated by enhanced activity of antioxidant enzymes, whereas in leaves the 
principal role in the prevention of oxidative stress under cadmium impact belonged to 
non-enzymatic low molecular weight compounds, in particular GSH and carotenoids.

K e y w o r d s: Elytrigia repens (L.) ‘Nevski’; cadmium; antioxidant enzymes; non-enzy-
matic antioxidants.
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КФ 1.15.1.1), каталазы (КАТ; КФ 1.11.1.6) 
и пероксидазы (ПО; КФ 1.11.1.7), а также ко-
личество восстановленного глутатиона (GSН) 
и концентрацию каротиноидов в листьях. Об 
устойчивости растений к кадмию судили по из-
менению (по отношению к контролю) биомассы 
корня и побега, эффективности работы ФС II, 
интенсивности фотосинтеза и транспирации, 
оводненности тканей.

Содержание кадмия в органах растений 
измеряли методом инверсионной вольтампе-
рометрии на полярографе ABC-1.1 («Вольта», 
Россия). Разложение растительных образцов 
осуществляли в смеси HNO3 и H2O2 в соотно-
шении 4:1 с использованием микроволновой 
системы пробоподготовки МС-6 («Вольта», 
Россия). Показатели эффективности рабо-
ты ФС II – потенциальный (Fv/Fm) и реаль-
ный (Yield) фотохимический квантовый выход 
ФС II – изучали на флуориметре MINI-PAM 
(Walz, Германия), интенсивность фотосинте-
за и транспирации оценивали с помощью ус-
тановки для исследования СО2-газообмена 
и водяных паров HСM-1000 (Walz, Германия). 
Оводненность тканей анализировали весовым 
методом, высушивая растительные образцы 
в термостате до постоянного веса при тем-
пературе 105 °С. Содержание МДА и актив-
ность антиоксидантных ферментов исследо-
вали с помощью спектрофотометра СФ-2000 
(«Спектр», Россия). Для определения коли-
чества МДА брали реакционную среду, содер-
жащую 0,25%-й раствор тиобарбитуровой кис-
лоты в 10%-й трихлоруксусной кислоте [Heat, 
Packer, 1968]. Общую активность СОД оцени-
вали по способности фермента ингибировать 
фотохимическое восстановление тетразолия 
нитросинего согласно методике [Beauchamp, 
Fridovich, 1971], активность ПО – по методике 
[Maehly, Chance, 1954], используя в качестве 
субстрата гваякол, активность КАТ – по мето-
дике [Aebi, 1984]. Содержание GSH измеря-
ли методом высокоэффективной жидкостной 

хроматографии на жидкостном хроматографе 
«Стайер» («Аквилон», Россия) согласно ме-
тодике Снеллер с соавт. [Sneller et al., 2000] 
по стандарту GSH (Sigma). Расчет площадей 
пиков осуществляли с помощью компьютер-
ной программы МультиХром (Версия 1,5Х). 
Концентрацию каротиноидов в листьях расте-
ний определяли с помощью спектрофотомет-
ра СФ-2000 («Спектр», Россия), экстрагируя 
80%-м ацетоном [Шлык, 1971].

Опыт повторяли дважды. Биологическая по-
вторность в пределах каждого варианта опыта 
варьировала для разных показателей от 6 до 
20 растений. Аналитическая повторность при 
проведении химических анализов 3–5-крат-
ная. В таблицах и на рисунках приведены 
средние значения и их стандартные ошибки. 
Достоверность различий оценивали на основа-
нии t-критерия Стьюдента. В работе обсужда-
ются величины, достоверные при p ≤ 0,05.

результаты и обсуждение

Анализ содержания кадмия в органах 
растений E. repens выявил заметное увели-
чение концентрации металла в корнях (до 
116,2 ± 5,0 мкг/г сухой массы) и побегах (до 
4,5 ± 0,6 мкг/г сухой массы) опытных расте-
ний по сравнению с контрольными, где его 
содержание было небольшим и составляло 
0,2 и 0,03 мкг/г сухой массы соответственно.

Известно, что повышение содержания кад-
мия в растениях приводит к ингибированию 
физиологических процессов, при этом степень 
ингибирования в значительной степени зави-
сит от металлоустойчивости вида. В наших ис-
следованиях у E. repens в присутствии кадмия 
заметно снижалась биомасса корней (почти на 
60 % по отношению к контролю) и в меньшей 
степени (на 20 %) – биомасса побега (табл. 1). 
Данный эффект является типичным для видов-
исключателей, к которым относится пырей, по-
скольку у них именно в корнях задерживается 

Таблица 1. Влияние кадмия (40 мг/кг субстрата) на некоторые показатели роста, фотосинтетической 
активности и водного режима у растений Elytrigia repens

Показатель Контроль Опыт
Сухая биомасса корня, мг  71,8 ± 11,9  30,5 ± 4,5*
Сухая биомасса побега, мг 109,4 ± 13,3  88,2 ± 7,3*
Интенсивность фотосинтеза, мкмоль/ (м2·с)  28,8 ± 1,2  30,9 ± 0,8
Fv/Fm 0,748 ± 0,011 0,742 ± 0,008
Yield 0,525 ± 0,017 0,530 ± 0,018
Интенсивность транспирации, ммоль/ (м2·с)  1,66 ± 0,13  2,00 ± 0,26
Оводненность тканей корня, %  85,3 ± 1,3  85,2 ± 1,4
Оводненность тканей побега, %  76,6 ± 0,8  77,6 ± 0,5

Примечание. *Здесь и в табл. 2 различия с контролем достоверны при p ≤ 0,05.
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и инактивируется бóльшая часть поступивших 
в растение токсичных ионов, что считается 
важным механизмом их металлоустойчивости 
[Серегин, Иванов, 2001; Liu et al., 2008; Титов 
и др., 2014].

В отличие от показателей роста, парамет-
ры, характеризующие эффективность работы 
ФС II, а также скорость фотосинтеза у опытных 
растений, сохранялись на уровне контрольных, 
интенсивность же транспирации даже несколь-
ко увеличивалась. Полагают, что повышение 
скорости транспирации при замедлении роста 
корня в неблагоприятных условиях среды мо-
жет быть связано с увеличением гидравличес-
кой проводимости корней и является защит-
но-приспособительной реакцией растений, 
направленной на поддержание необходимой 
оводненности тканей [Кудоярова и др., 2001], 
как это было зафиксировано в нашем иссле-
довании. В целом на основании полученных 
результатов можно сделать вывод о высокой 
устойчивости E. repens к кадмию.

Как известно, устойчивость растений 
к неблагоприятным факторам среды во мно-
гом определяется устойчивостью их клеточ-
ных мембран [Чиркова, 1997]. Судя по лите-
ратурным данным, кадмий способен вызывать 
у растений нарушение структуры плазмалем-
мы и внутренних мембран клетки, приводящее 
к снижению их проницаемости. Это, с одной 
стороны, связано с взаимодействием ионов 
металла с SH-группами мембранных белков, 
вызывающим изменение их свойств, а с другой 
стороны – со способностью кадмия опосредо-
ванно влиять на генерацию избыточных коли-
честв АФК вследствие нарушения структуры 
хлоропластов и митохондрий [Romero-Puertas 
et al., 2002; Paradiso et al., 2008]. Резкое воз-
растание АФК в клетке вызывает у растений 
окислительный стресс, одним из следствий 
которого является усиление ПОЛ клеточных 
мембран, что было обнаружено у целого ряда 
видов растений под влиянием кадмия [Dixit 
et al., 2001; Guo et al., 2004; Nouairi et al., 2009; 
Amirjani, 2012 и др.]. Вместе с тем имеются дан-
ные и о снижении интенсивности ПОЛ в присут-
ствии высоких концентраций металла, но это 
касается в основном опытов с длительными 
экспозициями [Daud et al., 2014; Januškaitienė, 
Klepeckas, 2015]. Предполагают, что сниже-
ние интенсивности ПОЛ в этом случае может 
быть связано с уменьшением количества АФК 
благодаря активной работе АОС и являться 
показателем восстановления структуры мем-
бран. В наших исследованиях у E. repens спус-
тя 40 сут воздействия кадмия в корнях и по-
бегах также отмечено некоторое уменьшение 

содержания МДА у опытных растений по срав-
нению с контрольными, что, по-видимому, сви-
детельствует о сохранении целостности кле-
точных мембран и, как следствие, об успешной 
адаптации растений к металлу (рис. 1).

Ключевыми антиоксидантными ферментами 
в клетках являются СОД, КАТ и ПО. При этом 
СОД обеспечивает «первую линию» защиты 
клеток от АФК, катализируя реакцию дисму-
тации супероксид-радикала в различных ком-
партментах клетки. Образовавшаяся в резуль-
тате восстановления супероксида перекись 
водорода, молекула которой также относится 
к АФК, в свою очередь, нейтрализуется с помо-
щью КАТ и ПО [Asada, 1994; Полесская, 2007]. 
Из литературы известно, что растения, устой-
чивые к различным неблагоприятным факторам 
среды, характеризуются более высокой актив-
ностью антиоксидантных ферментов по срав-
нению с неустойчивыми [Babithaa et al., 2002; 
Mittova et al., 2003; Wu et al., 2003]. В наших 
опытах в корнях растений E. repens в присут-
ствии кадмия также наблюдалось повышение 
активности всех изученных антиоксидантных 
ферментов (табл. 2). Причем активность СОД 
и КАТ оказалась почти в 3 раза, а ПО – в 2 раза 
выше, чем у растений контрольного варианта. 
В листьях же увеличивалась активность только 
ПО (в 3,6 раза по отношению к контролю).

Обнаруженное нами значительное увеличе-
ние активности СОД в корнях E. repens, где кон-
центрация кадмия гораздо выше, чем в листьях, 
очевидно, обеспечивает защиту клеток от воз-
растания количества супероксид-радикалов. 
Усиление при этом активности КАТ и ПО, в свою 
очередь, позволяет снижать содержание обра-
зовавшихся молекул перекиси водорода. Такое 
согласованное повышение активности всех 

Рис. 1. Влияние кадмия (40 мг/кг субстрата) на со-
держание МДА в корнях и листьях растений Elytrigia 
repens: 1 – контроль; 2 – опыт
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трех антиоксидантных ферментов можно рас-
сматривать как важный элемент защиты клеток 
от избытка АФК, обеспечивающий успешную 
адаптацию и выживание растений в условиях 
повышенного содержания кадмия в корнеоби-
таемой среде.

Низкий уровень СОД и КАТ в листьях опыт-
ных растений говорит о том, что усиления окис-
лительных процессов в их клетках в присут-
ствии кадмия не происходит. Возрастание же 
активности ПО скорее связано с какими-то дру-
гими функциями, которые этот фермент выпол-
няет в клетке, в том числе в условиях действия 
стресс-факторов, а также, возможно, с ее вы-
сокой чувствительностью к тяжелым металлам, 
вследствие чего активность ПО увеличивается 
даже при относительно невысоких их концент-
рациях [Mac Farlane, Burchett, 2001].

Помимо антиоксидантных ферментов в уст-
ранении избыточных количеств АФК принима-
ют участие и неферментативные низкомоле-
кулярные соединения, среди которых важную 
роль играет GSH. Его антиоксидантные свойст-
ва определяются как непосредственным взаи-
модействием с АФК и обменными реакциями 
с соединениями с дисульфидными связями, так 
и функционированием ряда ферментов аскор-
бат-глутатионового цикла, связанного с ней-
трализацией перекиси водорода [Толпыгина, 
2012; Колупаев, Ястреб, 2015]. Поэтому под-
держание высокого уровня GSH, а также опти-
мального соотношения его восстановленной 
и окисленной (GSSG) форм необходимо для 
нормального метаболизма клетки [Vanacker 
et al., 2000; Szalai et al., 2009]. В присутствии 
кадмия опасность изменения соотношения 
GSH/GSSG особенно высока из-за расходо-
вания молекул GSH на синтез фитохелатинов, 
что может приводить к целому ряду негативных 
последствий, связанных с изменением окис-
лительно-восстановительного баланса клетки 
[Zhu et al., 1999; Cobbett, Goldsbrough, 2002; 
Pietrini et al., 2003; Noctor et al., 2011]. В нашем 
исследовании содержание GSH у растений 
E. repens в присутствии кадмия сохранялось на 
уровне контрольного варианта (рис. 2).

Учитывая, что при этом значительно возрас-
тает концентрация фитохелатинов, как было 

показано нами ранее [Казнина и др., 2014], 
можно говорить о запуске в этих условиях 
в растениях синтеза GSH. Гораздо более вы-
сокая концентрация GSH в листьях по сравне-
нию с корнями объясняется тем, что основной 
пул глутатиона и ферментов его синтеза со-
средоточен в хлоропластах [Heiss et al., 2003; 
Колупаев, Ястреб, 2015].

К неферментативным антиоксидантам от-
носятся и каротиноиды. Они являются наи-
более эффективными молекулами для устра-
нения синглетного кислорода и наряду с α- 
и γ-токоферолом непосредственно участвуют 
в его тушении, а также останавливают реакции, 
протекающие по свободнорадикальному ме-
ханизму, в частности реакции ПОЛ [Мерзляк, 
1989; Красновский, 2004]. Показано, что кад-
мий отрицательно влияет на содержание ка-
ротиноидов у растений, что связано с ингиби-
рованием биосинтеза пигментов [Chen et al., 
2011]. Однако, как было обнаружено в опытах 
с разными по устойчивости к металлу сорта-
ми бобов и риса, у более металлоустойчивых 
сортов уменьшение содержания каротинои-
дов выражено в гораздо меньшей степени, чем 
у менее устойчивых [Wahid et al., 2008; Cai et al., 
2010]. В нашем эксперименте содержание ка-
ротиноидов в листьях E. repens в присутствии 
кадмия сохранялось на уровне контроля, что, 
очевидно, также способствовало лучшей адап-
тации растений к этому металлу.

Рис. 2. Влияние кадмия (40 мг/кг субстрата) на со-
держание GSH в корнях и листьях растений Elytrigia 
repens: 1 – контроль; 2 – опыт

Таблица 2. Влияние кадмия (40 мг/кг субстрата) на активность антиоксидантных ферментов в корнях 
и листьях растений Elytrigia repens

Фермент
Корень Лист

контроль опыт контроль опыт
СОД, у. е. активности/мг белка·мин  4,2 ± 2,1 12,3 ± 1,1*  2,0 ± 1,2  1,7 ± 0,3
КАТ, мкмоль/мг белка·мин 18,1 ± 0,9 47,4 ± 1,3* 21,1 ± 2,4 24,0 ± 1,7
ПО, мкмоль/мг белка·мин 12,7 ± 0,4 25,5 ± 2,5* 1,19 ± 0,03 4,33 ± 0,48*
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заключение

Проведенное исследование показало, что 
растения Elytrigia repens способны в течение 
длительного времени успешно расти в услови-
ях повышенной концентрации кадмия (40 мг/кг 
субстрата) в корнеобитаемой среде, сохраняя 
при этом высокий уровень фотосинтеза и вод-
ного режима. Анализ полученных результатов 
позволяет говорить, что важную роль в устой-
чивости растений этого вида к кадмию играют 
антиоксидантные ферменты и неферментатив-
ные компоненты АОС. При этом в зависимости 
от органа растений и, соответственно, концен-
трации металла в его клетках активность раз-
ных компонентов АОС неодинакова. В корнях, 
где накапливается основное количество погло-
щенного растением кадмия, детоксикация АФК 
обеспечивается главным образом за счет увели-
чения активности антиоксидантных ферментов, 
в частности СОД, КАТ и ПО. В отличие от корней, 
в листьях растений основная роль в предотвра-
щении окислительного стресса, возникающего 
под влиянием данного металла, принадлежит 
неферментативным низкомолекулярным соеди-
нениям, таким как GSH и каротиноиды.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания по теме № 0221‑2014‑0002.
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влиЯние ионов КадмиЯ и свинца на росТ и содерЖание 
Пролина в расТениЯх ТриТиКале (Triticosecale Wittm.)

г. а. абилова
Дагестанский государственный университет

Изучено влияние солей CdSO4 и Pb(NO3)2 в концентрациях 10-5М, 10-4М и 10-3М 
на некоторые физиологические показатели роста и развития растений тритика-
ле (Triticosecale Wittm.) сорта ПРАГ-530. Показано, что соли обоих металлов по-
давляли энергию прорастания семян тем больше, чем выше концентрация соли. 
Установлено, что изменения показателей роста, накопления биомассы и аккумули-
рования пролина надземными и подземными органами растений описывались не 
в виде монотонной зависимости «доза-эффект», а соответствовали парадоксаль-
ному эффекту, при котором увеличение дозы металла приводило к снижению его 
повреждающего воздействия, а снижение, напротив, увеличивало его. В частности, 
установлено, что экспозиция растений тритикале в течение восьми суток в раство-
рах Pb(NO3)2 стимулировала процессы роста по показателям длины и массы побе-
га, а также корневой системы. При этом свинец в концентрации 10-4М оказался бо-
лее благоприятным для проростков, чем в концентрации 10-5М. Ответная реакция 
проростков тритикале, выросших на растворах CdSO4, была такой же, за исключе-
нием концентрации соли 10-3М, когда процессы роста побега были заторможены, 
а корня – подавлены полностью. Показано, что в ответ на стресс, вызванный со-
лями металлов свинца и кадмия, растения отвечали аккумуляцией значительного 
количества пролина в листьях и корнях, который выполнял протекторную функцию. 
Полученные результаты свидетельствуют об устойчивости растений тритикале 
к действию тяжелых металлов свинца и кадмия и о большей токсичности кадмия по 
сравнению со свинцом.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: тяжелые металлы; пролин; рост; стресс; парадоксальный 
эффект.

G. A. Abilova. eFFecT OF cADmIum AND LeAD IONs ON THe 
GrOWTH AND cONTeNT OF prOLINe IN pLANTs OF TrITIcALe 
(Triticosecale Wittm.)

We studied the effect of CdSO4 and Pb(NO3)2 salts in 10-5M, 10-4M and 10-3M concen-
trations on some physiological indices of growth and development in plants of triticale 
(Triticosecale Wittm.) cultivar PRAG-530. It is shown that both of the metal salts inhibited 
germination energy and this effect increased along with salt concentration. It was found 
that the changes in growth rates, biomass accumulation and accumulation of proline by 
above- and underground organs of plants cannot be described as a monotonic dose-re-
sponse dependence, but they are consistent with the paradoxical effect that an increase 
in the metal dose resulted in a decrease of its damaging effects, whereas a reduction of 
the metal dose, on the contrary, increased its damaging effect. In particular, it was found 
that the exposure of triticale plants for 8 days in Pb(NO3)2 solutions stimulated growth 
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введение

Промышленные предприятия, автотран-
спорт, минеральные удобрения, пестициды 
и гербициды, используемые в сельском хозяй-
стве, – все это источники поступления тяжелых 
металлов (ТМ) в окружающую среду. Самыми 
токсичными среди них, оказывающими отри-
цательное воздействие на физиологические 
и биохимические процессы в растениях, явля-
ются кадмий и свинец [Мазей, 2008]. В первую 
очередь они влияют на такие процессы, как 
рост растений [Серегин, Иванов, 2001], дыха-
ние, фотосинтез [Караваев и др., 2001], вод-
ный обмен и минеральное питание [Титов и др., 
2014]. В основе действия ТМ на растительные 
организмы лежит окислительный стресс, про-
являющийся в усилении образования активных 
форм кислорода (АФК), нарушающих структуру 
клетки и ее компонентов [Сазанова и др., 2012]. 
В определенных пределах эти изменения носят 
обратимый характер благодаря эффективной 
работе антиоксидантной системы, состоящей 
из ферментов и низкомолекулярных соедине-
ний, одним из которых является пролин [Сте-
ценко и др., 2011]. В отличие от эссенциаль-
ных ТМ, которые в минимальных количествах 
необходимы для правильного протекания про-
цессов метаболизма (например, медь, железо, 
цинк), кадмий и свинец являются токсичными 
металлами и даже в небольших дозах приводят 
к нарушению метаболических процессов. Од-
нако имеются данные о том, что соли кадмия 
в концентрации 10-5М и ниже стимулируют рост 
растений бобов и скорость фотосинтеза [Кара-
ваев, Довыдьков, 1999].

В связи с этим цель настоящей работы за-
ключалась в выяснении вопроса, как влияют 
высокие и низкие концентрации солей кад-
мия и свинца на процессы прорастания се-
мян и роста проростков тритикале. В качестве 
одного из показателей, отражающих измене-
ния в антиоксидантной системе, мы исследо-
вали содержание пролина в клетках листьев 
и корней.

материалы и методы

Объектом исследования служили растения 
тритикале (Triticosecale Wittm.) сорта ПРАГ-530. 
Семена тритикале дезинфицировали в течение 
10 мин слабым раствором перманганата ка-
лия, после чего промывали дистиллированной 
водой. Далее семена проращивали на филь-
тровальной бумаге: в контроле – на дистилли-
рованной воде, в опыте – на растворах CdSO4 
и Pb(NO3)2 10-5–10-3М. Проращивание семян 
осуществляли при комнатной температуре 
и естественном освещении в течение вось-
ми дней. На третьи сутки определяли энергию 
прорастания (ЭП) семян путем подсчитывания 
количества проросших семян от общего коли-
чества семян, взятых для анализа. На восьмые 
сутки эксперимента оценивали действие со-
лей кадмия и свинца на рост растений по сле-
дующим биометрическим показателям: дли-
на главного корня и побега, сырая биомасса 
подземных и надземных органов. Экстракцию 
и определение количества свободного пролина 
проводили в листьях и корнях 8-дневных про-
ростков тритикале [Bates et al., 1973].

Повторность в пределах одного вариан-
та опыта для определения длины и массы по-
бега и корня составляла 10 растений, а для 
определения содержания свободного проли-
на в листьях и корнях проростков тритикале – 
3–5 растений. В таблицах приведены средние 
арифметические значения и их стандартные 
отклонения по трем независимым опытам. До-
стоверность различий оценивали по критерию 
Стьюдента при 5%-м уровне значимости.

результаты и обсуждение

Несмотря на низкую проницаемость обо-
лочки семян злаковых [Титов и др., 2014], соли 
кадмия и свинца оказывали ингибирующее 
действие на прорастание семян (табл. 1). Оди-
наковые концентрации солей кадмия и свинца 
вызывали разную степень ингибирования ЭП 
семян. Если при концентрации CdSO4 10-5М не 

processes in terms of length and weight of the shoot and the root system. Interestingly, 
the toxic 10-4M lead concentration was more favorable for the seedlings than the 10-5M 
concentration. The response of triticale seedlings grown on CdSO4 solutions was the 
same, except for the salt concentration of 10-3M, when growth in shoots was inhibited 
and that in roots was completely suppressed. It is shown that the plants responded to 
stress caused by lead and cadmium metal salts with substantial accumulation of proline 
in leaves and roots, and the compound had the protective function. These results indicate 
that triticale plants are resistant to heavy metals, lead and cadmium, and that cadmium is 
more toxic to them than lead.

K e y w o r d s: heavy metals; proline; growth; stress; paradoxical effect.
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проросло 20 % семян, то в случае с Pb(NO3)2 – 
30 %. Концентрация соли CdSO4 10-3М оказа-
лась более токсичной, и доля проросших се-
мян составила 47 % против 67 % для Pb(NO3)2. 
Необходимо отметить, что концентрация соли 
Pb(NO3)2 10-4М была для семян менее токсич-
ной по сравнению с 10-5М. Такая же закономер-
ность наблюдалась и с CdSO4, но она была не 
столь явно выражена.

Исследование интенсивности роста расте-
ний показало, что экспозиция растений три-
тикале в течение восьми суток на растворах 
Pb(NO3)2 стимулировала увеличение длины 
и массы побега, а также корневой системы 
(табл. 2). Стимулирующими были все концен-
трации соли, но достоверно отличались от 
контрольных значений длина и масса побега 
и корня при концентрациях 10-5–10-4 М. Законо-
мерность, отмеченная при изучении ЭП семян, 
наблюдается и в этом случае, когда концентра-
ция соли 10-4М способствовала росту пророст-
ков в большей степени, чем 10-5М (масса и вы-
сота побега при концентрации 10-4М были боль-
ше по сравнению с контролем соответственно 
на 40 и 31 %, а при концентрации 10-5М – только 
на 11 и 19 %).

Были выявлены те же изменения в кор-
нях: при концентрации Pb(NO3)2 10-5М длина 
и масса корня увеличивались соответственно 
на 58 и 41 %, а при большей концентрации соли 
(10-4М) масса корня увеличивалась на 160 %, 
а длина – на 52 %.

Сульфат кадмия также стимулировал рос-
товые процессы проростков тритикале, 
за исключением концентрации 10-3М, ког-
да масса побега составляла только 43 %, 

высота – 30 % от контроля, а рост корня пре-
кращался полностью.

Как отмечено ранее [Berry, Wallace, 1981], 
зависимость действия ТМ на организм расте-
ний от дозы представляет собой кривую, состо-
ящую из трех отрезков, соответствующих трем 
фазам – фазе дефицита, фазе толерантности 
и фазе токсичности. Фаза дефицита наблюда-
ется при действии сверхмалых и малых доз ТМ 
и сопровождается положительным биологи-
ческим ответом при увеличении концентрации 
соли. Вторая фаза – фаза толерантности – ха-
рактеризуется тем, что увеличение концент-
рации ТМ не сопровождается изменением ин-
тенсивности ответной реакции растительного 
организма, кривая выходит на плато. И при 
использовании концентрации ТМ выше поро-
говых значений наблюдается фаза токсичнос-
ти, которая при высоких дозах ТМ завершается 
гибелью растительного организма. В случае 
эссенциальных элементов, то есть металлов, 
необходимых растениям в минимальных дозах, 
присутствуют все три фазы. Для ТМ, не являю-
щихся жизненно необходимыми для растений, 
а, напротив, приводящих к нарушению метабо-
лических процессов, отсутствует первая фаза, 
и минимальные дозы таких элементов вызыва-
ют эффект, соответствующий фазе толерант-
ности [Berry, Wallace, 1981].

Изменения линейных размеров и биомас-
сы побега и корня свидетельствуют о том, что 
Pb(NO3)2 в концентрациях 10-5–10-3М и CdSO4 
в концентрациях 10-5–10-4М стимулируют рост 
проростков тритикале. По-видимому, эти кон-
центрации солей соответствуют на кривой 
«доза-эффект» фазе толерантности. Однако 

Таблица 1. Влияние CdSO4 и Pb(NO3)2 на энергию прорастания (ЭП) семян тритикале сорта ПРАГ-530
Концентрация соли, 

М
Всего семян CdSO4 Pb(NO3)2

Количество 
проросших семян

ЭП, % Количество
проросших семян

ЭП, %

Контроль (Н2О) 60 55 ± 2,6 92 55 ± 2,6 92
10-5 60 48 ± 4,6 80 42 ± 3,6 70
10-4 60 49 ± 3,5 82 53 ± 4,5 88
10-3 60 28 ± 2,2* 47 40 ± 2,6* 67

Примечание. Здесь и в табл. 2–4 звездочкой обозначены достоверные различия результатов, полученных по отношению к 
проросткам, выросшим на дистиллированной воде; p ≤ 0,05.

Таблица 2. Влияние Pb(NO3)2 на линейные размеры и биомассу корня и побега у 8-дневных проростков 
тритикале сорта ПРАГ-530

Концентрация соли, М Побег Корень
Масса (мг) Длина (мм) Масса (мг) Длина (мм) 

Контроль (Н2О)
10-5

10-4

10-3

70 ± 6,6
78 ± 6,9
98 ± 6,5*
89 ± 5,9

 93 ± 4,3
111 ± 5,7*
122 ± 2,9*
109 ± 6,1

 40 ± 6,0
 63 ± 4,8*
104 ± 9,4*
 61 ± 7,9

 75 ± 5,7
106 ± 5,5*
114 ± 4,0
 78 ± 6,8
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немонотонность изменений этих показателей 
может быть обусловлена парадоксальным эф-
фектом, когда меняется направление ответ-
ной реакции организма при возрастании силы 
воздействующего фактора, то есть увеличение 
дозы токсиканта приводит к снижению его по-
вреждающего действия, и наоборот, снижение 
дозы токсиканта увеличивает его повреждаю-
щий эффект [Ерофеева, 2016].

Главной причиной изменений физиологи-
ческих и биохимических процессов в растени-
ях при действии ТМ является окислительный 
стресс, вызванный избыточным количеством 
АФК. Обезвреживание АФК в стрессовых усло-
виях обеспечивается многоступенчатой сис-
темой защиты, в которой участвуют антиокси-
дантные ферменты. Однако при окислительном 
стрессе ферменты могут быть инактивированы 
не только АФК, но и самими ТМ. В этом случае 
основную и более эффективную роль антиокси-
дантов выполняют низкомолекулярные метабо-
литы, одним из которых является пролин. Ими-
нокислота пролин участвует в детоксикации 
супероксид-радикала и гидроксил-радикала 
[Радюкина и др., 2008].

Листья тритикале имели более вы-
сокий конститутивный уровень пролина 
(1,33 мкМ/г сырой массы) по сравнению с кор-
нями (0,67 мкМ/г сырой массы) (табл. 4). После 
8 суток выращивания растений в присутствии 
возрастающих концентраций Pb(NO3)2 наблю-
далось достоверное повышение содержания 
эндогенного пролина. Исключение состави-
ла концентрация соли 10-4М, когда содержа-
ние пролина оставалось на уровне контроля. 
В клетках корней существенных изменений по 
сравнению с контролем в аккумулировании 
пролина не наблюдалось.

Как видно из данных таблицы 4, при двух 
концентрациях CdSO4 (исключение 10-4М, лис-
тья) наблюдался достоверно высокий пул про-
лина, превышающий в среднем контрольные 
значения на 30 %, а в листьях при концентра-
ции CdSO4 10-3М – на 300 %, рост корневой си-
стемы при этой концентрации соли был полно-
стью подавлен.

Таким образом, изменение содержания 
пролина в листьях проростков тритикале при 
возрастании концентрации солей свинца 
и кадмия также происходит по парадоксаль-
ному типу. Уменьшение содержания пролина, 
наблюдаемое при концентрации солей 10-4М, 
по сравнению с 10-5М, по-видимому, связано 
с использованием его для «тушения» АФК, что 
благотворно сказалось на росте и накопле-
нии биомассы тритикале. Концентрация 10-3М 
Pb(NO3)2 и CdSO4 была летальной, о чем сви-
детельствует ухудшение состояния растений 
и наивысший уровень пролина в них.

выводы

На основании сравнительного анализа от-
ветных реакций побегов и корней тритикале 
на стресс, вызванный действием солей свинца 
и кадмия, можно сделать следующие выводы:
1. При действии солей кадмия и свинца на про-

ростки тритикале в малых дозах (10-5–10-4 М) 
наблюдалось стимулирование процессов 
роста и накопления биомассы надземными 
органами и корнями, что свидетельствует об 
устойчивости этих растений к действию ТМ.

2. Возникновение немонотонных зависимос-
тей «доза-эффект» при возрастающих кон-
центрациях солей свинца и кадмия для ли-
нейных размеров, биомассы побега и корня 

Таблица 3. Влияние CdSO4 на линейные размеры и биомассу корня и побега у 8-дневных проростков 
тритикале сорта ПРАГ-530

Концентрация соли, М Побег Корень
Масса (мг) Длина (мм) Масса (мг) Длина (мм) 

Контроль (Н2О)
10-5

10-4

10-3

70 ± 6,6
88 ± 4,6*
78 ± 5,3
30 ± 3,7*

 93 ± 4,3
117 ± 3,3*
109 ± 2,6*
 28 ± 1,2*

40 ± 6,0
85 ± 9,5*
87 ± 8,6*
   –

 75 ± 5,7
109 ± 4,0*
 85 ± 5,4

–

Таблица 4. Содержание пролина (мкМ/г сырой массы) в листьях и корнях 8-дневных растений тритикале 
сорта ПРАГ-530 в зависимости от концентрации Pb(NO3)2 и CdSO4

Концентрация
соли, М

Pb(NO3)2 CdSO4

Листья Корни Листья Корни
Контроль (Н2О)

10-5

10-4

10-3

1,33 ± 0,11
1,77 ± 0,40*
1,40 ± 0,28
1,82 ± 0,09*

0,67 ± 0,07
0,65 ± 0,05
0,62 ± 0,02
0,79 ± 0,04

1,33 ± 0,11
1,69 ± 0,10*
1,36 ± 0,06
5,40 ± 0,43*

0,67 ± 0,06
0,86 ± 0,09*
0,85 ± 0,05
    –
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и содержания в них пролина обусловлено 
парадоксальным эффектом.

3. Выявлена отрицательная зависимость меж-
ду изменениями показателей роста и содер-
жанием пролина тритикале при концентра-
ции 10-4М, что свидетельствует об участии 
пролина в формировании антиоксидантной 
активности к действию ТМ.

4. Совокупность полученных данных свиде-
тельствует о том, что соль Pb(NO3)2 является 
менее токсичной для растений тритикале по 
сравнению с CdSO4.
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ТермодинамичесКие ЭффеКТы взаимодейсТвиЯ  
сывороТочного альбумина 
с ШунгиТовым наноуглеродом

а. с. горюнов, с. П. рожков, г. а. суханова, а. г. борисова
Институт биологии Карельского научного центра РАН

Особенности механизма биоактивности шунгитового наноуглерода (ShC), как но-
вой ультрадисперсной формы углерода, представляют большой интерес с точки 
зрения биомедицинских приложений наноматериала и охраны окружающей среды. 
Термодинамические эффекты взаимодействия ShC с сывороточным альбумином 
(СА) человека в водной нанодисперсии исследовались методом дифференциаль-
ной сканирующей калориметрии в аспекте молекулярной структуры и фракционно-
го состава белка. Путем деконволюции кривой денатурации альбумина на основе 
гауссовых функций проанализированы характеристики (температуры, энтальпии) 
отдельных эндотермических переходов белка. Установлено, что основным эффек-
том взаимодействия СА и ShC в растворе является увеличение разницы темпера-
тур индивидуальных переходов, причем общей тепловой дестабилизации белка не 
происходит, хотя имеет место частичная дестабилизация. Этот результат не может 
быть следствием изменения внутримолекулярных междоменных взаимодействий 
в белковых макромолекулах при межмолекулярных взаимодействиях с ShC из-за 
доступности поверхности наночастиц лишь малой доле общего белка в нанодис-
персии. Показано, что в основе наблюдаемых эффектов лежит влияние ShC на со-
отношение белковых фракций с разным содержанием жирных кислот (ЖК) через 
воздействие на часть ЖК в центрах связывания на белке и их переход на наночасти-
цы. При этом, вероятно, имеет место конкуренция белка и наноуглерода за ЖК, при 
которой определяющую роль может играть соотношение их концентраций в дис-
персии. Значение такой конкуренции связано с ее возможным использованием для 
воздействия на транспортную функцию сывороточного альбумина по отношению 
к ЖК.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: белок; водная нанодисперсия углерода; дифференциальная 
сканирующая калориметрия; жирные кислоты.

A. s. Goryunov, s. p. rozhkov, G. A. sukhanova, A. G. borisova. 
THermODyNAmIc eFFecTs OF serum ALbumIN INTerAcTION WITH 
sHuNGITe NANOcArbON

The bioactivity features of shungite nanocarbon (ShC) as a new ultrafine carbon form 
are of particular interest from the point of view of both biomedical applications of the 
nanomaterial and environmental issues. Thermodynamic effects of human serum albu-
min (SA) interaction with ShC in water nanodispersion have been studied regarding the 
molecular structure and protein fraction content using differential scanning calorimetry. 
Deconvolution of the albumin denaturation curve on the basis of Gaussian functions was 
used to analyze the characteristics (temperature, enthalpy) of individual endothermic 
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введение

Понимание фундаментальных взаимодей-
ствий новых ультрадисперсных форм углеро-
да с биологическими молекулами, тканевыми 
структурами и целыми организмами является 
первоочередным с точки зрения как биомеди-
цинских приложений, так и охраны окружаю-
щей среды [Wang et al., 2016]. В ряду нанома-
териалов, встречающихся в окружающей сре-
де, преобладают углеродосодержащие. Один 
из ярких примеров – шунгитовый наноуглерод 
(ShC) [Rozhkova et al., 2016], который весьма 
специфичен, довольно широко распростра-
нен и активно внедряется в различные био-
активные продукты не всегда с достаточным 
обоснованием. Физико-химические механиз-
мы биоактивности ShC малоизученны и ма-
лопонятны в особенности в том, что касается 
наноуглерода, высвобождаемого непосред-
ственно из шунгитовой породы в результате 
взаимодействия с водой в различных проце-
дурах получения водных дисперсий ShC. Био-
молекулярные эффекты, будучи выясненными, 
смогут найти рациональное использование при 
поиске и применении новых функций углерод-
ных наноматериалов и обеспечении биологи-
ческой безопасности.

Результаты исследований структуры бел-
ковых молекул при взаимодействии с нано-
частицами различной природы, в том числе 
углеродными, свидетельствуют, что измене-
ния возможны на уровне как вторичной, так 
и третичной структуры белка [Brandes et al., 
2006; Narayanan et al., 2007]. Метод дифферен-
циальной сканирующей микрокалориметрии 
(ДСК) позволяет делать выводы о структурном 
состоянии белковых макромолекул в соста-
ве комплекса с наноуглеродом на основе тер-
модинамических данных о теплопоглощении 
дисперсий при изменении их температуры, 

об энтальпии тепловой денатурации белка, 
о характеристических температурах последо-
вательных стадий разворачивания макромо-
лекул. Это один из прямых методов, в котором 
при исследовании дисперсии макромолекул 
и их комплексов доменная организация белка 
может проявиться непосредственно на термо-
грамме [Privalov, 1982]. Мы исследовали тер-
модинамические эффекты взаимодействия 
ShC с сывороточными альбуминами в водной 
нанодисперсии с учетом фракционного соста-
ва и структуры белка методом ДСК. Основной 
белок плазмы млекопитающих сывороточный 
альбумин (CА) в настоящее время представля-
ет интерес с точки зрения разработки лекарст-
венных препаратов, поскольку может быть ис-
пользован для того, чтобы скрыть активный 
ингредиент внутри белковой матрицы во из-
бежание его преждевременного распознава-
ния защитными системами организма. За счет 
взаимодействия с наночастицами углерода 
также может быть повышен потенциал СА как 
носителя органических лигандов.

материалы и методы

Использовались препараты коммерческо-
го необезжиренного (5-я фракция) и обезжи-
ренного сывороточного альбумина человека 
(САЧ) производства PAA Laboratories GmbH. 
Стабильные водные дисперсии наночастиц 
ShC (ShCNP) представляли собой приготов-
ленные из шунгитового горнорудного сырья 
Шуньга I согласно методике Н. Н. Рожковой 
[2011] и охарактеризованные с помощью спек-
трофотометрии UV–Vis, рамановского рассе-
яния и динамического рассеяния света (ДРС) 
образцы нанодисперсии с концентрацией 
0,08–0,18 г/л ShC и рН 7,2–7,4. Размер ShCNP 
определялся по максимуму кривой распреде-
ления интенсивности ДРС (Nanosizer NanoZS, 

transitions of the protein. The increase of the temperature difference of individual tran-
sitions was found to be the major SA-ShC interaction effect. No overall thermal desta-
bilization of the protein was observed, although some partial destabilization did occur. 
This result cannot ensue from changes in intramolecular interdomain interactions in pro-
tein molecules at intermolecular interactions with ShC since only a small part of the total 
protein in nanodispersion has access to nanoparticle surface. The effects observed are 
shown to be related to the ShC influence on the ratio of the protein fractions with different 
fatty acids (FA) content by affecting some part of FA at their protein binding sites and 
their transition to nanoparticles. Protein and nanocarbon probably compete for FA in the 
process, and their concentration ratio in the dispersion is of decisive importance. The 
significance of this sort of competition consists in the possibility to influence the transport 
function of serum albumin with respect to FA.

K e y w o r d s: protein; water carbon nanodispersion; differential scanning calorimetry; 
fatty acids.
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Malvern) по размерам при 51 нм и полушири-
не 21 нм. Термодинамические свойства САЧ 
изучались с помощью микрокалориметра 
NanoDSC (TA-Instruments) в водных нанодис-
персиях ShC путем регистрации термограмм 
(зависимостей избыточного теплопоглощения 
растворов СА от температуры). Использование 
малых концентраций белка – 0,5 г/л – обеспе-
чивало наивысшие возможные соотношения 
ShC/СА и, соотвественно, максимальный эф-
фект взаимодействия ShC и САЧ. Анализ дан-
ных ДСК методом деконволюции термограмм 
проводился с помощью пакета программ обра-
ботки микрокалориметрических данных TA In-
struments NanoAnalyzeTMSoftware.

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
ИБ КарНЦ РАН «Комплексные фундаменталь-
ные и прикладные исследования особенностей 
функционирования живых систем в услови-
ях Севера».

результаты и обсуждение

Кривая денатурации СА может быть пред-
ставлена в виде комбинации трех гауссовых 
составляющих, которые соответствуют трем 
независимым эндотермическим переходам, 

отвечающим плавлению трех доменов молеку-
лы СА [Тиктопуло и др., 1985]. При этом пред-
полагается, что каждый переход соответствует 
двухстадийной модели, т. е. происходит между 
двумя состояниями – нативным и денатуриро-
ванным – по типу «все или ничего». Деконво-
люция на основе гауссовых функций позволя-
ет разделить весь эндотермический переход 
молекул СА на такие отдельные переходы, от-
вечающие денатурационному превращению 
разных частей структуры (термодинамичес-
ких доменов).

На рисунке представлены термограм-
мы необезжиренного САЧ в водном раство-
ре при концентрации 0,5 г/л и при внесении 
в раствор нанодисперсии ShC в концентрации 
0,08 г/л, а также соответствующие кривые де-
конволюции. Они показывают, что полученные 
термограммы удовлетворительно описывают-
ся функцией, составленной минимум из трех 
гауссовых слагаемых. Эти температурные за-
висимости избыточного теплопоглощения в це-
лом подобны как по соотношению трех перехо-
дов, так и по их характеристикам, однако сте-
пень разрешения переходов в присутствии ShC 
заметно повышается при исследованных кон-
центрациях СА. Проявляется это как гораздо 
более выраженное низкотемпературное плечо 

Таблица 1. Температура (°C) переходов плавления сывороточного альбумина человека в водном растворе 
и в водной дисперсии шунгитового наноуглерода

Состав раствора
№ перехода

Общий 1 2 3 3–1 3–2 2–1
САЧ 73,4 ± 2,7 62,1 ± 3,9 70,3 ± 2,1 76,3 ± 1,5 14,2 6,0 8,2
САЧ + ShC 76,2 ± 1,0 56,7 ± 2,9 68,7 ± 3,9 76,9 ± 1,5 20,2 8,2 12,0

Примечание. САЧ – необезжиренный сывороточный альбумин человека, ShC – шунгитовый наноуглерод. 3–1, 3–2, 2–1 – 
разницы температур (°C) переходов попарно, исключая общий. Указаны стандартные ошибки (n = 12).

Термограммы коммерческого необезжиренного сывороточного альбумина человека (САЧ) (0,5 г/л; рН 5,5) 
(сплошные кривые), гауссовы составляющие термограмм (симметричные пунктирные и штрих-пунктирные 
кривые), их сумма (асимметричные пунктирные кривые). Слева – раствор САЧ, справа – САЧ в водной на-
нодисперсии шунгитового углерода. Вертикальными отрезками показан масштаб оси избыточного теплопо-
глощения для каждой из термограмм
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термограммы. При этом существенно изменя-
ются: а) разница температур 1-го и 2-го слага-
емых (переходов), с одной стороны, и 3-го пе-
рехода – с другой; б) соотношение энтальпий 
переходов в пользу 1-го и 2-го переходов. Ана-
логичный эффект был предварительно обна-
ружен нами ранее для больших концентраций 
САЧ – 5, 10 и 17 г/л [Rozhkov, Goryunov, 2013].

Результаты обработки термограмм, пред-
ставленных на рисунке и аналогичных им, по-
казаны в таблице 1. Видно, что в присутствии 
ShC разница температур увеличивается во всех 
трех парах переходов. Это означает, что в ре-
зультате взаимодействия с ShC кооператив-
ность общего перехода заметно снижается, 
о чем свидетельствует количественный пока-
затель – разница температур индивидуаль-
ных переходов термодинамических доменов. 
Увеличение разницы температур, как следует 
из таблицы 1, происходит в первую очередь 
за счет снижения температуры 1-го перехода 
и в меньшей степени – 2-го, тогда как 3-й пе-
реход совершенно не смещается. В этой связи 
повышение температуры общего пика не от-
ражает общей стабилизации белка, а является 
результатом формального применения проце-
дуры автоматического определения максиму-
ма термограммы.

В таблице 2 представлены рассчитанные из 
тех же термограмм значения энтальпии пере-
ходов плавления необезжиренного САЧ. Здесь 
также наблюдается некоторая тенденция к уве-
личению разницы энтальпий 3-го и остальных 
переходов, хотя различия между раствором 
при отсутствии и в присутствии ShC не столь 
очевидны и с учетом погрешности измерений 
даже во многих случаях незначимы.

Введение ShC в раствор обезжиренно-
го коммерческого САЧ не вызывает при кон-
центрации белка 0,5 г/л никаких изменений 
в процессе плавления (термоиндуцированно-
го денатурационного перехода): термограм-
мы имеют максимум и основной, доминант-
ный пик в области 60 °С и плечо в области 
80 °С в соответствии с известными данными 
[Степуро и др., 1991].

Таким образом, основным эффектом взаи-
модействия САЧ и ShC в растворе является 

увеличение разницы температур индивидуаль-
ных переходов. При этом увеличения темпе-
ратуры третьего, самого большого, перехода, 
как и достоверного повышения температуры 
общего перехода, не наблюдается. Это гово-
рит о том, что общей тепловой дестабилизации 
белка при взаимодействии с наноуглеродом 
не происходит, но имеет место частичная де-
стабилизация: температура двух переходов из 
трех снижается по отношению к третьему.

Этот результат может быть расценен как 
следствие изменения внутримолекулярных 
междоменных взаимодействий в белковых 
макромолекулах под влиянием межмолекуляр-
ных взаимодействий с ShCNP. Однако следует 
учесть соотношение поверхностей контакта 
белка и наночастиц углерода. Так, исходя из 
размеров ShCNP 51 нм, полученных методом 
ДРС, известных размеров молекул САЧ и пред-
положения об однослойной адсорбции, даже 
при сравнимых концентрациях белка и наночас-
тиц оказывается, что поверхность наночастицы 
доступна лишь малой доле (менее процента) 
всего белка в дисперсии. И тем меньшая доля 
белка может входить в контакт, оказываясь под 
влиянием взаимодействия с наночастицами 
при больших – 10–15 г/л – концентрациях СА, 
при которых эффект также заметен [Rozhkov, 
Goryunov, 2013]. Все это не позволяет ожидать, 
что даже большие изменения в структуре столь 
малой доли белка при таком контакте приве-
дут к наблюдаемым значительным изменениям 
формы термограмм. К тому же существенных 
изменений в процессе термоиндуцированно-
го денатурационного перехода обезжиренного 
СА в присутствии ShC не отмечается.

Другая возможность – это изменение со-
отношения фракций белка, различающихся 
по количеству и/или типу связанных жирных 
кислот (ЖК). Действительно, в состоянии, да-
леком от насыщения жирными кислотами цен-
тров их связывания на белке, как в коммер-
ческом необезжиренном или полученном из 
плазмы крови доноров СА (0,5–2,0 молей ЖК 
на 1 моль СА), имеет место раздвоение пика 
теплопоглощения белка, причем при сниже-
нии насыщения соотношение интенсивнос-
тей пиков существенно изменяется в пользу 

Таблица 2. Энтальпия (кДж/М) переходов плавления сывороточного альбумина человека в водном растворе 
и в водной дисперсии шунгитового наноуглерода

Состав раствора
№ перехода

Общий 1 2 3 3–1 3–2 2–1
САЧ 994,1 ± 135,4 267,9 ± 59,9 328,5 ± 54,3 397,8 ± 54,1 129,9 69,3 60,6
САЧ + ShC 946,5 ± 128,5 254,0 ± 54,8 288,1 ± 84,1 404,5 ± 84,0 150,5 116,4 34,1

Примечание. САЧ – необезжиренный сывороточный альбумин человека, ShC – шунгитовый наноуглерод. 3–1, 3–2, 2–1 – 
разницы энтальпий (кДж/М) переходов попарно, исключая общий. Указаны стандартные ошибки (n = 12).
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низкотемпературного пика [Степуро и др., 
1991]. Именно такого рода изменения формы 
термограмм в нанодисперсии ShC можно ви-
деть на рисунке. Это позволяет допустить, что 
повышение разрешенности пиков в присутст-
вии ShC связано с изменением соотношения 
фракций белка с разным насыщением в сто-
рону менее насыщенных жирными кислотами 
фракций и, вероятно, с переносом части ЖК 
с СА на ShCNP. Быстрый обмен, который имеет 
место между белковой «короной» наночастицы 
и белком в растворе [Gossmann et al., 2015], 
обеспечивает при этом участие в переносе 
значительной или большей доли белка в нано-
дисперсии ShC. Это и делает изменения фор-
мы термограмм существенными.

Приведенные результаты позволяют за-
ключить, что наблюдаемые эффекты связаны 
с влиянием ShC на соотношение фракций че-
рез воздействие на часть ЖК в центрах их свя-
зывания на белке. При этом, вероятно, имеет 
место конкуренция САБ и ShC за ЖК, при кото-
рой определяющее значение может иметь со-
отношение их концентраций в дисперсии.

Очевидно, здесь проявляется эффект пере-
хода ЖК с белка на углеродную матрицу, кото-
рый используется в процедуре очистки СА от 
ЖК с помощью активированного угля. Однако 
соотношение концентраций белка и углерода 
в данном случае совершенно иное: преобла-
дает белок, а не углерод, как при очистке. Это 
делает такой эффект значимым с точки зре-
ния его влияния на связывание органических 
лигандов (ЖК), а значит, и с физиологической 
точки зрения, если иметь в виду, например, 
транспортную функцию СА по отношению к ЖК.

Для детального выяснения механизма пере-
хода ЖК с белка на ShC требуется исследова-
ние влияния наноуглерода, введенного в бел-
ковый раствор, на распределение СА по фрак-
циям, различающимся по количеству и/или 
типу связанных ЖК.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания (тема № 0221‑2014‑0010).
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аКТивносТь лизосомальных гидролаз 
(ПроТеиназ и нуКлеаз) у разновозрасТной 
молоди лососЯ (SALmO SALAR L.) из р. индера

м. ю. Крупнова, е. а. вдовиченко, р. у. высоцкая,  
д. а. ефремов, а. е. веселов, н. н. немова
Институт биологии Карельского научного центра РАН

Приведены результаты исследования активности лизосомальных гидролаз (нук-
леаз и протеиназ – катепсинов) у сеголеток 0+, пестряток 1+, 2+, смолтов 2+ и 3+ 
лосося (Salmo salar L.) из р. Индера бассейна Белого моря, свидетельствующие 
об их возможном участии в процессах, сопровождающих рост и развитие молоди. 
Максимальные значения уровня активности исследуемых ферментов обнаружены 
у сеголеток в возрасте 0+, что связано, по-видимому, с обеспечением «строитель-
ными блоками» биосинтетических процессов накопления белка, необходимого для 
последующих структурных преобразований растущей молоди в период, когда за-
вершается эндогенное и начинается переход на смешанное питание. В дальней-
шем развитии молоди лосося (пестрятки возраста 1+, 2+ и смолты возраста 2+, 3+) 
активность катепсина D (основного протеолитического фермента лизосом с ката-
болической функцией) в печени несколько снижается, а в скелетных мышцах она 
практически не обнаруживается. Такие изменения в активности катепсина D согла-
суются с недетерминированностью процессов роста у рыб, в основе которой лежит 
преобладание синтетических процессов над катаболическими. Сравнительно вы-
сокая активность катепсина В (цистеиновой протеиназы лизосом с регуляторной 
функцией) и нуклеаз (РНКазы и ДНКазы) у молоди лосося более старших возрастов 
(3+ смолты), скорее всего, отражает роль этих ферментов в процессах формирова-
ния смолтов, способных к последующей миграции для нагула в море. Выявленная 
динамика активности лизосомальных гидролаз у молоди лосося свидетельствует 
о наличии корреляции между активностью исследуемых ферментов и возрастом 
рыб, что указывает на участие лизосомальных ферментов в перестройках белково-
го обмена, сопровождающих процессы роста и раннего развития лососевых.

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

m. yu. Krupnova, e. A. Vdovichenko, r. u. Vysotskaya, D. A. efremov, 
A. e. Veselov, N. N. Nemova. THe AcTIVITy OF LysOsOmAL 
HyDrOLAses (prOTeAses AND NucLeAses) IN sALmON (SALmO 
SALAR L.) juVeNILes OF DIFFereNT AGe cATeGOrIes FrOm THe 
INDerA rIVer

The results on the activity of lysosomal hydrolases (proteases (cathepsins) and nucle-
ases) in salmon (Salmo salar L.) underyearlings (0+), 1+ and 2+ parr, and smolts (2+, 3+) 
from the Indera River (White Sea drainage basin) are reported, testifying their possible 
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введение

На реках Кольского полуострова воспроиз-
водится крупнейшая в России популяция атлан-
тического лосося Salmo salar L., в жизненном 
цикле которого центральное место занимают 
размножение и нерест [Веселов, Калюжин, 
2001]. Подготовка к реализации репродукции 
начинается в раннем онтогенезе и продолжа-
ется вплоть до наступления половой зрелос-
ти [Казаков, Веселов, 1998]. На каждом этапе 
онтогенеза происходят определенные мор-
фологические и физиологические изменения, 
в основе которых лежат биохимические процес-
сы, которые обеспечиваются взаимодействи-
ем различных метаболических систем клетки. 
К числу таких систем с реконструктивной и за-
щитной функциями относятся лизосомы, обла-
дающие широким комплексом гидролитических 
ферментов, активных при кислых значениях рН, 
которые способны расщеплять все органичес-
кие компоненты клетки [Покровский, Тутельян, 
1976; Дин, 1980; Высоцкая, Немова, 2008]. Од-
ними из важнейших лизосомальных гидролаз 
являются ферменты, обеспечивающие нукле-
иновый и тесно с ним связанный белковый об-
мен в лизосомах, катализирующие гидролиз 
нуклеотидов и белков, продукты которого мо-
гут использоваться в дальнейшем в процессах 
биосинтезов, сопровождающих рост и разви-
тие организма. Изучение биохимических осо-
бенностей процесса роста рыб проводится 
главным образом на белых мышцах, так как они 
вносят наибольший вклад в синтез и запасание 
белка растущего организма рыбы, составляют 
значительную часть тела (около 60 % веса) и от-
ражают темпы роста рыб [Houlihan et al., 1995]. 

Печень – орган полифункциональный, чрезвы-
чайно важный для процессов роста и развития 
любого организма. Практически все вещества 
(нутриенты, микроэлементы, ксенобиотики), 
тем или иным путем поступающие в организм, 
подвергаются химическим преобразованиям 
в печени и перераcпределяются по органам 
и тканям. В этих процессах участвуют самые 
разнообразные ферменты, в том числе кислые 
гидролазы, роль которых не сводится толь-
ко к гидролизу экзогенных веществ, они также 
выполняют и ряд вспомогательных функций. 
В частности, высокая интенсивность и многооб-
разие выполняемых гепатоцитами функций со-
пряжены с частыми перестройками метаболи-
ческого аппарата, сопровождающимися диф-
ференциальной активацией клеточного генома 
для обеспечения синтеза новых структурных 
и каталитических белков. При этом вовлечение 
кислых нуклеаз обеспечивает реутилизацию 
отработанных матриц белков (мРНК), рибосом, 
тРНК цитоплазмы. У костистых рыб в печени 
рассеяны участки экзокринной ткани панкре-
аса [Аминева, Яржомбек, 1984], поэтому по-
вышенное количество лизосом в печени и, как 
следствие, высокая активность лизосомальных 
ферментов могут быть обусловлены участием 
в процессах регуляции секреции – кринофагии 
[Покровский, Крыстев, 1977].

В настоящей работе изучалась динамика ак-
тивности основных лизосомальных протеиназ 
(катепсинов B и D) и нуклеаз (РНКазы, ДНКазы) 
в целом организме, скелетных мышцах и пече-
ни разновозрастной молоди лосося, отловлен-
ной в р. Индера (Кольский п-ов, Терский берег 
Белого моря), в процессах раннего развития 
и смолтификации.

involvement in the processes accompanying the growth and development of juveniles. 
The highest levels of the enzymes’ activity found in 0+ fish were probably related to the 
demand for “building blocks” for the biosynthetic processes of protein accumulation nec-
essary for the subsequent structural changes in growing juveniles switching from endo-
genous nutrition to a mixed diet. Further on, in 1+ & 2+ parr and 2+ & 3+ smolts, the ac-
tivity of cathepsin D (lysosomal proteolytic enzyme with a catabolic function) decreased 
somewhat in the liver and was virtually undetectable in skeletal muscles. These changes 
in the activity of cathepsin D are consistent with the indeterminacy of growth processes 
in fish, which is based on the prevalence of synthetic processes over catabolic ones. The 
relatively high activity of cathepsin B (lysosomal cysteine protease with a regulatory func-
tion) and nucleases (RNase and DNase) in older salmon smolts (3+) most likely reflects 
the role of these enzymes in forming the smolts’ fitness for foraging migration to the sea. 
The revealed changed in the activity of lysosomal hydrolases in salmon juveniles indicates 
there is a correlation between the activity of the enzymes and the fish age, showing that 
lysosomal enzymes are involved in protein metabolism rearrangements accompanying 
the processes of growth and development in salmonids.

K e y w o r d s: lysosomes; proteases; nucleases; early development; salmon Salmo sa‑
lar L.; Indera River.
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материалы и методы

При проведении исследований использо-
вались субстраты протеиназ и нуклеаз и хими-
ческие вещества, произведенные Sigma-Aldrich 
(США); приборы ЦКП НО ИБ КарНЦ РАН: гомо-
генизатор Tissue Lyser LT (Qiagen, Германия), 
центрифуга Allegra 64R Beckman Coulter (США), 
термостатирующая водяная баня UT-4334 (Рос-
сия), спектрофотометр СФ-2000 (ЗАО «ОКБ-
Спектр», Россия).

Отлов молоди лосося разных возрастов 
проводили с помощью аппарата электролова 
Fa-2 (Норвегия) [Нефедова и др., 2014] на по-
роговых и перекатных участках реки Индера 
в середине июня (температура воды 11,5 °С) 
(рис. 1).

Отбирали молодь лосося разных возрас-
тов: 0+ (сеголетки), 1+ и 2+ (пестрятки), 2+ и 3+ 
(смолты). После вылова молодь выдержива-
ли в течение суток в садках, затем помещали 
в жидкий азот и транспортировали в лабора-
торию для дальнейших биохимических иссле-
дований. Следует заметить, что поскольку се-
голетки имеют сравнительно небольшие раз-
меры и вес, их брали на биохимический анализ 
целиком, а у пестряток и смолтов масса тела 

и размеры позволяли отделить мышцы и пе-
чень. Данные о длине и массе тела исследуе-
мой молоди лосося приведены в таблице 1.

Количественное содержание растворимого 
белка в тканях (мг/г ткани) определяли по ме-
тоду М. Бредфорда [Bradford, 1976], исполь-
зуя в качестве стандарта бычий сывороточ-
ный альбумин.

определение активности лизосомальных 
ферментов

Активность лизосомальных протеиназ. Го-
могенизацию образцов проводили в соотно-
шении 1:9 (вес/об.) в растворе 0,25 М сахаро-
зы с добавлением 0,1% Тритона Х-100 (Merck) 
(1200 об./мин, 60 с) и последующего центри-
фугирования (10 000 g, 30 мин). В супернатан-
те определяли активность цистеиновой про-
теиназы лизосом – катепсина В (КФ 3.4.22.1) 
по расщеплению 0,065 M раствора этилового 
эфира гидрохлорида N-бензоил L-аргинина 
в 0,1 M ацетатном буфере (pH 5,0) [Matsuda, 
Misaka, 1974] и аспартатной протеиназы лизо-
сом – катепсина D (КФ 3.4.23.5) по гидролизу 
1%-го бычьего гемоглобина в 0,1 М ацетатном 
буфере (рН 3,6) согласно модифицированному 

Рис. 1. Спутниковая фотография р. Индера (из Google Earth)

Таблица 1. Размерно-весовые характеристики молоди лосося Salmo salar L. разных возрастов
Показатели Возраст

0+ сеголетки 1+ пестрятки 2+ пестрятки 2+ смолты 3+ смолты
Длина тела, см   2,8 ± 0,10 6,1 ± 0,3 10,8 ± 0,4 11,9 ± 0,6 14,0 ± 0,2
Масса тела, г 0,16 ± 0,1 1,5 ± 0,1 10,8 ± 0,6 13,5 ± 0,4 21,0 ± 0,5

n  5 7  5  7  5



42

методу Ансона [Barrett, Heath, 1977]. Актив-
ность протеиназ (ед. акт.) выражали в единицах 
изменения оптического поглощения при Е525 
и Е280 соответственно на 1 мг белка за 1 ч инку-
бации (37 °C).

Активность лизосомальных нуклеаз – 
 РНКазы (КФ 3.1.4.23) и ДНКазы (КФ 3.1.4.6) – 
определяли по методам А. П. Левицкого и др. 
[1973] и А. А. Покровского с соавт. [Покров-
ский, Арчаков, 1968]. Субстратами служили 
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.

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

результаты и обсуждение

Существенных различий в содержании бел-
ка в скелетных мышцах молоди лосося разных 

возрастов не было обнаружено, в то время как 
в печени содержание белка было сравнительно 
высоким у пестряток возраста до 2+, а затем 
оно снижалось у смолтов возраста 2+ к уровню 
смолтов возраста 3+ (рис. 2).

Результаты исследования динамики актив-
ности лизосомальных гидролаз (протеиназ 
и нуклеаз) у молоди лосося различных возрас-
тов представлены в таблице 2.

У цельных личинок (сеголеток 0+) актив-
ность лизосомальных протеиназ сравнительно 
высока. Обращает на себя внимание высокая 
активность катепсина В в мышцах смолтов воз-
раста 3+ (вдвое выше, чем у сеголеток, и поч-
ти в четыре раза выше, чем в мышцах смолтов 
возраста 2+). Активность катепсина D в печени 
всех исследуемых возрастов молоди лосося 
относительно низка по сравнению со значе-
ниями, полученными для сеголеток. В мышцах 
разновозрастной молоди лосося активность 
катепсина D имеет очень низкие значения или 
вовсе не обнаружена. Активность катепси-
на В имеет максимальные значения в органах 
смолтов возраста 3+, готовых к скату в море. 
Данные по динамике активности лизосомаль-
ных нуклеаз свидетельствуют о наличии зави-
симости между уровнем активности изученных 
гидролаз и возрастом молоди рыб (табл. 2). 
Так, активность лизосомальной РНКазы в пе-
чени молоди лосося линейно возрастала при 
переходе от пестряток (1+, 2+) к смолтам (2+, 
3+). В мышцах пестряток возраста 2+ актив-
ность РНКазы немного снижалась, а у смол-
тов с возрастом наблюдалось увеличение ак-
тивности РНКазы. Аналогичные зависимости 
отмечались и для кислой ДНКазы. При этом 

Рис. 2. Содержание белка у молоди 0+, 1+ и 2+ (пестрятки), 2+ и 3+ (смол-
ты) лосося из р. Индера. *Cтатистически достоверные отличия (p ≤ 0,05) по 
сравнению с возрастной группой 1+
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абсолютные значения РНКазной активности 
в печени были в среднем в два раза выше, 
чем ДНКазной, а в мышцах активность РНКа-
зы была на 43, 25 и 13 % выше, чем ДНКазы, 
у молоди возраста 1+, 2+ (пестрятки и смолты) 
и 3+ соответственно.

В настоящей работе, как и в ранее прове-
денных исследованиях на молоди лосося из 
р. Варзуга [Вдовиченко и др., 2015; Немова 
и др., 2015] и на молоди кумжи из р. Ольховка 
[Немова и др., 2016], показано, что наиболее 
интенсивный рост молоди лососевых рыб про-
исходит в первый год жизни. Так, масса тела 
сеголеток лосося из р. Индера составляла ме-
нее одного грамма (0,16 г), а пестряток воз-
раста 1+ – 1,5 г. В дальнейшем также отмечен 
рост массы тела, хотя и менее интенсивный. 
Аналогичная динамика прослеживается и для 
длины тела молоди лосося – увеличение ее от 
2,8 см в возрасте 0+ до 6,1 см в возрасте 1+. 
Ранее было показано, что наибольшая изменчи-
вость линейного и весового роста балтийского 
лосося приходится на первый год речной жиз-
ни и первый год выхода в море [Никольский, 
1980]. Столь интенсивный процесс роста у рыб, 
в ходе которого происходит преобразование 
пищевых веществ и энергии, имеет некоторые 
особенности, связанные с его недетермини-
рованностью, в основе которой лежит преоб-
ладание синтетических процессов над катабо-
лическими на протяжении всего жизненного 
цикла [Hochachka, Somero, 2002; Bureau et al., 
2006; Lysenko et al., 2015]. Можно полагать, что 
в метаболические превращения белков и нук-
леиновых кислот в процессе роста и развития 
молоди лосося наряду с другими ферментами 
вовлечены и лизосомальные гидролазы, актив-
ные при кислых значениях рН. Известно, что 
в процессах биосинтеза белка важную роль иг-
рают нуклеиновые кислоты, в метаболизме ко-
торых участвуют и лизосомальные нуклеазы, 

осуществляющие гидролитическое расщеп-
ление межнуклеотидных фосфодиэфирных 
связей в их молекулах [Покровский, Тутель-
ян, 1976; Высоцкая, Немова, 2008; Pizzo et al., 
2008]. Продукты расщепления используются 
для построения новых нуклеиновых кислот, 
участвующих в биосинтезе белковых веществ, 
необходимых на новом этапе развития. Для 
класса костистых (Teleostei) рыб, в том числе 
лососевых (Salmonidae), интенсивность бел-
ковой деградации служит регуляторным фак-
тором недетерминированного роста рыб, т. е. 
синтезированные белки используются не толь-
ко для построения структур и тканей молоди, но 
и выполняют каталитическую и регуляторную 
функцию в организме. Обнаруженный в иссле-
довании высокий уровень активности изучен-
ных лизосомальных ферментов рыб у сеголеток 
(0+) лосося, скорее всего, связан с обеспечени-
ем «строительными блоками» биосинтетичес-
ких процессов накопления белка, необходимого 
для последующих структурных преобразований 
растущей молоди в период, когда завершает-
ся эндогенное питание и начинается переход 
на смешанное питание (при повышении тем-
пературы воды выше 11 °С, июнь, 500 градусо-
дней). Для дальнейшего развития молоди ло-
сося, по-видимому, очень важен интенсивный 
протеолиз именно в самом начале постэмбри-
онального развития, после выклева личинок из 
оболочек, когда молодь должна адаптироваться 
к изменению среды, и те особи, которые рассе-
ляются в биотопы с так называемыми «благо-
приятными» для роста и развития условиями, 
обладают лучшими стартовыми возможностями 
[Nemova et al., 2015]. В процессе дальнейшего 
развития молоди лосося (2+ пестрятки, 2+, 3+ 
смолты) на фоне повышения активности кислых 
нуклеаз активность катепсинов несколько сни-
жается в печени, а в скелетных мышцах прак-
тически не обнаруживается. Показано, что рост 

Таблица 2. Активность лизосомальных гидролаз (катепсинов и нуклеаз) у молоди лосося разных возрастов 
из р. Индера (n = 5)

Орган Возраст
Активность ферментов, ед. акт.

Катепсин B Катепсин D Кислая РНКаза Кислая ДНКаза
Личинка целиком 0+ 1,00 ± 0,10  0,55 ± 0,09 1,47 ± 0,05 0,92 ± 0,11

печень

1+ 0,70 ± 0,00  0,29 ± 0,00 1,01 ± 0,00 0,48 ± 0,00
2+ 0,30 ± 0,10*  0,11 ± 0,03* 1,28 ± 0,09* 0,62 ± 0,06*

2+ смолт 0,50 ± 0,02  0,24 ± 0,04 1,86 ± 0,10* 0,88 ± 0,05*
3+ смолт 0,80 ± 0,02  0,20 ± 0,06* 1,87 ± 0,09* 1,12 ± 0,02*

мышцы

1+ 0,90 ± 0,06  0,01 ± 0,01 1,17 ± 0,06 0,82 ± 0,08
2+ 0,80 ± 0,06*  0,00 ± 0,00 0,96 ± 0,04* 0,74 ± 0,05*

2+ смолт 0,50 ± 0,08  0,03 ± 0,00 1,44 ± 0,13* 1,14 ± 0,07*
3+ смолт 2,10 ± 0,07* 0,004 ± 0,00 1,47 ± 0,04* 1,29 ± 0,15*

Примечание. *Результаты достоверны при p ≤ 0,05.
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и увеличение размеров и массы молоди лосо-
севых связаны обратной зависимостью с ак-
тивностью катепсина D в их мышцах. Снижение 
активности основного фермента лизосом, с ко-
торым связывают полную деградацию белко-
вой молекулы до аминокислот и пептидов [Дин, 
1980] при смолтификации, согласуется с дан-
ными литературы о том, что в мышцах смолтов 
атлантического лосося S. salar наблюдается ак-
тивизация синтетических процессов и супрес-
сия белкового катаболизма [Seear et al., 2010], 
направленные на ускорение прироста массы 
особей и накопление резервных веществ, вклю-
чая структурные белки скелетных мышц. Об-
наруженная сравнительно высокая активность 
катепсина В (протеиназы лизосом с регулятор-
ной функцией) и нуклеаз у молоди лосося более 
старших возрастов (3+ смолты) отражает роль 
этих ферментов в процессах подготовки мо-
лоди к смолтификации и переходу в морскую 
среду. Смолты приобретают способность к ос-
морегуляции в гипертонической среде, проис-
ходит увеличение Na+, K+-АТФазной активно-
сти, усиливается азотистый и жировой обмен 
[Шустов, 1983; McCormick et al., 1998]. Биохи-
мические, морфологические и поведенческие 
изменения у молоди лосося в период смолти-
фикации связаны с их подготовкой к новым ус-
ловиям обитания.

Результаты исследований активности лизо-
сомальных протеиназ и нуклеаз позволяют сде-
лать вывод о том, что исследованные ферменты 
функционируют в процессах роста и развития 
молоди лосося взаимосвязанно, хотя и разно-
направленно, в зависимости от соотношения 
активизации/супрессии синтетических и ката-
болических процессов. Катепсины и нуклеазы 
катализируют деградацию выполнивших свои 
функции биополимеров, тем самым обеспе-
чивая организм компонентами, участвующими 
в биосинтезе необходимых на начальном этапе 
развития белковых веществ. Синтезированные 
белки используются не только для построения 
структур и тканей молоди рыб, но и выполняют 
каталитическую и регуляторную функции в ор-
ганизме. Полученные данные позволяют пред-
положить, что условия обитания в реке Индера 
являются достаточно благоприятными и спо-
собствуют ускоренному темпу роста молоди 
атлантического лосося. Динамика активности 
лизосомальных протеиназ и нуклеаз может 
рассматриваться как дополнительный биохи-
мический критерий оценки состояния молоди 
атлантического лосося после выхода личинок 
из нерестовых гнезд и последующего их роста, 
развития, формирования смолтов, способных 
к последующей миграции для нагула в море.

Вылов и исследования лососевых видов рыб 
(атлантический лосось) проведены в соответ‑
ствии с разрешением Федерального агентства 
по рыболовству Баренцево‑Беломорского тер‑
риториального управления № 51 2015 03 0119.

Работа выполнена при финансовой под‑
держке Российского научного фонда, проект 
№ 14‑24‑00102 «Лососевые рыбы Северо‑За‑
пада России: эколого‑биохимические механиз‑
мы раннего развития».
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особенносТи ферменТаТивной аКТивносТи  
глуТаТион s-Трансферазы  
и уровень воссТановленного глуТаТиона  
у ЩуКи ESOX LUCIUS L. и ее облигаТного 
ПаразиТа цесТоды TRIAENOPHORUS 
NODULOSUS

а. а. Кочнева1, е. в. борвинская2,3, и. в. суховская2, 
е. П. иешко2, л. П. смирнов2

1 Петрозаводский государственный университет
2 Институт биологии Карельского научного центра РАН
3 НИИ биологии, Иркутский государственный университет

Гельминты – это группа беспозвоночных животных, обитающих во внутренних ор-
ганах широкого круга хозяев. Гельминты эволюционно приспособлены к обитанию 
в относительно стабильной среде, сформированной за счет способности хозяина 
поддерживать гомеостаз в изменяющихся условиях окружающей среды и при за-
грязнении мест обитания. В связи с этим представляет интерес оценка способ-
ности паразитов самостоятельно приспосабливаться к последствиям воздействия 
негативных факторов внешней среды. Выдвигается гипотеза, предполагающая, 
что в условиях трансформации среды обитания защитные механизмы хозяина про-
являются более выраженно, чем у паразита, обитающего в его теле. Для изучения 
степени активации защитных механизмов на уровне биохимической системы био-
трансформации ксенобиотиков и антиоксидантной защиты была исследована ак-
тивность фермента глутатион S-трансферазы (GST) и концентрация восстановлен-
ного глутатиона (GSH) у щуки Esox lucius L., обитающей в водоеме, загрязненном 
отходами Костомукшского горнорудного комбината (северная Карелия), и цестоды 
Triaenophorus nodulosus – ее облигатного паразита. В качестве условного контро-
ля использовали особей из чистого водоема озеро Каменное. У рыб-хозяев, оби-
тающих в условиях трансформированной среды, наблюдается повышение уровня 
восстановленного глутатиона во всех исследованных органах, в то время как актив-
ность фермента глутатион S-трансферазы была повышена только в почках и мыш-
цах рыб. У цестод T. nodulosus из техногенного водоема обнаружено снижение ак-
тивности GST и отсутствие реакции со стороны GSH по сравнению с гельминтами 
из условно чистого водоема. Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
среда второго порядка влияет на кишечного паразита опосредованно, через ва-
риабельность физиолого-биохимического статуса хозяина, как результат сопря-
женной эволюции системы «паразит – хозяин».

К л ю ч е в ы е  с л о в а: паразитизм; адаптации; биотрансформация ксенобиотиков; 
антиоксиданты; токсикология.
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введение

Гельминты – это группа беспозвоночных жи-
вотных, эволюционно приспособленных к су-
ществованию во внутренних органах широкого 
круга хозяев. Особенностью взаимодействия 
паразита c окружающей средой является то, 
что для него характерно одновременное обита-
ние в двух средах – среде I порядка (организм 
хозяина), оказывающей непосредственное 
воздействие на паразита, и среде II порядка 
(среда, окружающая хозяина).

Паразиты эволюционно приспособлены 
к обитанию в среде, сформированной под 
действием базовых и неспецифических за-
щитных адаптаций хозяина. Это означает из-
вестную стабильность условий обитания для 
паразита, обеспеченную гомеостазом хозяи-
на, который имеет широкий набор молекуляр-
ных и биохимических механизмов для регуля-
ции основных показателей жизнедеятельности 
в изменяющихся условиях окружающей среды 
и при загрязнении мест обитания. В этой связи, 
рассматривая отношения «паразит – хозяин» 
на биохимическом уровне, мы можем предпри-
нять попытку оценить справедливость утверж-
дения о возможном возложении паразитом на 
своего хозяина отношений со средой второго 
порядка. В данной работе нами выдвигается 
гипотеза, которая предполагает, что в условиях 

трансформации среды обитания защитные ме-
ханизмы у хозяина проявляются более выра-
женно, чем у паразита, обитающего в его теле.

Известно, что нормальное протекание про-
цессов жизнедеятельности и способность 
приспосабливаться к изменениям окружаю-
щей среды как у гельминтов, так и у их хозяев 
определяется в том числе специализирован-
ными биохимическими механизмами защиты. 
К таким механизмам относятся система био-
трансформации ксенобиотиков (СБК) и анти-
оксидантной защиты (АОЗ), которые находятся 
в тесном взаимодействии. Биотрансформация 
ксенобиотиков – это каскад биохимических 
реакций, направленных на обезвреживание 
и выведение широкого круга токсинов, тогда 
как система антиоксидантной защиты обеспе-
чивает обезвреживание молекул, активирован-
ных кислородными радикалами, образующи-
мися в процессе дыхания или иммунного отве-
та хозяина. Фермент глутатион S-трансфераза 
и пептид восстановленный глутатион – необхо-
димые компоненты систем АОЗ и СБК и могут 
быть рассмотрены как биомаркеры, характе-
ризующие способность организмов преодоле-
вать последствия стресса.

В задачу настоящей работы входило срав-
нить концентрацию восстановленного глу-
татиона и активность фермента глутатион S-
трансферазы в тканях цестоды Triaenophorus 

A. A. Kochneva, e. V. borvinskaya, I. V. sukhovskaya, e. p. Ieshko, 
L. p. smirnov. eNZymATIc AcTIVITy OF GLuTATHIONe s-TrANsFerAse 
AND THe LeVeL OF reDuceD GLuTATHIONe IN pIKe ESOX LUCIUS L. 
AND ITs ObLIGATe pArAsITe cesTODe TRIAENOPHORUS NODULOSUS

Helminthes are a group of invertebrates living in the internal organs of a wide range of 
hosts. Helminthes are evolutionarily adapted to a relatively stable environment, formed 
by the host’s ability to maintain homeostasis under variable environmental conditions and 
pollution. Therefore, it is interesting to evaluate the ability of the parasite to independently 
adapt to adverse environmental factors. In this paper, we hypothesized that the host’s de-
fense system response to a challenging environment is more pronounced than that of 
the parasite living inside the host. To study the activation of the protective mechanisms 
involving biotransformation of xenobiotics and antioxidant defense, the activity of the 
enzyme glutathione S-transferase (GST) and the concentration of reduced glutathione 
(GSH) were measured in an obligate parasite Triaenophorus nodulosus and its host – pike 
Esox lucius L. living in a pond contaminated by wastes from the Kostomuksha iron mine 
and ore dressing mill (Northern Karelia). Biological samples obtained from intact Lake 
Kamennoe were used for reference. The fish collected from the disturbed environment 
had an elevated level of reduced glutathione in all organs, whereas the activity of glu-
tathione S-transferase increased only in kidneys and muscles. In T. nodulosus from the 
contaminated lake a decline of GST activity and the absence of response from GSH were 
observed. The results show that the external environment affects the intestinal parasite 
indirectly, via the variations of the physiological and biochemical status of the host, as 
a result of the host-parasite co-evolution.

K e y w o r d s: parasitism; adaptation; biotransformation of xenobiotics; antioxidants; 
toxicology.
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nodulosus и ее окончательного хозяина – щуки 
из озера с низким уровнем антропогенной на-
грузки и водоема, подвергшегося техноген-
ной трансформации.

материалы и методы

Сбор материала осуществлялся в 2013–
2014 гг. на двух водоемах северной Каре-
лии. Оз. Каменное (64°28ʹ с. ш., 30°13ʹ в. д.) – 
это олиготрофный водоем, расположенный 
в природоохранной зоне Костомукшского го-
сударственного заповедника (условный кон-
троль). Озеро Костомукшское (64°41ʹ с. ш., 
30°49ʹ в. д.) – верхний водоем системы р. Кен-
ти, преобразованный в технологический ре-
зервуар (хвостохранилище), используемый для 
сброса промывных вод (хвостов обогащения) 
Костомукшского горно-обогатительного ком-
бината. За тридцать лет работы комбината про-
изошла полная техногенная трансформация 
водоема, в первую очередь изменился мине-
ральный состав и повысилось содержание тя-
желых металлов (табл. 1).

В 2013 году собраны образцы тканей щук 
в озере Каменном (6 самок и 5 самцов) и озе-
ре Костомукшском (9 самок и 2 самца). Сразу 
после вылова рыба была измерена и взвеше-
на, органы (жабры, мышцы, печень, почки) из-
влечены и заморожены в жидком азоте. Раз-
мер рыб варьировал в озере Каменном от 41 
до 54 см, масса от 600 до 1500 г. В озере Ко-
стомукшском длина рыб составляла 34–53 

сантиметра, вес от 300 до 1300 г. Возраст пой-
манных рыб, согласно подсчету годовых колец 
на чешуе, в озере Каменном составил 6–8 лет 
(в среднем 6,4), в озере Костомукшском 
3–9 лет (в среднем 6,1).

В 2014 году собраны образцы цестод 
Triaenophorus nodulosus у щук из исследуемых 
озер. Пойманных щук вскрывали, из кишечника 
извлекали паразитов и отмывали от частичек 
химуса в физиологическом растворе, затем за-
мораживали в жидком азоте и хранили до ана-
лиза при –80 °С. Для биохимического анализа 
T. nodulosus формировали суммарные пробы 
из 5–10 особей цестод до достижения мини-
мальной навески образца 50–100 мг.

Замороженные биологические образцы 
гомогенизировали с помощью гомогенизато-
ра Поттера – Эльвейэма в 50 мМ буферном 
растворе трис-HCl, pH 7,5. Гомогенат центри-
фугировали при 110 000 g в течение часа при 
4 °C. Полученный супернатант использовали 
для анализа.

Активность GST в супернатанте определя-
ли спектрофотометрически с использованием 
субстрата 1-хлор-2,4-динитробензола в соот-
ветствии с общепринятой методикой [Habig 
et al., 1974]. Относительную активность выра-
жали в µМ субстрата, распавшегося за 1 мин, 
в пересчете на мг растворимого белка в ткани.

Для определения GSH растворимые белки 
гомогената осаждали с помощью 5% трихлор-
уксусной кислоты. В полученном супернатанте 
концентрацию восстановленного глутатиона 

Таблица 1. Физико-химические характеристики воды в оз. Костомукшском и оз. Каменном
Показатель оз. Каменное оз. Костомукшское

Минерализация, мг/л 9,51,2 6231,2

pH, ед. 5,97–6,491,2 8,51,2

K+, мг/л 0,62,3 1342,3

Na+, мг/л 12,3 202,3

Ca2+, мг/л 42,3 372,3

Mg2+, мг/л 0,62,3 192,3

Cl-, мг/л 0,61,2 71,2

SO4
2-, мг/л 1,61,2 2981,2

HCO3-, мг/л 4,31,2 1281,2

Fe, мкг/л 1893 1033

Li, мкг/л 0,63 833

Zn, мкг/л 113 1,63

Pb, мкг/л 0,33 0,043

Ni, мкг/л 0,653 2,63

Cu, мкг/л 1,93 2,13

Mn, мкг/л 123 133

Cr, мкг/л 193 0,83

Cd, мкг/л 0,023 0,063

Примечание. Данные по: 1Лозовик и др., 2001; 2Лозовик, Кулакова, 2012; 3наши данные.
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определяли флуориметрически [Сohn, Lyle, 
1966; Hissin, Hilf, 1976], используя в качестве 
оптически активного соединения ортофтале-
вый альдегид. Относительную концентрацию 
выражали в мкг GSH, отнесенного к содержа-
нию растворимого белка в ткани.

Растворимый белок определяли спектрофо-
тометрически по поглощению при длине волны 
205–215 нм [Козлов, Слепышева, 2005; Noble, 
Bailey, 2009; Суховская и др., 2010].

Математическая обработка результатов 
проводилась с использованием пакета про-
грамм Past 3.x. Достоверность различий оцени-
вали с помощью непараметрического критерия 
Вилкоксона – Манна – Уитни, многофакторного 
дисперсионного анализа (MANOVA) и коэффи-
циента корреляции Спирмена. Различия счита-
ли достоверными при p ≤ 0,05.

При выполнении исследований использо-
валась приборно-аналитическая база Центра 
коллективного пользования научным оборудо-
ванием ИБ КарНЦ РАН.

результаты и обсуждение

Использование озера Костомукшского в ка-
честве резервуара для хранения хвостов обо-
гащения привело к кардинальному изменению 
его экосистемы, включая значительную ре-
дукцию числа видов, а также замену одних до-
минирующих видов на другие [Kalinkina et al., 
2003; Ильмаст и др., 2013]. Ведущий фактор 
негативного воздействия вод хвостохранили-
ща на биоту озера на данный момент не опре-
делен. Ранее было показано, что содержание 
калия в воде в концентрациях, регистрируемых 
в хвостохранилище, является токсичным для 
гидробионтов, в особенности в сочетании с из-
бытком сульфатов и карбонатов [Trama, 1954; 
Fischer et al., 1991; Mount et al., 1997]. Также 
было показано, что в органах рыб из озера Ко-
стомукшского происходит накопление тяжелых 
металлов [Такшеев, 2004, 2005]. Хроническое 
воздействие совокупности факторов, дейст-
вующих в техногенном водоеме, привело к из-
менениям, последствия которых уже заметны 
на популяционном уровне.

Цестода T. nodulosus является одним из не-
многочисленных представителей паразитофа-
уны, популяция которых сохранилась в озере, 
более того, экстенсивность и интенсивность 
заражения щуки этим паразитом значитель-
но выше, чем в чистых озерах региона [Иеш-
ко и др., 2012]. В настоящем исследовании 
показано, что у цестод T. nodulosus из щук, 
пойманных в контрольном водоеме, уровень 
восстановленного глутатиона в среднем был 
в 4–22 раза выше, чем в исследованных тка-
нях хозяев (табл. 2), у гельминтов из щук хвос-
тохранилища эта разница была еще выше 
(5–24 раза). В свою очередь, среднее значе-
ние активности фермента GST в тканях червя 
сравнимо по уровню с активностью в мета-
болически активных органах хозяина (почки, 
жабры) (табл. 3). В доступной нам литерату-
ре отсутствует какая-либо информация о со-
держании GSH у гельминтов, однако высокий 
уровень данного пептида поднимает вопрос 
о значительной роли тиолсодержащих соеди-
нений в поддержании гомеостаза у паразитов. 
Известно, что глутатион в основном участвует 
в регуляции окислительно-восстановительного 
баланса клеток, препятствуя окислению белков 
и других молекул. Полученные данные косвенно 
указывают на то, что гельминт обладает арсе-
налом средств защиты от стресса, вызванного 
в том числе действием свободных радикалов. 
Данные механизмы, вероятно, задействованы 
в защите паразита от агрессивной среды, окру-
жающей его в кишечнике, но также могут быть 
использованы в процессе адаптации к опосре-
дованному действию факторов среды II поряд-
ка [Brophy, Barrett, 1990; Geerts, Gryseels, 2000].

При сравнении особей щук из озер Косто-
мукшское и Каменное были обнаружены выра-
женные различия: в 2013 году у рыб из хвос-
тохранилища уровень GSH был статистически 
достоверно выше, чем у рыб из контрольного 
водоема (табл. 2). Увеличение доли GSH явля-
ется адаптивным ответом на изменение усло-
вий среды обитания. Например, повышение 
уровня восстановленного глутатиона наблю-
дается у рыб, обитающих в закисленных водо-
емах с пониженным содержанием кислорода, 

Таблица 2. Содержание восстановленного глутатиона у T. nodulosus и в тканях щуки (мкг/мг белка)
Объект исследования оз. Каменное оз. Костомукшское
Половозрелые особи T. nodulosus 4,00 ± 0,93 5,60 ± 0,41*
Жабры щуки 0,17 ± 0,03 0,26 ± 0,05*
Почки щуки 0,27 ± 0,02 0,36 ± 0,18*
Печень щуки 0,24 ± 0,28 0,33 ± 0,41*
Мышцы щуки 0,90 ± 0,10 1,09 ± 0,12*

Примечание. Здесь и далее данные представлены в виде медианы ± половина межквартильного размаха; *отличия между 
контрольным и опытным вариантами статистически значимы (p < 0,05).
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а также при изменении температуры окружаю-
щей среды [Carvalho et al., 2012; Madeira et al., 
2013; Machado et al., 2014]. У паразитов рыб 
из экспериментального водоема в 2014 году 
концентрация глутатиона в тканях также была 
выше, чем в контрольных образцах, однако на-
личие статистически значимой разницы не до-
казано. Исходя из допущения, что нетипичный 
гидрохимический состав вод хвостохранилища 
является ведущим фактором стресса для его 
обитателей, полученные результаты свиде-
тельствуют в пользу предположения о том, что 
под действием техногенных вод в тканях хозя-
ина в первую очередь и паразита в незначи-
тельной степени происходит активация защит-
ных молекулярных механизмов. Однако, так 
как щуки и гельминты были отобраны в разные 
годы, различия ответной реакции также могут 
быть вызваны совокупностью иных факторов, 
сложившихся в период сбора.

Другая картина была получена при сравне-
нии активности фермента глутатион S-транс-
феразы у T. nodulosus и в тканях щуки. И у па-
разита, и у хозяина была зафиксирована вы-
раженная реакция на нетипичные параметры 
среды обитания в хвостохранилище Косто-
мукшского ГОК.

Активность глутатион S-трансферазы в поч-
ках и мышцах щуки из хвостохранилища была 
выше, чем у рыб из контрольного водоема 
(табл. 3). Известно, что рост активности фер-
мента указывает на усиление процессов выве-
дения экзогенных токсикантов, а также эндо-
генных токсичных метаболитов, образующихся 
в результате активации окислительного стрес-
са, превышающего физиологический уровень 
[Carvalho et al., 2012; Baysoy et al., 2012; Grim 
et al., 2013].

Помимо этого у рыб из контрольного водо-
ема было выявлено влияние пола и размеров 
рыб на изучаемые биохимические показатели. 
Концентрация восстановленного глутатиона 
была выше в почках, мышцах и жабрах, а актив-
ность ГСТ выше в почках и ниже в жабрах самок 
щук из озера Каменное. В озере Костомукш-
ском влияние пола не было определено из-за 
недостаточной выборки самцов. Корреляци-
онный анализ также показал, что среди рыб из 

оз. Каменного активность GST выше в мышцах 
особей с большей массой (r = 0,76) и длиной 
(r = 0,73), тогда как в оз. Костомукшском такая 
взаимосвязь не выявляется.

У T. nodulosus в 2014 году была зафикси-
рована противоположная относительно щук 
в 2013 году реакция: у паразитов из хвостохра-
нилища активность GST была в 2,5 раза ниже, 
чем в образцах из контрольного водоема. Из-
менение такого биохимического показателя, 
как активность GST, у цестод из хвостохрани-
лища свидетельствует о том, что среда второго 
порядка способна оказывать влияние на мета-
болизм гельминтов. При этом возникает воп-
рос о способности T. nodulosus адаптироваться 
к изменениям среды II порядка не только как 
сочлена эволюционно древней системы «па-
разит – хозяин», но и самостоятельно. Так как 
активация защитных механизмов, в том чис-
ле физиолого-биохимических, подразумевает 
расходование энергии на синтез макромоле-
кул и перестройку их микроокружения, можно 
предположить, что однонаправленность ответ-
ных реакций паразита и хозяина может сви-
детельствовать об их независимости, так как 
каждый из компонентов системы осуществляет 
энергозатраты на решение одной и той же про-
блемы. В свою очередь, разнонаправленный 
характер ответа, как в случае T. nodulosus и щук 
из хвостохранилища, вероятно, указывает на 
то, что в пределах одной системы один из чле-
нов берет на себя часть нагрузки, что позволяет 
«партнеру» экономить энергию. Хотя различия 
ответной реакции гельминтов и их хозяев могут 
быть связаны с межгодовой вариабельностью 
в большей степени, чем с влиянием вод хвос-
тохранилища, однако сходные с полученными 
нами тенденции наблюдали в другом исследо-
вании Р. У. Высоцкая с соавт. [2015]. Под вли-
янием отходов железорудного производства 
в печени щуки повышалась активность лизосо-
мальных ферментов – кислой фосфатазы, нук-
леаз, β-галактозидазы и снижалась активность 
β-глюкозидазы, катепсина D, а у T. nodulosus 
активность большинства ферментов изменя-
лась в противоположном направлении. При 
снижении техногенной нагрузки по мере удале-
ния от источника загрязнения для большинства 

Таблица 3. Активность GST у цестоды T. nodulosus и в тканях щуки (мкМ/мин/мг белка)
Объект исследования оз. Каменное оз. Костомукшское
Половозрелые особи T. nodulosus 169 ± 27  67 ± 9*
Жабры щуки 199 ± 41 195 ± 29
Печень щуки 900 ± 41 916 ± 159
Почки щуки  16 ± 5  40 ± 10*
Мышцы щуки   6 ± 1   9 ± 2*
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изученных показателей гельминта отмечалась 
тенденция к увеличению активности исследо-
ванных ферментов. Таким образом, получен-
ные данные не позволяют говорить о наличии 
у T. nodulosus на уровне изученных биохими-
ческих показателей признаков полнообъемной 
реализации собственных механизмов приспо-
собления к стрессу, вызванному повышением 
минерализации, дисбалансом ионов в окру-
жающей среде, и непосредственному дейст-
вию потенциально опасных веществ в составе 
вод хвостохранилища, таких как избыток ионов 
калия, сульфатов и повышенный фон тяже-
лых металлов.

заключение

Проведенные исследования показали, что 
антропогенная трансформация водоема при-
водит к определенным изменениям в функцио-
нировании некоторых компонентов СБК и АОЗ 
сочленов системы «паразит – хозяин». В ответ 
на техногенную трансформацию среды у щуки 
увеличиваются значения обоих исследованных 
биохимических показателей, тогда как у цестод 
происходит снижение активности GST, а уро-
вень GSH не изменяется. Эти результаты ук-
ладываются в представление о том, что среда 
второго порядка влияет на кишечного парази-
та опосредованно, через вариабельность фи-
зиолого-биохимического статуса хозяина, как 
результат сопряженной эволюции системы 
«паразит – хозяин». Для детального описания 
аспектов процесса совместного приспособле-
ния цестод и их хозяев к среде обитания тре-
буются дальнейшие исследования с привле-
чением более широкого спектра биохимичес-
ких показателей.
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УДК 581. 1

реаКциЯ расТений огурца на низКоТемПераТурные 
воздейсТвиЯ разной инТенсивносТи

а. а. игнатенко, н. с. репкина, а. ф. Титов, в. в. Таланова
Институт биологии Карельского научного центра РАН

Изучалась реакция проростков огурца (Cucumis sativus L.) гибрида F1 Зозуля на 
3-суточное воздействие низких положительных температур разной интенсивнос-
ти (12 и 4 °С). Установлено, что низкая закаливающая (12 °С) и повреждающая 
(4 °С) температура в начальный период действия вызывает торможение процесса 
накопления сырой и сухой биомассы семядольных листьев проростков, увеличе-
ние в них активности антиоксидантного фермента супероксиддисмутазы (СОД), 
повышение содержания свободного пролина и конечного продукта перекисного 
окисления липидов (ПОЛ) – малонового диальдегида (МДА). Увеличение экспо-
зиции до 3 сут в условиях закаливающей температуры 12 °С сопровождалось во-
зобновлением ростовых процессов на фоне дальнейшего повышения активности 
СОД и уровня свободного пролина в листьях, что способствовало формированию 
повышенной холодоустойчивости проростков огурца. В отличие от этого воздей-
ствие повреждающей температуры 4 °С в течение 1–3 сут вызывало необратимое 
подавление процесса накопления сырой и сухой биомассы семядольных листьев 
огурца, значительное увеличение в них содержания МДА и уровня свободного про-
лина и уменьшение активности фермента СОД, которые сопровождались снижени-
ем холодоустойчивости, что в конечном итоге приводило к повреждению и гибели 
проростков. На основании полученных данных сделан вывод о том, что характер 
и динамика физиолого-биохимических показателей у растений огурца, подвергну-
тых действию низких закаливающих и повреждающих температур, могут изменять-
ся как количественно, так и качественно в зависимости от интенсивности и продол-
жительности низкотемпературного воздействия.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Cucumis sativus L.; низкие положительные температуры; ус-
тойчивость; рост; малоновый диальдегид; супероксиддисмутаза; пролин.

A. A. Ignatenko, N. s. repkina, A. F. Titov, V. V. Talanova. THe 
respONse OF cucumber pLANTs TO LOW TemperATure ImpAcTs 
OF VAryING INTeNsITy

We studied the response of cucumber seedlings (Cucumis sativus L.) of the hybrid F1 
Zozulya to 3-day exposure to low positive temperatures of different intensities (12 °C and 
4 °C). It was found that at initial phases of the impact low hardening (12 °C) and damag-
ing (4 °C) temperatures inhibit the process of accumulation of cotyledons’ wet and dry 
biomass, promote the activity of the antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD), 
enlarge the content of free proline and the final product of lipid peroxidation (LPO) – ma-
londialdehyde (MDA). Extended 3-day exposure to the hardening 12 °С temperature 
re-launched growth processes with further increase of SOD activity and the level of free 
proline in leaves, thus promoting the cold tolerance of cucumber seedlings. In contrast, 
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введение

Низкие температуры являются одним из 
факторов внешней среды, оказывающих наи-
более сильное негативное воздействие на все 
стороны жизнедеятельности растений. Осо-
бенно зависимы от них растения тропического 
и субтропического происхождения, большин-
ство которых не способны выдерживать про-
должительного действия даже положительных 
низких температур [Титов и др., 2006]. Как по-
казывают наблюдения и исследования, мно-
гие из них повреждаются уже при температу-
рах ниже 8–10 °С [Borowski, 2009; Попов и др., 
2010; Fariduddin, 2011; Sayyari, 2012; Jouyban 
et al., 2013]. Тем не менее известно, что теп-
лолюбивые растения, подобно холодостойким 
видам, способны в определенном диапазоне 
температур к холодовому закаливанию, хотя их 
адаптивные возможности крайне ограничены 
[Титов и др., 2006; Титов, Таланова, 2009]. Этот 
диапазон закаливающих температур зависит от 
вида (сорта, генотипа) растений, их возраста 
и ряда сопутствующих условий (свет, влажность 
и т. д.). Например, для проростков кукурузы 
(гибрид Днепропетровский 185) он представ-
лен температурами от 9 до 16 °С, для тома-
та (сорт Московский осенний 3405) – от 6 до 
14 °С, для огурца (гибрид Алма-Атинский 1) – от 
8 до 18 °С [Титов и др., 2006]. В этих же иссле-
дованиях установлено, что характер изменения 
многих физиолого-биохимических показателей 
может варьировать в зависимости от интен-
сивности низкотемпературного воздействия не 
только количественно, но и качественно.

Учитывая вышеизложенное, цель данно-
го исследования заключалась в изучении не-
которых ответных реакций растений огурца 
на низкотемпературные воздействия раз-
ной интенсивности.

материалы и методы

Опыты проводили с проростками огур-
ца (Cucumis sativus L.) гибрида F1 Зозуля, 

выращенными в течение 7 сут на питательном 
растворе (pH 6,2–6,4) с добавлением микро-
элементов в камере искусственного климата 
при температуре воздуха 22 °С, его относи-
тельной влажности 60–70 %, освещенности 
около 10 клк и 14-часовом фотопериоде. За-
тем их в течение 3 сут подвергали воздействию 
низкой закаливающей (12 °С) или повреждаю-
щей (4 °С) температуры, сохраняя прочие усло-
вия неизменными. Выбор температур и про-
должительности их воздействия основан на 
результатах предыдущих исследований [Титов 
и др., 2006; Титов, Таланова, 2009].

Накопление сырой и сухой биомассы листь-
ев растений определяли в соответствии со 
стандартной методикой [Рогожин, Рогожи-
на, 2013].

О холодоустойчивости проростков огурца 
судили по изменению выхода электролитов из 
тканей листьев с использованием кондукто-
метра (HANNA, Италия) [Гришенкова, Лукаткин, 
2005]. Степень повреждения клеток оценивали 
по величине коэффициента повреждения (КП), 
который рассчитывали по формуле:

 КП = (LD – LO) / (100 – LO) · 100 %,

где LD – выход электролитов из охлажденной 
ткани, в процентах от полного выхода; LO – вы-
ход электролитов из тканей контрольных расте-
ний, в процентах от полного выхода [Лукаткин 
и др., 2013].

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

Активность супероксиддисмутазы (СОД, КФ 
1.15.1.1) определяли по способности фермен-
та ингибировать фотохимическое восстанов-
ление нитросинего тетразолия [Beauchamp, 
Fridovich, 1971]. Содержание белка анализиро-
вали методом Бредфорда [Bradford, 1976].

Содержание свободного пролина определя-
ли с помощью нингидринового реактива [Bates 
et al., 1973].

exposure to the damaging 4 °C temperature for 1–3 days caused irreversible inhibition of 
the accumulation of cotyledons’ wet and dry biomass, a significant increase of MDA and 
free proline, a decrease of SOD activity, and a decline of cold tolerance, eventually lead-
ing to damage and death of the seedlings. It was concluded based on these data that the 
character and dynamics of physiological and biochemical parameters in the cucumber 
plants exposed to low hardening and damaging temperatures can vary both quantitatively 
and qualitatively depending on the intensity and duration of the impact.

K e y w o r d s: Cucumis sativus L.; low positive temperatures; resistance, growth; malon-
dialdehyde; superoxide dismutase; proline.
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Повторность в пределах одного вариан-
та опыта при анализе выхода электролитов из 
клеток растений, активности СОД, содержания 
пролина и МДА – 3-кратная, при измерении 
сырой и сухой биомассы – 5-кратная. Каждый 
опыт повторяли не менее 2–3 раз. О достовер-
ности различий между вариантами судили по 
критерию Стьюдента при p < 0,05. На рисунках 
представлены средние арифметические значе-
ния и их стандартные ошибки.

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
Института биологии КарНЦ РАН «Комплексные 
фундаментальные и прикладные исследования 
особенностей функционирования живых сис-
тем в условиях Севера».

результаты

Проведенные исследования показали, что 
накопление сырой биомассы листьев пророст-
ков огурца снижается (по сравнению с конт-
рольными проростками того же возраста, вы-
ращенными при 22 °С) как при действии тем-
пературы 12 °С, так и при 4 °С (табл. 1). Однако 
при 12 °С накопление сырой биомассы листьев 
тормозилось в первые двое суток опыта, а за-
тем (на третьи сутки) оно возобновлялось. В от-
личие от этого при 4 °С накопление сырой био-
массы ингибировалось в течение всего опыта. 

Прирост сухой биомассы листьев огурца при 
12 °С был также ингибирован в течение первых 
двух суток опыта, но в дальнейшем он частично 
восстанавливался, тогда как при 4 °С – полно-
стью подавлялся.

В дальнейшем нами было проанализирова-
но изменение выхода электролитов из клеток 
листьев огурца в условиях действия темпе-
ратур 12 и 4 °С. Установлено, что в начальный 
период (1–24 ч) их действия происходит увели-
чение выхода электролитов из клеток листьев. 
Но если при 12 °С через двое суток его уровень 
снижался и к концу опыта (третьи сутки) воз-
вращался к исходным значениям (рис. 1, а), то 
при 4 °С выход электролитов продолжал увели-
чиваться в течение всего периода низкотемпе-
ратурного воздействия и был примерно в 9 раз 
выше, чем при 12 °С (рис. 1, а). Расчет коэффи-
циента повреждения (КП) листьев у растений 
огурца также выявил значительные различия 
между вариантами опыта. Его максимальная 
величина, составившая около 90 %, была отме-
чена на третьи сутки при 4 °С (рис. 1, б).

Анализ динамики накопления конечного 
продукта ПОЛ – МДА – показал, что темпера-
тура 12 °С не вызывает существенных изме-
нений в его содержании, хотя некоторое по-
вышение этого показателя было отмечено на 
2–3-и сутки (рис. 2). В отличие от этого при тем-
пературе 4 °С содержание МДА в листьях огурца 

Таблица 1. Накопление сырой и сухой биомассы листьев у проростков огурца, подвергнутых действию 
температуры 12 и 4 °С

Экспозиция, ч
Сырая биомасса листа, мг Сухая биомасса листа, мг

22 °С 12 °С 4 °С 22 °С 12 °С 4 °С
24
48
72

306,2 ± 19,3
331,4 ± 12,9*
353,6 ± 3,0*

250,4 ± 5,0*
242,0 ± 9,2*
265,4 ± 7,2

214,6 ± 4,9*
128,0 ± 10,4*
 81,0 ± 7,8*

21,0 ± 1,8
22,2 ± 2,6
27,7 ± 2,6*

18,1 ± 0,5
18,2 ± 0,7
20,0 ± 0,5*

18,1 ± 1,0
18,1 ± 3,5
18,0 ± 0,7

Примечание. Исходный уровень: сырая биомасса листа 274,1 ± 7,0, сухая биомасса листа 17,1 ± 005. *Отличия от исход-
ного уровня достоверны при p ≤ 0,05.

Рис. 1. Выход электролитов (% от полного выхода) (а) и коэффициент повреждения клеток листьев пророст-
ков огурца (б), подвергнутых действию температуры 12 °С (1) и 4 °С (2)
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увеличивалось уже в первые часы (1–5 ч) низко-
температурного воздействия и в дальнейшем 
продолжало монотонно возрастать (рис. 2).

Исследование активности СОД выяви-
ло, что уже через 1 ч действия температуры 
12 °С она постепенно возрастала, достигая 
максимума на третьи сутки (рис. 3). При тем-
пературе 4 °С активность СОД также увеличи-
валась в первые часы опыта, однако в дальней-
шем она заметно снижалась (рис. 3).

Действие температуры 12 и 4 °С вызыва-
ло повышение содержания пролина в листьях 
огурца в первые 1–5 и последующие часы воз-
действия (рис. 4). При этом наибольший уро-
вень пролина отмечен в листьях растений, под-
вергнутых действию температуры 4 °С.

обсуждение результатов

Исследование реакции растений огурца на 
низкотемпературные воздействия разной ин-
тенсивности (12 и 4 °С) позволило выявить как 
определенное сходство, так и ряд существен-
ных различий в характере изменений и дина-
мике физиолого-биохимических показателей, 
вносящих свой вклад в холодоустойчивость 
(табл. 2).

В наших опытах при температуре 12 °С про-
исходило первоначальное снижение накопле-
ния сырой биомассы листьев огурца, которое 
в дальнейшем (3 сут) сменялось процессом вос-
становления (табл. 2). Прирост сухой биомассы 
также отмечен в этот период, что свидетель-
ствует о частичном восстановлении ростовых 
процессов. Действие повреждающей темпера-
туры (4 °С) вызывало необратимое подавление 
накопления сырой и сухой биомассы расте-
ний, что ранее было отмечено другими автора-
ми у огурца при 5/3 °С [Fariduddin et al., 2011], 
а у кукурузы при 3 °С [Лукаткин и др., 2013].

Установлено, что одной из главных причин 
низкотемпературного повреждения растений 
является нарушение структуры клеточных мем-
бран [Saltveit, 2001; Колмыкова и др., 2012; 
Jouyban et al., 2013], а основным процессом 
деградации мембранных липидов является 
ПОЛ, который вызывается интенсивной гене-
рацией АФК [Prasad, 1996; Foyer, Noctor, 2005; 
Радюкина и др., 2011; Синькевич и др., 2011]. 
Одним из показателей активности ПОЛ принято 
считать уровень МДА [Abbas, 2012; Noctor et al., 
2015]. Тот факт, что при 12 °С в листьях огурца 
не происходило существенных изменений в со-
держании МДА (табл. 2), говорит об отсутствии 
необратимых нарушений липидного комплекса 
мембран. В отличие от этого быстрое повыше-
ние содержания МДА уже в начальный период 

действия температуры 4 °С и дальнейшее уси-
ление его накопления (3 сут) указывает на раз-
витие окислительного стресса в клетках листь-
ев, что очевидно является одной из причин, 
приводящих к повреждению растений.

Обнаруженное нами снижение выхода 
электролитов (табл. 2) и величина КП клеток 
листьев при действии температуры 12 °С так-
же могут указывать на отсутствие нарушения 

Рис. 4. Содержание свободного пролина в листьях 
проростков огурца, подвергнутых действию темпе-
ратуры 12 °С (1) и 4 °С (2)

Рис. 2. Содержание МДА в листьях проростков огур-
ца, подвергнутых действию температуры 12 °С (1) и 
4 °С (2)

Рис. 3. Активность СОД в листьях проростков огур-
ца, подвергнутых действию температуры 12 °С (1) и 
4 °С (2)
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целостности клеточных мембран и свидетель-
ствовать о формировании повышенной холо-
доустойчивости растений. Эти данные согласу-
ются с результатами наших предыдущих иссле-
дований, в которых с использованием других 
методов зафиксировано повышение холодоус-
тойчивости огурца при 10 °С [Титов и др., 2006] 
и 12 °С [Шерудило и др., 2013]. Попутно отме-
тим, что в листьях табака при действии тем-
пературы 8 °С также сохраняются барьерные 
свойства клеточных мембран и наблюдается 
повышение устойчивости [Попов и др., 2010]. 
В отличие от этого значительное увеличение 
(в 9 раз) выхода электролитов из листьев огур-
ца (табл. 2) и повышение КП при температуре 
4 °С указывают на существенное повреждение 
мембранной системы клеток, что в конечном 
счете, очевидно, выступает одной из причин 
гибели растений. Сходные данные о негатив-
ном действии температур 2–4 °С получены 
и в отношении растений огурца других сортов 
[Шаркаева, 2001; Лукаткин, 2002; Lukatkin et al., 
2003; Gupta et al., 2012].

Как известно, растения обладают устой-
чивостью к окислительному стрессу, который 
вызывается избыточным накоплением АФК, 
благодаря активной работе антиоксидантных 
систем, включающих в себя антиоксидантные 
ферменты и низкомолекулярные протектор-
ные соединения [Blokhina et al., 2003; Карта-
шов и др., 2008; Радюкина и др., 2008, 2011; 
Прадедова и др., 2009, 2011; Колупаев и др., 
2011, 2014; Креславский и др., 2012; Noctor 

et al., 2012]. При этом ключевая роль в защите 
растений от окислительного стресса отводится 
СОД – ферменту, катализирующему превра-
щение супероксидного радикала до перекиси 
водорода [Карташов и др., 2008]. Однако име-
ющиеся в литературе данные об изменении ак-
тивности СОД при охлаждении противоречивы. 
Одни авторы указывают на ее повышение [Kuk 
et al., 2003; Xu et al., 2008; Fariduddin et al., 2011; 
Cui et al., 2013; Dong et al., 2014], вызванное 
активацией латентных форм СОД и синтезом 
новых молекул фермента. Другие исследовате-
ли отмечают у теплолюбивых видов снижение 
активности этого фермента под влиянием хо-
лода [Wang et al., 1986; Jahnke et al., 1991; Лу-
каткин, 2002; Колмыкова и др., 2012; Шибаева 
и др., 2015], что связывают с истощением пула 
фермента при его повышенном расходовании 
на гашение супероксидных радикалов, сниже-
нием синтеза (или усилением деградации) мо-
лекул СОД [Бараненко, 2006]. Кроме того, ди-
намика активности фермента может зависеть 
от интенсивности и длительности воздействия 
стресс-фактора [Бараненко, 2006].

В наших опытах при температуре 12 °С на-
блюдалось повышение активности фермента 
в листьях проростков (табл. 2). При воздействии 
других пониженных температур – 8, 10 и 15 °С – 
также отмечено повышение активности СОД 
у огурца [Xu et al., 2008; Fariduddin et al., 2011; 
Dong et al., 2014] и при 6–7 °С у табака [Cui 
et al., 2013]. В отличие от этого в условиях бо-
лее низкой температуры (4 °С) активность СОД 

Таблица 2. Характер и относительная величина изменения физиологических и биохимических показателей 
у проростков огурца, подвергнутых действию температуры 12 и 4 °С

Показатель
Значение показателя по отношению к исходному уровню, %

экспозиция, ч
1 5 24 48 72

12 °С
Сырая биомасса листа – –  91*  88*  94
Сухая биомасса листа – – 105 105 118*
Выход электролитов 170* 215* 238* 181* 124
Содержание МДА 104 105 111* 136* 169*
Активность СОД 113 115 132* 143* 156*
Содержание свободного пролина 144* 165* 279* 194* 209*

4 °С
Сырая биомасса листа – –  78*  47*  29*
Сухая биомасса листа – – 105 105 105
Выход электролитов 179* 275* 630* 964* 972*
Содержание МДА 125* 138* 140* 161* 280*
Активность СОД 126* 137* 103  82  73*
Содержание свободного пролина 179* 200* 242* 267* 390*

Примечание. *Отличия от исходного уровня достоверны при p ≤ 0,05. Значения показателей у контрольных растений при-
няты за 100 %. Прочерк – определение не проводили.
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первоначально (1–5 ч) увеличивалась и была 
даже несколько выше, чем при 12 °С, что, веро-
ятно, обусловлено бо́льшим уровнем продук-
ции супероксидного радикала, однако в даль-
нейшем отмечено ее снижение (табл. 2), что 
согласуется с данными, полученными как на 
огурце [Лукаткин, 2002], так и на других тепло-
любивых видах – кукурузе, рисе и томате [Wang 
et al., 1986; Jahnke et al., 1991; Gianinetti et al., 
1993; Лукаткин, 2002].

Наряду с антиоксидантными ферментами 
в защите растений от АФК участвуют и низ-
комолекулярные соединения, такие как, на-
пример, пролин [Verbruggen, Hermans, 2008; 
Szabados, Savoure, 2009; Маевская, Николаева, 
2013; Rejeb et al., 2014]. Нами было выявлено 
определенное сходство в динамике накопле-
ния пролина в листьях огурца в условиях дей-
ствия температур 12 и 4 °С. Уровень пролина 
повышался уже в первые часы действия этих 
температур и в дальнейшем продолжал воз-
растать (табл. 2). Эти результаты согласуются 
с данными об аккумуляции пролина в растени-
ях огурца при других вариантах низкотемпера-
турных воздействий – при 10 и 15 °С [Fariduddin 
et al., 2011; Cao et al., 2014] и при 4–6 °С [Feng, 
2003; Gupta et al., 2012; Абилова, 2014].

В целом анализ динамики содержания МДА, 
активности СОД и уровня пролина в листьях 
огурца при низкотемпературных воздействиях 
разной интенсивности показал, что в условиях 
действия температуры 12 °С не происходит су-
щественного развития окислительного стрес-
са, т. к. в этом случае повышается активность 
СОД и увеличивается содержание свободного 
пролина, которые наряду с другими антиокси-
дантами обеспечивают защиту клеток от избы-
точного накопления АФК, что в конечном ито-
ге способствует формированию повышенной 
холодоустойчивости растений (табл. 3). При 
более сильном охлаждении (4 °С, 24–72 ч) при 
снижении активности СОД в листьях огурца 
наблюдалось значительное повышение уров-
ня пролина. Но поскольку низкомолекулярные 
антиоксиданты, в частности пролин, имеют 

существенно меньшие константы скоростей 
взаимодействия с супероксидными радика-
лами и перекисями [Мерзляк, 1989; Лукаткин, 
2002], то именно активность антиоксидантных 
ферментов определяет главным образом за-
щиту клеток растений от АФК при охлаждении. 
Видимо, снижение активности СОД в листьях 
огурца при температуре 4 °С приводило к уси-
лению интенсивности ПОЛ и последующей ги-
бели растений, поскольку активизации другой 
антиоксидантной реакции (накопление проли-
на) было недостаточно, чтобы компенсировать 
пониженную активность СОД и соответственно 
обеспечить защиту клеток от повреждающего 
действия холода.

заключение

Изучение ответных реакций растений огур-
ца на действие низких положительных тем-
ператур различной интенсивности показало, 
что характер и динамика изученных физиоло-
го-биохимических показателей могут сущест-
венно изменяться как количественно, так и ка-
чественно в зависимости от типа низкотемпе-
ратурного воздействия. Низкие закаливающая 
(12 °С) и повреждающая (4 °С) температуры 
в начальный период действия (часы) вызывают 
торможение роста растений, увеличение актив-
ности фермента СОД, повышение содержания 
свободного пролина и МДА в листьях. Однако 
к концу 3-суточного воздействия температуры 
12 °С происходило возобновление ростовых 
процессов на фоне дальнейшего повышения 
активности СОД и уровня пролина, что поло-
жительно сказывалось на процессе формиро-
вания повышенной холодоустойчивости про-
ростков. В отличие от этого повреждающая 
температура (4 °С) вызывала необратимое по-
давление ростовых процессов, значительное 
увеличение содержания МДА, повышение со-
держания свободного пролина на фоне сниже-
ния активности СОД, что сопровождалось сни-
жением устойчивости и в конечном итоге вело 
к повреждению и гибели растений.

Таблица 3. Особенности динамики отдельных физиолого-биохимических показателей у проростков огурца 
в зависимости от типа низкотемпературного воздействия

Показатель
Температура

закаливающая (12 °С) повреждающая (4 °С) 
Холодоустойчивость увеличивается снижается
Сырая биомасса листа увеличивается к концу 3-х суток снижается
Сухая биомасса листа увеличивается к концу 3-х суток не изменяется
Содержание МДА увеличивается увеличивается
Активность СОД увеличивается снижается
Содержание свободного пролина увеличивается увеличивается
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КаТалазнаЯ аКТивносТь в лисТовом аППараТе 
у сеЯнцев березы Повислой разных форм (BETULA 
PENDULA rOTH): VAr. PENDULA и VAr. CARELICA (mercKLIN)

К. м. никерова, н. а. галибина, ю. л. мощенская,  
л. л. новицкая, м. н. Подгорная, и. н. софронова
Институт леса Карельского научного центра РАН

Впервые проведено исследование каталазной активности в листовом аппарате 
10-месячных сеянцев обычной березы повислой (Betula pendula Roth var. pendula) 
и карельской березы (B. pendula var. carelica (Mercklin)). Адаптирована методика 
определения активности каталазы спектрофотометрическим методом для изуча-
емых объектов. Приведены графики зависимости наблюдаемой оптической плот-
ности от концентрации субстрата (перекиси водорода) и активности фермента от 
времени протекания реакции. Подобраны условия (время, концентрация субстра-
та) для определения активности фермента и модифицирована формула для рас-
чета активности каталазы. Протекание реакции каталазного окисления наблюдали 
на разных фазах развития листа, которые отличались по морфометрическим по-
казателям. Так, листья длиной 1–2 см были отнесены к I фазе, 3–4 см – ко II фазе, 
5–6 см – к III фазе, 7–8 см – к IV фазе. Показана динамика изменения активности 
каталазы отдельно для каждой изучаемой формы (var. pendula и var. сarelica соот-
ветственно), а также проведено сравнение активности фермента у разных форм. 
Установлено, что активность каталазы значимо была выше у сеянцев обычной бе-
резы повислой, по сравнению с карельской березой, на всех изучаемых стадиях. 
У обеих форм активность каталазы возрастала по мере увеличения длины листа. 
Таким образом, полученные результаты дают основания для обсуждения роли лис-
та как тест-объекта для обнаружения аномалий в строении древесины у разных 
форм березы повислой уже на ранних этапах онтогенеза.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: карельская береза; узорчатая древесина; сеянцы; лист; ка-
талаза.

K. m. Nikerova, N. A. Galibina. yu. L. moshchenskaya, L. L. Novitskaya, 
m. N. podgornaya, I. N. sofronova. cATALAse AcTIVITy IN LeAVes OF 
sILVer bIrcH seeDLINGs OF DIFFereNT FOrms (BETULA PENDULA 
rOTH): VAr. PENDULA AND VAr. CARELICA (mercKLIN)

In this work we studied catalase activity in the leaves of 10-months seedlings of Betula 
pendula Roth var. pendula and Betula pendula var. carelica (Mercklin). This kind of study 
was carried out for the first time. We have adapted the spectrophotometric method for 
the determination of catalase activity for the studied objects. We show how optical density 
depended on the concentration of the substrate (hydrogen peroxide) and how the en-
zyme activity depended on the reaction time. We selected the conditions (time, substrate 
concentration) for the determination of the enzyme activity and modified the formula for 
catalase activity calculations. The catalase oxidation reaction was observed at different 
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введение

Для нормальной жизнедеятельности расте-
ниям необходимы свет и кислород, без которых 
невозможно интенсивное протекание процессов 
дыхания и фотосинтеза. В основе этих процес-
сов лежит огромное количество метаболических 
реакций, продуктами которых являются актив-
ные формы кислорода (АФК). В оптимальных 
условиях АФК продуцируются на низком уровне 
главным образом в хлоропластах, митохондриях 
и пероксисомах. В условиях стресса их образо-
вание может резко увеличиться и ингибировать 
защитные системы организма [Desikan et al., 
2001]. Размер пула АФК зависит от относитель-
ных скоростей их образования и деструкции, 
а также от времени жизни. Антиоксидантные 
ферменты − супероксиддисмутазы, каталазы, 
пероксидазы и другие, наряду с низкомолеку-
лярными антиоксидантами, участвуют в регу-
ляции уровня АФК [Полесская и др., 2004; Apel 
et al., 2004; Колупаев и др., 2015]. К тому же из-
менения активности антиоксидантных фермен-
тов опосредованно отражают баланс метаболи-
ческих процессов в онтогенезе растений, и поэ-
тому им отводится особая роль в растительном 
организме [Половникова, Воскресенская, 2008].

В Институте леса КарНЦ РАН многие годы 
проводится изучение карельской березы – дре-
весного растения с ярко выраженными струк-
турными аномалиями. Внешне структурные 
аномалии представлены наличием узорчатой 
древесины, что делает карельскую березу ин-
тересным объектом для изучения и обусловли-
вает ее высокую декоративную ценность. Од-
ной из причин формирования аномалий явля-
ется повышенный уровень сахарозы во флоэме 
в период активной камбиальной деятельности 
растений. Утилизация сахарозы происходит 
за счет ферментов ее метаболизации – саха-
розосинтазы и инвертазы, причем растения 
Betula pendula Roth var. pendula без признаков 
узорчатости и растения Betula pendula Roth var. 
carelica, отличающиеся узорчатой древесиной, 

имеют разнонаправленные ферментативные 
модели расщепления сахарозы. Разгрузка са-
харозы у var. pendula связана с высокой ак-
тивностью сахарозосинтазы в ксилеме, а у var. 
carelica – с высокой активностью апопластной 
инвертазы во флоэме [Галибина и др., 2016б].

Уровень выраженности признака узорчатос-
ти может быть неодинаков у разных растений 
карельской березы, ввиду высокого уровня эн-
догенной изменчивости. Кроме того, у карель-
ской березы при любом варианте скрещивания 
родительских форм в потомстве появляются 
особи как с узорчатой, так и с безузорчатой тек-
стурой древесины [Новицкая, 2008]. Поэтому 
диагностика этого признака, особенно на ран-
них этапах онтогенеза, имеет особое значение.

В наших предыдущих исследованиях по-
казано, что в период активного камбиально-
го роста в тканях ствола у взрослых расте-
ний с узорчатой древесиной (B. pendula var. 
carelica) активность пероксидазы (EC 1.11.1.7) 
выше, чем у растений без признаков узорча-
тости (B. pendula var. pendula) [Галибина и др., 
2013, 2016а]. Высокая активность пероксидазы 
у B. pendula var. carelica коррелирует с высокой 
активностью апопластной инвертазы. Сахароза 
в акцепторных тканях у карельской березы ме-
таболизируется преимущественно по инвер-
тазному пути, в результате которого образуют-
ся глюкоза и фруктоза [Галибина и др., 2016б]. 
Утилизация избытка гексоз происходит за счет 
реакций цикла Кребса и пентозофосфатного 
пути. При этом продуцируются АФК за счет дея-
тельности ферментов дегидрогеназ и оксигеназ 
[Донцов и др., 2006; Couée et al., 2006; Wellen, 
Thompson, 2010], и синтезируются вещества 
фенольной природы. Фенолы могут стать суб-
стратами пероксидазного окисления и привес-
ти к возрастанию пероксидазной активности 
во флоэме, в результате чего организм избав-
ляется от вредного воздействия АФК [Андре-
ев, 2001; Jansen et al., 2001; Rizhsky et al., 2002; 
Duroux, Welinder, 2003; Agati et al., 2012]. Кроме 
того, и сама глюкоза может вступать в реакции 

phases of leaf development, which differed one from another in morphometric indices. 
The division into phases was as follows: leaves 1–2 cm long – phase I, 3–4 cm long – 
phase II, 5–6 cm long – phase III, 7–8 cm long – phase IV. Information is provided on the 
dynamics of catalase activity changes for each of the studied birch forms (var. pendula 
and var. carelica, respectively), as well as in comparison. It was found that catalase acti-
vity was significantly higher in var. pendula seedlings than in var. carelica seedlings at all 
the studied phases. Both forms displayed an increase in catalase activity with increasing 
leaf length. Thus, the obtained differences have given us the reason to discuss the role of 
leaves as the test object for detection of anomalies in the wood structure of different birch 
forms at early stages of ontogeny.

K e y w o r d s: Betula pendula var. carelica; figured wood; seedlings; leaves; catalase.
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с АФК, образуя субстраты пероксидазного 
окисления [Синькевич и др., 2009]. Эти сведе-
ния, а также полученные в нашей лаборатории 
экспериментальные данные позволяют исполь-
зовать пероксидазную активность в ксилеме 
березы для экспресс-диагностики степени 
узорчатости древесины [Галибина и др., 2016а].

Поиск критериев (или тест-признаков), 
позволяющих отличить карельскую березу от 
других форм уже на ранних этапах онтогене-
за, когда еще нет видимых признаков анома-
лий, относится к числу перспективных задач, 
требующих решения. Мы считаем возможным 
к такого рода критериям отнести изменения 
активности ферментов антиоксидантной систе-
мы, в частности, пероксидазы. В наших работах 
показано, что отличия по пероксидазной актив-
ности выявлены не только при изучении тканей 
ствола, но также и в листовом аппарате бере-
зы обычной и карельской [Никерова, Галибина, 
2016, в печати]. Так, пероксидазная активность 
в листьях var. pendula была выше, чем в листьях 
у var. carelica [Галибина и др., 2013; Никерова, 
Галибина, в печати], что связано с усилением 
акцепторных свойств камбиальной зоны. С дру-
гой стороны, первым ферментом, принима-
ющим участие в утилизации АФК, а особенно 
H2O2, которая накапливается в процессе дыха-
ния, является каталаза (EC 1.11.1.6). Однако 
исследования каталазной активности в листьях 
карельской березы, насколько нам известно, 
ранее не проводились. Мы предполагаем, что 
лист может стать удобным тест-материалом 
для ранней идентификации узорчатости дре-
весины, а в качестве тестируемого признака 
предлагаем изучать активность каталазы.

В связи с вышесказанным целью данной ра-
боты стало исследование каталазной активно-
сти у 10-месячных сеянцев обычной березы по-
вислой и карельской березы на разных стадиях 
развития листа.

объекты и методы исследования

Объекты исследования – 10-месячные се-
янцы обычной березы повислой (Betula pen‑
dula Roth var. pendula) и карельской березы 
(B. pendula Roth var. carelica (Mercklin)). Сеян-
цы карельской березы были получены из се-
мян от контролируемого опыления деревьев 
с ярко выраженными признаками узорчатости 
(Forelia OY, Финляндия). Сеянцы выращива-
ли в светоустановке при температуре воздуха 
21–22 °С, освещенности около 5 клк и 16-часо-
вом светопериоде.

Все исследуемые листья находились во вне-
почечном периоде развития, когда лист имеет 

форму, характерную для взрослого, но обла-
дает разными размерами. Поэтому для анали-
за отбирали листья, обладающие наибольшей 
длиной, которая составила 7–8 см. Эти листья 
были отнесены к IV фазе развития. Остальные 
фазы выделяли в процентах от длины наиболь-
шего листа (75, 50 и 25 % соответственно). 
Так, листья, длина которых составила 5–6 см, 
были отнесены к III фазе развития, листья дли-
ной 3–4 см – ко II фазе, 1–2 см – к I фазе. На-
вески составили 0,3–0,4 г. Для листьев IV фазы 
(масса листа 0,27–0,5 г) использовали 1 лист, 
для листьев III фазы (масса листа 0,13–0,25 г) – 
1–2 листа, для листьев I и II фаз (ввиду их ма-
лого веса – 0,025–0,1 г) для анализа отбирали 
2–5 листьев, взятых с разных растений.

Растительный материал растирали с жид-
ким азотом и гомогенизировали в среде следу-
ющего состава: 50 мМ K, Na-фосфатный буфер 
(рН 7,8), 0,5 мМ ЭДТА; соотношение ткань : бу-
фер – 1 : 10. После 20-минутной экстракции 
при 4 °С гомогенат дважды центрифугировали 
при 10 000 g в течение 15 минут (центрифуга 
Sigma 2-16PK, Германия).

Активность каталазы в супернатанте опре-
деляли на спектрофотометре (СФ 2000, Рос-
сия) по ферментативному разложению пере-
киси водорода при 240 нм [Beers, Sizer, 1952]. 
Инкубационная среда содержала 67 мМ K, Na-
фосфатный буфер (рН 7,8) и 14,7 мМ пере-
кись водорода. Активность каталазы выражали 
в мкмоль перекиси водорода на мг белка, вос-
становленной за 4 мин (мкмоль H2O2/мг бел-
ка). Содержание белка определяли по методу 
Бредфорда [Bradford, 1976].

Статистическая обработка данных осущест-
влялась в среде Microsoft Excel. Для опреде-
ления активности фермента на каждой фазе 
развития листа проводили по 5–7 независимых 
опытов. На диаграммах приведены средние 
значения и их стандартные ошибки (n ≥ 5). Для 
оценки достоверности различий использовали 
t-критерий Стьюдента. Статистически значи-
мыми считали различия при р < 0,05.

Данные были получены на оборудова-
нии ЦКП «Аналитическая лаборатория» ИЛ 
КарНЦ РАН.

результаты

Подбор условий для определения 
активности каталазы

При подборе условий для определения ак-
тивности каталазы необходимо учитывать ее 
чрезвычайную активность [Чеснокова и др., 
2006; Mhamdi et al., 2010], которая в начале 
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реакции может возрастать за доли секунды. 
Концентрации Н2О2, с которыми работает ка-
талаза, во много раз превышают концентра-
ции, нейтрализующиеся пероксидазами [За-
госкина, Назаренко, 2016]. Таким образом, при 
незначительном скачке во времени реакции 
активность изменяется значительно, поэтому 
так важно достичь времени выхода фермента 
в более стабильную фазу. Об активности ката-
лазы мы судили по интенсивности уменьшения 
оптической плотности в области поглощения 
перекиси водорода (λ = 240 нм). Для этого был 
построен калибровочный график в диапазоне 
изучаемых концентраций Н2О2, который пока-
зывает зависимость оптической плотности от 
концентрации субстрата (рис. 1).

На рисунке 2 приведена зависимость ак-
тивности каталазы от времени реакции. Изме-
рения были проведены на одном из опытных 
образцов. Линейная зависимость активности 
каталазы от времени реакции наблюдалась 
в диапазоне 3–6 мин (рис. 2), поэтому для ре-
акции каталазного окисления было выбрано 
время 4 мин.

Для изучаемых объектов была адаптирована 
следующая схема определения каталазной ак-
тивности. В качестве контрольного варианта ис-
пользовали 1,9 мл фосфатного буфера; в качест-
ве опытного варианта использовали 0,9 мл фос-
фатного буфера с добавлением 1 мл перекиси. 
Измеряли оптические плотности контрольного 
и опытного образцов (D1 и D2 соответственно 
в формуле для расчета активности каталазы) 
при 240 нм относительно холостой кюветы, со-
держащей фосфатный буфер. Затем добавляли 
в контрольный и опытный образцы по 100 мкл 
супернатанта и вновь измеряли значения оп-
тических плотностей (D3 и D4 соответственно 
в формуле для расчета активности каталазы).

Для нахождения активности каталазы (А) ис-
пользовали формулу:

А = 20 * (((D2 – D1) – (D4 – D3)) * 1000 * V),
(45,4*m)

где D – оптическая плотность при длине волны 
240 нм; 45,4 – калибровочный коэффициент пе-
рекиси водорода, М-1 см-1; V – объем суперна-
танта, мл; m – масса растительной ткани, взя-
той для анализа, г; 20 – коэффициент, показы-
вающий разведение супернатанта.

Анализ активности каталазы в листьях 
сеянцев обычной и карельской березы

В результате проведенных опытов установ-
лено, что у обеих изучаемых форм березы ка-
талазная активность в листьях возрастала при 

Рис. 1. Зависимость оптической плотности от кон-
центрации перекиси (по оси абсцисс – концентрация 
перекиси водорода в моль/л, по оси ординат – оп-
тическая плотность в единицах оптической плотнос-
ти). На графике приведены уравнение зависимости 
оптической плотности (D) от концентрации перекиси 
водорода (С) и значение коэффициента аппрокси-
мации (R2)

Рис. 2. Зависимость активности каталазы (коли-
чество восстановленной перекиси) от времени (по 
оси абсцисс – время в минутах, по оси ординат – 
каталазная активность в мкмоль восстановленной 
перекиси/г сырой ткани)
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переходе их от I к IV фазе развития, то есть 
с увеличением длины листовой пластинки. 
У var. pendula она изменялась в диапазоне от 
93 до 909, а у var. carelica – от 26 до 638 мкмоль 
H2O2/мг белка (рис. 3). В частности, у обычной 
березы при переходе листа из первой фазы 
во вторую активность каталазы возрастала 
в 3,8 раза; между II и III фазами она увеличива-
лась в 1,8 раза, а между III и IV фазами – еще 
в 1,4 раза (рис. 3, а).

У сеянцев карельской березы активность 
каталазы в листьях II фазы развития была 
в 4,7 раза выше, чем в листьях I фазы; в листьях 
III фазы – в 2,5 раза выше, чем в листьях II фазы; 
а в листьях с наибольшей длиной – в 2,1 раза 
выше, чем в листьях III фазы (рис. 3, б).

Сравнительный анализ полученных резуль-
татов позволил установить, что активность 
каталазы в листьях обычной березы на всех 
фазах развития была выше, чем у сеянцев ка-
рельской березы. При этом увеличение ка-
талазной активности от молодого к зрелому 
листу у карельской березы происходило бо-
лее динамично. В частности, активность фер-
мента в листьях длиной 1–2 см, по сравнению 
с листьями длиной 7–8 см, у карельской бере-
зы была ниже в 24,5 раза, а у обычной бере-
зы – всего в 9,8 раза. При увеличении разме-
ров листа отмеченная разница между обычной 
и карельской березой снижалась. Так, на пер-
вой фазе активность каталазы у сеянцев var. 
pendula была выше, чем у сеянцев var. сarelica, 

в 3,6 раза, на второй фазе – в 2,9 раза, на тре-
тьей фазе – в 2,1 раза, а на четвертой фазе – 
всего в 1,4 раза.

Отдельно отметим результаты визуального 
анализа растений. Сеянцы карельской березы 
были более облиственны, чем сеянцы обыч-
ной березы повислой. Кроме того, у карель-
ской березы листовой аппарат был равномер-
но представлен листьями всех изучаемых фаз 
развития, а у обычной березы молодые лис-
тья (II и особенно I фаз) встречались единично 
и возобновление листового аппарата происхо-
дило не так интенсивно.

обсуждение

Известно, что у многих растений активность 
антиоксидантных ферментов возрастает от 
молодого листа к зрелому [Prochazkova et al., 
2001], что связано с увеличением уровня ды-
хания и затрат энергии на метаболизм [Sairam 
et al., 2003; Мазей и др., 2009]. В процессах, 
происходящих в клетках и тканях сеянцев, то 
есть на ранних этапах онтогенеза, особенно 
важна роль каталазы [Willekens et al., 1995]. Вы-
сокие показатели активности этого фермента 
наблюдали именно в молодых жизнеспособ-
ных органах и тканях растений [Карасев и др., 
2015]. В результате нашего исследования 
установлено, что у сеянцев обычной и карель-
ской березы возрастание активности катала-
зы коррелировало с увеличением длины листа 

Рис. 3. Активность каталазы (мкмоль H2O2/мг белка) в листьях, отличающихся стадией развития (I–IV), у 
10-месячных сеянцев B. pendula var. pendula (а) и B. pendula var. carelica (б):
I фаза – лист 1–2 см, II фаза – лист 3–4 см, III фаза – лист 5–6 см, IV фаза – лист 7–8 см
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(рис. 3). С одной стороны, это может свиде-
тельствовать об интенсификации процессов 
дыхания и фотосинтеза, а с другой стороны, 
логично связано с накоплением активных форм 
кислорода, содержание которых увеличивается 
по мере старения листа.

Определение каталазной активности в лис-
товом аппарате имеет особое значение с точки 
зрения функционирования листа в целостной 
системе донорно-акцепторных отношений. Ак-
цепторные зоны (зоны роста или запасания), 
в нашем случае это формирующиеся стволовые 
ткани, получают ассимиляты, которые образо-
вались в листе в ходе фотосинтеза и дыхания 
[Шелякин и др., 2016]. Тот факт, что разница 
в активности каталазы между I и IV фазами раз-
вития листа у сеянцев карельской березы зна-
чительно превышает таковую у сеянцев обыч-
ной березы, может свидетельствовать о более 
интенсивном протекании у нее метаболических 
процессов в связи с донорной функцией листа. 
Визуально изученные сеянцы карельской бере-
зы имели больше листьев, особенно молодых, 
по сравнению с сеянцами обычной березы по-
вислой. К тому же онтогенез листа у карельской 
березы протекал быстрее, чем у обычной фор-
мы. Подобные отличия в развитии листового 
аппарата были выявлены на примере взрослых 
деревьев. В проведенных ранее исследовани-
ях показано, что взрослые растения карель-
ской березы отличались по общему количеству 
листьев (особенно брахибластов и их площади) 
и по суммарной ассимилирующей поверхности 
в бо́льшую сторону по сравнению с растениями 
обычной березы [Николаева, Новицкая, 2007], 
в связи с чем, вероятно, лучше снабжали ство-
ловые ткани ассимилятами. У 8-летних расте-
ний карельской березы было выше суммарное 
содержание фотосинтетических пигментов 
и их количество в светособирающем комплек-
се по сравнению с обычной березой [Галибина 
и др., 2013]. Такая же тенденция наблюдалась 
на ранних этапах онтогенеза (неопубликован-
ные данные). Особенности формирования фо-
тосинтетического аппарата у исследованных 
видов обеспечивают интенсивный приток фо-
тоассимилятов, особенно сахарозы, в ткани 
ствола, что может приводить к нарушению кам-
биальной деятельности и развитию структур-
ных аномалий. Так, во флоэме 2-летних сеян-
цев карельской березы по сравнению с обыч-
ной березой содержание сахарозы было выше 
[Галибина и др., 2014]. У сеянцев обычной 
и карельской березы в возрасте нескольких 
месяцев в стебле выявлены отличия в распре-
делении активности сахарозосинтазы и инвер-
тазы, главных ферментов утилизации сахарозы 

[Мощенская, Галибина, 2016]. Как показали 
наши опыты, обычная и карельская формы бе-
резы на начальных стадиях онтогенеза разли-
чаются и по активности каталазы в листьях. Мы 
предполагаем, что выявленные закономернос-
ти могут составить основу для ферментативной 
идентификации признака узорчатости ствола 
березы в самом начале ее развития.

заключение

Таким образом, нами впервые была опреде-
лена каталазная активность в листьях у 10-ме-
сячных сеянцев двух форм березы повислой 
(обычной и карельской), морфологически не 
отличающихся между собой. Как показали ре-
зультаты данного и предыдущих исследований, 
различный метаболический статус изучаемых 
растений складывается на самых ранних эта-
пах онтогенеза, и это выражается в различных 
значениях биохимических показателей и раз-
нонаправленности метаболических стратегий. 
Изменения активности каталазы, как важного 
фермента, участвующего в формировании до-
норно-акцепторных отношений между листо-
вым аппаратом и тканями ствола, также отра-
жают различный метаболический статус рас-
тений березы повислой двух форм – обычной 
и карельской. Полученные результаты дают ос-
нование рассматривать лист как орган первич-
ной диагностики для выявления предрасполо-
женности к возникновению узорчатой структу-
ры древесины березы карельской уже в самом 
раннем возрасте.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке из средств федерального бюд‑
жета на выполнение государственного зада‑
ния (тема № 0220‑2014‑0001) и гранта РФФИ 
№ 16‑04‑100639_р_а.
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аКТивносТь ферменТов диссимилЯции сахарозы 
в раннем онТогенезе разных форм березы Повислой

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

Изучено распределение активности сахарозорасщепляющих ферментов в ак-
цепторных органах (стебли, корни) сеянцев обычной (Betula pendula var. pendula) 
и карельской (B. pendula var. carelica) березы. У 1,5-месячных сеянцев основным 
аттрагирующим центром является корень, а расщепление сахарозы осуществляет-
ся преимущественно за счет сахарозосинтазы. Показано, что у карельской березы 
метаболизация сахарозы происходила более интенсивно по сравнению с растени-
ями обычной березы. Обнаружена высокая активность ферментов диссимиляции 
сахарозы в стеблях 5-месячных растений, что свидетельствует о расходовании 
основной массы метаболитов на образование структуры этих органов. При этом 
у 5-месячных сеянцев обычной березы наблюдается высокая активность сахаро-
зосинтазы, у карельской березы – апопластной инвертазы. Таким образом, биохи-
мические и молекулярные различия между растениями обычной и карельской бе-
резы закладываются еще на ранних этапах онтогенеза до появления у карельской 
березы видимых признаков аномальной по структуре древесины. Показано влия-
ние уровня доступного азота на активность сахарозорасщепляющих ферментов. 
Выращивание опытных растений на среде с низким содержанием азота приводило 
к подавлению метаболизации сахарозы в акцепторных органах. У обычной березы – 
за счет снижения активности сахарозосинтазы, у карельской березы – активности 
кислых инвертаз. То есть у сеянцев березы повислой в условиях низкой обеспечен-
ности азотом происходило подавление ксилогенеза и все ресурсы расходовались 
на поддержание биомассы корней, при этом у карельской березы снижалась мета-
болизация сахарозы в апопласте, приводящая к паренхиматизации тканей.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Betula pendula Roth; сахарозосинтаза; апопластная, вакуо-
лярная, цитоплазматическая инвертаза.

yu. L. moshchenskaya, N. A. Galibina, K. m. Nikerova, L. L. Novitskaya. 
AcTIVITy OF sucrOse DIssImILATING eNZymes IN eArLy ONTOGeNy 
IN DIFFereNT FOrms OF sILVer bIrcH

The distribution of interchangeable sucrose-cleaving enzymes’ activities in sink organs 
(stem, root) of silver birch (Betula pendula var. pendula) and Karelian birch (B. pendu‑
la var. carelica) seedlings was investigated. It is shown that the dominant sink organ in 
1.5-month-old seedlings is the root, and sucrose cleavage is mainly performed by su-
crose synthase. Early in the ontogeny sucrose metabolism in Karelian birch sink organs 
is more intensive compared to silver birch. As confirmed by the high activity of sucrose-
cleaving enzymes in the stem, the bulk of metabolites in 5-month-old silver birch plants 
were spent on the formation of the stem’s structure. We observed high activity of sucrose 
synthase in the stem of 5-month-old silver birch seedlings and high activity cell-wall in-
vertase in Karelian birch. Thus, biochemical and molecular differences between silver 
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введение

Сахароза является важным субстратом мно-
гих биохимических превращений, обеспечи-
вающих рост и развитие проводящих тканей 
ствола древесных растений. На протяжении 
всего вегетационного периода у березы повис-
лой она представляет собой основную транс-
портную форму фотоассимилятов [Новицкая 
и др., 2015]. Ферментная система деградации 
сахарозы у растений включает в себя сахаро-
зосинтазу (СС, К. Ф. 2.4.1.13), цитоплазмати-
ческую (ЦпИнв), вакуолярную (ВакИнв) и апо-
пластную (АпИнв) инвертазы (К. Ф. 3.2.1.26). На 
взрослых растениях двух форм березы повис-
лой – на обычной березе с нормальным стро-
ением тканей ствола (Betula pendula Roth var. 
pendula) и карельской березе (B. pendula var. 
carelica) с проявившимися признаками струк-
турных аномалий – показаны различия в рас-
пределении активности СС и АпИнв в ксилеме 
в период активного камбиального роста. У рас-
тений обычной березы на фоне пониженной ак-
тивности АпИнв наблюдаются высокие значе-
ния активности СС. Переход к узорчатому стро-
ению древесины приводит к смене направления 
дифференцировки клеток камбия в сторону 
увеличения числа паренхимных клеток и пе-
реориентации метаболизма акцепторных тка-
ней на накопление запасных метаболитов. При 
этом активность СС в ксилеме резко снижает-
ся и возрастает вклад АпИнв в процесс дегра-
дации сахарозы в акцепторных тканях ствола, 
о чем свидетельствует высокая активность дан-
ного фермента [Галибина и др., 2015а, б]. Даль-
нейшие исследования показали, что активность 
СС и АпИнв в ксилеме безузорчатых деревьев 
карельской березы также отличается от таковой 
у растений обычной березы [Галибина и др., 
2016а]. Выдвинуто предположение, что нару-
шения функционирования ферментных систем 
углеводного обмена у карельской березы начи-
наются еще в ходе раннего онтогенеза, до нача-
ла формирования аномальной древесины.

Помимо сахаров для нормального роста 
растения и увеличения его продуктивности 
необходимы нитраты, которые не только ин-
дуцируют путь ассимиляции азота в растении, 
но и могут перепрограммировать углерод-
ный метаболизм в направлении создания бо-
лее благоприятных условий для этой ассими-
ляции [Coruzzi, Bush, 2001; Chikov, Bakirova, 
2004; Crawford, 2006; Tsay et al., 2011]. Анализ 
характеристик почв вокруг ареала карельской 
березы показал, что она не распространяет-
ся в области как очень бедных (примитивных 
и горно-тундровых), так и относительно бога-
тых почв (буроземов темноцветных) [Новицкая, 
2008]. Было показано, что ограничение ареала 
карельской березы со стороны плодородных 
почв может быть обусловлено смещением зоны 
интенсивного апопластного усвоения сахаро-
зы в сторону флоэмы под влиянием высоких 
доз азотного питания [Галибина и др., 2016б]. 
У обычной березы действие избытка нитра-
тов усиливало использование сахарозы через 
сахарозосинтазный путь ее метаболизации, 
результатом чего было увеличение прирос-
та древесины. В ксилеме карельской березы 
нитраты приводили к снижению активности 
как СС (уменьшение прироста древесины), так 
и АпИнв (уменьшение количества паренхимы, 
т. е. нормализация строения древесины) [Га-
либина и др., 2016б]. Подобного исследования 
влияния недостатка азота на активность основ-
ных сахарозорасщепляющих ферментов бере-
зы повислой ранее не проводилось.

Цель работы заключалась в исследовании 
активности сахарозосинтазы и инвертаз у се-
янцев березы повислой на ранних этапах онто-
генеза, как в норме, так и в условиях недостат-
ка азотного питания.

объекты и методы исследования

Исследование проводили на сеянцах, вы-
ращенных из семян обычной березы повислой 
(Betula pendula Roth var. pendula) и карельской 

birch and Karelian birch originate from the early stages of the plants’ ontogeny, before 
the traits of abnormal wood structure become visible in Karelian birch. The effect nitrogen 
availability on the activity of alternative sucrose-cleaving enzymes is shown. Cultivation of 
experimental plants in nitrogen-deficient media suppressed sucrose metabolism in sink 
organs: through reduced activity of sucrose synthase in silver birch, and through reduced 
activity of acid invertase in Karelian birch. This means that low nitrogen availability to silver 
birch seedlings resulted in inhibition of xylogenesis, and all the plant’s resources were uti-
lized to support root biomass, whereas in Karelian birch it caused a reduction in sucrose 
cleavage in the apoplast, thus leading to an increase in the amount of parenchyma cells.

K e y w o r d s: Betula pendula Roth; sucrose synthase; apoplastic invertase; vacuolar in-
vertase; cytosolic invertase.
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березы (B. pendula var. carelica (Merklin)). Рас-
тения выращены из семян, полученных от кон-
тролируемого опыления (Forelia OY, Финлян-
дия). Семена карельской березы получены от 
родительских деревьев с ярко выраженными 
признаками узорчатости древесины. Расте-
ния выращивали в камере при температуре 
23 °C, 16-часовом фотопериоде, освещенности 
8 клк на питательном грунте Terra Vita следую-
щего состава: N – 0,91 %, P – 0,2 %, K – 0,094 %.

Исследование активности ферментов дисси-
миляции сахарозы на ранних этапах онтогенеза 
проводили на двух группах растений. Растения 
первой группы выращивали примерно до 3–5 см 
в высоту и снимали для анализа в возрасте 1,5 ме-
сяца. Возраст растений второй группы на момент 
отбора составил 5 месяцев, высота надземной 
части растений данной группы была ~25 см.

Для определения влияния азота на актив-
ность ферментов диссимиляции сахарозы 
часть растений выращивали в условиях недо-
статка азотного питания на естественном поч-
вогрунте (почвенный горизонт Bf), состав: N – 
0,095 %, P – 0,051 %, K – 0,065 %. Отбор тканей 
проводили по достижении растениями 5-ме-
сячного возраста.

На анализ отбирали корни и стебли. Расти-
тельный материал фиксировали в жидком азо-
те и хранили при –80 °C.

Для определения ферментативной активно-
сти растительные ткани растирали в жидком азо-
те и гомогенизировали при 4 °C в 50 мМ буфере 
Hepes (pH 7,5), содержащем 1мМ ЭДТА, 1 мМ 
ЭГТА, 3 мМ ДТТ, 5 мМ MgCl2, 0,5 мМ PMSF. После 
20-минутной экстракции гомогенат центрифуги-
ровали при 10 000 g в течение 20 минут (центри-
фуга Sigma 2-16PK, Германия). Осадок троекрат-
но промывали буфером. Объединенный супер-
натант и осадок диализовали при 4 °C в течение 
18–20 часов против буфера для гомогенизации, 
разбавленного в 10 раз. В полученных после 
диализа ферментативных препаратах свободные 
гексозы и сахароза не определялись. В осадке 
определяли активность АпИнв, в супернатанте – 
ЦпИнв, ВакИнв, СС. Активность ферментов опре-
деляли после инкубации полученного препарата 
при 30 °C в течение 30 минут. Инкубационная 
среда для определения активности СС содержа-
ла 73 мМ трис-HCl (рН 7,5), 2,5 мМ УДФ-глюко-
зу, 20 мМ фруктозу, 5 мМ MgCl2, 3 мМ DTT. Ак-
тивность СС определяли в направлении синтеза 
сахарозы по количеству образовавшейся фрук-
тозы спектрофотометрически (спектрофото-
метр СФ-2000, Россия) [Галибина и др., 2015а]. 
Инкубационная среда для определения актив-
ности инвертазы содержала 100 мМ ацетатный 
буфер (рН 4,7) (АИнв и ВакИнв) или 50 мМ Hepes 

(рН 7,5) (ЦитИнв) и 25 мМ сахарозу. Количество 
образовавшейся в процессе инкубации глюкозы 
определяли глюкозооксидазным методом (на-
бор реагентов «Глюкоза-Агат», Россия) [Галиби-
на и др., 2015б]. Активность ферментов выража-
ли в мкмоль распавшейся сахарозы на г сырой 
ткани (мкмоль/г сырой ткани).

Обработку данных по результатам иссле-
дования проводили с использованием обще-
принятых методов статистической обработки 
данных с использованием пакетов программ 
Microsoft Excel и StatGraphics для Windows.

Приведенные данные представлены в виде 
средних арифметических значений по биологи-
ческой повторности в количестве 5–10 деревь-
ев каждой группы. Аналитическая повторность 
трехкратная. Бары на диаграммах – ошибка 
средней. Различия в распределении показате-
лей между группами растений определяли ме-
тодом оценки значимости различий средних ве-
личин (t-критерий Стьюдента). Статистически 
значимыми считались различия при р < 0,05.

результаты

Активность ферментов диссимиляции 
сахарозы в акцепторных органах 
1,5‑месячных сеянцев Betula pendula Roth

У сеянцев B. pendula var. pendula прите-
кающая из листьев сахароза расщеплялась 
преимущественно в корнях за счет деятель-
ности СС, активность которой достигала 
44 мкмоль/г сырой ткани, что в 2,2 раза боль-
ше, чем в стебле (рис. 1). В отличие от корня 
в стебле наблюдалась высокая степень утили-
зации дисахарида по инвертазному пути, в ос-
новном за счет работы АпИнв (10 мкмоль/г сы-
рой ткани), а также ВакИнв (2,4 мкмоль/г сырой 
ткани) и ЦитИнв (0,9 мкмоль/г сырой ткани) 
(рис. 1, А). В корнях активность инвертаз была 
меньше в 1,5–2 раза (рис. 1, Б).

У сеянцев B. pendula var. carelica метабо-
лизация сахарозы в корнях за счет активно-
сти СС (88 мкмоль/г сырой ткани) (рис. 1, Б) 
была в 3 раза больше, чем в стебле (рис. 1, А). 
В отличие от сеянцев обычной березы расте-
ния, выращенные из семян карельской бере-
зы, имели большую активность СС как в стебле 
(в 1,5 раза), так и в корне (в 2 раза) (рис. 1).

Активность ферментов диссимиляции 
сахарозы в акцепторных органах 
5‑месячных сеянцев Betula pendula Roth

У 5-месячных сеянцев B. pendula var. pendula 
по сравнению с 1,5-месячными растениями 
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возрастает интенсивность метаболизации саха-
розы, особенно в надземной части. Так, в стеб-
ле 5-месячных сеянцев в 7 раз выше активность 
СС (139 мкмоль/г сырой ткани), в 3,6 раза – ак-
тивность АпИнв (37 мкмоль/г сырой ткани) и в  
2,3 раза – активность ЦитИнв (3,3 мкмоль/г сы-
рой ткани) (рис. 2, А). В корнях к пяти месяцам 
в 2,5 раза возрастает активность СС, значе-
ние ее достигает 111 мкмоль/г сырой ткани 
(рис. 2, Б).

У 5-месячных сеянцев B. pendula var. careli‑
ca, по сравнению с 1,5-месячными растения-
ми, в стебле метаболизация сахарозы сахаро-
зосинтазой увеличивается всего в 1,5 раза, в то 
время как активность апопластной инвертазы 
возрастает в 6,3 раза, значение ее достига-
ет 54 мкмоль/г сырой ткани (рис. 2, А). В кор-
нях отмечается снижение активности СС до 
20 мкмоль/г сырой ткани (рис. 2, Б).

Высокие значения активности сахарозорас-
щепляющих ферментов в стебле свидетельст-
вуют, что у 5-месячных сеянцев он становится 
основным аттрагирующим органом. Суммарная 
активность ферментов в стебле, по сравнению 
с корнем, преобладает в 1,5 и 3,4 раза у обыч-
ной и карельской березы соответственно.

У 5-месячных растений, по сравнению 
с 1,5-месячными, происходит изменение соот-
ношения активности двух сахарозорасщепляю-
щих ферментов. У обычной березы в акцептор-
ных органах наблюдается высокая активность 
СС, значение которой в 4 раза выше активно-
сти АпИнв. У карельской березы, напротив, при 
невысокой активности СС (в 3 раза ниже по 
сравнению с обычной березой) существенно 
повышается активность АпИнв (рис. 2, А).

Влияние низкой обеспеченности азотом 
на морфометрические показатели 
и активность сахарозорасщепляющих 
ферментов у сеянцев березы повислой

У растений, выращенных на бедных поч-
вах, по сравнению с нормой существенно сни-
зилась длина побега – в 4 и 6 раз у обычной 
и карельской березы соответственно. При этом 
длина корней у обеих форм березы повислой 
уменьшилась всего в 2 раза (рис. 3).

У сеянцев B. pendula var. pendula, вы-
ращенных на почвах с низким содержа-
нием доступного азота, по сравнению 
с нормой, снижалась степень метаболиза-
ции сахарозы в стебле и в корнях в 13 и 5 раз 
соответственно (рис. 4). Особенно сущест-
венно уменьшилась активность СС. Так, 
в стебле активность СС снизилась в 31 раз, 
а активность инвертаз в 3–5 раз; в корне саха-

Рис. 1. Активность апопластной (АпИнв), вакуоляр-
ной (ВакИнв), цитоплазматической (ЦитИнв) инвер-
тазы и сахарозосинтазы (СС) в стебле (А) и корне (Б) 
1,5-месячных сеянцев обычной (светлые столбики) и 
карельской (темные столбики) березы. * Здесь и на 
рис. 2 различия статистически значимы по отноше-
нию к растениям B. pendula var. pendula (p < 0,05)

Рис. 2. Активность апопластной (АпИнв), вакуоляр-
ной (ВакИнв), цитоплазматической (ЦитИнв) инвер-
тазы и сахарозосинтазы (СС) в стебле (А) и корне (Б) 
5-месячных сеянцев обычной (светлые столбики) и 
карельской (темные столбики) березы
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розосинтазная активность уменьшилась в 7 раз 
на фоне снижения инвертазной активности в  
2–3 раза.

У растений карельской березы метаболи-
зация сахарозы в стебле снизилась в 3 раза, 
а в корне не изменилась (рис. 4). Уменьшение 
расщепления дисахарида в стебле произошло 
в большей степени за счет снижения активно-
сти кислых инвертаз АпИнв (в 5 раз) и ВакИнв 
(в 4 раза), активность ЦитИнв и СС изменилась 
не так сильно (уменьшение в 2–3 раза). При 
этом у растений карельской березы, выращен-
ных при дефиците азота, активность СС в стеб-
ле была в 4 раза выше, чем у таких же растений 
обычной березы.

обсуждение

Транспорт сахарозы из фотосинтезирующих 
листьев контролируется способностью акцепто-
ров к ее расщеплению, что поддерживает гради-
ент дисахарида. В повышении акцепторной силы 
органа важную роль играют апопластная инвер-
таза [Koch, 2004; Iraqi et al., 2005; Godt, Roitsch, 
2006; Canam et al., 2008; Barratt et al., 2009 и др.] 
и сахарозосинтаза [Godt, Roitsh, 2006; Coleman 
et al., 2008; Nilsson et al., 2010 и др.]. В акцептор-
ных органах как 1,5-месячных, так и 5-месячных 
растений активность данных ферментов значи-
мо выше по сравнению с другими сахарозорас-
щепляющими ферментами (ВакИнв, ЦпИнв). 

Рис. 3. На фотографиях внешний вид 5-месячных сеянцев обычной (А, В, Д) и карель-
ской (Б, Г, Е) березы, выросших при нормальном уровне азота (А–Г) и недостатке 
азотного питания (Д, Е). На диаграмме длина побега и корней 5-месячных сеянцев 
обычной (1, 3) и карельской (2, 4) березы, выросших при нормальном уровне азота 
(1, 2) и недостатке азотного питания (3, 4). * Здесь и на рис. 4 различия статистиче-
ски значимы по отношению к контролю (p < 0,05)
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У 1,5-месячных растений березы повислой ко-
рень является основным потребляющим орга-
ном (метаболизация сахарозы в корнях выше по 
сравнению со стеблем) (рис. 1).

Высокая акцепторная сила корня под-
держивается в основном за счет активности 
СС (рис. 1, Б), что согласуется с литератур-
ными данными [Никитин, Измайлов, 2016]. 
Сахарозосинтаза присутствует в растении 
повсеместно, но наибольшая ее активность 
обнаружена в молодых растущих тканях [Cole-
man et al., 2008, 2010]. В клетке CC находится 
в свободном или связанном с плазматической 
мембраной состоянии [Amor et al., 1995; Sturm, 
Tang, 1999]. Мембраносвязанная форма саха-
розосинтазы образует комплекс с целлюло-
зосинтазой [Sturm, Tang, 1999; Winter, Huber, 
2000; Ruan et al., 2003], что дает возможность 

прямого использования образуемой в резуль-
тате активности СС УДФ-глюкозы для биосин-
теза целлюлозы, входящей в состав клеточных 
стенок. В результате деятельности СС углерод 
расходуется на построение клеточных структур 
и необратимо выводится из метаболизма. Та-
ким образом, у сеянцев березы повислой СС – 
основной фермент, создающий акцепторную 
силу гетеротрофных тканей.

У 1,5-месячных сеянцев карельской березы 
по сравнению с растениями обычной березы 
активность СС выше как в корне, так и в стебле, 
что может свидетельствовать о более интен-
сивном протекании у нее процессов структу-
рообразования уже на ранних этапах развития. 
Ранее на взрослых растениях карельской бере-
зы показано, что наибольшая активность СС на 
фоне интенсивного протекания ксилогенеза 

Рис. 4. Активность апопластной (АпИнв), вакуолярной (ВакИнв), цитоплазматичес-
кой (ЦитИнв) инвертазы и сахарозосинтазы (СС) в стебле (А) и корне (Б) 5-месячных 
сеянцев обычной (1, 3) и карельской (2, 4) березы, выросших при нормальном уро-
вне азота (1, 2) и недостатке азотного питания (3, 4)
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наблюдается в ксилеме безузорчатых участков 
ствола узорчатых растений карельской березы 
[Галибина и др., 2016а].

По результатам наших исследований 
(рис. 2, А) можно заключить, что уже у 5-месяч-
ных растений, по сравнению с 1,5-месячными, 
основным акцептором ассимилятов становится 
стебель. Аттрагирующая способность стебля 
возрастает по мере роста и развития древес-
ных растений, при этом клеточные стенки кси-
лемы становятся основными аккумуляторами 
биомассы [Антонова, 2011]. Преимуществен-
ное развитие стебля или корня (двух конкури-
рующих акцепторных органов) регулируется 
в растении сигнальными процессами, опосре-
дованными растительными гормонами (аукси-
ны, цитокинины). Недавно появились работы, 
указывающие также на участие сахаров в реак-
циях быстрого ответа, необходимых для под-
держания координации развития корня и стеб-
ля в условиях действия эндогенных и экзоген-
ных факторов [Wang, Ruan, 2016].

У 5-месячных сеянцев обычной березы, как 
и у 1,5-месячных растений, в стебле и в корне 
выше активность СС, а активность АпИнв зна-
чимо ниже (рис. 2). У сеянцев карельской бе-
резы, напротив, в стебле на фоне меньшей ак-
тивности СС (в 4 раза по сравнению с обычной 
березой) возрастает активность апопластного 
фермента (в 1,5 раза по сравнению с обычной 
березой). Таким образом, в стебле карельской 
березы уменьшение метаболизации сахарозы 
по сахарозосинтазному пути компенсируется 
увеличением ее утилизации по инвертазному 
пути. Эти закономерности согласуются с дан-
ными, полученными на взрослых деревьях [Га-
либина и др., 2015а, б]. То есть уже на ранних 
этапах развития у двух форм березы повислой 
наблюдаются различия в путях метаболизации 
дисахарида. У обычной березы сахароза пре-
имущественно расходуется на синтез клеточ-
ных стенок дифференцирующихся клеток кси-
лемы. У карельской березы наблюдается более 
низкая активность ферментов с внутриклеточ-
ной локализацией (СС, ВакИнв, ЦитИнв) и вы-
сокая активность АпИнв, что свидетельствует 
о расщеплении сахарозы в апопласте и накоп-
лении гексоз, которые, являясь сигнальными 
молекулами, могут участвовать в реализации 
морфогенетических эффектов, лежащих в ос-
нове аномального ксилогенеза карельской бе-
резы. Повышенная активность АпИнв в стебле 
карельской березы на фоне сниженной актив-
ности СС подтверждает высказанные другими 
авторами предположения [Barratt et al., 2009; 
Gerber et al., 2014] о возможном участии инвер-
тазы в синтезе компонентов клеточных стенок.

Преимущество использования ассимилятов 
в растении на развитие различных акцепторных 
органов определяется не только эндогенными 
механизмами, но и внешними факторами сре-
ды, в том числе плодородием почвы. Выращи-
вание растений двух форм березы повислой на 
почве с низким содержанием доступного азота 
привело к сокращению темпов роста надзем-
ной биомассы, при этом они имели тонкие, но 
длинные корни (рис. 3).

У сеянцев обычной березы, выращенных 
при дефиците минеральных элементов, наблю-
далось снижение ферментативной активно-
сти всех сахарозорасщепляющих ферментов 
(рис. 4). Особенно сильно снизилась актив-
ность СС (в стебле в 31 раз и в корне в 7 раз) на 
фоне незначительного снижения инвертазной 
активности (в 3–5 и 2–3 раза в стебле и в корнях 
соответственно). Большее падение сахарозо-
синтазной активности в стебле, по сравнению 
с корнем, привело и к большей потере надзем-
ной биомассы. На горохе посевном показано, 
что даже низкие (1 мМ) концентрации нитратов 
могут увеличивать активность СС и приводить 
к накоплению вегетативной биомассы расте-
ний [Никитин, Измайлов, 2016].

У растений карельской березы при недоста-
точном азотном питании активность СС в стеб-
ле снижается всего в 2 раза, при этом в боль-
шей степени снижается активность кислых ин-
вертаз – ВакИнв (в 4 раза) и особенно АпИнв 
(в 5 раз). То есть в условиях недостатка мине-
ральных элементов у карельской березы умень-
шается выход свободных гексоз в апопласт, 
которые в свою очередь могут изменять про-
грамму дифференцировки клеток камбиальной 
зоны и приводить к повышению степени парен-
химатизации тканей ствола, придавая древеси-
не карельской березы характерный узор.

Таким образом, при недостатке азотного пи-
тания у сеянцев березы повислой происходит 
подавление ксилогенеза и все ресурсы тратят-
ся на поддержание биомассы корней, при этом 
у карельской березы снижается метаболизация 
сахарозы в апопласте, приводящая к паренхи-
матизации тканей.

заключение

В ходе проведенной работы показано, что 
у растений в возрасте 1,5 месяца основным ат-
трагирующим центром является корень, а рас-
щепление сахарозы в акцепторных тканях рас-
тения осуществляется преимущественно за 
счет активности СС. Выявлено, что на ранних 
этапах формирования растения метаболиза-
ция сахарозы у карельской березы происходит 
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более интенсивно по сравнению с растения-
ми обычной березы повислой. По достижении 
растениями 5-месячного возраста происходит 
переориентация путей утилизации сахарозы, 
и наиболее высокая активность сахарозорас-
щепляющих ферментов наблюдается в стеб-
ле. У обычной березы повислой большая часть 
синтезирующихся метаболитов расходуется на 
процессы структурообразования, о чем свиде-
тельствует высокая активность СС. У растений 
карельской березы высокие значения активно-
сти кислых инвертаз способствуют накоплению 
большого количества гексоз в акцепторных 
органах и запасных метаболитов. Таким обра-
зом, биохимические и молекулярные различия 
между растениями обычной березы повислой 
и карельской березы закладываются еще на 
ранних этапах развития растения до начала 
формирования характерной аномальной по 
структуре древесины.

Выращивание растений в условиях не-
достаточного азотного питания приводило 
к снижению уровня метаболизации сахаро-
зы в акцепторных органах, у обычной березы 
повислой – за счет снижения активности СС, 
у растений карельской березы – активности 
кислых инвертаз.

Авторы выражают благодарность И. Н. Со‑
фроновой и М. Н. Подгорной за помощь в про‑
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аКТивносТь ферменТов лейКоциТов 
америКансКой норКи (NEOVISON VISON): 
геноТиПичесКие и возрасТные особенносТи

а. г. Кижина1, л. б. узенбаева1, в. в. илюха2, н. н. Тютюнник1

1 Институт биологии Карельского научного центра РАН
2 Петрозаводский государственный университет

У темно-коричневых (+/+), серебристо-голубых (p/p) и сапфировых (a/a p/p) норок 
исследовали активность и локализацию ферментов в лейкоцитах крови в различ-
ные периоды постнатального онтогенеза. Работа выполнена цитохимическими 
и морфометрическими методами с использованием светового микроскопа и ком-
пьютерной программы анализа изображений «Видеотест». В распределении пе-
роксидазы, нафтол-AS-D-хлорацетатэстеразы (НХЭ) и щелочной фосфатазы (ЩФ) 
в лейкоцитах установлены существенные генотипические различия. Среди иссле-
дованных генотипов выделяются носители алеутского гена (a/a) – сапфировые нор-
ки, характеризующиеся низкими репродуктивными качествами и высокой постна-
тальной смертностью. У них в лейкоцитах выявлено значительное увеличение раз-
мера и изменение количества пероксидазо- и эстеразопозитивных структур, а так-
же наличие фосфатазонегативных областей в цитоплазме, которые соответствуют 
аномальным гранулам и свидетельствуют о нарушении гранулогенеза. У норок всех 
трех генотипов обнаружено сходство в изменениях с возрастом активности перок-
сидазы и ЩФ. Наименьшая активность пероксидазы отмечена в период раннего 
постнатального онтогенеза, максимальная – в 120-дневном возрасте. Увеличение 
активности ЩФ приходилось на фазу активного роста – 60-й день постнатально-
го онтогенеза. Характер возрастных изменений НХЭ зависел от генотипа норки. 
Высокий уровень активности НХЭ был выявлен у 4-дневных щенков сапфировых 
норок. Наибольшая активность НХЭ у темно-коричневых и серебристо-голубых но-
рок отмечена в 180-дневном возрасте, тогда как у сапфировых, напротив, наблю-
даются минимальные значения в этот период. Динамика активности ферментов 
в постнатальном онтогенезе у трех исследованных окрасов, по-видимому, отра-
жает особенности метаболизма в лейкоцитах в различные периоды. Особенности 
цитохимии лейкоцитов периферической крови у сапфировых норок подтверждают 
наличие морфофункционального клеточного дефекта, являющегося причиной их 
низкой резистентности.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: пероксидаза; нафтол-AS-D-хлорацетатэстераза; щелочная 
фосфатаза; лейкоциты крови; американская норка (Neovison vison).

A. G. Kizhina, L. b. uzenbaeva, V. V. Ilyukha, N. N. Tyutyunnik. 
AcTIVITy OF LeuKOcyTe eNZymes IN AmerIcAN mINK (NEOVISON 
VISON): GeNOTypIc AND AGe-reLATeD DIFFereNces

The activity and localization of enzymes in blood leukocytes were examined in dark brown 
(+/+), silver-blue (p/p) and sapphire (a/a p/p) minks during several periods of postnatal 
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введение

Американская норка (Neovison vison), вве-
денная в зоокультуру, вот уже несколько де-
сятилетий вызывает особый интерес селекци-
онеров, генетиков и физиологов. В условиях 
промышленного разведения у этого вида за-
регистрирована высокая частота доминантных 
и полудоминантных мутаций окраски волося-
ного покрова, которые, за редким исключени-
ем, не наблюдались до периода разведения 
в неволе. Вариации пигментации меха, обус-
ловленные морфофункциональными особен-
ностями меланоцитов, а также типом и содер-
жанием меланина, контролируются генами, 
большинство из которых имеют плейотропный 
эффект. Известно, что мутации окраски по-
крова у животных затрагивают главным об-
разом сенсорные функции, репродуктивные 
качества, метаболизм и иммунореактивность 
[Reissmann, Ludwig, 2013]. Некоторые породы 
норок, в том числе сапфировая, характеризу-
ются низкими показателями жизнеспособности 
и высокой чувствительностью к заболеваниям. 
Уникальность этой породы норок состоит в том, 
что в связи с морфофункциональным дефектом 
лейкоцитов они могут быть моделью редкого 
генетического заболевания человека – синдро-
ма Чедиака – Хигаши (СЧХ).

Молекулярно-генетический анализ пока-
зал, что развитие иммунодефицитного состоя-
ния у человека (синдром Чедиака – Хигаши), 

американской норки, бежевой мыши и неко-
торых пород крупного рогатого скота вызвано 
мутацией гена LYST (lysosomal traffic regulation) 
[Kunieda et al., 1999; Zarzour et al., 2005; Runkel 
et al., 2006; Anistroaei et al., 2013]. Это заболе-
вание характеризуется ослаблением пигмента-
ции, наличием аномальных цитоплазматичес-
ких гранул в различных типах клеток, снижени-
ем функциональной активности естественных 
киллеров и Т-лимфоцитов [Haliotis et al., 1980; 
Saxena et al., 1982; Merino et al., 1983], ослаб-
лением хемотаксиса фагоцитов [Boxer et al., 
1979], а в некоторых случаях наблюдается по-
ниженное содержание лизосомальных фер-
ментов – катепсина и эластазы [Asif Baig, 
Sirasgi, 2015].

Для оценки функционально-метаболи-
ческих свойств лейкоцитов представляется 
важным изучить состояние ферментных сис-
тем клетки [Славинский, 2008]. Основными 
участниками микробицидной и фагоцитарной 
функций лейкоцитов являются миелоперок-
сидазная бактерицидная система и лизосо-
мальные ферменты, в том числе эстеразы. 
Пероксидаза (К. Ф. 1.11.1.7) – гемосодержа-
щий фермент, обладающий выраженными 
цитотоксическими свойствами, который, по 
мнению ряда авторов, относится к компонен-
там первичных гранул [Нагоев, 1986; Паль-
цын, 1988]. Нафтол-AS-D-хлорацетатэстераза 
(НХЭ) является лизосомальным ферментом из 
группы неспецифических эстераз (К. Ф. 3.1.6) 

development. This study was performed by morphometric and cytochemical methods 
using light microscopy and image analysis software “VidеoTest». Significant genotypic 
differences were determined in the distribution of peroxidase, naphthol AS-D chloroac-
etate esterase (NASDCE) and alkaline phosphatase (AP) in leukocytes. Sapphire mink 
(a/a) are characterized by the lowest reproductive potential and increased postnatal mor-
tality among the studied genotypes. Leukocytes of sapphire mink showed a significant 
increase in the size of and a change in the number of peroxidase- and esterase-positive 
structures, as well as the presence of phosphatase-negative areas in the cytoplasm. 
Apparently, these structures are abnormal granules and indicate the disturbance of gran-
ulogenesis. Mink of all the three genotypes demonstrated similar age-related changes of 
peroxidase and alkaline phosphatase activities. The lowest peroxidase activity was ob-
served in early postnatal development, whereas the highest – at the age of 120 days. The 
increase in alkaline phosphatase activity occurred during the phase of active growth – on 
the 60th day of postnatal ontogeny. The pattern of age-related changes in NASDCE acti-
vity depended on the mink’s genotype. Sapphire mink had the highest level of NASDCE 
activity at the age of 4 days and the lowest – at 180 days, whereas both dark brown and 
silver-blue mink at the same age (180 days) had the highest values of NASDCE activi-
ty. The postnatal dynamics of the enzymes’ activity in the three genotypes apparently 
reflects the specific features of metabolism in leukocytes in different periods. The cyto-
chemical features of peripheral blood leukocytes in sapphire mink suggest the presence 
of a morphofunctional cellular defect, which is the cause of the animals’ low viability.

K e y w o r d s: peroxidase; naphthol AS-D chloroacetate esterase; alkaline phosphatase; 
blood leukocytes; American mink (Neovison vison).
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и специфическим маркером клеток грану-
лоцитарного ряда [Хейхоу, Кваглино, 1983]. 
Щелочная фосфатаза (ЩФ) (К. Ф. 3.1.3.1) – 
важный фермент лейкоцитов, принимающий 
участие в клеточном метаболизме: в обмене 
нуклеиновых кислот, фосфопротеидов, фос-
фолипидов и других соединений [Donato et al., 
1979; Шубич, Нагоев, 1980]. Долгое время 
считалось, что ЩФ содержится во вторичной 
(специфической) зернистости лейкоцитов, од-
нако N. Borregaard и J. B. Cowland показали, 
что фермент локализован в мембранах секре-
торных гранул [Borregaard, 1988; Borregaard, 
Cowland, 1997].

Целью нашего исследования являлось изу-
чение активности ферментов лейкоцитов кро-
ви – пероксидазы, НХЭ и ЩФ у норок различ-
ных генотипов в постнатальном онтогенезе.

материалы и методы

Исследования проведены на норках, содер-
жавшихся на звероводческой ферме в Рес-
публике Карелия: стандартных темно-корич-
невых, серебристо-голубых и сапфировых. 
Стандартная темно-коричневая норка – внут-
рипородный тип темно-коричневых норок, по-
лучена в результате скрещивания различных 
подвидов американской норки (Neovison vison, 
сем. Mustelidae, отр. Carnivora). Стандартный 
фенотип определяется генами дикого типа 
(+/+) – аллелями, получившими наибольшее 
распространение в дикой природе [Ness et al., 
1985; Колдаева и др., 2003]. У мутантных се-
ребристо-голубых норок, рецессивных по гену 
серебристо-голубого окраса (p/p), цвет варьи-
рует от светло- до темно-серого. Сапфировая, 
как и серебристо-голубая, относящаяся к груп-
пе голубых норок, является комбинативной 
формой, созданной на основе мутаций – алеут-
ской (a/a) и платиновой (p/p).

Активность и локализацию ферментов – пе-
роксидазы, НХЭ и ЩФ в сегментоядерных ней-
трофилах и эозинофилах исследовали цитохи-
мическими методами на мазках крови. Взятие 
крови проводилось у 4- и 10-дневных щенков 
при декапитации, а у 60-, 120- и 180-днев-
ных норок (n = 5–8 в каждой группе), а также 
у взрослых животных (n = 12) – из хвостовой 
вены в утренние часы после ночного голодания.

Мазки фиксировали в течение 30 с  
10%-м раствором формалина в этиловом спир-
те. Для определения пероксидазы фиксиро-
ванные препараты помещали в инкубацион-
ную среду с орто-толидином на 7 минут [Хей-
хоу, Кваглино, 1983]. Определение активности 
ЩФ в лейкоцитах проводили с применением 

субстрата нафтол-АС-фосфата, растворенно-
го в трис-HCl буфере (pH 9,0–9,2) в присутст-
вии ионов Mg2+ [Берстон, 1965]. НХЭ выявляли 
в реакции с нафтол-AS-D-хлорацетатом в фос-
фатном буфере (pH 7,2–7,4) [Буйкис, Руденс, 
1972]. В последних двух случаях красителем 
служил прочный синий ВВ. При необходимости 
проводили окраску ядер гематоксилином. За 
активность фермента принимался показатель, 
представляющий собой произведение суммар-
ной площади продукта цитохимической реак-
ции в клетке и его оптической плотности.

В работе использовался световой микро-
скоп Axioscop 40 (Carl Zeiss) с компьютерной 
системой анализа изображений «Видеотест» 
и цветной цифровой видеокамерой (Pixera 
150ES). Полученные данные обрабатыва-
лись при помощи пакетов программ MS Exсel 
и Statgraphics общепринятыми методами ва-
риационной статистики. Оценку достовер-
ности статистических показателей выборок 
проводили по критерию Вилкоксона – Манна –  
Уитни.

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
ИБ КарНЦ РАН.

результаты и обсуждение

В локализации и активности ферментов лей-
коцитов у норок трех окрасов найдены сущест-
венные генотипические и возрастные различия. 
Так, установлено, что пероксидаза в нейтрофи-
лах у темно-коричневых и серебристо-голубых 
норок представлена в виде мелких обильных 
гранул или имеет диффузно-гранулярную фор-
му распределения (рис. 1, А, Б). В эозинофилах 
она сосредоточена в многочисленных и одно-
родных по величине гранулах, занимающих 
почти всю цитоплазму (рис. 1, Г, Д). У сапфи-
ровых норок обнаружены нарушения локализа-
ции пероксидазы, этот фермент в нейтрофилах 
и эозинофилах сосредоточен в различных по 
величине гранулах, в том числе и очень крупных 
(рис. 1, В, Е).

Активность пероксидазы в раннем онтогене-
зе, как правило, снижена по сравнению с после-
дующими периодами. Максимально высокие 
ее значения были зафиксированы у норок всех 
трех окрасов в 120-дневном возрасте. Темно-
коричневые норки, как правило, отличались от 
других окрасов более высокими показателями 
активности. Сходные изменения динамики ак-
тивности лейкоцитарной пероксидазы наблю-
даются в онтогенезе многих видов млекопи-
тающих. Увеличение активности пероксидазы 
с возрастом было показано в лейкоцитах крови 
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телят [Инюкина, Гугушвили, 2010]. M. Ferencik 
и соавторы [1982] в экспериментах на свинь-
ях продемонстрировали у взрослых особей по 

сравнению с молодыми увеличенную актив-
ность некоторых лизосомальных ферментов 
и пероксидазы при антигенной стимуляции. 

Рис. 1. Пероксидаза в сегментоядерных нейтрофилах (верхний ряд) и эозинофилах 
(нижний ряд) темно-коричневой (А, Г), серебристо-голубой (Б, Д) и сапфировой (В, 
Е) норок. Ядра докрашены гематоксилином. Здесь и на рис. 2, 3 – масляная иммер-
сия. Об. 100, ок. 10, масштаб 10 мкм

Рис. 2. Нафтол-AS-D-хлорацетатэстераза в нейтрофилах темно-коричневой (А), се-
ребристо-голубой (Б) и сапфировой (В) норок. Ядра докрашены гематоксилином

Рис. 3. Щелочная фосфатаза в сегментоядерных лейкоцитах темно-коричневой (А), 
серебристо-голубой (Б), сапфировой (В) норок
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Некоторые авторы указывают, что сниженная 
активность миелопероксидазы у новорожден-
ных связана с неокончательно сформирован-
ной антиокислительной системой [Дубинина 
и др., 1984].

Имеются значительные генотипические 
различия в характере распределения НХЭ. 
Стандартным и серебристо-голубым нор-
кам свойственно мелкогранулярное распре-
деление фермента по всей площади клетки 
(рис. 2, А, Б). У сапфировых норок обнаружены 
особенности локализации НХЭ, свидетельст-
вующие о морфофункциональном нарушении 
лизосом. В нейтрофилах на всех этапах онто-
генеза эстеразоположительный материал вы-
является в виде нескольких гранул разной ве-
личины, иногда собранных в довольно крупные 
скопления, на фоне диффузно-пылевидного 
окрашивания цитоплазмы (рис. 2, В).

При исследовании возрастной динамики 
активности лизосомального фермента НХЭ ус-
тановлены ее более высокие значения у тем-
но-коричневых и серебристо-голубых норок 
в возрасте 60 и 180 дней по сравнению со 
взрослыми. Изменения активности НХЭ у сап-
фировых норок носили противоположный ха-
рактер. Максимальные значения отмечались 
в 4 дня, а минимальные в 180 дней. По данным 
литературы, активность НХЭ связана прежде 
всего с протеолитической функцией. При ее 
участии в нейтрофилах происходит перевари-
вание объектов фагоцитоза и фрагментов клет-
ки [Хейхоу, Кваглино, 1983]. Повышение актив-
ности лизосомальных ферментов обычно свя-
зывают с активацией процессов деградации 
при структурно-функциональной перестройке 
тканей [Покровский, Тутельян, 1976; Суринов, 
1977]. Высокий уровень их активности обна-
ружен у крыс в клетках печени в раннем пост-
натальном периоде [Покровский, Тутельян, 
1976]. Авторами отмечалась значительная ак-
тивность кислых гидролаз в первые дни жизни, 
что связано с характерной для этого периода 
перестройкой метаболизма и обновлением 
клеточных структур в ответ на изменение сре-
ды жизнедеятельности и характера питания. 
Как показывают наши данные, высокой актив-
ностью НХЭ в 4-дневном возрасте обладали 
щенки только сапфировой норки. Вероятно, 
что повышенная активность НХЭ нейтрофилов 
у сапфировой норки в ранний период онтоге-
неза связана с деструкцией дефектных клеточ-
ных структур и с увеличенным содержанием 
незрелых клеточных элементов в крови [Кижи-
на, 2011]. Факторами, приводящими к повы-
шенной ферментативной активности, являются 
также антигенная стимуляция организма или 

лабилизация мембран клеток. Установлено, 
что активность катепсина D в лизосомах печени 
у сапфировых норок выше, чем у темно-корич-
невых [Рендаков, Голубева, 2005]. Повышен-
ное содержание глюкуронидазы в лизосомах 
почек было выявлено у бежевых мышей с СЧХ-
подобным заболеванием [Brandt et al., 1975]. 
К причинам, приводящим к увеличению уровня 
лизосомальных ферментов в тканях организ-
ма у животных с патологией, авторы относят 
повышенную секрецию этих ферментов и де-
фектный экзоцитоз. Вместе с тем, как показы-
вают результаты исследования K. H. Takeushi, 
M. P. McGarry и R. T. Swank [1987], содержание 
лизосомальных ферментов эластазы и катеп-
сина G в нейтрофилах крови бежевых мышей 
значительно снижено по сравнению с нормаль-
ными особями.

ЩФ в периферической крови норок локали-
зована в сегментоядерных лейкоцитах, отно-
сящихся, по всей видимости, к эозинофилам 
(рис. 3, А, Б). На это указывают морфологи-
ческие признаки, а также положительная кор-
реляция между содержанием эозинофилов 
и количеством лейкоцитов с положительной ре-
акцией на ЩФ. В 4- и 10-дневном возрасте по-
мимо клеток, морфологически сходных с эози-
нофилами, лейкоцитарная ЩФ обнаруживалась 
в крупных клетках с округлым ядром, вероятно, 
принадлежащих к миелоцитам. В отдельных 
случаях положительная реакция на ЩФ регист-
рируется в тромбоцитах. У норок исследуемых 
генотипов также были обнаружены различия 
в характере распределения ЩФ. У стандартных 
и серебристо-голубых норок фермент запол-
няет всю площадь клетки и не обнаруживается 
в цитоплазматических гранулах. У сапфировых 
норок четко выявляются фосфатазонегативные 
области различной величины, которые соответ-
ствуют аномальным гранулам (рис. 3, В).

Результаты исследования возрастной ди-
намики уровня ЩФ в лейкоцитах продемон-
стрировали, что наиболее высокие показатели 
были характерны для норок 4- и 60-дневного 
возраста по сравнению с остальными периода-
ми (рис. 4). Ранее было показано, что фосфа-
тазная активность нейтрофилов у детей почти 
всех возрастных групп, в особенности у но-
ворожденных, также была существенно выше 
по сравнению со взрослыми [Шубич, Нагоев, 
1980]. Максимальную активность ЩФ в пер-
вую неделю жизни объясняют повышенным 
уровнем кортикостероидов у новорожденных 
в результате родового стресса. Высокую ак-
тивность щелочной фосфатазы в постнаталь-
ном онтогенезе можно связать с интенсивно 
идущими процессами роста, поскольку этот 
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фермент участвует в кальцификации костной 
ткани. В наших исследованиях наиболее высо-
кие значения ЩФ обнаружены у двухмесячных 
норок темно-коричневого и серебристо-голу-
бого окраса (сапфировые норки в этом возрас-
те не анализировались). По данным В. А. Бе-
рестова и Л. К. Кожевниковой [1981], наиболее 
высокая активность ЩФ в сыворотке крови 
норок также приходилась на 60-й день онто-
генеза. К 120 дням происходит спад активно-
сти фермента и дальнейшее повышение в 180 
дней у норок всех окрасов, кроме сапфирово-
го. Характер генотипических различий в актив-
ности лейкоцитарной ЩФ зависел от периода 
онтогенеза. Стабильно высокими значениями 
активности ЩФ обладают серебристо-голу-
бые норки, являющиеся более устойчивыми 
к действию факторов среды. Темно-коричне-
вые норки, как правило, характеризуются бо-
лее низкими значениями по сравнению с двумя 
другими окрасами.

При исследовании генотипических разли-
чий в активности ферментов лейкоцитов осо-
бого внимания заслуживает анализ изменений 
показателей у сапфировой норки как модели 
СЧХ в сравнении с двумя другими окрасами. 
Причинами пониженной резистентности чело-
века с СЧХ и животных, имеющих подобное за-
болевание, является ослабленный хемотаксис 
и неэффективный киллинг [Boxer et al., 1979]. 
Также показано, что у пациентов с СЧХ и беже-
вых мышей при поглощении чужеродного ма-
териала содержимое лизосом не выделяет-
ся в фагоцитарную вакуоль [Root et al., 1972]. 
Ряд авторов отмечают существование разли-
чий в активности ферментов лейкоцитов у лю-
дей (а также животных моделей) с патологией 
и здоровых индивидов. Так, T. P. Stossel и со-
авторы [1972] выявили, что, несмотря на со-
держание большинства ферментов в фагоци-
тарных вакуолях больных СЧХ в пределах нор-
мальных значений, активность пероксидазы 

Рис. 4. Активность пероксидазы (А), нафтол-AS-D-хлорацетатэстеразы (Б) и щелочной фосфатазы (В) в 
лейкоцитах у норок в постнатальном онтогенезе. Условные обозначения: цифры вверху столбиков – по 
сравнению с 4-, 10-, 60-, 120-, 180-дневным возрастом различия достоверны, * – различия достовер-
ны по сравнению с темно-коричневыми, ◊ – с серебристо-голубыми норками, критерий Вилкоксона – 
Манна – Уитни (p < 0,05)
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и бета-глюкуронидазы у них была значительно 
ниже. Изучение активности НХЭ в зрелых ней-
трофилах костного мозга исследовательской 
группой K. H. Takeuchi [1987] показало, что ак-
тивность данного фермента у бежевых мышей 
в несколько раз снижена по сравнению с мы-
шами дикого типа. Нашими исследованиями 
установлено, что у взрослых сапфировых норок 
наблюдается близкая с таковой у стандартных 
темно-коричневых и серебристо-голубых но-
рок активность пероксидазы и НХЭ, но значи-
тельно пониженная активность ЩФ.

Таким образом, наше исследование по-
казало, что функционально-метаболические 
особенности лейкоцитов зависят от возраста 
и генотипа норок. При анализе локализации пе-
роксидазы, НХЭ и ЩФ в лейкоцитах сапфиро-
вых норок выявлено, что дефектные клеточные 
структуры, содержащие пероксидазу и НХЭ, 
соответствуют аномальным лизосомам. Ак-
тивность исследуемых ферментов изменяет-
ся в постнатальном онтогенезе. У сапфировых 
норок наибольшая активность НХЭ выявлена 
в 4-дневном возрасте, у темно-коричневых 
и серебристо-голубых – в 180-дневном. В воз-
расте 60 дней у темно-коричневых и серебрис-
то-голубых норок наблюдается высокий уро-
вень ЩФ. Наибольшая активность пероксидазы 
у всех исследованных генотипов обнаружена 
в 120-дневном возрасте. Характер возрастных 
изменений активности ферментов у норок раз-
личных генотипов неодинаков и, по-видимому, 
является примером структурно-функциональ-
ной перестройки лейкоцитов в постнатальном 
онтогенезе. Несмотря на то что активность пе-
роксидазы и НХЭ у сапфировых норок во взрос-
лом состоянии сохраняется на уровне нормаль-
ных значений, выявленное у них нарушение ло-
кализации ферментов приводит к нарушению 
функции лизосом и, как следствие, к угнетению 
иммунной защиты организма.

Работа выполнена при финансовой под‑
держке гранта Президента (1410.2014.4.) 
и средств федерального бюджета (тема 
№ 0221‑2014‑0001).
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изменение физиологичесКих сисТем у лисиц 
и Песцов в Позднем ПосТнаТальном онТогенезе

с. н. сергина1, в. а. илюха1, л. б. узенбаева1, 
е. П. антонова1, и. в. баишникова1, а. в. морозов1, 
а. г. Кижина1, Э. ф. Печорина1, и. и. окулова2

1 Институт биологии Карельского научного центра РАН
2 Всероссийский научно‑исследовательский институт охотничьего хозяйства 
 и звероводства им. проф. Б. М. Житкова

Исследованы особенности лейкоцитарной формулы, активности пищеваритель-
ных ферментов и уровни тканевых антиоксидантов у двух близкородственных, но 
различающихся по экологическим особенностям видов семейства Canidae: лисицы 
(Vulpes vulpes) и песца (V. lagopus) в возрасте 0,5; 3,5 и 5,5 года. Выявлена видоспе-
цифичность некоторых изученных показателей, которая выражалась в более высо-
ких уровнях антиоксидантных ферментов и α-токоферола, более низком содержа-
нии глутатиона в тканях, более высокой активности протеиназ в желудке и липаз 
в тонкой кишке, наряду с низкой активностью амилазы в поджелудочной железе 
у песцов по сравнению с лисицами. При старении у лисиц наблюдалось снижение 
количества лимфоцитов и сопутствующее увеличение сегментоядерных нейтрофи-
лов, что характерно и для других стареющих млекопитающих, а также единичные 
изменения в ферментном профиле желудочно-кишечного тракта и антиоксидант-
ной защите тканей, вероятно, не снижающие общую функциональность каждой из 
этих систем. У песцов, в отличие от лисиц, не обнаружено достоверных возрастных 
изменений лейкоцитарной формулы, отмечен сдвиг в проксимальном направлении 
протеолитической ферментной цепи, а также более высокая подверженность анти-
оксидантов возрастным изменениям, что выразилось, в частности, в повышенном 
накоплении α-токоферола практически во всех изученных органах. Показана асин-
хронность возрастных изменений изученных показателей в органах у разводимых 
в неволе лисиц и песцов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Vulpes vulpes; Vulpes lagopus; лейкоцитарная формула; пи-
щеварительные ферменты; антиоксиданты; поздний постнатальный онтогенез; 
старение; гомеостаз.

s. N. sergina, V. A. Ilyukha, L. b. uzenbaeva, e. p. Antonova, I. V. baish-
nikova, A. V. morozov, A. G. Kizhina, e. F. pechorina, I. I. Okulova. 
mODIFIcATION OF pHysIOLOGIcAL sysTems IN sILVer FOXes AND 
ArcTIc FOXes DurING LATe pOsTNATAL ONTOGeNy

The study aimed to determine the white blood cell (WBC) count and differential, the ac-
tivity of digestive enzymes and the tissue level of some antioxidants in two Canidae spe-
cies, which are closely related but differ in ecological characteristics, silver fox (Vulpes 
vulpes) and Arctic fox (V. lagopus), aged 0.5, 3.5 and 5.5 years. We demonstrated the 
species-specificity of some of the studied indices. Compared to silver foxes, Arctic foxes 
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введение

Несмотря на огромное и все возрастающее 
количество работ, посвященных позднему пост-
натальному онтогенезу и процессам старения, 
последнее по-прежнему остается одним из наи-
менее изученных феноменов. Для стареющего 
организма характерен прогрессирующий дис-
баланс в центральных регуляторных системах, 
включая гормональные, аутокринные, нейроэн-
докринные и иммунные механизмы гомеостаза 
[Jin, 2010]. Вследствие этого с возрастом про-
исходит нарушение функционирования физио-
логических систем и снижение устойчивости, 
или адаптируемости, к стрессирующим факто-
рам [Дильман, 1986; Mangoni, Jackson, 2003].

Среди множества теорий, объясняющих 
механизмы и причины старения, к наиболее 
известным относятся свободнорадикальная, 
эволюционные и теория программированного 
старения. Согласно первой, с возрастом в ре-
зультате ухудшения функционального состоя-
ния митохондрий повышается образование ак-
тивных форм кислорода (АФК), и наряду с этим 
снижается и надежность системы эндогенных 
антиоксидантов, что способствует свободно-
радикальному повреждению клетки и развитию 
возрастных патологий [Harman, 1986; Judge 
еt al., 2005]. Центральная идея эволюционных 
теорий старения (теории антагонистической 
плейотропии и расходуемой сомы) – компро-
мисс между репродукцией в раннем возрасте 
и поддержанием физиологических функций 
в позднем онтогенезе [Kirkwood, Austad, 2000; 
Williams, Day, 2003]. Теория программирован-
ного старения гласит, что старение является 
результатом последовательного включения 
и выключения определенных генов, ответствен-
ных, в частности, за «изнашивание» иммунной 
и эндокринной систем с возрастом [Jin, 2010].

Большинство исследований влияния воз-
раста на различные функциональные системы 

млекопитающих проводятся на лабораторных 
животных. Тем не менее развитие механизмов 
поддержания гомеостаза (фагоцитоз, репа-
рация, антиоксидантная защита, пищевари-
тельная функция, терморегуляция и др.) в про-
цессе онтогенеза у разных видов происходит 
по-разному [Gaál et al., 1996]. Именно этим, 
на наш взгляд, объясняются противоречивые 
результаты, получаемые в разных исследо-
ваниях. В одних показаны изменения состава 
крови (в т. ч. уменьшение уровня лимфоцитов) 
у крыс [Kondratov et al., 2006; Абрашова и др., 
2010], а также снижение эффективности анти-
оксидантной защиты с возрастом [Sohal et al., 
1990; Rao et al., 1990], в других – относительная 
стабильность этих показателей у крыс и собак 
[Lloyd, McCay, 1955; Buffington et al., 1989; Mat-
suo et al., 1992; Пименов, 1993; Lorenzo et al., 
1999; Buddington et al., 2003].

Следует отметить, что лабораторные усло-
вия существенно отличаются от условий оби-
тания диких животных в природе, которые, по 
всей видимости, также оказывают влияние на 
характер онтогенетических изменений и на ме-
ханизмы действия отбора [Nussey et al., 2013]. 
Использование в геронтологических иссле-
дованиях немодельных объектов (например, 
диких животных) способствует выявлению ме-
ханизмов, регулирующих старение и восста-
навливающих возрастные повреждения в ге-
нетически гетерогенных популяциях долгожи-
вущих видов, которые испытывают влияние 
внешней среды [Nussey et al., 2013].

В доступной литературе практически от-
сутствуют сведения о возрастных изменениях 
физиологических систем у животных, разво-
димых в неволе, но не утративших биологичес-
кие особенности, присущие их диким предкам. 
К таким видам животных относятся, в частно-
сти, объекты пушного звероводства – лисицы 
и песцы – два близкородственных, но различа-
ющихся по экологическим особенностям вида, 

had higher activities of antioxidant enzymes, higher α-tocopherol content, lower gluta-
thione level, higher stomach proteolytic and small intestine lipolytic activities, but lower 
pancreatic amylase activity. In silver foxes, the lymphocyte count decreased, while seg-
mented neutrophil count increased with age, similarly to other aging mammals. Besides 
that, there was a minor age-related change in the activity of digestive enzymes and the 
tissue antioxidant defense in silver foxes. In contrast to red foxes, Arctic foxes demon-
strated no significant age-related modifications of the WBC count and differential, but the 
proteolytic activity of the gastrointestinal tract changed in the proximal direction and the 
levels of antioxidants (especially α-tocopherol content) were significantly modified in the 
course of aging. Our results showed the asynchrony in the age-associated changes of the 
studied indices in farm-bred silver and Arctic foxes.

K e y w o r d s: Vulpes vulpes; Vulpes lagopus; white blood cell count and differential; di-
gestive enzymes; antioxidants; late postnatal ontogeny; aging; homeostasis.
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принадлежащих к семейству Canidae. В отли-
чие от песца, приспособленного к жизни в су-
ровом арктическом климате, лисица не имеет 
узкоспециализированных адаптаций, в связи 
с чем, вероятно, имеет самый обширный гео-
графический ареал среди представителей от-
ряда Carnivora [Canids…, 2004]. Ранее было 
показано, что дефинитивный профиль актив-
ности пищеварительных ферментов, а также 
ферментов антиоксидантной защиты у песцов 
формируется уже в раннем постнатальном он-
тогенезе [Олейник, 1997; Илюха, 2004]. Тем не 
менее сведения о том, претерпевают ли изме-
нения эти и другие физиологические показате-
ли в позднем постнатальном онтогенезе у ли-
сиц и песцов, фрагментарны или отсутствуют.

В неволе лисицы живут до 10–12, а песцы 
8–10 лет, тогда как в природе средняя продолжи-
тельность жизни этих видов достигает 3 лет [Ca-
nids…, 2004]. Половозрелыми особи становятся 
в 9–11 месяцев, максимальная продуктивность 
лисицы приходится на 3–5-летний возраст [Че-
калова, 2007], тогда как песцы приносят больше 
щенков в 2–3-летнем возрасте, к 5-летнему воз-
расту показатели воспроизводства достоверно 
снижаются, но репродуктивная способность со-
храняется до 6 лет [Ilyukha et al., 1997].

Считается, что на процесс старения живот-
ного огромное воздействие оказывают уровень 
клеточного метаболизма, эффективность ре-
парации генома и механизмов защиты (в т. ч. 
антиоксидантной) клетки, которые устраняют 
повреждения тканей [Economos, 1982]. В связи 
с этим, а также ввиду недостаточной изучен-
ности влияния возраста на гомеостаз-поддер-
живающие системы у хищных млекопитающих 
целью нашего исследования явилось изуче-
ние особенностей лейкоцитарной формулы, 
ферментного профиля желудочно-кишечного 
тракта (ЖКТ) и уровня некоторых антиоксидан-
тов в тканях у лисиц и песцов трех возрастных 
групп: неполовозрелые (0,5 года), половозре-
лые (3,5 года) и стареющие (5,5 года).

материалы и методы исследования

Лабораторные исследования выполнены на 
приборно-аналитической базе Центра коллек-
тивного пользования научным оборудованием 
Института биологии Карельского научного цен-
тра РАН с соблюдением международных прин-
ципов Хельсинкской декларации о гуманном 
отношении к животным и правил проведения 
работ с использованием экспериментальных 
животных [Этическая экспертиза…, 2005]. Объ-
ектами исследования явились самки предста-
вителей семейства Canidae: лисицы (V. vulpes) 

серебристо-черной породы (♀) и песцы 
(V. lagopus) серебристой породы (♀) в возрас-
те 0,5 (10 лисиц и 13 песцов), 3,5 (3 лисицы 
и 13 песцов) и 5,5 (7 лисиц и 8 песцов) года.

Животные содержались на общехозяйствен-
ном рационе согласно рекомендациям для этих 
видов, вода предоставлялась ad libitum. Об-
менная энергия вычислялась на основе таблич-
ных значений пищевых ингредиентов. Состав 
пищи был следующим (г/418 кДж обменной 
энергии): мясные субпродукты (5–10), кост-
ные субпродукты (6–10), рыбная мука (15–20), 
рыбный фарш (3–5), зерновые (14,5–15,5), ово-
щи (8–10), сухие дрожжи (2), жир (1–2). К ос-
новному рациону добавляли 15 мг витамина Е  
на зверя.

Образцы крови и органов отбирали в период 
планового забоя животных на звероферме, ор-
ганы замораживали и хранили до анализа при 
–25 °С. В крови определяли содержание гемо-
глобина (Hb), общего белка, количество эрит-
роцитов и лейкоцитов по общепринятым ме-
тодам [Берестов, 1971]. Определение содер-
жания различных типов лейкоцитов проводили 
на мазках периферической крови, окрашенных 
по Паппенгейму, с использованием светового 
микроскопа Axioscop 40 (Carl Zeiss) с цветной 
цифровой видеокамерой (Pixera 150ES) и ком-
пьютерной системой анализа изображений 
«Видеотест».

Для оценки ферментного статуса ЖКТ спек-
трофотометрически определяли активность 
следующих ферментов: пепсина – в слизистой 
желудка, α-амилазы, липазы и общую протео-
литическую активность (ОПА) – в поджелу-
дочной железе и проксимальной части тонкой 
кишки, как описано ранее [Олейник, 1997]. Ак-
тивность ферментов выражали в мкмоль про-
дуктов гидролиза (для амилазы – в мг крах-
мала), образующихся за 1 мин в расчете на 
1 г ткани.

В образцах печени, почек, легких, селезен-
ки, сердечной и скелетной мышц были проана-
лизированы концентрации α-токоферола и ре-
тинола методом ВЭЖХ [Скурихин, Двинская, 
1989], активность антиоксидантных ферментов 
супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы, а так-
же содержание восстановленного глутатиона 
(GSH) – спектрофотометрически.

Для определения активности антиоксидант-
ных ферментов и содержания белка гомогенаты 
тканей готовили в 0,05 М фосфатном буферном 
растворе (рН 7,0). После центрифугирования 
при 6000 g в течение 15 мин в полученных су-
пернатантах спектрофотометрически измеря-
ли активность ферментов: СОД – по модифи-
цированной адренохромной методике [Misra, 
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Fridovich, 1972], а каталазы – по количеству раз-
ложенной Н2О2 [Bears, Sizer, 1952]. За 1 усл. ед. 
активности СОД принимали количество фер-
мента, способное затормозить реакцию авто-
окисления адреналина на 50 %, а за 1 ед. актив-
ности каталазы принимали количество мкмоль 
Н2О2, разложенной за 1 минуту. Содержание 
белка определяли по методу Лоури [Lowry, 
Rosenbrough, 1951] с использованием в качест-
ве стандарта бычьего сывороточного альбуми-
на. Удельную активность антиоксидантных фер-
ментов рассчитывали на 1 мг белка.

Содержание GSH определяли по методу 
Эллмана [Sedlak, Lindsay, 1968] и выражали 
в мкмоль/г ткани. Для этого готовили гомоге-
наты тканей органов в 0,02 М ЭДТА-Nа2, по-
сле центрифугирования (в течение 15 мин при 
5000 g) к супернатантам добавляли 50% ТХУ 
для осаждения белков, затем вновь центрифу-
гировали (15 мин при 3000 g). В полученных 
супернатантах после добавления 0,4 М трис-
буферного раствора и реактива Эллмана (рН 
полной реакционной смеси составлял 8,0) 
спектрофотометрически (λ = 412 нм) определя-
ли уровень GSH.

Полученные данные обрабатывали об-
щепринятыми статистическими метода-
ми, используя пакеты программ MS Excel 
и Statgraphics. Для сравнения показателей 
между группами применяли непараметриче-
ский критерий (U) Вилкоксона – Манна – Уит-
ни. Для оценки влияния факторов «возраст» 
и «вид» применяли одно- и многофакторный 
дисперсионный анализ (ANOVA). Статистиче-
ски значимыми считали различия с р < 0,05.

результаты и обсуждение

Видовая специфика изученных показателей

Принадлежность лисицы и песца к одному 
роду Vulpes, вероятно, определила отсутствие 
видовых различий гематологических показа-
телей (табл. 1), кроме единственного разли-
чия в содержании палочкоядерных нейтрофи-
лов у животных в возрасте 3,5 года (ANOVA, 
р < 0,05). Тем не менее другими авторами [Бе-
рестов, 1971] ранее отмечалось, что лисицы 
отличаются от песцов более низким уровнем 
сегментоядерных нейтрофилов (SN) и моноци-
тов и более высоким содержанием лимфоци-
тов (L).

В естественной среде обитания и в условиях 
клеточного содержания песцы и лисицы очень 
близки по типу обмена веществ и характеру пи-
тания [Берестов, 1971; Rouvinen, 1991; Canids…, 
2004]. Однако состав пищи, потребляемой ви-
дами в природе, неодинаков. Основу рациона 
песца составляют мелкие грызуны, зайцы, пти-
цы и их яйца, а также трупы морских млекопи-
тающих, тогда как всеядная лисица потребляет 
широкий спектр видов животных – от беспозво-
ночных (в т. ч. червей и жуков) до млекопитаю-
щих и птиц, а также ягоды [Canids…, 2004]. Ос-
новываясь на различиях в привычном рационе 
диких лисиц и песцов, логично предположить, 
что ферментный профиль ЖКТ также должен 
различаться у этих двух видов, поскольку кон-
тролируется генетически и является результа-
том эволюционно сложившейся адаптации к до-
ступным пищевым ресурсам [Rouvinen, 1991]. 

Таблица 1. Гематологические показатели (М±s.e.m.) лисиц и песцов разного возраста
Гематологические показатели

Вид животных
Возраст, 

лет
Hb, г/100 мл Э, 1012/л

Общий белок,
г/100 мл

Лейкоциты,
109/л

Лисица
0,5 18,29 ± 0,30 8,97 ± 0,28 6,97 ± 0,12 6,07 ± 0,68
3,5 17,47 ± 0,67 8,60 ± 0,21 7,14 ± 0,37 5,10 ± 0,67
5,5 18,72 ± 0,56 9,08 ± 0,04 7,85 ± 0,20* 4,59 ± 0,38

Песец
0,5 17,61 ± 0,39 8,04 ± 0,33 7,18 ± 0,12 6,60 ± 0,80
3,5 19,13 ± 0,70 8,80 ± 0,24 7,31 ± 0,12 4,37 ± 0,36

Лейкоцитарная формула

Вид животных
Возраст, 

лет
Относительное содержание различных типов лейкоцитов, %

L M PN SN E B

Лисица
0,5 55,30 ± 3,47 3,90 ± 0,46 1,90 ± 0,53 36,60 ± 3,07  2,30 ± 0,42 0
3,5 33,33 ± 3,93* 4,67 ± 1,45 6,33 ± 1,86* 42,33 ± 1,33 13,33 ± 2,67* 0
5,5 31,86 ± 3,93* 4,43 ± 0,65 1,71 ± 0,75 55,43 ± 4,01*  6,57 ± 1,07* 0

Песец
0,5 56,20 ± 5,57 4,00 ± 0,55 3,80 ± 1,50 31,20 ± 4,97  4,60 ± 1,96 0,2 ± 0,2
3,5 48,00 ± 5,04 5,40 ± 0,93 1,40 ± 0,60◊ 40,40 ± 3,19  4,80 ± 1,77 0

Примечание. Hb – гемоглобин, Э – эритроциты, L – лимфоциты, М – моноциты, PN – палочкоядерные, SN – сегментоядер-
ные нейтрофилы, E – эозинофилы, B – базофилы. *Различия достоверны (p < 0,05, критерий Вилкоксона) по сравнению с 
0,5-годовалыми животными того же вида.
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При сравнении особенностей пищеварения 
у диких песцов, потребляющих пищу с преиму-
щественным содержанием белка и жира, и пес-
цов, содержащихся на рационе звероводческих 
ферм более 80 генераций, не выявлено разли-
чий в переваривании белка и жира [Ahlstrøm 
et al., 2003]. Тем не менее разводимые в неволе 
песцы по сравнению с дикими сородичами об-
ладают способностью более эффективно пере-
варивать углеводы, что, скорее всего, является 
результатом длительной селекции животных 
в условиях неволи.

В нашем исследовании показано, что по 
сравнению с лисицами тех же возрастных 
групп песцы в возрасте 3,5 года характеризо-
вались более высокой активностью пепсина, 
в 0,5 и 3,5 года – более низкой активностью 
панкреатической амилазы, а в 5,5 года – более 
высокой активностью липазы тонкого кишечни-
ка (табл. 2). Отмечено достоверное влияние ви-
довой принадлежности на активность амилазы, 
липазы и ОПА в тонком кишечнике, а также на 
активность амилазы в поджелудочной железе 
(ANOVA, р < 0,05).

Несмотря на то что лисицы и песцы содер-
жались на одном и том же рационе, содержание 
витаминов А и Е в их тканях также различалось, 
что, скорее всего, связано с видовыми особен-
ностями накопления этих нутриентов. Другие 
авторы [Rouvinen, 1991] также отмечают разли-
чия в содержании ретинола и токоферола в пе-
чени песцов и лисиц при кормлении животных 
пищей с разным содержанием полиненасы-
щенных жирных кислот (ПНЖК). Для организма 
млекопитающих витамин Е крайне важен, по-
скольку, являясь мощным антиоксидантом, он 
защищает мембраны клеток животных от пере-
кисной деструкции [Niki, 2014]: при его дефици-
те поступающие с пищей окисленные ПНЖК вы-
зывают анемию и распад эритроцитов, задерж-
ку роста, депигментацию волос, мышечную 

дистрофию и смерть [Rouvinen, 1991]. Отмеча-
ют, что уровень витамина Е в печени песца, но 
не лисицы, коррелирует с содержанием жира 
в этом органе [Rouvinen, 1991]. Помимо этого, 
как в природе, так и в условиях неволи песцы 
накапливают значительно больше жировых за-
пасов, по сравнению с лисицами, в осенний пе-
риод [Rouvinen, 1991; Canids…, 2004].

В нашем исследовании все изученные орга-
ны песцов, кроме почек, содержали в 2–3 раза 
больше витамина Е, чем соответствующие 
ткани лисиц; в почках это различие было еще 
более выраженным, а именно 5–10-кратным 
(табл. 3). Отмечалось достоверное влияние ви-
довой принадлежности на содержание в тканях 
токоферола (ANOVA, р < 0,05), но не ретинола 
(ANOVA, р > 0,05). Причины этого могут заклю-
чаться в разном притоке липидов плазмы к тка-
ням для удовлетворения их энергетических по-
требностей [Надиров, 1991], которые у песцов 
наиболее значительны для почек и связаны 
с экологическими особенностями вида [Нато-
чин, 1982]. Кроме того, именно почки у Canidae 
отличаются очень высоким содержанием рети-
нола, что отмечалось ранее другими авторами 
[Schweigert, Buchholz, 1995] и также было за-
фиксировано в нашем исследовании. Высокий 
уровень ретинола у представителей семейства 
Canidae, как предполагается, связан с экскре-
цией больших его количеств (до 60 % ежеднев-
ного потребления) с мочой, что, возможно, 
является защитой от интоксикации витами-
ном А [Schweigert, Buchholz, 1995].

При изучении уровня других антиоксидантов 
выявлено, что песцы характеризуются более 
высокой активностью ферментов СОД и ката-
лазы (рис. 1, 2), которые составляют первую 
линию защиты от потенциально опасных АФК. 
Супероксиддисмутаза катализирует реакцию 
дисмутации супероксидного анион-радикала 
в пероксид водорода, который, в свою очередь, 

Таблица 2. Активность пищеварительных ферментов (М±s.e.m.) у лисиц и песцов разного возраста

Вид Возраст, 
лет

Пепсин, 
мкмоль*мин/

г ткани

ОПА, мкмоль*мин/
г ткани

Амилаза, мг*мин/
г ткани

Липаза, мкмоль*мин/
г ткани

Желудок Поджелудоч-
ная железа

Тонкая 
кишка

Поджелудоч-
ная железа

Тонкая 
кишка

Поджелудоч-
ная железа

Тонкая 
кишка

Лисица
0,5 29,95 ± 2,92 65,32 ± 7,08 1,42 ± 0,13 168,44 ± 2,15 3,92 ± 1,11 0,66 ± 0,16 0,18 ± 0,03
3,5 28,08 ± 1,22 48,81 ± 7,32 2,09 ± 0,23 151,74 ± 5,43* 4,67 ± 1,35 0,24 ± 0,04 0,34 ± 0,03*
5,5 23,35 ± 2,88 54,34 ± 0,74 1,49 ± 0,14 172,20 ± 2,64 4,52 ± 0,59 0,21 ± 0,09 0,33 ± 0,14

Песец
0,5 28,98 ± 2,14 73,57 ± 0,73 1,00 ± 0,17  96,31 ± 12,84◊ 2,70 ± 0,31 0,38 ± 0,02 5,04 ± 1,24
3,5 42,93 ± 3,24*◊ 60,00 ± 2,91* 1,50 ± 0,29 113,14 ± 3,59◊ 3,98 ± 1,08 0,36 ± 0,06 3,22 ± 0,83
5,5 - - - - - - 6,46 ± 0,65♦◊

Примечание. Здесь и далее в таблицах и на рисунках: *различия достоверны (p < 0,05, критерий Вилкоксона) по сравнению 
с 0,5-годовалыми животными того же вида в той же ткани; ♦ – по сравнению с 3,5-годовалыми животными того же вида в той 
же ткани; ◊ – по сравнению с лисицами того же возраста в той же ткани.
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разлагается до кислорода и воды с помощью 
каталазы и/или глутатион-пероксидазы (ГПО), 
которая использует GSH как кофактор и имеет 
бо́льшее сродство к субстрату (пероксиду во-
дорода), чем каталаза. Глутатион – низкомоле-
кулярный тиол, выполняющий многообразные 
функции, в том числе и антиоксидантные, вза-
имодействуя с АФК (гидроксил-радикал, HOCl 
и др.), а также в качестве кофактора глутати-
онзависимых ферментов [Lei et al., 2016]. Тем 
не менее содержание GSH у песцов оказалось 
ниже, чем у лисиц (табл. 4). Другие исследо-
ватели [Rouvinen, 1991] отмечают, что уровень 
микроэлемента селена, кофактора ГПО, зависит 
от состава пищи и различается у лисиц и пес-
цов. Отмечалось достоверное влияние видовой 
принадлежности на активность антиоксидант-
ных ферментов и содержание GSH практически 
во всех изученных органах (ANOVA, р < 0,05).

Таким образом, нами были обнаружены ви-
довые различия в содержании и активности 
изученных антиоксидантов, а также в активно-
сти пищеварительных ферментов, но не гема-
тологических показателей у лисиц и песцов. 
Эти различия, по всей видимости, являются от-
ражением эволюционно сложившихся взаимо-
отношений между организмом и средой обита-
ния у разных видов.

Возрастная специфика изученных 
показателей у лисиц

Содержание Hb, количество эритроцитов 
и лейкоцитов периферической крови у лисиц 
с возрастом не изменялись, только у 5,5-лет-
них животных выявлено повышение общего 
белка по сравнению с 0,5-годовалыми особями 
(табл. 1).

Рис. 1. Активность СОД (М±s.e.m.) в тканях органов лисиц (А) и песцов (Б) 
разного возраста
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В оценке неспецифической иммунореактив-
ности организма одним из наиболее инфор-
мативных показателей является определение 
лейкоцитарной формулы. У лисиц с возрастом 
отмечалось снижение уровня лимфоцитов, 
а также увеличение сегментоядерных нейтро-
филов и эозинофилов (табл. 2). В литературе 
также описаны сведения, когда содержание 
некоторых типов лейкоцитов у млекопитающих 
изменяется в течение всей жизни. Так, у ла-
бораторных крыс и морских свинок количест-
во L с возрастом снижается, причем наиболее 

низкие значения отмечены у старых животных 
[Kitagaki et al., 2005; Узенбаева и др., 2012]. 
Изменения SN находились в противофазе 
с L и заключались в увеличении их уровня по 
мере старения. Показано достоверное влияние 
возраста на содержание общего белка (ANOVA: 
F = 6,93; df = 2; p = 0,006), количество L (ANOVA: 
F = 12,36; df = 2; p = 0,001), PN (ANOVA: F = 6,41; 
df = 2; p = 0,008), SN (ANOVA: F = 8,13; df = 2; 
p = 0,003) и эозинофилов (ANOVA: F = 23,51; 
df = 2; p = 0,000). Имеется лишь небольшое ко-
личество публикаций, посвященных изучению 

Рис. 2. Активность каталазы (М±s.e.m.) в тканях органов лисиц (А) и песцов (Б) разного возраста
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Таблица 3. Содержание α-токоферола и ретинола (М±s.e.m.) в тканях органов лисиц и песцов разного 
возраста

Витамин Е, мкг / г ткани

Вид
Воз-
раст, 
лет

Ткани органов

Печень Почки Сердце Легкие Селезенка Скелетн. 
мышца

Л
ис

иц
а 0,5 12,36 ± 0,79  20,79 ± 4,78  6,93 ± 0,84  6,92 ± 0,46  6,51 ± 0,65  7,35 ± 1,02

3,5 13,24 ± 0,20   6,89 ± 1,79  5,31 ± 1,32  6,02 ± 1,20  3,96 ± 1,00 12,20 ± 2,75
5,5 12,05 ± 1,10  26,64 ± 8,58  5,99 ± 0,77  5,96 ± 0,73  6,85 ± 0,39♦  2,72 ± 0,98*♦

П
ес

ец

0,5 22,11 ± 4,06 106,77 ± 29,71 22,40 ± 4,97 19,37 ± 2,84 ◊ 18,17 ± 3,73 20,37 ± 3,06 ◊
3,5 24,12 ± 4,48 156,73 ± 39,30 26,33 ± 5,29 17,12 ± 2,84 23,08 ± 4,59 24,56 ± 3,93
5,5 27,76 ± 1,37 ◊ 270,22 ± 21,00*◊ 38,98 ± 1,28 *◊ 27,07 ± 1,06 ♦◊ 34,76 ± 1,75*◊ 33,57 ± 3,82 ◊

Витамин А, мкг / г ткани

Вид
Воз-
раст, 
лет

Ткани органов

Печень Почки Сердце Легкие Селезенка

Л
ис

иц
а 0,5 0,59 ± 0,08 105,24 ± 7,76 0,27 ± 0,05 0,18 ± 0,03 0,32 ± 0,06

3,5 0,60 ± 0,04 193,81 ± 29,82* 0,18 ± 0,04 0,21 ± 0,11 0,21 ± 0,02
5,5 0,86 ± 0,20 153,61 ± 21,23 0,33 ± 0,07 0,27 ± 0,04 0,26 ± 0,13

П
е-

се
ц 0,5 0,54 ± 0,09  91,10 ± 31,78 0,09 ± 0,06 - 0,29 ± 0,04

3,5 0,38 ± 0,05 ◊ 153,75 ± 13,66 0,23 ± 0,06 - 0,40 ± 0,08 ◊

Таблица 4. Содержание восстановленного глутатиона (мкмоль / г ткани; М±s.e.m.) в тканях органов лисиц 
и песцов разного возраста

Вид
Воз-
раст, 
лет

Ткани органов

Печень Почки Сердце Легкие Селезенка Скелетн. 
мышца

Л
ис

иц
а 0,5 17,92 ± 0,57 27,00 ± 1,23 24,76 ± 1,48 20,42 ± 0,52 22,60 ± 1,22 5,25 ± 0,63

3,5 16,54 ± 0,97 28,55 ± 1,73 23,83 ± 0,78 20,50 ± 0,95 19,39 ± 1,10 4,27 ± 0,91
5,5 18,70 ± 0,74 25,72 ± 1,88 23,11 ± 0,20 20,64 ± 0,40 19,44 ± 0,07 3,50 ± 0,11

П
ес

ец

0,5 14,35 ± 2,08 13,50 ± 1,93 ◊ 16,83 ± 1,88 ◊ 22,74 ± 1,33 19,78 ± 0,77 6,45 ± 0,27
3,5 13,19 ± 1,85 11,35 ± 1,86 ◊ 16,27 ± 1,96 21,49 ± 0,53 19,92 ± 0,66 5,99 ± 0,16
5,5 11,77 ± 0,27  4,30 ± 0,19*♦ 12,70 ± 0,30 - - -

влияния возраста на способность ЖКТ собак 
переваривать и всасывать питательные ве-
щества (белки, жиры и углеводы) [Lloyd, McCay, 
1955; Buffington et al., 1989; Buddington et al., 
2003]. Результаты позволяют заключить, что 
у большинства собак эффективность пищева-
рения поддерживается на определенном уро-
вне по мере того, как животные стареют.

Исследования онтогенетических измене-
ний функционирования ЖКТ у собак показали 
снижение массы поджелудочной железы [Ма-
ховых, 2004] и увеличение риска возникнове-
ния экзокринной узловой гиперплазии это-
го органа с возрастом [Newman et al., 2005]. 
Ферментный профиль ЖКТ у взрослых собак 
по сравнению с щенками характеризовался 
более высокой активностью желудочного пеп-
сина и панкреатических амилазы, липазы и хи-
мотрипсина, а также относительной стабиль-
ностью активности последних трех указанных 
ферментов в тонком кишечнике [Buddington  
et al., 2003].

В позднем постнатальном онтогенезе лисиц 
активность пепсина в желудке, ОПА в подже-
лудочной железе и тонком отделе кишечника, 
активность панкреатической липазы и амилазы 
в тонком кишечнике не претерпела возраст-
ных изменений (табл. 2). В 3,5 года активность 
панкреатической амилазы снизилась, тогда как 
активность липазы в тонком отделе кишечника 
повысилась по сравнению с неполовозрелыми 
особями. Тем не менее различий в активности 
пищеварительных гидролаз между 5,5-летними 
и 0,5-годовалыми лисицами не наблюдалось. 
Достоверное влияние возраста отмечено толь-
ко на активность панкреатической амилазы 
(ANOVA: F = 8,45; df = 2; p = 0,014).

При изучении возрастных изменений анти-
оксидантной защиты у других млекопитающих 
(людей, крыс и мышей) показано либо сниже-
ние уровня отдельных антиоксидантов с воз-
растом [Rao et al., 1990; Sohal et al., 1990], либо 
их стабильность [Matsuo et al., 1992; Lorenzo 
et al., 1999]. У лисиц активность СОД (рис. 1) 
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и уровень GSH (табл. 4) с возрастом также не 
изменялись, тогда как у 5,5-летних животных 
по сравнению с более молодыми особями ак-
тивность каталазы в печени снизилась (рис. 2), 
а содержание витамина Е в селезенке уве-
личилось, но в скелетной мышце снизилось 
(табл. 3). В 3,5 года уровень витамина А в поч-
ках увеличился по сравнению с неполовозре-
лыми животными (табл. 3). Среди всех изу-
ченных антиоксидантов достоверное влияние 
возраста отмечалось только на содержание ви-
тамина Е в скелетной мышце (ANOVA: F = 10,18; 
df = 2; p = 0,001) и ретинола в почках (ANOVA: 
F = 7,02; df = 2; p = 0,007).

Таким образом, у лисиц наиболее чувстви-
тельными к влиянию возраста оказались лейко-
цитарная формула, активность панкреатичес-
кой амилазы, уровень токоферола в скелетной 
мышце и ретинола в почках.

Возрастная специфика изученных 
показателей у песцов

Гематологические показатели, уровень ре-
тинола и активности пищеварительных фер-
ментов (кроме липазы в тонком кишечнике) 
были исследованы нами только у песцов в воз-
расте 0,5 и 3,5 года.

Как и у лисиц, у песцов с возрастом не ме-
нялось содержание Hb, общего белка и коли-
чество эритроцитов периферической крови 
(табл. 1). Отмечено достоверное влияние воз-
раста на содержание лейкоцитов (ANOVA: 
F = 6,48; df = 1; p = 0,035). Тем не менее, в от-
личие от лисиц, достоверных возрастных раз-
личий в содержании типов лейкоцитов у пес-
цов двух возрастных групп обнаружено не было 
(табл. 1). Ранее при исследовании лейкофор-
мулы у песцов в возрасте 0,5; 2,5 и 4,5 года 
нами также не было обнаружено достоверных 
возрастных различий [Сергина и др., 2016]. 
Животные исследованных возрастных групп 
характеризовались примерно равным соот-
ношением L и SN: на долю L в среднем прихо-
дилось 41,2–43,0 %, а содержание SN коле-
балось от 37,4 до 39,6 %. Уровень моноцитов 
и эозинофилов у песцов также не претерпевал 
значительных возрастных изменений. Юные 
нейтрофилы и базофилы в крови выявлены 
не были. По другим сведениям, полученным 
на песцах в возрасте от 1 до 5 лет [Piotrowska 
et al., 2008], животные первого года жизни име-
ют значительные различия в лейкоцитарном 
профиле по сравнению с 2-, 3-, 4- и 5-летними 
особями и характеризуются высоким уровнем 
L и пониженным содержанием гранулоцитов. 
В последующие периоды онтогенеза у этих 

животных изменения в лейкоцитарной форму-
ле не выявляются.

В отличие от лисиц, возрастные изменения 
активности ферментов ЖКТ у песцов выража-
лись в увеличении уровня пепсина в желудке 
(ANOVA: F = 2,92; df = 1; p = 0,007) и сниже-
нии ОПА в поджелудочной железе (ANOVA: 
F = 20,49; df = 1; p = 0,002) (табл. 2), что свиде-
тельствует о сдвиге в проксимальном направ-
лении протеолитической ферментной актив-
ности с возрастом. Подобные изменения от-
мечены для хищников (норок) при увеличении 
количества протеина в пище [Олейник, 1997]. 
Выявлены также колебания уровня липазы 
в тонком отделе кишечника: к 3,5 года актив-
ность фермента снизилась, а к 5,5 – увеличи-
лась до уровня неполовозрелых особей. Наши 
результаты частично согласуются с данными, 
полученными другими авторами на стареющих 
собаках [Buddington et al., 2003].

С возрастом у песцов во всех изученных 
органах, кроме печени и скелетной мышцы, 
возрастает содержание витамина Е (табл. 3) 
(ANOVA: почки: F = 4,89; df = 2; p = 0,015; се-
лезенка: F = 4,06; df = 2; p = 0,028). Токоферол 
защищает мембраны клеток от перекисной 
деструкции и непосредственно взаимодейст-
вует с АФК. Совместно с аскорбатом витамин 
Е способствует включению селена в состав 
активного центра ГПО, тем самым активизи-
руя ферментативную антиоксидантную защи-
ту [Niki, 2014]. Вероятно, увеличение в тканях 
песцов уровня токоферола, который обладает 
мембраностабилизирующим эффектом и спо-
собностью экономить потребление кислоро-
да клетками в митохондриях [Агаджанян и др., 
2013], носит адаптивный характер, поскольку 
с возрастом тканеспецифически увеличивает-
ся чувствительность мембранных липидов к пе-
рекисному окислению [Naudí i Farré et al., 2013].

Ранее было показано увеличение уровня 
витамина Е с возрастом у хищника Арктики – 
полярного медведя, что, вероятно, является 
отражением изменения рациона у взрослых 
особей и/или связано с нагрузкой поллютан-
тами [Bechshoft et al., 2016]. Результаты других 
исследований свидетельствуют о накоплении 
[Matsuo et al., 1992] или снижении [Kamzalov, 
Sohal, 2004] уровня токоферола в органах ста-
реющих крыс.

В отличие от лисиц у песцов не было выяв-
лено достоверного влияния возраста на содер-
жание ретинола в тканях (р > 0,05, критерий 
Вилкоксона, ANOVA), но у антиоксидантной за-
щиты тканей отмечена более высокая подвер-
женность возрастным изменениям: активность 
СОД в легких снижалась (ANOVA: F = 4,93; 
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df = 2; p = 0,014) (рис. 1), уровень каталазы 
в селезенке повышался (ANOVA: F = 4,89; df = 2; 
p = 0,015) (рис. 2), а содержание GSH в почках 
снижалось (ANOVA: F = 6,18; df = 2; p = 0,006) 
(табл. 3), что может свидетельствовать об ак-
тивном участии GSH в антиоксидантной защи-
те ткани, в том числе и в реакциях регенерации 
антиоксидантных витаминов С и Е.

Результаты нашего исследования онтоге-
нетических особенностей тканевой антиокси-
дантной защиты как у лисиц, так и у песцов 
в некоторой степени согласуются с данными 
других исследователей [Rao et al., 1990; Sohal 
et al., 1990; Matsuo et al., 1992; Lorenzo et al., 
1999] и свидетельствуют о взаимокомпенса-
торном характере изменений изученных пока-
зателей. Тем не менее общая антиоксидантная 
мощность тканей животных отличается относи-
тельной стабильностью в течение жизни, хотя 
отмечаются некоторые изменения тех или иных 
антиоксидантов в отдельных органах.

Возрастные изменения изученных показа-
телей у песцов могут быть связаны с измене-
ниями основного обмена животных в течение 
жизни. У всех незрелорождающихся млекопи-
тающих установлено первоначальное повы-
шение уровня основного обмена от момента 
рождения до определенного возраста с после-
дующим его падением по мере старения [Ма-
хинько, Никитин, 1975]. Результаты исследо-
ваний А. Е. Михайловой [1974] показали, что 
возрастная динамика потребления кислорода 
у песцов имеет плавный характер и постепенно 
снижается с увеличением возраста зверей.

Таким образом, у песцов в отличие от ли-
сиц были выявлены возрастные изменения 
в уровне лейкоцитов крови, активности пеп-
сина в желудке, ОПА в поджелудочной железе, 
содержании витамина Е в почках и селезенке, 
GSH в почках, активности СОД в легких и ката-
лазы в селезенке.

заключение

Результаты нашего исследования свиде-
тельствуют о видовой специфике изученных 
показателей у лисиц и песцов. Межвидовые 
различия, по всей видимости, являются отра-
жением эволюционно сложившихся взаимоот-
ношений между организмом и средой обитания 
у разных видов. Лисица, имеющая очень обшир-
ный географический ареал и конкурирующая на 
его северной границе с песцом, несмотря на 
некоторые преимущества, все же уступает ему 
в адаптациях к холоду, которые у песца разви-
ты лучше (70 % меха песца составляет подпушь, 
тогда как у лисицы на его долю приходится 

лишь 20 %, нижняя критическая температура 
у песца –40 °C, а у лисицы –13 °C) [Klir, Heath, 
1992]. Разводимые в неволе песцы отличаются 
от серебристо-черных лисиц более поздними 
(на 2–4 недели) сроками размножения и более 
интенсивным энергетическим обменом (значи-
тельно бóльшая плодовитость самок, повышен-
ная энергия роста молодняка). Эти особеннос-
ти, характерные для диких сородичей песцов, 
объясняются поздним наступлением благопри-
ятного для выращивания молодняка летнего пе-
риода в Арктике [Овсяников, 1993].

Вероятно, экологические особенности двух 
близкородственных видов оказали воздейст-
вие на изученные показатели животных в позд-
нем постнатальном онтогенезе. С возрастом 
у лисиц наряду со снижением количества лим-
фоцитов и увеличением сегментоядерных ней-
трофилов, что характерно и для других видов 
стареющих млекопитающих, наблюдались еди-
ничные изменения в антиоксидантной защите 
тканей и ферментном профиле ЖКТ, вероят-
но, не снижающие общую функциональность 
этих систем. У песцов, в отличие от лисиц, не 
обнаружено достоверных возрастных измене-
ний лейкоцитарной формулы, но отмечен сдвиг 
в проксимальном направлении протеолитичес-
кой ферментной цепи, а также выявлена более 
высокая подверженность тканевой антиокси-
дантной защиты возрастным изменениям, что 
выразилось, в частности, в накоплении витами-
на Е практически во всех изученных органах.

Поскольку песец в дикой природе демон-
стрирует удивительную экологическую плас-
тичность по отношению к температурному фак-
тору (способен переносить колебания темпе-
ратуры воздуха в диапазоне около 80 °С: от +30 
до –55 °С) и накапливает большие запасы жира 
в осенний период, указанные нами возрастные 
изменения антиоксидантов, вероятно, необхо-
димы для усиления защиты тканей от перекис-
ного окисления липидов с возрастом.

Наши результаты дают основание считать, 
что у разводимых в неволе представителей 
семейства Canidae существует видоспецифи-
ческая асинхронность возрастных изменений 
изученных показателей в органах. На диких жи-
вотных, как и на человеке и лабораторных мле-
копитающих, также продемонстрирована асин-
хронность изменений фенотипических особен-
ностей и функционирования разных органов 
и систем с возрастом [Walker, Herndon, 2010; 
Nussey et al., 2013]. Помимо этого, эколого-фи-
зиологические черты, присущие разным видам 
животных, вероятно, определяют адаптивный 
потенциал вида и влияют на механизмы, регу-
лирующие темпы старения.
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УДК 577.152.344:594.1:57.04

влиЯние ионов КадмиЯ на внуТриКлеТочные 
Кальцийзависимые ПроТеиназы мидии  
mYTILUS EDULIS L.

н. П. Канцерова, л. а. лысенко, и. н. бахмет, н. н. немова
Институт биологии Карельского научного центра РАН

В экспериментах in vivo и in vitro протестировано действие катионов кадмия на 
активность кальцийзависимых протеиназ семейства кальпаинов из жабр и гепа-
топанкреаса мидий Mytilus edulis L. Результаты аквариального эксперимента по 
изучению влияния ионов кадмия на активность кальпаинов в органах мидий сви-
детельствуют об изменении активности данных протеиназ в зависимости от вре-
мени воздействия исследуемого металла. Наблюдаемое при суточном воздейст-
вии повышение кальцийзависимой протеолитической активности в жабрах мидий 
указывает на развитие неспецифического компенсаторного ответа на действие 
изучаемого токсиканта. Избирательно аккумулируясь в определенных органах 
и компартментах клетки, кадмий эффективно подавляет в них кальцийзависимый 
протеолиз при экспозиции в 72 часа. Для объяснения механизма действия кадмия 
в эксперименте in vitro было протестировано действие данного катиона на актив-
ность частично очищенных препаратов кальпаинов из тканей мидий. Обнаружено 
инактивирующее действие катионов кадмия на препараты кальпаинов. Полученные 
данные позволяют говорить о механизме специфичного взаимодействия кадмия 
с изучаемыми цистеиновыми протеиназами за счет блокирования SH-групп актив-
ного центра ферментов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: кальцийзависимый протеолиз; кальпаины; регуляция; кад-
мий; мидии.

N. p. Kantserova, L. A. Lysenko, I. N. bakhmet, N. N. Nemova. THe 
eFFecT OF сADmIum IONs ON INTrAceLLuLAr cALcIum-DepeNDeNT 
prOTeINAses IN musseL mYTILUS EDULIS L.

The effect of cadmium ions on calcium-dependent proteinases (calpains) in some organs 
of the blue mussel, Mytilus edulis L., was investigated in in vivo and in vitro experiments. 
It was shown that the exposure with cadmium ions affected calpain activity in time-de-
pendent manner in an aquarium experiment. Increased calcium-dependent proteolytic 
activity in mussel gills was shown after 24 h exposure with cadmium. The observed cal-
pain upregulation in mussel gills presumably is a constituent of non-specific compensa-
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введение

Тяжелые металлы и их соединения относят-
ся к числу наиболее опасных загрязнителей 
биосферы, что в значительной мере связано 
как с их высокой биологической активностью, 
так и со способностью к биоаккумуляции. В от-
личие от органических загрязняющих веществ, 
подверженных деструкции и биотрансфор-
мации, тяжелые металлы не извлекаются из 
биологического круговорота, при этом их ток-
сичность способна сохраняться практически 
бесконечно. Кадмий является типичным неэс-
сенциальным тяжелым металлом, представ-
ляющим высокую опасность для живых орга-
низмов. Известно, что хроническое воздейст-
вие кадмия приводит к развитию заболеваний 
дыхательных путей, опорно-двигательного 
аппарата, иммунной системы, способствует 
развитию почечной недостаточности, диабе-
та, гипертонии у человека [Bertin, Averbeck, 
2006]. Международным агентством по изуче-
нию рака IARC (International Agency for Research 
on Cancer) кадмий внесен в список канцероге-
нов [IARC, 1993]. В окружающую среду кадмий 
чаще всего поступает со стоками горнодобы-
вающих, обогатительных и электролизных про-
изводств, а также при использовании фосфат-
ных удобрений. Объемы поступления кадмия 
в водные объекты за счет неорганизованных 
стоков более чем в два раза превышают объ-
емы выбросов в атмосферу [Моисеенко и др.,  
2006].

Следует отметить наличие зачастую проти-
воречивых сведений о токсичности кадмия для 
водных организмов, что объясняется влиянием 
солености, температуры, содержания кисло-
рода на биодоступность данного металла. Так, 
у морских организмов, в том числе моллюсков, 
накопление кадмия в тканях увеличивается при 
понижении солености среды [Челомин, 1998]. 
Чувствительность к кадмию морских организ-
мов, выражаемая как LC50 (средняя летальная 
концентрация, приводящая к гибели за 96 часов 
50 % используемых в эксперименте животных), 
значительно различается у разных видов [Че-
ломин, 1998]. Для мидий, часто используемых 

для тестирования и мониторинга негативных 
эффектов антропогенных токсических веществ, 
LC50 составляет 1,5–4,0 мг Cd/л [Sunila, 1981; 
Amiard-Triquet et al., 1986]. В незагрязненных 
зонах открытого океана концентрация кадмия 
низка и составляет около 40 нг/л [Челомин, 
1998], тогда как во внутренних морях, особен-
но в прибрежных областях, подвергающихся 
воздействию промышленных и бытовых стоков, 
концентрация данного металла намного выше, 
однако, как правило, не превышает его пре-
дельно допустимую концентрацию (ПДК) для 
морской воды (10 мкг/л).

Известно, что кадмий способен взаимодей-
ствовать с множественными структурами клет-
ки и вызывать различные биохимические изме-
нения – от ингибирования отдельных фермен-
тов и ферментных ансамблей до повреждения 
мембранных структур [Viarengo, 1989; Wright, 
1995; Canesi et al., 1998; Челомин и др., 1998]. 
Кальпаины – внутриклеточные кальцийзависи-
мые цистеиновые протеиназы, выполняющие 
функцию ограниченного протеолиза в клетках 
всех эукариотических и ряда прокариотичес-
ких организмов. Кальпаины принимают учас-
тие в основных Са2+-зависимых клеточных про-
цессах – передаче сигнала, клеточном цикле, 
пролиферации, дифференцировке, слиянии 
мембран транспортных везикул, формирова-
нии мышечных волокон, реализации клеточной 
гибели и др. Один из основных факторов регу-
ляции активности кальпаинов – концентрация 
Ca2+ в цитозоле; кроме того, активность кальпа-
инов (цистеиновых протеиназ) может регули-
роваться различными агентами, связывающи-
ми SH-группы их активного центра, в том чис-
ле двухвалентными тяжелыми металлами [Goll 
et al., 2003].

Цель настоящей работы – изучить актив-
ность внутриклеточных кальцийзависимых 
протеиназ (кальпаинов) мидий Mytilus edulis L. 
при воздействии ионов кадмия в аквариаль-
ных условиях в концентрациях, равной и пре-
вышающих ПДК для морской воды в 10 и 50 
раз, а также в условиях in vitro с целью опи-
сания механизма действия исследуемого  
токсиканта.

tory response to acute heavy metal exposure, which allows the organism to adapt to the 
pollutants. Cadmium-induced inhibition of calсium-dependent proteolytic activity was 
observed after 72 h treatment. The effect of heavy metal ions on calpains in the blue mus-
sel, Mytilus edulis L., was tested in vitro using partially purified mussel enzymes. Calpain 
activity was fully inhibited by cadmium ions. The mechanism of interaction of cadmium 
ions with the studied cysteine proteinases can be realized by specific binding with SH-
groups of the enzyme.

K e y w o r d s: calcium-dependent proteolysis; calpain; regulation; cadmium; mussels.
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материалы и методы

Аквариальный эксперимент был поставлен 
на Беломорской биологической станции «Кар-
теш» им. О. А. Скарлато Зоологического инсти-
тута РАН. Одноразмерные мидии были собра-
ны в бухте Круглая губы Чупа Кандалакшского 
залива Белого моря с установок для культиви-
рования моллюсков (глубина 2 м). Моллюсков 
содержали в 16-литровых аквариумах с аэри-
руемой морской водой (соленость 25‰, посто-
янное освещение, температура 10 °С, регуляр-
ная смена воды). После акклимации к лабора-
торным условиям (3 сут) мидии произвольным 
образом были разделены на группы по 14 осо-
бей; в аквариумы вносили 10 мкг/л Сd2+, 
100 мкг/л Сd2+, 500 мкг/л Сd2+ (в виде хлоридов, 
в пересчете на катион). В аквариумах поддер-
живалась постоянная концентрация металла 
с ежедневной частичной сменой воды. Конт-
ролем служили моллюски, содержащиеся в ак-
вариуме без внесения металлов. По истечении 
срока воздействия (24 и 72 ч) мидий (n=7) пре-
парировали, органы (жабры, гепатопанкреас) 
хранили при –80 °С для дальнейшего анализа. 
Гибели моллюсков в контрольном и опытных 
аквариумах зафиксировано не было.

Образцы тканей (0,1 г) гомогенизирова-
ли в 10-кратном объеме 20 мМ трис-HCl бу-
фера (рН 7,5) с добавлением 80 мМ КСl, 5 мМ 
 ЭДТА-Na и 20 мМ ДТТ. После центрифугиро-
вания (Rotina 35R; Hettich Zentrifugen, Герма-
ния) – 20 000 g, 20 мин – отбирали цитозоль-
ную фракцию, осадок ресуспендировали в 10 
объемах того же буфера с добавлением 0,33% 
Triton X-100 и отбирали фракцию мембра-
носвязанных белков. В полученных фракциях 
тестировали Са2+-зависимую казеинолити-
ческую активность, чувствительную к ингиби-
торам цистеиновых протеиназ, включая инги-
битор кальпаинов II (активность кальпаинов) 
[Enns, Belcastro, 2006]. Учитывая особенности 
механизма регуляции активности внутрикле-
точных Са2+-зависимых протеиназ, можно со-
отнести их активность в цитозольной фракции 
с общим уровнем ферментативного белка, 
в мембраносвязанной – с долей активирован-
ного фермента.

Реакционная смесь включала 1 мг/мл ще-
лочно-денатурированного казеина, 20 мМ 
ДТТ, 200 мкл ферментной фракции и 5 мМ 
СаСl2 (опыт) или хелатора двухвалентных ка-
тионов ЭДТА (контроль) в 50 мМ трис-HCl бу-
фере (рН 7,5). После 30-минутной инкубации 
(28 °С) в аликвотах 100 мкл определяли со-
держание остаточного белка по методу Брэд-
форда [Bradford, 1976]. Единица активности 

кальпаинов (ед. акт.) определялась как коли-
чество фермента, вызывающее увеличение 
на 0,1 оптического поглощения при 595 нм 
за 1 час инкубации при 28 °С. Удельную ак-
тивность кальпаинов определяли в ед. акт. на 
1 г белка в соответствующей фракции.

Для проведения эксперимента по оценке 
влияния Сd2+ на активацию кальпаинов частич-
но очищенные препараты кальцийзависимых 
протеиназ получали после гомогенизации на-
вески (0,1 г) ткани жабр от интактных мидий 
в 20 мМ трис-HCl-буфере (рН 7,5) с добавле-
нием 150 мМ NaСl, 5 мМ ЭДТА-Na, 20 мМ ДТТ, 
0,1%-го Triton X-100 с последующим центрифу-
гированием при 20 000 g в течение 20 мин. В ре-
акционную смесь описанного выше состава до-
бавляли 5 мМ СdСl2

 или 2,5 мМ СdСl2 с 2,5 мМ 
СаСl2. Инкубацию проводили в стандартных 
условиях (28 °С, 30 мин). Значение казеиноли-
тической активности соотносили с ее уровнем 
в присутствии 5 мМ СаСl2.

Результаты проведенных экспериментов об-
работаны с применением общепринятых мето-
дов вариационной статистики с использовани-
ем пакетов программ MS Excel и StatGraphics. 
Достоверность различий оценивали с помо-
щью непараметрического критерия U (крите-
рий Манна – Уитни).

результаты и обсуждение

Было установлено, что по истечении пер-
вых суток воздействия кадмия в концентрации 
500 мкг/л наблюдался более высокий уровень 
активности кальпаинов как цитозольной, так 
и мембраносвязанной фракции в жабрах по 
сравнению с контролем (рис. 1, 2).

Известно, что у мидий, как и у многих гидро-
бионтов, жабры – основной орган, через кото-
рый в организм из внешней среды поступают 
различные металлы и затем распределяют-
ся по органам [Everaart, 1990; Челомин и др., 
1998]. Можно предположить, что наблюдаемая 
активация кальпаинов в жабрах форели сви-
детельствует о развитии неспецифического 
компенсаторного ответа на действие тяжело-
го металла.

Кроме того, один из ведущих механизмов 
реализации токсичности тяжелых металлов, 
в том числе кадмия, заключается в инициации 
окислительного стресса, который возника-
ет вследствие нарушения баланса активности 
про- и антиоксидантных систем, генерирова-
ния свободных радикалов кислорода, усиления 
процессов перекисного окисления липидов 
[Шафран и др., 2004]. Развитие сильного окис-
лительного стресса влияет на функциональную 
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активность транспортных систем клеточных 
мембран, в том числе митохондриальной, что 
приводит к нарушению гомеостаза Са2+ [Dare 
et al., 2000]. Нарушение гомеостаза Са2+, 
в основном за счет снижения активности Са2+- 
АТФазы и повышения его поступления че-
рез потенциал-зависимые каналы, приводит 
к активации кальпаинов [Kaur, Gill, 2005]. Кро-
ме того, токсическое действие веществ на тка-
невом уровне часто сопровождается явлением 
цитотоксичности, связанным с гибелью клеток 
путем некроза или апоптоза, а в этих процес-
сах, как известно, кальпаины играют одну из 
ключевых ролей [Goll et al., 2003].

После трех суток воздействия кадмия 
(500 мкг/л) наблюдалось снижение активности 
Са2+-зависимых протеиназ изученных фрак-
ций в жабрах мидий по сравнению с контро-
лем. Согласно данным литературы [Челомин, 
1998], клетки жабр у мидий подвержены мак-
симальной аккумуляции металлов в условиях 
острого эксперимента. Подавление активности 
кальпаинов (ферментов, относящихся к цисте-
иновому типу) при действии кадмия, вероят-
но, является следствием способности данного 
металла к ингибированию биомолекул за счет 
специфичного связывания с их реакционными 
SH-группами.

Рис. 1. Удельная активность кальпаинов цитозольной фракции (ед. акт./г бел-
ка) в жабрах M. edulis L. при действии различных концентраций кадмия. Здесь 
и далее: 1 – контроль, 2 – 10 мкг/л Сd2+, 3 – 100 мкг/л Сd2+, 4 – 500 мкг/л Сd2+, 
* отличие от контроля достоверно при р ≤ 0,05

Рис. 2. Удельная активность кальпаинов мембраносвязанной фракции 
(ед. акт./г белка) в жабрах M. edulis L. при действии различных концентраций 
кадмия
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Было установлено, что в гепатопанкреасе 
мидий уровень активности кальпаинов не из-
менился при суточном воздействии кадмия 
всех изученных концентраций; лишь через 
трое суток наблюдались достоверные измене-
ния протеолитической Са2+-зависимой актив-
ности в данном органе (рис. 3, 4). Подавление 
активности кальпаинов в гепатопанкреасе при 
действии кадмия при 3-суточной экспозиции, 
вероятно, можно объяснить его способностью 
образовывать прочные ковалентные комплексы 
с биомолекулами, содержащими реакционно 
активные SH-группы. Следовательно, можно 

предположить, что при такой длительности 
воздействия аккумулированный из среды ме-
талл не только проник во внутреннюю среду ор-
ганизма, но и достиг субклеточных структур.

Таким образом, как в жабрах, так и в гепа-
топанкреасе ответная реакция кальцийзави-
симых протеиназ наблюдалась при воздейст-
вии только самой высокой из изученных кон-
центраций кадмия (500 мкг/л). Интересно 
отметить, что снижение протеолитической 
и амилолитической активности гепатопанк-
реаса устрицы Crassostrea virginica было за-
фиксировано при 96-часовом воздействии 

Рис. 3. Удельная активность кальпаинов цитозольной фракции (ед. акт./г бел-
ка) в гепатопанкреасе M. edulis L. при действии различных концентраций кад-
мия

Рис. 4. Удельная активность кальпаинов мембраносвязанной фракции (ед. 
акт./г белка) в гепатопанкреасе M. edulis L. при действии различных концен-
траций кадмия
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кадмия в концентрации 500 мкг/л, тогда как 
при влиянии данного металла в концентрации 
100 мкг/л достоверных изменений зафиксиро-
вано не было [Adeyemi, Deaton, 2012]. Воздей-
ствие кадмия в концентрации 500 мкг/л в тече-
ние 48 ч привело к увеличению экспрессии гена 
c-fos в жабрах мидии Mytilus edulis L. в 5 раз, 
тогда как меньшие концентрации данного ме-
талла не вызвали достоверных изменений ис-
следуемого показателя [Veldhuizen-Tsoerkan 
et al., 1992]. Полученные результаты и данные 
литературы в определенной степени позво-
ляют сделать заключение об относительной 
устойчивости морских двустворчатых моллюс-
ков к краткосрочному воздействию концентра-
ций кадмия, близких к ПДК для морской воды. 
Для понимания последствий загрязнения вод-
ных экосистем кадмием необходимо изучение 
более длительного воздействия низких концен-
траций данного металла на живые организмы.

Для более полной оценки возможных меха-
низмов действия соли кадмия, растворенной 
в среде, на кальпаины мидий, исследовали ак-
тивность частично очищенного препарата каль-
паинов в присутствии катионов данного метал-
ла. В эксперименте in vitro была протестирова-
на способность Cd2+ в конечной концентрации 
5 мМ воздействовать на активность кальпа-
инов. Относительная активность кальпаинов 
также была определена при совместном до-
бавлении 2,5 мМ изучаемого катиона и 2,5 мМ 
Ca2+. Установлено, что в присутствии 5 мМ Cd2+ 
активность фермента не выявлялась. При соче-
танном действии Ca2+ и Cd2+ также наблюдалась 
полная инактивация кальпаинов. Таким обра-
зом, в эксперименте in vitro было показано, 
что катион Cd2+ не только не способен индуци-
ровать активность кальпаинов, но и подавляет 
Ca2+-индуцированную активность кальпаинов, 
по всей видимости, блокируя SH-группу актив-
ного центра фермента. Таким образом, полу-
ченные результаты по влиянию катиона кадмия 
на частично очищенный препарат кальпаинов 
из жабр мидий позволяют в определенной сте-
пени объяснить механизм опосредованного 
действия данного поллютанта на живые орга-
низмы в эксперименте in vivo.

заключение

Результаты аквариального эксперимен-
та свидетельствуют об изменении активности 
внутриклеточных кальцийзависимых проте-
иназ в тканях мидий при воздействии ионов 
кадмия. Установлено, что при опосредованном 
влиянии ионов кадмия на кальпаины в органах 
мидий их активность зависит от времени его 

воздействия. Повышение активности кальпа-
инов в жабрах моллюска при краткосрочном 
воздействии ионов кадмия свидетельствует, 
по-видимому, о развитии неспецифического 
компенсаторного ответа на действие поллю-
танта. Снижение активности кальпаинов, на-
блюдаемое при более длительном воздействии 
тяжелого металла, может привести к измене-
нию интенсивности многих кальпаинзависимых 
процессов в клетке.

Для объяснения механизмов биологичес-
кого действия кадмия было смоделировано in 
vitro взаимодействие катионов исследуемо-
го металла и кальпаинов из тканей моллюс-
ков. Полученные данные подтверждают ме-
ханизм их специфичного взаимодействия за 
счет блокирования SH-групп активного цен-
тра ферментов.

Авторы выражают благодарность сотруд‑
никам Беломорской биологической стан‑
ции им. О. А. Скарлато ЗИН РАН «Картеш» 
за предоставленную возможность проведе‑
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особенносТи реаКции расТений CUCUmIS 
SATIVUS L. на дроП в зависимосТи оТ 
сКоросТи сниЖениЯ ТемПераТуры

Т. г. Шибаева, е. г. Шерудило, а. ф. Титов
Институт биологии Карельского научного центра РАН

Изучали влияние скорости снижения температуры на реакцию растений Cucumis 
sativus L. на ежесуточные кратковременные (2 ч) снижения температуры (ДРОП) 
в конце ночного (темновой ДРОП) или в начале дневного (световой ДРОП) пери-
ода. Температуру снижали c 20 до 9 °С постепенно (со скоростью 0,4 °С/мин) или 
резко (11 °С/мин) путем перестановки растений из одной климатической камеры 
в другую. Полученные результаты показали, что при непродолжительном действии 
на растения низких положительных температур быстрое снижение температуры 
вызывает в растениях ряд реакций, отличных от тех, которые наблюдаются при 
постепенном снижении температуры. Резкое снижение температуры при ДРОП-
воздействиях оказало более сильное негативное воздействие на состояние фото-
синтетического аппарата растений и накопление биомассы по сравнению с посте-
пенным изменением температуры. Различия были более выраженными при дей-
ствии ДРОП на свету, и это указывает, что время суток, а скорее всего, наличие 
или отсутствие света в тот период, когда растения подвергаются действию низкой 
температуры, играет важную роль в их ответных реакциях. В то же время линейный 
рост и развитие растений, а также холодоустойчивость листьев изменялись под 
влиянием ДРОП независимо от скорости снижения температуры. Все эти аспекты 
реакции растений на действие пониженных температур следует учитывать в лабо-
раторных экспериментах, когда при изучении того или иного действия темпера-
туры на растения практикуется резкая смена температуры, которая достигается 
путем быстрой перестановки растений из одних температурных условий в другие.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Cucumis sativus L.; низкая температура; ДРОП-воздействия; 
скорость снижения температуры; свет.

T. G. shibaeva, e. G. sherudilo, A. F. Titov. THe eFFecT OF cOOLING 
rATe ON cucumber pLANT respONse TO A DAILy sHOrT-Term 
TemperATure DrOp

We studied the effect of cooling rate on responses of cucumber plants (Cucumis sati‑
vus L.) to a daily short-term (2 hour) temperature reduction (DROP) at the end of the night 
(dark DROP) or at the beginning of the day (light DROP). The temperature was lowered 
from 20° to 9 °C gradually (at a rate of 0.4 °C/min) or sharply (11 °C/min) by transferring 
plants from one climate chamber to another. This work has shown that under short-term 
exposure to low non-injurious temperatures a fast versus slow cooling have somewhat 
different effects on plants. DROP with rapid cooling had a more pronounced negative im-
pact on the state of the photosynthetic apparatus of the plants and biomass accumu-
lation compared to DROP with slow temperature decrease. The differences were more 
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введение

Ежесуточные непродолжительные снижения 
температуры (ДРОП, от англ. drop – падение) 
на 2–3 ч, обычно в конце ночи или рано утром, 
широко используются в практике тепличного 
растениеводства для получения компактной 
и более устойчивой рассады овощных культур, 
клумбовых и цветочных растений без примене-
ния химических ретардантов. В исследованиях 
особенностей реакции растений на ДРОП обыч-
но рассматриваются такие параметры, как ин-
тенсивность, длительность воздействия низких 
температур, время их воздействия в суточном 
цикле [Mortensen, Moe, 1992; Ueber, Hendriks, 
1992; Марковская и др., 2000; Сысоева и др., 
2013; Шибаева, Шерудило, 2014; Шибаева и др., 
2015], в то время как работ по изучению влия-
ния скорости снижения температуры нет. Меж-
ду тем давно известно, что реакция растений 
на охлаждение зависит не только от интенсив-
ности и продолжительности низкотемператур-
ного воздействия, но и от скорости снижения 
температуры [Patterson, Reid, 1990]. Например, 
еще в 1837 г. было отмечено, что быстрое пони-
жение температуры в отличие от постепенного 
охлаждения приводит к остановке движения ци-
топлазмы у водоросли Chara. Имеются данные, 
также по большей части полученные уже давно, 
свидетельствующие о том, что резкое охлажде-
ние часто влияет на те или иные физиологиче-
ские процессы и показатели растений не так, как 
постепенное снижение температуры до тех же 
значений. В частности, к чувствительным к рез-
кому снижению температуры процессам отно-
сятся движение цитоплазмы, флоэмный транс-
порт, рост, поглощение воды и мембранный 
потенциал [Minorsky, 1989]. Тем не менее до сих 
пор этому аспекту температурного воздействия 
на растения в исследованиях адаптации рас-
тений к низким положительным температурам 
должное внимание не уделялось. Анализ имею-
щихся литературных данных провести довольно 
сложно, так как в большинстве работ не указы-
вается или не измеряется, с какой скоростью 

происходило снижение температуры. Кроме 
того, нужно отметить, что в работах речь может 
идти о быстром понижении температуры (rapid-
cooling treatment), независимо от того, до како-
го конкретного значения оно происходит (при 
этом часто изменения происходят в пределах 
зоны оптимума), или о холодовом шоке (cold 
shock), когда температура быстро снижается до 
низких положительных значений. Особенно час-
то холодовой шок имеет место в лабораторных 
экспериментах, когда растения перемещают из 
обычных (нормальных) условий в условия дей-
cтвия низкой температуры практически одномо-
ментно (переставляют из одной климатической 
камеры в другую).

Чувствительность растений к быстрому сни-
жению температуры варьирует среди видов 
и сортов и может зависеть от их генетичес-
ких особенностей, стадии развития и физио-
логического состояния растения. В среднем 
скорость снижения температуры более чем 
1–10 °С/мин вызывает в растениях реакции, 
отличные от реакций на постепенное снижение 
температуры. Однако даже при скорости сни-
жения температуры в таком диапазоне реакции 
растений на быстрое охлаждение могут не про-
являться, если величина перепада температу-
ры меньше, чем некоторое пограничное значе-
ние (чаще всего перепад температуры должен 
быть в пределах от 2 до 10 °С) [Minorsky, 1989].

Время суток, когда растения подвергают-
ся действию низких температур, также играет 
определенную роль, так как чувствительность 
к холоду у растений может колебаться в тече-
ние суток [Patterson, Reid, 1990; Stavang et al., 
2007]. В связи с этим задача данной работы за-
ключалась в изучении влияния скорости сниже-
ния температуры на реакцию растений Cucumis 
sativus L. на ДРОП в конце ночного или в начале 
светового периода.

материалы и методы

Растения огурца (Cucumis sativus L., Ку-
раж F1) выращивали в камере искусственного 

pronounced when plants were treated by light DROP, which indicates that the time of day, 
or rather the presence or absence of light at a time when the plants are exposed to low 
temperature plays a significant role. At the same time, a plant height, leaf emergence 
rate and leaf chilling tolerance changed under the influence of DROP regardless of the 
cooling rate. All these factors should be considered in laboratory experiments, when low 
temperature effects on plants are studied at rapid cooling, when temperature changes are 
achieved by transferring plants from one growth chamber to another.

K e y w o r d s: Cucumis sativus L.; low temperature; DROP-treatment; rate of cooling; 
light.
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климата (Vötsch, Германия) в сосудах с песком 
при поливе полным питательным раствором (pH 
6,2–6,4), температуре воздуха 25/20 °С (день/
ночь), ФАР 250 мкмоль/ (м2·с), фотопериоде 
16 ч, влажности воздуха 70 %. Ежесуточные 
кратковременные (2 ч) понижения температу-
ры (ДРОП) до 9 °С в конце ночного (темновой 
ДРОП) или в начале дневного (световой ДРОП) 
периода проводили в течение 14 суток в пе-
риод роста первого настоящего листа (с 7-го 
по 20-й день от посадки). Температуру снижа-
ли и повышали или постепенно (со скоростью 
0,4 °С/мин), или резко (11 °С/мин), путем пе-
рестановки растений из одной климатической 
камеры в другую (Snijders Microclima 1750, Ни-
дерланды). Контрольные растения выращива-
ли при температуре 25/20 °С, производя изме-
нения температуры со скоростью 0,4 °С/мин.

В конце опыта определяли высоту растений, 
площадь, число листьев длиной более 1 см, су-
хую биомассу растений.

Общее содержание хлорофиллов a и b опре-
деляли с помощью измерителя уровня хлоро-
филла SPAD 502 Plus (Konica Minolta, Osaka, 
Япония). Для измерения флуоресценции хло-
рофилла использовали анализатор фотосинте-
за с импульсно-модулированным освещением 
(MINI-PAM, Walz, Германия). Потенциальный 
квантовый выход фотохимической активности 
ФС II (Fv / Fm) определяли после 20-минутной 
темновой адаптации листьев. Измерения про-
водили на первом настоящем листе, достиг-
шем зрелости.

О холодоустойчивости клеток первого на-
стоящего листа судили по температуре (ЛТ50), 
вызывающей гибель 50 % палисадных клеток 
листовых высечек после их 5-минутного промо-
раживания в термоэлектрическом термостате 
ТЖР («Интерм», Россия) при последовательном 
снижении температуры с шагом 0,4 °С [Дроз-
дов и др., 1976]. Жизнеспособность клеток 
определяли с помощью светового микроскопа 
Микмед-2 (ЛОМО, Россия) по коагуляции ци-
топлазмы и деструкции хлоропластов.

Содержание малонового диальдегида 
(МДА) определяли по [Heath, Parker, 1968]. 
Листья растирали в 2 мл 20% трихлоруксус-
ной кислоте (ТХУ). Гомогенат центрифугиро-
вали при 15 000 g в течение 10 мин; 1 мл на-
досадочной жидкости смешивали с 1 мл 20% 
ТХУ, содержавшей 0,5 % тиобарбитуровой 
кислоты. Смесь нагревали в течение 30 мин 
при 95 °С и затем центрифугировали 5 мин 
при 10 000 g. Концентрацию МДА определяли 
спектрофотометрически, измеряя оптическую 
плотность при 532 нм и неспецифичное погло-
щение при 600 нм. Для расчета содержания 

МДА использовали коэффициент экстинкции, 
равный 155/(мМ см). Концентрацию МДА выра-
жали в мкмоль/г сухой массы листьев.

Результаты представлены в виде средних 
значений по двум-трем независимым опытам 
(в каждом отдельном опыте использовали шесть 
и более биологических повторностей) и их стан-
дартных ошибок. Достоверность различий меж-
ду средними определена с помощью дисперси-
онного анализа с использованием программно-
го обеспечения Statistica (v. 8.0.550.0, StatSoft, 
Inc.). Разницу между средними значениями счи-
тали значимой при p < 0,05.

результаты и обсуждение

Полученные результаты показали, что быс-
трое или медленное снижение температуры во 
время ДРОП-воздействий оказывает неоди-
наковое влияние на состояние фотосинтети-
ческого аппарата (содержание хлорофиллов, 
величину Fv / Fm, накопление биомассы расте-
ний и интенсивность перекисного окисления 
липидов) (рис.). При этом резкие изменения 
температуры во время ДРОП-обработок ока-
зали на растения более сильное влияние. Важ-
но отметить, что различия в реакции растений 
на ДРОП, связанные со скоростью изменения 
температуры, были более выраженными в слу-
чае, когда ДРОП-обработкам растения подвер-
гались на свету. Так, если у растений, подвер-
гавшихся темновому ДРОП с постепенным или 
резким изменением температуры, биомасса 
была ниже, чем у контрольных растений, соот-
ветственно на 15 и 17 %, то при действии ДРОП 
на свету – на 32 и 41 %. Содержание хлорофил-
лов снижалось в варианте темнового ДРОП на 
5 и 13 %, а при световом ДРОП – на 10 и 30 % 
при постепенном и резком изменении темпе-
ратуры соответственно. Величина Fv / Fm снижа-
лась с 0,820 (в контроле) до 0,810 и 0,802 при 
темновом ДРОП и до 0,809 и 0,797 при свето-
вом ДРОП в вариантах с постепенным и резким 
изменением температуры соответственно. В то 
же время скорость изменения температуры не 
сказывалась на таких показателях, как высо-
та растений, скорость появления и площадь 
листьев, их холодоустойчивость (рис.).

Из литературы известно, что для некоторых 
физиологических параметров растений ско-
рость охлаждения часто играет более важную 
роль, чем длительность воздействия низкой 
температуры. Наиболее показательным при-
мером служит флоэмный транспорт. Резкое 
снижение температуры всего на 2,5 °С (с 30 до 
27,5 °С) останавливает флоэмный транспорт 
на 3 минуты [Minchin, Thorpe, 1983]. При этом 
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медленное охлаждение (менее 5 °С/мин) не 
приводит к подобному эффекту. Интересно от-
метить, что корреляция между чувствительнос-
тью флоэмного транспорта к холодовому шоку 
и другими сторонами холодочувствительности 
растений отсутствует, что показано в исследо-
вании на 86 видах растений, принадлежащих 
к 50 семействам [Lang, Minchin, 1986]. Помимо 
того, что изменения разных физиологических 
процессов в ответ на резкое или постепенное 

снижение температуры могут не коррелиро-
вать между собой, в реакциях растений на сни-
жение температуры с неодинаковой скоростью 
наблюдается еще и видоспецифичность, что 
дополнительно усложняет понимание того, как 
растения реагируют на понижение температу-
ры. Например, резкое падение температуры 
с 25 до 3 °С приводит к ингибированию флоэм-
ного транспорта практически у всех двудольных 
(из 86 исследованных видов), но только у 30 % 

Влияние скорости снижения температуры на биомассу (а) и высоту (б) растения, 
площадь (в) и количество (г) листьев, содержание хлорофиллов (д), максимальный 
квантовый выход фотохимической активности ФС II (е), интенсивность перекисного 
окисления липидов (ж) и прирост холодоустойчивости (з) растений Cucumis sativus 
при действии ДРОП в темноте и на свету
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однодольных [Lang, Minchin, 1986]. При этом 
уровень холодочувствительности видов в дан-
ном случае не имеет значения. Холодовой шок 
тормозит флоэмный транспорт у холодостойко-
го лютика (Ranunculus repens), но не влияет на 
него у теплолюбивой кукурузы (Zea mays). Еще 
одним процессом, очень чувствительным к рез-
кому снижению температуры, является движе-
ние цитоплазмы, которое в отличие от флоэм-
ного транспорта тесно коррелирует с другими 
откликами растения на охлаждение. Показано, 
что циклоз в трихомах теплолюбивых растений 
огурца, томата (Solanum lycopersicum), арбуза 
(Citrullus lanatus), табака (Nicotiana tabacum) 
и сладкого перца (Capsicum annuum) останав-
ливается, когда ткани подвергаются холодово-
му шоку при переносе их в помещение с темпе-
ратурой 10 °С или ниже. В противоположность 
этому у более холодостойких видов – редиса 
(Raphanus sativus), моркови (Daucus carota) 
и аистника (Erodium cicutarium) даже резкое 
понижение температуры до 2,5 °С не приво-
дит к остановке тока цитоплазмы. При посте-
пенном снижении температуры (1 °С/мин или 
меньше) у ряда теплолюбивых видов, таких как 
табак, томат, арбуз, ток цитоплазмы не оста-
навливается даже при снижении температу-
ры до значений ниже 10 °С [Patterson, Graham, 
1977; Woods et al., 1984]. Добавим, что степень 
снижения скорости тока цитоплазмы при дей-
ствии низкой температуры, а также скорость 
восстановления при возврате в теплые условия 
у разных видов растений различаются.

В нашей работе резкое снижение темпера-
туры (от 20 до 9 °С) при кратковременных (2 ч) 
низкотемпературных воздействиях (ДРОП) 
оказало более выраженное негативное воз-
действие на состояние фотосинтетического 
аппарата растений и накопление биомассы по 
сравнению с постепенным изменением тем-
пературы, и различия были более выраженны-
ми при действии ДРОП на свету. В то же время 
линейный рост и развитие растений, а также 
холодоустойчивость листьев изменялись под 
влиянием ДРОП независимо от скорости сни-
жения температуры.

В литературе имеются данные о том, что 
в восприятии растением скорости охлаждения 
ведущую роль играют холодочувствительные 
кальциевые каналы, и высказано мнение, что 
именно они являются первичными сенсорами 
низкотемпературного воздействия [Minorsky, 
Spanswick, 1989]. Результаты нашей работы 
хотя и не позволяют говорить о механизмах 
восприятия растением скорости снижения 
температуры, но подтверждают, что растения 
действительно способны «измерять» скорость 

падения температуры и реагировать на это 
вполне определенным образом. Кроме того, 
данная работа показала, что при непродолжи-
тельном действии на растения низких положи-
тельных температур (cold shock) быстрое сни-
жение температуры (более 10 °С/мин) вызы-
вает в растениях ряд реакций, отличных от тех, 
которые наблюдаются при постепенном сниже-
нии температуры. Время суток, а скорее все-
го, наличие или отсутствие света в тот период, 
когда растения подвергаются действию низких 
температур, также играет важную роль в ответ-
ных реакциях растений. Все эти аспекты реак-
ции растений на действие пониженных темпе-
ратур необходимо учитывать в лабораторных 
экспериментах, когда при изучении того или 
иного влияния температуры на растения прак-
тикуется резкая ее смена, которая достигается 
путем быстрой перестановки растений из од-
них температурных условий в другие.

Работа выполнена с использованием обо‑
рудования ЦКП НО Института биологии КарНЦ 
РАН при финансовой поддержке из средств фе‑
дерального бюджета на выполнение государ‑
ственного задания (тема № 0221‑2014‑0002) 
и РФФИ (проект № 14‑04‑00840_а).
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ПрилоЖение
http://transactions.krc.karelia.ru

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: 185000, 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 
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образец оформлениЯ Таблицы

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.

образец оформлениЯ ПодПиси К рисунКу

Рис. 1. Северный точильщик (Hadrobregmus confuses Kraaz.)
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