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ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ

УДК 597.5:591.147

НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ СТЕРОИДНОЙ РЕГУЛЯЦИИ  
У КОСТИСТЫХ РЫБ

Н. Л . Р ендаков
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН»,  
Петрозаводск, Россия

Стероидные гормоны – важные регуляторы функций организма, связанных с раз-
множением, стрессом и  метаболизмом. В  данном обзоре представлены сведе-
ния о путях биосинтеза стероидных гормонов у представителей класса костистых 
рыб в  сравнении со  стероидогенезом у  млекопитающих (на  примере человека), 
а  также описана система стероидных рецепторов, при этом более подробно из-
ложены сведения о рецепции кортикостероидов. Pаскрытие минералокортикоид-
ной регуляции у рыб представлено в историческом аспекте. Приведены сведения 
об участии кортикостероидов в осморегуляции костистых рыб, механизмы которой 
значительно отличаются от  таковых у  наземных позвоночных. Несмотря на  боль-
шое сходство в путях биосинтеза стероидных гормонов у рыб и млекопитающих, 
имеется несколько существенных различий, а  именно: 1) отсутствие у  костистых 
рыб способности к биосинтезу альдостерона, 2) возможность синтеза стероидов, 
индуцирующих созревание (СИС), у костистых рыб и 3) различия в путях биосинте-
за андрогенов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: стероидные гормоны; глюкокортикоиды; минералокортико-
иды; стероидогенез; осморегуляция; кортизол; альдостерон.

N.  L.  Rendakov. SOME ASPECTS OF STEROID REGULATION IN TELEOSTS

Steroid hormones are essential regulators of  the  organism functions connected with 
reproduction, stress and  metabolism. The  present review gives information on  steroid 
hormones biosynthesis pathways in members of the class Teleostei in comparison with 
steroidogenesis in mammals (specifically humans), as well as on the system of steroid 
receptors, the  corticosteroid reception being presented in  more detail. Uncovering 
of  the  mineralocorticoid regulation in  fish is described in  retrospective. Generic know-
ledge is given on the involvement of corticosteroids in osmoregulation in teleosts, which 
differs significantly from that in  tetrapods. Despite the  high similarity in  the  pathways 
of steroid hormones biosynthesis in bony fishes and mammals, there are some essential 
differences, i. e. 1) the inability of teleosts to synthesize aldosterone, 2) the ability of te-
leosts to synthesize maturation inducing steroids (MIS), and 3) differences in androgen 
biosynthesis pathways.
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Общие сведения о стероидных гормонах

Стероидный гормон можно определить как 
вещество, являющееся производным тетра-
циклического углеводорода стерана (цикло-
пентанпергидрофенантрена) и  обладающее 
всеми необходимыми признаками гормона 
(синтезируется железистой тканью, секретиру-
ется в кровь, воздействует на ткани-мишени).

По  физико-химическим свойствам стерои-
ды относятся к  липидам и  могут относительно 
свободно перемещаться в пределах клеточных 
мембран и  липидных капель. Транспорт сте-
роидных молекул в водорастворимой фракции 
цитозоля и плазмы крови осуществляется спе-
циальными белками-переносчиками (альбуми-
ном, глобулином, связывающим половые гор-
моны (ГСПГ), и транскортином).

Несмотря на  то  что большая часть стеро-
идных гормонов связана в  организме с  транс-
портными белками, принято считать, что влия-
ние этих гормонов на  клетки организма зави-
сит от концентрации свободных (несвязанных) 
гормонов [Chun et  al., 2014; Rove et  al., 2014]. 
Эта концепция получила название «гипотезы 
свободных гормонов» (“free hormone hypothe-
sis”). Гипотеза свободных гормонов подверга-
лась сомнению, поскольку было показано, что 
некоторые эффекты половых стероидов могут 
быть опосредованы эндоцитозом этих гормо-
нов в связанном с белками виде [Adams, 2005; 
Hammes et al., 2005; Rosner, 2006; Willnow, Nyk-
jaer, 2006].

Можно было бы ожидать, что стероидные 
гормоны, как и  холестерин, из  которого они 
происходят, должны прочно встраиваться 
в  плазматические мембраны, однако для них 
показано свободное перемещение с одной сто-
роны липидного бислоя на другой (чего не на-
блюдается в случае холестерина), а также быс-
трая диффузия сквозь мембранные барьеры 
[Oren et al., 2004]. В переносе стероидов у рыб 
участвует ГСПГ [Bobe et al., 2010], а транскор-
тин (кортикостероид-связывающий глобулин, 
КСГ) у рыб практически не изучен.

У рыб, как и у человека, стероидные гормо-
ны выполняют множество функций, связанных 
с  эмбриональным развитием, детерминацией 
пола и  половой дифференцировкой, метабо-
лизмом (в  особенности с  обменом глюкозы 
и  минеральных веществ), иммунными реак-
циями, осморегуляцией, суточными ритмами, 
спариванием, размножением и  поведением 

в целом [Hsu et al., 2006; Tokarz et al., 2015]. От-
сутствие адекватной гормональной поддержки 
этих функций лежит в основе многих патологий 
[см. обзоры Chaby, 2016; Collomp et al., 2016].

Эффекты стероидов делят в настоящее вре-
мя на две большие группы – геномные и неге-
номные [Delville, 1991; Paul, Purdy, 1992; Olsen, 
Sapp, 1995; Wehling, 1995; Jiang et  al., 2014; 
Hammes, Davis, 2015]. В  случае работы геном-
ных механизмов, которые можно назвать клас-
сическими, гормоны регулируют транскрипцию 
генов-мишеней. Физиологические изменения 
при этом развиваются относительно медленно, 
в течение нескольких часов, и действие гормо-
нов может подавляться ингибиторами транс-
крипции и  трансляции. Негеномные эффекты 
стероидных гормонов не  связаны с  воздейст-
вием на генетический аппарат клетки, что поз-
воляет им проявляться гораздо быстрее – в те-
чение секунд или минут. При этом ингибиторы 
транскрипции и  трансляции неспособны по-
давить эти эффекты [Brann et al., 1995; Falken-
stein et al., 2000; Norman et al., 2004; Jiang et al., 
2014]. Установлено, что стероидогенез может 
протекать и  за пределами желез внутренней 
секреции, в частности, в головном мозге, коже 
и адипоцитах. Стероиды, способные оказывать 
быстрые негеномные эффекты на мозг и пове-
дение, называют нейроактивными, а те из них, 
которые синтезируются в мозге de novo, – ней-
ростероидами [Stoffel-Wagner, 2001; Dubrovsky, 
2005; Follesa et  al., 2006; Strous et  al., 2006; 
Mensah-Nyagan et  al., 2008; Viero, Dayanithi, 
2008; Carta et al., 2012; Schiller et al., 2014].

Цель представленного обзора  – обобщить 
современные данные о биосинтезе и рецепции 
стероидных гормонов, а  также изложить све-
дения об  участии кортизола в  осморегуляции 
у  представителей класса костистых рыб (Tele-
ostei).

Особенности биосинтеза стероидных 
гормонов у костистых рыб

Исследования в  области нейроэндокрино-
логии, основоположниками которой являются 
прежде всего Джеффри Харрис [Harris, 1948, 
1972], а также Нобелевские лауреаты Роже Гий-
мен [Guillemin, Rosenberg, 1955] и Эндрю Шал-
ли [Schally et al., 1971], позволили выяснить, что 
регуляция многих метаболических и  поведен-
ческих реакций осуществляется посредством 
эндокринных «осей» [Raisman, 1997]. В эти оси 

K e y w o r d s: steroid hormones; glucocorticoids; mineralocorticoids; steroidogenesis; 
osmoregulation; cortisol; aldosterone.
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входят гипоталамус, гипофиз и  периферичес-
кие эндокринные железы.

У костистых рыб биосинтез стероидных гор-
монов регулируют две оси  – «гипоталамус-ги-
пофиз-интерреналовая ткань» и «гипоталамус-
гипофиз-гонады» [Liley, Stacey, 1983; Nagaha-
ma, 1994; Liu et al., 2011; Löhr, Hammerschmidt, 
2011; Tokarz et  al., 2015; Ubuka, Parhar, 2018]. 
Стероидогенез происходит прежде всего в го-
надах и интерреналовой ткани, а также в голо-
вном мозге [Alsop, Vijayan, 2009; Diotel et  al., 
2011; Beitel et  al., 2014; Yu et  al., 2014; Petersen 
et al., 2015]. Интерреналовая железистая ткань 
рыб функционально гомологична надпочечни-
кам млекопитающих [Chai et  al., 2003; Civinini, 
Gallo, 2007]. Она состоит из тяжей и конгломе-
ратов специализированных клеток в  головной 
почке костистых рыб и  может претерпевать 
периодическую перестройку и  обновление 
структуры, что показано на  примере колюшки 
трехиглой (Gasterosteus aculeatus) [Civinini, Gal-
lo, 2007].

У  рыб, как и  у  млекопитающих, все классы 
стероидных гормонов синтезируются из  об-
щего предшественника  – холестерина [Miller, 
Auchus, 2011; Miller, 2013; Tokarz et  al., 2015]. 
Вообще, холестерин может синтезироваться 
многими животными и растениями [Tarkowská, 
Strnad, 2016], однако интересно, что насеко-
мые неспособны синтезировать холестерин de 
novo и  должны потреблять экзогенные стеро-
иды для его синтеза [Clark, Block, 1959; Huang 
et al., 2008].

Первый этап синтеза стероидов состоит 
в отщеплении боковой цепи от молекулы холес-
терина и превращении его в прегненолон. Эта 
реакция катализируется ферментом CYP11A1, 
относящимся к  суперсемейству цитохромов 
P450 [Chung et al., 1986, 1997], и является ско-
рость-лимитирующей при синтезе всех сте-
роидов [Hsu et  al., 2006], однако ее скорость 
определяется не только активностью CYP11A1, 
но  также и  скоростью доставки холестерина 
от  липидных капелек к  внутренней мембране 
митохондрий [Shen et  al., 2016]. Доступность 
холестерина для CYP11A1 зависит, в  частно-
сти, от  стероидогенного острого регуляторно-
го белка (steroidogenic acute regulatory protein, 
StAR) [Bose et al., 2008; Levi et  al., 2009; Miller, 
Bose, 2011]. StAR переносит гидрофобный хо-
лестерин через водную среду межмембранно-
го пространства митохондрий и таким образом 
влияет на скорость-лимитирующий этап стеро-
идогенеза [Nematollahi et al., 2012].

Прегненолон может иметь в  организме са-
мостоятельное значение, поскольку относится 
к  нейростероидам [Marx et  al., 2011], однако 

чаще он является интермедиатом в  синтезе 
других стероидов. Посредством ферментатив-
ных модификаций стероидного ядра, то  есть 
при добавлении/удалении функциональных 
групп, из прегненолона могут быть синтезиро-
ваны представители всех семейств стероидов 
позвоночных животных, а  именно стероиды 
прегнанового (C21‑стероиды), андростанового 
(С19‑стероиды) и  эстранового (С18‑стероиды) 
семейств [Tokarz et  al., 2013b, 2015]. Следует 
обратить внимание, что структурная класси-
фикация стероидов по  количеству углеродных 
атомов и  строению молекулы не  всегда соот-
ветствует функциональной классификации, что 
особенно отчетливо проявляется при попытках 
разграничить глюкокортикоиды и  минерало-
кортикоиды.

Сначала из  прегненолона синтезируются 
прегнановые стероиды, которые могут рассмат-
риваться как производные C21‑стероида пре-
гнана (рис.  1). Из  C21‑стероидов в  дальнейшем 
могут быть синтезированы стероиды с меньшим 
числом углеродных атомов. К прегнановым сте-
роидам относятся прогестины (гормоны яични-
ков, например, прогестерон) и  кортикостерои-
ды (гормоны коры надпочечников).

Кортикостероиды, в  свою очередь, подраз-
деляют по  функции на  глюкокортикоиды и  ми-
нералокортикоиды. Глюкокортикоиды регули-
руют главным образом углеводный и белковый 
обмен, минералокортикоиды  – водно-солевой 
обмен. Это разделение во многом условно, 
так как природные глюкокортикоиды могут об-
ладать и  некоторой минералокортикоидной 
активностью. Кроме того, у  рыб отсутствует 
альдостерон [Bern, 1967; Gilmour, 2005], явля-
ющийся основным минералокортикоидом че-
ловека и, по‑видимому, других млекопитающих 
[Müller, 1995; Schiffer et  al., 2015]. Вместо аль-
достерона минералокортикоидное действие 
у  рыб осуществляется главным образом кор-
тизолом через глюкокортикоидные рецепторы 
(GR) [Mommsen et  al., 1999; McCormick et  al., 
2008; Takahashi, Sakamoto, 2013], а роль 11‑де-
зоксикортикостерона (ДОК) как минералокор-
тикоида, которую предполагали в  некоторых 
работах [Gilmour, 2005; Sturm et al., 2005; Stolte 
et al., 2008; Bernier et al., 2009], представляет-
ся сомнительной [McCormick et al., 2008; Taka-
hashi, Sakamoto, 2013; Tokarz et al., 2015].

В гонадах 17‑гидроксипрегненолон и 17‑гид-
роксипрогестерон могут метаболизироваться 
в  половые гормоны, причем женские половые 
гормоны (C18‑стероиды) образуются из мужских 
(C19‑стероидов) с  помощью фермента арома-
тазы, ароматизирующей A-кольцо стероидной 
молекулы. Основным женским половым гор-



6

моном, или эстрогеном, как у млекопитающих, 
так и у рыб является эстрадиол. Основным ан-
дрогеном у  рыб является 11‑кетотестостерон, 
а  не  тестостерон и  5α-дигидротестостерон, 
как у млекопитающих [Mindnich et al., 2005; Hsu 
et  al., 2006]. Пути синтеза половых стероидов 
начинаются либо с  дегидроэпиандростерона 
(ДГЭА), либо с андростендиона (рис. 1).

Большая часть генов стероидогенеза кло-
нирована, а  их экспрессия изучена, однако 
степень изученности сильно варьирует в  за-
висимости от  гена, вида и  конкретных иссле-
довательских задач. Например, гены таких 
цитохромов P450 как фермента, расщепля-
ющего боковую цепь холестерина (cyp11a1), 
17α-гидроксилазы (cyp17a) и  ароматазы (cy‑
p19a1) наиболее изучены, поскольку соответ-
ствующие им белки являются тремя важными 
регуляторными участками стероидогенеза [To-
karz et al., 2015].

При сравнении пути биосинтеза стероидов 
у костистых рыб со стероидогенезом у челове-
ка [Miller, Auchus, 2011; Tokarz et al., 2015] обра-
щает на себя внимание консерватизм основной 
части этого пути, однако имеются также и раз-
личия в трех важных направлениях (табл.). Раз-
личия следующие: 1) неспособность костис-
тых рыб к  биосинтезу альдостерона, 2) синтез 
стероидов, индуцирующих созревание, (СИС) 

у  костистых рыб и  3) расхождение путей био-
синтеза андрогенов.

У  костистых рыб кортикостерон обычно яв-
ляется конечным продуктом в пути биосинтеза 
(рис.  1), тогда как у  человека этот гормон мо-
жет служить интермедиатом в  синтезе альдо-
стерона. У  млекопитающих альдостерон сти-
мулирует реабсорбцию ионов натрия и  хлора 
в  почечных канальцах, что способствует удер-
жанию воды в  организме, кроме того, этот 
гормон активирует секрецию ионов калия, 
водорода и  аммония, воздействуя на  минера-
локортикоидный рецептор (MR) [Cooke et  al., 
1988; Tokarz et  al., 2015]. Рецепторы MR были 
обнаружены у  костистых рыб, но  у  них они ак-
тивируются кортизолом [Sturm et al., 2005; Ber-
nier et al., 2009; Pippal et al., 2011]. У костистых 
рыб альдостерон до сих пор не был обнаружен 
и, по‑видимому, у них отсутствует [Bern, 1967; 
Gilmour, 2005]; не  удалось обнаружить и  фер-
мент, синтезирующий этот гормон [Jiang et al., 
1998; Baker, 2003; Gilmour, 2005; Bridgham, 
2006; Scholz, Mayer, 2008]. Вопрос о  том, ка-
кое вещество является естественным физио-
логическим лигандом рецепторов MR у  кос-
тистых рыб, пока остается нерешенным [Gil-
mour, 2005; Prunet et al., 2006; McCormick et al., 
2008; Löhr, Hammerschmidt, 2011; Baker, Katsu,  
2017].

Рис. 1. Схема биосинтеза стероидных гормонов у костистых рыб
Fig. 1. Steroid hormones biosynthesis in teleosts
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В  эволюционном плане альдостерон впер-
вые появляется у  представителей надотряда 
двоякодышащих (Dipnoi), относящихся к  над-
классу лопастеперых (Sarcopterygii) [Joss et al., 
1994; Rossier et  al., 2016; Baker, Katsu, 2017]. 
Двоякодышащие рыбы являются предками 
надкласса четвероногих (наземных) позвоноч-
ных (Tetrapoda) [Woolston, 2013].

Уникальной чертой стероидогенеза кос-
тистых рыб является биосинтез стерои-
дов, индуцирующих созревание, а  именно  
17α,20β-дигидрокси-4‑прегнен-3‑она (17,20β-P  
или DHP) и  17α,20β,21‑тригидрокси-
4‑прегнен-3‑она (20β-S) ферментом HSD20B 
из  17α-гидроксипрогестерона и  11‑дезокси-
кортизола соответственно. 17,20β-P действует 
как СИС в основном у лососеобразных, карпо-
образных, сомообразных и  атеринообразных, 
тогда как 20β-S является СИС у окунеобразных 
[Nagahama, Yamashita, 2008; Clelland, Peng, 
2009; Tokarz et al., 2015]. Эти стероиды индуци-
руют у  костистых рыб созревание яйцеклеток, 
у  человека они отсутствуют. Кроме того, ген, 
отвечающий за синтез СИС, а  именно hsd20b, 
к  настоящему времени был обнаружен лишь 
у костистых рыб.

Имеются значительные различия в  синтезе 
андрогенов у костистых рыб и человека. Лиган-
дом андрогеновых рецепторов (AR) у  костис-
тых рыб является 11‑кетотестостерон (11‑KT) 
[Kime, 1993; Borg, 1994; Lokman et al., 2002; Ols-
son et al., 2005; de Waal et al., 2008; Tokarz et al., 
2015], тогда как у человека активными андроге-
нами служат тестостерон (T), а также более ак-
тивный гормон 5α-дигидротестостерон (DHT) 
[Mooradian et  al., 1987; Luu-The, Labrie, 2010; 
Luu-The, 2013]. Это различие связано с  разли-
чием в путях биосинтеза. У костистых рыб 11‑KT 
синтезируется через 11β-гидроксиандрогены. 
Эти метаболиты не  встречаются у  человека, 
поскольку путь синтеза андрогенов человека 
в  основном задействует реакции восстановле-
ния в положениях 5α и 3α [Miller, Auchus, 2011]. 

Кроме того, у  рыб и  человека различаются ха-
рактер экспрессии и  субстратные предпочте-
ния ферментов этого пути. Например, 17β-гид
роксистероиддегидрогеназа 3‑го типа у  чело-
века экспрессируется почти исключительно 
в  яичках [Moeller, Adamski, 2009], тогда как ее 
ортолог у  данио-рерио экспрессируется бо-
лее широко [Mindnich et  al., 2005]. Было пока-
зано, что in  vitro оба фермента катализируют 
превращение андростендиона в  тестостерон 
и  11‑кетоандростендиона в  11‑кетотестосте-
рон, хотя последняя реакция не  наблюдается 
у человека in vivo. Напротив, фермент HSD17B3 
рыбки данио-рерио не  способен превращать 
андростерон в  андростандиол, то  есть не  осу-
ществляет реакцию, которая осуществляется 
человеческим HSD17B3 [Mindnich et  al., 2005]. 
Такое существенное различие в  области био-
химии андрогенов у костистых рыб и человека, 
как использование 11‑KT вместо T и DHT, может 
быть подвергнуто сомнению, поскольку в плаз-
ме крови черного толстоголова (Pimephales 
promelas) был обнаружен DHT, который обладал 
андрогенной активностью [Margiotta-Casaluci, 
Sumpter, 2011; Margiotta-Casaluci et  al., 2013]. 
Поскольку DHT был обнаружен только у вышеу-
помянутого вида рыб, то его роль у этого вида, 
а также в целом у костистых рыб требует даль-
нейшего изучения [Martyniuk et al., 2013].

У  самцов рыб, проявляющих родительское 
поведение, происходит снижение уровня 11‑KT 
в  плазме крови, когда период ухаживания за 
самкой сменяется стадией заботы о потомстве. 
Это характерно, например, для акантохроми-
са полиакантуса (Acanthochromis polyacanthus) 
[Pankhurst et al., 1999], северной рыбы-мичма-
на (Porichthys notatus) [Knapp et al., 1999] и ко-
люшки трехиглой (Gasterosteus aculeatus) [Páll 
et al., 2002]. Интересно, что эта закономерность 
(снижение уровня андрогенов при переходе 
к  заботе о  потомству) наблюдается и  у  других 
позвоночных  – у  птиц [Van Duyse et  al., 2000] 
и  у  человека [Gettler et  al., 2011]. Предполага-

Различия в биосинтезе стероидных гормонов у костистых рыб и человека
Differences in steroid hormones biosynthesis between teleosts and human

Костистые рыбы
Teleosts

Человек
Human

Кортикостероиды
Corticosteroids

Альдостерон отсутствует
Aldosterone is missing

Альдостерон имеется
Aldosterone is present

Стероиды, индуцирующие созревание 
(СИС)
Maturation inducing steroids (MIS) 

Имеются
Present

Отсутствуют
Missing

Андрогены
Androgens

11‑Кетотестостерон
11‑Ketotestosterone

Тестостерон,
5α-дигидротестостерон
Testosterone,
5α-dihydrotestosterone
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ется, что снижение склонности к  риску после 
рождения потомства является выгодной эво-
люционной стратегией [Stein et al., 2016].

Известно, что надкласс лучеперых рыб 
Actinopterygii (куда включается класс костис-
тых, Teleostei) претерпел полногеномную дуп-
ликацию, которой не  было у  наземных позво-
ночных [Taylor et  al., 2003; Meyer, Van de Peer, 
2005; Tokarz et  al., 2015]. Дуплицированные 
гены могут иметь различную судьбу, например, 
их экспрессия может подавляться мутация-
ми, они могут подвергаться неофункционали-
зации, приобретая новые полезные функции, 
а  также может наблюдаться сосуществова-
ние пары генов при дивергенции их регуляции 
и  экспрессии [Hughes, 1994; Conant, Wolfe, 
2008; Glasauer, Neuhauss, 2014]. Что касается 
генов стероидогенеза у  костистых рыб, то  не-
возможно сказать о  какой‑то  общей судьбе 
дуплицированных копий этих генов. Например, 
у рыбки данио-рерио многие дуплицированные 
гены были потеряны или их экспрессия ока-
залась подавленной [Busby et  al., 2010; Tokarz 
et  al., 2013b], тогда как у других видов (напри-
мер, у  Carassius auratus, Oncorhynchus mykiss, 
Fugu rubripes) имеются множественные функ-
циональные копии [Maglich, 2003; Pittman et al., 
2013; Zhang et  al., 2014]. Предполагается, что 
приобретение дифференциальной регуляции 
и экспрессии дуплицированных генов в зависи-
мости от типа ткани и стадии развития является 
общей характеристикой генов стероидогенеза 
у костистых рыб [Tokarz et al., 2015].

Рецепторы стероидных гормонов 
у костистых рыб

У рыб, как и у других позвоночных животных, 
рецепторы стероидных гормонов подразде-
ляются на  два типа: «классические» ядерные 
и мембранные, обусловливающие негеномные 
эффекты [Hammes, Levin, 2007; Thomas, 2012]. 
Для ядерных рецепторов многих видов костис-
тых рыб хорошо изучены характер экспрессии 
и  особенности связывания лигандов [Tokarz 
et  al., 2015]. Как и  в  случае генов ферментов 
стероидогенеза, у  многих костистых рыб на-
блюдается дупликация генов ядерных рецепто-
ров стероидов. Кроме того, некоторые ядерные 
рецепторы имеют сплайс-варианты, что допол-
нительно усложняет и  номенклатуру этих бел-
ков, и исследование их физиологической роли.

Выделяют пять типов ядерных рецепторов 
стероидных гормонов: прогестероновые (PR), 
глюкокортикоидные (GR), минералокортикоид-
ные (MR), эстрогеновые (ER) и  андрогеновые 
(AR).

Большой интерес представляет вопрос 
о кортикостероидной рецепции у рыб, посколь-
ку в этой области имеются существенные раз-
личия в гормональной регуляции рыб и млеко-
питающих.

У  млекопитающих стероидные гормоны 
коры надпочечников делятся на  два класса  – 
глюкокортикоиды и  минералокортикоиды, 
причем каждый из классов имеет собственные 
рецепторы [Ducouret, 1995]. Исследования 
кортикостероидов у  рыб показали, что у  этих 
животных глюкокортикоид кортизол обладает 
как глюко-, так и  минералокортикоидной 
активностью [Bern, Madsen, 1992; Sturm et  al., 
2005]. Так, этот гормон является ключевым 
фактором адаптации к  морской воде [Pickford 
et  al., 1970; Foskett et  al., 1983] и  регулирует 
работу хлоридных клеток (ионоцитов) при 
адаптации к пресной воде [Flik, Perry, 1989; Lau-
rent, Perry, 1990].

У млекопитающих кортизол тоже связывает-
ся как с GR, так и с MR и способен индуцировать 
транскрипционную активность через рецепто-
ры обоих типов. Кроме того, MR обычно имеют 
в  10 раз более высокое сродство к  кортизолу, 
чем GR; по  этой причине данные рецепторы 
изначально обозначали как GR типа I и  типа II 
соответственно [Krozowski, Funder, 1983; Reul 
et al., 2000]. Помимо кортизола MR могут акти-
вироваться также минералокортикоидом аль-
достероном. Однако, поскольку уровень корти-
зола в  плазме крови значительно (в  100–1000 
раз) выше, чем уровень альдостерона [Farman, 
1999], предполагается, что в нормальных усло-
виях MR должны быть постоянно заняты корти-
золом. Специфическая реакция на  альдосте-
рон может осуществляться лишь некоторыми 
клетками, которые обладают механизмами, 
ограничивающими доступ кортизола к  рецеп-
торам. Например, в  некоторых клетках MR ко-
локализованы с  ферментом 11β-гидроксистер
оиддегидрогеназой типа 2 (HSD112b), которая 
селективно инактивирует кортизол и кортикос-
терон, но  не  альдостерон [Funder et  al., 1988]. 
Существуют и  другие механизмы инактивации 
кортизола [Cooke et al., 1988; Fuller et al., 2012]. 
Предполагается, что в  тканях, в  которых MR 
присутствуют без подобных механизмов, они 
действуют как высокоаффинные рецепторы 
кортизола [Greenwood et al., 2003; Tokarz et al., 
2013a].

Роль кортизола в осморегуляции 
у костистых рыб

Считается, что все представители класса 
костистых рыб являются осмо- и  ионорегуля-
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торами, то  есть они способны поддерживать 
отличие ионного состава и  осмолярности вне-
клеточных жидкостей организма от  ионного 
состава и осмолярности среды. Осмолярность 
плазмы крови костистых рыб поддерживает-
ся на  уровне одной трети от  таковой морской 
воды [McCormick, 2001]. У  осмо- и  ионокон-
формеров, к  которым относятся морские мик-
сины, целакантообразные и  хрящевые рыбы, 
ионный состав и/или осмолярность плазмы 
крови близки к  таковой морской воды [Judd, 
2012; Moyes, Schulte, 2014].

Большинство (95 %) видов костистых рыб 
относятся к  стеногалинным, т.  е. способным 
жить либо в пресной воде, либо в морской, тог-
да как остальные виды являются эвригалин-
ными и  имеют возможность адаптироваться 
к большим изменениям солености [McCormick, 
2001; Tokarz et  al., 2015]. К  эвригалинным ви-
дам относятся рыбы, населяющие устья рек, 
например, представители отряда карпозубооб-
разные (Cyprinodontiformes), или мигрирующие 
между пресной и соленой водой в ходе своего 
естественного жизненного цикла, например, 
атлантический лосось и проходные виды осет-
ровых.

В  морской воде жабры костистых рыб ак-
тивно экскретируют ионы, что необходимо для 
компенсации притока ионов из  гипертоничес-

кой среды и  связано со  значительными энер-
гетическими затратами. Пресноводные рыбы, 
напротив, поглощают соли из  менее осмоляр-
ной водной среды. В  обоих случаях большое 
количество энергии тратится на  активное пе-
ремещение ионов, прежде всего на работу Na+/
K+-АТФазы [De Renzis, Bornancin, 1984].

Функциональная Na+/K+-АТФаза состоит 
из двух основных субъединиц – α и β, которые 
нековалентно связаны в αβ-гетеродимер, у на-
земных позвоночных этот комплекс дополня-
ется γ-субъединицей [Richards, 2003; Geering, 
2008; Rossier et  al., 2015]. γ-Субъединица 
(FXYD2) появилась на геохронологической шка-
ле одновременно с альдостероном (рис. 2), ко-
торый регулирует экспрессию Na+/K+-АТФазы 
в  почках наземных позвоночных [Rossier et  al., 
2015]. В  жабрах микижи были открыты три 
различные изоформы α1‑субъединицы  – α1a, 
α1b и α1c [Richards, 2003; Madsen et al., 2009]. 
Дальнейшие исследования показали, что экс-
прессия изоформы α1a необходима для адап-
тации к морской воде, а изоформы α1b – к пре-
сной [Bystriansky et  al., 2007; Tipsmark et  al., 
2011; Judd, 2012].

При акклимации к  пресной воде кортизол 
повышает экспрессию пресноводной изофор-
мы Na+/K+-АТФазы (NKAa1a) [Bernier et  al., 
2009], что приводит к увеличению поглощения 

Рис.  2. Возникновение компонентов альдостероновой регуляции на  геохронологи-
ческой шкале [по: Rossier et al., 2015, в модификации]
Fig.  2. Emergence of  components of  the  aldosterone regulation in  geological time after 
[Rossier et al., 2015, with modifications]
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ионов натрия [Kumai et al., 2012]. При акклима-
ции к  морской воде происходит усиление экс-
креции ионов натрия и хлора эпителием жабр; 
этот эффект обеспечивается совместным 
действием кортизола, соматотропина и  инсу-
линоподобного фактора роста I [McCormick, 
2001]. Обнаружено, что при этом кортизол ин-
дуцирует экспрессию морской изоформы Na+/
K+-АТФазы (NKAa1b) [Bernier et al., 2009]. В ки-
шечнике кортизол индуцирует поглощение 
соли и воды [Veillette et al., 1995].

Минералокортикоидная функция кортизола 
у рыб была обнаружена более 20 лет назад. Так, 
у эвригалинных видов, адаптирующихся к мор-
ской воде, кортизол повышает активность Na+/
K+-АТФазы, а также Na+/K+/Cl‒-котранспортера 
(NKCC) в  жабрах [Wood, Marshall, 1994]. Учас-
тие кортизола и  глюкокортикоидных рецепто-
ров в  осморегуляции подтвердилось исследо-
ваниями, демонстрирующими, что антагонист 
глюкокортикоидных рецепторов мифепристон 
(RU486) подавляет адаптацию рыб к  измене-
нию солености воды [Veillette et  al., 1995]. Эти 
результаты не  отменяли факта глюкокортико-
идного действия кортизола, в  частности, его 
роли в  адаптациях к  стрессовым воздейст-
виям, что позволило Томасу Моммсену с  со-
авторами утверждать, что кортизол выполняет 
у  рыб и  глюкокортикоидные, и  минералокор-
тикоидные функции [Mommsen et  al., 1999]. 
В  дальнейшем Стивеном МакКормиком было 
установлено, что роль кортизола в  осморегу-
ляции является двойственной, поскольку у  эв-
ригалинных видов он участвует в  адаптации 
как к соленой, так и к пресной воде. Специфи-
ческую адаптацию в  этих случаях обеспечи-
вают другие гормоны, а  именно гормон роста 
и пролактин, эффекты которых антагонистичны 
[McCormick, 2001]. Примерно в  это время на-
чинается цикл работ, пытающихся обосновать, 
что физиологическим лигандом MR у  костис-
тых рыб может являться 11‑дезоксикортико-
стерон (ДОК) [Gilmour, 2005; Sturm et al., 2005; 
Prunet et  al., 2006; Stolte et  al., 2008; Bernier 
et  al., 2009]. Однако эксперименты in  vivo по-
казали, что как ДОК, так и MR в осморегуляции 
рыб играют минимальную роль [McCormick 
et al., 2008; Takahashi, Sakamoto, 2013]. Вопрос 
о потенциальном лиганде рецептора MR у кос-
тистых рыб, а  также о  необходимости сущест-
вования такого лиганда не  решен до сих пор 
[Takahashi, Sakamoto, 2013; Tokarz et al., 2015; 
Baker, Katsu, 2017]. Показано, что экспрессия 
MR рыб значительно выше в мозге, чем в орга-
нах, участвующих в осморегуляции [Greenwood 
et  al., 2003; Sturm et  al., 2005; Arterbery et  al., 
2010]. Высказано предположение, что ре-

цепторы MR у  рыб могут быть связаны с  ре-
гуляцией поведения [Takahashi, Sakamoto,  
2013].

В  целом можно отметить, что механизмы, 
посредством которых кортизол воздействует 
на различные аспекты осморегуляции, сложны 
и, вероятно, зависят от вида рыб и от экологи-
ческих условий [McCormick, 2001; Prunet et al., 
2006; Kumai et al., 2012]. Стероидная регуляция 
водно-электролитного обмена осуществляется 
у костистых рыб кортизолом и GR, а не MR и его 
предположительным лигандом ДОК [Tokarz 
et al., 2015; Baker, Katsu, 2017].

Заключение

Приведенный обзор свидетельствует о том, 
что в разделе эндокринологии рыб, посвящен-
ном изучению стероидных гормонов, накопле-
но большое количество сведений как о  самих 
гормонах и  их функциях, так и  о  генах и  фер-
ментах, необходимых для биосинтеза этих со-
единений. Стероиды регулируют у  позвоноч-
ных многие биологические процессы, среди 
которых эмбриональное развитие, половая 
дифференцировка, размножение, метаболизм, 
циркадные ритмы, иммунные и стрессовые ре-
акции. Возможность регуляции водно-солевого 
обмена стероидными гормонами при измене-
нии солености в значительной мере определя-
ет адаптацию рыб и к другим факторам среды, 
например, к  изменению температуры, гипок-
сии и воздействию поллютантов.

Помимо теоретического интереса изуче-
ние биохимии и  физиологии стероидной ре-
гуляции у  рыб имеет и  большое практическое 
значение. Так, известно, что костистые рыбы, 
находясь в природных или искусственных усло-
виях, довольно чувствительны к  веществам, 
нарушающим эндокринные функции (endocrine 
disrupting compounds, EDC). Воздействие 
на организм рыб поллютантов стероидной при-
роды, содержащихся в  сточных водах, может 
приводить к  различным эндокринным нару-
шениям, в  частности, к  феминизации мужских 
особей или маскулинизации женских [Björk-
blom et al., 2009]. Особенно важно, что, будучи 
объектом промысла, рыбы потребляются чело-
веком, а  это может привести к  расстройствам 
эндокринной системы уже у человека [Vos et al., 
2000; Liu et al., 2017]. Кроме того, изучение эн-
докринных нарушений у  модельных видов рыб 
(например, Danio rerio, Gasterosteus aculeatus) 
помогает получить сведения о влиянии поллю-
тантов на развитие патологий в организме че-
ловека. Все это делает исследования по эндо-
кринологии рыб особенно актуальными.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 581.1.

ВЛИЯНИЕ НИЗКОЙ ТЕМПЕРАТУРЫ И КАДМИЯ НА 
ИНТЕНСИВНОСТЬ ФОТОДЫХАНИЯ ПРОРОСТКОВ ПШЕНИЦЫ

Е. С .  Холопцева, В.  В.  Таланова
Институт биологии Карельского научного центра РАН, ФИЦ КарНЦ РАН, Петрозаводск, Россия

Изучалось раздельное и совместное действие низкой закаливающей температу-
ры (4 °С) и сульфата кадмия (100 мкМ) на интенсивность видимого фотодыхания 
листьев проростков озимой пшеницы (Triticum aestivum L.). Установлено, что тем-
пература 4 °С уже в начальный период действия (1–5  ч) вызывает значительное 
снижение устьичной проводимости и содержания СО2 в межклетниках, сохраняю-
щееся в течение 7 сут опыта. Интенсивность фотодыхания в первые 1–5  ч холо-
дового воздействия резко уменьшалась, однако затем из‑за низкой концентрации 
СО2 постепенно увеличивалась и через 4–7 сут превысила исходный уровень. В от-
личие от этого кадмий в первые часы воздействия практически не влиял на усть-
ичную проводимость и концентрацию СО2 в межклетниках, а через 4–7 сут приво-
дил к небольшому снижению данных показателей. Интенсивность фотодыхания 
после незначительного ослабления в первые часы его воздействия возвратилась 
на исходный уровень. Совместное действие температуры 4 °С и кадмия приводи-
ло в первые сутки к уменьшению устьичной проводимости, содержания СО2 в меж-
клетниках и интенсивности фотодыхания, в дальнейшем первые два показателя 
оставались на пониженном уровне, а интенсивность фотодыхания возвратилась 
к исходному значению. Сделан вывод о том, что поддержание повышенного уровня 
фотодыхания в листьях пшеницы под влиянием низкой температуры на фоне сни-
жения устьичной проводимости и содержания СО2 в межклетниках может способст-
вовать защите клеток от развивающегося в этих условиях окислительного стресса.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Triticum aestivum L.; низкая температура; кадмий; фотодыха-
ние; устьичная проводимость.

E.  S.  Kholoptseva, V.  V.  Talanova. THE EFFECT OF LOW TEMPERATURE 
AND CADMIUM ON THE PHOTORESPIRATION RATE OF WHEAT SEEDLINGS

The effects of separate and combined exposure to a low hardening temperature (4 °C) 
and cadmium sulfate (100 μM) on the visible photorespiration rate in the leaves of winter 
wheat seedlings (Triticum aestivum L.) were investigated. It was found that the tempera-
ture of 4 °C causes a significant decrease in stomatal conductance and CO2 content in 
leaf intercellulars already in the initial period of the treatment (1–5 h). This effect persists 
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Введение

В листьях растений одновременно с процес-
сом фотосинтеза на свету происходит фотоды-
хание – поглощение кислорода и выделение уг-
лекислого газа. Начальный этап фотодыхания 
(гликолатного цикла) связан с оксигеназной 
функцией ключевого фермента фотосинтеза  – 
рибулозобисфосфаткарбоксилазы/оксигеназы 
(РУБИСКО) и проходит в хлоропластах, а по-
следующие метаболические процессы  – в пе-
роксисомах и митохондриях [Кузнецов, Дмит-
риева, 2011; Hagemann, Baule, 2016, 2017]. Как 
установлено, скорость фотодыхания у С3‑рас-
тений может быть довольно значительной, 
особенно при сильном освещении и высокой 
температуре [Hagemann, Baule, 2016]. Пока-
зано также, что фотодыхание усиливается при 
ограничении доступа СО2 в лист при действии 
на растения различных стрессовых факторов 
[Рябушкина, 2010; Стасик, 2014].

В последние годы появился ряд работ, сви-
детельствующих о том, что фотодыхание участ-
вует в реакциях растений на действие небла-
гоприятных факторов внешней среды разной 
природы (водный дефицит, высокие темпе-
ратуры, засоление, низкие температуры, тя-
желые металлы) [Kangasjärvi et  al., 2012; Voss 
et  al., 2013; Стасик, 2014; Hodges et  al., 2016; 
Szymańska et  al., 2017]. К настоящему време-
ни наиболее изучено влияние на фотодыхание 
высоких температур [D’Ambrosio et  al., 2006] 
и водного дефицита [Voss et  al., 2013; Стасик, 
2014; Silva, 2015]. В частности, установлено, 
что интенсивность фотодыхания возрастает 
при снижении концентрации углекислого газа 
в листьях яровой пшеницы по мере закрывания 
устьиц в условиях умеренной засухи, но умень-
шается при жесткой засухе [Стасик, 2014]. Что 

касается воздействия на фотодыхание расте-
ний других абиотических факторов, в том чис-
ле низких температур и тяжелых металлов, то 
имеющиеся по этому вопросу сведения еди-
ничны и противоречивы [Voss et al., 2013].

Учитывая вышеизложенное, целью данной 
работы явилось изучение влияния низкой тем-
пературы (физический фактор) и кадмия (хи-
мический фактор), а также их совместного дей-
ствия на интенсивность фотодыхания пророст-
ков пшеницы.

Материалы и методы

Опыты проводили с проростками озимой 
пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Москов-
ская 39, выращенными в рулонах фильтро-
вальной бумаги на питательном растворе с 
добавлением микроэлементов в камере искус-
ственного климата при температуре воздуха 
22 °С, его относительной влажности 60–70 %, 
освещенности 10 клк, фотопериоде 14  ч. По 
достижении недельного возраста проростки 
в течение 7 суток подвергали действию низ-
кой закаливающей температуры (4 °С)  или 
сульфата кадмия (100  мкМ), а также их сов-
местному действию, сохраняя прочие условия  
неизменными.

Устьичную проводимость, cодержание СО2 
в межклетниках и интенсивность фотодыхания 
изучали с помощью портативной фотосинте-
тической системы HCM-1000 (Walz, Германия). 
Интенсивность видимого фотодыхания рассчи-
тывали как разность между максимальным вы-
ходом СО2 в течение 3  мин после выключения 
света и темновым дыханием (по установивше-
муся уровню СО2 через 5–7  мин после выклю-
чения света) [Балаур и др., 2009, 2013]. Изме-
рения проводили в климатической камере при 

for 7 days of the experiment. The rate of photorespiration sharply decreased in the first 
1–5 hours of cold exposure. But then, it gradually increased due to a low CO2 concentra-
tion and exceeded the initial level after 4–7 days. In contrast, cadmium had virtually no 
effect on stomatal conductance and CO2 concentration in the intercellular spaces in the 
first hours of exposure, and after 4–7 days it led to a slight decrease in these indices. At 
the same time, after a small decline in the first hours of exposure the rate of photorespira-
tion returned to the initial level. The combined impact of 4 °C temperature and cadmium 
led to a decrease in stomatal conductance, CO2 content in the intercellular spaces, and 
the rate of photorespiration on the first day. After that, the first two indicators remained 
at a reduced level, whereas the photorespiration rate returned to its original value. It was 
concluded that by maintaining an elevated level of photorespiration in the leaves under 
the impact of low temperature simultaneously with a decrease in stomatal conductance 
and CO2 content in intercellular spaces wheat plants protect their cells from the oxidative 
stress developing under these conditions.

K e y w o r d s: Triticum aestivum L.; low temperature; cadmium; photorespiration; stoma-
tal conductance.
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температурах, соответствующих вариантам 
опыта (4 или 22 °С).

Повторность в пределах одного вариан-
та опыта 5‑кратная. Каждый опыт повторяли 
3 раза. На рисунках приведены средние ариф-
метические значения и их стандартные ошиб-
ки. В статье обсуждаются величины, достовер-
ные при р ≤ 0,05.

Исследования выполнены с использовани-
ем научного оборудования Центра коллектив-
ного пользования Федерального исследова-
тельского центра «Карельский научный центр 
Российской академии наук».

Результаты

В ходе исследований установлено, что при 
температуре 4 °С в течение первых суток воз-
действия происходит значительное снижение 
устьичной проводимости листьев пшеницы (до 
50 % от исходного уровня), которое сохраняет-
ся до конца опыта (рис. 1). Кадмий в концентра-
ции 100 мкМ в обычных температурных услови-
ях (при 22 °С) не вызывал изменения устьичной 
проводимости в первые сутки опыта, затем она 
снижалась и через 4–7 сут составляла около 
70 % от исходного уровня (рис. 1). Совместное 

Рис.  1. Раздельное и  совместное действие температуры 4 °С  и  кадмия (100  мкМ) 
на устьичную проводимость листьев пшеницы
Fig. 1. Separate and combined effect of temperature 4 °C and cadmium (100 uM) on sto-
matal conductance of wheat leaves

Рис.  2. Раздельное и  совместное действие температуры 4 °С  и  кадмия (100  мкМ) 
на содержание СО2 в межклетниках листьев пшеницы
Fig. 2. Separate and combined effect of temperature 4 °C and cadmium (100 uM) on the in-
tercellular CO2 content in wheat leaves
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действие температуры 4 °С и кадмия в первые 
сутки снижало устьичную проводимость и ста-
билизировало ее в дальнейшем (2–7 сут) на 
уровне, характерном для низкотемпературного 
воздействия (рис. 1).

В первые сутки действия температуры 4 °С 
также отмечено уменьшение содержания СО2 
в межклетниках листьев пшеницы (примерно 
до 60 % от исходного значения), которое и в 
дальнейшем (2–7 сут) оставалось на понижен-
ном уровне (рис. 2). В отличие от этого в пер-
вые сутки действия кадмия не происходило до-
стоверного изменения содержания СО2, затем 
оно снижалось до 80 % от исходного уровня 
(рис. 2). При совместном действии низкой тем-
пературы и кадмия этот показатель резко сни-
жался в первые двое суток, в дальнейшем (че-
рез 3–7 сут) отмечена тенденция к его увеличе-
нию, однако достигнутый уровень не превышал 
исходного значения (рис. 2).

В начальный период (1–5 ч) холодового воз-
действия происходило резкое снижение интен-
сивности фотодыхания (до 50 % от исходного 
уровня). В дальнейшем, в течение 1–3 сут тем-
пература 4 °С вызывала ее повышение и стаби-
лизацию (через 4–7 сут) на уровне, превыша-
ющем исходное значение (рис.  3). Воздейст-
вие кадмия в первые 5  ч вызывало небольшое 
снижение интенсивности фотодыхания, однако 
затем она возвратилась на исходный уровень 
и практически не изменялась в дальнейшем 
на протяжении всего опыта (в течение 7 сут). 

Совместное действие этих стресс-факторов 
снижало интенсивность фотодыхания в первые 
сутки, однако начиная с третьих суток происхо-
дило ее повышение до исходного уровня.

Обсуждение

В настоящее время активацию фотодыхания 
считают одной из ответных реакций растения 
на действие неблагоприятных факторов среды, 
связанных с защитой фотосинтетического ап-
парата (ФСА) от фотоингибирования [Kangas-
järvi et al., 2012; Voss et al., 2013; Стасик, 2014; 
Hodges et al., 2016; Szymańska et al., 2017].

В наших исследованиях выявлен характер 
изменения устьичной проводимости, содер-
жания СО2 в межклетниках листьев и интен-
сивности видимого фотодыхания у проростков 
пшеницы при действии низкой закаливающей 
температуры (4 °С), кадмия в субповрежда-
ющей концентрации (100  мкл), а также при их 
совместном действии. Установлено, что в на-
чальный период действия температуры 4 °С 
происходит значительное снижение всех ука-
занных показателей. В дальнейшем устьичная 
проводимость и содержание СО2 остаются на 
пониженном уровне, а фотодыхание постепен-
но повышается.

Обнаруженное нами резкое снижение усть-
ичной проводимости в первые часы действия 
холода, приводящее к уменьшению концент-
рации СО2 в межклетниках листьев, вызвано, 

Рис. 3. Раздельное и совместное действие температуры 4 °С и кадмия (100 мкМ) на интенсив-
ность фотодыхания листьев пшеницы
Fig. 3. Separate and combined effect of temperature 4 °C and cadmium (100 uM) on the intensity of 
wheat leaves photorespiration
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очевидно, быстрым закрыванием устьиц [Wilkin-
son et al., 2001]. Ингибирование фотодыхания в 
этом случае может быть связано с замедлени-
ем фотосинтетического метаболизма в целом 
[Caemmere, Farquhar, 1981; Kangasjärvi et  al., 
2012]. В пользу этого указывают наши дан-
ные о значительном снижении интенсивнос-
ти фотосинтеза проростков пшеницы в пер-
вые 1–5  ч действия температуры 4 °С [Венжик 
и др., 2011]. Следовательно, фотодыхание при 
кратковременном действии холода, по‑види-
мому, не может выполнять защитную функцию, 
поскольку его интенсивность, как и интенсив-
ность фотосинтетического газообмена в целом, 
слишком низкая. Отметим, что сходные изме-
нения устьичной проводимости, содержания 
СО2 в межклетниках, интенсивности фотосин-
теза и фотодыхания зафиксированы у холодо-
стойких растений свеклы при кратковременном 
(2  ч) действии температуры 5 °С [D’Ambrosio 
et al., 2006]. Причем и у пшеницы [Венжик и др., 
2011], и у свеклы [D’Ambrosio et al., 2006] обна-
ружено увеличение нефотохимического туше-
ния флуоресценции хлорофилла, что связывают 
с тепловой диссипацией избыточной энергии 
света, которую считают одним из механизмов 
защиты фотосистемы II (ФС II) от фотоингиби-
рования и окислительного стресса [Креслав-
ский и др., 2012; Theocharis et al., 2012].

При более длительном (несколько суток) хо-
лодовом воздействии на фоне низкой концент-
рации углекислого газа в межклетниках проис-
ходит повышение интенсивности фотодыхания 
проростков пшеницы. Поскольку СО2 и О2 конку-
рируют между собой за присоединение к актив-
ному центру Рубиско [Кузнецов, Дмитриева, 
2011], уменьшение содержания СО2 в межклет-
никах при низкой температуре приводит к сни-
жению его поступления в хлоропласт, что спо-
собствует присоединению к ферменту кислоро-
да и, соответственно, активации фотодыхания. 
В этом случае усиление фотодыхания, по‑ви-
димому, выступает как дополнительная защита 
клетки от избыточного образования активных 
форм кислорода (АФК). Как известно, ингиби-
рование работы цикла Кальвина в неблагопри-
ятных условиях приводит к снижению фотосин-
тетического транспорта электронов, образова-
нию АФК и развитию окислительного стресса, 
а фотодыхание регулирует окислительно-вос-
становительный баланс, поскольку мощности 
цикла Кальвина недостаточно, чтобы исполь-
зовать все восстановительные эквиваленты 
(АТФ и НАДФ•Н), образовавшиеся в световую 
фазу фотосинтеза [Креславский и  др., 2012]. 
Потребление энергии при фотодыхании пре-
дотвращает гипервосстановление хлоропласта 

и препятствует фотоингибированию процесса 
фотосинтеза [Рахманкулова, 2009].

Таким образом, усиление фотодыхания про-
ростков пшеницы при длительном действии 
низкой закаливающей температуры, по‑види-
мому, наряду с другими биохимическими, ге-
нетическими и физиологическими системами 
регуляции обеспечивает дополнительную за-
щиту ФСА от окислительного стресса.

Влияние сульфата кадмия в используемой 
концентрации (100  мкМ) на фотодыхание про-
ростков пшеницы оказалось слабовыражен-
ным. В частности, в первые сутки его действия 
не зафиксировано изменений устьичной про-
водимости и содержания СО2 в межклетниках 
листа. Это объясняется очень низкой концен-
трацией кадмия в листьях проростков пшени-
цы в первые часы воздействия [Репкина и др., 
2015], что связано со способностью злаковых 
растений задерживать большую его часть в 
корневой системе [Казнина, Титов, 2013]. Од-
нако через 1 сут от начала воздействия проис-
ходит значительное поступление ионов кадмия 
в листья, а с увеличением продолжительности 
воздействия до 2–7 сут его содержание про-
должает нарастать [Репкина и др., 2015]. В ре-
зультате этого токсическое действие кадмия на 
растения проявляется на 3–7‑е сутки: снижает-
ся устьичная проводимость и несколько умень-
шается содержание СО2 в межклетниках листа. 
Однако изменения устьичной проводимости и 
содержания СО2 оказались менее значитель-
ными, чем при низкотемпературном воздейст-
вии, что слабо отразилось и на фотодыхании.

Ранее было показано, что при длительном 
действии кадмия в вышеуказанной концентра-
ции происходит снижение интенсивности фо-
тосинтеза проростков пшеницы [Венжик и др., 
2015а]. Однако в этом случае кадмий не вызы-
вал накопления АФК и окислительного стресса, 
поскольку ни в начальный период его действия 
(1–24 ч), ни при более длительном воздействии 
не зафиксировано существенных изменений в 
содержании малонового диальдегида – конеч-
ного продукта перекисного окисления липидов 
[Репкина и др., 2015]. Видимо, с этим связано и 
отсутствие значительных изменений интенсив-
ности фотодыхания.

При совместном действии низкой темпера-
туры и кадмия на проростки пшеницы фотоды-
хание снижается в первые сутки, так же как и 
при низкотемпературном воздействии, а затем 
возвращается на исходный уровень. Вероят-
но, в этом случае происходит нивелирование 
эффектов воздействия этих стрессоров, как 
было показано в других работах [Streb et  al., 
2008; Гармаш, Головко, 2009; Венжик и  др., 
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2015б], поскольку низкая температура и кад-
мий в разной степени влияют на интенсивность 
фотосинтеза и темнового дыхания [Титов и др., 
2007, 2014; Венжик и  др., 2015а, б]. Возмож-
но, что взаимодействие этих стресс-факторов 
приводит к меньшему накоплению АФК, чем 
низкая температура, поэтому не происходит 
значительной активизации фотодыхания.

В целом проведенные исследования позво-
ляют предположить, что фотодыхание прини-
мает участие в поддержании активности ФСА 
растений пшеницы в условиях действия низкой 
закаливающей температуры и кадмия. Так, под 
влиянием низкой температуры усиление фото-
дыхания, вероятно, направлено на защиту ФСА 
от проявления окислительного стресса. В отли-
чие от этого кадмий в субповреждающей кон-
центрации не вызывает существенных измене-
ний фотодыхания, а при совместном действии 
низкой температуры и кадмия не происходит 
суммирования их эффектов на фотодыхание 
проростков пшеницы.

Заключение

Проведенные исследования показали, что 
при раздельном и совместном действии низкой 
температуры и кадмия в растениях пшеницы 
происходят изменения в устьичной проводи-
мости и содержании СО2 в межклетниках лис-
та, что, в свою очередь, приводит к изменению 
интенсивности фотодыхания. Под влиянием 
длительного воздействия низкой температуры 
происходит активизация фотодыхания, а при 
действии кадмия, так же как и при совместном 
действии низкой температуры и кадмия, явно-
го усиления фотодыхания не отмечено. Таким 
образом, можно предположить, что процесс 
фотодыхания принимает участие в регуляции 
окислительно-восстановительных реакций и 
защите клеток от накопления АФК и развития 
окислительного стресса в условиях низкотем-
пературного воздействия.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального бюд‑
жета на выполнение государственного задания 
ИБ КарНЦ РАН по теме № 0221‑2017‑0051.
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ЖИРНОКИСЛОТНЫЙ СОСТАВ ЛИПИДОВ МУЖСКИХ СОЦВЕТИЙ 
BETULA PENDULA ROTH В ПЕРИОД ВЕСЕННЕГО РАЗВИТИЯ

О. С . С еребрякова, Л.  В.  Ветчинникова
Институт леса КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Показано, что смена фенологической фазы развития Betula pendula Roth в весен-
ний период сопровождается значительными изменениями в жирнокислотном со-
ставе отдельных фракций липидов в мужских соцветиях. Так, в начальную фазу их 
цветения (освобождение от наружного покрова), когда наблюдается возврат низ-
ких положительных или отрицательных температур, сумма ненасыщенных жирных 
кислот преобладает над насыщенными во всех фракциях, и особенно в мембран-
ных липидах, где ненасыщенные превышают насыщенные вдвое. По мере накоп-
ления положительных температур, к фазе разрыхления тычиночных соцветий, на-
оборот, происходит накопление насыщенных жирных кислот в запасных (нейтраль-
ных) липидах (до 70 % и выше от суммы жирных кислот) и в гликолипидах (до 50 % 
и выше от суммы жирных кислот). При этом в фосфолипидах отмечено устойчивое 
соотношение между жирными кислотами в  сторону ненасыщенных, и  в  большей 
степени – линолевой кислоты (до 65 % и выше от суммы жирных кислот) независи-
мо от фазы развития мужских соцветий. Установлено, что в гликолипидах у бере-
зы повислой преобладает линоленовая кислота (до 50 % от суммы жирных кислот 
и  выше). Высказано предположение, что в  весенний период в  липидном обмене 
мужских соцветий у березы повислой реализуются две взаимосвязанные страте-
гии, направленные, с  одной стороны, на  успешное прохождение этапа цветения 
и формирование фертильной пыльцы, а с другой – на предохранение мужского га-
метофита от воздействия возвратных весенних заморозков, которые часто наблю-
даются в конце апреля – начале мая в границах ее ареала.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Betula pendula Roth; мужские соцветия; погодно-климати-
ческие условия; нейтральные липиды; гликолипиды; фосфолипиды; жирные кисло-
ты.

O.  S.  Serebryakova, L.  V.  Vetchinnikova. LIPID FATTY ACID 
COMPOSITION IN MALE INFLORESCENCES OF BETULA PENDULA ROTH 
IN SPRING

It is demonstrated that the phenological phase transition in Betula pendula Roth in spring 
is accompanied by substantial changes in the fatty acid composition of some lipid frac-
tions in male inflorescences. Thus, at the beginning of their flowering (shedding of outer 
cover), when low positive or negative temperatures returned, total unsaturated fatty acids 
(FA) prevailed over saturated FA in all lipid fractions, especially in membrane lipids, where 
the content of unsaturated fatty acids was double that of saturated FA. As positive tem-
peratures piled up and the plant was in the phase of staminate inflorescence loosening, 
there was, on the contrary, an accumulation of saturated fatty acids in storage (neutral) 
lipids (up to 70 % of total fatty acids or more) and glycolipids (up to 50 % of total fatty ac-
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Введение

Ответственным этапом в  развитии расти-
тельного организма является переход от  ве-
гетативного роста к  формированию генера-
тивной сферы, от  которой во многом зависит 
устойчивость видов во времени, их выживание, 
поддержание численности, сохранение и  рас-
ширение ареалов [Юсуфов, 1972]. Береза, как 
известно, относится к однодомным раздельно-
полым анемофильным древесным породам. 
В  генеративную фазу она вступает примерно 
к  8–10  годам. Вместе с  тем на  этапе генера-
тивного развития наблюдается неравномерное 
плодоношение: высокоурожайные годы чере-
дуются с годами средне- и слабоурожайными. 
Кроме того, у  березы широко распростране-
но явление партенокарпии, которое приводит 
к  образованию «пустых» семян и  значитель-
ному снижению урожая. Даже в  год обильно-
го плодоношения количество «пустых» семян 
у  березы может варьировать от  10 до 97 %, 
в  среднем около 60 % [Махнев, 1978; Каледа, 
1982; Некрасова, 1983; Погиба, Погиба, 2006]. 
К  возможным причинам таких событий одни 
авторы относят недостаток пыльцы в  воздухе 
вследствие, например, несовпадения сроков 
рецептивного состояния женских цветков с пы-
лением мужских [Sarvas, 1952; Каледа, 1984 
и  др.], другие  – снижение жизнеспособности 
пыльцы под действием неблагоприятных по-
годных условий в  период цветения [Мауринь, 
1967; Каледа, 1984; Третьякова, Носкова, 2004; 
Николаевская и др., 2009 и др.].

Основным лимитирующим фактором, опре-
деляющим развитие генеративных органов 
в весенний период, является температура, по-
скольку раскрытие мужских соцветий у  бере-
зы происходит до начала распускания листьев 
весной или одновременно с  их распусканием. 
Раскрытие пыльников обычно носит волнооб-
разный характер: вылет единичных пыльцевых 
зерен происходит при накоплении суммы эф-
фективных температур, составляющей не  ме-
нее 3 % от среднегодовой суммы, а максималь-

ное пыление – при достижении 5–6 % [Фроло-
ва, 1956; Некрасова, 1983; Каледа, 1984; Rousi, 
Heinonen, 2007; Niemistö et  al., 2008; Hawkins, 
Dhar, 2012; Пардаева и  др., 2017]. Продолжи-
тельность рецептивного периода у  женских 
цветков березы, когда рыльца пестиков спо-
собны воспринимать пыльцу, составляет око-
ло 5–7 дней. При неблагоприятных для опыле-
ния погодных условиях оплодотворение будет 
ограниченным, а качество урожая семян – низ-
ким.

Как известно, в процессе формирования ге-
неративных органов происходят значительные 
изменения в обмене веществ, которые активно 
изучаются на травянистых и плодовых растени-
ях [Schaffer, Petreikov, 1997; Bonome et al., 2011; 
Famiani et  al., 2012 и  др.]. У  ряда лиственных 
древесных растений, в  отличие от  большинст-
ва из них, цветение происходит до начала рас-
пускания листьев (или одновременно с их рас-
пусканием), и  их физиолого-биохимические 
особенности до сих пор остаются слабоизу-
ченными. В  частности, практически открыты-
ми являются вопросы липидного обмена, хотя 
именно липиды, будучи важнейшим элементом 
клеточных мембран, во многом определяют их 
реакцию на  воздействие внешних факторов 
среды [Войников, 2011; Любушкина и др., 2013; 
Лось, 2014; Романова и др., 2016 и др.], в том 
числе и в период цветения. Некоторые особен-
ности жирнокислотного состава липидов жен-
ских сережек березы изучены нами ранее [Вет-
чинникова и др., 2013].

Учитывая вышеизложенное, целью данной 
работы было изучение динамики содержания 
и  жирнокислотного состава разных фракций 
липидов в  мужских соцветиях Betula pendula 
Roth в  разные фазы их весеннего развития 
в условиях Карелии.

Материалы и методы

Основными объектами изучения были сред-
невозрастные 30–40‑летние деревья березы 
повислой Betula pendula Roth, произрастаю-

ids or more). In phospholipids, on the other hand, the ratio of fatty acids was steadily in fa-
vor of unsaturated FA, chiefly linoleic acid (up to 65 % of total fatty acids or more), irre-
spective of the phase of male inflorescence development. Glycolipids in silver birch were 
dominated by linolenic acid (50 % of total fatty acids and more). It is hypothesized that 
two interrelated strategies are realized in the lipid metabolism of silver birch male inflores-
cence in spring, targeted at successful progress through the flowering phase and forma-
tion of fertile pollen, on the one hand, and at safeguarding the male hametophyte against 
spring frosts, which often return in the species range in late April – early May, on the other.

K e y w o r d s: Betula pendula Roth; male inflorescences; weather and  climatic condi-
tions; neutral lipids; glycolipids; phospholipids; fatty acids.
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щие на экспериментальных участках Института 
леса Карельского научного центра РАН, рас-
положенных на  Агробиологической станции 
Карельского научного центра РАН на  окраине 
г. Петрозаводска (61°79ʹ с. ш., 34°35ʹ в. д.). Ма-
териалом для исследований служили мужские 
соцветия (сережки), сбор которых осуществля-
ли индивидуально с модельных деревьев в со-
ответствии с  фазами их весеннего развития: 
I  фаза  – освобождение от  наружного покрова, 
II фаза  – разрыхление, III фаза  – вскрывание 
пыльников [Кайгородова, 1975; Каледа, 1984], 
которые в  последнее десятилетие в  Карелии 
наблюдались в 1‑й декаде мая. В дальнейшем 
отцветшие мужские (тычиночные) соцветия 
подсыхают и, как правило, спустя 1–2 недели 
(в  зависимости от  погодных условий) опада-
ют, изредка оставаясь на дереве до осени или 
дольше. Заметим, что в год проведения иссле-
дований (2009), в  отличие, например, от  пре-
дыдущего (2008), в условиях Карелии цветение 
у  березы повислой было довольно обильным, 
а  доля морфологически зрелой (потенциально 
фертильной) пыльцы составляла 87 %.

Экстракцию липидов из  тканей соцветий 
осуществляли смесью хлороформа и метанола 
в соотношении 2:1. Суммарное количество ли-
пидов определяли весовым методом, а разде-
ление на фракции – методом колоночной хрома-
тографии. Фракции липидов (с  использовани-
ем пипеток Пастера длиной 145 мм) извлекали 
последовательно следующими растворителя-
ми: нейтральные липиды (НЛ) – хлороформом, 
гликолипиды (ГЛ)  – ацетоном, фосфолипиды 
(ФЛ)  – метанолом [Simola, Koskimies-Soininen, 
1984]. Метиловые эфиры жирных кислот по-
лучали в  результате переэтерификации липи-
дов метанолом в  присутствии ацетилхлорида 
и  анализировали на  газожидкостном хрома-
тографе «Хроматэк-Кристалл 5000.1» (Йошкар-

Ола, Россия) с  использованием капиллярной 
колонки HP-INNOWAX (50 м × 0,32 мм) при тем-
пературах: термостата  – 180 °С  (изотерма), 
пламенно-ионизационного детектора – 240 °С, 
испарителя  – 220 °С  и  скорости газа-носите-
ля (азот) 50  мл/мин. Идентификацию жирных 
кислот осуществляли с  помощью стандартно-
го набора метиловых эфиров жирных кислот 
(Supelko, 37 компонентов), сопоставлением 
эквивалентной длины цепи экспериментально 
полученных компонентов с  известными дан-
ными [Сиймер и  др., 1971], а  также библиоте-
кой масс-спектров FAME library. Вычисляли со-
держание индивидуальных жирных кислот и их 
групп, объединенных по числу двойных связей 
в углеродной цепочке: моноеновые, диеновые, 
триеновые. Коэффициент ненасыщенности 
(U/S) (или отношение ненасыщенных жирных 
кислот (U) к насыщенным (S)) и индекс двойной 
связи, или Double bond index (DBI), рассчиты-
вали по  формулам, предложенным Лайонсом 
и др. [Lyons et al., 1964].

Математическую обработку данных осу-
ществляли с помощью общепринятых методов 
статистики с использованием пакета программ 
Microsoft Excel. В  таблицах и  рисунках приве-
дены средние арифметические значения трех 
и более независимых экспериментов и их стан-
дартные ошибки.

Исследования выполнены на  научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
Федерального исследовательского центра «Ка-
рельский научный центр Российской академии 
наук».

Результаты и обсуждение

Согласно полученным данным, концент-
рация липидов в  мужских соцветиях березы 
повислой варьировала от  32,8 до 110,6  мг/г 

Таблица 1. Содержание разных фракций липидов (мг/г сухого вещества) в  мужских соцветиях березы 
повислой в весенний период развития
Table 1. Content of different fractions of lipids (mg/g dry matter) in male inflorescences of the Betula pendula Roth 
in the spring period of development

Фаза весеннего развития 
мужских соцветий

Spring development phase of
male inflorescences

Длина мужского 
соцветия (мм)

Male inflorescence length 
(mm) 

Фракции липидов
Fraction of lipids

НЛ
NL

ФЛ
PL

ГЛ
GL

I – освобождение от наружного покрова
I – release from the outer cover 23,2 ± 2,1 59,7 ± 2,4 32,8 ± 1,3 55,3 ± 3,0

II – разрыхление
II – loosening of male earrings 35,2 ± 2,6 84,4 ± 2,1 44,1 ± 2,6 80,9 ± 1,8

III – вскрывание пыльников
III – opening of anthers 41,7 ± 2,8 110,6 ± 3,4 48,8 ± 2,0 63,1 ± 2,3

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3: НЛ – нейтральные липиды; ФЛ – фосфолипиды; ГЛ – гликолипиды.
Note. Here and in Tab. 2 and 3: NL – neutral lipids; PL – phospholipids; GL – glycolipids.
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сухого вещества в  зависимости от  фазы раз-
вития растений в  весенний период и  их лока-
лизации: мембранные (фосфо-, гликолипиды) 
или запасные (нейтральные) (табл.  1). В  част-
ности, к  началу подготовки цветения в  фазу 
освобождения от  наружного покрова концент-
рация суммарных липидов в мужских соцвети-
ях была наименьшей и  по  средним значениям 
вдвое уступала женским соцветиям в период их 
рецептивного состояния [Ветчинникова и  др., 
2013], но  была выше по  сравнению с  тканями 
ствола [Piispanen, Saranpää, 2002]. В  дальней-
шем количество липидов увеличилось во всех 
фракциях, и  наиболее заметно  – в  нейтраль-
ных (в 2 раза). Следует отметить, что в период 
подготовки к  цветению мужские соцветия за 
счет их разрыхления увеличились в длину почти 
вдвое (см. табл. 1). По всей вероятности, гене-
ративные органы в  этот период выступали до-
минирующим центром, аттрагирующее дейст-
вие которого резко возрастало в  процессе их 
весеннего развития. Одновременно с притоком 
ассимилятов происходило и их использование, 
о чем свидетельствовало, к примеру, снижение 
концентрации гликолипидов в  мужских соцве-
тиях к фазе вскрывания пыльников. Количество 
фосфолипидов было вдвое меньше по сравне-
нию с нейтральными липидами, но по значени-
ям они также проявили тенденцию к  увеличе-
нию по мере весеннего развития растений.

Сопоставление полученных данных свиде-
тельствует, что в  период подготовки мужских 
соцветий к  цветению (фаза освобождения 
от наружного покрова), т. е. в период наиболее 
низких положительных (или отрицательных) 
температур воздуха в  весенний период, во 
всех фракциях липидов ненасыщенные жир-
ные кислоты преобладали над насыщенными 
(рис. 1, фаза I). Наиболее ярко это проявилось 

во фракции фосфо- и гликолипидов, в которых 
доля ненасыщенных жирных кислот состави-
ла более 60 % и почти вдвое превышала сумму 
насыщенных (см. рис. 1, б, в, фаза I). Согласно 
утверждениям ряда авторов [Алаудинова, Ми-
ронов, 2009; Алаудинова, 2011], возврат низких 
температур в  весенний период может вызвать 
изменение жирнокислотного состава липидов, 
влекущее за собой физическое изменение со-
стояния гидрофобного мембранного матрикса. 
В связи с этим можно предположить, что нако-
пление ненасыщенных жирных кислот в  тычи-
ночных соцветиях свидетельствует о  включе-
нии биохимических механизмов их адаптации 
к  изменениям погодных условий, наблюдае-
мым в ранневесенний период.

В  дальнейшем, по  мере накопления суммы 
положительных температур, жирнокислотный 
состав тычиночных соцветий березы повислой 
значительно изменился, и  к  их разрыхлению 
(II фаза развития) во фракции нейтральных ли-
пидов доля насыщенных жирных кислот возрос-
ла в 1,7 раза и составила более 70 %, а ненасы-
щенных – уменьшилась почти вдвое (см. рис. 1, 
а, фаза II и  III). Отличительной особенностью 
фосфолипидов явилась устойчивость в соотно-
шении жирных кислот в сторону ненасыщенных, 
несмотря на некоторое повышение доли насы-
щенных жирных кислот ко времени вскрывания 
пыльников (см. рис. 1, б, фаза II и III). В гликоли-
пидах наблюдалось относительное выравнива-
ние доли ненасыщенных и насыщенных жирных 
кислот с  преобладанием последних не  более 
чем на 10 % (см. рис. 1, в, фаза II и III). По зна-
чениям эти данные соответствуют жирнокис-
лотному составу липидов в  женских сережках, 
зафиксированному в  период от  рецептивного 
периода развития цветков до их оплодотворе-
ния [Ветчинникова и др., 2013].

Рис.  1. Динамика содержания насыщенных и  ненасыщенных жирных кислот в  нейтральных (а), фосфо- (б) 
и гликолипидах (в) мужских соцветий березы повислой в весенний период развития. Здесь и на рис. 2, 3 – 
фазы развития мужских соцветий: I – освобождение от наружного покрова, II – разрыхление, III – вскрывание 
пыльников
Fig. 1. Dynamics of the content of saturated and unsaturated fatty acids in neutral (а), phospholipids (б) and glyco-
lipids (в) of male inflorescences of  the Betula pendula Roth inflorescences during their spring development. Here 
and on Fig. 2, 3 – phases of male inflorescences development: I – release from the outer cover, II – loosening, III – 
opening of anthers
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Во всех фракциях липидов среди насыщен-
ных жирных кислот основной была пальмитино-
вая кислота (С16:0) (табл. 2). В весенний период 
она устойчиво накапливалась в  фосфолипи-
дах (около 30 % от  суммы жирных кислот) не-
зависимо от  фазы развития соцветий. В  гли-
ко- и  особенно в  нейтральных липидах состав 
насыщенных жирных кислот был разнообраз-
нее: кроме пальмитиновой кислоты более 30 % 
в  сумме составили стеариновая (С18:0), арахи-
новая (С20:0) и бегеновая (С22:0) жирные кислоты 
(см. табл. 2). Причем к началу вскрывания пыль-
ников в  липидах мужских соцветий доля паль-
митиновой кислоты увеличилась в нейтральных 
липидах вдвое и достигла 40 % от суммы жир-
ных кислот, а  в  гликолипидах  – в  1,5 раза, что 
составило 30 % от суммы жирных кислот. Сле-
дует также отметить существенное увеличение 
в этот период доли бегеновой жирной кислоты 
в  нейтральных и  гликолипидах (15,3 и  11,8 % 
от  суммы жирных кислот соответственно), 
тогда как в  фосфолипидах она не  превышала 
3,5 %.

Показано, что к  моменту цветения березы 
повислой в  мужских соцветиях значительно 
снизилось соотношение U/S. Так, во фрак-
ции гликолипидов его значения уменьшились 
вдвое, а в нейтральных липидах даже в  3 раза 
(табл. 3). По всей вероятности, пыльцевые зер-
на, сформировавшиеся в  мужских соцветиях 
ко времени их разрыхления, имеют низкую фи-
зиологическую активность, а  мембраны нахо-
дятся в состоянии геля и практически не функ-
ционируют [Лось, 2005]. В дальнейшем, после 
попадания пыльцы на  рыльце пестика насы-
щенные жирные кислоты выполняют субстрат-

ную и/или энергетическую роль, обеспечивая 
рост пыльцевой трубки и  микрогаметогенез, 
который у березы происходит после опыления 
[Некрасова, 1983]. Активизация метаболичес-
ких процессов может усиливаться и  в  связи 
с  развитием зиготы [Shivanna, 1979; Heslop-
Harrison, 1982].

В  фосфолипидах тычиночных соцветий так-
же наблюдали снижение U/S, но  оно носило 
слабовыраженный характер, и  в  результате 
ненасыщенные жирные кислоты сохранили 
доминирующие позиции (см. табл. 3). Обнару-
женная устойчивость в накоплении ненасыщен-
ных жирных кислот, вероятно, способствовала 
поддержанию физиологического состояния 
мужского гаметофита в  течение длительно-
го периода, поскольку тычиночные цветки, как 
правило, формируются раньше пестичных, 

Таблица 2. Доля насыщенных жирных кислот по фракциям липидов в мужских соцветиях березы повислой, 
в % от их суммы (средние данные)
Table 2. Proportion of saturated fatty acids in the fractions of lipids in the male inflorescences of the Betula pendula 
Roth (in % of their amount) (average data)

Жирные
кислоты

Fatty
acids

Фаза развития мужских соцветий
Phase of male inflorescences development

освобождение от наружного покрова
release from the outer cover

разрыхление и вскрывание пыльников
loosening and opening of anthers

Фракции липидов
Fraction of lipids

НЛ
NL

ФЛ
PL

ГЛ
GL

НЛ
NL

ФЛ
PL

ГЛ
GL

Пальмитиновая С16:0
Palmitic С16:0

21,3 ± 1,6 28,5 ± 1,9 20,2 ± 1,2 39,8 ± 1,3 32,3 ± 0,9 29,2 ± 1,6

Стеариновая С18:0
Stearic С18:0

7,2 ± 0,8 1,9 ± 0,1 4,5 ± 0,4 4,0 ± 0,2 2,7 ± 0,2 3,9 ± 0,4

Арахиновая С20:0
Arachidic С20:0

11,0 ± 0,9 1,2 ± 0,2 5,5 ± 0,5 13,5 ± 0,4 1,0 ± 0,1 9,4 ± 0,9

Бегеновая С22:0
Behenic С22:0

5,1 ± 0,7 1,3 ± 0,2 6,5 ± 0,5 15,3 ± 0,6 3,5 ± 0,1 11,8 ± 1,0

Таблица 3. Коэффициент ненасыщенности (U/S) 
и  индекс двойной связи (DBI) отдельных фракций 
липидов в мужских соцветиях березы повислой
Table 3. Unsaturation coefficient (U/S) and  double 
bond index (DBI) of  individual lipid fractions in  male 
inflorescences of the Betula pendula Roth

Фаза развития  
мужских соцветий

Phase of male 
inflorescences development

U/S DBI

НЛ
NL

ФЛ
FL

ГЛ
GL

НЛ
NL

ФЛ
FL

ГЛ
GL

I – освобождение 
от наружного покрова
I – release from the outer 
cover

1,2 2,0 1,7 1,2 1,6 1,5

II – разрыхление
II – loosening 0,4 1,5 0,8 0,6 1,3 1,0

III – вскрывание пыльников
III – opening of anthers 0,4 1,5 0,9 0,5 1,3 1,1
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а  от  момента опыления до оплодотворения 
у  березы, как и  у  многих других представите-
лей сем. Betulaceae, проходит около месяца 
[Некрасова, 1983]. Наряду с  этим в  весенний 
период (с  фазы освобождения мужских соц-
ветий от  наружного покрова до вскрывания 
пыльников) отмечено существенное умень-
шение значений U/S и  DBI (см. табл.  3), что, 
по  всей вероятности, обусловлено заметным 
повышением среднесуточных температур  
воздуха.

Согласно полученным данным, в  весен-
ний период в  разных фракциях липидов муж-
ских соцветий заметные различия выявлены 
в  соотношении моно-, ди- и  триеновых жир-
ных кислот (рис.  2). В  частности, в  нейтраль-
ных и  фосфолипидах устойчиво преоблада-
ли диеновые жирные кислоты (от  55 до 65 % 
от  суммы жирных кислот соответственно) 
и  триеновые (от  26 до 32 % от  суммы жирных 
кислот соответственно) независимо от  фазы 
весеннего развития мужских соцветий. Во 
фракции гликолипидов, напротив, зафикси-
ровали преимущественное накопление три-
еновых (от  40 до 50 % от  суммы жирных кис-
лот) и диеновых (от 35 до 40 % от суммы жир-
ных кислот). Моноеновые жирные кислоты 
(в  основном олеиновая) присутствовали во 
всех фракциях липидов на всех этапах развития 
мужских соцветий, но  их доля в  нейтральных 
и  гликолипидах составила от  11 до 19 % 
(от суммы жирных кислот), а в фосфолипидах – 
не  более 5 %. По  всей вероятности, такое 
относительно устойчивое соотношение 
отдельных групп ненасыщенных жирных 
кислот может свидетельствовать о сохранении 
физиологической роли липидов в поддержании 
гомеостаза клеток и  тканей мужских соцветий 
в период их весеннего развития.

Ненасыщенные жирные кислоты в  липидах 
мужских соцветий содержали преимущест-
венно 18 атомов в  углеродной цепочке и  раз-
личались по  количеству и  положению двойных 

связей. Так, во фракции нейтральных и фосфо-
липидов преобладала линолевая кислота (60 % 
и  более от  суммы жирных кислот), которая, 
кроме того, имела тенденцию к  повышению 
в период от начала цветения мужских соцветий 
ко  времени высыпания пыльцы из  пыльников 
(II и III фазы), что особенно ярко было выраже-
но во фракции фосфолипидов (рис.  3, а). От-
личительной особенностью гликолипидов яви-
лось высокое содержание линоленовой жирной 
кислоты (до 50 % и  выше) (рис.  3, б), которая, 
по  всей вероятности, не  только предохраняет 
клетки мембран от  холодового повреждения, 
но  и  является необходимым компонентом фо-
тосинтетического аппарата. Она способствует 
уменьшению вязкости липидного бислоя тила-
коидной мембраны, способствуя возрастанию 
скорости электронного транспорта в  хлоро-
пластах [Тихонов, 1999]. Более того, у  березы 
из‑за отсутствия листьев в  период цветения 
в  оптимизации фотосинтетической деятель-
ности участвуют хлоропласты, содержащиеся 
в мужских соцветиях и придающие им зеленую 
окраску.

Различия, обнаруженные в содержании оле-
иновой кислоты (С18:1) в  отдельных фракциях 
липидов, по  всей вероятности, обусловлены 
также функциональным состоянием мембран 
[Лось, 2005], поскольку данная кислота явля-
ется субстратом для синтеза ди- и  триеновых 
(линолевой и  линоленовой) жирных кислот. 
Преобладание олеиновой кислоты во фракции 
гликолипидов (см. рис.  3, б) неслучайно, по-
скольку ее образование у растений происходит 
в строме хлоропластов [Лось, 2014]. Снижение 
вдвое доли олеиновой кислоты в гликолипидах 
к  моменту освобождения пыльников свиде-
тельствует о  повышении активности ацил-ли-
пидной ω3 десатуразы, определяющей введе-
ние в углеводородную цепь жирных кислот тре-
тьей двойной связи, которое сопровождается 
увеличением линоленовой кислоты более чем 
на 10 % (см. рис. 3, б).

Рис. 2. Соотношение моно-, ди- и триеновых жирных кислот (в % от суммы жирных кислот) в нейтральных (а), 
фосфо- (б) и гликолипидах (в) мужских соцветий березы повислой в период их весеннего развития
Fig. 2. Ratio of mono-, di- and trienoic fatty acids (% of total fatty acids) in neutral (а), phospholipids (б) and glycolip-
ids (в) of male inflorescences of the Betula pendula Roth with powdered acid during their spring development 



36

Согласно результатам проведенных иссле-
дований, выявлена важная и незаменимая роль 
липидов в  процессе развития мужских соцве-
тий березы повислой в  весенний период. При 
этом показано, что липиды в них используются 
не  только как важные структурные элементы 
и  энергетический ресурс для формирования 
мужского гаметофита, но  и  для его защиты 
от  воздействия неблагоприятных погодных 
условий в весенний период.

Заключение

Сравнительный анализ динамики содер-
жания и  жирнокислотного состава разных 
фракций липидов в  мужских соцветиях бере-
зы повислой Betula pendula Roth показал, что 
в  начальную фазу их цветения (освобождения 
от  наружного покрова) сумма ненасыщенных 
жирных кислот вдвое превышает насыщенные, 
особенно во фракциях глико- и  фосфолипи-
дов, что свидетельствует о включении первич-
ных биохимических механизмов адаптации 
тычиночных соцветий к  возврату низких по-
ложительных или отрицательных температур 
в  весенний период. В  процессе дальнейшего 
развития мужских соцветий насыщенные жир-
ные кислоты, накапливаемые преимуществен-
но во фракции нейтральных липидов (более 
70 % от  суммы жирных кислот), по‑видимому, 
выполняют субстратную и/или энергетическую 
роль, обеспечивая жизнеспособность пыльце-

вых зерен в период их свободного существова-
ния до момента попадания на  рыльце пестика 
женских цветков. Устойчивое преобладание 
диеновых жирных кислот в фосфолипидах (око-
ло 65 % от  суммы жирных кислот) позволяет 
сохранить текучесть мембран мужского гаме-
тофита на  его физиологически необходимом 
уровне до начала оплодотворения. Отличи-
тельной особенностью гликолипидов мужских 
соцветий, содержащих хлоропласты, является 
повышенное содержание линоленовой кисло-
ты (до 50 % от  суммы жирных кислот и  выше), 
которая, по  всей вероятности, является необ-
ходимым компонентом в  оптимизации слабо-
выраженной фотосинтетической деятельности 
в  период цветения березы, происходящего до 
начала процесса формирования фотосинтези-
рующей ткани листовой пластинки или одно-
временно с  ним. Не  исключено также, что со-
держание липидов и их жирнокислотный состав 
могут влиять на  скорость опадения мужских 
соцветий после цветения. Так, в  отдельные 
годы, вероятно, в случае недостатка энергети-
ческих запасов на  формирование отделяюще-
го слоя, мужские сережки не  опадают, а  толь-
ко засыхают, оставаясь на  деревьях до осени, 
а иногда и дольше.

На  основании полученных результатов 
можно предположить, что в  липидном обмене 
стратегия развития мужских соцветий березы 
повислой Betula pendula Roth в весенний пери-
од направлена, с одной стороны, на успешное 

Рис. 3. Соотношение олеиновой (С18:1), линолевой (С18:2) и линоленовой (С18:3) жирных кислот (в % от суммы 
жирных кислот) в фосфо- (а) и гликолипидах (б) мужских соцветий березы повислой в разные фазы их весен-
него развития
Fig. 3. Ratio of oleic (С18:1), linoleic (С18:2) and linolenic (С18:3) fatty acids (% of total fatty acids) in phospholipids (а) 
and glycolipids (б) of male inflorescences of the Betula pendula Roth in different phases of their spring development
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прохождение этапа цветения и  формирование 
фертильной пыльцы, а  с  другой  – на  предо-
хранение мужского гаметофита от  воздейст-
вия возвратных весенних заморозков, которые 
часто наблюдаются в  конце апреля  – начале 
мая как в Карелии, так и на других территориях 
в границах ее ареала. Проведенные исследова-
ния позволили установить роль липидов в осу-
ществлении данной стратегии.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из  средств федерального 
бюджета на  выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (0220‑2017‑0003).
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ВЛИЯНИЕ ВЫСОКИХ ТЕМПЕРАТУР НА НЕКОТОРЫЕ 
ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ И СОДЕРЖАНИЕ 
мРНК ГЕНОВ HSP70, BiP, IRE1 В ЛИСТЬЯХ ПШЕНИЦЫ

И. А . Н илова, А.  Ф.  Титов, Л.  В.  Топчиева
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Исследовали влияние высоких температур на рост листьев, их оводненность, теп-
лоустойчивость клеток листьев и  содержание мРНК генов HSP70, BiP, IRE1 у  не-
дельных проростков озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Московская 39. 
Установлено, что температура 33 °С не вызывает существенных изменений в рос-
товых процессах листьев, приводит к  небольшому повышению теплоустойчивос-
ти и не влияет на оводненность тканей листа, т. е. действует на растения условно 
как «мягкий» стресс. Температура 37 °С приводила к большему торможению рос-
та листьев и  более быстрому повышению теплоустойчивости растений, но  также 
не влияла на оводненность тканей листа, т. е. действовала как «средний» стресс. 
Воздействие температуры 43 °С  вызывало «жесткий» стресс, который приводил 
к  полной остановке роста листьев, снижению оводненности тканей листа и  теп-
лоустойчивости, а через 3 сут – к гибели растений. При действии всех изученных 
температур – 33, 37 и 43 °С – в клетках листьев проростков зафиксированы опреде-
ленные изменения уровня транскриптов генов HSP70, BiP, IRE1, кодирующие бел-
ки, которые участвуют в упаковке белковых молекул. Причем характер изменения 
содержания мРНК генов BiP и IRE1 зависел от абсолютного значения используемой 
в эксперименте температуры. Изучение динамики содержания транскриптов генов 
BiP и  IRE1, рассматриваемых в качестве маркеров стресса эндоплазматического 
ретикулума (ЭР-стресса), показало, что при 33 °С их уровень снижается и, следо-
вательно, развитие ЭР-стресса не  происходит. Усиление интенсивности высоко-
температурного воздействия до 37 °С, напротив, приводило к накоплению транс-
криптов этих генов, видимо, отражая начальное развитие ЭР-стресса. Температура 
43 °С, очевидно, также вызывала развитие ЭР-стресса, и при этом первоначально 
тоже наблюдалось накопление транскриптов гена BiP, но из‑за отсутствия неотъ-
емлемого компонента IRE1 система контроля качества белка в этом случае, по‑ви-
димому, не могла работать полноценно. Исходя из полученных данных сделан вы-
вод, что изменение содержания мРНК генов HSP70, BiP и IRE1 играет важную роль 
в развитии теплоустойчивости растений пшеницы и защите клеток от ЭР-стресса, 
обусловленного действием высоких температур.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: высокие температуры; Triticum aestivum L.; теплоустойчи-
вость; оводненность; накопление транскриптов генов HSP70, BIP, IRE1.

I.  A.  Nilova, A.  F.  Titov, L.  V.  Topchieva. THE INFLUENCE OF HIGH 
TEMPERATURES ON SOME PHYSIOLOGICAL INDICES AND THE CONTENT 
OF HSP70, BiP, IRE1 GENES mRNA IN WHEAT LEAVES

The effect of high temperatures on the growth of leaves, their water content, heat toleran-
ce and dynamics of HSP70, BiP, IRE1 genes transcription was investigated in 7‑day-old 
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Введение

Действие высоких температур, так же как 
и других абиотических стресс-факторов, может 
вызывать в  клетках растений накопление не-
правильно синтезированных белков, или бел-
ков с неправильной пространственной упаков-
кой [Tyedmers et  al., 2010; Fanata et  al., 2013]. 
В этом случае выживание и жизнедеятельность 
растений во многом будет зависеть от эффек-
тивности работы системы контроля качества 
белка. Важнейшими ее компонентами являют-
ся шапероны и  некоторые другие белки цито-
золя и  эндоплазматического ретикулума (ЭР). 
К наиболее значимым представителям шаперо-
нов относят группу белков теплового шока (heat 
shock proteins – HSP). В частности, в эту группу 
входят цитоплазматический белок HSP70 и бе-
лок ЭР – BiP. Связываясь с полипептидами, они 
обеспечивают их стабилизацию, способствуют 
правильной укладке и предотвращают их агре-
гацию. В условиях стресса, когда в клетках про-
исходит активация синтеза стрессовых белков, 
может происходить сбой в работе так называе-
мой «фолдинговой машины» и накопление в по-
лости ЭР несвернутых правильным образом 
белков, т.  е. белков, не  способных выполнять 
свои функции. Это состояние характеризуется 
как стресс эндоплазматического ретикулума 
(ЭР-стресс). О  развитии ЭР-стресса свиде-

тельствует повышение активности фермента 
IRE1 (inositol-requiring enzyme 1) [Pu, Bassham, 
2013], который участвует в процессе альтерна-
тивного сплайсинга мРНК bZIP60. В результате 
синтезируется активный bZIP60, который вмес-
те с  другими ТФ (bZIP17 и  bZIP28) запускает 
синтез различных белков-шаперонов [Liu et al., 
2007a, b; Mittler et  al., 2012; Wan, Jiang, 2016]. 
Успешная реализация процессов, направлен-
ных на защиту клеток растений от ЭР-стресса, 
может играть значительную роль в  формиро-
вании устойчивости растений и, по‑видимому, 
зависит от напряженности действующего фак-
тора (т.  е. от  абсолютного значения темпера-
туры, действующей на  растения, и  продолжи-
тельности ее действия). Ранее мы показали, 
что характер изменения теплоустойчивости 
растений пшеницы и ее уровень, достигаемый 
в  ответ на  высокотемпературные воздействия 
разной интенсивности, существенно разли-
чаются между собой [Нилова, Титов, 2014]. Ее 
стабильно высокий уровень позволяет рас-
тениям противостоять негативным эффектам 
прогрева при температурах 33 и  37 °С, кото-
рые относятся для пшеницы к  закаливающим 
(субповреждающим) температурам. Снижение 
устойчивости растений после продолжитель-
ного действия температуры 43 °С, которая яв-
ляется повреждающей для данного объекта, гу-
бительно для них, так как чаще всего приводит 

seedlings of winter wheat (Triticum aestivum L.) variety Moskowskaya 39. It was found 
that a temperature of 33 °C causes a slight inhibition of leaf growth and some increase 
in the heat tolerance of their cells, but does not affect the water content of the leaf tissues, 
i. e. acts as a “mild” stress for the plants. The temperature of 37 °C led to a greater inhibi-
tion of leaf growth and a faster increase in the heat resistance of the plants, but did not 
affect the water content of leaf tissues either, i. e. acted as a “moderate” stress. Exposure 
to the temperature of 43 °С caused “severe” stress, which terminated leaf growth alto-
gether, reduced the water content of  leaf tissues and heat tolerance, and after 3 days 
resulted in the plant death. All the treatments (exposures to 33, 37 and 43 °C tempera-
tures) led to changes in the transcription of the genes HSP70, BiP, IRE1, which encode 
the proteins involved in the folding of protein molecules, in the leaves of the seedlings. 
The nature of the change in the BiP and IRE1 mRNA levels depended on the absolute val-
ues of the temperatures used in the experiment. The analysis of changes in the transcrip-
tion levels of the BiP and IRE1 genes, which are considered to be markers of endoplasmic 
reticulum stress (ER stress), has demonstrated that their transcription at 33 °С declined, 
proving the  absence of  ER stress. Intensification of  the  high-temperature exposure 
to 37 °C, on the contrary, leads to an accumulation of transcripts of these genes, obvi-
ously reflecting the onset of ER-stress. The temperature of 43 °С apparently also caused 
the development of ER-stress, since in this case the accumulation of BiP gene transcripts 
was initially observed, but the absence of an integral component of IRE1 probably pre-
vented the protein quality control system from functioning properly. Based on the data ob-
tained, it was concluded that changes in the content of HSP70, BiP and IRE1 mRNA play 
an important role in the development of the heat resistance of wheat plants and the pro-
tection of cells from ER stress in response to high temperatures.

K e y w o r d s: high temperature; Triticum aestivum L.; heat tolerance; water content; ac-
cumulation of HSP70, BiP, IRE1 gene transcript.
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в итоге к их гибели. Весьма вероятно, что в этих 
случаях эффективность работы системы конт-
роля качества белков в клетках, судить о кото-
рой можно по уровню экспрессии и активности 
белков-шаперонов цитозоля и  ЭР, будет раз-
ной. Однако сведения о  характере изменения 
содержания транскриптов генов, кодирующих 
белки ответа на  ЭР-стресс при действии вы-
соких температур, практически отсутствуют. 
В  связи с  этим целью данной работы явилось 
изучение некоторых физиологических пока-
зателей и  особенности экспрессии генов BiP, 
HSP70 и  IRE1 при действии высоких темпера-
тур – 33, 37 и 43 °С, оказывающих разный эф-
фект на теплоустойчивость растений пшеницы.

Материалы и методы

Исследования проводили на  проростках 
озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта 
Московская 39, которые выращивали в  руло-
нах фильтровальной бумаги на  питательном 
растворе в течение 7 сут с добавлением микро-
элементов (рН 6,2–6,4) в камере искусственно-
го климата при температуре воздуха 22 °С, его 
относительной влажности 60–70 %, освещен-
ности ФАР 180  мкмоль/ (м2∙с) и  фотопериоде 
14  ч. Затем недельные проростки подвергали 
воздействию температуры 33, 37 или 43 °С.

Продолжительность высокотемператур-
ного воздействия составляла от  15  мин до 
3 сут. В течение опыта измеряли динамику рос-
та листьев растений и их оводненность.

Для изучения уровня транскриптов генов 
навеску из листьев (50 мг) фиксировали в жид-
ком азоте. Тотальную РНК выделяли с помощью 
набора Extract RNA («Евроген», Россия). Коли-
чество и  качество тотальной РНК определя-
ли на  спектрофотометре SmartSpec (Bio-Rad, 
США). Тотальную РНК обрабатывали ДНКазой 
(1 е. а). Первую цепь кДНК синтезировали, ис-
пользуя набор для обратной транскрипции с M–
MLV обратной транскриптазой и  случайными 
гексапраймерами («Евроген», Россия). Коли-
чество и качество выделенной кДНК определяли 
спектрофотометрически на приборе SmartSpec 
Plus (Bio-Rad, США). Уровень экспрессии генов 
растений оценивали с помощью полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в режиме реального вре-
мени на приборе iCycler с оптической пристав-
кой iQ5 (Bio-Rad, США), используя набор для 
амплификации с  интеркалирующим красите-
лем SYBR Green («Евроген», Россия). Праймеры 
(«Евроген», Россия) для проведения ПЦР пред-
ставлены в  табл.  1. Смесь для ПЦР объемом 
25  мкл содержала 100  нг кДНК, по  1 пкМ пря-
мого и  обратного праймеров, 5  мкл реакцион-

ной смеси и 16 мкл деионизованной воды, сво-
бодной от нуклеаз. Протокол ПЦР: денатурация 
кДНК 5  мин при 95 °С; 40 циклов: денатурация 
при 95 °С 30 с; отжиг при 58 °С 30 с; элонгация 
при 72° 30 с. Специфичность продуктов ампли-
фикации проверяли плавлением ПЦР фрагмен-
тов. Для оценки эффективности ПЦР строили 
стандартную кривую, используя разведения 
кДНК. Эффективность ПЦР составляла не  ме-
нее 98 %. Относительный уровень экспрессии 
генов вычисляли по формуле:

Относительный уровень экспрессии = 
2Ст (контрольный) – Ст (тестовый образец),

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

браны кДНК, выделенные из растений, не под-
вергавшихся действию высоких температур. 
В  качестве референсного гена использовали 
актин.

Повторность в  пределах одного опыта 
3–6‑кратная, а  весь опыт повторяли не  менее 
трех раз. Достоверность различий между сред-
ними значениями исследованных параметров 
определяли с  помощью дисперсионного ана-
лиза (LSD-тест) в  среде Microsoft Excel 2007. 
В статье обсуждаются величины, различающи-
еся между собой при p < 0,05.

Исследования выполнены на  научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
Федерального исследовательского центра «Ка-
рельский научный центр Российской академии 
наук».

Результаты

В табл. 2 и 3 представлены результаты влия-
ния высокотемпературных воздействий разной 
интенсивности на рост 1‑го и 2‑го листьев со-
ответственно.

Перенос растений из  оптимальных условий 
(22 °С) в условия действия температуры 33, 37 
или 43 °С  приводил к  торможению роста 1‑го 
и  2‑го листьев. При этом чем выше была тем-
пература, тем меньше был их прирост. Так, 
у контрольных растений (22 °С) на 5‑е сут экс-
перимента прирост 1‑го листа составлял 31 %, 
в  варианте с  температурой 33 °С  – 26 %, при 
37 °С  – только 24 %, а  при 43 °С  рост листьев 
полностью прекращался и через 3 сут экспери-
мента растения погибали. Рост 2‑го листа еще 
в  большей степени зависел от  интенсивности 
высокотемпературного воздействия: у  кон-
трольных растений (22 °С) на  5‑е сут опыта 
его прирост достигал 262 %, при 33 °С – 92 %, 
а при 37 °С – только 66 %. При 43 °С рост 2‑го 
листа полностью прекращался.
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Установлено также, что у растений, находя-
щихся при температуре 33 и  37 °С, оводнен-
ность тканей листьев не отличается от таковой 
в контроле. В отличие от этого после суточного 
воздействия температуры 43 °С  зарегистри-
ровано существенное снижение оводненности 
листьев (табл. 4).

Показано, что проростки пшеницы реагиро-
вали на действие высоких температур повыше-
нием теплоустойчивости, подробная динамика 
которой представлена нами в предыдущей ра-
боте [Нилова, Титов, 2014]. В  частности, при 
температуре 33 °С наблюдали небольшой рост 
теплоустойчивости клеток листьев, но  только 

Таблица 1. Характеристика праймеров для ПЦР в режиме реального времени
Table 1. Characterization of primers for real-time PCR

Ген
Gene

Номер доступа в базе NCBI
Access number in the database NCBI

Праймер
Primer

Последовательность праймера
5'→ 3'

Sequence of primer
5'→ 3'

BiP KC894715.1 прямой
forward
обратный
reversed

GCTATTGCCTATGGTTTGGACCT

TGCCGTGCTTCTTCT

IRE1 CX536022.1 прямой
forward
обратный
reversed

GAAGAAGCCAGGAGATAA

AAGCGGTTGATGTGATA

HSP70 AF005993.1 прямой
forward
обратный
reversed

AGGAGGAGATTGAGAAGATGGTGC

GTCGTCCTTGACCGTGTTGC

Actin AB181991 прямой
forward
обратный
reversed

GGGACCTCACGGATAATCTAATG

AACCTCCACTGAGAACAACATTAC

Таблица 2. Влияние высоких температур на суточный прирост 1‑го листа пшеницы, % от контроля
Table 2. Effect of high temperatures on the daily increase of the 1st leaf of wheat, % of control

Температура, °С
Temperature, °C

Экспозиция, сут
Exposition, d

0 1 2 3 4 5
22 (контроль)

(control) 100 115 127 130 131 131

33 100 118 122* 124* 126* 126*
37 100 111* 121* 123* 124* 124*
43 100 100 100 100 - -

Примечание. Здесь и далее: * – отличия от контрольного уровня достоверны при p ≤ 0,05. За 100 % принята длина 1‑го 
листа (14,3 ± 1,7 см) у семидневных проростков пшеницы, находящихся при 22 °С.
Note. Here and  further: *  – differences from control significant at level p ≤ 0.05. For 100 % accepted the  length of  the  1st leaf 
(14,3 ± 1,7 cm) in seven-day wheat seedlings at 22 °C.

Таблица 3. Влияние высоких температур на суточный прирост 2‑го листа пшеницы, % от контроля
Table 3. Effect of high temperatures on the daily increase of the 2nd leaf of wheat, % of control

Температура, °С
Temperature, °C

Экспозиция, сут
Exposition, d

0 1 2 3 4 5
22 (контроль)

(control) 100 141 190 145 311 362

33 100 122* 163* 164* 176* 192*
37 100 111* 118* 142* 152* 166*
43 100 100 100 100 - -

Примечание. За 100 % принята длина 2‑го листа (7,1 ± 1,9 см) у семидневных проростков пшеницы, находящихся при 22 °С.
Note. For 100 % accepted the length of the 2nd leaf (7,1 ± 1,9 cm) in seven-day wheat seedlings at 22 °C.
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через 1 сут от начала прогрева. Ее максималь-
ный уровень достигался через 2 сут экспери-
мента, и  в  дальнейшем он не  изменялся. При 
переносе растений из  оптимальных условий 
в условия температуры 37 °С уже через 1 ч на-
блюдали постепенный рост теплоустойчивос-
ти листьев, максимальный уровень которой 
зафиксирован через 1 сут прогрева, и  он был 
существенно выше максимального значения, 
отмеченного при 33 °С. Под влиянием темпе-
ратуры 43 °С первоначально (15–30 мин) также 
был зафиксирован быстрый рост теплоустой-

чивости клеток листьев, но  уже через 1  ч дей-
ствия этой температуры происходило быстрое 
снижение устойчивости, а спустя 3 сут – гибель 
растений.

Уже через 15  мин от  начала воздействия 
температур 33, 37 и  43 °С  в  клетках листьев 
проростков наблюдали статистически досто-
верное увеличение содержания транскриптов 
гена HSP70. Максимальный их уровень зафик-
сирован после часового действия указанных 
температур на растения. При более продолжи-
тельных высокотемпературных воздействиях 
отмечена тенденция к снижению мРНК HSP70.

Следует отметить, что содержание транс-
криптов гена HSP70 при температурах 33 
и  37 °С  было примерно одинаковым, т.  е. на-
копление транскриптов этого гена слабо за-
висело от  абсолютного значения температуры 
(рис.  1), по  крайней мере в  пределах диапа-
зона субповреждающих температур. Уровень 
экспрессии HSP70 при температуре 43 °С  был 
выше, чем при температурах 33 и  37 °С, толь-
ко через 0,5, 1 и  6  ч от  начала эксперимента 
и ниже – через 24 и 72 часа.

Рис. 1. Содержание транскриптов гена HSP70 в листьях проростков пше-
ницы при действии температур 33, 37 и 43 °С
Здесь и далее: abc – различия между воздействиями в пределах каждой экспозиции

Fig. 1. The content of HSP70 gene transcripts in  leaves of wheat seedlings at 
temperatures of 33, 37 and 43 °C
Here and further: abc – the differences between the exposures within each exposure

Таблица 4. Влияние высоких температур на 
оводненность тканей листа растений пшеницы, в %
Table 4. Effect of  high temperatures on  water content 
of wheat leaf tissues, in %

Температура, °С
Temperature, °C

Экспозиция, сут
Exposition, d

0 1 2 3
33 90 90 89 91
37 90 88 88 88
43 90 84* 68* 60*
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У  растений, подвергнутых действию тем-
ператур 33, 37 и  43 °С, экспрессия генов BiP 
и  IRE1 зависела от абсолютного значения тем-
пературы. В клетках листьев растений, находя-
щихся при температуре 33 °С, отмечено сни-
жение уровня транскриптов гена BiP (рис.  2). 
Действие температуры 37 °С, напротив, спо-
собствовало быстрому (15  мин  – 1  ч) много-
кратному повышению содержания мРНК этого 
гена, причем отмечена двухфазная динами-
ка содержания мРНК: повторное повышение 
уровня транскриптов этого гена зафиксирова-
но через 1 сут воздействия температуры 37 °С. 
При температуре 43 °С  также наблюдалось 
накопление мРНК гена BiP, при этом уровень 
экспрессии гена при температуре 43 °С через 
0,25; 0,5 и 1 ч эксперимента был существенно 
ниже, а через 1, 4, 6 и 72 ч немного выше, чем 
при 37 °С.

При температуре 43 °С, так же как и  при 
33 °С, содержание мРНК гена IRE1 в  тканях 
листьев снижалось в первые 15 мин – 6 ч дей-
ствия температуры, далее, через 24 и 72 ч, от-
мечено повышение уровня экспрессии этого 
гена примерно до уровня контроля (рис. 3). Под 
влиянием температуры 37 °С, напротив, проис-
ходило многократное повышение уровня экс-

прессии гена IRE1 уже через 15  мин, которое 
через 1 ч сменялось его резким падением.

Обсуждение

Результаты проведенных исследований вы-
явили качественно разную реакцию пророст-
ков пшеницы на  действие температур 33, 37 
и  43 °С. У  растений, подвергнутых действию 
температуры 33 °С, отмечено незначительное 
торможение роста и  повышение теплоустой-
чивости, но  не  было зафиксировано измене-
ние оводненности тканей листа. Такого рода 
изменения можно характеризовать как незна-
чительные отклонения от  обычных физиоло-
гических показателей, характерных для расте-
ний, выращиваемых в  стандартных условиях. 
В  литературе такого рода отклонения иногда 
называют «мягким» стрессом [Рихванов и  др., 
2014; Giri et al., 2017]. При действии температу-
ры 37 °С  зафиксировано значительное тормо-
жение роста листьев, более быстрое повыше-
ние теплоустойчивости растений, но, так же как 
и при 33 °С, не наблюдалось изменений в овод-
ненности тканей листа. Ранее полученные 
нами данные показывают, что при температу-
ре 37 °С  в  листьях увеличивается содержание 

Рис. 2. Содержание транскриптов гена BiP в листьях проростков пшени-
цы при действии температур 33, 37 и 43 °С
Fig.  2. The  content of  BiP gene transcripts in  leaves of  wheat seedlings at 
temperatures of 33, 37 and 43 °C



46

продукта перекисного окисления липидов  – 
малонового диальдегида (МДА) [Топчиева 
и др., 2017]. Это означает, что в данном случае 
в  клетках происходит развитие окислитель-
ного стресса, а  следовательно, наблюдаемые 
в  растениях изменения при действии темпе-
ратуры 37 °С  можно рассматривать как отра-
жение определенных нарушений в  метаболиз-
ме клеток, но  с  которыми растения успешно 
справляются. Тем не  менее появление таких 
нарушений может свидетельствовать о  разви-
тии «среднего» по напряженности стресса [Giri 
et al., 2017]. Действие температуры 43 °С при-
водило к полной остановке роста листьев, сни-
жению оводненности тканей листа, снижению 
теплоустойчивости и резкому накоплению МДА 
[Топчиева и др., 2017] и в конечном итоге к ги-
бели растений. Это дает основание рассмат-
ривать указанные изменения как проявления 
«жесткого» стресса, который вызывает необ-
ратимые повреждения клеток [Рихванов и  др., 
2014; Giri et al., 2017].

Вполне очевидно, что физиологические 
изменения и/или нарушения в  клетках расте-
ний, наблюдаемые при высокотемпературных 
воздействиях разной интенсивности, зависят 
от степени развития деструктивных процессов, 

затрагивающих разные компартменты клеток, 
включая ЭР, а  также от  способности клетки 
справляться с этими процессами за счет акти-
визации репарационной системы.

Среди цитоплазматических шаперонов, 
обеспечивающих контроль качества белков, 
прежде всего необходимо отметить HSP70. Ря-
дом авторов на разных видах растений (пшени-
ца, рис, шпинат, томат, Arabidopsis thaliana L.) 
показано, что экспрессия HSP70 повышается 
уже в  первые часы и  даже минуты (5–60  мин) 
высокотемпературных воздействий (37–42 °С), 
максимум достигается через 30–120  мин, 
а в дальнейшем происходит снижение экспрес-
сии этого гена и синтеза HSP70 [Li et al., 1999; 
Sung et al., 2001]. Кроме того, установлено, что 
экспрессия гена HSP70 происходит не  толь-
ко под влиянием нагрева растений, но  и  при 
действии на растения других неблагоприятных 
факторов, таких как, например, низкие темпе-
ратуры, засуха, засоление [Sarkar et  al., 2013; 
Jacob et  al., 2017]. Поскольку HSP70 обладает 
широким спектром действия (от участия в упа-
ковке и  созревании других белковых молекул 
до транспорта необратимо поврежденных бел-
ков к  местам их деградации), экспрессия гена 
HSP70 и  синтез HSP70 считается первичной, 

Рис. 3. Содержание транскриптов гена IRE1 в листьях проростков 
пшеницы при действии температур 33, 37 и 43 °С
Fig. 3. The content of IRE1 gene transcripts in leaves of wheat seedlings 
at temperatures of 33, 37 and 43 °C
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неспецифической реакцией растений на  раз-
личные неблагоприятные воздействия [Чирко-
ва, 2002; Малышев, 2012]. В  количественном 
отношении содержание мРНК этого гена при 
33 °С было примерно равно их содержанию при 
37 °С и  ниже, чем при 43 °С. Это свидетель-
ствует, что экспрессия цитоплазматического 
HSP70 является не  только неспецифической 
реакцией растений на  разные виды неблаго-
приятных воздействий, но  и  не  зависит явным 
образом от интенсивности высокотемператур-
ного воздействия (по крайней мере в пределах 
диапазона субповреждающих температур).

Белок BiP, принадлежащий к семейству HSP 
с молекулярной массой 70 кДА, является наибо-
лее распространенным шапероном в ЭР [Iwata, 
Koizumi, 2012]. В  доступной нам литературе 
данные о содержании транскриптов этого гена 
и  о  синтезе белка BiP при действии высоких 
температур немногочисленны. Тем не  менее 
известно, что увеличение содержания BiP кор-
релирует с устойчивостью растений Arabidopsis 
thaliana L. к  ЭР-стрессу [Koizumi, 1996]. Пока-
зано, что основным индуктором экспрессии 
BiP являются белки с  нарушенной структурой, 
которые появляются в  полости ЭР вследствие 
усиления процессов синтеза белка при наступ-
лении неблагоприятных условий или при про-
хождении растениями некоторых фаз развития 
[Carolino et al., 2003]. Молекулы BiP связывают-
ся с такими белками, предотвращают их агрега-
цию и  передают на  другие компоненты ЭР для 
рефолдинга или деградации [Wan, Jiang, 2016]. 
Существует предположение, что увеличение 
содержания белков с  нарушенной структурой 
в ЭР, т. е. развитие так называемого ЭР-стрес-
са, приводит к тому, что свободных молекул BiP 
становится недостаточно, и  это является сиг-
налом для синтеза дополнительного количест-
ва мРНК BiP [Leborgne-Castel et  al., 1999]. Так, 
обработка растений табака (Nicotiana tabacum 
L., cv Havana) туникамицином  – активатором 
UPR приводила к  увеличению мРНК гена BiP 
и  к  накоплению белка BiP [Alvim et  al., 2001]. 
Из  этого следует, что повышение содержания 
транскриптов гена BiP можно считать одним 
из  маркеров накопления белков с  нарушенной 
структурой и, возможно, развития ЭР-стресса. 
Наши исследования показали, что при темпе-
ратуре 33 °С («мягком» стрессе) в листьях пше-
ницы не  происходит накопления транскриптов 
гена BiP, следовательно, можно предположить, 
что развитие ЭР-стресса при этом также не про-
исходит. Повышение интенсивности высоко-
температурного воздействия до 37 °С  («сред-
ний» стресс), напротив, приводит к  усилению 
экспрессии этого гена. В  данном случае это 

может быть связано с  быстрым повышением 
устойчивости растений и синтезом стрессовых 
белков de novo [Титов, 1989; Титов и др., 2006], 
что, в свою очередь, приводит к повышению на-
грузки на белоксинтезирующий аппарат клетки 
и, как следствие, к  накоплению белков с  нару-
шенной структурой. Интересно, что действие 
температуры 43 °С  («жесткий» стресс) также 
вызывает накопление транскриптов гена BiP, 
однако их уровень при этом ниже, чем при тем-
пературе 37 °С. Возможно, это связано с  тем, 
что BiP, как и другие белки, относящиеся к груп-
пе HSP с  молекулярной массой 70 кДА, чаще 
работают в  комплексе с  другими шаперонами, 
кошаперонами, ферментами и  пр. [Малышев, 
2012], поэтому экспрессия BiP может зависеть 
от  содержания фермента IRE1 [Humbert et  al., 
2012]. BiP совместно с  ферментом IRE1 явля-
ются важной составляющей системы контроля 
качества белка в  ЭР. BiP, связываясь с  белка-
ми с  нарушенной структурой, отсоединяется 
от IRE1, после чего IRE1 изменяет свою конфор-
мацию и  участвует в  альтернативном сплай-
синге транскрипционного фактора bZIP60. 
Этот транскрипционный фактор переходит 
в активное состояние, поступает в ядро клетки 
и  активирует экспрессию генов, кодирующих 
стрессовые белки, в том числе и BiP [Liu, Howell, 
2010; Zhang et al., 2015]. Отметим, что при тем-
пературе 43 °С экспрессия гена IRE1 резко сни-
жается. Таким образом, при этой температуре 
происходит накопление белков с  нарушенной 
структурой, о  чем свидетельствует накопление 
транскриптов гена BiP, однако из‑за снижения 
уровня экспрессии гена, кодирующего фермент 
IRE1, система контроля качества белка не  мо-
жет в  этом случае работать полноценно. Тем-
пература 37 °С, напротив, приводит к  резкому 
накоплению транскриптов гена IRE1. В  доступ-
ной нам литературе нет сведений о накоплении 
транскриптов гена IRE1 или белка IRE1 при вы-
соких температурных воздействиях разной ин-
тенсивности. Однако известно, что у Arabidopsis 
thaliana L. при действии высокой температуры 
IRE1 участвует в  альтернативном сплайсинге 
транскрипционного фактора bZIP60, т. е. в фор-
мировании его активной формы [Chen, Brandiz-
zi, 2013; Zhang et al., 2015; Nawkar et al., 2018], 
которая необходима для активации экспрессии 
гена BiP3 [Deng et al., 2011].

Заключение

Проведенные исследования показали, что 
при температуре 37 °С, вызывающей неболь-
шие отклонения и/или нарушения (условно 
«средний» стресс) в  процессах жизнедеятель-
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ности растений пшеницы, формируется мак-
симальный уровень теплоустойчивости клеток 
листьев и наблюдается максимальный уровень 
экспрессии генов BiP и IRE1, кодирующих белки 
ответа на ЭР-стресс. При температурах, вызы-
вающих у растений только минимальные откло-
нения (33 °С – «мягкий» стресс) или, наоборот, 
приводящих к повреждению (43 °С – «жесткий» 
стресс) и  даже гибели растений, прирост теп-
лоустойчивости значительно меньше (или он 
становится отрицательным) и  наблюдается 
относительно небольшое накопление транс-
криптов генов, ответственных за синтез бел-
ков ответа на ЭР-стресс. При этом экспрессия 
гена HSP70 почти не  зависит от  абсолютного 
значения действующей температуры, по  край-
ней мере в  пределах диапазона субповреж-
дающих температур. Таким образом, исходя 
из  полученных данных можно сделать вывод, 
что существенный вклад в  развитие теплоус-
тойчивости растений пшеницы под влиянием 
повышенных температур вносит активация экс-
прессии генов HSP70, BiP и IRE1, что, по‑види-
мому, приводит к  увеличению содержания ко-
дируемых ими белков, участвующих в сохране-
нии функциональной активности других белков 
и снижении уровня ЭР-стресса.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из  средств федерального 
бюджета на  выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (0221‑2017‑0051).
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СЕЗОННЫЕ ОСОБЕННОСТИ ФИЗИЧЕСКИХ СПОСОБНОСТЕЙ 
РЕЧНОГО ОКУНЯ (PERCA FLUVIATILIS LINNAEUS, 1758)

Ю. А .  Шустов1, В.  В. Г орбач1, И. А .  Тыркин2

1 Петрозаводский государственный университет, Россия
2 Карельское отделение ГосНИОРХ им. Л. С. Берга, Петрозаводск, Россия

Физические способности речного окуня в холодное и теплое время года изучали 
в  переносной экспериментальной установке, которая позволяет измерять тяго-
вую силу рыб при механической и электрической стимуляции – анодную реакцию. 
Эксперимент ставили в полевых условиях на оз. Ангозеро (Южная Карелия) в марте 
и августе. Температура озерной воды в это время составляла 2 и 15–17 °C соот-
ветственно. У рыб, пойманных в течение часа, поочередно измеряли тяговую силу. 
Этот показатель при разных видах стимуляции в  среднем варьировал от  1,1 до 
14,1 г в марте и от 15,7 до 42,0 г в августе, достигая максимумов в 21 и 113 г. На элек-
трическую стимуляцию активно реагировали все подопытные особи, тогда как ре-
акция на прикосновение при низкой температуре либо была вялой, либо отсутство-
вала. Результаты статистического сравнения выборок указывают на  существен-
ные отличия между сезонами, заставляя пересмотреть распространенное мнение 
о неизменности физических способностей речного окуня в течение года. Несмотря 
на  общую пассивность рыб в  марте, некоторые из  них демонстрировали весьма 
высокую тяговую силу. Вполне возможно, что такая выборочная реактивность и со-
здает иллюзию более низкой, по сравнению с другими видами, сезонной изменчи-
вости физических способностей у окуня. Выносливость тесно связана с размерами 
особей – чем крупнее рыба, тем больше тяговое усилие. Результаты моделирова-
ния показали, что определяющими факторами скорости нарастания тяговой силы 
с  увеличением размера рыб являются сезонная составляющая и  порог возбуди-
мости, который при механическом воздействии более высок и  более изменчив 
из‑за субъективных причин по сравнению с анодной реакцией.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: рыбы; тяговая сила; механическое раздражение; электри-
ческая стимуляция; анодная реакция.

Yu.  A.  Shustov, V.  V.  Gorbach, I.  A.  Tyrkin. SEASONAL CHANGES IN THE 
STAMINA OF THE EUROPEAN PERCH (PERCA FLUVIATILIS LINNAEUS, 
1758)

The  stamina of  perches in  the  cold and  warm seasons was studied in  a  portable ex-
perimental plant that allows measuring the  maximum swimming force of  fishes under 
mechanical and  electrical stimulation. The  field experiment was carried out in  Lake 
Angozero (South Karelia) in  March and  August. The  temperature of  lake water was 
2 and 15–17°C on the study days, respectively. Fish caught within one hour were one by one 
measured for the swimming force. This index for different stimulations varied on average 
from 1.1 to 14.1 g in March and from 15.7 to 42.0 g in August, with peaks of 21 and 113 g. 
All experimental specimens reacted actively to the electrical stimulation, whereas reac-



52

Известно, что у многих рыб, например у мо-
лоди атлантического лосося Salmo salar Linnae-
us, 1758, в  речных условиях в  зимний период 
происходит существенное снижение физичес-
ких способностей [Шустов и др., 1989; Shustov, 
Shchurov, 1990]. Сеголетки и  пестрятки стар-
ших возрастов с наступлением холодов не по-
кидают свои территории на  порогах и  перека-
тах лососевых рек, а  перемещаются в  убежи-
ща, выбирая зоны с пониженными скоростями 
потока воды в  пространстве между валунами 
[Веселов, Шустов, 1991]. Интенсивность их пи-
тания в это время становится крайне низкой – 
в  желудках рыб попадаются лишь единичные 
представители зообентоса [Смирнов и  др., 
1976]. Рыбы, обитающие зимой подо льдом 
в озерах и на речных плесах, такие как речной 
окунь Perca fluviatilis Linnaeus, 1758, продолжа-
ют успешно питаться. И хотя потребление пищи 
в это время падает [Изменение…, 1982], моло-
дые окуни сохраняют весьма высокую поведен-
ческую активность. Эта стабильность хорошо 
известна рыболовам  – любителям подледного 
лова, но инструментально не изучена. Для под-
тверждения отсутствия сезонных отличий фи-
зических способностей речного окуня проведе-
но полевое экспериментальное исследование, 
результаты которого и изложены в данном со-
общении.

Материалы и методы

Физические способности речного окуня 
изучали в  переносной экспериментальной ус-
тановке (рис.  1), состоящей из  пластикового 
лотка длиной 50 см, шириной 15 см и высотой 
10  см, электродов  – латунных пластинок, со-
единенных электрическими проводами с  акку-
муляторной батареей, регулятора тока, позво-
ляющего поддерживать в  наполненном водой 
лотке электрическое поле прямого тока на  за-
данном уровне 0,5 В/см, тонкой рыболовной 

лески с  маленьким зажимом для крепления 
к  рыбе на  спинном плавнике и  регистратора  – 
динамометра, настроенного на тяговую силу до 
200 г [Шустов и др., 1994].

Эксперимент проводили в  полевых услови-
ях на  оз. Ангозеро (Республика Карелия, Кон-
допожский р-н, N62.054437°, E34.051600°) 
24 марта, 20 и  24 августа 2015  г. Температу-
ра озерной воды в это время составляла 2, 15 
и 17 °C соответственно. Рыб отлавливали удоч-
ками – в марте со льда, в августе с лодки и бе-
рега. Отловленных особей помещали в емкость 
объемом 50 л с озерной водой, в которой под-
держивали температуру, равную температуре 
воды в озере. У рыб, пойманных в течение часа, 
поочередно измеряли тяговую силу. Для этого 
к заднему спинному плавнику подопытной осо-
би прикрепляли зажим, соединенный леской 
с  динамометром, и  помещали ее в  лоток близ 
катода головой к аноду. Сначала измеряли силу 
реакции на механическую стимуляцию – у рыбы 
прикосновением пальца вызывали испуг и  на-
правленное движение вдоль лотка к  аноду. 
Затем стимулировали кратковременными им-
пульсами постоянного электрического тока  – 
в ответ мгновенно возникала анодная реакция, 
и рыба с максимальным усилием устремлялась 
к  соответствующему электроду. Каждый опыт 
с  использованием электричества проводили 
в  трех повторностях. В  конце, измерив длину 
особи, выпускали ее в озеро.

Физические способности проверили у  57 
речных окуней (табл.  1). Показатели тяговой 
силы при электростимуляции, измеренные 
в  трехразовой повторности для каждой подо-
пытной особи, представлены в  исходных вы-
борках средними арифметическими. Диапазон 
варьирования всех переменных исследовали 
посредством простого непараметрического 
бутстрепа [Шитиков, 2012], который не  требу-
ет установления соответствия распределения 
вариант в выборках каким‑либо теоретическим 

tion to touch under low temperature was either sluggish or absent. The results of the sta-
tistical comparison of the samples indicate significant differences between seasons, re-
futing the  widespread opinion about invariable stamina of  the  European perch around 
the  year. Despite the  common passivity of  the  fish in  March, some showed quite high 
swimming power. It is possible that such selective reactivity creates the illusion of a lower, 
compared to other species, seasonal variability of the stamina in perch. The stamina is 
closely related to the individuals size – the larger the fish, the greater its swimming force. 
Simulation has shown that governing factors for the  rate of  increase in  the  swimming 
force with increasing fish size are the seasonal component and  the  threshold of  excit-
ability, which, due to subjective reasons, is higher and more variable under mechanical 
impact in comparison with anodic reaction.

K e y w o r d s: fish; swimming force; mechanical irritation; electrical stimulation; anodic 
reaction.
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закономерностям. Доверительные интервалы 
рассчитывали методом процентилей, с числом 
итераций B = 5000,  – достаточным для уровня 
вероятности p = 0,99. Значимость отличий па-
раметров оценивали с помощью рандомизации 

с  тем же числом B. Сначала для пары исход-
ных выборок получали эмпирическое значе-
ние тестовой статистики (критерий Стьюдента, 
Фишера), затем бутстреп-методом генериро-
вали заданное число B пар псевдоборок и для 

Таблица 1. Основные статистические характеристики выборок
Table 1. Basic statistics of samples

Показатель
Index n xmin xmax M lim M S lim S

март, t = 2 °С / March, t = 2 °С
Длина особи L, см
Length of fish L, cm 21 9,8 14,0 11,8 11,3÷12,3 1,2 0,9÷1,4

Тяговая сила Wm, г
Swimming force Wm, g 21 0 20 3,6 1,1÷5,9 5,9 4,2÷8,6

Тяговая сила We, г
Swimming force We, g 21 5 21 12,2 10,4÷14,1 4,4 3,1÷5,3

август, t = 15 °С / August, t = 15 °С
Длина особи L, см
Length of fish L, cm 22 9,0 19,5 11,9 10,9÷13,1 2,8 1,5÷3,6

Тяговая сила Wm, г
Swimming force Wm, g 22 10 50 22,6 18,6÷27,0 10,3 6,6÷13,3

Тяговая сила We, г
Swimming force We, g 22 10 113 32,3 24,6÷42,0 21,8 9,5÷32,6

август, t = 17 °С / August, t = 17 °С
Длина особи L, см
Length of fish L, cm 14 10,0 16,0 12,4 11,6÷13,3 1,7 0,9÷2,2

Тяговая сила Wm, г
Swimming force Wm, g 14 10 40 20,0 15,7÷25,0 8,8 4,7÷11,5

Тяговая сила We, г
Swimming force We, g 14 13 40 23,3 19,1÷27,9 9,0 5,0÷11,0

Примечание. Wm  – механическое воздействие, Wе  – электростимуляция, n  – объем выборки, xmin и  xmax  – минимальный 
и максимальный варианты, M – среднее арифметическое, S – стандартное отклонение, lim – интервальные оценки соответ-
ствующих параметров, полученные методом бутстрепа.
Note. Wm – mechanical irritation, Wе – electrical stimulus, n – sample size, xmin and xmax – minimum and maximum of the value, M – 
mean, S – standard deviation, lim – intervals for the corresponding parameters obtained by bootstrap method.

Рис.  1. Прибор для оценки физических возможностей рыб: АКБ  – источник 
тока, аккумуляторная батарея, А – анод ( – ), К – катод (+)
Fig. 1. A device for assessing fish stamina. АКБ is power source, rechargeable bat-
tery, A – anode (–), К – cathode (+)
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каждой пары рассчитывали новое, рандоми-
зированное значение критерия. Каждое такое 
значение сравнивали с эмпирическим и по ито-
гам сравнений оценивали значимость отличий 
p = (b + 1)/(B + 1), которая представляет собой 
скорректированную долю нуль-модельных ком-
бинаций (числа испытаний b, в которых рандо-
мизированное значение критерия больше или 
равно эмпирическому, т.  е. нулевая гипотеза 
об  отсутствии отличий верна) от  общего чис-
ла испытаний B. Критической величиной для p 
является стандартное значение α = 0,05. Связь 
тяговой силы с  размером рыб исследовали 
с помощью корреляционного и регрессионного 
анализа. Коэффициенты регрессии получали, 
используя процедуру подгонки [Коросов, Гор-
бач, 2017], которая позволяет корректировать 
коэффициенты в уравнениях, делая сравнение 
описываемых явлений более наглядным. Зна-
чимость отличий коэффициентов от  нуля оце-
нивали с помощью рандомизационного теста.

Вычисления выполняли в  среде R 3.3.1 по 
соответствующим скриптам [Шитиков, Розен-
берг, 2013] с  использованием базовых функ-
ций, пакетов boot [Canty, Ripley, 2017] и compo-
sition [Van den Boogaart et al., 2013].

Результаты и обсуждение

Речные окуни, отловленные в августе, не от-
личались ни по одному из показателей (табл. 2). 
Это позволило обобщить августовские выбор-
ки для дальнейшего анализа. Рыбы, отловлен-
ные в марте и августе, в свою очередь, не отли-
чались по длине. Следовательно, межсезонные 
отличия размера подопытных особей не  могут 
рассматриваться в  качестве фактора, способ-
ного существенно влиять на  результаты изме-
рения физических способностей окуней.

Установлено, что в  марте тяговая сила оку-
ней была значимо ниже, чем в августе, по обо-
им показателям (табл. 2). При этом на электри-
ческую стимуляцию активно реагировали все 
подопытные особи, тогда как реакция на  при-
косновение в  холодное время года либо была 
вялой, либо отсутствовала (рис.  2)  – в  двух 
случаях из  трех рыбы оставались совершенно 
пассивными. Механическая тяга, не  обнару-
жившая значимой связи с размером рыб в мар-
те (коэффициент корреляции Пирсона: r = 0,18 
(–0,27÷0,51), t = 0,80, p = 0,443), в августе стала 
вполне очевидной (r = 0,51 (0,30÷0,73), t = 3,44, 
p < 0,001). Связь анодной тяги оставалась бо-
лее стабильной и сильной (табл. 3).

Таким образом, результаты эксперимента 
опровергают мнение о неизменности физичес-
ких способностей молоди речного окуня в тече-
ние сезона – в холодное время происходит су-
щественное снижение активности рыб. Оценки 
тяговой силы при электростимуляции сходны 
с  оценками, полученными для молоди лосося 
[Shustov, Shchurov, 1990]. Реакция на  механи-
ческое воздействие в  марте в  целом оценена 
как крайне слабая, но  некоторые подопытные 
особи демонстрировали при этом весьма высо-
кую тяговую силу. Вполне возможно, что такая 
индивидуальная реактивность и является осно-
вой представлений о более низкой, по сравне-
нию с другими рыбами, сезонной изменчивос-
ти физических способностей у речного окуня.

Поведенческая активность функционально 
связана со  скоростью метаболизма, которая 
регулируется прежде всего температурой воды 
[Thorpe, 1977]. Наиболее интенсивно обмен-
ные процессы у  окуня протекают в  диапазоне 
от  10 до 20 °С  [Голованов, 2013а, б]. В  таких 
условиях он активно питается и  быстро рас-
тет. Сеголетки потребляют планктон, в  основ-

Таблица 2. Значимость отличий выборок
Table 2. Significance of differences between the samples

Показатель
Index

август, t = 17 °С / t = 15 °С
August, t = 17 °С / t = 15 °С

август* / март
August* / March

F p t p F p t p
Длина особи L
Length of fish L, cm 2,715 0,219 0,545 0,610 3,940 0,025 0,685 0,565

Тяговая сила Wm
Swimming force Wm, g 1,386 0,662 0,789 0,440 2,683 0,009 7,680 <0,001

Тяговая сила We
Swimming force We, g 5,625 0,317 1,478 0,148 17,09 <0,001 5,179 <0,001

Примечание. * – августовские выборки объединены, F – оценка однородности дисперсий (критерий Фишера), t – оценка 
отличий средних арифметических (критерий Стьюдента для случая однородных дисперсий или критерий Стьюдента с по-
правкой Уэлча для неоднородных дисперсий), p  – значимость отличий сравниваемых показателей (рандомизационный 
тест, достоверные отличия указаны жирным шрифтом).
Note. * – August samples are combined, F – estimate of the variance homogeneity (Fisher’s test), t – estimate of the mean differen-
ces (Student’s test for homogeneous variances or Welch’s test for different variances), p – signification of the differences (random-
ization test, significant differences are shown in bold).
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ном веслоногих и  ветвистоусых ракообразных 
(Copepoda и  Cladocera)  – циклопов (Cyclops 
sp.), диаптомусов (Diaptomus sp.) и  босмин 
(Bosmina sp.), и мелких воздушных насекомых, 
а к двум годам в рационе начинает преобладать 

бентос, представленный прежде всего личин-
ками комаров-звонцов (Chironomidae) и  мало-
щетинковыми червями (Oligochaeta). В этом же 
возрасте окунь начинает хищничать и употреб-
лять икру разных видов рыб и их самих [Стер-

Таблица 3. Линейная зависимость тяговой силы при электростимуляции от  размера рыбы и  модель 
We = a  · Lb, где a = 0,1
Table 3. Linear dependence of the swimming force under electrical stimulation on fish size and the model We = a · Lb, 
where a = 0.1

Месяц
Month r lim r t p b lim b t p R2

март
March 0,53 0,19÷0,80 2,76 0,005 1,93 1,87÷1,98 74,98 <0,001 0,30

август
August 0,81 0,61÷0,90 8,02 < 0,001 2,26 2,20÷2,31 121,6 <0,001 0,72

Примечание. r  – коэффициент корреляции Пирсона, b  – коэффициент регрессии, t  – оценка отличий коэффициентов 
от нуля (критерий Стьюдента), R2 – коэффициент детерминации регрессионной модели, другие обозначения даны в при-
мечаниях к табл. 1 и 2.
Note. r  – Pearson’s correlation coefficient, b  – regression coefficient, t  – estimate of  differences of  the  coefficients from zero 
(Student’s test), R2 – determination coefficient of the regression model, other notations are given in the notes to Table 1 and 2.

Рис. 2. Зависимость тяговой силы от размера рыбы. m – март, a – август, Wm – механичес-
кое воздействие (для mWm значимой связи не выявлено, аWm = a · L, где a = 1,80 (1,57÷2,04), 
t = 15,83, p < 0,001, R2 = 0,25), Wе – электростимуляция (оценка связи дана в табл. 3)
Fig.  2. Dependence of  the  maximum swimming force on  the  fish size: m  – March, a  – August, 
Wm  – mechanical irritation (there is no significant connection for mWm, аWm = a · L, where 
a = 1.80 (1.57÷2.04), t = 15.83, p < 0.001, R2 = 0.25), Wе – electrical stimulus (relationship esti-
mate is given in Table 3)
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лигова и др., 2016]. Спектр питания вида очень 
широк, он включает все доступные объекты, 
подходящие по размеру [Лесонен и др., 2017]. 
При низких температурах интенсивность пита-
ния окуней падает [Bergman, 1987], у  молоди 
ситуация усугубляется еще тем, что из‑за недо-
статка освещения становится менее доступным 
планктон [Eckmann, 2004]. В результате к концу 
зимы снижается запас липидов и энергетичес-
кая масса соматической ткани [Henderson et al., 
2000], что неизбежно сказывается на физичес-
ких способностях рыб.

В  силу отсутствия значимой зависимости 
от  размера рыб мартовские показатели меха-
нической тяги детально не рассматривали. Изу-
чение регрессии в остальных случаях показало 
небольшую разницу между основными моделя-
ми по  величине коэффициента детерминации 
R2. Лучше других исследуемую связь описыва-
ют линейная и  степенная функции. Рост тяго-
вой силы при электростимуляции с увеличени-
ем размера особи аппроксимировали степен-
ными уравнениями с  коэффициентом a = 0,1, 
принятым в качестве константы (табл. 3). Этот 
коэффициент можно интерпретировать как ис-
ходный уровень, стартовую точку процесса. На-
значение константы, при условии сохранения 
адекватности моделей исходным данным, поз-
воляет сопоставить сходные процессы по ско-
ростям, мерой которых является коэффициент 
b. Сравнение линий и  коэффициентов регрес-
сии (рис.  2; табл.  3) указывает на  более быст-
рую анодную реакцию рыб в теплое время года.

Линейное уравнение, описывающее ме-
ханическую тягу (рис.  2), можно также рас-
сматривать как степенное с  коэффициентами 
a = 1,8 и b = 1, которые указывают на меньшую 
эффективность механического воздействия  – 
более высокий порог возбудимости и  низкую 
скорость роста тяговой силы с  увеличением 
размера рыбы. С другой стороны, подгонка ко-
эффициентов b в моделях, описывающих анод-
ную реакцию, при заданной константе a = 1,8 
дала следующие результаты: для марта b = 0,77 
(0,71÷0,82), t = 27,50, p < 0,001, R2 = 0,19; для 
августа b = 1,14 (1,06÷1,22), t = 42,09, p < 0,001, 
R2 = 0,48. Судя по  значениям коэффициентов 
детерминации, существенно снизилось качест-
во аппроксимации новых моделей, но градация 
скоростей роста тяговой силы при этом стала 
более логичной. Как и ожидали, в теплое время 
года электростимуляция дала более высокую 
скорость по  сравнению с  механическим раз-
дражением, а  в  холодное время  – более низ-
кую.

Таким образом, в теплое время наблюдает-
ся более быстрая и  хорошо выраженная реак-

ция на раздражение, тесно связанная с разме-
рами особей  – чем крупнее рыба, тем больше 
тяговое усилие. Определяющими факторами 
скорости роста тяговой силы с  увеличением 
размера рыб являются сезонная составляющая 
и  порог возбудимости, который при механи-
ческом воздействии объективно более высок 
и  более изменчив из‑за субъективных причин 
по сравнению с электростимуляцией.

Выводы

В результате полевого эксперимента по изу-
чению сезонной изменчивости физических 
способностей речного окуня установлено, что 
показатели тяговой силы при различных видах 
стимуляции в  среднем варьировали от  1,1 до 
14,1 г при температуре 2 °С и от 15,7 до 42,0 г 
при температуре 15–17 °С, достигая максиму-
мов в  21 и  113  г соответственно. Полученные 
результаты трансформируют представление 
о неизменности физических способностей мо-
лоди речного окуня в течение сезона – в холод-
ное время года происходит значимое снижение 
активности рыб. При высоких температурах 
наблюдается более быстрая и  хорошо выра-
женная реакция на  стимуляцию двигательной 
активности, тесно связанная с размерами осо-
бей,  – чем крупнее рыба, тем больше тяговое 
усилие. Электрическое воздействие является 
более эффективным способом установления 
закономерностей, чем механическое, из‑за 
прямого воздействия на  двигательную актив-
ность и  более низкого порога реакции рыб 
на стимуляцию.
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CВЯЗЬ НОСИТЕЛЬСТВА ПОЛИМОРФНОГО ВАРИАНТА  
RS1061622 ГЕНА TNFRSFB1 С ГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТЬЮ К ЭССЕНЦИАЛЬНОЙ 
АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИИ И ИЗМЕНЕНИЕМ 
ЛИПИДНОГО ПРОФИЛЯ КРОВИ

Л.  В.  Топчиева1, В. А .  Корнева2, И.  В.  Курбатова1

1 Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия
2 Петрозаводский государственный университет, Россия

Исследована ассоциация полиморфного варианта rs1061622 гена TNFRSFB1, ко-
дирующего рецептор второго типа (TNFRII) к TNFα, с развитием эссенциальной ар-
териальной гипертензии (I–II стадии). Выявлены статистически значимые различия 
в  частотах аллелей и  генотипов по  указанному полиморфному маркеру в  группе 
здоровых людей и пациентов с ЭАГ. У носителей аллеля G почти в 2 раза повышен 
риск развития данного заболевания (ОШ = 1,904 (95ДИ: 1,337–2,709)). Проведена 
оценка влияния rs1061622 гена TNFRSFB1 на показатели липидного обмена (обще-
го холестерина, холестерина липопротеинов низкой плотности (ХС-ЛПНП), холес-
терина липопротеинов высокой плотности (ХС-ЛПВП), триацилглицеринов), а так-
же индекса атерогенности в группе здоровых доноров и больных ЭАГ. Обнаружена 
зависимость содержания ХС-ЛПНП, ХС-ЛПВП в плазме крови, а также значения ин-
декса атерогенности от  носительства определенных генотипов по  исследуемому 
полиморфному маркеру гена TNFRSFB1. Увеличение содержания в плазме атеро-
генной фракции липидов (ХС-ЛПНП) ассоциировано с наличием в генотипе аллеля 
G. У здоровых доноров, гомозиготных или гетерозиготных по аллелю G, содержа-
ние ХС-ЛПВП значимо ниже, чем у носителей TT-генотипа. Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что полиморфный вариант T>G rs1061622 гена TNFRSF1B, 
вероятно, вовлечен в предрасположенность населения Карелии к ЭАГ (I–II стадии). 
Патогенетическое влияние полиморфизма гена TNFRSFB1 на формирование дан-
ного заболевания, возможно, осуществляется через модулирование содержания 
различных фракций липидов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: эссенциальная артериальная гипертензия; полиморфизм 
генов; рецепторы к TNFα; ген TNFRSFB1; общий холестерин; холестерин липопро-
теинов высокой плотности; холестерин липопротеинов низкой плотности; тригли-
цериды; индекс атерогенности.

L.  V.  Topchieva, V.  A.  Korneva, I.  V.  Kurbatova. ASSOCIATION OF THE 
POLYMORPHIC VARIANT RS1061622 OF THE TNFRSFB1 GENE WITH 
GENETIC PREDISPOSITION TO ESSENTIAL ARTERIAL HYPERTENSION 
AND CHANGES IN THE BLOOD LIPID PROFILE

The association of the TNFRSFB1 gene polymorphic variant rs1061622, which encodes 
the  second type receptor (TNFRII) to  TNFα with the  development of  essential arte-
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Введение

Эссенциальная артериальная гипертензия 
(ЭАГ) является полигенным многофакторным 
заболеванием. Среди факторов риска разви-
тия этой патологии (активация симпатической 
нервной системы, чрезмерное употребление 
соли, несбалансированное питание, курение 
и  прочее) можно назвать и  наследственную 
предрасположенность. Вероятность наследова-
ния артериальной гипертензии (АГ) составляет 
приблизительно 30 %. Конкретные механизмы 
реализации генетической предрасположеннос-
ти к  АГ до конца не  понятны. Высказано пред-
положение, что в  случае с  эссенциальной ар-
териальной гипертензией наследуется не сама 
патология, а  механизмы реагирования систем, 
определяющих уровень артериального давле-
ния (АД) [Руководство…, 2008]. Среди систем, 
которые участвуют в развитии стабильно повы-
шенного давления крови, стали рассматривать 
и  иммунную систему [Harrison et  al., 2011]. Ак-
тивация иммунных клеток, в  частности T-лим-
фоцитов, у  больных АГ способствует развитию 
системного хронического воспаления, которое, 
как известно, сопровождает данное заболе-
вание [Harrison et  al., 2011]. Однако появляет-
ся все больше данных о  том, что воспаление 
может быть не только следствием ЭАГ, но и ее 
причиной. Об  этом свидетельствует тот факт, 
что повышенное содержание вырабатываемых 
различными иммунными клетками провоспали-
тельных цитокинов, например фактора некроза 
опухоли альфа (TNFα) и  интерлейкина  6 (IL-6), 
у  здоровых доноров предшествует будущему 
увеличению систолического давления [Bautista 
et al., 2005]. Механизмы, посредством которых 

эти провоспалительные белки участвуют в  ре-
ализации АГ, весьма разнообразны. Среди них 
важную роль в патогенезе данного заболевания 
играет способность цитокинов влиять на  ли-
пидный профиль как здоровых людей, так и лиц 
с гипертонией [Sheu et al., 2000; Ito et al., 2001; 
Paik et  al., 2013]. Например, высокий уровень 
TNFα ассоциирован с повышенным содержани-
ем в плазме крови холестерина липопротеинов 
низкой плотности (ХС-ЛПНП) и  их окисленных 
форм, обладающих атерогенными свойства-
ми [Paik et al., 2013]. Негативное влияние этого 
цитокина на  биохимические показатели крови, 
вероятно, может быть усилено или ослаблено 
за счет его растворимых рецепторов. Известно, 
что растворимые рецепторы sTNFRI и  sTNFRII 
выступают в качестве антагонистов TNFα, инги-
бируя активацию TNFα-сигнальных путей в раз-
личных клетках [Cabal-Hierro, Lazo, 2012]. При 
ряде воспалительных заболеваний их уровень 
в плазме крови и в некоторых органах, например 
в  печени, значительно повышается по  сравне-
нию с физиологическими условиями [Tokushige 
et  al., 2007; Schulz et  al., 2014]. Не  исключение 
и сердечно-сосудистые заболевания [Safranow 
et al., 2009; McTiernan et al., 2012]. Помимо вос-
палительных стимулов на  содержание раство-
римых (sTNFR) и мембраносвязанных (mbTNFR) 
форм рецепторов TNFα влияют мутации, рас-
положенные в разных областях кодирующих их 
генов [Komata et al., 1999; Glossop et al., 2005]. 
Замена тимина на гуанин в положении 587 6 эк-
зона гена TNFRSFB1 (rs1061622) способству-
ет формированию растворимой формы TNFRII 
и изменению соотношения mbTNFRII и sTNFRII, 
что может влиять на биологическую активность 
лиганда [Glossop et  al., 2005]. Оказалось, что 

rial hypertension (EH, stages I–II) was investigated. Statistically significant differences 
in  the  frequencies of  alleles and  genotypes by this polymorphic marker were revealed 
for the group of healthy people and patients with EH. The risk of developing this disease 
was almost double in carriers of the allele G (OR = 1.904 (95DI: 1.337–2.709)). The ef-
fect of rs1061622 of the TNFRSFB1 gene on the lipid metabolism (total cholesterol, low-
density lipoprotein cholesterol (LDL–C), high-density lipoprotein cholesterol (HDL–C), 
triglycerides), as well as the atherogenicity index in the group of healthy donors and EH 
patients, carriers of  certain genotypes for this polymorphic marker of  the  TNFRSFB1 
gene, was studied. An increase in the atherogenic lipid fraction (LDL–C) level in the plas-
ma is associated with the  presence of  the  allele G in  the  genotype. In  healthy donors, 
either homozygous or heterozygous for the G allele, the content of HDL–C is significantly 
lower than in TT genotype carriers. The obtained results indicate that the polymorphic 
variant T>G rs1061622 of the TNFRSF1B gene is probably involved in the predisposition 
of people living in Karelia to EH (stages I–II). The pathogenetic effect of the TNFRSFB1 
gene polymorphism on the formation of this disease is possibly accomplished through 
modulation of the levels of various lipid fractions.

K e y w o r d s: essential arterial hypertension; gene polymorphism; receptors for TNFα; 
TNFRSFB1 gene; total cholesterol; high-density lipoprotein cholesterol; low-density lipo-
protein cholesterol; triglycerides; atherogenicity index.
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содержание sTNFR положительно коррелирует 
с уровнем ХС-ЛПНП и триацилглицеринами (ТГ) 
и  отрицательно  – с  холестерином липопротеи-
нов высокой плотности (ХС-ЛПВП) [Straczkowski 
et al., 2006]. Эти факты наводят на мысль о воз-
можной связи носительства полиморфного 
варианта (rs1061622) гена TNFRSFB1 с  осо-
бенностями липидного профиля как у больных, 
так и  у  здоровых людей, что, вероятно, может 
играть существенную роль в  этиологии и  па-
тогенезе артериальной гипертензии. Однако 
данных литературы, которые могли бы опровер-
гнуть или подтвердить наше предположение, 
очень мало. Так, в  некоторых работах показа-
но, что данная мутация может быть вовлечена 
в  генетическую предрасположенность людей 
к  сердечно-сосудистым заболеваниям, на-
пример, к  ишемическому инсульту [Markoula 
et al., 2011], коронарной болезни сердца [Allen 
et al., 2001; Sbarsi et al., 2007]. Однако сведения 
о  влиянии rs1061622 на  развитие эссенциаль-
ной артериальной гипертензии практически от-
сутствуют в имеющейся на данный момент ли-
тературе. В связи с этим цель нашего исследо-
вания  – изучить связь полиморфного варианта 
гена TNFRSFB1 (rs1061622) с развитием эссен-
циальной артериальной гипертензии и  изме-
нением липидного профиля здоровых доноров 
и пациентов с ЭАГ (I–II стадии).

Материалы и методы

Для генотипирования использованы 151 
образец цельной крови доноров контроль-
ной группы и  112 образцов цельной кро-
ви пациентов с  ЭАГ (I–II стадии). Средний 
возраст доноров контрольной группы со-
ставил 39,38 ± 1,43  года; пациентов с  ЭАГ  – 
48,31 ± 1,66  года. Средний возраст здоровых 
доноров и  больных ЭАГ, включенных в  био-
химический анализ, составил 42,52 ± 2,75 
и  47,71 ± 3,68  года соответственно. Возраст 
доноров двух групп исследования значимо 
не различался (U = 132,5; р = 0,637).

Диагноз ЭАГ был установлен впервые врача-
ми ГБУЗ «Больница скорой медицинской помо-
щи» г. Петрозаводска в соответствии и с учетом 
клинических рекомендаций Всероссийского 
научного общества кардиологов [Диагности-
ка…, 2010]. Обследование доноров, включен-
ных в контрольную группу, проводилось врача-
ми ГБУЗ «Больница скорой медицинской помо-
щи» г. Петрозаводска в ходе диспансеризации. 
Критерии исключения из  исследования: нали-
чие сахарного диабета, перенесенные в  пос-
ледний месяц инфекционно-воспалительные 
заболевания, курение табака, беременность 

и  лактация, алкогольная зависимость, индекс 
массы тела ≥ 28 кг/м2. Дополнительный крите-
рий исключения из  биохимического анализа  – 
гипотензивная, противовоспалительная тера-
пия. Все доноры являлись жителями Респуб-
лики Карелия. На  проведение исследований 
получено согласие Комитета по  медицинской 
этике Минздравсоцразвития РК и ПетрГУ.

ДНК выделяли с  помощью набора AxyPrep 
Blood Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen, 
США). Генотипирование проводилось мето-
дом ПЦР-ПДРФ. Для амплификации облас-
ти гена TNFRSF1B, включающей позицию 
587 (rs1061622), использовали праймеры: 
прямой 5’gcacacatcgtcactctc3’ и  обратный 
5’aaggagtgaatgaatgagac3’, описанные в работе 
[Xu et  al., 2014]. Полимеразную цепную реак-
цию (ПЦР) проводили в амплификаторе iCycler 
iQ5 (Bio-Rad, США), используя реакционную 
смесь ScreenMix-HS («Евроген», Россия). ПЦР-
продукты обрабатывали эндонуклеазой рест-
рикции FatI (1 e. a.) («СибЭнзим», Россия) в те-
чение 1 ч при 55 °С и разделяли в 1,5% агароз-
ном геле, используя трис-ацетатный буфер.

Концентрацию в  плазме крови общего хо-
лестерина (ОХС), триацилглицеринов, холесте-
рина липопротеинов высокой плотности опре-
деляли в автоматическом режиме на биохими-
ческом анализаторе COBAS INTEGRA 400 PLUS 
(Roshe Diagnostics GmbH, ФРГ-Австрия-США), 
холестерина липопротеинов низкой плотнос-
ти  – расчетным методом по: [Friedewald et  al., 
1972]. Индекс атерогенности рассчитывали 
по формуле:

Индекс атерогенности (усл. ед) =  
(ОХС – ХСЛПВП) / ХСЛПВП.

Статистическая обработка материала про-
ведена c использованием программного обес-
печения Statgraphics 2.1. Для оценки различий 
биохимических показателей в группах исследо-
вания использовали непараметрический кри-
терий U Вилкоксона – Манна – Уитни. Проведен 
дисперсионный анализ Краскела  – Уоллиса. 
Для оценки риска развития ЭАГ рассчитыва-
ли показатель отношения шансов (ОШ) c 95% 
доверительным интервалом (95ДИ) [Флетчер 
и  др., 1998]. Различия считали достоверными 
при значении p < 0,05. Возраст доноров указан 
в виде средних значений и стандартной ошиб-
ки среднего. Показатели содержания липоп-
ротеинов и  индекса атерогенности приведены 
в виде средних значений со стандартной ошиб-
кой, в скобках − медиана.

Исследования выполнены на  научном обо-
рудовании Центра коллективного пользова-
ния Федерального исследовательского центра 



62

«Карельский научный центр Российской акаде-
мии наук».

Результаты

Проанализированы частоты аллелей и гено-
типов по 587T>G полиморфному маркеру гена 
TNFRSF1B в контрольной группе и группе паци-
ентов с ЭАГ (I–II стадии).

Как видно из таблицы 1, распределение час-
тот аллелей и генотипов полиморфного марке-
ра 587T>G гена TNFRSF1B отличается в группах 
здоровых и  больных ЭАГ (I–II стадии) людей. 
Встречаемость аллеля G в группе лиц с диагно-
зом ЭАГ значительно выше, чем в контрольной 
группе. У  носителей аллеля G повышен риск 
развития данного заболевания (ОШ = 1,904 
(95ДИ: 1,337–2,709)).

Оценивали влияние rs1061622 гена TNFRSF1B 
на  содержание некоторых фракций липидов 
в плазме крови и индекс атерогенности (табл. 2).

Обнаружены значимые различия в содержа-
нии ХС-ЛПНП, ХС-ЛПВП и индекса атерогеннос-
ти у носителей разных генотипов по rs1061622 
в группе здоровых людей (табл. 2). У носителей 
аллеля G (TG+GG генотип) содержание ХС-ЛП-
ВП ниже, а ХС-ЛПНП выше, чем у носителей TT-
генотипа (U = 464; р = 0,019 и  U = 88; p = 0,018 
соответственно). Индекс атерогенности у  до-
норов, имеющих в генотипе G-аллель, был так-
же выше, чем у  лиц с  TT-генотипом (U = 162; 
p = 0,040). В  контрольной группе выявле-
но влияние генотипа по  указанному маркеру 
на уровень ХС-ЛПНП (Н = 5,61; р = 0,018) и ин-
декс атерогенности (H = 4,1; р = 0,040). Со-
держание ХС-ЛПНП в плазме больных ЭАГ (I–II 
стадии) с генотипом TG+GG было существенно 
выше, чем у  носителей ТТ-генотипа (U = 310; 
p = 0,017). В  этой же группе выявлено влия-
ние генотипа на  уровень ХС-ЛПНП (H = 4,65; 
p = 0,030). Достоверных различий по  другим 
показателям липидного спектра и индекса ате-
рогенности среди больных с  разными геноти-
пами по rs1061622 не обнаружено.

Обсуждение

Группа больных ЭАГ (I–II стадии) статистиче-
ски значимо отличалась от контрольной группы 
по распределению частот аллелей и генотипов 
по  rs1061622 гена TNFRSFB1. Показано поч-
ти двукратное повышение риска развития ЭАГ 
у  носителей аллеля G по  данному полиморф-
ному маркеру. Полученные данные свидетель-
ствуют о  вовлечении полиморфного варианта 
rs1061622 гена TNFRSFB1 в  наследственную 
предрасположенность населения Карелии 
к ЭАГ (I–II стадии).

Как уже указывалось выше, rs1061622 пред-
ставляет собой несинонимическую мутацию 
в  позиции 587 экзона 6. Замена тимина на  гу-
анин приводит к  формированию различий 
в  аминокислотной последовательности рецеп-
тора (Met196 и  Arg196), которые возникают 
близко к сайту узнавания для металлопротеаз, 
активность которых существенно возрастает 
при воспалении [Glossop et  al., 2005]. Указан-
ная однонуклеотидная замена может влиять 
на  соотношение mbTNFRII и  sTNFRII [Komata 
et al., 1999]. Так, Stark с соавторами показали, 
что при наличии у  доноров формы рецептора 
Arg196 уровень sTNFRII в  плазме крови может 
быть ниже, чем при форме Met196 [Stark et al., 
2003]. В  то  же время, согласно результатам 
другой работы, у  носителей GG(Arg196)-гено-
типа уровень sTNFRII был выше, чем у лиц с ге-
нотипами ТТ+TG [Tolusso et al., 2004].

Изменение содержания растворимых ре-
цепторов к  TNFα может быть одним из  основ-
ных механизмов патогенетического влияния 
rs1061622 на  развитие ЭАГ. Растворимые ре-
цепторы к TNFα конкурируют за лиганд с мем-
браносвязанными рецепторами, выступая, 
таким образом, как аттенюаторы активности 
этого цитокина. В  то  же время TNFα в  связан-
ной c sTNFR форме является более стабиль-
ным и  оказывает пролонгированное действие 
на  иммунные клетки и  биохимические показа-
тели крови [Aderka, 1996].

Таблица 1. Распределение аллелей и генотипов по полиморфному маркеру T>G rs1061622 гена TNFRSF1B 
в группе людей, больных ЭАГ (I–II стадии), и в контрольной группе
Table 1. Distribution of alleles and genotypes for the polymorphic marker rs1061622 T>G of  the TNFRSF1B gene 
in the group of patients with EH (stage I–II) and in the control group

Аллели и генотипы
Alleles and genotypes

Контрольная группа (n=151) 
Control group

Больные ЭАГ (n=112)
Patients with EH

Критерий χ2

Chi-square test
T 206 (0,682) 124 (0,530) 

12,91 (df = 1, p < 0,01) 
G 96 (0,318) 110 (0,470) 
TT 69 (0,457) 40 (0,357) 

12,01 (df = 2, p < 0,01) TG 68 (0,450) 44 (0,393) 
GG 14 (0,093) 28 (0,250) 
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TNFα является плейотропным провоспа-
лительным цитокином. Он способствует ак-
тивации макрофагов, регулирует миграцию 
лейкоцитов к  очагу воспаления, участвует 
в  формировании атеросклеротических бляшек 
и  усилении их нестабильности [Steyers, Miller, 
2014]. Повышение его уровня при ряде заболе-
ваний способствует стимулированию продук-
ции активных форм кислорода, вазоконстрик-
тора эндотелина-1 и  экспрессии молекул ад-
гезии, снижению активности эндотелиальной 
синтазы оксида азота [Sprague, Khalil, 2009; 
Steyers, Miller, 2014]. Все эти процессы ведут 
к  нарушениям фибринолиза, регенерации эн-
дотелия и  вазодилатации и  в  конечном итоге 
к формированию гипертензии. Важно и то, что 
TNFα модулирует активность ряда ферментов 
липидного и  холестеринового обмена [Popa 
et al., 2007], активирует НАДФН-оксидазу [Gao 
et al., 2007]. Таким образом, увеличение уров-
ня этого цитокина у  пациентов с  сердечно-со-
судистыми заболеваниями играет сущест-
венную роль в  изменении липидного профиля 
и  гипероксидации липидов [Popa et  al., 2007]. 
В  свою очередь, окисленные ЛПНП способ-
ствуют дифференциации моноцитов в  разные 
типы макрофагов, которые являются основны-
ми продуцентами TNFα [Seo et  al., 2015]. От-
мечено, что уровень этого цитокина в  плазме 
крови положительно коррелирует с  содержа-
нием ХС-ЛПНП и их окисленных форм [Ito et al., 

2001]. У  лиц с  повышенным давлением крови 
уровень общего холестерина и  атерогенных 
фракций липидов (холестерина липопротеи-
нов низкой плотности, триацилглицеринов) 
значительно выше, чем у здоровых людей [Ко-
лесникова и  др., 2009]. В  норме соотношение 
атерогенных липопротеинов, например ХС-ЛП-
НП, и  антиатерогенных, например ХС-ЛПВП, 
сбалансировано и  выражается в  виде индекса 
атерогенности, который у здоровых людей, как 
правило, не  превышает значения 3,5. У  людей 
с  повышенным давлением крови наблюдается 
нарастание индекса атерогенности, что свиде-
тельствует о  развитии дислипидемии и  атеро-
склероза сосудов [Колесникова и др., 2009].

У  здоровых индивидов наблюдается значи-
тельная вариабельность в  содержании TNFα, 
которая может быть связана с  носительством 
полиморфных вариантов гена TNF и, веро-
ятно, генов, кодирующих рецепторы к  это-
му белку (TNFRI и  TNFRII) [Fernandes et  al., 
2002; Sandoval-Pinto et  al., 2016]. Поскольку 
rs1061622 опосредует физиологическую ак-
тивность фактора некроза опухоли альфа, мы 
предположили, что он может влиять и  на  ли-
пидный состав плазмы крови. Действительно, 
дисперсионный анализ показал зависимость 
содержания ХС-ЛПНП, ХС-ЛПВП и значения ин-
декса атерогенности от  носительства опреде-
ленных генотипов по указанному полиморфно-
му маркеру в контрольной группе и содержания 

Таблица 2. Липидный состав плазмы крови и  индекс атерогенности у  носителей разных генотипов 
по полиморфному маркеру 587T>G (rs1061622) гена TNFRSF1B
Table 2. Lipid profile of  the  blood plasma and  the  atherogenicity index in  carriers of  different genotypes for 
the polymorphic marker 587T>G (rs1061622) of the TNFRSF1B gene

Показатель
Index

Контрольная группа
Control group

Пациенты с ЭАГ (I–II стадии)
Patients with EH (stage I–II) 

Генотип
Genotypes TT (n=24) TG+GG (n=28) TT (n=36) TG+GG (n=33) 

ОХС, ммоль/л
total cholesterol, 
mmol/l

5,16 ± 0,26
(5,21) 

5,39 ± 0,22
(5,56) 

5,36 ± 0,20
(4,84) 

5,64 ± 0,26
(5,72) 

ХС-ЛПВП, ммоль/л
HDL-cholesterol, 
mmol/l

1,64 ± 0,30
(1,42) 

1,30 ± 0,06*
(1,26) 

1,37 ± 0,12
(1,19) 

1,35 ± 0,06
(1,32) 

ХС-ЛПНП, ммоль/л
LDL-cholesterol, 
mmol/l

3,50 ± 0,02
(3,61) 

4,16 ± 0,15*
(4,37) 

3,27 ± 0,16
(2,95) 

4,28 ± 0,28*
(4,00) 

ТГ, ммоль/л
TG, mmol/l

1,73 ± 0,19
(1,59) 

1,91 ± 0,32
(1,60) 

1,52 ± 0,08
(1,29) 

2,23 ± 0,12
(1,90) 

Индекс 
атерогенности, 
усл. ед.
atherogenicity index, 
conventional units

3,18 ± 0,19
(3,34) 

3,90 ± 0,21*
(3,50) 

3,4 ± 0,29
(3,86) 

4,23 ± 0,24
(4,60) 

Примечание. Данные представлены в виде M ± m (Медиана). *Различия достоверны по сравнению с генотипом ТТ.
Note. The data are presented in the form M ± m (Median). *Differences are significant in comparison with the TT genotype.
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ХС-ЛПНП – в группе больных ЭАГ. Полученные 
данные позволяют думать, что rs1061622 гена 
TNFRSFB1 может быть вовлечен в  этиологию 
и  патогенез ЭАГ (I–II стадии) посредством его 
влияния на  липидный состав крови. Выявлен-
ная в других работах тесная корреляция уровня 
sTNFRII с содержанием ХС-ЛПНП и триацилгли-
церинов также свидетельствует в пользу наше-
го предположения [Fernández-Real et al., 1999; 
Mizia-Stec et al., 2003; Straczkowski et al., 2006].

Заключение

Таким образом, нами выявлена ассоциация 
полиморфного варианта rs1061622 T>G гена 
TNFRSF1B с  развитием эссенциальной арте-
риальной гипертензии (I–II стадии) у  жителей 
Карелии, что позволяет использовать его как 
маркер генетической предрасположенности 
к  данному заболеванию. Вероятно, rs1061622 
может вносить вклад в  этиологию и  патогенез 
ЭАГ, влияя на содержание и соотношение раз-
ных фракций липопротеинов.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из  средств федерального 
бюджета на  выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (0221‑2017‑0049).
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ФЕРМЕНТЫ АНТИОКСИДАНТНОЙ СИСТЕМЫ – 
ИНДИКАТОРЫ РАЗНЫХ СЦЕНАРИЕВ КСИЛОГЕНЕЗА: 
В РАННЕМ ОНТОГЕНЕЗЕ И ВО ВЗРОСЛОМ СОСТОЯНИИ 
(НА ПРИМЕРЕ BETULA PENDULA ROTH)

К. М . Н икерова, Н. А . Г алибина, Ю. Л . М ощенская,  
Л. Л . Н овицкая, М. Н .  Подгорная, И. Н . С офронова
Институт леса КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Впервые проведено исследование активности комплекса ферментов антиокси-
дантной системы (АОС) (супероксиддисмутазы (СОД), каталазы (КАТ), пероксида-
зы (ПОД)) и полифенолоксидазы (ПФО) на разных этапах онтогенеза при формиро-
вании нормальной и аномальной структуры древесины: у сеянцев (6- и 11‑недель-
ных) и у взрослых растений разных форм березы повислой. Показано, что в воз-
расте 6 недель сеянцы обычной березы повислой (Betula pendula Roth var. pendula) 
и карельской березы (Betula pendula Roth var. carelica (Mercl.) Hämet-Ahti) не имеют 
внешних отличий, однако сеянцы Betula pendula Roth var. pendula показывают более 
высокую активность ферментов вторичного метаболизма (ПОД и ПФО) по сравне-
нию с сеянцами Betula pendula var. carelica. Уже к возрасту 11 недель происходит 
изменение метаболических стратегий ферментов АОС. У сеянцев березы повислой 
начинают преобладать ростовые процессы, и растения достигают более высоких 
морфометрических показателей; напротив, у сеянцев карельской березы наблю-
даются более высокие значения ферментов АОС. У взрослых растений карельской 
березы аномальный ксилогенез, как уже было отмечено нами ранее, путем взаимо-
связанной цепочки метаболических реакций находит отражение в более высокой 
активности ПОД, а также, что отмечено впервые, более высокой активности СОД, 
КАТ и ПФО. Важно, что переориентация АОС на процессы вторичного метаболизма 
наблюдается уже в возрасте 11 недель, когда внешние видимые признаки аномаль-
ного ксилогенеза отсутствуют. Выдвигается гипотеза, что активность ферментов 
АОС может являться тест-признаком для диагностики аномального ксилогенеза 
у карельской березы уже на самых ранних этапах онтогенеза.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: ксилогенез; онтогенез; карельская береза; узорчатая дре-
весина; сеянцы; лист; стебель; супероксиддисмутаза; каталаза; пероксидаза; по-
лифенолоксидаза.

K.  M.  Nikerova, N.  A.  Galibina, Yu.  L.  Moshchenskaya, L.  L.  Novitskaya, 
M.  N.  Podgornaya, I.  N.  Sofronova. THE ANTIOXIDANT ENZYMES  – 
INDICATORS OF DIFFERENT XYLOGENESIS SCENARIOS: IN EARLY 
ONTOGENY AND IN ADULT PLANTS (EXAMPLE OF BETULA PENDULA 
ROTH)

We studied the activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase (SOD), catalase 
(CAT), peroxidase (POD)) and polyphenol oxidase (PPO) across ontogenetic stages dur-
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Введение

Ксилогенез, или процесс формирования 
древесины,  – это фиксация углерода в  соста-
ве структурных полимеров углеводной и  фе-
нольной природы в клеточных стенках древес-
неющих тканей растений. Изучение процессов 
ксилогенеза актуально как для фундаменталь-
ной науки, так и  для практического использо-
вания древесного материала [Никишов, 1985; 
Barnett, Jeronimidis, 2003]. Поэтому необхо-
димо осуществлять поиск путей управления 
процессами, лежащими в основе ксилогенеза, 
с целью повышения продуктивности древесных 
растений. Кроме того, встает важный вопрос: 
как на  ранних этапах обнаружить особенности 
переходов различных стадий ксилогенеза и ка-
кие цитологические, биохимические и молеку-
лярные маркеры могут для этого использовать-
ся [Fucuda, 1996].

Существуют древесные растения, которые 
позволяют исследователям параллельно изу-
чать механизмы нормального и  аномального 
ксилогенеза. Одним из  таких растений явля-
ется береза повислая (Betula pendula Roth var. 
pendula), у  которой формируется нормальная 
прямослойная древесина, и ее особая форма – 
карельская береза (B. pendula Roth var. carelica 
(Mercl.) Hämet-Ahti), древесина которой носит 
свилеватый характер и визуально характеризу-
ется наличием узора в местах крупных скопле-
ний паренхимных клеток [Коровин и др., 2003; 
Novitskaya, Kushnir, 2006].

Наши предыдущие исследования показа-
ли, что у нормальной и аномальной древесины 

березы повислой существуют биохимические 
маркеры среди ферментов углеводного обме-
на и антиоксидантной системы (АОС). При об-
разовании прямослойной древесины сахароза 
расщепляется преимущественно сахарозосин-
тазным (СС) путем под контролем гена SUS1 
и  сопровождается активным синтезом струк-
турных компонентов клеточных стенок (целлю-
лозы) [Галибина и  др., 2015а, 2016б; Мощен-
ская и  др., 2016, 2017]. В  аномальных тканях 
расщепление образующегося избытка сахаро-
зы в  камбиальной зоне и  флоэме [Новицкая, 
2008; Новицкая и  др., 2015] сопровождается 
повышением активности другого сахарозо-
расщепляющего фермента  – апопластной ин-
вертазы (АпИнв) [Галибина и др., 2015б]. В ре-
зультате повышения активности АпИнв в клетке 
вместо УДФ-глюкозы, образующейся при рас-
щеплении сахарозы СС, возрастает содержа-
ние свободных гексоз. Гексозы, посредством 
включения в  пентозо-фосфатный путь и  цикл 
Кребса [Savidge et al., 1996; Донцов и др., 2006; 
Couee et  al., 2006; Wellen, Thompson, 2010; 
Borges et al., 2017], участвуют в синтезе актив-
ных форм кислорода (АФК) и  фенольных со-
единений, приводя к  повышению активности 
ферментов АОС [Галибина и  др., 2013, 2016а; 
Никерова и  др., 2016, 2017а, б; Никерова, Га-
либина, 2017]. Глюкоза, являясь сигнальной 
молекулой, может инициировать активность 
ферментов АОС [Hu et  al., 2012], а  также не-
посредственно взаимодействовать с  АФК, об-
разуя субстраты пероксидазного окисления 
[Синькевич и  др., 2009]. В  результате проис-
ходит переключение путей утилизации сахаро-

ing the formation of normal (in silver birch, Betula pendula Roth var. pendula) and abnor-
mal (in Karelian birch, Betula pendula Roth var. carelica (Mercl.) Hämet-Ahti) wood struc-
ture. This was the first study of this sort. The objects were the seedlings (6‑and 11‑weeks-
old) and adult plants of different forms of the silver birch (var. pendula and var. carelica). It 
was shown that at the age of 6 weeks, the seedlings of Betula pendula Roth var. pendula 
and Betula pendula Roth var. carelica (Mercl.) Hämet-Ahti had no external differences, 
but seedlings of Betula pendula Roth var. pendula showed a higher activity of secondary 
metabolism enzymes (POD and  PPO) compared to  Betula pendula var. carelica seed-
lings. We noticed a change in the metabolic strategies of antioxidant enzymes by the age 
of 11 weeks. Growth processes began to dominate in the var. pendula seedlings, and their 
morphometric parameters reached higher values; on the contrary, var. carelica seedlings 
had higher activities of antioxidant enzymes. As we have reported previously, abnormal 
xylogenesis in adult Karelian birch plants is biochemically reflected in a higher POD activi-
ty. A new finding from this study is the higher activity of SOD, CAT and PPO in the process 
of abnormal xylogenesis. It is important that the antioxidant system is reoriented towards 
secondary metabolism already at the age of 11 weeks, when there are no visible signs 
of abnormal xylogenesis yet. We put forward a hypothesis that the activity of antioxidant 
enzymes can act as a test for the diagnosis of abnormal xylogenesis in Karelian birch at 
the earliest stages of the ontogeny.

K e y w o r d s: xylogenesis; ontogeny; Karelian birch; figured wood; seedlings; leaf; stem; 
superoxide dismutase; catalase; peroxidase; polyphenol oxidase.
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зы с синтеза целлюлозы (как при образовании 
нормальной древесины) на реакции вторичного 
метаболизма.

Субстраты фенольной природы часто яв-
ляются биологически активными веществами 
и могут служить сырьем для получения различ-
ных препаратов, а  сами ферменты АОС могут 
быть использованы в  процессах биокатализа 
[Burton, 2003; Borges et  al., 2017]. Фермен-
ты АОС вовлечены в  регуляцию метаболизма 
на протяжении всего онтогенеза [Жукова и др., 
1996; Половникова, Воскресенская, 2008; 
Jakovljević et al., 2013; Iqbal et al., 2017], поэто-
му их изучение необходимо на разных его ста-
диях.

В  настоящей работе мы провели изучение 
активности комплекса ферментов АОС (су-
пероксиддисмутазы (СОД), каталазы (КАТ), 
пероксидазы (ПОД)) и  полифенолоксидазы 
(ПФО) (1) у  взрослых растений березы повис-
лой при формировании нормальной и аномаль-
ной структуры древесины и  (2) на  начальных 
этапах онтогенеза у 6- и 11‑недельных сеянцев 
обычной и карельской березы.

Объекты и методы исследования

Растительный материал

Объекты исследования – сеянцы и взрослые 
растения обычной березы повислой (B. pendula 
var. pendula) и  карельской березы (B.  pendula 
var. carelica).

Сеянцы обычной и  карельской березы вы-
ращивали до возраста 6 и 11 недель под свето-
установкой при температуре воздуха 21–22 °С, 
освещенности около 5 клк и  16‑часовом све-
топериоде на  питательном грунте следующе-
го состава: N  – 0,5 %, C  – 21 %, содержание 
подвижных форм P и  K соответственно 0,03 
и 0,09 %. На анализ отбирали стебли и листья. 
Длина листа была в диапазоне 2–5 см. Семена 
карельской березы получены от  контролиру-
емого опыления деревьев с  ярко выраженны-
ми признаками узорчатости. Было отобрано 
по  10–15 индивидуальных растений обычной 
и  карельской березы 6- и  11‑недельного воз-
раста для получения общей навески. Аналити-
ческая повторность трехкратная.

Возраст взрослых растений на момент отбо-
ра составил 25 лет. Они произрастали на лесо-
семенной плантации в Медвежьегорском райо-
не Республики Карелия. На  анализ отбирали 
растения обычной березы и  узорчатые расте-
ния карельской березы, выращенные из семян 
от контролируемого опыления плюсовых дере-
вьев. Исследование проводили в  конце июня 

(30.06.2016), в период активного камбиального 
роста. На стволе изучаемых растений вырезали 
окошки 10×6 см и отделяли кору от древесины. 
С  поверхности древесины соскабливали тка-
ни ксилемы, куда входили материнские клетки 
ксилемы и  наружные слои прироста ксилемы 
текущего года. С внутренней поверхности коры 
препарировали ткани флоэмы, которые вклю-
чали камбиальную зону, проводящую флоэму 
и  самые внутренние слои непроводящей фло-
эмы. Отбор образцов тканей ствола контроли-
ровали под световым микроскопом. У растений 
карельской березы ткани отбирали из участков 
ствола с  характерными вздутиями, неровнос-
тями, крупными бугорками и  бугорчатыми вы-
пуклостями. Всего было отобрано 20 растений 
карельской березы и  8 растений обычной бе-
резы повислой, что и составило биологическую 
повторность.

Весь растительный материал замораживали 
в  жидком азоте и  хранили в  низкотемператур-
ной морозильной камере при –70 °С.

Биохимические исследования

Растительные ткани растирали с  жидким 
азотом и  гомогенизировали при 4 °С  в  буфе-
ре следующего состава: 50 мМ Hepes (pH 7,5), 
1 мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА, 3 мМ ДТТ, 5 мМ MgCl2, 
0,5  мМ PMSF. После 20‑минутной экстракции 
гомогенат центрифугировали при 10 000 g в те-
чение 20 минут (центрифуга MPW-351R, Поль-
ша). Далее проводили диализ при 4 °С в тече-
ние 18–20 часов против буфера для гомогени-
зации, разбавленного в  10 раз. В  полученных 
после диализа ферментативных препаратах 
спектрофотометрически (СФ 2000, Россия) 
определяли активность ферментов [Галибина 
и др., 2013].

Об  активности СОД судили по  ингибирова-
нию фотовосстановления нитросинего тетра-
золия (НСТ). Инкубационная среда для опре-
деления активности СОД содержала: 50  мМ 
K,Na-фосфатный буфер (рН 7,8), 172 мкМ НСТ, 
210  мкМ метионин, 24  мкМ рибофлавин, 0,1% 
тритон Х-100. Для определения активности 
СОД измеряли уменьшение оптической плот-
ности при 560  нм после 30 минут инкубации 
под светом флуоресцентных ламп. Активность 
СОД выражали в усл. ед. на 1 мг белка за 30 ми-
нут (усл. ед./мг белка).

Об активности КАТ судили по ферментатив-
ному разложению перекиси водорода. Инку-
бационная среда содержала 50  мМ K,Na-фос-
фатный буфер (рН  7,8) и  14,7  мМ перекись 
водорода. Время инкубации  – 4 минуты. Для 
определения активности КАТ измеряли умень-
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шение оптической плотности при 240  нм, со-
держание H2O2 рассчитывали по предваритель-
но построенному градуировочному графику 
[Никерова и  др., 2016]. Активность КАТ выра-
жали в  мкмоль восстановленной перекиси во-
дорода на 1 мг белка (мкмоль H2O2/мг белка).

Для определения активности ПОД в качест-
ве донора водорода использовали гваякол, 
в  качестве субстрата  – перекись водорода. 
Инкубационная среда для определения актив-
ности ПОД содержала: 50  мМ K,Na-фосфат-
ный буфер (рН 7,8); 2,6 мМ перекись водорода 
и  21,5  мМ гваякол. Время инкубации  – 30 ми-
нут. Активность ПОД определяли по  скорости 
образования продукта реакции – тетрагваякола 
(ТГ). Для определения содержания образовав-
шегося ТГ измеряли увеличение оптической 
плотности при 470 нм и количество ТГ рассчи-
тывали с  учетом коэффициента экстинкции 
(ε470 нм = 0,0266 мкМ-1 см-1). Активность ПОД вы-
ражали в  мкмоль образовавшегося ТГ на  1  мг 
белка (мкмоль ТГ/мг белка) [Галибина и  др., 
2016а; Никерова, Галибина, 2017].

Для определения активности ПФО в качест-
ве субстрата использовали пирокатехин. Инку-
бационная среда для определения активности 
ПФО содержала: 50  мМ K,Na-фосфатный бу-
фер (рН  7,8); 16,4  мМ пирокатехин. Для опре-
деления активности ПФО измеряли увеличе-
ние оптической плотности при длине волны 
420 нм, где поглощают продукты окисления пи-
рокатехина. Время наблюдения за реакцией  – 
20 минут. Активность ПФО выражали в усл. ед. 
на 1 мг белка за 1 минуту (усл. ед./мг белка).

Содержание белка определяли по  методу 
Бредфорда.

Статистическая обработка данных осущест-
влялась в  среде Microsoft Excel. В  таблице, 
содержащей значения активности ферментов 
в  органах сеянцев, приведены средние зна-
чения и  их стандартные отклонения для трех-
кратной аналитической повторности. На  диа-
граммах, отражающих активность ферментов 
в тканях ствола взрослых растений, приведены 
средние значения для биологической повтор-
ности и их стандартные ошибки (n = 8 – для рас-
тений обычной березы повислой, n = 20  – для 
растений карельской березы). На диаграммах, 
отражающих морфометрические характерис-
тики растений, приведены средние значения 
для биологической повторности и их стандарт-
ные ошибки (n = 10–15). Для оценки досто-
верности различий использовали t-критерий 
Стьюдента. Статистически значимыми считали 
различия при р < 0,05.

Исследования выполнены на  научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 

Федерального исследовательского центра «Ка-
рельский научный центр Российской академии 
наук».

Результаты

Активность антиоксидантных ферментов 
у взрослых растений обычной и карельской 
березы в тканях ствола

Активность СОД была выше и  в  тканях кси-
лемы, и в тканях флоэмы у взрослых растений 
карельской березы. В  ксилеме  – в  6 раз, во 
флоэме – в 1,3 раза (рис. 1, А).

Отличия по каталазной активности были об-
наружены только в ксилеме: у карельской бере-
зы она была выше, чем у обычной березы, в 1,2 
раза. Во флоэме активность КАТ не  различа-
лась у изучаемых форм (рис. 1, Б).

Активность ПОД была значительно выше 
у  растений карельской березы по  сравнению 
с обычной березой повислой. В ксилеме – в 6,9 
раза, во флоэме – в 10 раз (рис. 1, В).

Показатели активности ПФО у растений ка-
рельской березы также значительно превыша-
ли таковые у обычной. В ксилеме у растений ка-
рельской березы она была выше в 4 раза, а во 
флоэме – в 3,8 раза (рис. 1, Г).

Активность антиоксидантных ферментов 
у сеянцев обычной и карельской березы 
в стебле и листе

В возрасте 6 недель сеянцы обычной бере-
зы повислой и  карельской березы не  имели 
внешних морфометрических отличий, растения 
были примерно одинаковы по  высоте и  био-
массе.

По  достижении возраста 11 недель отличия 
сеянцев по морфометрическим характеристикам 
становятся явными, ростовые процессы интен-
сивнее выражены у обычной березы повислой.

Так, высота сеянцев обычной березы соста-
вила в среднем 6,8 см, что в 1,5 раза выше, чем 
у карельской березы, у которой высота сеянцев 
была 4,6 см. Масса листьев у сеянцев обычной 
березы повислой была в  1,9 раза выше, чем 
у сеянцев карельской березы: значения соста-
вили 0,29 и  0,15  г соответственно. При срав-
нении массы стебля тенденция сохранилась, 
обнаружено отличие в  2 раза: масса стебля 
0,08  г  – у  сеянцев обычной березы повислой, 
0,04 г – у сеянцев карельской березы (рис. 2).

Активность СОД в  целом возрастала при 
увеличении возраста сеянцев у  обеих изуча-
емых форм березы повислой. Однако на  6 не-
делях активность была выше в листе, а на 11 – 
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в стебле. Для обеих форм обнаружены сходные 
метаболические стратегии СОД. Активность 
фермента в  стебле была выше у  сеянцев ка-
рельской березы обоих возрастов: на  6 неде-
лях – в 5 раз, на 11 неделях – в 1,2 раза.

В листе, напротив, активность СОД была не-
значительно выше у сеянцев обычной березы.

Активность КАТ показала очень высокие зна-
чения в  листе у  6‑недельных сеянцев, причем 
у  сеянцев карельской березы активность КАТ 
была немного выше. В стебле активность фер-
мента также была более высокой у сеянцев ка-
рельской березы, отличалась в 1,4 раза.

К  возрасту 11 недель активность КАТ рез-
ко снизилась в листе у обеих форм и была не-
значительно выше у  сеянцев обычной березы. 
В  стебле обычной березы повислой при пере-
ходе с 6 до 11 недель активность КАТ незначи-
тельно возросла – в 1,1 раза, а в стебле у сеян-
цев карельской березы более значительно сни-
зилась – в 1,3 раза.

Рис. 1. Активность СОД (А), КАТ (Б), ПОД (В) и ПФО (Г) в ксилеме и флоэме у растений обыч-
ной (var. pendula) и карельской (var. carelica) березы
Fig. 1. Activity of SOD (А), CAT (Б), POD (В) and PPO (Г) in the xylem and phloem of silver birch (var. 
pendula) and Karelian birch (var. carelica)

Рис.  2. Морфометрические показатели 11‑недель-
ных сеянцев обычной (var. pendula) и карельской (var. 
carelica) березы
Fig.  2. Morphometric parameters of  the  11‑week-old 
seedlings of silver birch (var. pendula) and Karelian birch 
(var. carelica)
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Таким образом, отмечаем, что в  6 недель 
значения активности КАТ были более высо-
кие у сеянцев карельской березы. В 11 недель 
в  стебле значения активности КАТ не  отлича-
ются, а в листе активность КАТ выше у сеянцев 
обычной березы повислой в 1,1 раза.

Активность ПОД у  6‑недельных сеянцев 
обычной березы повислой была выше в  1,1 
(стебель) и в 4,2 (лист) раза по сравнению с ка-
рельской березой. А  в  11 недель, напротив, 
активность ПОД у  сеянцев карельской бере-
зы превышала значения березы обычной в 2,1 
раза в стебле и в 1,2 раза в листе.

При изучении ПФО обнаружена аналогич-
ная ПОД тенденция. В  6 недель активность 
фермента выше у  сеянцев обычной березы 
повислой и в стебле и в листе. В 11 недель ак-
тивность фермента становится выше у сеянцев 
карельской березы. Отметим очень высокие 
значения ПФО в  стебле 11‑недельных сеян-
цев карельской березы. В 6 недель активность 
ПФО была выше в 1,6 раза у сеянцев обычной 
березы по  сравнению с  сеянцами карельской 
березы, а  к  11 неделям уже у  сеянцев карель-
ской березы активность ПФО в 1,7 раза выше, 
чем у  сеянцев обычной березы повислой. 
В листе тенденция та же, однако количествен-
ные показатели активности значительно ниже. 
В  6 недель активность ПФО была выше в  1,2 
раза у  сеянцев обычной березы по  сравнению 
с  сеянцами карельской березы, а  в  11 недель 

у сеянцев карельской березы наблюдалась ак-
тивность ПФО в  1,1 раза выше, чем у  сеянцев 
обычной березы повислой.

Значения активности СОД, КАТ, ПОД и ПФО 
у сеянцев разных форм березы повислой при-
ведены в таблице.

Обсуждение

Проведенное исследование позволило вы-
явить ряд отличий в  нейтрализации активных 
форм кислорода у двух форм березы повислой 
в раннем онтогенезе и взрослом состоянии.

У  25‑летних растений карельской березы 
в  местах аномалий в  период активного кам-
биального роста формирование древесины 
происходит на  фоне высокой активности фер-
ментов АОС (СОД, ПОД и ПФО) как в ксилеме, 
так и  во флоэме, значительно превышающей 
таковую у обычной березы (рис. 1, А, В, Г). Это 
первая отличительная черта формирующих-
ся аномальных тканей камбиального регио-
на у  карельской березы. Полученные данные 
о  высокой активности ПОД в  местах анома-
лий подтверждают наши предыдущие иссле-
дования [Галибина и  др., 2013, 2016а; Нике-
рова, Галибина, 2017; Никерова и  др., 2017а, 
б]. При этом активность КАТ была выше лишь 
в  тканях ксилемы, во флоэме разницы не  об-
наружено (рис.  1, Б). Каталаза  – это первый 
фермент, принимающий участие в  нейтрали-

Активность ферментов АОС у 6- и 11‑недельных сеянцев обычной (var. pendula) и карельской (var. carelica) 
березы в стебле и листе
Activity of antioxidant enzymes in stems and leaves of the 6‑and 11‑week-old seedlings of silver birch (var. pendula) 
and Karelian birch (var. carelica)

Фермент
Enzyme

Форма
Betula pendula

Forms of
Betula pendula

6 недель
6 weeks

11 недель
11 weeks

стебель
stem

лист
leaf

стебель
stem

лист
leaf

СОД,
усл. ед./мг белка

SOD,
U/mg protein

var.
pendula 0,2 ± 0,01 1,5 ± 0,1 1,8 ± 0,1 1,7 ± 0,1

var.
carelica 1 ± 0,1 1,3 ± 0,1 2,1 ± 0,1 1,6 ± 0,1

КАТ,
мкмоль H2O2/мг белка

CAT,
µmol H2O2/mg protein

var.
pendula 532 ± 30 1458 ± 16 594 ± 16 593 ± 6

var.
carelica 747 ± 5 1605 ± 32 585 ± 57 532 ± 32

ПОД,
мкмоль ТГ/мг белка

POD,
µmol TG/mg protein

var.
pendula 49 ± 2 27 ± 1 6,2 ± 0,3 0,9 ± 0,04

var.
carelica 44 ± 2 6,4 ± 0,3 13 ± 1 1,1 ± 0,1

ПФО,
усл. ед./мг белка

PPO,
U/mg protein

var.
pendula 314 ± 16 129 ± 6 227 ± 11 45 ± 2

var.
carelica 201 ± 10 104 ± 5 375 ± 19 51 ± 3
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зации H2O2. Ранее нами было показано, что 
понижение активности КАТ у карельской бере-
зы сопровождается повышением активности 
другого фермента, утилизирующего перекись 
водорода, – ПОД [Никерова и др., 2017а]. Эти 
данные согласуются с  результатами исследо-
вания Fernandez-Garcia с  соавторами, в  их ра-
боте показана компенсаторная роль ПОД и КАТ 
в  сезонной динамике [Fernandez-Garcia et  al., 
2004]. Таким образом, взаимосвязь активности 
ПОД и  КАТ весьма интересна, их работа ско-
ординирована пространственно и  по  времени 
[Chen et  al., 2006]. Активность СОД, значения 
которой во флоэме у  карельской березы пре-
восходили таковую у обычной березы в 1,3 раза 
(рис.  1, А), вероятно, может стать причиной 
образования бо́льших количеств перекиси во-
дорода в аномальных тканях. Косвенно, распо-
лагая более высокими значениями активностей 
КАТ и ПОД в тканях при аномальном ксилогене-
зе, мы предполагаем, что высокие количества 
перекиси водорода  – это отличительная осо-
бенность аномальных тканей. Однако подтвер-
дить это можно будет только после определе-
ния концентрации перекиси водорода. Кроме 
того, известно, что H2O2 в свою очередь может 
являться сигнальной молекулой для запуска ге-
нов ПФО [Thipyapong et al., 2004].

Активность СОД, участвующей в  генерации 
H2O2, в  ксилеме у  двух форм березы повислой 
была значительно ниже по  сравнению с  флоэ-
мой, что, вероятно, сказалось на понижении ак-
тивности остальных ферментов АОС (рис.  1)  – 
ПОД и  КАТ, которые могут нейтрализовать 
перекись водорода, образовавшуюся в  ходе 
реакции супероксиддисмутазного окисления 
[Alici, Arabaci, 2016]. Хотя, конечно, это далеко 
не  единственный путь образования перекиси 
водорода. Наряду с  супероксиддисмутазной 
реакцией ее источниками могут быть процессы 
окисления жирных кислот, работа таких фер-
ментов, как флавиновые дегидрогеназы и  др. 
[Гарифзянов и др., 2011]. Более низкие значе-
ния разрушающих перекись ферментов (КАТ 
и  ПОД) в  ксилеме, по  сравнению с  флоэмой, 
также могут быть связаны с  использованием 
перекиси водорода в  биосинтезе лигнина [Os-
lon, Varner, 1993; Ros Barcelo, 2005]. Высокая 
активность изучаемых ферментов в тканях фло-
эмы может быть обусловлена большим коли-
чеством фенольных соединений, что характер-
но для древесных растений [Антонова, Стасова, 
2006, 2008], которые, в свою очередь, являются 
субстратами для окислительных реакций фер-
ментов АОС [Srivastava, van Huyste, 1977].

Мы выдвигаем гипотезу, что СОД, как пер-
вый фермент АОС [Прадедова и др., 2011], мо-

жет запускать ответы взаимосвязанных с  ней 
метаболическими путями ферментов АОС. 
С другой стороны, высокая активность ПОД мо-
жет способствовать накоплению супероксид-
радикалов, которые образуются при выпол-
нении ПОД оксидазных функций [Минибаева, 
Гордон, 2003].

Ферменты АОС участвуют в регуляции мета-
болизма на протяжении всего онтогенеза [Жу-
кова и др., 1996; Половникова, Воскресенская, 
2008; Jakovljević et  al., 2013; Igbal et  al., 2017]. 
Пероксидаза и  каталаза принимают участие 
в процессах роста и дифференциации [Gaspar, 
1995].

Изучение ферментов АОС на начальных эта-
пах онтогенеза выявило отличия в распределе-
нии их активности между 6- и  11‑недельными 
растениями. Так, в  стебле 6‑недельных сеян-
цев у растений карельской березы, по сравне-
нию с  обычной березой, были выше активно-
сти СОД и КАТ и ниже активности ПОД и ПФО. 
В стебле у 11‑недельных сеянцев распределе-
ние активности ферментов АОС было аналогич-
но тому, что наблюдали у  взрослых растений, 
а  именно: активности СОД, ПОД и  ПФО выше 
у  сеянцев карельской березы (табл.). Таким 
образом, стебель 11‑недельных сеянцев, ког-
да видимые признаки развития аномалий еще, 
конечно, отсутствуют, биохимически отражает 
переход метаболических реакций в  направле-
нии аномального ксилогенеза.

Активность СОД к возрасту 11 недель стано-
вится значительно выше, вероятно, ввиду уве-
личения свободнорадикальных окислительно-
восстановительных реакций [Прадедова и  др., 
2009] при интенсивных ростовых процессах.

Активность КАТ не  показала отличий у  ис-
следуемых растений. Мы предполагаем, что 
у сеянцев обычной березы это свидетельствует 
о преобладании каталазного пути расщепления 
перекиси водорода, что подтверждается затем 
более низкой активностью ПОД ввиду отсут-
ствия необходимости в  нейтрализации пере-
киси водорода. У  сеянцев карельской березы 
в  нейтрализации перекиси водорода задейст-
вованы и  КАТ и  ПОД. Образовавшиеся в  ходе 
пероксидазной реакции полифенолы вступают 
в  реакцию полифенолоксидазного окисления. 
Предполагаем, что здесь имеет место внутри-
клеточное повышение активности ПФО, кото-
рая включается в  метаболизм каскадом реак-
ций ферментов АОС и в данном случае не свя-
зана с  различными реакциями повреждения, 
которые обычно вызывают ее высокую актив-
ность [Toivonen, Brummell, 2008].

У  11‑недельных растений обычной бере-
зы более низкая активность ферментов АОС 
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(табл.) коррелирует с  более активными рос-
товыми процессами (рис.  2). Активация же 
ферментов АОС у  11‑недельных сеянцев ка-
рельской березы (табл.) свидетельствует 
о  переориентации на  процессы вторичного 
метаболизма, что коррелирует со  снижени-
ем темпов роста (рис. 2). Предполагается, что 
высокие значения активности ПОД и  ПФО мо-
гут понижать интенсивность ростовых про-
цессов [Laukkanen et  al., 1999]. Все эти факты 
подтверждают ранее обнаруженную у взрослых 
растений обратную корреляцию между росто-
выми процессами и  пероксидазной активнос-
тью в тканях ствола [Галибина и др., 2013].

Изучение активности ферментов АОС, ко-
торые, возможно, могут иметь индикаторную 
роль в  стебле уже в  раннем онтогенезе при 
рассмотрении процессов нормального и  ано-
мального ксилогенеза, в  листе приобретает 
особое значение. Лист функционирует в  це-
лостной системе донорно-акцепторных от-
ношений. Акцепторные зоны (зоны роста или 
запасания)  – в  случае изучения древесных 
растений это формирующиеся стволовые тка-
ни  – получают ассимиляты, которые образо-
вались в  листе в  ходе различных процессов 
жизнедеятельности (например, фотосинтеза 
и дыхания) [Шелякин и др., 2016]. Мы предпо-
ложили, что активность ферментов АОС, оп-
ределяемая в  листовом аппарате, могла бы 
стать удобным биохимическим маркером для 
идентификации процессов нормального и ано-
мального ксилогенеза. Однако в  этом случае 
особое значение имеет выбор определенной 
фазы развития листа, поскольку значения ак-
тивности ферментов могут отличаться между 
фазами [Никерова и др., 2016]. Несоблюдение 
этого условия не  позволит обнаружить четких 
отличий по ферментативной активности.

У  6- и  11‑недельных сеянцев активность 
СОД в  листе ниже у  карельской березы, что, 
вероятно, связано с акцепторными функциями 
стебля, где активность СОД выше (табл.).

Активность КАТ количественно значительно 
снижается от  возраста 6 недель к  возрасту 11 
недель. Это объясняется тем, что фермент по-
казывает высокую активность в  молодых жиз-
неспособных органах и  тканях [Карасев и  др., 
2015] на  самых ранних этапах развития рас-
тений [Половникова, Воскресенская, 2008], 
особенно важна роль каталазы в  процессах, 
происходящих в  клетках и  тканях молодых се-
янцев [Willekens et  al., 1995]. У  11‑недельных 
растений количественные значения активности 
КАТ близки в  стебле и  листе. Это, возможно, 
свидетельствует о  некоем пределе активно-
сти фермента, который может быть обуслов-

лен возрастными ограничениями и  количест-
вом субстрата, что обнаруживается примерно 
с  возраста 7–9 недель (наши неопубликован-
ные данные).

Таким образом, в  возрасте 6 недель актив-
ность КАТ выше у сеянцев карельской березы; 
ПОД, напротив, выше у  сеянцев обычной бе-
резы. К  11 неделям тенденция приобретает 
обратную закономерность ввиду качественных 
перестроек в  активности ферментов АОС, что 
мы уже отмечали на  более взрослых сеянцах 
[Никерова и  др., 2016]. На  основании полу-
ченных данных можно предположить, что ак-
тивность ферментов АОС в листовом аппарате 
может быть биохимическим индикатором узор-
чатости. Дальнейшие исследования в этом на-
правлении и  верификация высказанной гипо-
тезы, вероятно, позволят использовать актив-
ность ферментов АОС в листовом аппарате для 
обнаружения узорчатости на  ранних стадиях 
развития структурных аномалий.

Заключение

В  результате проведенного исследования 
выяснено, что ферменты АОС могут быть био-
химическими маркерами для определения 
нормального и  аномального ксилогенеза у  ка-
рельской березы. Наиболее важен тот факт, что 
отличия по активности ферментов обнаружива-
ются уже на  ранних стадиях онтогенеза, когда 
видимые признаки аномальной древесины, ко-
нечно, отсутствуют. Поэтому наши дальнейшие 
исследования будут направлены на выявление 
диапазонов количественных значений актив-
ности ферментов АОС, которые бы позволили 
биохимически характеризовать пути нормаль-
ного и аномального ксилогенеза в онтогенезе.

Протекание процессов нормального кси-
логенеза, связанного с  образованием прямо-
слойной древесины, сопряжено с более интен-
сивными ростовыми процессами. Аномальный 
ксилогенез сопряжен с активными процессами 
вторичного метаболизма, что подтверждается 
высокой активностью ферментов АОС уже у се-
янцев карельской березы.

Полученные данные по  пониманию биохи-
мических реакций, лежащих в основе ксилоге-
неза, могут быть использованы для повышения 
продуктивности древесных растений. Кроме 
того, органы и ткани с нестандартной фермен-
тативной активностью могут служить сырьем 
для получения различных биологически актив-
ных препаратов.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из  средств федерального 
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бюджета на  выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (Институт леса КарНЦ РАН) 
и  при финансовой поддержке РФФИ (проект 
№ 16‑04‑100639_р_а).
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ОЦЕНКА ЛИПИДНОГО СОСТАВА И НЕКОТОРЫХ 
КОМПОНЕНТОВ АНТИОКСИДАНТНОЙ СИСТЕМЫ МИДИЙ 
MYTILUS EDULIS В УСЛОВИЯХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО 
ЗАРАЖЕНИЯ МЕТАЦЕРКАРИЯМИ HIMASTHLA ELONGATA

Н. Н .  Фокина1, И.  В. С уховская1, Т. Р . Р уоколайнен1, А. А .  Кочнева1, 
И. Н .  Бахмет1, К. Е . Н иколаев2, И. А . Л евакин2

1 Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия
2 Зоологический институт РАН, Санкт-Петербург, Россия

Проведено исследование длительного эффекта экспериментального заражения 
метацеркариями Himasthla elongata (Mehlis, 1831) (Himasthlidae) на некоторые био-
химические показатели второго промежуточного хозяина – мидии Mytilus edulis (со-
держание восстановленной формы глутатиона, структурных и  запасных липидов, 
жирных кислот общих липидов, а  также активность ферментов глутатион-S-транс-
феразы, каталазы и пероксидазы). Показано, что паразитарная инвазия оказывает 
влияние на активность каталазы в жабрах и ноге у мидий, а также на содержание не-
которых фосфолипидов и жирных кислот преимущественно в их жабрах, гепатопан-
креасе и ноге. В ноге инвазированных мидий пониженная активность каталазы и по-
вышенное содержание лизофосфатидилхолина и  сфингомиелина, а  также низкий 
уровень полиненасыщенных жирных кислот (преимущественно докозагексаеновой 
22:6n-3 кислоты) отражают главным образом присутствие метацеркарий H. elongata 
в исследуемом органе. В то же время изменения некоторых биохимических показа-
телей в жабрах у инвазированных мидий (прежде всего повышенная активность ката-
лазы, сниженное содержание эфиров холестерина и модификации на уровне жирно-
кислотного спектра) указывают на наличие стрессового воздействия, оказываемого 
метацеркариями H. elongata на моллюсков. Предполагается, что исследуемые био-
химические показатели подвергаются значительному воздействию непосредствен-
но в момент внедрения паразитов в ткани хозяина (в течение первых суток), тогда как 
длительный эффект нахождения паразита в организме второго промежуточного хо-
зяина (на протяжении года) приводит к стабилизации в системе «паразит – хозяин», 
в том числе на уровне исследуемых биохимических показателей. Данное предполо-
жение требует проведения дополнительных исследований.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: фосфолипиды; жирные кислоты; восстановленный глутати-
он; каталаза; глутатион-S-трансфераза; двустворчатые моллюски; трематоды.

N.  N.  Fokina, I.  V.  Sukhovskaya, T.  R.  Ruokolainen, A.  A.  Kochneva, 
I.  N.  Bakhmet, K.  E.  Nikolaev, I.  A.  Levakin. ASSESSMENT OF THE LIPID 
COMPOSITION AND SOME COMPONENTS OF THE ANTIOXIDANT SYSTEM 
IN BLUE MUSSELS MYTILUS EDULIS EXPERIMENTALLY INFECTED WITH 
HIMASTHLA ELONGATA METACERCARIAE

The long-term effect of experimental infection with metacercariae of Himasthla elongata 
(Mehlis, 1831) (Himasthlidae) on some biochemical indices of  its second intermediate 
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Введение

Исследования взаимодействий в  систе-
ме «паразит  – хозяин» на  примере различных 
видов трематод и  двустворчатых моллюсков 
проводились начиная с  1960‑х годов [Cheng, 
1967; Lauckner, 1983; De Montaudouin et  al., 
2012]. Среди многообразия аспектов во взаи-
моотношениях «паразит  – хозяин» актуальным 
остается вопрос о  влиянии паразитов на  био-
химический статус хозяина. Достаточно под-
робно описаны метаболические модификации, 
вызванные инвазией трематод, у  брюхоногих 
моллюсков [Lunetta, Vernberg, 1971; Thompson, 
1983; Fried et al., 1993a, б; Arakelova et al., 2004, 
2007; Vorontsova et  al., 2010; Gornowicz et  al., 
2013; Tyutin, Izvekova, 2013], однако исследо-
вания биохимических параметров двуствор-
чатых моллюсков, зараженных трематодами, 
фактически отсутствуют. Считается, что пато-
генное воздействие метацеркарий трематод 
на  организм второго промежуточного хозяина 
минимально [Bower et  al., 1994; Laruelle et  al., 
2002], поскольку в  большинстве случаев ме-
тацеркарии представляют собой покоящуюся 
стадию, «ожидающую» попадания в  организм 
окончательного хозяина [Werding, 1969]. При 
этом известно, что внедрение паразита инду-
цирует значительные метаболические пере-
стройки в организме хозяина, инициируя фор-
мирование активных форм кислорода (АФК) 
и  тем самым вызывая окислительный стресс 
и  активацию антиоксидантной системы (АОС) 
[Vorontsova et  al., 2010; Gornowicz et  al., 2013; 
Tyutin, Izvekova, 2013]. В  связи с  этим с  помо-
щью биохимических маркеров, в том числе по-
казателей, отражающих работу АОС, а  также 

состав липидов и  их жирных кислот (которые 
служат основной мишенью для действия АФК), 
можно оценить влияние паразитарной инвазии 
на  организм промежуточного хозяина [Fried, 
Bradford, 1984; Fried et al., 1995; Arakelova et al., 
2004, 2007; Руднева и  др., 2004; Vorontsova 
et al., 2010; Gornowicz et al., 2013].

В  настоящей работе изучали длительный 
эффект экспериментального заражения мета-
церкариями Himasthla elongata (Mehlis, 1831) 
(Himasthlidae) на  биохимические показате-
ли второго промежуточного хозяина  – мидии 
(Mytilus edulis), а  именно: содержание струк-
турных и  запасных липидов, жирнокислотный 
спектр общих липидов, работу некоторых ком-
понентов АОС (активность ферментов глута-
тион-S-трансферазы, каталазы, пероксидазы 
и  содержание восстановленной формы глута-
тиона). H.  elongata  – типичный представитель 
паразитофауны мидий, обитающих в  лито-
ральной зоне Белого моря [Galaktionov, 2001]. 
Первым промежуточным хозяином этого вида 
служат литоральные гастроподы Littorina spp., 
а  окончательным  – птицы прибрежного комп-
лекса [Werding, 1969].

Материалы и методы

Проведение эксперимента по заражению 
мидий Mytilus edulis церкариями Himasthla 
elongata

Для эксперимента были использованы ми-
дии Mytilus edulis (Linnaeus, 1758), выращен-
ные на  искусственных субстратах марикуль-
туры в  районе о. Соностров (Кандалакшский 
залив, Белое море). Ранее было показано, что 

host, Mytilus edulis (the  content of  reduced glutathione, structural and  storage lipids, 
fatty acids of total lipids, and the activity of glutathione-S-transferase, catalase and per-
oxidase) was investigated. It was shown that the parasitic invasion affects catalase activity 
in mussel gills and foot, as well as alters the content of some phospholipids and fatty acids, 
mainly in mussel gills, digestive gland and foot. The decreased catalase activity and el-
evated levels of lysophosphatidylcholine and sphingomyelin, as well as the low content 
of polyunsaturated fatty acids (primarily docosahexaenoic acid, 22:6n-3) in the foot of in-
fected mussels generally reflect the presence of H. elongata metacercariae in this organ. 
At the same time, changes in several biochemical indices in the gills of infected mussels 
(essentially higher catalase activity, reduced content of cholesterol esters and modifica-
tions in the fatty acid composition) indicate a stress effect caused by H. elongata meta-
cercariae. It is assumed that the  studied biochemical indices are significantly affected 
immediately, during penetration of the parasites in the host tissues (within the first day), 
while the long-term effect of the parasite infection on the second intermediate host (dur-
ing a year) eventually leads to a stabilization of the host-parasite relationship, including 
the investigated components of the antioxidant system, as well as the lipid composition. 
This assumption requires additional research.

K e y w o r d s: phospholipids; fatty acids; reduced glutathione; glutathione-S-transfer-
ase; catalase; bivalves; trematodes.
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мидии, обитающие в  условиях аквакультуры, 
свободны от  инвазии метацеркариями трема-
тод [Kulatchkova, 1985]. В  нашей работе ана-
лиз случайным образом выбранных 100 эк-
земпляров мидий с  искусственных субстратов 
также показал отсутствие их заражения тре-
матодами. Были отобраны моллюски с длиной 
раковины 2,5 ± 0,4  мм (N = 30), для того чтобы 
исключить влияние размера моллюска на  сте-
пень заражения паразитами, а  также на  ис-
следуемые биохимические показатели [Poulin,  
2010].

Для получения церкарий Himasthla elongata 
(Mehlis, 1831) использованы моллюски Littorina 
littorea (Linnaeus, 1758), собранные в  лито-
ральной зоне Чупинской губы Кандалакш-
ского залива в  июле 2013  года. После сбора 
улитки в  пластиковых пакетах были поме-
щены в  изотермические условия (t = 10 °C) 
на  24  ч, а  затем их размещали индивидуально 
в  100‑мл пластиковые стаканы с  морской во-
дой и держали в условиях солнечного освеще-
ния на протяжении 1 ч. В дальнейшем стаканы 
проверяли на  наличие церкарий с помощью 
бинокуляра (МБС-10, Россия). Выявлены 50 
особей L.  littorea, инфицированные редиями 
H.  elongata, которые были заняты в  дальней-
шем эксперименте. Для заражения церкария-
ми H.  elongata использованы 15 экземпляров 
мидий M. edulis, которых индивидуально поме-
щали в  100‑мл стакан с  морской водой, после 
чего добавляли по  40–50 экземпляров церка-
рий H. elongata и выдерживали в течение суток 
[Nikolaev et  al., 2006]. В  качестве контрольной 
группы были выбраны 15 особей незараженных 
мидий M. edulis. Затем зараженную и контроль-
ную группы моллюсков поместили в садки, рас-
положенные на глубине 3 м в Кривозерском за-
ливе Чупинской губы Кандалакшского залива. 
Срок экспозиции зараженных и  контрольных 
особей составил 1 год.

В сентябре 2014 года проводился отбор тка-
ней жабр, краевой части мантии, гепатопан-
креаса и  ноги у  мидий M.  edulis контрольной 
группы и  зараженных церкариями H.  elongata 
на  биохимический анализ. При отборе проб 
проверяли наличие метацеркарий H.  elongata 
и  проводили подсчет их количества во всех 
исследуемых тканях при помощи бинокуляра 
(МБС-10, Россия).

Биохимический анализ

Анализ выполняли на научном оборудовании 
Центра коллективного пользования Федераль-
ного исследовательского центра «Карельский 
научный центр Российской академии наук».

Анализ активности некоторых фермен-
тов антиоксидантной системы, а  также 
определение концентрации восстанов-
ленной формы глутатиона. В  день исследо-
вания замороженные образцы тканей мидий 
весом 0,1–0,4  г гомогенизировали с  помощью 
гомогенизатора Digital Disruptor Genie (США) 
в 50‑мМ буферном растворе Трис-HCl (pH 7,5) 
при 5‑кратном разбавлении. Гомогенат цент-
рифугировали при 50 000 g в течение 1 часа при 
4 °C на  центрифуге Beckman Coulter Allegra® 
64R (США). Супернатант использовали для 
определения следующих биохимических пока-
зателей: активность глутатион S-трансферазы, 
каталазы, гваякол-зависимой пероксидазы, 
а  также содержание восстановленной формы 
глутатиона. Измерения проводили на  много-
функциональном ридере CLARIOstar BasicUnit 
(BMG Labtech, Германия).

А к т и в н о с т ь  г л у т а т и о н  S - т р а н с -
ф е р а з ы  ( К Ф  2 . 5 . 1 . 1 8 ,  G S T )  опреде-
ляли по  скорости связывания восстановлен-
ного глутатиона с  субстратом 1‑хлор-2,4‑ди-
нитробензолом (CDNB) [Habig et  al., 1974]. 
Относительную активность фермента в  тканях 
мидий выражали в количестве µМ продукта ре-
акции, образовавшихся за минуту, в пересчете 
на мг белка в ткани (µМ продукта/мг раствори-
мого белка в ткани * мин).

А к т и в н о с т ь  к а т а л а з ы  ( К Ф 
1 . 1 1 . 1 . 6 ,  C A T )  определяли спектрофото-
метрическим методом согласно Beers and Sizer 
[1952] с  модификациями. Относительную ак-
тивность выражали в µ М продукта/мг раство-
римого белка в ткани * мин.

А к т и в н о с т ь  г в а я к о л - з а в и с и -
м о й  п е р о к с и д а з ы  ( К Ф  1 . 1 1 . 1 . 7 , 
P x )  определяли по методу Chance and Maehly 
[1955] с  модификациями. Относительную ак-
тивность выражали в µ М продукта/мг раство-
римого белка в ткани * мин.

Для определения к о н ц е н т р а ц и и  в о с -
с т а н о в л е н н о г о  г л у т а т и о н а  ( G S H ) 
растворимые белки исходного гомогената 
осаждали с помощью 5% трихлоруксусной кис-
лоты (ТХУ). Образовавшийся осадок отделя-
ли центрифугированием при 2500  g в  течение 
15  мин. Концентрацию восстановленного глу-
татиона в полученном супернатанте определя-
ли, используя модифицированные методики 
Сohn, Lyle [1966] и  Hissin, Hilf [1976]. Концен-
трацию глутатиона вычисляли с  помощью ка-
либровочного графика, построенного по  ре-
зультатам измерений серии растворов GSН 
(Sigma-Aldrich, Австрия) с концентрацией от 0,5 
до 20 мкг/мл на 0,4 М трис-НСl буфере (рН 8,5) 
с  5  мМ ЭДТА. Относительную концентрацию 
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глутатиона выражали в  мкг GSH в  пересчете 
на мг белка в ткани.

Концентрацию растворимого белка опре-
деляли в  супернатанте спектрофотометричес-
ки по поглощению пептидной связи при длине 
волны 220 нм при 26 °C [Noble, Bailey, 2009; Су-
ховская и др., 2010].

Анализ состава общих липидов и их жир-
ных кислот. Липиды исследуемых тканей ми-
дий экстрагировали по методу Folch et al. [1957] 
в  смеси хлороформ/метанол (2:1, по  объему). 
Разделение общих липидов на основные клас-
сы (фосфолипиды, холестерин и  его эфиры, 
триацилглицерины) проводили методом тон-
кослойной хроматографии с  использованием 
силикагельных пластин Silica gel 60 F254 plates 
200×100 мм (Merck, Германия) в системе рас-
творителей: петролейный эфир/серный эфир/
уксусная кислота (90:10:1, по объему) при ком-
натной температуре. Идентификация исследу-
емых фракций основных классов липидов осу-
ществлялась при помощи стандартов: смесь 
фосфолипидов (P3817, Supelco, США), холес-
терин (C8667, Sigma, США), триолеатглицерин 
(92860, Sigma, США) и пальмитат холестерина 
(C78607, Aldrich, США). Количественное содер-
жание общих фосфолипидов, триацилглицери-
нов и  эфиров холестерина определяли по  ме-
тоду В. С. Сидорова с соавторами [1972], а хо-
лестерин – по методу Engelbrecht et al. [1974]. 
Количественное определение исследуемых 
фракций общих липидов проводили при 540 нм 
для фосфолипидов, триацилглицеринов и эфи-
ров холестерина, а также при 550 нм для холес-
терина, используя спектрофотометр СФ-2000 
(Россия).

Состав отдельных фракций фосфолипидов 
(фосфатидилинозитол, фосфатидилсерин, 
фосфатидилэтаноламин, фосфатидилхолин, 
лизофосфатидилхолин и сфингомиелин) опре-
деляли с  помощью высокоэффективной жид-
костной хроматографии по методу Arduini et al. 
[1996] на  колонке Nucleosil 100–7 (Elsiko, Рос-
сия) с  подвижной фазой: ацетонитрил/гексан/
метанол/фосфорная кислота (918:30:30:17.5, 
по  объему) и  УФ-спектрофотометром при 
длине волны 206  нм на  изократическом жид-
костном хроматографе «Стайер» («Аквилон», 
Россия). Идентификацию пиков проводили 
с  использованием аналитических стандарт-
ных растворов: смесь фосфолипидов (P3817, 
Supelco, США), фосфатидилсерин (P7769, 
Sigma, США) и  сфингомиелин (S7004, Sigma,  
США).

Общие липиды исследуемых тканей мидий 
подвергали прямому метанолизу с использова-
нием метанола и хлористого ацетила. Получен-

ные смеси метиловых эфиров жирных кислот 
разделяли методом газожидкостной хромато-
графии на приборе Agilent 7890A (США), обору-
дованном пламенно-ионизационными детекто-
рами, с  использованием капиллярных колонок 
DB-23 (60  м  – 0,25  мм) (Agilent Technologies, 
США) и азота в качестве подвижной фазы. Ме-
тиловые эфиры жирных кислот, полученные 
из  общих липидов тканей мидий, идентифи-
цировали путем сравнения с  аналитическим 
стандартом FAME Mix 37 Components (Supelco, 
США).

Статистическая обработка

Статистический анализ проводили с  помо-
щью программы StatSoft Statistica v 7.0. Тест 
Колмогорова  – Смирнова и  Лиллиефорса был 
использован для определения нормальности 
распределения исследуемых биохимических 
показателей мидий. Поскольку распределение 
большинства исследуемых показателей откло-
няется от  нормального, достоверность разли-
чий оценивали непараметрическим критерием 
Манна  – Уитни U (p < 0,05). Корреляцию в  из-
менениях между исследуемыми биохимически-
ми показателями и количеством метацеркарий 
в  ноге мидий оценивали с  помощью коэффи-
циентов ранговой корреляции Спирмена [Hill, 
Lewicki, 2007].

Результаты и обсуждение

Несмотря на то что большинство видов Echi‑
nostomatidae, инфицирующих двустворчатых 
моллюсков, не  являются патогенными [Bower 
et al., 1994], показано, что заражение моллюс-
ков церкариями приводит к  повреждению тка-
ней, снижению скорости фильтрации и  бис-
сусообразования, к  аккумуляции гемоцитов 
и  фиброзной ткани вокруг инцистировавших-
ся церкарий [Lauckner, 1983; Wegerberg, 1998; 
Jensen et  al., 1999; Laruelle et  al., 2002]. Мы 
предполагаем, что изучение состава липидов 
и их жирных кислот, а также компонентов АОС 
у инвазированных мидий позволит определить 
степень влияния экспериментального зара-
жения трематодами H.  elongata на  их биохи-
мический статус. Исследование тканей мидий 
M.  edulis на  наличие паразитов показало, что 
в результате проведенного экспериментально-
го заражения у  всех исследуемых моллюсков 
метацеркарии H.  elongata были локализованы 
в ноге и их количество составляло от 3 до 40 эк-
земпляров.

Липиды и  их жирные кислоты являются 
структурными компонентами клеточных мем-
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бран, источниками метаболической энергии, 
а  также предшественниками для синтеза био-
логически активных веществ, в том числе эйко-
заноидов [Vance, Vance, 2002]. Трематоды, как 
и большинство паразитов, не могут de novo син-
тезировать липиды и полиненасыщенные жир-
ные кислоты, и они получают их из окружающей 
среды, а затем встраивают в свой метаболизм 
[Hoskin et  al., 1974; Furlong, 1991; Smith, 1994; 
Ghosh et  al., 2005; Kubata et  al., 2007; Mondal, 
Dey, 2013]. В то же время паразиты могут син-
тезировать эйкозаноиды, необходимые для 
подавления иммунного ответа хозяина [Belley, 
Chadee, 1995; Kubata et  al., 2007]. Арахидоно-
вая кислота – метаболический предшественник 
для синтеза эйкозаноидов, находится в соста-
ве фосфолипидов, преимущественно фосфа-
тидилхолина и  фосфатидилинозитола [Vance, 
Vance, 2002]. Высвобождение полиненасыщен-
ных жирных кислот, в том числе арахидоновой 
кислоты, и лизоформ фосфолипидов отмечает-
ся в организме хозяина посредством деятель-

ности ферментов фосфолипаз паразитарного 
происхождения [Kubata et  al., 2007]. Так, в  на-
стоящей работе показано, что в гепатопанкре-
асе и  ноге инвазированных мидий повышена 
концентрация лизофосфатидилхолина (ЛФХ, 
рис. 1). Поскольку были выявлены положитель-
ные корреляции между содержанием ЛФХ и ко-
личеством метацеркарий в ноге у инвазирован-
ных мидий (r = 0,61; p = 0,0086), отмеченное 
повышение уровня ЛФХ в  ноге служит, веро-
ятно, результатом метаболической активности 
церкарий, требующих наличия жирных кислот – 
предшественников для синтеза эйкозаноидов, 
подавляющих иммунную систему хозяина [Bel-
ley, Chadee, 1995; Kubata et  al., 2007]. Напро-
тив, в гепатопанкреасе инвазированных мидий 
корреляций в  содержании всех исследуемых 
фракций фосфолипидов с  количеством мета-
церкарий в  ноге выявлено не  было. Вероятно, 
в гепатопанкреасе свободные полиненасыщен-
ные жирные кислоты могут быть необходимы 
для синтеза эйкозаноидов, обеспечивающих 

Рис. 1. Содержание лизофосфатидилхолина (ЛФХ) и сфингомиелина (СФМ) в % сухой массы в ноге (А) 
и гепатопанкреасе (Б) неинвазированных (1) и инвазированных (2) мидий Mytilus edulis. Здесь и далее: 
* – различия достоверны, критерий Манна – Уитни U (р < 0,05)
Fig. 1. Content of  lysophosphatidylcholine (ЛФХ) and sphingomyelin (СФМ) in % of dry mass in  the  foot (А) 
and digestive gland (Б) of the uninfeсted (1) and infeсted (2) mussels Mytilus edulis. Here and hereinafter: * – 
differences are significant, Mann-Whitney U test (р < 0,05)
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работу собственной иммунной системы. На-
ряду с  повышенным содержанием ЛФХ в  ноге 
и  гепатопанкреасе инвазированных мидий 
отмечено увеличение концентрации сфинго-
миелина (СФМ, рис. 1). При этом в ноге инва-
зированных мидий повышение уровня СФМ 
положительно коррелировало с  числом мета-
церкарий (r = 0,62; p = 0,0076). Известно, что 
данный фосфолипид «заменяет» доминирую-
щий фосфолипид клеточных мембран – фосфа-
тидилхолин  – в  случае его недостаточного со-
держания в составе клеточных мембран [Vance, 
Vance, 2002].

В  жирнокислотном спектре гепатопанкреа-
са инвазированных мидий достоверных отли-
чий, связанных с  воздействием метацеркарий 
H. elongata, отмечено не было, за исключением 
разнонаправленных изменений в составе неко-
торых минорных мононенасыщенных жирных 
кислот (14:1, 18:1n-5 и  22:1n-7), суммарный 
процент которых не  превышал 1 % от  суммы 
всех жирных кислот в составе общих липидов. 
Наряду с  этим в  ноге у  инвазированных ми-
дий отмечалось повышение концентрации на-
сыщенной 20:0 кислоты, мононенасыщенных 
жирных кислот (17:1, 22:1n-11, 22:1n-9 и 24:1n-
9), гамма-линоленовой кислоты 18:3n-6, а так-
же снижение содержания докозагексаеновой 
кислоты (22:6n-3) и  неметиленразделенных 
жирных кислот (рис.  2). В  то  же время содер-
жание следующих жирных кислот в  составе 
общих липидов ноги инвазированных мидий 
коррелировало с  количеством метацерка-
рий H.  elongata: 20:0 (r = 0,60; p = 0,02), 24:0 
(r = 0,69; p = 0,005), 18:1n-11 (r = 0,61; p = 0,01), 

24:1n-9 (r = 0,71; p = 0,0039), 18:3n-6 (r = 0,63; 
p = 0,01) и  22:6n-3 (r = –0,78; p = 0,0015). Мы 
предполагаем, что данный жирнокислотный 
спектр ноги у инвазированных мидий обуслов-
лен преимущественно составом жирных кис-
лот метацеркарий H.  elongata. Известно, что 
редии Echinostoma trivolvis содержат повышен-
ные концентрации мононенасыщенных жирных 
кислот, а  также гамма-линоленовой кислоты, 
по  сравнению со  взрослой формой паразита 
[Fried et  al., 1993a]. Вместе с  тем пониженное 
содержание докозагексаеновой кислоты и  не-
метиленразделенных жирных кислот (рис.  2) 
в ноге инвазированных мидий указывает на от-
сутствие данных жирных кислот в  составе ли-
пидов метацеркарий [Lunetta, Vernberg, 1971; 
Fried et al., 1993a, b; Mondal, Dey, 2013].

Необходимо отметить, что корреляции со-
става некоторых фосфолипидов и жирных кис-
лот в зависимости от количества метацеркарий 
были обнаружены только в  ноге. В  остальных 
исследуемых органах инвазированных мидий 
корреляций между изменениями в составе ли-
пидов и их жирных кислот и количеством мета-
церкарий в  ноге выявлено не  было. В  жабрах 
инвазированных мидий (рис. 3) отмечены сле-
довые количества эфиров холестерина, а также 
повышенное содержание 20:0 кислоты, моно-
ненасыщенной жирной кислоты (20:1n-7) и не-
которых n-3 полиненасыщенных жирных кис-
лот (18:4 и 20:3). При этом пониженное содер-
жание вакценовой 18:1n-7 кислоты в  жабрах 
инвазированных мидий, вероятно, указывает 
на дополнительный синтез продукта ее элонга-
ции – 20:1n-7 кислоты [Bergé, Barnathan, 2005]. 

Рис. 2. Жирнокислотный спектр общих липидов (% суммы жирных кислот) ноги неинвазированных (1) и инва-
зированных (2) мидий Mytilus edulis
Fig. 2. Fatty acid composition of total lipids (% of the total fatty acids) of the foot of the uninfected (1) and infected (2) 
mussels Mytilus edulis
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В краевой части мантии инвазированных мидий 
было отмечено снижение в содержании минор-
ных мононенасыщенных жирных кислот (14:1 
и  22:1n-9) и  полиненасыщенной 22:5n-6 кис-
лоты, содержание которых не  превышало 1 % 
от суммы жирных кислот.

Одной из универсальных реакций на дейст-
вие негативных факторов, в  том числе влия-
ние паразитарной инвазии, является развитие 
окислительного стресса и, как следствие, ак-
тивация компонентов антиоксидантной защиты 
[Руднева и др., 2004; Mahmoud, Rizk, 2004; Vo-
rontsova et al., 2010; Żbikowska, 2011; Gornowicz 
et al., 2013]. Так, у брюхоногих моллюсков, ин-
фицированных трематодами, показана актива-
ция таких ферментов АОС, как Px, супероксид-
дисмутазы (SOD), а  также GST [Goodall et  al., 

2004; Zelck et  al., 2005; Vorontsova et  al., 2010; 
Gornowicz et al., 2013]. Однако данная ответная 
реакция наблюдалась у улиток непосредствен-
но после инвазии или по истечении нескольких 
дней (до 22 дней) [Vorontsova et al., 2010; Gor-
nowicz et al., 2013]. В настоящей работе, изучив 
длительное воздействие экспериментальной 
паразитарной инвазии на мидий, мы не обнару-
жили достоверных различий в активности таких 
компонентов АОС, как GST и Px, во всех иссле-
дуемых органах (табл.). Вероятно, данные фер-
менты АОС участвуют в  развитии первичного 
защитного механизма, направленного на  по-
давление окислительного стресса, вызванно-
го инвазией паразита в ткани [Vorontsova et al., 
2010; Gornowicz et al., 2013], тогда как длитель-
ный эффект нахождения паразита в организме 

Рис. 3. Содержание эфиров холестерина (% сухой массы) и неко-
торых жирных кислот (% суммы жирных кислот) в жабрах неинва-
зированных (1) и инвазированных (2) мидий Mytilus edulis
Fig. 3. Content of cholesterol esters (% of dry mass) and some fat-
ty acids (% of  the  total fatty acids) in  the  gills of  the  uninfected (1) 
and infected (2) mussels Mytilus edulis
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хозяина приводит к  стабилизации в  системе 
«паразит  – хозяин» и  отсутствию ответной ре-
акции на уровне GST и Px.

В ноге инвазированных мидий была отмечена 
пониженная активность каталазы по  сравнению 
с  «контрольной» группой, что, вероятно, связа-
но с  наличием в  данном органе метацеркарий 
H.  elongata, изменяющих активность данного 
фермента. При этом повышенный уровень вос-
становленного глутатиона (GSH, р = 0,06) в ноге 
у инвазированных мидий (табл.) является, по‑ви-
димому, адаптивной реакцией на  нахождение 
в  данном органе паразита. Известно, что GSH 
одним из  первых компонентов АОС реагирует 
на  изменения, происходящие в  клетке [Britten, 
Green, 1989], вступая в реакции с глутатион-за-
висимыми ферментами, в том числе GST. Веро-
ятно, относительно стабильный уровень GSH во 
всех исследуемых тканях инвазированных мидий 
указывает на  отсутствие у  них окислительных 
процессов спустя год после заражения.

В  жабрах двустворчатых моллюсков, ко-
торые, как известно, выполняют барьерную 
функцию и  первыми реагируют на  изменения 
во внешней среде [Смирнов и др., 2017], обна-
ружен высокий уровень активности GST и кон-
центрации GSH по  сравнению с  другими ис-
следованными органами. При этом активность 
пероксидазы в  жабрах исследуемых мидий 
была на порядок ниже, чем в гепатопанкреасе. 
Известно, что GST играет важную роль в  био-
трансформации ксенобиотиков [Nare et  al., 
1990; Milhon et  al., 1997], а  также участвует 
в антиоксидантной защите, проявляя при этом 
пероксидазную активность, и  предотвращает 
окисление ненасыщенных жирных кислот в со-
ставе фосфолипидов мембран [Prohaska, Gan-
ther, 1977].

Активность каталазы в  жабрах инвазиро-
ванных мидий в  2,2 раза выше по  сравнению 
с  контрольными образцами (табл.). Известно, 
что каталаза играет важную роль в разложении 
перекиси водорода, предупреждая процессы 
перекисного окисления мембранных липидов 
[Regoli, Giuliani, 2014]. У  моллюсков повыше-
ние активности каталазы отмечалось в  ответ 
на действие факторов различной природы, вы-
зывающих окислительный стресс [Geret et  al., 
2002; Vlahogianni et  al., 2007; Maria, Bebianno, 
2011]. По-видимому, полученные нами резуль-
таты указывают на  наличие окислительного 
стресса в жабрах инвазированных мидий.

Заключение

Таким образом, исследование длительного 
воздействия экспериментального заражения 
метацеркариями H. elongata на некоторые био-
химические показатели мидий M. edulis показа-
ло, что паразитарная инвазия оказывает влия-
ние на  активность каталазы в  жабрах и  ноге, 
а  также на  содержание некоторых фосфолипи-
дов и  жирных кислот преимущественно в  жаб-
рах, гепатопанкреасе и  ноге. Выявленные схо-
жие изменения на  уровне фосфолипидов мем-
бран (главным образом лизофосфатидилхолина 
и сфингомиелина) в гепатопанкреасе и ноге ин-
вазированных мидий обусловлены, по‑видимо-
му, разными явлениями: в  ноге они отражают 
потребности паразита, тогда как в  гепатопанк-
реасе  – ответную реакцию хозяина на  внедре-
ние паразита. Оценка компонентов антиокси-
дантной системы у мидий, инвазированных ме-
тацеркариями H. elongata, показала, что жабры 
наиболее чувствительны к  паразитарной инва-
зии. Повышенная активность каталазы в жабрах 

Активность глутатион-S-трансферазы (GST, µМ/мин/мг белка), гваякол-зависимой пероксидазы (Px, 
мкМ перекиси/мг белка * мин), каталазы (САТ, мкМ перекиси/мг белка * мин), а  также содержание 
восстановленной формы глутатиона (GSH, µг/мг белка) в  исследуемых органах неинвазированных (1) 
и инвазированных (2) мидий Mytilus edulis
Activity of  glutathione-S-transferase (GST, µM/min/mg of  protein), guaiacol-depended peroxidase (Px, µM 
of  peroxide/mg of  protein * min), catalase (САТ, µM of  peroxide/mg of  protein * min), as well as the  content 
of reduced glutathione (GSH, µg / mg of protein) in the studied organs of the uninfected (1) and infected (2) mussels 
Mytilus edulis

П
ок

аз
ат

ел
ь

In
de

x

Исследуемый орган
Studied organ

Жабры
Gills

Гепатопанкреас
Digestive gland

Нога
Foot

Край мантии
Edge of mantle

1 2 1 2 1 2 1 2
GST 35,8 ± 7,1 26,8 ± 5,2 8,0 ± 0,6 8,2 ± 0,7 12,0 ± 1,7 9,7 ± 1,4 11,2 ± 2,3 12,7 ± 3,3

Px 0,04 ± 0,01 0,034 ± 0,01 0,32 ± 0,08 0,31 ± 0,04 не определяли
no research

GSH 2,95 ± 1,49 2,99 ± 1,86 0,27 ± 0,06 0,21 ± 0,03 0,42 ± 0,07 0,57 ± 0,13 0,36 ± 0,16 0,33 ± 0,08
CAT 0,08 ± 0,03 0,12 ± 0,04* 11,7 ± 2,4 15,1 ± 3,2 4,038 ± 1,1 1,83 ± 0,87* 4,7 ± 1,1 4,81 ± 0,86
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указывает на  наличие стрессового воздейст-
вия, оказываемого метацеркариями H. elongata 
на  мидий. При этом изменения на  уровне эфи-
ров холестерина и  жирнокислотного спектра 
жабр инвазированных мидий свидетельствуют 
об  ответной реакции на  уровне липидного со-
става. В  ноге инвазированных мидий обнару-
женные изменения на  уровне активности ка-
талазы, а  также липидного и  жирнокислотного 
состава связаны главным образом с  наличием 
метацеркарий H.  elongata в  исследуемом ор-
гане. Поскольку считается, что наибольший 
стресс испытывает организм хозяина в момент 
внедрения паразита в  его ткани [Vorontsova 
et  al., 2010; Gornowicz et  al., 2013], мы предпо-
лагаем, что именно на  этом этапе происходит 
активация компонентов антиоксидантной систе-
мы и значительные модификации в спектре ли-
пидов и  жирных кислот. Дальнейшее изучение 
ответной реакции исследуемых компонентов 
антиоксидантной системы, а  также липидного 
состава различных тканей мидий в  зависимос-
ти от  сроков экспериментального заражения 
метацеркариями H. elongata, преимущественно 
в течение первых дней после заражения, позво-
лит подтвердить или опровергнуть высказанное 
предположение об участии исследуемых биохи-
мических показателей хозяина в ответной реак-
ции на внедрение паразита в его ткани.
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 577.115:597.5

ЛИПИДЫ ТКАНЕЙ РЫБ ИЗ АКВАТОРИЙ ОНЕЖСКОГО ОЗЕРА 
С РАЗНОЙ СТЕПЕНЬЮ АНТРОПОГЕННОГО ЗАГРЯЗНЕНИЯ

О.  Б.  Васильева1, М. А . Н азарова2, Н.  В. И льмаст1, Н. Н . Н емова1

1 Институт биологии Карельского научного центра РАН, ФИЦ КарНЦ РАН, Петрозаводск, Россия
2 Вологодский государственный университет, Россия

Проведено исследование содержания общих липидов и индивидуальных фосфо-
липидов в тканях окуня Perca fluviatilis L. и ерша Gymnocephalus cernuus L. из двух 
акваторий Онежского озера (Петрозаводская губа и Повенецкий залив) с разной 
степенью антропогенного влияния. Анализ гидрохимических данных воды показал, 
что Петрозаводская губа по сравнению с Повенецким заливом более загрязне-
на: акватория Онежского озера в районе города Петрозаводска характеризуется 
более высоким (в 2–3 раза) содержанием биогенных элементов, нефтепродуктов 
в воде и донных отложениях. Выявлены различия в содержании практически всех 
исследованных липидных показателей в печени окуня и ерша из разных акваторий 
Онежского озера. Установлено более высокое содержание общих липидов в пече-
ни окуня и ерша из Петрозаводской губы, чем из Повенецкого залива, обусловлен-
ное возрастанием доли запасных липидов, накопление которых в печени свиде-
тельствует о дисфункции гепатоцитов. Показано снижение содержания основных 
фосфолипидов (фосфатидилхолина и фосфатидилэтаноламина) в печени окуня 
и ерша из акватории Петрозаводского промузла. Обнаружены модификации неко-
торых липидных компонентов в жабрах рыб из Петрозаводской губы, что, вероятно, 
обусловлено формированием адаптивных механизмов осморегуляции в условиях 
повышенной концентрации органических элементов. На фоне различий в уровне 
липидных показателей практически для всех изученных тканей окуня и ерша из двух 
акваторий сравнительно низкая чувствительность к антропогенному воздействию 
выявлена для мышечной ткани рыб. Сравнение межвидовых особенностей липид-
ного статуса рыб из разных акваторий показало, что наиболее выраженные разли-
чия биохимических параметров установлены в тканях окуня.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: липиды; фосфолипиды; окунь; ерш; антропогенное загряз-
нение.

О.  B.  Vasil’eva, М. А .  Nazarova, N.  V.  Ilmast, N.  N.  Nemova. LIPIDS 
OF FISH FROM LAKE ONEGO AREAS WITH DIFFERENT LEVELS OF 
ANTHROPOGENIC POLLUTION

The content of total lipids and individual phospholipids was studied in perch Perca flu‑
viatilis L. and ruffe Gymnocephalus cernus L. from two areas of Lake Onego differing in 
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Введение

Онежское озеро является вторым по вели-
чине пресноводным водоемом Европы. На его 
долю приходится около 40 % общего улова 
рыбы в пресных водах Карелии [Состояние…, 
2007]. Ихтиофауна водоема довольно разнооб-
разна и представлена 36 видами (15 семейств), 
в том числе и ценными промысловыми  – ло-
сосевыми и сиговыми рыбами [Ильмаст и  др., 
2010]. Однако их ареал пространственно не-
однороден: наиболее многообразен видовой 
состав в центральной части Онежского озера, 
которая сохраняет черты олиготрофного водо-
ема, а в загрязненных губах прослеживается 
тенденция к снижению разнообразия и чис-
ленности гидробионтов. Поэтому среди всех 
рыбных ресурсов особое значение приобрета-
ют виды, массово не используемые в промыш-
ленном рыболовстве,  – окуневые, карповые и 
другие.

Одним из основных источников загрязне-
ния Онежского озера являются сточные воды 
промышленных центров, к которым относятся 
Петрозаводск и Медвежьегорск. Большой объ-
ем хозяйственно-бытовых сточных вод Петро-
заводского промцентра обусловливает срав-
нительно высокое содержание биогенных и 
взвешенных веществ в Петрозаводской губе 
Онежского озера, и, напротив, вклад Медвежье-
горского промцентра в общее поступление 
антропогенных продуктов в Повенецкий залив 
незначителен [Состояние…, 2007]. Локальное 
влияние на качество вод в губах оказывают дре-
нажные и ливневые воды, поступающие с тер-
риторий данных городов [Состояние…, 2007].

В настоящее время ведется активный по-
иск универсальных биологических маркеров, 

дающих достоверную информацию о развитии 
общих и специфических механизмов адаптив-
ного ответа у гидробионтов из антропогенно-
трансформированных водоемов [Немова, Вы-
соцкая, 2004]. В эколого-токсикологических 
исследованиях в качестве биомаркеров часто 
используются липиды, поскольку их концент-
рация в органах и тканях рыб меняется уже на 
ранних этапах влияния различных факторов 
среды [Hochachka, Somero, 2002; Tkatcheva 
et  al., 2004]. Фосфатидилхолин (ФХ) и фосфа-
тидилэтаноламин (ФЭА) являются основными 
компонентами биологических мембран и игра-
ют структурообразующую роль, а также опре-
деляют жидкостность бислоя, тем самым влияя 
на функциональную активность многих мемб-
раносвязанных ферментов. Минорные фосфо-
липиды, такие как фосфатидилинозитол (ФИ), 
фосфатидилсерин (ФС) и лизофосфатидилхо-
лин (ЛФХ), относятся к биоэффекторам, кото-
рые участвуют в регуляции многих физиологи-
чески значимых процессов [Tocher et al., 2008]. 
В данной работе проведен сравнительный ана-
лиз липидного состава тканей окуня и ерша, 
обитающих в акваториях, непосредственно 
примыкающих к основным промышленным 
центрам Онежского озера.

Материалы и методы

В данной работе проведен сравнительный 
анализ состава общих липидов и индивиду-
альных фосфолипидов печени, мышц и жабр 
окуня Perca fluviatilis L. и ерша Gymnocephalus 
cernuus L. из Петрозаводской губы, куда посту-
пают сточные воды Петрозаводского промуз-
ла, и из Повенецкого залива – акватории Мед-
вежьегорского промузла. Районы отбора проб 

human impact (Petrozavodsk Bay and Povenets Bay). The analysis of hydrochemical data 
showed that Petrozavodsk Bay is more polluted than Povenets Bay: Lake Onego near the 
city of Petrozavodsk has a higher (2–3‑fold) content of nutrients and oil products in the 
water and bottom sediments. The content of total lipids in the liver of perch and ruffe from 
Petrozavodsk Bay was higher than in Povenets Bay. This is explained by an increase in the 
share of storage lipids, whose accumulation in the liver indicates a dysfunction of hepato-
cytes. A decrease in the content of basic phospholipids (phosphatidylcholine and phos-
phatidylethanolamine) was observed in the liver of perch and ruffe from the lake area at 
the Petrozavodsk industrial hub. Modifications were detected in some lipid components 
in the gills of the fish from Petrozavodsk Bay, probably due to the formation of adaptive 
osmoregulatory mechanisms under exposure to elevated concentrations of organic ele-
ments. As opposed to the variation of the lipid indices in nearly all the studied tissues of 
perch and ruffe from the two areas, the muscle tissue of the fish demonstrated a compar-
atively low sensitivity to human impact. The comparison scope of the lipid status variation 
between the fish species showed that differences in biochemical parameters between the 
areas were more pronounced in perch.

K e y w o r d s: lipids; phospholipids; perch; ruffe; anthropogenic pollution.
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значительно отличаются по гидрохимическим 
показателям (табл. 1, 2, 3). Выборка рыб была 
однородна по линейно-весовым, возрастным 
и иным характеристикам и составляла 10 осо-
бей в каждой из исследованных групп рыб  
(табл. 4).

С помощью стандартных биохимических ме-
тодов проведен анализ липидных показателей 
в печени, жабрах и мышцах рыб. Экстракцию 
липидов проводили по методу Фолча [Folch 

et al., 1957]. Содержание общих фосфолипидов 
(ФЛ), триацилглицеринов (ТАГ), холестерина 
(ХС) и его эфиров (ЭХС) определяли спектро-
фотометрическим методом [Сидоров и  др., 
1972; Engelbrecht et al., 1974]. Анализ фракций 
фосфолипидов проводили с помощью высо-
коэффективной жидкостной хроматографии 
[Arduini et  al., 1996]. Полученные данные ана-
лизировали с помощью стандартных мето-
дов статистики, применяя при сравнении двух 

Таблица 1. Среднегодовые показатели водоотведения и  выноса химических веществ со  сточными водами 
основных промцентров в Онежское озеро
Table 1. Average annual indices of wastewater disposal and influx of chemicals to Lake Onego with wastewater from 
major industrial hubs

Показатель
Index

Промцентр
Industrial hub

Петрозаводский
Petrozavodsk

Медвежьегорский
Medvezhyegorsk

Водоотведение, млн м3

Wastewater disposal, mln m3 49,2 0,9

Взвешенное вещество, тыс. т/год
Suspended matter, kt/year 1,2 0,2

Сухой остаток, тыс. т/год
Dry residue, kt/year 9,1 0,5

БПКполн., тыс. т/год
BODtotal, kt/year 0,5 0,2

Фосфор общ., т/год
Total phosphorus, t/year 103,6 4,8

Азот общ., т/год
Total nitrogen, t/year 543,0 17,8

Азот аммонийный, т/год
Ammonia nitrogen, t/year 59,0 16,2

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3 данные по: [Состояние…, 2007].
Note. Data here and in Tables 2 and 3 are given after [Sostojanie vodnyh …, 2007]

Таблица 2. Некоторые гидрохимические показатели Петрозаводской губы и Повенецкого залива Онежского 
озера
Table 2. Some hydrochemical indices for Petrozavodsk Bay and Povenets Bay of Lake Onego

Район
Area

Показатели
Index

ПО, мг О/л
permanganate index, 

mg O/l

БПК5, мг О2/л
BOD5, mg O2/l

Pобщ., мкг/л
Ptot, µg/l

Nобщ., мг/л
Ntot, mg/l

Петрозаводская губа
Petrozavodsk Bay 9,3 1,7 30,0 0,7

Повенецкий залив
Povenets Bay 4,6 0,7 10,0 0,5

Таблица 3. Химический состав донных отложений исследуемых районов Онежского озера, % от в.‑с. н.
Table 3. Chemical composition of bottom sediments of Lake Onego, % of air-dry sample

Район
Area

Показатели
Index

Nорг. N-NH4
+ Pобщ. Pлаб. Fe Mn

Петрозаводская губа
Petrozavodsk Bay 0,12–0,77 0,01–0,03 0,09–0,90 0,03–0,89 0,38–0,91 0,08–1,60

Повенецкий залив
Povenets Bay 0,09–0,51 0,01–0,03 0,05–0,27 0,02–0,15 0,11–0,90 0,05–0,32
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Таблица 4. Характеристика объектов исследования
Table 4. Characteristics of study objects

Показатели
Index

Район
Area

Петрозаводская губа
Petrozavodsk Bay

Повенецкий залив
Povenets Bay

Рыба
Fish

Окунь
Perch

Ерш
Ruffe

Окунь
Perch

Ерш
Ruffe

Выборка, n
Sample, n 10 10 10 10

Возраст рыб, лет
Age of fish, years 4+…6+ 3+…5+ 4+… 6+ 3+… 6+

Длина, см
Length, cm 14,4 ± 2,7 9,8 ± 3,1 15,7 ± 3,1 10,4 ± 2,9

Масса, г
Weight, g 25,6 ± 4,3 17,5 ± 3,1 29,2 ± 3,5 19,1 ± 4,3

Таблица 5. Содержание липидов (% сухой массы) в  тканях окуня Perca fluviatilis L. из  разных акваторий 
Онежского озера
Table 5. Lipid content (% dry mass) in tissues of perch Perca fluviatilis L. from different areas of Lake Onego

Показатели
Index

Печень
Liver

Жабры
Gills

Мышцы
Muscles

П М П М П М
Общие липиды
Total lipids 19,54 ± 1,2 15,44 ± 1,3* 10,56 ± 1,5 10,38 ± 1,1 16,04 ± 0,9 16,87 ± 1,2

Триацилглицерины
Triacylglycerols 6,09 ± 0,8 3,94 ± 0,5* 2,90 ± 0,8 3,25 ± 0,5* 3,83 ± 0,7 3,15 ± 0,8

Холестерин
Cholesterol 3,32 ± 0,4 2,06 ± 0,4* 0,94 ± 0,2 2,10 ± 0,6* 2,82 ± 0,5 3,37 ± 0,4

Эфиры холестерина
Cholesterol esters 2,15 ± 0,6 0,52 ± 0,1* 2,74 ± 0,2 3,02 ± 0,1* 3,74 ± 0,3 2,52 ± 0,2

Общие фосфолипиды
Total phospholipids 7,68 ± 0,3 8,80 ± 0,4 5,54 ± 0,4 6,11 ± 0,5 3,01 ± 0,5 3,75 ± 0,8

Фосфатидилхолин
Phosphatidylcholine 3,71 ± 0,7 5,5 ± 0,5* 2,69 ± 0,5 4,47 ± 0,6* 2,01 ± 0,3 2,51 ± 0,4

Фосфатидилэтаноламин
Phosphatidylethanolamine 1,28 ± 0,4 2,17 ± 0,3* 0,91 ± 0,3 1,92 ± 0,4* 0,62 ± 0,1 0,88 ± 0,1*

Фосфатидилсерин
Phosphatidylserine 0,2 ± 0,1 0,1 ± 0,1* 0,09 ± 0,03 0,07 ± 0,04 0,11 ± 0,06 0,10 ± 0,05

Фосфатидилинозитол
Phosphatidylinositol 0,3 ± 0,1 0,2 ± 0,1 0,03 ± 0,01 0,04 ± 0,01 0,15 ± 0,03 0,20 ± 0,04

Сфингомиелин
Sphingomyelin 0,4 ± 0,1 0,4 ± 0,1 0,07 ± 0,03 0,13 ± 0,03* 0,03 ± 0,01 0,02 ± 0,01

Лизофосфатидилхолин
Lysophosphatidylcholine 0,8 ± 0,1 0,1 ± 0,1* 0,56 ± 0,08 0,31 ± 0,06* 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01

Неидентифицированные 
фосфолипиды
Unidentified phospholipids

0,9 ± 0,2 0,2 ± 0,1* 1,19 ± 0,11 0,17 ± 0,04* 0,05 ± 0,01 0,01 ± 0,01

Примечание. *Различия достоверны при р ≤ 0,05 при сравнении показателей у окуня из двух акваторий. Здесь и в табл. 6: 
П – Петрозаводский промцентр, М – Медвежьегорский промцентр.
Note. *Differences are significant at p ≤ 0.05 when comparing perch from the two water areas. Here and in Table 6: П – Petrozavodsk 
hub, M–Medvezhyegorsk hub.

выборок критерий Вилкоксона – Манна – Уитни 
(p ≤ 0,05) [Елисеева, 2007].

Исследования выполнены с использовани-
ем научного оборудования Центра коллектив-
ного пользования Федерального исследова-
тельского центра «Карельский научный центр 
Российской академии наук».

Результаты и обсуждение

Окунь Perca fluviatilis L. и ерш Gymnocephalus 
cernuus L. (семейство окуневые) являются од-
ними из самых распространенных и массовых 
видов, обитающих почти во всех реках и озерах 
Карелии. Они относятся к промысловым видам, 
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и основная доля уловов окуня приходится на 
Онежское озеро, составляя около 7 % общего 
вылова (порядка 130 тонн в год) [Состояние…, 
2007]. В промысловом отношении ерш боль-
шой ценности не представляет. Однако его 
вылов в Онежском озере достигает 70 и более 
тонн в год, или около 4 % общего вылова рыбы 
[Ильмаст и др., 2010].

Анализ гидрохимических данных показыва-
ет, что Петрозаводская губа Онежского озера 
по сравнению с Повенецким заливом более 
загрязнена  – в ней наблюдается повышенное 
содержание (в 2–3 раза) биогенных элементов, 
нефтепродуктов в воде и донных отложениях 
(табл. 1, 2, 3).

Установлены различия в содержании прак-
тически всех исследованных липидных показа-
телей в печени окуня и ерша из разных аквато-
рий Онежского озера. Показано более высокое 
содержание общих липидов в печени окуня и 
ерша из Петрозаводской губы, чем из Повенец-
кого залива (табл.  5, 6). Увеличение содержа-
ния липидов в печени рыб обусловлено возрас-
танием доли триацилглицеринов (ТАГ). Кроме 
того, у окуня из акватории Петрозаводского 

промцентра выявлено возрастание и других 
запасных липидов  – эфиров холестерина. На-
копление запасных липидов в печени свиде-
тельствует о дисфункции гепатоцитов, что со 
временем может привести к жировому пере-
рождению [Speranza, Colombo, 2009].

Биохимические механизмы адаптаций рыб 
при техногенном воздействии прежде всего 
связаны с изменением функционирования био-
логических мембран, одним из критериев кото-
рого является содержание структурных липи-
дов – холестерина и фосфолипидов [Tkatcheva 
et al., 2004]. Обнаружены различия (р ≤ 0,05) в 
содержании данных компонентов в печени рыб 
из двух водоемов (табл.  5, 6). Более высокий 
уровень холестерина в печени окуня и ерша из 
Петрозаводской губы, возможно, связан с ин-
дукцией синтеза стероидных компонентов при 
неблагоприятном воздействии внешней среды. 
Согласно литературным данным, влияние тех-
ногенного загрязнения на метаболизм печени 
рыб активирует синтез холестерина и жирных 
кислот, что в дальнейшем приводит к дисфун-
кции печени и ее жировому перерождению 
[Speranza, Colombo, 2009].

Таблица 6. Содержание липидов (% сухой массы) в  тканях ерша Gymnocephalus cernuus L. из  разных 
акваторий Онежского озера
Table 6. Lipid content (%dry mass) in tissues of ruffe Gymnocephalus cernuus L. from different areas of Lake Onego

Показатели
Index

Печень
Liver

Жабры
Gills

Мышцы
Muscles

П М П М П М
Общие липиды
Total lipids 19,81 ± 1,2 16,31 ± 1,1* 5,69 ± 1,1 6,42 ± 0,9 22,78 ± 1,2 23,53 ± 1,4

Триацилглицерины
Triacylglycerols 9,19 ± 1,3 2,51 ± 0,9* 1,88 ± 0,7 2,43 ± 0,9* 9,34 ± 1,4 8,15 ± 1,1

Холестерин
Cholesterol 2,13 ± 0,2 1,29 ± 0,3* 0,39 ± 0,1 0,42 ± 0,1 1,67 ± 0,6 1,97 ± 0,7

Эфиры холестерина
Cholesterol esters 0,83 ± 0,1 0,94 ± 0,1 0,18 ± 0,1 0,66 ± 0,1* 0,73 ± 0,1 0,77 ± 0,1

Общие фосфолипиды
Total phospholipids 7,55 ± 1,0 11,53 ± 1,3* 3,01 ± 0,7 2,91 ± 0,6 11,02 ± 1,4 12,67 ± 1,3

Фосфатидилхолин
Phosphatidylcholine 3,65 ± 0,7 6,77 ± 1,1* 1,33 ± 0,6 1,55 ± 0,4 6,44 ± 0,9 6,90 ± 1,3

Фосфатидилэтаноламин
Phosphatidylethanolamine 1,25 ± 0,6 3,43 ± 0,9* 0,62 ± 0,1 0,99 ± 0,1* 2,54 ± 0,3 4,12 ± 0,4*

Фосфатидилсерин
Phosphatidylserine 0,24 ± 0,05 0,17 ± 0,05* 0,11 ± 0,04 0,06 ± 0,03 0,44 ± 0,06 0,49 ± 0,09

Фосфатидилинозитол
Phosphatidylinositol 0,27 ± 0,09 0,23 ± 0,07 0,03 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,54 ± 0,11 0,38 ± 0,04

Сфингомиелин
Sphingomyelin 0,42 ± 0,04 0,40 ± 0,05 0,05 ± 0,01 0,11 ± 0,02* 0,85 ± 0,07 0,71 ± 0,04

Лизофосфатидилхолин
Lysophosphatidylcholine 0,81 ± 0,07 0,22 ± 0,04* 0,29 ± 0,09 0,09 ± 0,01* 0,08 ± 0,02 0,06 ± 0,01

Неидентифицированные 
фосфолипиды
Unidentified phospholipids

0,90 ± 0,08 0,31 ± 0,03* 0,58 ± 0,06 0,09 ± 0,01* 0,13 ± 0,02 0,11 ± 0,02

Примечание. *Различия достоверны при р ≤ 0,05 при сравнении показателей у ерша из двух акваторий.
Note. *Differences are significant at p ≤ 0.05 when comparing ruffe from the two water areas.
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Выявлены различия в содержании фосфоли-
пидов в печени рыб из двух водоемов (табл. 5, 
6). Обнаружен низкий уровень основных фос-
фолипидов (фосфатидилхолина (ФХ) и фос-
фатидилэтаноламина (ФЭА)) и более высокое 
содержание сфингомиелина (СФМ) и лизофос-
фатидилхолина (ЛФХ) в печени окуня и ерша из 
акватории Петрозаводского промузла. Извест-
но, что данные модификации связаны с жиро-
вой дистрофией печени [Tocher et  al., 2008]. 
Лизофосфатидилхолин играет моделирующую 
роль в биомембранах и в небольших концент-
рациях выполняет медиаторную функцию, од-
нако значительное возрастание доли ЛФХ по 
отношению к своему метаболическому пред-
шественнику (ФХ/ЛФХ) может свидетельство-
вать о деструкции биомембран гепатоцитов 
[Tocher et al., 2008]. Аналогичные модификации 
фосфолипидных компонентов в тканях рыб, 
обитающих в условиях техногенного загрязне-
ния, нами были показаны в ранее проведенных 
исследованиях [Васильева и др., 2011, 2012].

Сравнительный анализ состава общих липи-
дов жабр у изученных видов рыб достоверных 
различий не выявил (табл.  5, 6). Однако уста-
новлены изменения в концентрации запасных 
липидных компонентов. Показан более низкий 
уровень (р ≤ 0,05) триацилглицеринов и эфи-
ров холестерина в жабрах окуня и ерша из Пет-
розаводской губы по сравнению с рыбами из 
Повенецкого залива (табл. 5, 6). Следует отме-
тить, что наиболее выражены данные отличия у 
окуня. Высокий уровень органических элемен-
тов в Петрозаводской губе, вероятно, негатив-
но влияет на оксигенацию жабр и приводит к 
снижению аэробного обмена; как следствие, 
происходит снижение содержания одного из 
основных субстратов окисления  – триацил-
глицеринов в жабрах рыб [Моисеенко, 2009]. 
Возможно, недостаток поступления кислоро-
да также определяет и низкое содержание хо-
лестерина (ХС) и его эфиров в жабрах окуня из 
акватории Петрозаводского промузла (табл. 5, 
6), поскольку количество стероидных компо-
нентов в клеточных мембранах во многом зави-
сит от уровня кислорода [Hochachka, Somero, 
2002]. Снижение ХС в жабрах влияет на изме-
нение микровязкостности биомембран, что мо-
жет привести к нарушению осморегуляторной 
функции данного органа. Подобные модифика-
ции структурных и запасных липидов у гидро-
бионтов в условиях стресса были уже установ-
лены [Tkatcheva et al., 2004; Speranza, Colombo, 
2009; Васильева и  др., 2011], что позволяет 
уверенно использовать данные параметры как 
критерий оценки токсического воздействия 
на организм рыб. Обнаруженные различия в 

концентрации ФЭА, СФМ, ЛХФ и неиденти-
фицированных фосфолипидов в жабрах окуня 
и ерша из разных акваторий Онежского озера 
аналогичны распределению фосфолипидного 
спектра в печени рыб и свидетельствуют о не-
гативном эффекте гидрохимического состава 
Петрозаводской губы на регуляцию газообме-
на, поддержание ионного и осмотического го-
меостаза у рыб из этой акватории.

Интересно отметить, что при анализе липид-
ного и фосфолипидного состава мышц не уста-
новлено существенных различий между иссле-
дуемыми группами рыб (табл.  5, 6). Учитывая 
крайнюю чувствительность фосфолипидных 
компонентов к различного рода воздействиям, 
можно сделать предположение о достаточно 
высокой адаптивной устойчивости мышц изу-
ченных видов рыб к влияниям, исследуемым в 
данной работе.

Таким образом, наиболее выраженные раз-
личия в содержании изученных липидных ком-
понентов обнаружены в печени рыб, что, воз-
можно, определяется высокой метаболической 
активностью этого органа. Установленные из-
менения в содержании липидов в жабрах рыб 
из Петрозаводской губы, вероятно, связаны 
с регуляцией осмотического давления и под-
держанием ионообмена в условиях повышен-
ной концентрации органических элементов. 
Согласно полученным данным, мышцы рыб 
наименее подвержены токсической нагрузке. 
Сравнение межвидовых особенностей липид-
ного статуса рыб из разных акваторий показа-
ло, что наиболее выраженные различия био-
химических параметров установлены в тканях 
окуня.

Исследования осуществлялись при фи‑
нансовой поддержке федерального бюд‑
жета на выполнение государственно‑
го задания КарНЦ РАН (0221‑2017‑0050 
(№  АААА-А17-117031710039-3)) и Программы 
Президиума РАН «Биоразнообразие природ‑
ных систем. Биологические ресурсы России: 
оценка состояния и фундаментальные основы 
мониторинга» № 0221‑2015‑0003: «Динамика 
изменений ихтиофауны пресноводных экосис‑
тем Европейского Севера России при климати‑
ческом и антропогенном воздействии».
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ВЛИЯНИЕ КРАТКОВРЕМЕННОГО СНИЖЕНИЯ ТЕМПЕРАТУРЫ 
НА ВОДНЫЙ ОБМЕН ПШЕНИЦЫ В УСЛОВИЯХ 
ОПТИМАЛЬНОГО И ИЗБЫТОЧНОГО СОДЕРЖАНИЯ ЦИНКА

Н. М .  Казнина, Ю.  В.  Батова, Г.  Ф. Л айдинен, А.  Ф.  Титов
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН»,  
Петрозаводск, Россия

В условиях контролируемой среды исследовали влияние кратковременного сниже-
ния температуры воздуха (до 4 °С в течение 1 сут) на показатели роста и водного 
обмена у растений озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) при оптимальном (2 мкМ) 
и избыточном (1000 мкМ) содержании цинка в корнеобитаемой среде. Показано, 
что суточное воздействие температуры 4 °С на растения, произрастающие в усло-
виях оптимального содержания цинка, приводит к уменьшению размеров усть-
ичной щели, снижению устьичной проводимости и замедлению транспирации. 
Предполагается, что указанные изменения носят защитно-приспособительный 
характер и направлены на поддержание высокого уровня оводненности тканей 
листа и накопление надземной биомассы. При избытке металла в корнеобитаемой 
среде наблюдалось более сильное замедление устьичной проводимости и скоро-
сти транспирации, а оводненность тканей листа, несмотря на это, несколько сни-
жалась. Кроме того, в данном варианте опыта у растений отмечено частичное за-
крывание устьиц и сокращение их количества. Указанные изменения в устьичном 
аппарате, а также торможение процесса накопления биомассы корней, свидетель-
ствующее о задержке их роста, по‑видимому, явились основными причинами на-
рушения водного обмена у растений пшеницы, испытывающих воздействие низкой 
температуры в условиях избыточного содержания цинка в корнеобитаемой среде.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Triticum aestivum L.; цинк; низкая положительная температу-
ра; сырая и сухая биомасса; оводненность; устьичная проводимость; транспирация.

N.  M.  Kaznina, Yu.  V.  Batova, G.  F.  Laidinen, A.  F.  Titov. THE EFFECT 
OF SHORT-TERM CHILLING ON THE WATER METABOLISM IN WHEAT AS 
RELATED TO OPTIMAL AND EXCESSIVE ZINC CONTENT

The effect of short-term chilling (to 4 °С for 1 day) on the growth and water metabolism 
in winter wheat (Triticum aestivum L.) when combined with optimal (2 µM) and excessive 
(1000 µM) zinc content in the root area was studied in a controlled environment. In the 
plants growing in a medium with optimal zinc content a 1 day exposure to the 4 °С tem-
perature caused a reduction of the stomatal pore size, a decline in stomatal conductance 
and transpiration rate. These modifications supposedly act as defensive adaptations 
meant to maintain a high water content in the leaves and support the increment of the 
above-ground biomass. Where the metal concentration in the root area was excessive, 
there was a heavier decline in stomatal conductance and transpiration rate, and yet the 
water content in the leaves somewhat decreased. Furthermore, plants in this treatment 



104

Введение

Водный обмен играет чрезвычайно важную 
роль в жизнедеятельности растений. Даже не-
большие его нарушения отрицательно сказы-
ваются на всех физиологических процессах, 
приводя к замедлению роста и снижению про-
дуктивности. У культурных видов, в том числе у 
злаков, именно от способности поддерживать 
стабильность водного обмена при постоянных 
флуктуациях факторов внешней среды во мно-
гом зависит процесс формирования урожая.

Известно, что на территории России при-
мерно треть посевных площадей, занятых 
зерновыми культурами, находятся в районах, 
для которых характерны кратковременные по-
нижения температуры в течение значитель-
ной части вегетационного периода. Поскольку 
низкая температура является одним из факто-
ров, оказывающих наиболее сильное влияние 
на водный обмен растений [Жолкевич и  др., 
1989; Зялалов, 2004], вероятность снижения 
урожая зерновых вследствие его нарушений 
довольно велика. Однако пока этой проблеме 
уделяется недостаточно внимания. Добавим, 
что изучение влияния низких температур на по-
казатели водного режима обычно проводится 
в оптимальных или близких к ним эдафичес-
ких условиях, в том числе при сбалансирован-
ном микроэлементном составе. Между тем в 
природных условиях содержание отдельных 
микроэлементов, в частности относящихся к 
группе тяжелых металлов, может быть гораздо 
выше необходимого для растений уровня, на-
пример, вследствие техногенного загрязнения 
окружающей среды. Доказано, что увеличение 
содержания в почвах агроценозов таких мик-
роэлементов, как железо, медь, никель и цинк, 
оказывает отрицательное воздействие на со-
стояние растений [Hossian et al., 2012], и в этом 
случае даже кратковременное понижение тем-
пературы может оказаться для них сильным до-
полнительным стресс-фактором, существенно 
снижающим продуктивность.

Исходя из вышеизложенного, целью данной 
работы явилось изучение влияния кратковре-
менного снижения температуры воздуха (до 

4 °С в течение 1 сут) на некоторые показатели 
водного обмена у растений пшеницы при опти-
мальном и высоком содержании цинка в корне-
обитаемой среде.

Материалы и методы

Объектом исследования служили расте-
ния озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) 
с. Московская 39, которые выращивали в ка-
мере искусственного климата в рулонах филь-
тровальной бумаги при температуре 22 °С, от-
носительной влажности воздуха 60–70 %, ФАР 
100  мкмоль/(м2·с), 14‑часовом фотопериоде, 
на питательном растворе Хогланда  – Арнона 
с добавлением микроэлементов, в том числе 
цинка в оптимальной (2  мкМ) (контроль) или в 
избыточной (1000  мкМ) концентрации. Спус-
тя 7  сут часть растений переносили на 1 сут в 
камеру с температурой 4 °С, остальные остав-
ляли в прежних условиях. О влиянии данной 
температуры на некоторые показатели роста и 
водный обмен растений в условиях оптималь-
ного и высокого содержания цинка в корнеоби-
таемой среде судили по накоплению сырой и 
сухой биомассы корня и побега, оводненности 
тканей, состоянию устьичного аппарата и ин-
тенсивности транспирации.

Сухую биомассу измеряли после высуши-
вания при 105 °С до постоянного сухого веса. 
Оводненность тканей вычисляли как отношение 
сухой и сырой биомассы, выраженное в про-
центах. Количество устьиц и размеры устьич-
ной щели определяли на нижнем эпидермисе 
листа методом отпечатков с использованием 
светового микроскопа Микмед 2 (ЛОМО, Рос-
сия) и окуляр-микрометра [Жолкевич, Пиль-
щикова, 1989]. Устьичную проводимость и ин-
тенсивность транспирации анализировали на 
установке для исследования СО2‑газообмена и 
водяных паров HСM-1000 (Walz, Германия).

Биологическая повторность в пределах каж-
дого варианта опыта составляла для разных по-
казателей от 3 до 10 растений, аналитическая 
повторность 3–4‑кратная. Весь опыт повторяли 
дважды. Достоверность различий оценивали с 
помощью критерия Стьюдента при р < 0,05.

demonstrated a partial closure of stomata and a considerable decrease in their number. 
The above changes in the stomatal system together with a slower increment of the root 
biomass pointing to inhibition of their growth must have been the main reasons for a dis-
ruption of the water metabolism in the wheat plants exposed to a low temperature cou-
pled with excessive zinc content in the root area.

K e y w o r d s: Triticum aestivum L.; zinc; low temperature; fresh and dry biomass; water 
content; stomatal conductance; transpiration.



105

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
Федерального исследовательского центра «Ка-
рельский научный центр Российской академии 
наук».

Результаты и обсуждение

Проведенные исследования показали, что 
суточное воздействие температуры 4 °С на 
растения пшеницы в условиях оптимального 
содержания цинка в корнеобитаемой среде 
приводит к некоторому уменьшению сырой и 
сухой биомассы побега, при этом оводнен-
ность тканей листа не изменяется (табл.). Био-
масса корня и содержание воды в тканях корня 
также сохранялись на уровне контрольных рас-
тений (табл.). В отличие от этого в условиях из-
бытка цинка наблюдалось более сильное сни-
жение биомассы побега, которое сопровожда-
лось уменьшением содержания воды в листьях. 
Замедлялось и накопление сырой и сухой био-
массы корней, свидетельствуя о задержке их 
роста в данных условиях. При этом оводнен-
ность тканей корня не изменялась.

Доказано, что в условиях гипотермии под-
держание высокого уровня оводненности тка-
ней обеспечивается благодаря закрыванию 
устьиц, что приводит к уменьшению устьичной 

проводимости и замедлению транспирации, 
и/или за счет увеличения гидравлической про-
водимости корней, в результате чего усилива-
ется поступление воды в побеги [Фархутдинов, 
2005; Aghaee et  al., 2011; Lukatkin et  al., 2012]. 
В наших исследованиях в обоих вариантах 
опыта уменьшались размеры устьичной щели, 
при этом снижались устьичная проводимость 
и скорость транспирации (табл.). Однако при 
высокой концентрации цинка в корнеобитае-
мой среде воздействие низкой температуры 
на растения было выражено более явно. Кроме 
того, в этом варианте опыта зафиксировано и 
меньшее количество устьиц на единицу площа-
ди листа.

Как известно, в ответ на воздействие холо-
да в растении происходит быстрое повышение 
уровня эндогенной АБК в замыкающих клетках, 
приводящее к закрыванию устьиц. Уменьше-
ние же вследствие этого устьичной проводи-
мости и замедление скорости транспирации 
являются важными защитно-приспособитель-
ными реакциями, позволяющими растениям 
избегать значительного обезвоживания в этих 
условиях [Bloom et  al., 2004; Mahajan, Tuteja, 
2005]. Такая адаптивная реакция очевидно 
наблюдалась и в наших опытах при дейст-
вии на проростки пшеницы температуры 4 °С 
в условиях оптимального содержания цинка. 

Влияние температуры 4 °С на некоторые показатели водного обмена растений пшеницы с. Московская 39 
при оптимальной (2 мкМ) и высокой (1000 мкМ) концентрации цинка в корнеобитаемой среде
Effect of a low (4 °С) temperature on some parameters of the water metabolism in the wheat plants cv. Moskovskaya 
39 when combined with optimal (2 μM) and high (1000 μM) zinc concentrations in the root area

Показатель
Index

22 °С,
2 μM Zn2+

4 °С,
2 μM Zn2+

4 °С,
1000 μM Zn2+

Сырая биомасса побега, мг
Fresh shoot biomass, mg 145,11 ± 4,60 134,21 ± 5,70* 108,62 ± 6,81*

Сухая биомасса побега, мг
Dry shoot biomass, mg 14,52 ± 0,51 12,52 ± 0,71 12,31 ± 0,70

Оводненность тканей листа, %
Leaf water content, % 90,00 ± 0,11 90,00 ± 0,20 88,71 ± 0,12*

Сырая биомасса корня, мг
Fresh root biomass, mg 45,10 ± 2,91 47,31 ± 2,20 34,12 ± 0,80*

Сухая биомасса корня, мг
Dry root biomass, mg 4,60 ± 0,21 4,91 ± 0,31 3,62 ± 0,10*

Оводненность тканей корня, %
Root water content, % 89,71 ± 0,61 89,10 ± 0,30 88,61 ± 0,41

Кол-во устьиц, шт./мм2

Stomata number, p/mm2 114,72 ± 1,61 110,41 ± 4,90 86,32 ± 1,32*

Площадь устьичной щели, мкм3

Stomatal pore area, μm3 576,51 ± 26,60 540,91 ± 26,60* 488,10 ± 16,91*

Устьичная проводимость, ммоль/(м2 ·с)
Stomatal conductance, mmol (m2 ·s) – 1 156,61 ± 1,90 63,02 ± 7,51* 48,52 ± 2,90*

Скорость транспирации, ммоль/(м2 ·с)
Transpiration rate, mmol (m2 ·s) – 1 1,85 ± 0,03 0,46 ± 0,06* 0,28 ± 0,02*

Примечание. *Различия по отношению к контролю достоверны при p < 0,05.
Note. *Differences from the control are significant at р < 0.05.
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В присутствии же металла в высокой концен-
трации замедление скорости транспирации 
сопровождалось некоторым снижением овод-
ненности тканей листа и уменьшением его сы-
рой биомассы. На наш взгляд, подобный эф-
фект был во многом связан с отрицательным 
воздействием цинка на устьичный аппарат, в 
частности, на размеры устьичной щели и ко-
личество устьиц, о чем ранее указывалось и в 
работах других авторов. Например, обнаруже-
но, что при высоких концентрациях цинка за-
крывание устьиц может быть вызвано не только 
увеличением уровня АБК, но и нарушением ре-
гуляции К+-каналов в результате утечки ионов 
калия из клеток [Demidchik et al., 2014], умень-
шение же числа устьиц является следствием 
разрушения замыкающих клеток [Subba et  al.,  
2014].

Нельзя также не учитывать и отрицательное 
влияние избытка цинка на корневую систему. В 
частности, под его влиянием у растений умень-
шаются размеры корня и биомасса корневой 
системы, что было обнаружено и в нашем опы-
те, изменяется эластичность клеточных стенок 
проводящих сосудов, снижается гидравличес-
кая проводимость корней, уменьшается чис-
ло и размеры сосудов ксилемы, что приводит 
к нарушениям поглощения воды растением 
и ее транспорта в надземные органы [Bonnet 
et al., 2000; Vaillant et al., 2005; Sagardoy et al.,  
2010].

Заключение

Проведенные исследования показали, что 
при воздействии температуры 4 °С в течение 
1  сут в условиях оптимального содержания 
цинка (2  мкМ) в корнеобитаемой среде у рас-
тений пшеницы происходит быстрое закрыва-
ние устьиц, что приводит к снижению устьичной 
проводимости и резкому замедлению скорости 
транспирации, обеспечивая тем самым под-
держание высокого уровня оводненности тка-
ней листа и накопление надземной биомассы. 
При избыточном содержании цинка (1000 мкМ) 
в корнеобитаемой среде понижение темпера-
туры приводит к нарушению водного обмена 
растений, что, в частности, проявляется в неко-
тором снижении оводненности тканей листа и 
уменьшении сырой биомассы побега, несмот-
ря на уменьшение устьичной проводимости 
и скорости транспирации. Очевидно, в этом 
случае негативный эффект низкой температу-
ры накладывался на отрицательное воздейст-
вие высокой концентрации цинка на устьичный 
аппарат и рост корней, тем самым усиливая  
его.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания ИБ КарНЦ РАН (тема № 0221‑2017‑0051).
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ТРОМБОГЕННОСТЬ УГЛЕРОДНЫХ НАНОЧАСТИЦ ШУНГИТА IN VITRO

А. Г .  Борисова
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

При проникновении наночастиц в живой организм велика вероятность их появле-
ния в кровотоке, в связи с чем возникает вопрос о гемосовместимости различных 
наноматериалов. Изучено влияние углеродных наночастиц (шунгитового наноуг-
лерода и наноалмазов) на систему свертывания крови человека и норки in vitro. 
Время свертывания плазмы в результате реакции рекальцификации использова-
лось в качестве исследуемого параметра для оценки состояния внутренних путей 
активации системы свертывания. Показано, что влияние шунгитового углерода 
в концентрации от 3 до 6 мкг/мл на активность свертывающей системы человека 
проявлялось в существенном снижении времени рекальцификации. В случае до-
бавления углеродных наночастиц к плазме норок значительное уменьшение вре-
мени рекальцификации наблюдалось начиная с концентрации 6 мкг/мл. В присут-
ствии 9 мкг/мл наноалмазов сгусток образовывался заметно быстрее, чем в конт-
роле. Мы предполагаем, что гиперкоагуляция в присутствии шунгитового углерода 
и наноалмазов может быть связана с более быстрой полимеризацией фибрина. 
Возможно, это следствие взаимодействия фибрина с наночастицами шунгитового 
углерода и наноалмазами, которые могут таким образом индуцировать активацию 
тромбоцитов и/или их агрегацию. Обсуждается молекулярный механизм выявлен-
ной тромбогенности углеродных наночастиц.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: наноматериалы; шунгитовый углерод; наноалмазы; сверты-
ваемость крови; белки.

A.  G.  Borisova. THROMBOGENICITY OF SHUNGITE CARBON NANOPAR-
TICLES IN VITRO

When nanoparticles enter a living organism, it is very likely they will appear in the blood-
stream, which raises the question of the hemocompatibility of various nanomaterials. The 
effect of carbon nanoparticles (shungite nanocarbon and nanodiamonds) on the human 
and mink blood coagulation system in vitro was studied. The time of plasma clotting trig-
gered by recalcification was used as a test parameter for assessing the state of the inter-
nal coagulation system activation pathways. The effect of shungite nanocarbon at 3 to 
6 μg/ml concentrations on the activity of the human coagulation system manifest itself in 
a significant decrease in the recalcification time. When carbon nanoparticles were added 
to the mink plasma, a significant decrease in the recalcification time was observed start-
ing at a concentration of 6 μg/ml. The presence of nanodiamonds in the 9 μg/ml concen-
tration significantly accelerated the formation of a human plasma clot. We suppose that 
hypercoagulation in the presence of shungite carbon and nanodiamonds can be associ-
ated with a faster fibrin polymerization. This may be a result of fibrin interaction with shun-
gite carbon nanoparticles and nanodiamonds, which can thus induce platelet activation 
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Введение

Быстрое развитие нанотехнологий постоян-
но повышает вероятность контакта живых ор-
ганизмов с  вновь разработанными наномате-
риалами, которые проявляют при этом разного 
рода биологическую активность. Хотя совре-
менные представления о токсичности углерод-
ных наночастиц (УНЧ) совершенно недостаточ-
ны для оценки биомедицинских и  экологиче-
ских рисков, имеющиеся результаты указывают 
на возможное повреждающее воздействие при 
проникновении наночастиц в организм, отдель-
ные органы и системы, ткани, клетки. В случае 
попадания в  кровоток наночастицы (НЧ) мо-
гут контактировать как с  белками крови, так 
и с форменными элементами, влияя тем самым 
на  систему гемостаза. Показано, что отрица-
тельно заряженные латексные частицы и кван-
товые точки CdSe/ZnS активируют внешний 
путь свертывания крови, приводящий к образо-
ванию фибрина [Miyamoto et al., 1990; Geys et 
al., 2008]. Латексные и  полистирольные нано-
частицы с  положительным зарядом поверхно-
сти также обладают тромбогенностью, однако, 
предположительно, за счет активации тром-
боцитов, т.  е. путем активации внутреннего 
пути свертывания крови [Miyamoto et al., 1990]. 
Установлено также, что частицы полистирола 
с  отрицательным зарядом и  гидродинамичес-
ким диаметром более 60  нм вызывают более 
слабую активацию тромбоцитов, чем такие же 
частицы меньшего размера [Mayer et al., 2009]. 
Уменьшение поверхностного заряда наночас-
тиц покрытием их полиэтиленгликолем умень-
шало агрегацию и  активацию тромбоцитов 
[Koziara et al., 2005]. Сопоставление действия 
влияния фуллерена C60CS (водорастворимо-
го производного фуллерена), одностенных 
(SWCT) и  многостенных (MWNT) углеродных 
нанотрубок на  систему свертывания крови 
указывает на  то, что нанотрубки стимулирова-
ли агрегацию тромбоцитов (SWNT > MWNT), 
в то время как для наносфер (фуллерен) такие 
эффекты не  были отмечены [Radomski et al., 
2005], что, скорее всего, связано с  формой  
УНЧ.

Среди природных углеродных наноматери-
алов большой интерес вызывает углерод шун-
гитовыx пород и  его нанодисперсии. С  теоре-

тической точки зрения это обусловлено тем, 
что в последние годы появилось большое коли-
чество свидетельств его принадлежности к гра-
феновому семейству [Шека, Рожкова, 2016]. 
С  практической точки зрения интерес опреде-
ляется тем, что шунгит активно используется 
в различных косметических (мази, кремы, гели 
и  др.), курортологических целях, в  качестве 
биодобавок, в фильтрах для очистки воды. Та-
кое применение пока не  имеет достаточного 
научного обоснования, хотя требует глубоко-
го понимания взаимодействий наноструктур 
с  биомолекулами и  клетками в  физиологичес-
кой среде. При этом молекулярные механизмы 
биологической активности шунгитового нано-
углерода не  охарактеризованы сколько‑ни-
будь полно, особенно если иметь в  виду дан-
ные последних лет о структурной организации 
нано- и  субмикронных частиц шунгитового уг-
лерода и  свойствах их водных нанодисперсий 
[Rozhkova et al., 2016]. В  связи с  этим важное 
значение имеет изучение закономерностей при 
взаимодействии природных шунгитовых угле-
родных наноструктур с биологическими систе-
мами на молекулярном уровне – уровне белко-
вых молекул и клеточных мембран.

Ранее мы исследовали влияние наночастиц 
ШУ на  эритроциты человека и  ряда позвоноч-
ных in  vitro различными методами. Было пока-
зано, что введение нанодисперсии ШУ в  сус-
пензию клеток в  случае эритроцитов как че-
ловека, так и  норки приводило к  образованию 
агрегатов из дискоцитов [Горюнов и др., 2009; 
Rozhkov, Goryunov, 2013].

Целью настоящей работы было выявление 
in vitro тромбогенности углеродных нанострук-
тур шунгита – т. е. их влияния на систему свер-
тывания крови (по  показателям времени ре-
кальцификации плазмы) в сравнении с другими 
формами наноуглерода (фуллеренами, нано-
алмазами) человека и норки.

Материалы и методы

Объектами исследования были: тромбоци-
тарная плазма крови человека и американской 
норки (Mustela neovison, ЗАО «Пряжинское», 
Карелия), приготовленная по  стандартной ме-
тодике; стабильные водные дисперсии нано-
частиц шунгитового углерода (ШУ), приготов-

and/or aggregation. The molecular mechanism behind the revealed thrombogenicity of 
carbon nanoparticles is discussed.

K e y w o r d s: nanomaterials; shungite carbon; nanodiamonds; blood clotting ability; 
proteins.
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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 с  ис-
ходной концентрацией углерода 0,1 мг/мл. ШУ 
предлагается рассматривать как представля-
ющий собой многоуровневую структуру, обра-
зованную графеноподобными фрагментами 
размером < 1  нм в  качестве основных струк-
турных элементов, агрегированных в  стопки 
1,5–2,5 нм, которые в свою очередь формиру-
ют глобулы ~ 6  нм. Ассоциаты глобул разме-
ром 20–100  нм завершают структуру УНЧ [Ro-
zhkova et al., 2016]. Дисперсия детонационных 
ультрадисперсных алмазов (наноалмазов (НА)) 
содержит гидратированные частицы разме-
ром 4–9 нм, которые также могут образовывать 
кластеры размером до 30  нм. Методом ДРС 
(динамического рассеяния света) с  использо-
ванием анализатора Malvern Zetasizer измеря-
ли дзета-потенциал нанодисперсий углерода. 
Он составил около –30 мВ для ШУ и –37 мВ для 
НА, что свидетельствует о коллоидной устойчи-
вости изученных дисперсий.

Одним из интегральных методов исследова-
ния системы свертывания для оценки состоя-
ния тромбоцитарного и плазменного звена ге-
мостаза является реакция рекальцификации, 
которая заключается в  определении времени 
свертывания тромбоцитарной плазмы после 
добавления к  ней раствора CaCl2 оптималь-
ной концентрации. В пробирку, установленную 
на  водяной бане с  температурой 37 °С, вно-
сили 0,2  мл 0,277 % раствора CaCl2 и  0,1  мл 
0,85 % NaCl. Через 1 минуту добавляли 0,1  мл 
плазмы крови и  определяли время образова-
ния сгустка [Лабораторные методы…, 1987]. 
В  опытные образцы добавляли дисперсии ШУ 
(0,015 мл и 0,025 мл с исходной концентрацией 
0,1 мг/мл) и немодифицированных НА (0,04 мл 
с исходной концентрацией 0,1 мг/мл).

Исследования выполнены на  научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
Федерального исследовательского центра «Ка-
рельский научный центр Российской академии 
наук».

Результаты и обсуждение

В таблице представлены данные по време-
ни рекальцификации плазмы, которое обратно 
пропорционально скорости образования сгус-
тка из фибрина при добавлении в плазму кро-
ви Ca2+. Данный показатель отражает общую 
активность свертывающей системы и играет 
важную роль в поддержании нормального го-
меостаза.

В присутствии 9  мкг/мл НА сгусток образо-
вывался заметно быстрее, чем в контроле. Это 
согласуется с данными о том, что карбоксили-
рованные наноалмазы в концентрации 1–5 мкг/
мл вызывали активацию тромбоцитов крови, в 
которой были задействованы различные меха-
низмы вплоть до изменения морфологии кро-
вяных плаcтинок [Kumari et al., 2014].

Однозначного влияния наночастиц ШУ в 
концентрации 3  мкг/мл на активность сверты-
вающей системы норок не выявлено (рис.  1, 
справа). Однако уже при концентрации 6  мкг/
мл наблюдалось существенно более быстрое 
образование сгустка (рис.  1, посередине), ко-
торый был гораздо плотнее и темнее, чем в 
контроле (рис. 1, слева).

В случае добавления углеродных наночас-
тиц к плазме крови человека их влияние ока-
залось слабее  – при обеих использованных 
концентрациях наблюдалось незначительное 
уменьшение времени рекальцификации, при 
этом форма сгустка оставалась такой же, как в 
контроле (рис. 2).

В свертывании крови участвуют тромбоциты 
и факторы свертывания крови, которые в нор-
ме находятся в неактивном состоянии. Для ак-
тивации каскада процессов свертывания кро-
ви необходимы ионы кальция  – добавление в 
образец крови с цитратной плазмой хлорида 
кальция CaCl2 вызывает активацию внутрен-
ней системы свертывания с участием факто-
ров XII, XI, IX и VIII, что активирует фактор X, а 
затем происходит превращение неактивного 
протромбина (белка плазмы крови) в фактор 
свертывания крови (активный тромбин), кото-
рый, в свою очередь, вызывает превращение 
фибриногена в фибрин. Полимеризация фиб-

Время рекальцификации плазмы крови в зависимости от концентрации наноуглерода, с
Time of blood plasma recalcification depending on nanocarbon concentration, s
Объект
Object

Контроль
Control

3 мкг/мл ШУ
3 μg/ml SC

6 мкг/мл ШУ
6 μg/ml SC

9 мкг/мл НА
9 μg/ml ND

плазма норки
mink plasma 137,5 ± 76,7 132,5 ± 54,5 58,5 ± 2,2 не исследовали

no research
плазма человека
human plasma 107,5 ± 2,5 95,0 ± 5,0 92,5 ± 12,5 68 ± 8,5
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рина завершает каскад реакций свертывания 
крови. Таким образом, скорость тромбообра-
зования регулируется как реакциями, управля-
ющими наработкой тромбина, так и реакциями, 
относящимися к непосредственной полимери-
зации фибрина. Поскольку время рекальцифи-
кации плазмы отражает как тромбоцитарное, 
так и плазменное звено гемостаза, его умень-
шение может свидетельствовать об активации 
тромбоцитов наночастицами углерода. Нельзя 
исключать влияние наночастиц и на конечный 
этап свертывания крови  – превращение фиб-
риногена в фибрин.

Мы предполагаем, что гиперкоагуляция 
в присутствии шунгитового углерода может 

быть связана с более быстрой полимериза-
цией фибрина, что является следствием его 
взаимодействия с углеродными наночастица-
ми. Это взаимодействие явственно прослежи-
вается при более высокой концентрации ШУ 
(рис. 1, посередине), поскольку образовавший-
ся сгусток имеет черный цвет, в то время как 
при меньшей концентрации наноуглерод сор-
бируется на поверхности фибринового сгустка 
(рис.  1, справа). Известно, что при внесении 
наночастиц в сыворотку крови in vitro фибрино-
ген активно участвует в формировании белко-
вой короны наночастиц. Так, показано, что для 
фибриногена при его взаимодействии с нано-
частицами TiO2 и CeO2 константа скорости свя-

Рис. 1. Вид фибриновых сгустков из плазмы крови норки в эксперименте с дисперсией шунги-
тового углерода:
слева направо – контроль, 6 мкг/мл ШУ, 3 мкг/мл ШУ

Fig. 1. Fibrin clots of mink blood plasma in the experiment with shungite carbon dispersion:
from left to right – control, 6 μg/ml SC, 3 μg/ml SC

Рис. 2. Вид фибриновых сгустков из плазмы крови человека:
слева направо – контроль, 3 мкг/мл ШУ, 6 мкг/мл ШУ

Fig. 2. Fibrin clots of human blood plasma:
from left to right – control, 3 μg/ml SC, 6 μg/ml SC
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зывания была на два порядка больше, чем для 
сывороточного альбумина [Canoa et  al., 2015], 
т. е. наночастицы в плазме крови связывались 
преимущественно с фибриногеном.

Можно предположить, что наночастицы шун-
гитового углерода способны индуцировать ак-
тивацию тромбоцитов и/или их агрегацию так 
же, как это установлено для одностенных угле-
родных нанотрубок в концентрации 1–100 мкг/
мл [Bihari et al., 2010]. Показано также, что ок-
сид графена, имеющий отрицательно заряжен-
ную поверхность, активирует кровяные плас-
тинки за счет переноса заряда на поверхность 
тромбоцита, вызывая изменения в мембран-
ных белках, в то время как положительно заря-
женные частицы аминографена не проявляют 
тромботоксических свойств [Singh et al., 2012].

Таким образом, эксперименты показали, 
что даже при очень низких концентрациях уг-
леродные наночастицы в среде активируют 
систему свертывания крови in vitro. Механизм 
действия включает активацию как начально-
го, так и конечного пути свертывания крови. И 
наночастицы ШУ, и наноалмазы представляют 
собой кластеры наноглобул, т. е. форма и тех, и 
других НЧ – глобулярная, размер частиц также 
одного порядка – 30–100 нм. Отличия в величи-
не эффекта, вероятно, обусловлены разницей 
исследованных нами наночастиц по величине 
поверхностного заряда, поскольку как наночас-
тицы ШУ, так и наноалмазы в воде имеют отри-
цательно заряженную поверхность.

Заключение

Несмотря на привлекательность наномате-
риалов для биомедицинских приложений, не-
обходимо критически оценивать их возможную 
токсичность, в т. ч. и тромбогенность.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания (тема № 0221‑2014‑0039).
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Влияние кратковременных ежесуточных 
понижений температуры на ХОЛОДОустойчивость 
листьев разного возраста

Е. Г .  Шерудило, Т. Г .  Шибаева
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Изучали влияние возраста листа на  способность повышать холодоустойчивость 
листьев огурца (Cucumis sativus L.) и  пшеницы (Triticum aestevum L.) под влияни-
ем ежесуточных кратковременных понижений температуры (ДРОП-воздействий, 
от  англ. drop  – «падение»). С  этой целью растения в  течение 6 суток подвергали 
кратковременным (2  ч в  конце ночного периода) понижениям температуры до 
12 °С  (огурец) или 4 °С  (пшеница) в  фазе активно растущего первого (пшеница) 
или второго (огурец) настоящего листа (ДРОП1) или в фазе заканчивающего рост, 
то  есть зрелого соответственно первого или второго листа (ДРОП2). Растения 
варианта ДРОП3 подвергали ДРОП-воздействиям на  протяжении всего периода 
(12 суток) роста первого или второго листа соответственно. Холодоустойчивость 
листьев оценивали по  устойчивости клеток листа к  краткосрочному проморажи-
ванию. О проницаемости мембран судили по относительному выходу электроли-
тов из  ткани листьев. Установлено, что реакция растений на  ДРОП-воздействия 
зависит от возраста листа. Молодые и зрелые листья огурца и пшеницы реагиро-
вали на ДРОП-воздействия ростом холодоустойчивости листьев. При этом у зре-
лых листьев холодоустойчивость достигала больших значений, чем у  молодых. 
Относительный выход электролитов у зрелых листьев был также меньше по срав-
нению с молодыми листьями, что свидетельствует о большем повышении стабиль-
ности мембран зрелых листьев под влиянием ДРОП-воздействий. Предполагается, 
что причиной влияния возраста листа на повышение холодоустойчивости листьев 
под влиянием ДРОП-воздействий являются структурные (анатомо-морфологичес-
кие) и метаболические особенности листьев разного возраста.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Cucumis sativus L.; Triticum aestevum L.; возраст листа; крат-
ковременные понижения температуры; холодоустойчивость.

E.  G.  Sherudilo, T.  G.  Shibaeva. EFFECT OF A  SHORT-TERM DAILY 
TEMPERATURE DROP ON THE COLD TOLERANCE OF LEAVES OF 
DIFFERENT AGE

The enhancement of chilling tolerance in leaves of different age in cucumber (Cucumis 
sativus L.) and wheat (Triticum aestevum L.) plants treated by a daily short-term tempera-
ture drop was studied. Plants were subjected to short-term (2 h at the end of the night) 
temperature drops to 12 °C (cucumber) or 4 °C (wheat) for 6 days in the phase of the ac-
tively growing first (wheat) or true second (cucumber) leaf (DROP1) or growth-complet-
ing, i. e. mature first or second leaf, respectively (DROP2). DROP3 plants were treated by 
DROP throughout the first or second leaf growth period (12 days). The leaf cold tolerance 
was assessed by the resistance of leaf cells to short-term freezing. Cell membrane per-
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Введение

Холодостойкость и  способность растений 
к  холодовой адаптации являются видоспе-
цифическими признаками, проявление кото-
рых зависит как от  внешних (свет, влажность 
и  др.), так и  от  внутренних факторов. К  пос-
ледним, в  частности, относится возраст рас-
тения и  его органов. Например, известно, что 
степень сформированности (зрелости) листа 
заметно влияет на  его способность реагиро-
вать на  внешние воздействия и  адаптировать-
ся к  внешним условиям, включая температуру 
[Armstrong et al., 2006; Atkin et al., 2006; Gorsuch 
et  al., 2010; Zhang et  al., 2014]. Показано, что 
в  листьях, формирование которых проходило 
в условиях действия низких температур, адап-
тационные изменения проявляются в  большей 
степени, чем в листьях, испытавших воздейст-
вие холодом в зрелом состоянии. Предположи-
тельно, более низкая способность к  темпера-
турной адаптации у листьев, закончивших рост, 
может быть связана с  более ограниченными, 
чем у активно растущих листьев, возможностя-
ми структурной перестройки [Ow et  al., 2008]. 
Однако в  литературе наряду с  данными, кото-
рые говорят о большей устойчивости молодых 
листьев [Schwemmle, Lange, 1959; Фельдман, 
Каменцева, 1963], имеются и  другие, свиде-
тельствующие о  более высокой устойчивости 
листьев, завершивших рост [Трофимова, 1995; 
Kuk, Shin, 2007; Lim et al., 2014].

Необходимо отметить, что большая часть 
литературных данных, касающихся тех или 
иных аспектов холодоустойчивости, получе-
на при изучении постоянного (и  чаще всего 
многосуточного) действия низкой температу-
ры на растения. Однако в природных условиях 
зачастую ее воздействие на  растения бывает 
непродолжительным (от  одного до нескольких 
часов), но  периодически повторяющимся (на-
пример, ежесуточно). Важно, что при кратко-
временных ежесуточных воздействиях низкой 
температуры (ДРОП-воздействиях, от  англ. 
drop  – «падение») периоды, когда охлаждение 

запускает в  клетках и  тканях надземных орга-
нов программу адаптационных изменений (со-
пряженную с  торможением роста и  развития), 
чередуются в  суточном цикле с  гораздо более 
продолжительными периодами действия опти-
мальной температуры, при которой возобнов-
ляется рост и развитие [Шибаева и др., 2018]. 
Ранее нами установлено, что листья, подвер-
гающиеся ДРОП-воздействиям в  фазе актив-
ного роста, способны к большим по сравнению 
с более зрелыми листьями структурно-функци-
ональным преобразованиям (содержание и со-
отношение фотосинтетических пигментов, эф-
фективность использования воды, активность 
антиоксидантных ферментов), что обеспечи-
вает их более высокую фотосинтетическую ак-
тивность в условиях действия низких темпера-
тур [Икконен и др., 2015; Шибаева и др., 2015; 
Ikkonen et  al., 2015]. Также нами установлено, 
что ДРОП-воздействия эффективны в отноше-
нии повышения холодоустойчивости листьев 
[Марковская и др., 2013]. Однако холодоустой-
чивость листьев разного возраста у  растений, 
подвергшихся ДРОП-воздействиям, не  изу-
чалась. Поэтому в  данной работе ставилась 
цель изучить влияние возраста листа на  спо-
собность повышать холодоустойчивость листь-
ев при ДРОП-воздействиях у  представителей 
группы теплолюбивых (огурец) и  холодостой-
ких (пшеница) растений.

Материалы и методы

Растения огурца (Cucumis sativus L., гиб-
рид Зозуля F1) и  пшеницы (Triticum aestevum 
L., сорт Московская 39) выращивали в  каме-
ре искусственного климата (Vötsch, Германия) 
на  песчаном субстрате (огурец) или в  рулонах 
фильтровальной бумаги (пшеница) при поливе 
полным питательным раствором (рН  6,2–6,4), 
температуре воздуха 23 °С, фотосинтетически 
активной радиации (ФАР) 150  мкмоль/(м2·с), 
фотопериоде 12 ч, влажности воздуха 60–70 %.

Растения огурца в фазе второго листа и рас-
тения пшеницы в  фазе первого листа подвер-

meability was estimated by relative electrolyte leakage. Both young and mature leaves 
responded to DROP treatments by enhanced leaf cold tolerance, but in mature leaves 
that have completed their growth, cold tolerance was higher than in young, actively grow-
ing leaves. Relative electrolyte leakage from tissues of  mature leaves was lower than 
from young leaves, which testifies to higher membrane stability of mature DROP-treated 
leaves. It is hypothesized that the differences detected in the tolerance of DROP-treated 
leaves of  different age are associated with their structural (anatomical-morphological) 
and metabolic features.

К e y w o r d s: Cucumis sativus L.; Triticum aestevum L.; leaf age; short-term temperature 
drop; cold tolerance.
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гали ежесуточно 2‑часовым ДРОП-воздействи-
ям в  конце ночного периода при температуре 
12 °С (огурец) или 4 °С (пшеница).

В  опыте проанализированы следующие ва-
рианты:

ДРОП1 – ДРОП-воздействия в течение 6 сут 
на  молодые листья в  фазу их активного рос-
та. Для растений огурца это были 12–17‑е сут 
с момента замачивания семян, развернувший-
ся второй лист достигал в этот момент 60–70 % 
от окончательной площади; для растений пше-
ницы  – 3–8‑е сут с  момента проклевывания 
семян и  площадь первого листа 60 % от  мак-
симальной. По  окончании ДРОП-воздействий 
растения возвращали в  оптимальные условия 
до завершения роста листьев (24 сут – огурец, 
15 сут – пшеница);

ДРОП2 – ДРОП-воздействия в течение 6 сут 
на зрелые, заканчивающие рост листья огурца 
(в период 18–23‑е сут) и пшеницы (9–14‑е сут);

ДРОП3  – ДРОП-воздействия в  течение 
12  сут на  протяжении всего периода роста 
листьев (12–23‑е сут  – огурец и  3–14‑е сут  – 
пшеница).

Контролем служили растения, не подвергав-
шиеся низкотемпературным воздействиям.

Холодоустойчивость клеток листа оцени-
вали по  температуре (ЛТ50), вызывающей ги-
бель 50 % палисадных клеток листовых высе-
чек после их промораживания в  течение 5  мин 
в термоэлектрическом термостате ТЖР-02/–20 
(«Интерм», Россия) при последовательном из-
менении тестирующих температур с  шагом 
0,4 °С [Дроздов и др., 1976]. Жизнеспособность 
клеток определяли с  помощью светового мик-
роскопа Микмед-2 (ЛОМО, Россия) по коагуля-
ции цитоплазмы и деструкции хлоропластов.

Относительный выход электролитов (ОВЭ) 
из  тканей листа определяли кондуктометри-
ческим способом [Гришенкова, Лукаткин, 2005] 
с использованием кондуктометра HANNA (Han-
na Instruments, Италия).

Повторность в  пределах одного вариан-
та опыта при анализе холодоустойчивости  – 
6‑кратная, при определении выхода электро-
литов  – 5‑кратная. Каждый опыт повторяли 
не  менее двух (огурец) или трех (пшеница) 
раз. Данные обработаны статистически с  ис-
пользованием пакета программ Statgraphics for 
Windows 7.0. В  статье обсуждаются величины, 
достоверно различающиеся при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

Оценка холодоустойчивости клеток листь-
ев по  температуре гибели 50 % клеток (ЛТ50) 
при краткосрочном промораживания листовых 

высечек показала, что зрелые листья как огур-
ца, так и пшеницы (вариант ДРОП2) реагируют 
на  ДРОП-воздействия существенным повыше-
нием устойчивости  – на  1,6 и  3,6 °С  соответ-
ственно (рис., а, б). Реакция молодых, активно 
растущих листьев (вариант ДРОП1) на  ДРОП-
воздействия также сопровождалась повыше-
нием холодоустойчивости клеток, но  в  мень-
шей степени, чем у  зрелых листьев: на  0,5 
и  0,8 °С  у  огурца и  пшеницы соответственно. 
Однако после прекращения ДРОП-воздейст
вий в  варианте ДРОП1 по  мере дальнейшего 
роста листа их устойчивость к  низкой темпе-
ратуре продолжала возрастать, приближаясь 
к концу опыта на 15‑е (пшеница) и 24‑е (огурец) 
сут к уровню холодоустойчивости растений ва-
рианта ДРОП2. ДРОП-воздействия в  течение 
всего периода роста листа (вариант ДРОП3) 
привели к  постепенному возрастанию холо-
доустойчивости листьев огурца и  пшеницы до 
уровня устойчивости зрелых листьев, подвер-
гавшихся ДРОП-воздействиям (ДРОП2).

Одним из  критериев реакции растений 
на стрессовые условия и показателем их устой-
чивости, в  частности, к  низким положитель-
ным температурам является изменение про-
ницаемости клеточных мембран, оцениваемое 
по  ОВЭ из  клеток во внешнюю среду [Cam-
pos et  al., 2003; Гришенкова, Лукаткин, 2005]. 
ОВЭ из  тканей листьев контрольных растений 
огурца и  пшеницы на  протяжении всего опыта 
оставался на  одном уровне (рис., в, г). ДРОП-
воздействия снижали ОВЭ во всех вариантах 
опыта. Величина уменьшения ОВЭ зависела 
от возраста листа. Наиболее существенные из-
менения установлены для зрелых листьев огур-
ца (вариант ДРОП1, рис., в). Действие ДРОП 
на  протяжении всего периода роста листа 
огурца (вариант ДРОП3) также вызывало сни-
жение ОВЭ по сравнению с контролем, но зна-
чительно меньше, чем в  варианте ДРОП2, 
а  к  концу опыта, на  24‑е сут, эти изменения 
были статистически недостоверными. У  рас-
тений пшеницы реакция на ДРОП-воздействия 
молодых и  зрелых листьев была одинаковой 
и проявлялась в  существенном снижении ОВЭ 
(рис., г). У обоих видов в последействии вари-
анта ДРОП1 (на  24‑е и  14‑е сут соответствен-
но) отмечено продолжающееся снижение ОВЭ 
по сравнению с контролем.

Таким образом, проведенные исследова-
ния показали, что реакция растений на  ДРОП-
воздействия зависит от  возраста листа. Зре-
лые, завершившие рост листья по  сравнению 
с  молодыми, растущими листьями оказались 
более отзывчивыми на ДРОП-воздействия, ха-
рактеризуясь наибольшим приростом холодо-
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устойчивости клеток листовой ткани и  мень-
шим ОВЭ. Реакция молодых листьев оказалась 
более слабовыраженной, хотя также проявля-
лась в увеличении холодоустойчивости листьев 
и снижении ОВЭ.

Ранее было показано, что при развитии 
листьев растений огурца в  оптимальных тем-
пературных условиях их холодоустойчивость 
возрастает только до момента достижения ими 
40 % площади листа от  максимальной, даль-
нейший рост листовой пластинки уже не  со-
провождается увеличением холодоустойчи-
вости клеток [Трофимова, Марковская, 1994]. 

При постоянном же действии на  растения не-
благоприятной (закаливающей) температуры 
холодоустойчивость клеток листа возрастала 
не только в период роста листа, но и после его 
завершения [Трофимова, 1995]. По  мнению 
авторов, рост холодоустойчивости при зака-
ливающих температурах не  зависит от  этапов 
онтогенеза листа [Трофимова, 1995]. То  есть 
ответная реакция и молодых, и зрелых листьев 
на действие закаливающей температуры одно-
типна и  выражается в  повышении их устойчи-
вости. Этот вывод подтверждается и  резуль-
татами сравнительного анализа способности 

Влияние ДРОП-воздействий на холодоустойчивость листьев (ЛТ50) и относительный выход элект-
ролитов (ОВЭ) из тканей листьев огурца (Cucumis sativus L.) (а, в) и пшеницы (Triticum aestivum L.) 
(б, г)
На 9‑е и 18‑е сут измерения проводили на молодых листьях, испытавших ДРОП-воздействия в предыдущие 
6 сут в вариантах ДРОП1 и ДРОП3. На 15‑е и 24‑е сут измерения проводили на зрелых листьях в последейст-
вии ДРОП (через 6 сут после завершения ДРОП-воздействий) в варианте ДРОП1 и по окончании ДРОП-воз
действий в вариантах ДРОП2 и ДРОП3

The effect of DROP treatments on cold tolerance of leaves (LT50) and relative electrolyte leakage (REL) 
from cucumber (a, c) and wheat (b, d) leaves
On the 9th and 18th day, measurements were made on young leaves of plants treated by DROP during the previous 
6 days in DROP1 and DROP3. On the 15th and 24th day, measurements were made on mature leaves of plants under 
the aftereffect of DROP treatment (in 6 days after the  termination of DROP treatments) in DROP1 and  immediately 
after the termination of DROP treatments in DROP2 and DROP3
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к закаливанию клеток растущих и завершивших 
рост листьев пшеницы [Горбань и  др., 1974]. 
Подобная закономерность прослеживается 
и в настоящей работе при анализе результатов 
ДРОП-воздействий на растения огурца и пше-
ницы. В контроле при оптимальной температу-
ре холодоустойчивость клеток листьев огурца 
и пшеницы оставалась неизменной с фазы ак-
тивного роста до фазы зрелого листа (данные 
не приводятся). Однако при ДРОП-воздействи-
ях холодоустойчивость клеток повышалась как 
у  молодых, активно растущих, так и  у  зрелых, 
завершивших свой рост листьев, хотя и  в раз-
ной степени. Различия между вариантами 
носили количественный характер, что связа-
но, как нам представляется, со  структурными 
(анатомо-морфологическими) особенностями 
листьев, находящихся на  разных фазах рос-
та. Зрелый, сформированный при оптималь-
ной температуре лист отличается от молодого 
не  только размерами листовой пластинки, но, 
что важнее, и  значительно большей ее тол-
щиной [Мокроносов, 1981; Ho et  al., 1984; Xie, 
Luo, 2003; Atkin et  al., 2006]. Это обеспечива-
ет ему определенные преимущества в  защите 
от  внешних стресс-факторов [Palta, Li, 1979; 
Kuk et  al., 2003]. Именно поэтому ДРОП-воз-
действия (вариант ДРОП2) оказались наиболее 
эффективными в  отношении зрелых листьев 
и  индуцировали именно у  них максимальное 
повышение холодоустойчивости.

На  наш взгляд, анатомо-морфологически-
ми изменениями листьев, происходящими при 
их формировании в условиях пониженной тем-
пературы, можно объяснить динамику холодо-
устойчивости в варианте ДРОП3 (ее постепен-
ное возрастание до максимального уровня), 
когда краткосрочным периодическим воздей-
ствиям низкой температуры подвергался лист 
с  начала его активного роста и  до достиже-
ния своих окончательных размеров. Добавим, 
что процесс формирования листа в  варианте 
ДРОП3 с  периодическим кратковременным 
действием низкой температуры сходен с  рос-
том листьев в  условиях постоянного действия 
низкой температуры, благодаря чему такие 
листья отличаются повышенным адаптацион-
ным потенциалом [Gray, Heath, 2005; Jaikumar 
et al., 2016].

Может показаться неожиданным факт даль-
нейшего повышения устойчивости молодых, 
растущих листьев растений варианта ДРОП1 
в последействии ДРОП-воздействий, происхо-
дящего в  условиях температурного оптимума. 
Однако следует учитывать, что в  последейст-
вии закаливающих температур устойчивость 
растений может продолжать нарастать, если 

в  период закаливания она не  успела достичь 
своего максимума [Акимова и  др., 1990; Erez 
et al., 2002]. По-видимому, данная закономер-
ность нашла проявление и  в  наших опытах: 
прирост холодоустойчивости молодых и  ак-
тивно растущих в условиях ДРОП-воздействий 
листьев составлял всего 1/3 от максимального 
уровня, что и  определило возможность даль-
нейшего ее роста при температуре 23 °С после 
окончания ДРОП-воздействий.

Полученные в  настоящей работе данные 
о развитии большей холодоустойчивости у зре-
лых листьев под влиянием ДРОП-воздействий, 
на  первый взгляд, противоречат ранее сде-
ланному нами выводу о  большей адаптивной 
способности фотосинтеза молодых, растущих 
листьев, подвергнутых ДРОП-воздействиям, 
по  сравнению со  зрелыми листьями [Икконен 
и  др., 2015]. Так как адаптивные возможности 
связаны со  способностью к  структурно-функ-
циональным преобразованиям, то  более низ-
кая способность к  температурной адаптации 
фотосинтеза у  зрелых листьев может быть 
связана с  меньшими, чем у  молодых листьев, 
возможностями структурной перестройки [Ик-
конен и  др., 2015]. Однако анатомо-морфо-
логические особенности строения растущего 
и зрелого листьев по‑разному влияют на адап-
тационный потенциал фотосинтеза и  устой-
чивость листьев к  неблагоприятным темпера-
турам [Palta, Li, 1979; Ogushi et  al., 2003]. Так, 
сформированность зрелого листа, с одной сто-
роны, ограничивает адаптивные возможности 
фотосинтеза [Sims, Pearcy, 1992], а с другой – 
обеспечивает существенное, по  сравнению 
с  растущим листом, преимущество в  защите 
от  внешних стресс-факторов за счет большей 
толщины и увеличенного количества слоев па-
ренхимы [Palta, Li, 1979; Kuk et al., 2003]. Кроме 
того, полученные в  настоящей работе данные 
по ОВЭ свидетельствуют о меньшей проницае-
мости, то есть большей стабильности мембран 
у  зрелых листьев по  сравнению с  молодыми. 
Еще одной причиной меньшей устойчивости 
молодых листьев может быть более высокая 
у  них интенсивность метаболизма, посколь-
ку известно, что клетки с  повышенным мета-
болизмом характеризуются пониженной ус-
тойчивостью к  действию стресса [Irwin, Prica, 
1983]. В  то  же время зрелые листья отлича-
ются от  растущих повышенным содержанием 
сахаров, аминокислот и  ряда других веществ, 
участвующих в  устойчивости клеток к  дейст-
вию неблагоприятных факторов [Bisognin et al., 
2005; Cabello et  al., 2006]. Приведенные выше 
факты могут служить причиной различий в ре-
акции листьев разного возраста, в  том числе 
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формировании повышенной холодоустойчиво-
сти под влиянием ДРОП-воздействий.

В  целом проведенные исследования и  ра-
нее полученные данные позволяют заключить, 
что листья растений огурца и  пшеницы реаги-
руют на  ДРОП-воздействия повышением хо-
лодоустойчивости. При этом у  зрелых листьев 
холодоустойчивость достигает больших значе-
ний, чем у молодых, что, по‑видимому, связано 
со  структурными (анатомо-морфологически-
ми) и метаболическими особенностями листь-
ев разного возраста.

Работа выполнена с  использованием обо‑
рудования Центра коллективного пользова‑
ния Федерального исследовательского цен‑
тра «Карельский научный центр Российской 
академии наук» при финансовой поддержке 
из  средств федерального бюджета на  выпол‑
нение государственного задания КарНЦ РАН 
(0221‑2017‑0051).
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Использование микросателлитных локусов 
в изучении плюсового генофонда сосны 
обыкновенной Pinus sylvestris L. в Карелии

А. А . И льинов, Б.  В. Р аевский
Институт леса КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

В  результате исследования с  помощью ядерных микросателлитных локусов 
(PtTX2123, PtTX2146, Spac11.8) дана сравнительная оценка генетической струк-
туры и  уровня генетического разнообразия двух плюсовых насаждений (Великая 
Губа и  Заозерье), четырех природных популяций (Водлозеро, Заонежье, Кивач, 
Сортавала) и  клоновой лесосеменной плантации (ЛСП) сосны обыкновенной. 
В  отличие от  естественных популяций, представленных малонарушенными со-
сняками скальными IV класса бонитета на относительно бедных почвах, плюсовые 
насаждения сосны (I–II класс бонитета) представлены черничными типами леса, 
сформировавшимися на  сравнительно плодородных почвах. Важным моментом 
является производный характер плюсовых насаждений. Амплификация микроса-
теллитных локусов в исследованных популяциях и ЛСП сосны обыкновенной поз-
волила выявить 32 аллеля. В целом аллельное разнообразие плюсовых насажде-
ний оказалось близким к среднему значению для исследованных популяций сосны 
(А99 % = 5,000–6,000; ne = 3,064–3,661). Природные популяции, плюсовые насажде-
ния и ЛСП сосны обыкновенной характеризовались различным уровнем генетичес-
кой изменчивости. Плюсовые насаждения сосны, отличающиеся лучшими условия-
ми произрастания по сравнению с естественными популяциями, показали средний 
уровень генетического разнообразия (Но = 0,521–0,588; Не = 0,579–0,643), одна-
ко отличия от  природных популяций оказались статистически недостоверными. 
Исключение составил индекс фиксации Райта F. Максимальные значения этого 
показателя (0,142 и 0,106) свидетельствуют о значительном дефиците гетерозигот 
в плюсовых насаждениях сосны обыкновенной.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Pinus sylvestris L.; плюсовое насаждение; клоновая лесосе-
менная плантация; генетическое разнообразие; ПЦР; микросателлиты.

A.  A.  Ilinov, B.  V.  Raevsky. analysis of the   Pinus sylvestris 
L. plus TREE GENE POOL in Karelia using microsatellite loci

In this work, based on the results of the microsatellite loci (PtTX2123, PtTX2146, Spac11.8) 
tests, we provided a comparative evaluation of the genetic structures and levels of genetic 
diversity of the following populations: two plus stands from Velikaya Guba and Zaozerye, 
four natural populations from Vodlozero, Zaonezye, Kivach, Sortavala, and a clonal seed 
orchard of Scots pine. Unlike the natural populations, which were represented by intact 
rocky pine forests growing on  relatively poor soils, the  plus stands were represented 
by secondary v. myrtillus forest stands formed on  relatively fertile soils. Amplification 
of the microsatellite loci of the studied populations and the seed orchard of Scotch pine 
helped to identify 32 alleles in total. Overall, the allelic diversity of the plus stands proved 
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Введение

Система плюсовой селекции основных ле-
сообразующих видов, в том числе сосны обык-
новенной, практикуется на территории России 
с конца 60‑х годов ХХ века. Однако до сих пор 
окончательно не  сформировался общеприня-
тый методический подход в  решении ее цент-
ральной проблемы – оценки наследственности 
плюсовых деревьев, отобранных по  феноти-
пу. Ключевой категорией объектов в структуре 
постоянной лесосеменной базы является кло-
новая лесосеменная плантация (ЛСП).

Главная задача при создании ЛСП  – обес-
печение лесного хозяйства улучшенными се-
менами лесных пород, обладающими ценными 
наследственными свойствами и  высокими по-
севными качествами. Важным аспектом явля-
ется сохранение и поддержание на ЛСП уровня 
генетического разнообразия, свойственного 
природным популяциям основных лесообразу-
ющих пород того или иного региона. Базой для 
создания клоновых ЛСП являются лучшие ес-
тественные или искусственные (плюсовые) на-
саждения и деревья, выделяемые при селекци-
онной инвентаризации. При отборе плюсовых 
насаждений и деревьев главное внимание уде-
ляется следующим признакам: прямостволь-
ность, полнодревесность, хорошее очищение 
стволов от сучьев, устойчивость к неблагопри-
ятным факторам среды, вредителям и  болез-
ням. В то же время до сих пор не выяснена роль 
генетической составляющей в  продуктивности 
этих насаждений и отдельных деревьев.

В  популяционных исследованиях в  послед-
ние десятилетия особое значение приобрели 
ДНК-маркеры, в  том числе микросателлиты. 
Мировой опыт показывает, что использование 
ДНК-маркеров позволяет решать многие зада-
чи при исследовании древесных видов [Alden, 
Loopstra, 1987; Rajora et  al., 1998; Hui-Yu et  al., 
2005; Ranger et  al., 2008; Varsha et  al., 2012; 
Rubio-Moraga et  al., 2012]. В  Российской Фе-
дерации сравнительно мало работ с использо-

ванием современных методов генетического 
анализа, основанных на применении ДНК-мар-
керов [Яковлев, Клейншмит, 2002; Козыренко 
и др., 2004; Семерикова, Семериков, 2007; Ле-
вина и  др., 2008], особенно в  области лесной 
селекции и семеноводства [Новиков, Шейкина, 
2012; Криворотова, 2014; Ильинов, Раевский, 
2015; Янбаев, 2017].

Анализ литературных источников дает осно-
вания для предположения, что лучшие (плюсо-
вые) деревья будут характеризоваться и более 
высоким уровнем генетического разнообра-
зия. В  работе Т. Н. Криворотовой [2014], по-
священной генетической изменчивости кло-
нов плюсовых деревьев сосны обыкновенной, 
сделан вывод о том, что уровень генетической 
изменчивости, оцениваемый с  использовани-
ем ISSR-маркеров, на  ЛСП сосны не  уступает 
уровню генетического разнообразия, выявлен-
ному в насаждениях из этих же географических 
районов. В работе П. С. Новикова и О. В. Шей-
киной [2012] при исследовании генетической 
изменчивости деревьев разных селекционных 
категорий (минусовые, нормальные, плюсо-
вые) сосны обыкновенной по  ISSR-маркерам 
в  плюсовом насаждении обнаружено, что наи-
высшими значениями параметров генетичес-
кой изменчивости характеризовались нормаль-
ные деревья, а уровень генетической изменчи-
вости в целом для насаждения оказался выше, 
чем отдельно по группам. Таким образом, гене-
тические аспекты плюсовой селекции все еще 
остаются недостаточно изученными.

В  Карелии при реализации системы плю-
совой селекции основных лесообразующих 
хвойных видов (сосны обыкновенной и  ели 
финской) были созданы 6 прививочных ЛСП 
I порядка общей площадью около 454 га, в том 
числе сосны – 365 га. На этих объектах произ-
растают сотни вегетативных потомств плюсо-
вых деревьев. Однако до настоящего времени 
работ по изучению состояния плюсового гено-
фонда лесообразующих видов Карелии не про-
водилось.

to  be close to  the  mean value for the  studied populations. The  tested natural popula-
tions, plus stands, and the seed orchard of Scots pine are characterized by different levels 
of  genetic variability. The  plus stands, featuring better growing conditions in  compari-
son with the natural populations, demonstrated an intermediate level of genetic diversity. 
However, the  differences between them and  the  natural populations were statistically 
unreliable, and  the  only statistically significant parameter was the  Wright fixation index 
F. The maximum values of this index (0.142 and 0.106) indicate a significant deficit of het-
erozygotes in the Scots pine plus stands.

K e y w o r d s: Pinus sylvestris L.; plus stand; clonal seed orchard; genetic diversity; poly-
merase chain reaction (PCR); microsatellites.
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Цель исследования  – изучение на  основе 
использования ядерных микросателлитных 
локусов генетического разнообразия природ-
ных популяций, плюсовых насаждений и  кло-
новых лесосеменных плантаций хвойных Ка-
релии (на  примере сосны обыкновенной Pinus 
sylvestris L.).

Материалы и методы

В  качестве объектов исследования были 
использованы четыре малонарушенные по-
пуляции (Водлозеро, Заонежье, Кивач и  Сор-
тавала), два плюсовых насаждения (Великая 
Губа и  Заозерье), а  также одно поле Петроза-
водской прививочной клоновой лесосеменной 
плантации (ЛСП) сосны обыкновенной (рис. 1). 
В естественных сосняках средней подзоны тай-
ги Карелии в  Южнокарельском лесосеменном 
районе [Лесосеменное…, 1982] были заложе-
ны постоянные пробные площади (ППП), глав-
ным образом в  пределах особо охраняемых 
природных территорий (ООПТ). Характеристи-
ка ППП приведена в табл. 1.

Для анализа генетической структуры по-
пуляций отбирали образцы хвои и  древесины 
(керны) с  30 модельных деревьев на  каждой 
ППП. На  ЛСП для генетического анализа были 
собраны образцы хвои с 30 клонов.

Выделение образцов геномной ДНК сосны 
осуществлялось с  помощью набора Axyprep 
Multisource Genomic DNA (Axygen). Для анали-
за популяций сосны обыкновенной отобрали 
три локуса [Soranzo et al., 1998; Elsik et al., 2000] 
(табл. 2).

Основными критериями для отбора микро-
сателлитных локусов служили высокая степень 
информативности, полиморфности и  воспро-
изводимости амплификации. Для проведения 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) исполь-
зовали 26  мкл реакционной смеси следующе-
го состава: 50  нг ДНК исследуемых образцов, 
100 пМ праймера, 5 мкл набора с Taq ДНК по-
лимеразой («СибЭнзим», Москва). Для про-
ведения амплификации применяли прибор 
iCycler iQ5 (Bio-Rad). Условия амплификации: 
денатурация – 30 с при 94 °С, отжиг – 30 с при 
53–62 °С  (в  зависимости от  используемого 
праймера), полимеризация  – 40 с  при 72 °С; 
количество циклов  – 35; достраивание фраг-
ментов  – 6  мин при 72 °С. Образцы ДНК ана-
лизировали методом капиллярного гель-элек-
трофореза (Beckman Coulter CEQ800 Genetic 
Analysis; программное обеспечение CEQ 
Fragment Analysis).

Основные показатели генетической измен-
чивости (среднее число аллелей на локус А99 %, 
среднее число аллелей с  частотой > 5 %, А95 %, 

Рис.  1. Карта-схема расположения пунктов сбора материала. Природные популяции: 
1 – Водлозеро; 2 – Заонежье; 3 – Кивач; 4 – Сортавала; плюсовые насаждения: 5 – Великая 
Губа; 6 – Заозерье; 7 – Петрозаводская ЛСП
Fig.  1. Index map of  P.  sylvestris sample collection points in  Karelia. Native population: 
1  – Vodlozero; 2  – Zaonezhye; 3  – Kivach; 4  – Sortavala; plus stands: 5  – Velikaya Guba; 
6 – Zaozerye; 7 – Petrozavodsk clonal seed orchard
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Таблица 1. Таксационная характеристика пробных площадей
Table 1. Forest taxation characteristics of sample plots

Показатель
Сharacter

Пробная площадь
Sample plot

Водлозеро
Vodlozero

Заонежье
Zaonezhye

Кивач
Kivach

Сортавала
Sortavala

Великая Губа
Velikaya Guba

Заозерье
Zaozerye

1 2 3 4 5 6 7

Центральное 
лесничество
Central forestry

НП 
«Водлозерский»
NP “Vodlozersky”

Медвежьегор
ское

Medvezhye
gorsk

Заповедник 
«Кивач»

Nature Reserve 
“Kivach”

Сортавальское
Sortavala

Медвежьегор
ское

Medvezhyegorsk

Прионежское
Prionezhskiy

Участковое 
лесничество
(квартал, выдел)
Regional forest 
district (quarter, 
site) 

Водлозерское
(кв. 16, выд. 94) 

Vodlozersky
(quarter 16,

site 94) 

Великогубское 
(кв. 151, выд. 6)
Velikogubskoye

(quarter 151,
site 6) 

(кв. 51, выд. 8) 
(quarter 51,

site 8) 

Ладожское
(кв. 83, 

выд. 45)
Ladoga

(quarter 83,
site 45) 

Великогубское
(кв. 48, выд. 19) 
Velikogubskoye

(quarter 48,
site 19) 

Заозерское
(кв. 8, выд. 13)

Zaozerskoe
(quarter 8,

site 13) 

Географические 
координаты, 
°с. ш./°в. д.
Geographical 
coordinates,
°N/°E

62,542
37,025

62,239
34,880

62,370
33,971

61,663
30,648

62,357
34,868

61,907
34,394

Состав 
и структура 
древостоя
Composition 
and structure 
of the forest stand

7С2003С160+С270

5С1605С100+
Б80Е60

4С160 5С1001Б 6С1303Е1301Б90

6С110 2Е95 2Б90 
Ос100 ед. 6С115 2Е110 1Б90 1Ос90

Тип возрастной 
структуры
Type of age 
structure

относительно 
разновоз-
растный

relatively-uneven 
aged

относительно 
разновоз-
растный
relatively-

uneven aged

относительно 
разновоз-
растный
relatively-

uneven aged

условно одно-
возрастный
conditional
even-aged

одновозрастный
even-aged

одновозрастный
even-aged

Тип леса
Forest type

брусничный
vaccinium type

черничный
myrtillus type

брусничный
vaccinium type

брусничный
vaccinium type

черничный
myrtillus type

черничный
myrtillus type

Класс возраста
Аge class XI VIII VIII VII VI VI

Средний 
диаметр, см
Average 
diameter, cm

28 26 24 28 27,2 31,5

Средняя высота, 
м
Average height, m

19 19 18 20 28,1 29,9

Бонитет
Growth class IV IV IV IV II I

Относительная 
полнота
Relative stoking

0,6 0,7 0,7 0,7 1,46 1,43

Запас, м3/га
Stock volume, 
m3/ha

160 170 155 220 568 560

среднее эффективное число аллелей ne, на-
блюдаемая Но и  ожидаемая Не  гетерозигот-
ность, коэффициент фиксации Райта F, крите-
рий χ2 для оценки соответствий наблюдаемых 
и  ожидаемых по  правилу Харди  – Вайнберга 
распределений генотипов, анализ молеку-
лярной вариансы АMOVA (Analysis of  Molecular 
Variance), показатели F-статистики Райта и ге-
нетические дистанции по  Нею определяли 

с  помощью программы GenAlEx 6.5 [Peakall, 
Smouse, 2006]. Построение дендрограммы 
на  основе матрицы генетических расстояний 
проводили с  помощью метода невзвешенного 
попарного арифметического среднего UPGMA 
[Sneath, Sokal, 1973].

Для обнаружения и  исключения возможных 
вариантов ошибок генотипирования ядерных 
микросателлитных локусов использована про-
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грамма MICRO-CHECKER [Van Oosterhout et al., 
2004].

Результаты и обсуждение

Анализ таксационных характеристик пока-
зал (табл.  1), что в  отличие от  естественных 
популяций, представленных малонарушенны-
ми сосняками скальными IV классов бонитета 
на относительно бедных почвах, плюсовые на-
саждения сосны (I–II класс бонитета) представ-
лены черничными типами леса, сформировав-
шимися на сравнительно плодородных почвах. 
Важным моментом является производный ха-
рактер плюсовых насаждений. Первое плю-
совое насаждение  – Великая Губа  – возникло 
в  условиях открытого пространства сплошной 
вырубки. Второе  – Заозерье  – в  условиях за-
брошенной пашни, возобновившейся сосной 
в  семенной год. Примерно 100  лет назад тер-
ритория, занятая исследованными плюсовыми 
насаждениями, по какой‑то причине (пожар или 
рубки) была достаточно быстро заселена со-
сной обыкновенной, которая при благоприят-
ных условиях произрастания к V классу возрас-
та достигла высоких показателей продуктив-
ности, что и  позволило в  80‑х годах прошлого 
столетия выделить данные древостои в качест-
ве плюсовых насаждений. В указанный период 
в этих насаждениях отмечалось наличие елово-
го подроста, который в  течение последующих 
40  лет сформировал густой ярус ели. В  даль-
нейшем следует ожидать полной смены пород, 
в  результате чего исследованные плюсовые 
насаждения сосны обыкновенной превратятся 
в ельники.

Амплификация трех микросателлитных ло-
кусов из  четырех природных популяций, двух 
плюсовых насаждений и  ЛСП сосны обыкно-
венной позволила выявить 32 аллеля (табл. 3). 

Все локусы были полиморфными во всех по-
пуляциях и  на  ЛСП. Наименее изменчивым 
оказался локус PtTX2123 (4 аллеля), наиболее 
полиморфным  – локус PtTX2146 (16 аллелей). 
Количество редких (с  частотой встречаемос-
ти < 0,05) аллелей в  популяциях варьировало 
от  0 % (Заонежье) до 47 % (Водлозеро). Мак-
симальное количество аллелей (21) выявлено 
в Сортавале и на ЛСП. Здесь же был обнаружен 
высокий процент редких аллелей (38 и 43 % со-
ответственно). По количеству найденных алле-
лей (16) плюсовое насаждение Заозерье зани-
мает среднее положение, уступая Сортавале, 
ЛСП и Водлозеру.

В  то  же время плюсовое насаждение Вели-
кая Губа по  количеству выявленных аллелей 
превосходило только Заонежье, отличавшееся 
минимальным их количеством (табл.  3). В  це-
лом аллельное разнообразие плюсовых насаж-
дений оказалось близким к среднему значению 
для исследованных популяций сосны.

Анализ с  использованием критерия χ2 
(табл.  4) обнаружил достоверное несоответ-
ствие наблюдаемых и  ожидаемых по  правилу 
Харди  – Вайнберга распределений генотипов 
по локусам Spac11.8 и PtTX2146. Несоответст-
вие по локусу Spac11.8 отмечено во всех иссле-
дованных популяциях, а  по  локусу PtTX2146  – 
только в  популяциях Водлозеро и  Заонежье. 
По  локусу PtTX2123 достоверного несоответ-
ствия наблюдаемых и  ожидаемых по  правилу 
Харди  – Вайнберга распределений генотипов 
не обнаружено.

С  помощью программы MICRO-CHECKER 
выявлены ошибки генотипирования: у  микро-
сателлитных локусов PtTX2146 и Spac11.8 обна-
ружены «нуль-аллели». Учет при генотипирова-
нии «нуль-аллелей» позволил провести коррек-
тировку для получения несмещенной оценки 
уровня генетического разнообразия (табл.  5) 

Таблица 2. Характеристика микросателлитных локусов, использованных для анализа популяций сосны 
обыкновенной
Table 2. Characteristics of microsatellite loci used for the analysis of the populations of Scots pine

Локус
Locus

Последовательность (5' – 3')
Sequence (5' – 3') 

Мотив
Motif

Число 
аллелей 
Number 
of alleles

Размер 
фрагмента, 

п. н. о.
Size 

of the fragment,
bp

Температура 
отжига, °С
Annealing 
tempera-

ture,°С

PtTX2123 F GAAGAACCCACAAACACAAG
R GGGCAAGAATTCAATGATAA (AGC) 8 4 192–204 57

PtTX2146 F CCTGGGGATTTGGATTGGGTATTTG R 
CCTGGGGATTTGGATTGGGTATTTG

(GAG) 5… 
(CAG) 8CGG 
(CAG) 7CGG 

(CAG) 4

16 168–249 57

Spac11,8 F AGGGAGATCAATAGATCATGG
R CAGCCAAGACATCAAAAATG (TG) 16 12 130–154 55
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и  степени подразделенности исследованных 
популяций сосны обыкновенной (табл. 6).

Анализ основных параметров генетической 
изменчивости показал (табл.  5), что южнока-
рельские популяции сосны обыкновенной ха-
рактеризуются довольно высоким ее уровнем. 
Значения основных показателей разнообра-
зия – наблюдаемой и ожидаемой гетерозигот-
ности  – варьировали в  пределах 0,456–0,739 
и 0,471–0,714 соответственно. Уровень генети-
ческой изменчивости, обнаруженный на  ЛСП, 

также оказался довольно высоким, свидетель-
ствуя о  достаточной представленности гено-
фонда сосны обыкновенной на  лесосеменной 
плантации. Минимальными параметрами ге-
нетической изменчивости по  большинству по-
казателей выделялись популяции Заонежье 
и  Кивач. Плюсовые насаждения сосны обык-
новенной характеризовались средними зна-
чениями генетического, в  том числе аллель-
ного разнообразия. В  целом, однако, выяв-
ленные различия между исследованными 

Таблица 3. Генетическая структура популяций сосны обыкновенной, выраженная в частотах встречаемости 
аллелей
Table 3. Allele frequencies by population for Scots pine codominant data

Локус
Locus

Аллель
Allel

Популяция
Population

Водлозеро
Vodlozero

Заонежье
Zaonezhye

Кивач
Kivach

Сортавала
Sortavala

Великая Губа
Velikaya Guba

Заозерье
Zaozerye

ЛСП
Clonal seed 

orchard
Размер выборки

Sample size
23 30 30 30 16 17 30

PtTX2123 192 0,130 0,083 0,067 0,200 0,156 0,206 0,083
195 0,870 0,917 0,933 0,783 0,844 0,765 0,917
201 0,000 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000
204 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,029 0,000

PtTX2146 168 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017
171 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017
180 0,000 0,000 0,017 0,000 0,031 0,000 0,000
183 0,152 0,783 0,583 0,183 0,219 0,147 0,300
186 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
195 0,196 0,033 0,033 0,150 0,219 0,176 0,183
204 0,022 0,000 0,000 0,083 0,000 0,000 0,033
210 0,000 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000
213 0,022 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000
216 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000 0,000 0,000
222 0,391 0,133 0,217 0,517 0,438 0,559 0,350
225 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
228 0,065 0,033 0,117 0,033 0,063 0,029 0,083
237 0,087 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
243 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,059 0,017
249 0,022 0,000 0,000 0,000 0,031 0,029 0,000

Spac11.8 130 0,000 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000 0,000
132 0,000 0,033 0,117 0,033 0,125 0,088 0,067
134 0,174 0,083 0,650 0,100 0,031 0,265 0,500
136 0,761 0,400 0,133 0,400 0,594 0,206 0,067
138 0,022 0,000 0,000 0,150 0,125 0,324 0,033
140 0,022 0,050 0,067 0,067 0,000 0,029 0,167
142 0,000 0,000 0,000 0,083 0,125 0,000 0,017
144 0,000 0,433 0,033 0,017 0,000 0,059 0,050
146 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,029 0,033
148 0,000 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,033
152 0,022 0,000 0,000 0,050 0,000 0,000 0,017
154 0,000 0,000 0,000 0,050 0,000 0,000 0,017
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популяциями, включая плюсовые насаждения, 
и ЛСП сосны обыкновенной в уровне генетиче-
ского разнообразия оказались статистически 
недостоверными. Исключение составил индекс 
фиксации Райта F. Максимальные значения 
этого показателя (0,142 и 0,106 для древосто-
ев Великая Губа и  Заозерье соответственно) 
свидетельствуют о  значительном дефиците 
гетерозигот в  плюсовых насаждениях сосны  
обыкновенной.

Анализ подразделенности с помощью F-ста-
тистик Райта (табл. 6), рассчитанных для харак-
теристики подразделенности и  оценки уров-
ня дифференциации между исследованными 
популяциями, обнаружил, что каждое дерево 
в среднем характеризуется 4% дефицитом ге-
терозигот относительно популяции (FIS = 0,039) 
и  11% дефицитом (FIT = 0,109) относительно 
вида. Основной вклад в избыток гомозигот вно-
сит локус Spac11,8.

Значения FST варьировали от  0,028 для 
PtTX2123 до 0,099 для Spac11,8, составляя 
в среднем 0,073, что указывает на относитель-
но невысокий уровень межпопуляционной диф-
ференциации сосны обыкновенной в регионе.

Результат AMOVA-анализа также показал, 
что большая часть общей генетической дис-
персии, обнаруженной на основе исследования 
микросателлитных локусов сосны обыкновен-
ной, приходится на  изменчивость внутри по-
пуляций, межпопуляционная доля составляет 
около 7 % (рис. 2).

Для количественной оценки уровня межпо-
пуляционной генетической дифференциации 
популяций сосны обыкновенной были произве-
дены вычисления генетических дистанций Неи. 
Более наглядно результаты этих вычислений 
можно представить в виде дендрограммы, по-
строенной на основе матрицы расстояний с по-
мощью метода UPGMA (рис. 3).

Таблица 4. Результаты теста χ2 соответствия генотипов в  популяциях сосны обыкновенной ожидаемому 
по Харди – Вайнбергу
Table 4. Summary of Chi-Square tests for Hardy-Weinberg equilibrium

Популяция
Population

Локус
Locus

Число 
степеней 
свободы

DF

χ2

Табличное значение χ2

Table value χ2

Уровень значимости, q, %
Significance level, q, %

5 1 0,1
Водлозеро PtTX2123 1 0,518 3,841 6,635 10,83
Vodlozero PtTX2146 45 81,540*** 61,66 69,96 80,08

Spac11,8 10 69,019*** 18,31 23,21 29,59

Заонежье PtTX2123 1 0,248 3,841 6,635 10,83
Zaonezhye PtTX2146 10 60,626*** 18,31 23,21 29,59

Spac11,8 10 64,612*** 18,31 23,21 29,59

Кивач PtTX2123 1 0,153 3,841 6,635 10,83
Kivach PtTX2146 15 23,125 25,00 30,58 37,70

Spac11,8 10 90,744*** 18,31 23,21 29,59

Сортавала PtTX2123 3 0,349 7,815 11,34 16,27
Sortavala PtTX2146 21 17,973 32,67 38,93 46,80

Spac11,8 55 172,779*** 73,31 82,29 93,17

Великая Губа PtTX2123 1 1,335 3,841 6,635 10,83
Velikaya PtTX2146 15 15,673 25,00 30,58 37,70
Guba Spac11,8 10 27,845** 18,31 23,21 29,59
Заозерье PtTX2123 3 4,406 7,815 11,34 16,27
Zaozerye PtTX2146 15 19,468 25,00 30,58 37,70

Spac11,8 21 64,430*** 32,67 38,93 46,80

ЛСП PtTX2123 1 0,248 3,841 6,635 10,83
Clonal seed PtTX2146 28 30,974 41,34 48,28 56,89
orchard Spac11,8 55 228,033*** 73,31 82,29 93,17

Примечание. *** P < 0,001.
Note. *** P < 0.001.
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В  первый кластер вошли довольно близкие 
генетически (DN = 0,03–0,13) южнокарельские 
популяции Сортавала и  Водлозеро, а  также 
плюсовые насаждения Великая Губа и  За-
озерье. ЛСП и  Кивач также отличались невы-
соким значением генетического расстояния 
(DN = 0,05). В  то  же время обе эти группы ока-
зались значительно дифференцированы друг 
от  друга (DN = 0,22). Наибольшая генетическая 
обособленность (DN = 0,28) выявлена для За-
онежья, характеризующегося минимальными 
значениями основных показателей генетиче-
ского разнообразия. Таким образом, плюсо-
вые насаждения оказались генетически близки 

к  основной группе южнокарельских популяций 
сосны обыкновенной.

Выводы

1.	 Анализ основных параметров генетической 
изменчивости показал, что плюсовые насаж-
дения сосны обыкновенной, характеризую-
щиеся лучшими условиями произрастания 
по  сравнению с  естественными популяция-
ми, отличаются средним уровнем генетиче-
ского, в том числе аллельного разнообразия.

2.	 Значения индекса фиксации Райта F (0,142 
и  0,106 для Великой Губы и  Заозерья со-

Таблица 5. Уровень генетического разнообразия в популяциях P. sylvestris
Table 5. Level of genetic diversity in populations of P. sylvestris

Популяция
Population n

A99 % A95 % ne Ho He F
природные популяции

native populations
Водлозеро
Vodlozero 23 6,333 3,667 3,847 0,739 0,714 –0,045

Заонежье
Zaonezhye 30 4,667 3,333 2,37 0,456 0,471 0,001

Кивач
Kivach 30 4,333 3,333 2,285 0,578 0,469 –0,206

Сортавала
Sortavala 30 7,333 4,667 3,482 0,589 0,615 0,023

M ± m 6,618 ± 1,016 4,120 ± 0,703 3,229 ± 0,532 0,638 ± 0,093 0,612 ± 0,086 –0,063 ± 0,065
плюсовые насаждения

plus stands
Великая Губа
Velikaya Guba 16 5,000 4,000 3,064 0,521 0,579 0,142

Заозерье
Zaozerye 17 6,000 4,333 3,661 0,588 0,643 0,106

M ± m 5,515 ± 0,201 4,172 ± 0,146 3,371 ± 0,139 0,556 ± 0,021 0,612 ± 0,020 0,124 ± 0,008*
ЛСП

clonal seed orchard
M ± m 30 7,333 ± 2,900 3,667 ± 0,882 3,284 ± 1,079 0,611 ± 0,226 0,562 ± 0,205 –0,090 ± 0,068

Примечание. n – размер выборки; A99 % – среднее число аллелей на локус; A95 % – среднее число нередких (с частотой > 0,05) 
аллелей на локус; ne – эффективное число аллелей на локус; Ho и He – наблюдаемая и ожидаемая гетерозиготность соот-
ветственно; F – индекс фиксации Райта; * p < 0,01.
Note. n – sample size; A99 % – mean number of alleles per locus; A95 % – mean number of frequent alleles per locus (with a frequency 
of > 0,05); ne – effective number of alleles per locus; Ho – mean observed heterozygosity; He – mean expected heterozygosity; 
F – fixation index; * p < 0,01.

Таблица 6. Значения F-статистик Райта для популяций сосны обыкновенной
Table 6. F-Statistics over all P. sylvestris populations for each locus

Локус
Locus

F-статистики
F-Statistics

Fis Fit Fst
PtTX2123 0,038 0,066 0,028
PtTX2146 0,036 0,123 0,091
Spac11,8 0,043 0,138 0,099

M ± m 0,039 ± 0,002 0,109 ± 0,022 0,073 ± 0,022

Примечание. FIS – коэффициент инбридинга особи относительно популяции; FIT – коэффициент инбридинга особи относи-
тельно вида; FST – показатель подразделенности популяций.
Note. Fis – the inbreeding of an individual relative to the subpopulation; Fit – the inbreeding of an individual relative to the total meta-
population; Fst – the inbreeding of the subpopulation relative to the total metapopulation.
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ответственно) свидетельствуют о  нали-
чии достоверного дефицита гетерозигот 
в плюсовых насаждениях сосны обыкновен- 
ной.

3.	 Среднее значение Fst (0,073) указывает 
на  невысокий уровень межпопуляционной 
дифференциации в  исследованной час-
ти ареала, что характерно для большинст-
ва панмиктических популяций, в  том числе 
и сосны обыкновенной.

4.	 Количественный анализ межпопуляционной 
дифференциации показал, что плюсовые на-
саждения сосны обыкновенной генетичес-
ки близки к  основной группе южнокарель-
ских популяций.

Работа выполнена при поддержке програм‑
мы Президиума РАН №  41 «Биоразнообразие 
природных систем и  биологические ресурсы 
России».

Рис.  3. Дендрограмма уровня дифференциации карельских популяций ели 
финской по генетическому расстоянию Неи (DN)
Fig. 3. Dendrogram of differentiation level of Karelian populations of P. sylvestris ac-
cording to Nei’s genetic distance (DN)

Рис.  2. Соотношение различных уровней внутривидового разнообразия ка-
рельских популяций сосны обыкновенной по результатам AMOVA
Fig. 2. Results of Analysis of Molecular Variance (AMOVA) for P. sylvestris popula-
tions
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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. Результаты 
и обсуждение. Выводы либо Заключение); благодарности и указание источников финансирования выпол-
ненных исследований; списки литературы: с библиографическими описаниями на языке и алфавите оригина-
ла (Литература) и транслитерированный в латиницу с переводом русскоязычных источников на английский 
язык (References); таблицы на русском и английском языках (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 на русском и английском языках (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, отчества 
всех авторов полностью на русском и английском языке; полный почтовый адрес каждой организации (стра-
на, город) на русском и английском языке; должности, ученые звания, ученые степени авторов; адрес элек-
тронной 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 раскрывающей со-
держание 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. Заго-
ловки таблиц, заголовки и содержание столбцов, строк, а также примечания приводятся на русском и анг-
лийском языках. На полях бумажного экземпляра рукописи (слева) карандашом указываются места располо-
жения 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, использованные в таблице, поясняются в Примечании, расположенном под ней. При повторе-
нии 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 библиогра-
фических описаний и научного цитирования расширенная аннотация на английском языке, двуязычные таблицы и подписи 
к рисункам, а также транслитерированный 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 приводятся на русском и английском языках, должны содержать достаточно пол-
ную информацию, для того чтобы приводимые данные могли быть понятны без обращения к тексту (если эта 
информация уже не дана в другой иллюстрации). Аббревиации расшифровываются в подрисуночных под-
писях, детали на рисунках следует обозначать цифрами или буквами, значение которых также приводится 
в подписях.

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

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

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

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

ТРАНСЛИТЕРИРОВАННЫЙ СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ (REFERENCES). Приводится отдельным списком, пов-
торяя все позиции основного списка литературы. Описания русскоязычных работ указываются в латинской 
транслитерации, рядом в квадратных скобках помещается их перевод на английский язык. Выходные данные 
приводятся на английском языке (допускается транслитерация названия издательства). При наличии пере-
водной версии источника можно указать его библиографическое описание вместо транслитерированного.
Библиографические описания прочих работ приводятся на языке оригинала. Для составления списка реко-
мендуется использование бесплатных онлайн-сервисов транслитерации, вариант BSI.

Внимание! С 2015 года каждой статье, публикуемой в «Трудах Карельского научного центра РАН», редак-
цией присваивается уникальный идентификационный номер цифрового объекта (DOI) и статья включается 
в базу данных Crossref. Обязательным условием является указание в списках литературы DOI для тех 
работ, у которых он есть.

ОБРАЗЕЦ ОФОРМЛЕНИЯ 1-Й СТРАНИЦЫ

УДК 631.53.027.32:635.63

Влияние различных режимов предпосевного закаливания семян  
на холодоустойчивость растений огурца

Е. Г. Шерудило1, М. И. Сысоева1, Г. Н. Алексейчук2, Е. Ф. Марковская1

1 Институт биологии Карельского научного центра РАН

2 Институт экспериментальной ботаники НАН Республики Беларусь им. В. Ф. Купревича

Аннотация на русском языке

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Cucumis sativus L.; кратковременное снижение температуры; устойчивость.
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E. G. Sherudilo, M. I. Sysoeva, G. N. Alekseichuk, E. F. Markovskaya. EFFECTS 
OF DIFFERENT REGIMES OF SEED HARDENING ON COLD RESISTANCE IN CUCUMBER PLANTS

Аннотация на английском языке

K e y w o r d s: Cucumis sativus L.; temperature drop; resistance.

Образец оформления таблицы

Таблица 2. Ультраструктура клеток мезофилла листа в последействии 10-минутного охлаждения (2 °С) 
проростков или корней пшеницы
Table 2. Ultrastructure of leaf mesophyll cells after the exposure of wheat seedlings or roots to 10 min of chilling at 2 °С 

Показатель 
Index

Контроль
Control

Охлаждение 
проростков

Seedling chilling

Охлаждение 
корней

Root chilling
Площадь среза хлоропласта, мкм2

Chloroplast cross-sectional area , µm2
10,0 ± 0,7 13,5 ± 1,1 12,7 ± 0,5

Площадь среза митохондрии, мкм2

Mitochondria cross-sectional area, µm2
0,4 ± 0,03 0,5 ± 0,03 0,6 ± 0,04

Площадь среза пероксисомы, мкм2

Peroxisome cross-sectional area, µm2
0,5 ± 0,1 0,5 ± 0,1 0,7 ± 0,1

Число хлоропластов на срезе клетки, шт.
Number of chloroplasts in cell cross-section

9 ± 1 8 ± 1 10 ± 1

Число митохондрий на срезе клетки, шт.
Number of mytochondria in cell cross-section

8 ± 1 8 ± 1 10 ± 1

Число пероксисом на срезе клетки, шт.
Number of peroxisomes in cell cross-section

2 ± 0,3 2 ± 0,3 3 ± 0,4

Примечание. Здесь и в табл. 3: все параметры ультраструктуры измеряли через 24 ч после охлаждения.
Note. Here and in Tab. 3 all ultrastructure parameters were measured 24 h after chilling.

Образец оформления подписИ к рисунку

Рис. 1. Северный точильщик (Hadrobregmus confuses Kraaz.)
Fig. 1. Woodboring beetle Hadrobregmus confuses Kraaz.

Рис. 5. Результаты изучения кристаллитов и демпферных зон в образце кварца из Дульдурги:
(а) – электронная микрофотография кварца; (б) – картина микродифракции, полученная для участка 1 в области кристал-
литов; (в) – картина микродифракции, отвечающая участку 2 в области демпферных зон

Fig. 5. Results of the study of crystallites and damping zones in a quartz sample from Duldurga:
(а) – electron microphotograph of the quartz sample; (б) – microdiffraction image of site 1 in the crystallite area; (в) – microdiffrac-
tion image corresponding to site 2 in the damping area

Образец оформления списка литературы

С с ы л к и  н а  к н и г и
Вольф Г. Н. Дисперсия оптического вращения и круговой дихроизм в органической химии / Ред. Г. Снатц-

ке. М.: Мир, 1970. С. 348–350.
Патрушев Л. И. Экспрессия генов. М.: Наука, 2000. 830 с.
Knorre D. G., Laric O. L. Theory and practice in affinity techniques / Eds P. V. Sundaram, F. L. Eckstein. N. Y., San 

Francisco: Acad. Press, 1978. P. 169–188.

В транслитерированном списке литературы:
Vol'f G. N. Dispersiya opticheskogo vrashheniya i krugovoj dikhroizm v organicheskoj khimii [Optical rotatory 

dispersion and circular dichroism in Organic Chemistry]. Ed. G. Snattske. Moscow: Mir, 1970. P. 348–350.
Patrushev L. I. Ekspressiya genov [Gene expression]. Moscow: Nauka, 2000. 830 p.
Knorre D. G., Laric O. L. Theory and practice in affinity techniques. Eds P. V. Sundaram, F. L. Eckstein. N. Y., San 

Francisco: Acad. Press, 1978. P. 169–188.

С с ы л к и  н а  с т а т ь и
Викторов Г. А. Межвидовая конкуренция и сосуществование экологических гомологов у паразитических 

перепончатокрылых // Журн. общ. биол. 1970. Т. 31, № 2. С. 247–255.
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Grove D. J., Loisides L., Nott J. Satiation amount, frequency of feeding and emptying rate in Salmo gairdneri 
// J. Fish. Biol. 1978. Vol. 12, nо. 4. P. 507–516.

Noctor G., Queval G., Mhamdi A., Chaouch A., Foyer C. H. Glutathione // Arabidopsis Book. American Society of 
plant Biologists, Rockville, MD. 2011. doi:10.1199/tab.0142

В транслитерированном списке литературы:
Viktorov G. А. Mezhvidovaya konkurentsiya i sosushhestvovanie ehkologicheskikh gomologov u paraziticheskikh 

pereponchatokrylykh [Interspecific competition and coexistence ecological homologues in parasitic Hymenoptera]. 
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Grove D. J., Loisides L., Nott J. Satiation amount, frequency of feeding and emptying rate in Salmo gairdneri. 
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Noctor G., Queval G., Mhamdi A., Chaouch A., Foyer C. H. Glutathione. Arabidopsis Book. American Society of 
plant Biologists, Rockville, MD. 2011. doi:10.1199/tab.0142

С с ы л к и  н а  м а т е р и а л ы  к о н ф е р е н ц и й
Марьинских Д. М. Разработка ландшафтного плана как необходимое условие устойчивого развития го-

рода (на примере Тюмени) // Экология ландшафта и планирование землепользования: тезисы докл. Всерос. 
конф. (Иркутск, 11–12 сент. 2000 г.). Новосибирск, 2000. С. 125–128.

В транслитерированном списке литературы:
Mar’inskikh  D. M. Razrabotka landshaftnogo plana kak neobkhodimoe uslovie ustoichivogo razvitiya goroda 

(na primere Tyumeni) [Landscape planning as a necessary condition for sustainable development of a city (exam-
ple of Tyumen)]. Ekologiya landshafta i planirovanie zemlepol’zovaniya: Tezisy dokl. Vseros. konf. (Irkutsk, 11–12 
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