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3. БелКи-ТрансПорТеры органичесКиХ КаТионоВ 
семейсТВа SLC22 (OCT-OCTN). молеКулЯрное 
раЗнооБраЗие, сТруКТура, ФунКциЯ, учасТие 
В ФунКционироВании сисТемы меЖорганной 
КоммуниКации у ЖиВоТныХ (оБЗор)

л. П. смирнов
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН»,  
Петрозаводск, Россия

В состав семейства SLC22 кроме транспортеров органических анионов (ОАТ) 
включены транспортеры органических катионов (ОСТ) и карнитин/цвиттер-ионов 
(OCTN). К настоящему времени идентифицировано три транспортера органичес-
ких катионов ОСТ1, 2, 3, а также три транспортера карнитин/цвиттер-ионов OCT6, 
OCTN1 и OCTN2. Субстраты OCT – это структурно разнообразные экзогенные со-
единения, в том числе лекарственные препараты и токсины, а также ряд эндоген-
ных веществ. Для ОСТ характерно очень широкое тканевое распределение. Они 
состоят из 543–557 аминокислот, которые формируют 12 трансмембранных спи-
ралей (доменов). Эти домены организованы как N- и C-концевые упаковки из 6 спи-
ралей. Большая внеклеточная петля между первым и вторым доменами (110 ами-
нокислотных остатков) содержит три сайта N-гликозилирования и шесть консерва-
тивных остатков цистеина. Большая внутриклеточная петля, связывающая спирали 
6 и 7, имеет множественные сайты фосфорилирования, медиаторами которого 
выступают протеинкиназы A, C, G, казеинкиназа 2. Некоторые особенности яв-
ляются уникальными для сочленов семейства SLC22, например, специфическая 
последовательность [-Сер/Tре]-Иле-Вал-Тре-Глу-[Фен/Три]-[Асп/Асн]-Лей-Вал-
Цис- перед спиралью 2. OCT1 и OCT2 сходны на 70 % по аминокислотному составу 
и примерно на 50 % с OCT3. Согласно гипотезе межорганной коммуникации транс-
портеры OCT, OCTN и ABC (ATP-binding cassette), экспрессируемые в барьерном 
эпителии, служащем интерфейсом для жидких компартментов в органах, таких как 
мозг, глаза, уши, печень и почки, совместно участвуют в обработке большого числа 
разнообразных соединений.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: ОСТ; OCTN; переносчики органических катионов; субстрат-
ная специфика; межорганная коммуникация.
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Введение

В состав суперсемейства вторичных мем-
браносвязанных переносчиков MFS (Major Fa-
cilitator Superfamily) входят белки семейств 
SLC22 [Смирнов и др., 2017а] и SLC21 (ОАТР) 
[Смирнов и др., 2017б], которые осуществля-
ют трансмембранный перенос «органических 
электролитов» – структурно различных соеди-
нений, имеющих отрицательный, положитель-
ный либо одновременно оба заряда (цвиттер-
ионы) при физиологических значениях рН. 
К ним относятся эндогенные субстраты, имею-
щие физиологическое значение, а также фар-
макологически и токсикологически значимые 
ксенобиотики [Pelis, Wright, 2014; Saier et al., 
2014]. В состав семейства SLC22 кроме транс-
портеров органических анионов (ОАТ) включе-
ны транспортеры органических катионов (ОСТ) 
и карнитин/цвиттер-ионов (OCTN).

В настоящей работе дан анализ современ-
ного состояния исследований ОСТ и OCTN, 
группы белков, которые составляют примерно 
от одной трети до половины сочленов семейст-
ва SLC22 [Nigam et al., 2015]. Обзор включает 
информацию по номенклатуре, тканевой, суб-
стратной и структурной специфике, молекуляр-
ному разнообразию, функциональным возмож-
ностям, а также в дистанционной межорганной 
коммуникации путем регуляции уровней сиг-
нальных молекул и ключевых метаболитов.

общие сведения и номенклатура 
транспортеров органических катионов (осТ) 
и цвиттер-ионов (OCTN)

В отличие от транспортеров сем. SLC21 
(OATP) и транспортеров органических анионов 
(ОАТ) молекулярное разнообразие транспор-
теров органических катионов количествен-
но меньше. К настоящему времени иденти-
фицировано три транспортера органических 
катионов ОСТ1, 2, 3 (SLC22A1, 2, 3), а также 
три транспортера карнитин/цвиттер-ионов 
OCT6 (SLC22A16), OCTN1 (SLC22A4), OCTN2 
(SLC22A5) [Koepsell, 2013; Pelis, Wright, 2014] 
(табл. 1). ОСТ обозначаются заглавными бук-
вами с соответствующими приставками – h для 
человека, m – для мыши и т. д. А гены обознача-
ются курсивом по-разному – у человека заглав-
ными буквами, а у других видов – строчными 
[Zhu et al., 2015].

Транспорт органических катионов осущест-
вляется OCT независимо от ионов Na+ и Cl- [Ko-
epsell et al., 2003; Koepsell, 2011]. Субстратами 
является большое число структурно не связан-
ных между собой небольших органических ка-
тионов эндогенного и экзогенного происхож-
дения, включая множество лекарств [Nies et al., 
2011]. OCT1, OCT2 и OCT3 обеспечивают пас-
сивную диффузию большого количества кати-
онов по электрохимическому градиенту [Koep-
sell, Endou, 2004; Ciarimboli, 2011]. На внутрен-

L. P. Smirnov. ORGANIC CATION TRANSPORTERS OF THE SLC22 FAMILY. 
MOLECULAR DIVERSITY, STRUCTURE, FUNCTION, PARTNERSHIP IN 
THE FUNCTIONING OF THE INTERORGAN COMMUNICATION SYSTEM OF 
ANIMALS (A REWIEW)

Organic cation/zwitterions transporters (OCT-OCTN) of the SLC22 family share many 
structural characteristics with other MFS proteins and have received a great deal of atten-
tion because of their role in the handling of common drugs, toxins, and endogenic sub-
stances (neurotransmitters, polyamines). OCTs are expressing in many tissues, including 
kidney, liver, olfactory mucosa, brain, retina, and placenta. At present, 3 OCTs and 3 OCTNs 
are known. OCTs may be a part of the evolutionary conservative system that protects higher 
organisms against potentially toxic compounds in the environment. The polypeptide chain 
consists of 543–557 amino acid residues. The secondary structure of the molecule is char-
acterized by 12 transmembrane helices and intracellular localization of N- and C-termini 
of the molecule. The large extracellular loop (110 amino acid residues) between helices 
1 and 2 contains 3 sites for N-linked glycosylation and 6 conservative cysteine residues. 
The second large intracellular loop located between helices 6 and 7 contains consensus 
sites for protein kinase A, C, G and casein kinase 2. The specific sequence [-Ser/Thr] 
-Ile-Val-Thr-Glu-[Phe/Trp]-[Asp/Asn]-Leu-Val-Cys- before helix 2 is unique for the SLC 
family. OCT1 and OCT2 have 70 % similarity in the amino acid composition, and 50 % simi-
larity to OCT3. According to the “Remote Sensing and Signaling Hypothesis”, OCTs (es-
pecially OCTNs) may function in remote interorgan communication by regulating the levels 
of signaling molecules and key metabolites between organs and organ-body fluids.

K e y w o r d s: ОСТ; OCTN; organic cation transporters; substrate specificity; remote 
sensing and communication.
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ней поверхности клеток животных существует 
мембранный потенциал с отрицательным заря-
дом, который используют OCT для трансмемб-
ранного переноса органических катионов [Ko-
epsell, 2004]. Это позволяет OCT аккумулиро-
вать внутри клетки соответствующие субстраты 
в концентрациях существенно более высоких 
(до 10 раз), чем снаружи [Chien et al., 2016]. 
Фактически транспорт может осуществляться 
в любом направлении независимо от присут-
ствия ионов Na+ или рН. Сродство к субстра-
там зависит от степени ионизации послед-
них, что приводит к усилению их транспорта 
при уменьшении значения рН [Barendt, Wright,  
2002].

Тканевое распределение

OCT1 характеризуется высоким уровнем 
экспрессии в печени, где он локализован на си-
нусоидальной мембране гепатоцитов [Nies 
et al., 2009] (табл. 2). Кроме того, экспрессия 
OCT1 показана и в других органах: тонком ки-
шечнике, легких, сердце, скелетной мускула-
туре, мозге, плаценте, молочной железе, над-
почечниках, глазах, жировой ткани и иммунных 
клетках [Nishimura, Naito, 2005; Koepsell et al., 
2007; Zhang et al., 2008; Gilchrist, Alcorn, 2010; 
Moreno-Navarrete et al., 2011]. В почках чело-
века обнаружены лишь небольшие количест-
ва мРНК OCT1, в то время как у крыс, мышей 
и кроликов отмечен высокий уровень экспрес-
сии [Koepsell et al., 2007]. В почках крыс OCT1 
выявлен в базолатеральных мембранах S1 и S2 
сегментов проксимальных трубочек [Koepsell 
et al., 2007], а у человека показана локализа-
ция в люминальных мембранах проксимальных 
и дистальных трубочек [Tzvetkov et al., 2009]. 
В легких человека OCT1 найден в люминаль-
ной мембране эпителиальных клеток бронхов, 
в мозге – в эндотелиальных клетках микрососу-

дов [Lin et al., 2010], в глазу – в роговице, ра-
дужно-цилиарном теле и гематоцилиарном ба-
рьере [Zhang et al., 2008].

OCT2 локализован главным образом в поч-
ках на люминальной мембране дистальной час-
ти извитых клубочков [Motohashi et al., 2002]. 
Кроме того, этот протеин обнаружен в тонком 
кишечнике, легких, плаценте, тимусе, мозге 
и внутреннем ухе [Koepsell et al., 2003; Ciarim-
boli et al., 2010]. У человека в мозгу OCT2 най-
ден в сосудистом сплетении, нейронах и лю-
минальной мембране эндотелиальных клеток 
микрососудов [Koepsell et al., 2003; Lin et al., 
2010; Bacq et al., 2011].

OCT3 характеризуется широчайшим рас-
пределением по тканям по сравнению с дру-
гими OCT. ОCT3 экспрессируется в сердце, 
скелетной мускулатуре, мозге, где он участву-
ет в транспорте нейротрансмиттеров, тонком 
кишечнике, печени, легких, почках, мочевом 
пузыре, молочной железе, радужной оболоч-
ке, коже, кровеносных сосудах, клетках опухо-
лей [Zhang et al., 2008]. В мозге человека OCT3 
обнаружен в нейронах, клетках глии и эпители-
альных клетках сосудистого сплетения [Wang 
et al., 2007]. Этот белок локализован на базо-
латеральной мембране гепатоцитов [Nies et al., 
2009], базолатеральных мембранах плацен-
тарного эпителия [Sata et al., 2005], базальных 
мембранах трофобластов [Sata et al., 2005], 
апикальной мембране энтероцитов [Müller 
et al., 2005] и люминальной мембране эпителия 
легких [Lips et al., 2005].

OCTN1 обнаружен в почках, тонком и толс-
том кишечнике [Meier et al., 2007], брыжейке, 
сердце, скелетной мускулатуре, мозге, молоч-
ной железе [Gilchrist, Alcorn, 2010; Lamhonwah 
et al., 2011], легких [Horvath et al., 2007], тиму-
се, простате, семенниках, костном мозге, коже 
[Markova et al., 2009], роговице, радужно-ци-
лиарном теле, гематоретинальном барьере 

Таблица 1. Транспортеры органических катионов у человека и мыши [по: Zhu et al., 2015]
Table 1. Cation/zwitterion transporters of human and mice [after: Zhu et al., 2015]

Название гена 
у человека

Human gene 
symbol

Название 
транспортера 

у человека
Human protein 

name

Локализация 
на хромосоме

Human gene locus

Название гена 
у мыши

Mice gene 
symbol

Название 
транспортера 

у мыши
Mice protein name

Локализация 
на хромосоме

Mice gene locus

SLC22A1 hOCT1 6q25.3 Slc22a1 mOCT1 17
SLC22A2 hOCT2 6q25.3 Slc22a2 mOCT2 17
SLC22A3 hOCT3 6q25.3 Slc22a3 mOCT3 17
SLC22A4 hOCTN1 5q31.1 Slc22a4 mOCTN1 11
SLC22A5 hOCTN2 5q23.3 Slc22a5 mOCTN1 11
SLC22A16 hOCT6 6q21-q22.1 - - -
- - - Slc22a21 Octn3 11
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глаза [Garrett et al., 2008; Zhang et al., 2008], 
печени плода, воспаленных суставах [Tokuhiro 
et al., 2003], сперме, иммунных клетках и клет-
ках опухолей [Koepsell et al., 2007; Wang et al., 
2007]. У человека OCTN1 локализован в плаз-
матических мембранах, митохондриях, а также 
в щеточной каемке клеток проксимальных тру-
бочек почек [Koepsell et al., 2007] и люминаль-

ной мембране эпителия дыхательных путей 
[Horvath et al., 2007]. В сердце человека OCTN1 
обнаружен в эндотелиальных клетках капилля-
ров [Iwata et al., 2008]. OCTN1, локализованный 
на плазматической мембране, в зависимости 
от переносимого субстрата может функцио-
нировать как органический катион/протон-ио-
нообменник, катион-ионообменник, как Na+-

Таблица 2. Субстратная специфика и тканевое распределение транспортеров OCT/OCTN [по: Koepsell, 2013]
Table 2. Substrate specificity and tissue distribution of OCT/OCTN transporters [after: Koepsell, 2013]

Белок
Protein

Основные эндо- и экзогенные субстраты
Main endogenous and exogenous substrates

Тканевое распределение
Tissue distribution

OCT1 Эндогенные: путресцин, гистидил-пролил-дикетопиперазин 
(cyclo (His-Pro)), салсолинол (l-метил-6,7-дигидрокси-
l,2,3,4-тетрагидроксихинолин), агматин
Препараты: метформин, ацикловир, пентамидин, фурамидин, 
оксиплатин и др.
Токсины: афлатоксин В1, этидиумбромид
Endogenous: putrescine, cyclo (His-Pro), salsolinol,
agmatine
Drugs: metformin, acyclovir, pentamidine, furamidine, oxaliplatin, etc.
Toxins: aflatoxin B1, ethidiumbromide

Печень, почки, тонкий кишечник, легкие, 
скелетная мускулатура, мозг (эндотели-
альные клетки гемато-энцефального ба-
рьера), жировая ткань, иммунные клетки
Liver (sinusoidal membrane of hepato-
cytes), small intestine, kidney, lung, skeletal 
muscle, brain (endothelial cells of blood – 
brain barrier), adipose tissue, immune cells

OCT2 Эндогенные: ацетилхолин, дофамин, эпинефрин, норэпинефрин, 
серотонин, гистамин, путресцин, холин, cyclo (His-Pro), салсолинол
Препараты: амантидин, цисплатин и др.
Токсины: афлатоксин В1, этидиумбромид, паракват
Endogenous: аcetylcholine, dopamine, epinephrine,
norepinephrine, serotonin, histamine, putrescine, choline, cyclo (His-
Pro), salsolinol,
Drugs: amantadine, cisplatin, etc.
Toxins: aflatoxin B1, ethidiumbromide, paraquat

Почки, тонкий кишечник, легкие, плацен-
та, тимус, мозг (эндотелиальные клетки 
гемато-энцефального барьера, нейро-
ны), клетки внутреннего уха
Kidney (basolateral membrane of proximal 
tubules), small intestine, lung, placenta,
thymus, brain (neurons, blood – brain bar-
rier), inner ear

OCT3 Эндогенные: эпинефрин, норэпинефрин, гистамин, агматин, cyclo 
(His-Pro), салсолинол
Препараты: лидокаин, метформин, оксиплатин, квинидин, 
этилэфрин
Токсины: нет данных
Endogenous: еpinephrine, norepinephrine, histamine, agmatine, cyclo 
(His-Pro), salsolinol
Drugs: lidocaine, metformin, oxaliplatin, quinidine, etilefrine, etc.
Toxins: no information

Сердце, скелетная мускулатура, мозг 
(нейроны, глиальные клетки, сосудистое 
сплетение), тонкий кишечник, печень, 
легкие, почки, мочевой пузырь, молочная 
железа, кровяные сосуды кожи
Heart, skeletal muscle, brain (neurons, glial 
cells, plexus choroideus), small intestine,
liver, lung, kidney, urinary bladder, mam-
mary gland, skin blood vessels

OCTN1 Эндогенные: ацетилхолин, эрготионеин, глицил-бетаин, L-карнитин
Препараты: квинидин, верапамил, ипратропиум, митоксантрон, 
доксорубицин, бетоницин и др.
Токсины: нет данных
Endogenous: acetylcholine, ergothioneine, glycinebetaine, L-carnitine
Drugs: quinidine, verapamil, ipratropium, mitoxantrone, doxorubicine, 
betonicine, etc.
Toxins: no information

Почки, кишечник, брыжейка, сердце, ске-
летная мускулатура, мозг, молочная же-
леза, тимус, простата, семенники, глаз, 
сперма, иммунные клетки
Kidney, intestine, mesentery, heart, skeletal 
muscle, brain, mammary gland, thymus,
prostate, testis, eye, sperm, immune cells

OCTN2 Эндогенные: L-карнитин, холин
Препараты: милдронат, цефалоридин, эметин, верапамил, 
шпиронолактон, оксиплатин и др.
Токсины: нет данных
Endogenous: L-carnitine, choline
Drugs: mildronate, cephaloridine, emetine,
verapamil, spironolactone, oxaliplatin, etc.
Toxins: no information

Скелетная мускулатура, почки (апикаль-
ная мембрана проксимальных трубочек), 
простата, легкие, печень, поджелудочная 
железа, сердце, тонкий кишечник, надпо-
чечники, щитовидная железа
Skeletal muscle, kidney (apical membrane 
of proximal tubules), prostate, lung, pan-
creas, heart, small intestine, adrenal gland, 
thyroid gland, liver

OCT6 Эндогенные: L-карнитин, спермидин
Препараты: доксорубицин, блеомицин А5
Токсины: нет данных
Endogenous: L-carnitine, spermidine
Drugs: doxorubicin, bleomycin A5
Toxins: no information

Семенники (клетки Сертоли и семенно-
го протока), почки, лейкоциты, костный 
мозг
Testis (Sertoli cells and epididymal duct-
cells), bone marrow, leukocytes, kidney
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зависимый, так и Na+-независимый транспор-
тер цвиттер-ионов [Koepsell et al., 2007; Urban 
et al., 2007].

Экспрессия OCTN2 показана в печени, поч-
ках, тонком и толстом кишечнике [Meier et al., 
2007], скелетной мускулатуре, легких [Horvath 
et al., 2007], молочной железе [Gilchrist, Alcorn, 
2010], яичниках, сердце [Grube et al., 2006], 
плаценте, центральной нервной системе, ро-
говице, геморетинальном барьере и радуж-
но-цилиарном теле [Garrett et al., 2008; Koep-
sell et al., 2007; Zhang et al., 2008]. У человека 
OCTN2 показан для эпителиальных клеток, 
клеток скелетной мускулатуры, глиальных кле-
ток, нейронов [Jong et al., 2011], клеток эндоте-
лия в сердце [Grube et al., 2006], макрофагов, 
лимфоцитов, сперматозоидов [Kobayashi et al., 
2007] и раковых клеток [Koepsell et al., 2007; 
Wang et al., 2012]. Кроме того, молекулы OCTN2 
найдены в мембранах щеточной каймы клеток 
проксимальных трубочек в почках, энтероцитах 
в тонком кишечнике [Koepsell et al., 2007], апи-
кальных мембранах эпителия дыхательных пу-
тей [Horvath et al., 2007], в альвеолярных мем-
бранах протоков молочных желез [Ling, Alcorn, 
2008], плазматических мембранах астроцитов 
[Januszewicz et al., 2009], в сарколемме сердеч-
ной мускулатуры [Iwata et al., 2008], апикаль-
ных мембранах главных клеток семявыводящих 
протоков [Cotton et al., 2010]. Представляется 
вероятным, что в молочной железе OCTN2 ва-
жен для транспорта карнитина в молоко, явля-
ющееся источником этого соединения для но-
ворожденных [Lamhonwah et al., 2011].

OCT6 у человека экспрессируется глав-
ным образом в семенниках, тем не менее мат-
ричная РНК гена SLC22A16 также обнаруже-
на в сердце, скелетной мускулатуре, почках, 
печени, плаценте, молочной железе и мозге 
[Enomoto et al., 2002; Eraly, Nigam, 2002; Kwok 
et al., 2006; Sato et al., 2007]. Кроме того, этот 
транспортер был выявлен в печени эмбрионов, 
клетках гематопоэза, в клетках крови больных 
лейкемией, при раке эндометрия, эпителиаль-
ном раке яичников и в различных клеточных ра-
ковых линиях [Gong et al., 2002; Ota et al., 2007; 
Sato et al., 2007].

OCTN3 обнаружен пока только у мыши, экс-
прессируется в семенниках и почках и транс-
портирует карнитин независимо от присут-
ствия катионов Na+ [Koepsell, Endou, 2004].

субстратная специфика

Субстраты OCT – это структурно разнооб-
разные экзогенные соединения (включая не-
которые тяжелые металлы) [Schmitt, Koepsell, 

2005], а также ряд эндогенных веществ [Nies 
et al., 2011]. Наличие отрицательного заряда 
способствует взаимодействию лигандов с OCT 
[Barendt, Wright, 2002], тем не менее у некото-
рых субстратов заряд очень слабый либо от-
сутствует при физиологических значениях рН, 
например у ламивудина [Minuesa et al., 2009], 
что указывает на комплексный характер взаи-
модействия «субстрат-транспортер». Кинетика 
связывания с лигандами включает конкурент-
ный, неконкурентный и смешанный тип взаимо-
действия [Harper, Wright, 2012].

Большинство субстратов OCT1 – это од-
новалентные органические катионы, неболь-
шое число двухвалентных катионов, слабых 
оснований и незаряженных соединений [Ko-
epsell, 2013]. В число субстратов OCT1 чело-
века входят такие модельные катионы, как TEA 
(тетраэтиламмоний), MPP (1-метил-4-фенил-
пиридин), ASP (4-[4-(диметиламино)-стирил]- 
N-метидпиридин) и DAPI (4’,6-диамидино-
2-фенилиндол), из которых TEA чаще исполь-
зуется OCT1 и OCT2, так как не является под-
ходящим субстратом для OCT3, а MPP обычно 
используется всех трех транспортеров [Grün-
demann et al., 1998] (табл. 2). Эндогенными 
субстратами OCT1 являются нейромедиаторы 
гистидил-пролил-дикетопиперазин (cyclo (His-
Pro)) и салсинолол [Tachampa et al., 2008], а так-
же агматин (метаболит аргинина) и путресцин 
[Winter et al., 2011]. Кроме того, OCT1 челове-
ка переносит метформин (антидиабетический 
препарат), ламивудин, ацикловир, ганцикловир 
(антивирусные лекарства), пентамидин, фура-
мидин (противопаразитные препараты), бербе-
рин (холекинетик), противораковые препараты 
оксиплатин, пикоплатин, цис-диамино (пири-
дин) хлороплатин (II) [Koepsell et al., 2007; Love-
joy et al., 2008; More et al., 2010], возможно ири-
нотекан и паклитаксел [Nies et al., 2010; Gupta 
et al., 2011]. Субстратами OCT1 также являются 
канцерогенные соединения, такие как афлаток-
син В1 и этидиумбромид [Nies et al., 2010].

Установлено, что OCT2, так же как и ОСТ1, 
транспортирует модельные катионы TEA, MPP, 
ASP, N-1-метилникотинамид и аминогуанидин, 
субстраты эндогенного происхождения (ней-
ромодуляторы, нейротрансмиттеры, полиами-
ны) [Koepsell et al., 2007; Nies et al., 2010; Win-
ter et al., 2011]. OCT2 человека переносит ряд 
лекарственных средств, таких как мемантин 
и амантадин (болезнь Паркинсона); противо-
раковые препараты оксиплатин, пикоплатин 
[More et al., 2010], цисплатин [Nies et al., 2010], 
ифосфамид [Ciarimboli et al., 2011]; антагонис-
ты Н2 рецептора гистамина – циметидин, фа-
мотидин, ранитидин; противовирусные лекар-
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ства зальцитабин, ламивудин, диуретик амило-
рид, антидиабетическое средство метформин 
[Nies et al., 2010]. Показан транспорт афла-
токсина В1 (микотоксин), гербицида паракват 
и этидиумбромида [Nies et al., 2010]. Экспери-
менты с OCT2 крысы и кролика показали, что 
белок переносит ион цезия (Cs+) [Schmitt, Ko-
epsell, 2005], а OCT2 кролика еще и ион кадмия 
(Cd2+) [Soodvilai et al., 2011]. В условиях низкого 
мембранного потенциала OCT2 крысы транс-
портирует неорганические катионы совместно 
с органическими [Schmitt et al., 2009].

OCT3 человека переносит анестетик лидо-
каин, препарат против аритмии квинидин, мет-
формин, этилэфрин (гипотонические состоя-
ния), оксиплатин, ламивудин [Nies et al., 2010].

Транспортная активность ОCTN1 и OCTN2 
может быть связана с градиентами как ионов 
Na, так и протонов [Koepsell et al., 2007]. OCTN1 
человека участвует в трансмембранном транс-
порте таких катионов, как TEA, ацетилхолин 
[Pochini et al., 2011], гуанидина, пириламина, 
верапамила, антихолинэргические спазмо-
литики ипратропиум и тиотропиум [Nakamura 
et al., 2010] и, возможно, канцеростатики ми-
токсантрон и доксорубицин [Koepsell et al., 
2007; Okabe et al., 2008]. Этот белок также пе-
реносит цвиттерионы, например антиоксидант 
эрготионеин, глицин-бетаин, бетоницин, ста-
хидрин, L-карнитин и противосудорожный пре-
парат габапентин [Koepsell et al., 2007; Urban 
et al., 2007].

OCTN2 функционирует как ко-транспор-
тер и проявляет высокое сродство к Na+-L-
карнитину. Он, как Na-зависимый транспортер, 
также переносит ацетил-L-карнитин, бутирил-
L-карнитин [Srinivas et al., 2007], пивалоилкар-
нитин, валпроилкарнитин [Ohnishi et al., 2008], 
кардиопротектор милдронат [Grigat et al., 2009], 
β-лактам антибиотика цефалоридина и эметин 
[Koepsell et al., 2007]. Тем не менее у челове-
ка OCTN2 действует как полиспецифичный, 
Na+-независимый транспортер органических 
катионов [Koepsell et al., 2007], таких как TEA, 
холин, пириламин, верапамил, шпиронолак-
тон [Grube et al., 2006], оксиплатин [Jong et al., 
2011], ипратропиум, тиотропиум [Nakamura 
et al., 2010] и кворум-сенсинг (quorum-sens-
ing) катионный пентапептид CSF (Competence 
and Sporulating Factor), активирующий внут-
риклеточные пути передачи сигналов стрес-
са и секретируемый Bacillus subtilis [Koepsell 
et al., 2007; Konishi et al., 2013]. У OCTN2 разные 
сайты связывания карнитина и ТЕА [Seth et al.,  
1999].

У OCT6 по сравнению с другими транспор-
терами органических катионов существенно 

более ограничена субстратная специфичность. 
OCT6 человека проявляет высокое сродство 
к L-карнитину. Относительно карнитина белок 
является антипортером и не полностью зави-
сит от концентрации внеклеточных ионов Na+, 
хотя они совместно с рН изменяют транспорт-
ную активность белка [Enomoto et al., 2002]. 
Кроме карнитина ОСТ6 переносит различные 
органические катионы, такие как TEA-, спер-
мидин, доксорубицин и блеомицин А5 [Koep-
sell et al., 2007; Aouida et al., 2010]. Транспорт 
L-карнитина частично зависит от присутствия 
ионов Na+, тогда как транспорт доксорубицина 
не зависит. Экспрессия OCT6 в клетках эндо-
метрия усиливается под действием прогесте-
рона [Sato et al., 2007].

структура осТ

ОСТ сходны по своей структуре с другими 
белками суперсемейства MFS. Они состоят 
из 543–557 аминокислот, которые формируют 
12 трансмембранных спиралей (доменов). Эти 
домены организованы как N- и C-концевые упа-
ковки, из которых 6 спиралей показывают псев-
додвускладчатую симметрию, перпендикуляр-
ную мембране. Каждая связка содержит три 
секвенциальные спирали с инвертированной 
топологией. Ортологи OCT1, OCT2 и OCT3 че-
ловека состоят из 554, 555 и 556 аминокислот-
ных остатков соответственно. N- и С-концевые 
участки молекулы расположены внутриклеточ-
но. Большая внеклеточная петля между первым 
и вторым трансмембранными доменами (110 
аминокислотных остатков) содержит три сайта 
N-гликозилирования и 6 консервативных остат-
ков цистеина (рис.). Эти остатки обеспечивают 
точный фолдинг, позиционирование в плазма-
тической мембране, перенос и образование 
гомоолигомеров OCT [Brast et al., 2011; Keller 
et al., 2011]. Большая внутриклеточная петля, 
связывающая спирали 6 и 7, предположитель-
но имеет множественные сайты фосфорили-
рования, медиаторами которого выступают 
протеинкиназы A (PKA), C (PKC), G (PKG), казе-
инкиназа 2 (CK2) и/или кальций/кальмодулин-
зависимая протеинкиназа II (CaMII), которые 
расположены внутри или рядом с доменами 
6 и 7 [Burckhardt, Wolff, 2000]. Некоторые осо-
бенности являются уникальными для сочленов 
семейства SLC22, например, специфическая 
последовательность [-Сер/Tре]-Иле-Вал-Тре-
Глу-[Фен/Три]-[Асп/Асн]-Лей-Вал-Цис- перед 
спиралью 2 [Schomig et al., 1998]. OCT1 и OCT2 
сходны на 70 % по аминокислотному соста-
ву и примерно на 50 % с OCT3 [Zhang et al., 
1997; Gründemann et al., 1998; Gorboulev et al., 
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1999]. Транспортеры имеют АТФ/ГТФ-связы-
вающую последовательность на второй внут-
риклеточной петле [Tamai et al., 1997; Wu et al., 
1998]. Сходство OCT6 с OCT1 и OCTN2 не пре-
вышает 38 и 37 % соответственно [Enomoto 
et al., 2002]. Так же, как и в случае с транспор-
терами органических анионов (OATP и OAT), 
было использовано моделирование по гомо-
логии на базе MFS транспортеров LacY и GlpT, 
являющихся модельными объектами сайт-
направленных исследований, для описания 
предполагаемой трехмерной структуры OCT1 
[Popp et al., 2005] и OCT2 [Zhang et al., 2005]. 
N- и C-концевые половины белков формируют 
щель, состоящую из аминокислотных остатков 
N-концевых трансмембранных доменов 1, 2, 4, 
5 и C-концевых доменов 7, 8, 10, 11, a связыва-
ние с лигандами и перенос субстратов предпо-
ложительно происходит при взаимодействии 
с аминокислотными остатками, обращенными 
внутрь щели. Согласно этой модели вероятным 
представляется взаимодействие субстратов 
с OCT1 не через одиночный связывающий сайт, 
а через субстрат-связывающий регион [Koep-
sell, 2011]. Экспериментально показано, что 
пять аминокислот в субстрат-связывающем ре-
гионе могут взаимодействовать как с внекле-
точными, так и с внутриклеточными субстрата-
ми. В частности, такой аминокислотой являет-
ся высококонсервативный (у всех OCT) остаток 

аспарагиновой кислоты в позиции 475 домена 
11 (у rOCT1), который усиливает эффект связы-
вания с лигандами [Gorboulev et al., 1999]. Воз-
можно, этот механизм является частью общей 
системы транспорта [Volk et al., 2009; Koepsell, 
2011]. Ранее были идентифицированы два ами-
нокислотных остатка, влия ющие на способ-
ность кортикостерона ингибировать транспорт 
TEA+ у rOCT2 [Gorboulev et al., 2005]. При заме-
щении Лей447 и Глн448 в домене 10 у rOCT1 
на соответствующие кислоты, специфичные 
для rOCT2 (мутант rOCT1 (L447Y, Q448E)), зна-
чение IC50 ингибирования кортикостероном 
C14-TEA+ снижалось до показателей, характер-
ных для rOCT2. Константа Михаелиса – Мен-
тен для связывания MPP+ также снижалась 
у rOCT1 (L447Y, Q448E), что подтверждает рас-
положение Лей447 и Глн448 в субстрат-свя-
зывающем регионе. Аминокислотные остат-
ки Фен160 (спираль 2), Tри218 (спираль 4), 
Aрг440 и Лей447 (спираль 10), Aсп475 (спираль 
11) спрятаны в глубине полостей как входящих, 
так и выходящих поверхностей субстрат-свя-
зывающих щелей. Все эти остатки принимают 
участие в связывании кортикостерона на лю-
бой стороне плазматической мембраны, что 
критично для аффинных свойств MPP+ и TEA+. 
Структурные модели входных и выходных кон-
формаций щели rOCT1 [Popp et al., 2005; Gor-
bunov et al., 2008] подтверждают, что Лей447 

Структура транспортера OCTN2:
1–12 – трансмембранные домены; G – сайты гликозилирования; P – сайты фосфорилирования; 6Cys – 6 остат-
ков цистеина; PDZ – консенсусная последовательность для связи PDZK белками

Structure of transporter OCTN2:
1–12 – transmembrane helices; G – N-linked glycosylation sites; P – consensus sites for phosphorylation; 6Cys – six 
conserved cysteine residues; PDZ – consensus sequence for link with PDZK proteins
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может быть доступен как на выходящей, так 
и на входящей поверхности щели, тогда как 
Глн448 предположительно доступен только 
на входящей поверхности щели. Эти модели 
также раскрывают структурную основу диффе-
ренциальной селективности OCT1 и OCT2 для 
отдельных лигандов. Например, rOCT2 име-
ет в 40 раз более высокое сродство к корти-
костерону, чем rOCT1 [Gorboulev et al., 2005], 
а у кролика OCT2 имеет в 40 раз более высокое 
сродство к циметидину, чем OCT1 [Zhang et al., 
2005]. В обоих случаях относительное сродство 
может изменяться путем замены остатка глута-
миновой кислоты, найденной у всех ортологов 
OCT2 в домене 10 в позиции 448/447 (крыса, 
кролик соответственно), на остаток глутами-
на, обнаруженный у всех ортологов OCT1. Этот 
сайт можно рассматривать как определяющий 
элемент взаимодействия с лигандами, исполь-
зуемыми этими транспортерами в путях пере-
носа.

У OCT и OCTN2 показано наличие на С-кон-
цевом участке молекулы так называемой PDZ-
консенсусной последовательности, состоящей 
из четырех аминокислотных остатков, которая 
индивидуальна для каждого транспортера и че-
рез которую транспортеры взаимодействуют 
с белком PDZK1, что стимулирует у них транс-
портные функции [Kato et al., 2006]. Показано, 
что встраивание OCTN1 и OCTN2 в мембрану 
щеточной каймы энтероцитов регулируется 
белками, содержащими PDZ-домен [Kato et al., 
2005].

участие осТ в дистанционной межорганной 
коммуникации

Гипотеза дистанционного опознавания 
и сигнализации (remote sensing and signal-
ing hypothesis) предполагает широкое участие 
транспортеров сем. SLC22 (не только транс-
портеров органических анионов, а также ОСТ 
и ОСТN) в регуляции концентраций различных 
субстратов [Nigam et al., 2015]. В настоящее 
время растет поток информации об участии 
транспортеров в реализации механизмов ком-
муникации между клетками и органами одной 
особи, взаимосвязи между особями и, возмож-
но, между видами [Ahn, Nigam, 2009]. Напри-
мер, транспортеры семейств SLC (импортеры) 
и ABC (ATP-binding cassette, экспортеры), экс-
прессируемые в барьерном эпителии, служа-
щем интерфейсом для жидких компартментов 
в органах, таких как мозг, глаза, уши, печень 
и почки, связаны с обработкой большого чис-
ла циркулирующих эндогенных метаболитов 
и/или токсинов. Эндогенные субстраты, гене-

рируемые в одном органе, могут вовлекать-
ся в циркуляцию через группу транспортеров, 
в свою очередь эндогенные субстраты могут 
транспортироваться и удаляться через поч-
ки другим составом SLC/ABC-транспортеров. 
В соответствии с этой точкой зрения SLC и ABC 
в почках поддерживают общий гомеостаз тех 
или иных субстратов, тогда как транспортеры 
в том или ином органе поддерживают гомео-
стаз на уровне того или иного органа. Эта ско-
ординированная обработка субстратов, скорее 
всего, достигается комбинацией набора транс-
портеров, например, SLC-SLC или SLC-ABC 
со сходной субстратной спецификой [Wu et al., 
2011].

ОСТN2, являющийся транспортером кар-
нитина, играет важную роль в метаболизме 
жирных кислот в митохондриях. ОСТN2 и ABC 
совместно регулируют уровень карнитина [Wu 
et al., 2011]. Абсорбция карнитина из внешних 
источников происходит в тонком кишечнике. 
Карнитин через апикальную мембрану транс-
портируется без участия Na+ в энтероциты. 
Затем при участии ABS-транспортеров пере-
мещается через базолатеральную мембрану 
энтероцитов и, вероятно, вовлекается в цирку-
ляцию внутри организма [Klaassen, Aleksunes, 
2010]. Еще один яркий пример дистанцион-
ной коммуникации. Показан высокий уровень 
экспрессии ОСТN2 в апикальную поверхность 
синцитиотрофобластов плаценты [Grube et al., 
2005]. У ОСТN2-дефицитных мышей уровень 
карнитина в плаценте и у эмбрионов резко 
снижен, а уровень активности ферментов, от-
вечающих за метаболизм жирных кислот в ми-
тохондриях, превышал таковой у нормальных 
особей. Этот факт указывает на главную роль 
ОСТN2 в доставке карнитина развивающимся 
эмбрионам, что в условиях дефицита карнити-
на усиливает риск дефектного развития [Gru-
be et al., 2005]. Синтез и перераспределение 
карнитина между органами носит системный 
характер и имеет все признаки межорганной 
коммуникации. Обычно синтез карнитина про-
исходит в печени. У самок в период лактации 
его синтез резко возрастает в молочных желе-
зах наряду с повышенным расходованием в пе-
чени, которое сопровождается снижением эн-
зиматической и транскрипционной активности, 
в том числе транспортной активности, ассоци-
ированной с синтезом и перераспределением 
карнитина [Gutgesell et al., 2009].

Заключение

Транспортеры органических катионов (ОСТ) 
являются сочленами семейства SLC22. Моле-
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кулярное разнообразие этих белков по срав-
нению с транспортерами органических анио-
нов (ОАТ) существенно меньше. К настоящему 
времени идентифицировано три транспортера 
органических катионов ОСТ1, 2, 3 (SLC22A1, 2, 
3), а также три транспортера карнитин/цвит-
тер-ионов OCT6 (SLC22A16), OCTN1 (SLC22A4), 
OCTN2 (SLC22A5). Они осуществляют пассив-
ную диффузию в любом направлении неболь-
ших органических катионов эндогенного и эк-
зогенного происхождения по электрохимичес-
кому градиенту независимо от ионов Na+ и Cl-.

Важность изучения OСT в настоящее вре-
мя не вызывает сомнений, так как имеет вы-
раженный медицинский аспект, связанный 
с разработкой методов и подходов, с помощью 
которых можно оценивать эффективность и по-
следствия применения вновь создаваемых ле-
карственных препаратов.

Достаточно большой массив проведен-
ных исследований однозначно указывает 
на важную роль транспортеров семейства SLC 
в осуществлении взаимосвязи между мета-
болическими процессами, передаче сигнала, 
преобразовании разного рода эндогенных ме-
таболитов, лекарств и токсинов. Однако многие 
вопросы о механизмах работы транспортеров 
ОСТ остаются пока нерешенными. Поэтому не-
обходимо продолжать исследования в области 
молекулярной, клеточной, структурной и ор-
ганной биологии отдельных сочленов семейст-
ва SLC22.

Финансовое обеспечение исследования 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания КарНЦ РАН (0221-2017-0050 (№ г. р. АА-
АА-А17-117031710039-3) «Биохимические ме-
ханизмы, определяющие сходство и различия 
в развитии адаптаций у гидробионтов морских 
и пресноводных экосистем»).
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осоБенносТи реаКции расТений на еЖесуТочные 
ПониЖениЯ ТемПераТуры В ЗаВисимосТи оТ иХ 
инТенсиВносТи и ПродолЖиТельносТи

Т. г. Шибаева, е. н. икконен, е. г. Шерудило, а. Ф. Титов
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

В обзорной статье представлены собственные и литературные данные о влиянии 
на растения ежесуточных понижений температуры (ДРОП-воздей ст вий, от англ. 
drop – падение) разной интенсивности и продолжительности. Их анализ показывает, 
что влияние ДРОП-воздей ст вий на морфологические и физиолого-биохимические 
показатели теплолюбивых и холодостойких растений в значительной степени за-
висит от нижнего значения, до которого падает температура. Морфогенетический 
эффект ДРОП-воздей ст вий, фиксируемый по линейным ростовым показателям, 
усиливается с понижением температуры, в то время как реакция растений, оцени-
ваемая по другим физиолого-биохимическим параметрам (накопление биомассы, 
содержание хлорофилла, фотосинтетическая активность, показатели водного ре-
жима, холодоустойчивость), в большей степени зависит от того, опускается ли тем-
пература ниже критического уровня, что ведет к развитию стресс-реакции. Кроме 
того, при ДРОП-воздей ст виях ответная реакция растения в большей степени зави-
сит от абсолютного значения, до которого понижается температура, и продолжи-
тельности холодового воздействия, чем от градиента температур, так как именно 
это определяет запуск комплекса изменений, характерных для стресс-реакции. 
Продолжительность ДРОП-воздей ст вий становится более важным фактором при 
снижении температуры до значений, выходящих за пределы оптимума для опреде-
ленного процесса/показателя. При этом зоны температурного оптимума для раз-
ных процессов/показателей (например, рост растений в высоту и время до начала 
цветения) могут существенно различаться, что определяет как характер, так и эф-
фективность влияния ДРОП-воздей ст вий с определенными параметрами на те или 
иные процессы/показатели. В большинстве случаев различия в реакции растений 
на низкотемпературные воздействия разной продолжительности не определяются 
обычной зависимостью «доза-эффект», так как помимо продолжительности боль-
шую роль при этом играет характер температурного воздействия (однократное 
длительное или непродолжительное ежесуточно повторяющееся (ДРОП-воздей-
ст вие)). Наконец, эффективность применения ДРОП-воздей ст вий в практических 
целях в растениеводстве и цветоводстве зависит еще и от видовой (сортовой) при-
надлежности растений (биологических особенностей вида и сорта), и это предпо-
лагает проведение специальных исследований, направленных на выявление опти-
мальных параметров ДРОП-воздей ст вий применительно к конкретному объекту.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: низкая температура; растение; рост; развитие; фотосинтез; 
дыхание; водный режим; холодоустойчивость.
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Введение

Хорошо известно, что каждый вид растений 
способен существовать и осуществлять свою 
обычную (нормальную) жизнедеятельность 
только в определенном диапазоне действую-
щих температур, выход за пределы которого 
приводит к торможению их роста и развития 
(вплоть до полной остановки) или даже к гибе-
ли растений [Лархер, 1978]. Частые и значи-
тельные по амплитуде колебания температуры, 
наблюдаемые во многих регионах планеты, по-
требовали от растений выработки в процессе 
их эволюции различных защитно-приспособи-
тельных реакций и адаптационных механизмов, 
благодаря которым они способны переносить 
как кратковременные, так и продолжительные 
отклонения температуры от фоновых (физиоло-
гически нормальных) значений. В работах, на-
правленных на изучение устойчивости и адап-
тации растений к холоду, как правило, исследу-
ют постоянное действие низкой температуры 
и достаточно длительные экспозиции (сутки 
и более). Хотя в естественных условиях расте-
ния очень часто сталкиваются с ситуацией, ког-
да температура понижается в суточном цикле 
всего на несколько часов (обычно это происхо-
дит ночью), а затем повышается до оптималь-

ных (или близких к ним) значений. В подобной 
обстановке оказываются не только холодо-
стойкие растения, произрастающие в условиях 
умеренного климата, но и теплолюбивые, выра-
щиваемые в открытом грунте умеренной зоны. 
Причем в начале и в конце вегетационного се-
зона они могут испытывать кратковременный 
холодовой стресс многократно. К примеру, это 
происходит при ранней высадке рассады тома-
тов (Solanum lycopersicum L.) [Dufault, Melton, 
1990], дыни (Cucumis melo L.), арбузов (Citrul-
lus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai) [Korkmaz, 
Dufault, 2001a, b, 2004], которая практикуется 
во многих регионах для получения ранней про-
дукции теплолюбивых культур. Если учесть, что 
для растений семейства Cucurbitaceae (арбуз, 
дыня) температурный оптимум для роста нахо-
дится в диапазоне от 20 до 32 °С с минимумом 
и максимумом соответственно при 18 и 35 °С, 
то вполне очевидно, что при высадке в марте 
растения многократно подвергаются действию 
субоптимальных температур с последующим 
их повышением до оптимального уровня. Уве-
личение же количества часов с температурой 
ниже оптимальной обычно приводит к сниже-
нию урожая [Korkmaz, Dufault, 2001a, b, 2004]. 
Для такого вида, к примеру, как хлопчатник 
(Gossypium hirsutum L.), для которого нестрес-

T. G. Shibaeva, E. N. Ikkonen, E. G. Sherudilo, A. F. Titov. PLANT 
RESPONSES TO A DAILY TEMPERATURE DROP OF DIFFERENT INTENSITY 
AND DURATION

The review presents own and published data on the effects of a daily temperature drop 
(DROP) of different intensity and duration on plants. It is concluded that the effect 
of a temperature drop on morphological, physiological and biochemical characteristics 
of chilling-sensitive and chilling-tolerant plants depends to a large extent on the abso-
lute value of the lower temperature used for DROP treatments. The morphogenetic ef-
fect of DROP treatments, measured by changes in linear growth parameters, increases 
with the lowering of the temperature used for DROP treatments, while the plant response, 
estimated by other physiological and biochemical parameters (biomass accumulation, 
chlorophyll content, photosynthetic activity, water relations indices, chilling tolerance) 
depends more on whether the temperature falls below the critical level, resulting in a plant 
stress response. The response of plants to DROP treatments depends more on the ab-
solute value to which the temperature is dropped and on the duration of the chill (since 
in this case the stress response is triggered in the plant) than on the temperature gradi-
ent. The duration of the temperature drop becomes more important when the tempera-
ture is lowered to values beyond the optimum range. The optimum temperature ranges 
for different processes (characteristics) (for example, plant height or time until flower-
ing) can vary significantly, determining the nature and effectiveness of DROP treatments 
with certain parameters in relation to various processes (characteristics). In most cas-
es, the differences in plant response to DROP treatments of different duration are not 
determined by the usual dose-effect relationship, since beside the duration, the mode 
of temperature exposure (single long-term or daily short-term) plays a significant role. 
In addition, the effectiveness of the DROP treatments of a given intensity and duration for 
practical purposes in horticulture and floriculture is largely species- (variety-) specific.
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совыми являются температуры от 23 до 32 °С, 
избежать повторяющегося холодового стресса 
в начале или в конце сезона сложно из-за длин-
ного (около 150 дней) вегетационного периода, 
т. к. в ряде мест традиционного выращивания 
этой культуры высадка растений обычно произ-
водится около 15 мая, а технической зрелости 
требуется достичь до первых заморозков, кото-
рые наблюдаются уже в конце октября [Holaday 
et al., 2016]. Исследования на холодостойких 
культурах, таких как морковь (Daucus carota 
subsp. Sativus (Hoffm.) Arcang.), салат (Lactuca 
sativa L.) [Currah, 1978], свекла (Beta vulgaris L.) 
[Hegarty, Thompson, 1974] и лук (Allium L.) [Hen-
riksen, 1978], также показали, что стресс во 
время раннего развития снижает урожай.

Помимо ситуаций, наблюдаемых в естест-
венных условиях и описанных выше, теплолю-
бивые растения могут испытывать кратковре-
менное ежесуточное действие низких темпера-
тур в теплицах, так как агротехнический прием 
под названием «temperature drop» (в Европе) 
и «temperature dip» или «cool morning pulse» 
(в США) широко применяют с целью управле-
ния ростом и получения компактной и более 
жизнеспособной рассады овощных культур, 
клумбовых и цветочных растений. Для это-
го температуру обычно снижают на 5–15 °С 
на 2–3 ч в конце ночи. Во многих случаях это 
позволяет полностью или хотя бы частично 
отказаться от применения химических ве-
ществ, обладающих ретардантным эффектом 
[Moe, 1991; Heins, Erwin, 1991; Erwin, Heins,  
1995].

Таким образом, и холодостойкие, и тепло-
любивые растения довольно часто оказыва-
ются в ситуации ежесуточно повторяющихся 
непродолжительных понижений температуры 
(ДРОП-воздей ст вий, от англ. drop – «паде-
ние»). С одной стороны, ранние сроки посадки 
предпочтительны для получения более ранней 
продукции, имеющей более высокую реализа-
ционную цену, а с другой, они же увеличивают 
риск попадания растений под воздействие хо-
лодовых стрессов, которые могут иметь серь-
езные отдаленные последствия, в том числе 
на урожай. Поэтому изучение влияния ДРОП-
воздей ст вий на растения, помимо теоретичес-
кого, представляет большой практический ин-
терес с точки зрения выявления эффективных 
и недорогих способов управления ростом рас-
тений.

В настоящей статье представлен обзор име-
ющихся в литературе и собственных данных 
о зависимости реакции растений на ежесу-
точные понижения температуры (до значений 
выше 0 °С) от их интенсивности и продолжи-

тельности в суточном цикле, поскольку выявле-
ние наиболее эффективных вариантов ДРОП-
воздей ст вий чаще всего связано с этими дву-
мя параметрами ДРОП. В практических целях 
ДРОП-воздей ст вия применяют как альтернати-
ву ретардантам на протяжении нескольких не-
дель, как правило, в рассадный период или до 
цветения, а в природе их количество варьирует 
в широких пределах.

Влияние интенсивности дроП-воздей ст вий

Существующие в литературе данные о вли-
янии ДРОП-воздей ст вий разной интенсив-
ности на растения главным образом касаются 
влияния на морфогенез растений и сроки цве-
тения, что связано с использованием приема 
«temperature drop» в практике растениеводства 
для управления ростом растений [Moe, 1991; 
Heins, Erwin, 1991; Erwin, Heins, 1995]. Счита-
ется, что ДРОП-воздей ст вия со снижением 
температуры на 5–8 °С (до 14–16 °С) оказыва-
ют небольшой (около 10 %) морфогенетичес-
кий эффект (уменьшение высоты растений/
длины междоузлий, длины черешков листьев 
и цветоносов, усиление бокового ветвления, 
изменение ориентации листьев и побегов) 
на многие виды растений [Myster, Moe, 1995; 
Moe, Heins, 2000]. Снижение температуры до 
2–9 °С на 2 ч значительно увеличивает эффек-
тивность ДРОП-воздей ст вий, снижая высоту 
растений до 50 % по сравнению с контрольны-
ми растениями, что было показано на фуксии 
(Fuchsia L.), герани (Pelargonium L'Her. Ex Ait.), 
бегонии (Begonia L.) и пуансеттии (Euphorbia 
pulcherrima Willd. ex Klotzsch) [Ueber, Hendriks, 
1992, 1995; Moe et al., 1995; Jennerich, Hendriks, 
1997]. Усиление эффекта ДРОП-воздей ст вий 
за счет использования более низких темпера-
тур (12–13 °С по сравнению с 16–19 °С) было 
также показано на огурце (Cucumis sativus L.) 
[Grimstad, 1993] и бегонии [Grindal, Moe, 1994]. 
Однако снижение температуры до 8 °С на бо-
лее продолжительное время (4 ч) приводило 
к пожелтению листьев и значительной задерж-
ке цветения у пуансеттии [Ueber, Hendriks, 
1992]. Поэтому сделан вывод, что снижение 
температуры более чем на 8–9 °С требует спе-
циального изучения, прежде чем может быть 
рекомендовано к практическому применению. 
У изученных нами видов (огурец, томат, слад-
кий перец (Capsicum annuum L.)) морфологи-
ческие признаки, характеризующие линейный 
рост (высота, длина междоузлий и черешков, 
площадь листьев), уменьшаются с понижением 
температуры (в диапазоне от 12 до 1 °С), ис-
пользуемой для ДРОП-воздей ст вий [Икконен 
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и др., 2018; Шибаева и др., 2018]. Предполага-
ется, что влияние ДРОП-воздей ст вий на линей-
ный рост растений обусловлено температурной 
зависимостью метаболизма гиббереллинов 
[Moe, Grindal, 2000; Patil et al., 2003]. Другой 
(или еще одной) возможной причиной тормо-
жения роста в длину при ДРОП-воздей ст виях 
является их влияние на водный режим расте-
ний [Ueber, Hendriks, 1997]. Под воздействием 
низкой температуры в клетках листьев и стеб-
ля падает тургор вследствие снижения скоро-
сти поглощения воды корнями и транспирации 
(но не полного ее прекращения). Пониженный 
тургор сохраняется не только во время дей-
ствия низкой температуры, но и в последую-
щий теплый период.

Реакция растений на ДРОП-воздей ст вия 
по физиолого-биохимическим показателям 
в большей степени зависит от того, происходят 
ли нарушения водного режима и развивается 
ли в результате действия низкой температу-
ры стресс-реакция. Для развития стресс-ре-
акции принципиально важно, опускается ли 
температура ниже критического уровня (10 °С 
для видов тропического и субтропическо-
го происхождения), т. е. до температуры, при 
которой у теплолюбивых растений происхо-
дит фазовый переход мембран из жидкокрис-
таллического в гель-состояние, приводящий 
к увеличению проницаемости мембран, на-
рушению обменных процессов, накоплению 
токсических веществ, остановке движения 
цитоплазмы и пр. [Lyons, 1973; Raison, Lyons, 
1986; Theocharis et al., 2012; Jones, 2014]. При 
этом важным фактором является и продолжи-
тельность низкотемпературного воздействия. 
Результаты исследований показали, что при-
менение для ДРОП-воздей ст вий температур 
из зоны холодового закаливания в диапазо-
не 8–12 °С оказывается эффективным только 
в плане уменьшения размеров растений (по от-
ношению к контролю) и увеличения их холодо-
устойчивости, но практически не сказывается 
на водном режиме, содержании хлорофилла, 
фотосинтетической активности, накоплении 
биомассы [Sysoeva et al., 1999; Марковская 
и др., 2013; Икконен и др., 2018; Шибаева и др., 
2018]. В то же время постоянное круглосуточ-
ное действие тех же температур (например, 
9 °С) в течение 6 сут практически полностью 
тормозит рост и развитие растений огурца, 
инактивирует работу фотосинтетического ап-
парата (ФСА), увеличивает относительный 
выход электролитов (ОВЭ) и усиливает пере-
кисное окисление липидов (ПОЛ) [Шибаева 
и др., 2018]. Постоянное действие температу-
ры 12 °С также вызывает значительное тормо-

жение роста растений в высоту и увеличения 
площади листьев и снижает, но не инактиви-
рует работу ФСА. Нам представляется, что это 
связано с тем, что режим выращивания с при-
менением ДРОП-воздей ст вий включает отно-
сительно кратковременное (2–3 ч) охлаждение 
растений с последующим продолжительным 
(21–22 ч) периодом действия в суточном цикле 
оптимальной температуры, в течение которо-
го происходит восстановление возможных от-
клонений и/или нарушений в ФСА, вызванных 
холодом. Это, в частности, подтверждается 
данными о снижении величины потенциально-
го (Fv/Fm) и реального (ΔF/Fmʹ) квантового вы-
хода фотохимической активности ФС II непо-
средственно во время охлаждения растений 
и быстром (в течение 1–3 ч) ее восстановлении 
до уровня контроля после возвращения расте-
ний в условия оптимальной температуры. Из-
вестно, что инактивация реакционных центров 
ФС II, приводящая к снижению значений Fv/Fm, 
может быть обратимой [Gómes et al., 1998]. 
Также известно, что физиологические нару-
шения, возникающие в результате изменений, 
вызванных низкой температурой (фазовый пе-
реход липидов мембран, остановка движения 
цитоплазмы и др.), могут быть обратимыми 
(reversed) или восстановимыми (repaired), если 
возврат температуры к норме происходит до 
того, как произойдут необратимые нарушения 
и/или повреждения [Lieberman et al., 1958; Cre-
encia, Bramlage, 1971; Jones, 2014]. Интересно, 
что такого рода обратимость часто наблюда-
ется в естественных условиях, где, к примеру 
в высокогорных районах тропиков или в Сре-
диземноморье, после каждой холодной ночи 
наступает теплый день [Franco, 1990; Larcher 
et al., 2010], а также зафиксирована в лабора-
торных экспериментах при смене низких и вы-
соких температур в течение короткого перио-
да времени [Wang, Baker, 1979]. Добавим, что 
прием «периодического нагревания» (interme-
diate warming) успешно применяется не только 
для предотвращения холодового повреждения 
фруктов и овощей при их хранении в условиях 
низкой температуры [Lyons, 1973; Wang, 1982, 
1993; Wang et al., 2012; Aghdam, Bodbodak, 
2014], но и препятствует появлению холодовых 
повреждений и снижению скорости фотосин-
теза и транспирации у проростков теплолюби-
вых растений [Koscielniak, Biesaga-Koscielniak, 
2000; Skrudlik et al., 2000]. Следовательно, хотя 
воздействие низкой температурой и способно 
вызывать многочисленные функциональные 
и структурные отклонения и/или нарушения, 
это далеко не всегда приводит к видимым про-
явлениям произошедших повреждений или ин-
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гибированию роста и развития растений, по-
тому что значительная часть этих нарушений 
могут быть обратимыми или восстановимыми. 
Кроме того, в период нахождения в условиях 
оптимальной температуры охлажденные перед 
этим клетки и ткани листа способны метабо-
лизировать и/или нейтрализовать токсические 
вещества, которые могли появиться под влия-
нием ДРОП-воздей ст вий.

Одной из основных причин повреждения 
теплолюбивых растений при охлаждении, как 
известно, является активация свободноради-
кальных процессов [Лукаткин, 2002]. Усиленная 
генерация АФК может активировать процесс 
ПОЛ, который сопровождается накоплением 
одного из конечных продуктов ПОЛ – малоно-
вого диальдегида (МДА). Наши эксперименты 
показали, что содержание МДА под влиянием 
ДРОП-воздей ст вий (даже при использовании 
температуры 4 и 1 °С) не увеличивалось. От-
сутствие усиления ПОЛ указывает на то, что 
в данном случае не происходит смещения про-
оксидантно-антиоксидантного равновесия. 
ОВЭ из листьев растений, подвергавшихся 
ДРОП-воздей ст виям с температурой 8–12 °С, 
достоверно не отличающийся от контрольных, 
также свидетельствует об отсутствии наруше-
ния и/или быстром восстановлении целостно-
сти мембран клеток при ДРОП-воздей ст виях 
умеренной интенсивности [Шибаева и др., 
2018]. Кроме того, в случае ДРОП-воздей ст вий 
растения располагают достаточным временем 
для накопления энергетических и пластичес-
ких ресурсов, необходимых для формирования 
повышенной устойчивости. Поэтому холодо-
устойчивость листьев при ДРОП-воздей ст виях 
с использованием температур от 8 до 12 °С по-
вышалась у всех изученных видов (томат, огу-
рец, сладкий перец, баклажан (Solanum melon-
gena L.)).

Применение ДРОП с более низкой темпе-
ратурой (4 и 1 °С) приводило не только к более 
значительному снижению высоты растений 
и площади листьев, но и к снижению биомассы 
растений у огурца [Икконен и др., 2018], тогда 
как LMA (leaf mass per area) у растений томата 
и перца даже при этих температурах ДРОП-
воздей ст вий не отличались достоверно от кон-
троля. При действии ДРОП с температурой 
4 °С у огурца и томата отмечено лишь незна-
чительное снижение содержания хлорофилла, 
в то время как при действии ДРОП с темпера-
турой 1 °С у огурца наблюдалось снижение со-
держания пигментов на 27 %. Относительное 
содержание воды (ОСВ) в листьях огурца не от-
личалось достоверно от контроля при приме-
нении ДРОП с температурой 4 °С, но сниже-

ние температуры до 1 °С вызывало небольшое 
уменьшение ОСВ. Использование таких низких 
температур (4 и 1 °С) хотя и оказалось менее 
эффективным в отношении увеличения холо-
доустойчивости листьев, тем не менее в этих 
вариантах опыта также наблюдалось повыше-
ние холодоустойчивости листьев по сравне-
нию с контролем, т. е. когда температура по-
нижалась на 2–3 ч до повреждающих значений, 
определенных ранее [Дроздов и др., 1984] как 
ниже 7 °С для огурца и перца и ниже 5 °С для 
томата. Очевидно, что при ДРОП-воздей ст виях 
абсолютные значения повреждающих темпе-
ратур отличаются от тех, которые вызывают 
повреждение растений при их постоянном дли-
тельном действии.

Отклик растений на ДРОП-воздей ст вия 
в диапазоне от 12 до 1 °С, оцениваемый по ско-
рости фотосинтеза и дыхания, зависел не толь-
ко от температуры, используемой для ДРОП-
воздей ст вий, но и от видовой принадлежности 
растений. У огурца тенденция к снижению ско-
рости фотосинтеза при насыщающем фото-
синтез свете прослеживалась начиная с тем-
пературы ДРОП-воздей ст вий 8 °С [Икконен 
и др., 2018]. Но достоверное снижение у всех 
исследованных видов (огурец, томат, слад-
кий перец) отмечено только при более низкой 
температуре ДРОП (4 °С) и составило по от-
ношению к контролю 23, 22 и 10 % для огурца, 
томата и перца соответственно. Отметим так-
же, что ДРОП инициировал закрывание усть-
иц в большей степени у растений огурца, чем 
у томата и перца, при этом степень снижения 
устьичной проводимости находилась в прямой 
зависимости от температуры, используемой 
для ДРОП-воздей ст вий [Икконен и др., 2018]. 
В отличие от томата растения огурца и перца 
реагировали на ДРОП-воздей ст вия снижени-
ем видимого квантового выхода фотосинтеза, 
но более выраженным у огурца [Икконен и др., 
2018]. У огурца и томата ДРОП-воздей ст вия 
вызвали последовательное повышение величи-
ны светового компенсационного пункта (СКП) 
по мере снижения температуры воздействия c 
12 до 1 °С. Ее увеличение могло быть связано 
с ростом интенсивности дыхания листьев под 
влиянием ДРОП.

Анализ изменения соотношения темнового 
дыхания листьев (Rd) к гросс-фотосинтезу (Ag) 
(R/A) (показатель сбалансированности у рас-
тения основных физиологических процессов 
[Рахманкулова, 2002]), уменьшение которого 
является предпосылкой накопления фотоасси-
милятов [Климов, 2003]) под влиянием ДРОП-
воздей ст вий, показал, что оно увеличивается 
у растений огурца и томата, при этом величина 
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изменения у огурца возрастает с усилением ин-
тенсивности ДРОП, то есть со снижением зна-
чения действующей на растения температуры 
[Икконен и др., 2018]. Увеличение под влияни-
ем ДРОП-воздей ст вий величины Rd/Ag на уро-
вне листа было обусловлено в большей степени 
повышением Rd и в меньшей степени – сниже-
нием Ag. Важно, что в случае ДРОП-воздей ст-
вий абсолютные значения температур, при-
водящие к увеличению R/A, оказываются зна-
чительно ниже тех, которые при длительном 
воздействии температуры приводят к фотоин-
гибированию и возрастанию скорости дыхания, 
а следовательно, к росту R/A. В целом ряде ра-
бот показано, что в диапазоне умеренных тем-
ператур (15–25 °С) адаптационные изменения 
ведут к восстановлению соотношения R/A [Gif-
ford, 1995; Dewar et al., 1999; Loveys et al., 2002, 
2003; Atkin et al., 2005, 2006], но при действии 
температур за пределами этого диапазона 
постоянство соотношения R/A не сохраняет-
ся [Campbell et al., 2007]. Это говорит о том, 
что при ДРОП-воздей ст виях температурный 
диапазон, в пределах которого растения спо-
собны поддерживать на определенном уровне 
соотношение R/A (и, соответственно, скорость 
накопления сухой биомассы), оказывается зна-
чительно шире, чем в случае постоянного дли-
тельного действия низких температур.

Хорошо известно, что у каждого вида есть 
свой диапазон оптимальных температур, при-
чем для разных процессов (рост, цветение, 
плодоношение и др.) имеются свои диапазоны 
оптимума. Так, например, для индукции цвете-
ния и ранних процессов развития у пуансеттии 
такой диапазон включает температуры от 16 до 
22 °С. Поэтому умеренное снижение темпера-
туры до 16 °С на 2 или 4 ч в сутки не оказыва-
ет влияния на сроки цветения [Ueber, Hendriks, 
1992]. В то же время длина стебля у пуансеттии 
линейно увеличивается в диапазоне от 14 до 
26 °С. Поэтому даже снижение температуры до 
16 °С на 2 ч, приводящее к снижению дневной 
температуры на 1,6 °С и среднесуточной тем-
пературы всего на 0,7 °С, оказывает на высоту 
растений хоть и небольшой (9 %), но ожидае-
мый эффект [Ueber, Hendriks, 1992]. В противо-
положность этому, объяснить эффекты ДРОП-
воздей ст вий большой интенсивности с помо-
щью дневных и среднесуточных температур 
не удается. Так, 2- и 4-часовые ДРОП-воздей-
ст вия с температурой 8 °С по расчетам, осно-
ванным на снижении среднесуточной темпера-
туры, должны были бы привести к уменьшению 
длины стебля на 11 и 21 % соответственно, 
а в действительности снижение составляло 
гораздо больше – 44 и 72 % [Ueber, Hendriks, 

1992]. При большем снижении температуры, 
когда происходит выход за пределы того диа-
пазона, где возможно сохранение сбалансиро-
ванности процессов, возникают побочные не-
гативные эффекты, которые не могут быть ком-
пенсированы в течение последующего теплого 
периода [Levitt, 1980].

Результаты наших исследований, прове-
денных на холодостойких растениях – пше-
нице (Triticum aestivum L.) и цветной капусте 
(Brassica oleracea L. var. Botrytis L.), показали, 
что более выраженные эффекты ДРОП наблю-
даются при действии более низких закалива-
ющих температур, близких к повреждающим 
не только у теплолюбивых, но и у холодостой-
ких растений. Так, у пшеницы действие ДРОП 
с температурой 12 °С не вызывает достовер-
ных изменений ни морфологических, ни фи-
зиолого-биохимических показателей. В то же 
время под влиянием ДРОП с температурой 2 °С 
у пшеницы наблюдалось торможение скорости 
роста растений в высоту, уменьшение сухого 
веса растений, содержания хлорофилла, Fv/Fm, 
и при этом снижались значения ОВЭ, усилива-
лось митохондриальное дыхание листьев и по-
вышалась холодоустойчивость листьев. Следу-
ет, однако, отметить, что уже через 1 сут после 
окончания ДРОП-воздей ст вий значения Fv/Fm 
не различались у контрольных растений и тех, 
которые были подвержены ДРОП-воздей ст-
виям. Прирост холодоустойчивости листьев 
пшеницы был выше при действии ДРОП с тем-
пературой 4 °С, чем 12 °С. У растений цветной 
капусты ДРОП-воздей ст вия с температурой 4 
и 1 °С оказывали морфогенетический эффект, 
вызывая сокращение длины черешков и пло-
щади листьев, приводили к уменьшению ОВЭ 
и увеличению холодоустойчивости, но не влия-
ли на содержание хлорофилла и значения Fv/Fm. 
Заметим, что некоторые клумбовые растения 
откликаются уменьшением высоты и компакт-
ностью только на очень сильные ДРОП-воздей-
ст вия (снижение температуры до 2–4 °С), что 
ограничивает их практическое применение 
ввиду трудности достижения столь низкой тем-
пературы в теплице [Moe, Heins, 2000]. При 
кратковременном применении повреждающих 
(отрицательных) температур для холодостой-
ких растений не обнаруживается повышения их 
холодо- или морозоустойчивости [Марковская 
и др., 2013].

Влияние продолжительности  
дроП-воздей ст вий

Считается, что воздействие низких положи-
тельных температур на растение должно быть 
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достаточно длительным, чтобы поврежденны-
ми оказались клетки у большинства даже са-
мых чувствительных к холоду растений. Чаще 
всего для проявления симптомов холодового 
повреждения требуются дни или даже недели 
низкотемпературного воздействия, хотя для 
некоторых растений (Episcia, Achimines, Gloxi-
nia) описаны симптомы холодового поврежде-
ния после всего нескольких часов нахождения 
растений при температуре от 1 до 5 °С [Levitt, 
1980].

В работах, посвященных изучению эффек-
тов ДРОП-воздей ст вий на растения, чаще все-
го используют 2-часовые воздействия. Увели-
чение продолжительности ДРОП-воздей ст вий 
до 4 ч и более, как показывают исследования, 
приводит к разным результатам. В ряде работ 
показано усиление эффектов низкой темпе-
ратуры (а именно большее торможение рос-
та, уменьшение площади листьев, биомассы 
растений, задержка цветения и снижение уро-
жайности) с увеличением продолжительно-
сти воздействия [Ueber, Hendriks, 1992; Moe, 
1992; Tutty et al., 1994; Ihlebekk et al., 1995; 
Vogelezang, 1995; Korkmaz, Dufault, 2001a, b, 
2004], при этом степень влияния усиливает-
ся с понижением температуры, используемой 
для ДРОП-воздей ст вий. Так, высота расте-
ний пуансеттии уменьшалась на 9–26 % в за-
висимости от продолжительности снижения 
(2, 4 или 8 ч) при снижении температуры с 24 
до 16 °С и на 44–81 % при снижении темпе-
ратуры до 8 °С. При этом при 2- и 4-часовых 
ДРОП-воздей ст виях с использованием темпе-
ратуры 16 °С не выявлено изменений площа-
ди и количества листьев, сырого и сухого веса 
растений. При использовании температуры 
8 °С изменения этих же показателей были до-
стоверными уже при 2-часовых ДРОП-воздей-
ст виях, и их эффект усиливался с увеличени-
ем продолжительности до 8 ч [Ueber, Hendriks, 
1992]. Интересно, что развитие стрессовой 
реакции в ответ на ДРОП-воздей ст вия с тем-
пературой 8 °С наблюдали сразу же после пе-
ренесения растений на холод – они начинали 
вянуть, а у растений, подвергавшихся холоду 
более 4 ч, желтели листья. Но по окончании 
ДРОП-воздей ст вий цвет листьев восстанавли-
вался [Ueber, Hendriks, 1992]. Высота герани 
не менялась при снижении температуры с 18 до 
12 °С на 2 ч [Hendriks, 1991], но уменьшалась 
при 3-часовом воздействии [Moe, 1992]. Также 
не изменялась скорость роста стебля под влия-
нием 2-часовых ДРОП-воздей ст вий (снижение 
с 18,3 до 8,3 °С) у хризантемы (Dendranthema 
grandiflorum (Ramat.) Kitam.), но снижалась при 
увеличении их продолжительности до 4, 6, 8 

или 11 ч [Tutty et al., 1994]. У фуксии и герани 
8-часовой ДРОП был более эффективным, чем 
4-часовой [Vogelezang, 1995].

В ряде работ показано, что усиление эф-
фектов низкой температуры с увеличением 
продолжительности ее действия происходит 
только до определенного предела, выше кото-
рого увеличение продолжительности периодов 
действия пониженной температуры не приво-
дит к соответствующим изменениям. Напри-
мер, высота растений колокольчика (Campa-
nula isophylla Moretti) равномерно уменьшалась 
по сравнению с контролем при увеличении про-
должительности ДРОП-воздей ст вий от 3 до 9 ч 
при сохранении постоянной среднесуточной 
температуры, но дальнейшее увеличение низ-
котемпературного воздействия до 12 ч не при-
водило к большему торможению роста [Ihle-
bekk et al., 1995]. У бегонии (Begonia × hiemalis 
Fotsch.) и бальзамина (Impatien shawkeri W. Bull) 
высота растений уменьшалась примерно оди-
наково при 4- и 8-часовом снижении темпе-
ратуры в дневное время [Vogelezang, 1995]. 
У томата и огурца, напротив, увеличение про-
должительности ДРОП-воздей ст вий с 2 до 4 
и 6 ч вело к меньшему влиянию на длину стебля 
[Grimstad, 1995; Sysoeva et al., 1997]. Аналогич-
но у петунии (Petunia Juss) и каланхоэ (Kalan-
choe blossfeldiana Poelln.) при увеличении про-
должительности ДРОП-воздей ст вий с 1,5 до 3 ч 
эффект снижался [Mortensen, Moe, 1992].

Таким образом, в зависимости от продол-
жительности ДРОП-воздей ст вий скорость 
роста растений может снижаться, не меняться 
или даже увеличиваться. По мнению ряда ис-
следователей [Moe et al., 1995], столь разная 
реакция разных видов растений на продол-
жительность ДРОП-воздей ст вий может быть 
связана с их принадлежностью к разным фо-
топериодическим группам. Как показали ис-
следования, у большинства короткодневных 
растений, таких как пуансеттия, бегония и др., 
ДРОП-воздей ст вия небольшой продолжи-
тельности (2–3 ч) эффективно тормозят рост 
растений в высоту, тогда как длиннодневным 
растениям (колокольчик, петуния, мелисса 
(Melissa officinalis L.) и др.) для уменьшения вы-
соты нужны более длительные (6–9 ч) низко-
температурные воздействия [Mortensen, Moe, 
1992; Moe et al., 1995]. Хотя и в этом случае 
есть исключения. Например, короткодневное 
растение каланхоэ имело наименьшую высоту 
в варианте опыта с одинаковой дневной и ноч-
ной температурой, а при действии градиентных 
температур (17/20 °С) или ДРОП-воздей ст-
вий (с 20 до 14 °С на 2 ч) высота растений была 
больше [Mortensen, Moe, 1992]. Кроме того, 
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эксперименты, проведенные на 19 различных 
видах и сортах растений (Begonia × hiemalis, 
Begonia × tuberhybrida pendula, Calceolaria × 
herbeohybrida, Fuchsia × hybrida, Impatiens wal-
leriana, Kalanchoe blossfeldiana, Pelargonium × 
hortorum, Petunia × hybrida (3 сорта), Rosa sp. 
(4 сорта), Salvia splendens, Senecio cruentus, 
Sinningia speciosa, Tagetes patula nana, Verbena 
elegans), показали, что эффективность ДРОП-
воздей ст вий может в значительной мере зави-
сеть от фотопериода. Так, в условиях длинного 
фотопериода (16 ч) 1,5- и 3-часовые ДРОП-
воздей ст вия (12 °С) слабо влияли на высоту 
изучаемых растений [Mortensen, Moe, 1992].

В отношении возможного влияния продол-
жительности ДРОП-воздей ст вий на накопле-
ние сухой биомассы растений имеющиеся 
данные весьма противоречивы и варьируют 
в зависимости от вида, сорта, а также сопут-
ствующих условий, в частности фотопериода. 
В условиях длинного фотопериода у Pelargo-
nium × hortorum L. H. Bailey сухая масса снижа-
лась под влиянием 1,5-часового ДРОП, но уве-
личивалась при 3-часовых ДРОП-воздей ст виях 
у растений одного сорта, размноженных путем 
черенкования, а у растений другого сорта, вы-
ращенных из семян, и 1,5-, и 3-часовые ДРОП-
воздей ст вия снижали биомассу. У розы 1,5-ча-
совой ДРОП увеличивал накопление биомас-
сы, в то время как 3-часовой ДРОП снижал ее 
[Mortensen, Moe, 1992]. У колокольчика 3-ча-
совой ДРОП не изменял биомассу растения 
(рассчитанную на 1 см высоты растения), а уве-
личение продолжительности холодового воз-
действия до 6–12 ч приводило к ее увеличению 
по сравнению с контролем [Ihlebekk et al., 1995; 
Moe et al., 1995]. У дыни и арбуза увеличение 
продолжительности ДРОП-воздей ст вий (2 °С) 
с 3 до 6 и 9 ч приводило к бóльшему уменьше-
нию сухого веса и площади листьев, задержке 
цветения и снижению урожая [Korkmaz, Dufault, 
2001a, b, 2004]. У растений огурца 2–3-ч сни-
жение температуры до 12 °С приводило к не-
большому уменьшению биомассы растений, 
тогда как при снижении температуры на 4–6 ч 
биомасса растений была сопоставима с кон-
тролем, а при снижении температуры на 12 ч 
биомасса значительно уменьшалась [Sysoeva 
et al., 1997; Марковская и др., 2013].

Что касается влияния ДРОП-воздей ст вий 
на сроки цветения, то такого рода данные так-
же противоречивы. У пуансеттии при снижении 
температуры с 24 до 16 °С на 2 или 4 ч измене-
ний сроков цветения не происходило, а 8-часо-
вые снижения задерживали появление бутонов 
на 4 дня. При этом если температуру снижали 
более чем на 4 ч до 8 °С, наблюдалась сильная 

задержка цветения и хлороз листьев [Ueber, 
Hendriks, 1992]. У растений колокольчика 3-ча-
совые ДРОП-воздей ст вия несколько (на 3 сут) 
сокращали время до начала цветения, а более 
длительные понижения температуры (6, 9, 12 ч) 
приводили к задержке цветения на 3–6 сут, при 
том, что в этих экспериментах во всех вариан-
тах опыта сохранялась одинаковая среднесу-
точная температура [Ihlebekk et al., 1995; Moe 
et al., 1995]. У некоторых видов (Begonia × tuber-
hybrida pendula, Impatiens walleriana, Kalanchoe 
blossfeldiana, Pelargonium × hortorum, Petunia × 
hybrida), напротив, 1,5-часовые ДРОП-воздей-
ст вия (12 °С) сокращали время до цветения 
на 3–9 дней по сравнению с контролем, а 3-ча-
совые ДРОП-воздей ст вия не оказывали подоб-
ного эффекта [Mortensen, Moe, 1992]. У томата 
снижение температуры на 6 и 9 °С вызывало 
задержку цветения, но только тогда, когда про-
должительность ДРОП-воздей ст вий достигала 
4–5 ч. Если же ДРОП-воздей ст вия были короче 
или температура выше, то уменьшение высоты 
растений не сопровождалось задержкой цвете-
ния [Grimstad, 1993]. На растениях хризантемы 
(Chrysanthemum carinatum Schoubs), бархатцев 
(Tagetes erecta L.) и петунии (Petunia × hybridа) 
было показано, что для ускорения цветения 
у короткодневного (хризантема) и нейтраль-
нодневного (бархатцы) видов было достаточ-
но 2-часовых ДРОП-воздей ст вий, а для длин-
нодневного (петуния) цветение ускорялось 
6-часовыми ДРОП-воздей ст виями [Марков-
ская и др., 2013].

Опыты с ДРОП-воздей ст виями разной про-
должительности (2, 4 и 12 ч) с сохранением сум-
мы температур (2 ч 6-кратно, 4 ч 3-кратно и 12 ч 
однократно) показали, что результат влияния 
снижения температуры на биометрические по-
казатели и холодоустойчивость листьев огурца 
больше зависит от количества низкотемпера-
турных воздействий, чем от их продолжитель-
ности (по крайней мере в диапазоне от 2 до 
12 ч) [Шибаева и др., 2018]. Так, высота и су-
хой вес растений, длина черешков и площадь 
листьев снижались, а холодоустойчивость 
повышалась больше в результате 6-кратного 
2-часового понижения температуры по срав-
нению с 3-кратным 4-часовым или однократ-
ным 12-часовым. Различия в реакции растений 
на низкотемпературные воздействия разной 
продолжительности, как показывает этот опыт, 
не определяются обычной зависимостью «до-
за-эффект», так как «общая (суммарная) доза» 
низкой температуры во всех вариантах опыта 
была одинаковой. Бóльшую роль играет харак-
тер температурного воздействия (длительное 
или кратковременное, постоянное однократное 
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или периодически повторяющееся). По всей 
видимости, это объясняется существованием 
суточной ритмики чувствительности растений 
к холоду, выявленной в ряде работ на теплолю-
бивых видах, в том числе на огурце [King et al., 
1982; Alscher et al., 1988; Rietze, Wiebe, 1989; 
Grimstad, 1993]. Установлено, что в суточном 
цикле периоды максимальной скорости роста 
и наибольшей чувствительности к холоду весь-
ма непродолжительны и не совпадают по вре-
мени. Поэтому за счет однократного снижения 
температуры на 12 ч ночью нельзя достичь того 
же эффекта, как при 6-кратном ее снижении 
на 2 ч.

В литературе нет единого мнения относи-
тельно механизмов, определяющих различные 
результаты влияния ДРОП-воздей ст вий разной 
продолжительности на те или иные биометри-
ческие или физиологические показатели рас-
тений. Часть эффектов можно объяснить сни-
жением среднесуточной температуры и суммы 
температур при применении ДРОП-воздей ст-
вий. Поскольку удлинение стебля и время до 
начала цветения у многих культур находятся 
в прямой зависимости от среднесуточной тем-
пературы [Myster, Moe, 1995], то, вероятно, это 
может объяснить задержку цветения у эуфор-
бии при длительных (8 ч) снижениях темпе-
ратуры до 16 °С и еще большую задержку при 
непродолжительных (4 ч), но интенсивных (до 
8 °С) снижениях температуры [Ueber, Hendriks, 
1992]. Однако из полученных нами данных 
и анализа результатов опытов с сохранением 
одинаковой среднесуточной температуры сле-
дует, что объяснить влияние ДРОП-воздей ст-
вий на линейный рост, накопление биомассы 
и время до начала цветения только снижени-
ем среднесуточной температуры невозможно. 
Например, у растений колокольчика задержка 
цветения происходила при снижении темпера-
туры на 3, 6, 9 и 12 ч при одинаковой средне-
суточной температуре во всех вариантах опыта 
[Ihlebekk et al., 1995; Moe et al., 1995]. Кроме 
того, у некоторых культур, например томата, 
скорость развития цветков увеличивается в оп-
ределенном диапазоне с понижением средне-
суточной температуры [Ohyama et al., 2005]. 
В наших опытах на огурце мы наблюдали тор-
можение линейного роста и накопления био-
массы растений при понижениях температуры 
на 2, 4 и 6 ч при одинаковой среднесуточной 
температуре [Sysoeva et al., 1997].

Когда с увеличением продолжительности 
низкотемпературных воздействий возраста-
ет их эффект, то это вполне ожидаемо и объ-
яснимо. В частности, предполагается, что это 
связано с особенностями температурной за-

висимости метаболизма гиббереллинов [Moe, 
Grindal, 2000; Patil et al., 2003] и/или с нару-
шениями водного режима растений [Ueber, 
Hendriks, 1997], так как одной из причин тор-
можения роста в длину при ДРОП-воздей ст-
виях является их влияние на водный режим 
растений (падение тургора вследствие сниже-
ния скорости поглощения воды и уменьшения, 
но не полного прекращения транспирации, 
сохраняющееся не только во время действия 
низкой температуры, но и в последующий теп-
лый период). Гораздо сложнее объяснить те 
случаи, когда более кратковременные ДРОП-
воздей ст вия оказываются более эффективны-
ми, например, в отношении торможения роста, 
чем более длительные. Одним из возможных 
объяснений такого явления может быть ситуа-
ция, когда в тканях растений создается резерв 
поделившихся, но не растянувшихся клеток 
[Harrison et al., 1998]. Дело в том, что клетки 
на разных фазах роста отличаются по чувстви-
тельности к холоду. Процесс растяжения кле-
ток более чувствителен к низкой температуре, 
чем деление клеток [Miedema, 1982; Лукаткин 
и др., 2010]. Поэтому при снижении температу-
ры скорость растяжения клеток снижается быс-
трее, чем скорость их деления. Таким образом, 
при повышении температуры до значений, поз-
воляющих возобновиться растяжению клеток, 
может происходить «вспышка роста» за счет 
накопившихся нерастянувшихся клеток. Воз-
можно, это и происходит при ДРОП-воздей-
ст виях в определенных условиях, что приво-
дит к неожиданному отсутствию негативного 
влияния понижений температуры на конечные 
размеры растений и даже к некоторым фактам 
«парадоксального» увеличения высоты расте-
ний после низкотемпературных воздействий.

Продолжительность ДРОП-воздей ст вия в су-
точном цикле определяет еще и время, кото-
рое остается на восстановление и репарацию. 
Чем больше период действия низкой темпе-
ратуры, тем, соответственно, меньше времени 
растение находится в теплых условиях, когда 
возможен возврат к оптимальному (обычному) 
метаболизму. Скорость ингибирования и вос-
становления у разных процессов неодинаковая 
и сильно варьирует между видами. Так, напри-
мер, показано, что после инактивации комп-
лексов ФС II у хлопчатника при действии темпе-
ратуры 15 °С на свету полное восстановление 
значений Fv/Fm может занимать при температу-
ре 28 °С 2 сут [Perera et al., 1995]. В то же время 
имеются работы, где описано отсутствие изме-
нений в значениях Fv/Fm и скорости фотосинте-
за у огурца в первые 2 ч действия температуры 
4 °С на свету и в первые 12 ч ее действия в тем-
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ноте. Правда, в дальнейшем происходит рез-
кий спад – скорость фотосинтеза падает на 50 
и 90 % соответственно через 4 и 6 ч на свету 
и до тех же значений через 24 и 48 ч в темно-
те [Sonoike, 2006]. На примере Dendranthema 
grandiflorum показано, что восстановление 
скорости роста после снижения температуры 
с 18,3 до 8,3 °С на 2 ч происходит примерно за 
1 ч после завершения низкотемпературного 
воздействия [Tutty et al., 1994]. В целом извест-
но, что чем более сильные нарушения/повреж-
дения наблюдаются в результате холодового 
стресса, тем медленнее происходит возоб-
новление роста в последующий теплый период 
[Stoddart et al., 1986]. Как уже отмечалось, во 
время теплого периода в суточном цикле рас-
тения могут восстанавливать возникшие под 
влиянием кратковременного охлаждения на-
рушения и/или повреждения, метаболизиро-
вать и/или нейтрализовать накопившиеся под 
действием холода токсические вещества. Кро-
ме того, в этом случае растения располагают 
достаточным временем для пополнения энер-
гетических и пластических запасов, необходи-
мых для формирования повышенной устойчи-
вости. Например, показано, что если молодые 
растения кукурузы (Zea mays L.), растущие при 
температуре 5 °С, помещать хотя бы на 1 ч 
(а лучше на 4 ч) в сутки в условия субоптималь-
ной температуры 14 °С, то это значительно 
снижает степень индуцированных холодом на-
рушений водного режима, уменьшение фото-
химической эффективности ФС II, ингибиро-
вание фотосинтеза и относительную скорость 
роста, а также сокращает выход электролитов 
[Koscielniak, Biesaga-Koscielniak, 2000]. Отсю-
да следует вывод, что в весенний период даже 
непродолжительные периоды тепла на фоне 
низких температур в суточном цикле позво-
ляют растениям, в частности кукурузе, избе-
жать неблагоприятных последствий холода, 
и это в результате благоприятно сказывается  
на урожае.

В естественных условиях многие тепло-
любивые культуры, выращиваемые в районах 
с умеренным климатом на огромных площадях 
в открытом грунте (кукуруза, рис (Oryza sativa 
L.), хлопчатник, дыня, арбуз и др.), довольно 
часто в начале сезона, а иногда и в его конце, 
оказываются в ситуации ежесуточно повторяю-
щихся непродолжительных понижений темпе-
ратуры. Изучение влияния ДРОП-воздей ст вий 
различной продолжительности необходимо, 
так как служит важным ориентиром для опреде-
ления оптимального времени посадки многих 
культур. Например, многолетние наблюдения 
(с 2003 по 2015 гг.) при выращивании хлопчат-

ника в центральной части США (в штате Техас) 
показали, что на орошаемых полях на плато 
Высокие равнины (High Plains) (33°35ʹ с. ш. 
101°53ʹ з. д.) при посадке в апреле растения 
испытывают холодовой стресс (температура 
ниже 12 °С) в среднем в течение 2,7–9,2 ч/сут 
в первый месяц (всего 81–276 ч), при посадке 
в мае – 0,8–3,6 ч/сут (всего 24–113 ч), а при 
посадке в июле – 0,2–0,5 ч/сут (всего 0–17 ч) 
[Holaday et al., 2016]. При этом растения, поса-
женные в апреле, в конце вегетационного се-
зона подвергаются действию температур ниже 
12 °С в среднем в течение 0–0,2 ч/сут (всего 
0,5–5,6 ч), в мае – 0–1,1 ч/сут (всего 0–35 ч), 
в июне – 3,5–9,6 ч/сут (всего 107–290 ч). По-
этому очевидно, что сроки посадки растений 
зависят от того, какой длительности пониже-
ния температуры растения могут переносить 
в начале и в конце вегетационного сезона без 
ущерба для урожая. Этому вопросу посвящены 
многочисленные исследования на разных куль-
турах [Bradow, 1991; Payton et al., 2001; Kork-
maz, Dufault, 2001a, b, 2004; Bange, Milroy, 2004; 
Sofalian et al., 2013], хотя применение резуль-
татов, полученных в контролируемых услови-
ях, по мнению агрономов [Holaday et al., 2016], 
имеет большие ограничения для прогнозиро-
вания реакции растений на холод в полевых 
условиях.

Заключение

Как показывают результаты исследований, 
влияние ежесуточных непродолжительных по-
нижений температуры на морфологические 
и физиолого-биохимические показатели теп-
лолюбивых и холодостойких растений в значи-
тельной степени зависит от нижних значений, 
до которых при этом опускается температура. 
Морфогенетический эффект ДРОП-воздей-
ст вий, фиксируемый по линейным ростовым 
показателям (высота растений, длина меж-
доузлий и черешков листьев, размеры листь-
ев), усиливается с понижением температуры, 
в то время как реакция растений, оцениваемая 
по другим физиолого-биохимическим парамет-
рам (накопление биомассы, содержание хло-
рофилла, фотосинтетическая активность, ОСВ, 
ОВЭ, интенсивность ПОЛ, холодоустойчивость) 
в большей степени зависит от того, опускает-
ся ли температура ниже критического уровня 
и развивается ли под ее влиянием стресс-ре-
акция. Более выраженные эффекты ДРОП-
воздей ст вий (торможение роста и накопления 
биомассы, повышение холодоустойчивости, 
снижение скорости фотосинтеза и усиление 
дыхания растений) наблюдаются при исполь-
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зовании низких закаливающих температур, 
близких к повреждающим или даже относящих-
ся к повреждающим (в случае их непрерывно-
го и достаточно продолжительного действия 
на растения). При этом важно иметь в виду, 
что при ДРОП-воздей ст виях ответная реакция 
растения в большей степени зависит от аб-
солютного значения, до которого понижается 
температура, и продолжительности холодового 
воздействия, чем от градиента температур, так 
как именно этим определяется, запускается ли 
в данном случае комплекс изменений, харак-
терных для стресс-реакции.

Границы температурных зон (зоны холодо-
вого закаливания и зоны холодового повреж-
дения), установленные ранее в опытах с пос-
тоянным продолжительным (несколько суток) 
действием низких температур [Дроздов и др., 
1984; Drozdov et al., 1984a, b; Акимова и др., 
1985; Титов и др., 1987, 2003], не являются аб-
солютными, а зависят, как подчеркивают ав-
торы этих работ, от многих факторов (фазы 
развития растений, их физиологического со-
стояния, параметров внешней среды). Под 
влиянием ДРОП-воздей ст вий эти границы мо-
гут существенно смещаться в область более 
низких температур, что необходимо учитывать 
при выборе значений температуры в экспери-
ментах, направленных на решение тех или иных 
задач. Важно и то, что при ДРОП-воздей ст виях 
диапазон, в пределах которого растения спо-
собны поддерживать соотношение R/A на оп-
ределенном уровне (что отражает сбаланси-
рованность у растения основных физиологи-
ческих процессов и способность накапливать 
в достаточных количествах фотоассимиляты), 
оказывается значительно шире, чем в случае 
постоянного длительного действия на них низ-
ких температур.

При одинаковой «суммарной дозе» ДРОП-
воздей ст вий более короткие, но интенсивные 
ежесуточные воздействия (например, 8 °С в те-
чение 2 ч) оказывают более сильный эффект 
на морфологические и физиолого-биохими-
ческие показатели, чем более продолжитель-
ные умеренные (например, 16 °С в течение 8 ч). 
Это связано с тем, что падение температуры 
до значений ниже критического уровня вы-
зывает дополнительные эффекты, связанные 
с продолжительным последействием на расте-
ния охлаждения, которые не могут быть быст-
ро компенсированы в теплых условиях. Кроме 
того, в большинстве случаев различия в ре-
акции растений на низкотемпературные воз-
действия разной продолжительности не оп-
ределяются обычной зависимостью «доза-
эффект», так как помимо продолжительности 

в этом случае большую роль играет сам харак-
тер температурного воздействия (длительное 
или кратковременное, постоянное однократное 
или периодически повторяющееся).

Продолжительность ДРОП-воздей ст вий 
приобретает особенно важную роль при сни-
жении температуры до значений, выходящих 
за пределы оптимума для конкретного процес-
са/показателя. При этом зоны температурного 
оптимума для разных процессов/показателей 
(например, рост растений в высоту и время до 
начала цветения) могут существенно разли-
чаться, что определяет эффективность влияния 
ДРОП-воздей ст вий с определенными пара-
метрами на те или иные процессы/показатели. 
Наконец, следует иметь в виду, что эффектив-
ность применения ДРОП-воздей ст вий с за-
данными параметрами в практических целях 
(в растениеводстве и цветоводстве) во многом 
зависит и от видовой принадлежности рас-
тений (т. е. их биологических особенностей), 
и это предполагает проведение специальных 
исследований, направленных на выявление 
оптимальных параметров ДРОП-воздей ст вий 
применительно к каждому конкретному объек-
ту.

Добавим, что помимо двух указанных выше 
параметров ДРОП-воздей ст вий – интенсив-
ность и продолжительность, которым посвя-
щена данная статья, эффективность их приме-
нения может также изменяться в зависимости 
от скорости снижения температуры [Шибаева 
и др., 2016] и времени суток, когда они приме-
няются [Grindal, Moe, 1995; Grimstad, 1995; Sy-
soeva et al., 1997, 1999].

В целом совокупность собственных и лите-
ратурных данных позволяет считать, что реак-
ция растений на кратковременные ежесуточ-
ные понижения температуры – ДРОП-воздей-
ст вия – обладает своей очевидной спецификой, 
которая прежде всего обусловлена тем, что при 
данном типе низкотемпературных воздействий 
периоды, когда охлаждение запускает в клет-
ках и тканях растений программу адаптацион-
ных изменений, сопряженную с торможением 
роста и развития, чередуются в суточном цикле 
с более продолжительными периодами дей-
ствия оптимальной температуры, при которой 
происходит переключение программ и возоб-
новляется рост и реализация онтогенетической 
программы [Шибаева и др., 2018]. Поэтому при 
правильном подборе температуры для ДРОП-
воздей ст вий, их продолжительности в суточ-
ном цикле и количестве повторов (кратности) 
появляется возможность с помощью данного 
приема управлять ростом тепличных растений 
и улучшать их качество.
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КонФормационные ЭФФеКТы ВЗаимодейсТВиЯ 
сыВороТочного альБумина с наночасТицами 
углерода ШунгиТа: данные ЭПр сПин-Зонда

с. П. рожков, а. с. горюнов
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Методом электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) спин-зонда (СЗ) иссле-
дованы конформационные эффекты взаимодействия молекул сывороточного аль-
бумина (СА) быка и человека с наночастицами углерода шунгита (ШУ) в водной 
дисперсии в диапазоне температур 17–72 °С. Получены температурные и кинети-
ческие зависимости параметров спектра ЭПР для растворов и дисперсий СА и ШУ, 
а также их смесей. Показано, что взаимодействие молекул СА с наночастицами ШУ 
оказывает существенное влияние на термоиндуцированные конформационные 
изменения белка, которые определяют способность SH группы Цис-34 СА пере-
водить в диамагнитное состояние NO-группу доксилстеариновой жирной кислоты 
(ЖК), использованной в качестве СЗ. В присутствии ШУ температурные переходы, 
отражающие конформационные изменения СА в области локализации СЗ, ста-
новятся менее выраженными и сдвигаются в сторону более высоких температур. 
Это может быть связано с изменением окислительно-восстановительного балан-
са совокупности молекул СА в растворе или дисперсии, поскольку ШУ выступает 
как окислитель по отношению к СА. Поэтому ШУ также может рассматриваться 
как агент, способный влиять на степень окисления Цис-34 СА такими свободными 
радикалами, как СЗ. Наночастицы ШУ и СЗ конкурируют между собой в процессе 
окисления Цис-34. Кроме того, при рассматриваемых конформационных перехо-
дах облегчается перенос СЗ с СА на наночастицы, что препятствует восстанов-
лению NO-группы СЗ SH-группами белка. Это дает основание рассматривать на-
ночастицы ШУ как фактор регуляции окислительно-восстановительного баланса 
в системах с участием СА, включая физиологические среды.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: водная нанодисперсия углерода; глобулярный белок; спин-
меченая жирная кислота; предденатурационный диапазон температур.

S. P. Rozhkov, A. S. Goryunov. CONFORMATIONAL EFFECTS OF 
SERUM ALBUMINE INTERACTION WITH NANOPARTICLES OF CARBON 
SHUNGITE: EPR SPIN PROBING DATA

Conformational effects of interaction between bovine and human serum albumin (SA) 
molecules and nanoparticles of shungite carbon (ShC) in aqueous dispersion were stud-
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Введение

Исследование эффектов и механизмов 
взаимодействия наночастиц с биомакромоле-
кулами необходимо для разрешения как эко-
логических вопросов, связанных с токсическим 
влиянием на живые организмы, так и биомеди-
цинских задач регуляции связывания и транс-
порта лигандов белками, а также окислительно-
восстановительного баланса в системах с учас-
тием белков. В последнее время все большее 
внимание уделяется графенам и оксидам гра-
фена как наиболее перспективным наномате-
риалам для биомедицинских целей благодаря 
их уникальным свойствам – двумерной структу-
ре, большой поверхности, химической и меха-
нической стабильности, специфическим элек-
тронным свойствам и биосовместимости [Liu 
et al., 2013]. Это обеспечивает им потенциаль-
ную возможность осуществлять транспортную 
функцию по доставке белков, лекарственных 
препаратов, а также выступать в качестве био-
сенсоров, искусственных ферментов-перок-
сидаз [Ni et al., 2013; Sun et al., 2015]. Наряду 
с тем интересом, который графеновые струк-
туры вызывают с точки зрения их физической, 
химической, кристаллической и фазовой при-
роды, большое внимание в настоящее время 
сосредоточено на изучении биологических вза-
имодействий этих двумерных наноматериалов 
для новых разработок в области биомедицины 
и обеспечения охраны здоровья и безопаснос-
ти человека в разных областях их применения 
[Wang et al., 2016].

Сывороточный альбумин (СА) является од-
ним из наиболее распространенных модельных 
объектов при изучении молекулярных биологи-

ческих взаимодействий углеродных наночас-
тиц, что определяется его доступностью и важ-
нейшей физиологической ролью в функциони-
ровании различных тканей и сред организма 
животных и человека [Peters, 1996]. Наряду 
с поддержанием коллоидно-осмотического го-
меостаза тканей, связыванием и транспортом 
физиологически значимых молекул и ионов 
СА имеет важную антиоксидантную функцию, 
обусловленную способностью тиоловой группы 
аминокислоты цистеина (Цис) взаимодейство-
вать со свободными радикалами и активными 
формами кислорода [Turell, 2013]. Сывороточ-
ные альбумины человека (САЧ) и быка (САБ) со-
держат по 35 цистеинов, которые формируют 
17 дисульфидных мостиков, оставляя свобод-
ным Цис-34. Он локализован в гидрофобной 
полости глубиной около 1 нм домена I [Stew-
art et al., 2005]. Связывание одной и двух жир-
ных кислот (ЖК) существенно сказывается как 
на раскрытии полости Цис-34, так и на глобаль-
ном разворачивании структуры альбумина, что 
повышает подвижность атомных групп, форми-
рующих полость Цис-34.

Структурно-динамическое состояние моле-
кул альбумина характеризуется рядом обра-
тимых конформационных переходов в области 
нефизиологических значений рН. Повышение 
температуры до 55 °С также вызывает посте-
пенное и обратимое изменение конформации 
белка на уровне вторичной структуры. Наибо-
лее значимые изменения, обусловленные плав-
лением одного из доменов белка, проявляются 
около 42–43 °С [Rezaei-Tavirani et al., 2006; Iosin 
et al., 2011]. Для области 58–65 °С характер-
но резкое начало денатурационных процессов 
[Borzova et al., 2016]. Связывание ЖК в физио-

ied in the temperature range 17–72 °С K using electron paramagnetic resonance (EPR) 
spectroscopy of spin probes (SP). The temperature and kinetic dependences of EPR 
spectrum parameters for SA and ShC solutions and dispersions, as well as for their mix-
tures were obtained. The interaction of SA molecules with ShC nanoparticles has been 
shown to significantly affect the thermally induced protein conformational changes, which 
determine the ability of the Cys-34 SH group in SA to convert the NO group of the doxyl 
stearic fatty acid (FA) used as the probe to diamagnetic state. The temperature transi-
tions reflecting the SA conformational changes in the region of SP localization become 
less pronounced and shift toward higher temperatures in the presence of ShC. This may 
be due to a change in the redox balance of the SA molecules pool in the solution or disper-
sion, since ShC acts as an oxidant to SA. Therefore, ShC can also be considered an agent 
capable of affecting the degree of oxidation of Cys-34 of SA by free radicals, such as 
SP. ShC nanoparticles and SP compete with each other during the oxidation of Cys-34. 
Furthermore, the transfer of SP from SA to nanoparticles is facilitated due to the con-
formational transitions, whereby the reduction of the probe NO group by the protein SH 
groups is impeded. ShC nanoparticles can therefore be regarded as a factor regulating 
the redox balance in systems involving SA, including physiological media.

K e y w o r d s: aqueous carbon nanodispersion; globular protein; spin-labeled fatty acid; 
pre-denaturation temperature range.
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логических условиях также вызывает локальные 
и глобальные изменения, проявляющиеся как 
на уровне относительного взаимного смеще-
ния трех доменов структуры СА, так и в измене-
ниях меньшего масштаба в области SH-группы 
аминокислотного остатка Цис-34 [Turell et al., 
2013]. Считается, что тиоловая группа Цис-34 
способна находиться в двух микросостояни-
ях: восстановленная форма – преимущест-
венно в закрытой полости и окисленная – при 
раскрытии полости. Близлежащие аминокис-
лотные остатки Гис-39 и Тир-84 также влияют 
на реактивность тиоловой группы [Turell et al., 
2013]. Взаимодействие с ЖК, не находящими-
ся в непосредственном контакте с Цис-34, так-
же индуцирует конформационные изменения 
в его окружении, способствующие образова-
нию дисульфида [Gryzunov et al., 2003]. Окис-
ление альбумина и по другим аминокислотным 
остаткам влияет в некоторой степени на тер-
мостабильность белка, устойчивость к агрега-
ции и морфологию агрегатов [Sancataldo et al., 
2014].

По данным последних лет, различные нано-
частицы также оказывают заметное влияние 
как на оксидантные свойства альбумина, так 
и на его конформацию. Показано, что альбу-
мин адсорбируется на наночастицах практи-
чески любой природы, часто формируя бел-
ковую корону [Tsai et al., 2011; Chen, Wu, 2012; 
Roy, Das, 2014; Rajeshvari et al., 2014; Esfandfar 
et al., 2016]. При этом конформация белка мо-
жет изменяться, что определяется свойствами 
поверхности наночастиц и окружающего рас-
творителя [Chakraborty et al., 2011; Huang et al., 
2014]. Наночастицы могут как провоцировать, 
так и ингибировать агрегацию белка [Zaman 
et al., 2014]. Конформационные переходы мо-
гут значительно смещаться по температурной 
шкале [Iosin et al., 2011]. Подобные эффекты 
могут способствовать патологическим про-
цессам, связанным с конформационными за-
болеваниями [Zaman et al., 2014]. Они имеют 
самостоятельное значение для решения задач 
биомедицины и протеомики [Couto et al., 2017] 
либо используются для регуляции образования 
агрегатов при тепловой обработке белка в кли-
нических целях или для создания биосовмес-
тимых покрытий. При этом потенциал приме-
нения наночастиц особенно возрастает, если 
целенаправленно модифицировать их поверх-
ность биополимерами [Liu et al., 2010; Kavitha 
et al., 2014; Treuel et al., 2014].

В наших работах недавно было показано 
[Горюнов и др., 2016; Рожков, Горюнов, 2017], 
что наночастицы углерода, получаемые из при-
родного сырья – шунгитов с использованием 

методов зеленой химии [Rozhkova et al., 2016], 
также адсорбируют молекулы альбумина с об-
разованием белковой короны и конкурируют 
с молекулами белка в их способности связы-
вать и транспортировать жирные кислоты. Ос-
новным структурным элементом шунгитового 
углерода (ШУ) являются непланарные моле-
кулы, которые, как показывают данные цело-
го ряда экспериментальных методов [Шека, 
Рожкова, 2016], близки по свойствам к восста-
новленному оксиду графена (ВОГ) [Stankovich 
et al., 2007; Kim et al., 2011]. Наночастицы ШУ 
также образуют устойчивые водные диспер-
сии с концентрацией углерода до 0,1 мг/мл без 
дополнительной стабилизации ПАВ даже в фи-
зиологических средах и в условиях кипения 
воды [Rozhkova et al., 2016].

Гидрофобный спиновый зонд на основе 
стеариновой ЖК, образующий устойчивый ко-
ньюгат с сывороточным альбумином, успеш-
но используется для регистрации локальных 
и глобальных конформационных изменений 
белка в различных условиях [Pavićević et al., 
2014, 2017]. Так, при использовании спин-зон-
да в молярном отношении 1:1 были зафикси-
рованы локальные термоиндуцированные кон-
формационные изменения в диапазонах 15–23 
и 38–45 °С в зависимости от деривата ЖК [Mor-
risett et al., 1974]. Также было обнаружено, что 
глобальное разворачивание структуры альбу-
мина, вызванное связыванием ЖК, увеличива-
ет гибкость микроокружения Цис-34 [Pavićević 
et al., 2017], что сопряжено с его способностью 
к окислению [Wetzel et al., 1980]. Связанные ЖК 
осуществляют перманентную миграцию между 
центрами связывания и доменами белка [Gura-
chevsky et al., 2007; Muravsky et al., 2009; Junk 
et al., 2011].

Таким образом, исследование структурно-
динамического состояния СА методом спин-
зонда на основе ЖК призвано ответить на воп-
рос о наличии конформационных эффектов 
взаимодействия СА с углеродными наночас-
тицами из природного шунгитового горноруд-
ного сырья, а также о возможных механизмах 
такого взаимодействия, значимых с биоме-
дицинской и природоохранной точек зрения. 
С термоиндуцируемыми конформационными 
изменениями в СА, затрагивающими микро-
окружение свободной SH-группы цистеина, 
непосредственным образом связаны окисли-
тельно-восстановительные свойства альбу-
мина. При этом связывание с ЖК оказывает 
существенное влияние как на конформацию 
белка, так и на окисление сульфгидрильных 
групп [Takabayashi et al., 1983], при котором 
нитроксильный радикал спин-зонда восста-
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навливается (с потерей парамагнетизма) под 
влиянием взаимодействия с SH-группой бел-
ка [Wetzel et al., 1980], зависящим от кон-
формационного состояния микроокружения 
SH-группы, ее доступности зонду и раствори-
телю. Поэтому изучение термоиндуцирован-
ных конформационных изменений в системе 
«жирнокислотный спин-зонд – СА – наночас-
тицы ШУ» позволяет ответить на поставленный  
вопрос.

материалы и методы

Изучение конформационных переходов 
в молекуле СА и влияния на них взаимодей-
ствия СА с наночастицами углерода шунгита 
в водной дисперсии проводилось с примене-
нием гидрофобного спинового зонда на основе 
доксил-стеариновой ЖК (ДСК), который сорби-
ровался молекулами CА. Использовались зонд 
5-DOXIL-stearic acid (5DSA) (Sigma) и сыворо-
точные альбумины быка (САБ, PAA Laboratories 
GmbH) и человека (САЧ, 5-я фракция, Sigma), 
а также дисперсии ШУ с концентрацией угле-
рода 0,1 мг/мл, приготовленные согласно раз-
работанной методике [Рожкова, 2011]. Радиус 
наночастиц ШУ в водной дисперсии, опреде-
ленный по максимуму кривой распределения 
интенсивности динамического рассеяния све-
та по размерам, составлял 51 нм, дзета-потен-
циал наночастиц – около –30 мВ. Измерения 
проводились с помощью анализатора Nanosiz-
er NanoZS, Malvern.

Спектры ЭПР спин-зонда регистрирова-
лись на радиоспектрометре ЭПР Bruker EMX 
6/1 с термостатируемой ячейкой резонатора 
(± 0,2 °С) при амплитуде модуляции 1Гс и СВЧ 
мощности 12,6 мВт, при которых не наблюда-
лось насыщения сигнала. Изменение темпера-
туры осуществлялось со скоростью 0,2 градуса 
в минуту.

Спин-зонд, изначально растворенный в хло-
роформе, осаждался, образуя в ходе испаре-
ния растворителя пленку, на которую затем 
наносились растворы альбумина и дисперсии 
наночастиц ШУ. При этом часть зонда из плен-
ки связывалась с молекулами белка или нано-
частицами. Различные молярные соотношения 
зонд/белок были получены путем варьирования 
времени инкубации. При молярном отноше-
нии зонд/белок 1 : 1, рН водного раствора 7,4 
и концентрации белка 33 мг/мл альбумин пре-
терпевает конформационные изменения в диа-
пазонах температур 15–23 и 38–45 °С [Morrisett 
et al., 1974].

Относительная интегральная интенсив-
ность, полученная двойным интегрировани-

ем спектров, составляла 0,4 · 109 отн. ед. при 
соотношении зонд/белок 1 : 1. Спектр ЭПР 
спин-зонда, связанного молекулами САБ, ха-
рактеризовался наличием сильно уширенных 
A-компонент, которые обусловлены иммоби-
лизацией зонда, находящегося в гидрофобных 
полостях белка. На фоне А-компонент наблю-
дались узкие B-компоненты от спин-зондов, 
осуществляющих диффузию в поверхностных 
областях белка на границе с водным раство-
рителем (рис. 1). Доля таких зондов обычно 
не превышает 3 % для белка, не подвергавше-
гося денатурации. При необратимой денату-
рации и агрегации белка в результате отжига 
при 72 °С и охлаждения до 18 °С вклад В-ком-
понент спектра ЭПР зонда 5DSA заметно уве-
личивается. Зонды на основе ДСК достаточно 
жестко связаны с белком за счет адсорбции 
в неполярной полости белка, в связи с чем та-
кой параметр спектра, как величина тензора 
сверхтонкой структуры (СТС) 2Аzz, может быть 

Рис. 1. Спектры ЭПР спин-зонда на основе докcил-
стеариновой кислоты, связанной с молекулами 
бычьего сывороточного альбумина (БСА). Нижний 
спектр – БСА (17 мг/мл) при 17 °С. Этот спектр ана-
логичен спектру в присутствии 0,01 мг/мл нано-
частиц наноуглерода шунгита (ШУ) в дисперсии. 
Средний спектр – БСА после прогрева при 72 °С в те-
чение 3 мин и охлажденный до 18 °С. Верхний 
спектр – БСА после прогрева при 72 °С в течение 
3 мин в присутствии наночастиц ШУ и охлажденный 
до 18 °С. Отношение зонд/белок равно 2
Fig. 1. EPR spectra of doxylstearic acid spin-probe 
associated with bovine serum albumin (BSA) mol-
ecules. Lower spectrum is for BSA, 17 mg/ml at 
17 °С. The spectrum is analogous to the spectrum 
in presence of 0.01 mg/ml shungite nanocarbon (ShC) 
in the dispersion. Middle spectrum is for BSA after heat-
ing to 72 °С for 3 minutes and cooling to 18 °С. Upper 
spectrum is for BSA after heating to 72 °С for 3 min-
utes in presence of ShC nanoparticles and cooling 
to 18 °С. Ratio spin-probe/protein equals 2
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даже использован для оценки времени корре-
ляции вращательной диффузии молекулы бел-
ка и оценки индекса гидрофобности окружения 
нитроксильной группы зонда [Кузнецов, 1976]. 
При этом ЖК способны обмениваться центра-
ми сорбции на белке [Gurachevsky et al., 2007], 
что также может вносить вклад в возникнове-
ние В-компоненты спектра.

При соотношении зонд/белок более 2 : 1 
(интегральная интенсивность > 0,9 · 109 отн. 
ед.) и концентрации белка более 50 мг/мл уз-
ких компонент в спектре не наблюдалось. Это 
обусловлено уширением, связанным с вкла-
дом обменных взаимодействий зондов [Gura-
chevsky et al., 2007; Junk et al., 2011]. При этом 
основные параметры спектра ЭПР (величина 
2Azz, определяемая как расстояние между край-
ними компонентами спектра в единицах напря-
женности поля, а также амплитуда и ширина 
центральной компоненты) монотонно изменя-
лись с температурой и практически не зависе-
ли от присутствия или отсутствия ШУ. Поэтому 
для регистрации эффектов взаимодействия 
белка с наночастицами и сопряженных конфор-
мационных изменений белка подбирали на-
именьшую величину отношения зонд/белок/на-
ночастица, обеспечивающую, с одной стороны, 
приемлемое отношение сигнал/шум в спектрах 
ЭПР, а с другой – минимальное влияние на кон-
формационное состояние молекул альбумина 
[Pavićević et al., 2017].

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

результаты и обсуждение

На рис. 2 представлена температурная за-
висимость изменения нормированных ампли-
туд А и В компонент спектра ЭПР спин-зонда, 
связанного с молекулами БСА, а также интег-
ральной интенсивности этого спектра. Темпе-
ратурное поведение амплитуд А и В компонент 
отражает в первую очередь обычный термоак-
тивационный процесс увеличения подвижности 
зонда. Вместе с тем поведение интенсивности 
А и В компонент не описывается законом Арре-
ниуса (экспонентой). Кроме того, при темпе-
ратурах выше 320 К (47 °С) зависимость амп-
литуды А-компоненты вместе с интегральной 
интенсивностью спектра заметно отклоняется 
от линейности в сторону уменьшения, тогда как 
зависимость В-компоненты – в сторону увели-
чения. Это обусловлено тем, что В-компонента 
вносит незначительный вклад в интегральную 

интенсивность и указывает на перераспреде-
ление А и В состояний в области 320 К (47 °С). 
Такое перераспределение вероятно связано 
с конформационным переходом в молекуле 
альбумина в данном температурном интер-
вале, обычно наблюдаемом после 42 °С [Iosin 
et al., 2011].

На рис. 3 показана температурная зависи-
мость изменения нормированных интеграль-
ных интенсивностей спектров ЭПР спин-зонда 
5DSA для трех разных систем: зонд на альбу-
мине в водном растворе, зонд на альбумине 
в присутствии наночастиц ШУ и зонд на нано-
частицах ШУ. Обычно интенсивность централь-
ной линии спектров ЭПР зондов (или меток) 

Рис. 2. Температурные зависимости параметров ЭПР 
спектра спин-зонда на основе докcилстеариновой 
кислоты, связанной с молекулами бычьего сыворо-
точного альбумина (БСА): амплитуда В-компоненты 
спектра (1); амплитуда А-компоненты (2); интеграль-
ная интенсивность спектра (3). Концентрация бел-
ка – 20 мг/мл в дистиллированной воде. Кривая (1) 
аппроксимирована сигмоидой, начальные участки 
кривых (2) и (3) аппроксимированы прямыми, чтобы 
показать отклонение зависимостей от линейности 
при температурах выше 320 К (47 °С). На этом и по-
следующих рисунках представлены значения спект-
ральных характеристик, нормированные на исходные 
значения при минимальной  температуре
Fig. 2. Temperature dependences of the EPR spectrum 
parameters of the doxylstearic acid spin probe associ-
ated with bovine serum albumin (BSA) molecules: ampli-
tude of spectrum B-component (1); amplitude of spec-
trum A-component (2); integral intensity of the spectrum 
(3). Protein concentration is 20 mg/ml in distilled water. 
Curve (1) is approximated by sigmoid line; the initial 
parts of curves (2) and (3) are approximated by straight 
lines to show the deviation of the dependences from lin-
earity at temperatures above 320 K (47 °С). This figure 
and the following ones show the values of the spectral 
characteristics normalized to the initial values at mini-
mum temperatures
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в водных растворах растет практически линей-
но с температурой вследствие уменьшения 
концентрации кислорода в растворе, который 
уширяет спектр ЭПР при пониженных тем-
пературах (до температур замерзания воды) 
и снижает его интенсивность. При этом шири-
на линии с уменьшением температуры растет. 
Однако интегральная интенсивность спектра, 
получаемая в результате двойного интегриро-
вания, как и интенсивность центральной линии, 
растет линейно с повышением температуры. 
Так, кривая 3 на рис. 3 характеризует линей-
ное увеличение интегральной интенсивнос-
ти спектра ЭПР спин-зонда 5DSA, связанного 
с наночастицами ШУ, во всем исследованном 
температурном диапазоне. Значительный раз-
брос данных при температурах 295–310 К обус-
ловлен высоким отношением сигнал/шум для 
дисперсии ШУ, сорбционная емкость которой 

при концентрации ШУ 0,1 мг/мл значительно 
ниже, чем дисперсии альбумина при концент-
рации 25 мг/мл. Кривые 1 и 2 на рис. 3, отража-
ющие поведение интегральной интенсивности 
спектра ЭПР спин-зонда, связанного с белком, 
отклоняются от линейности в сторону умень-
шения при температурах выше 315 К (42 °С) как 
при отсутствии, так и в присутствии ШУ. Откло-
нения обусловлены уменьшением числа спин-
зондов в парамагнитном состоянии вследствие 
восстановления доксильной NO-группы зонда 
и превращения в диамагнитный гидроксила-
мин. Это происходит в результате взаимодей-
ствия NO-группы зонда с SH-группой Цис-34 
альбумина [Wetzel et al., 1980]. Однако в при-
сутствии ШУ отклонение выражено в значи-
тельно меньшей степени, чем при его отсут-
ствии.

На рис. 4 представлены данные о влиянии 
наночастиц ШУ на температурные зависи-
мости интегральной интенсивности спектров 
ЭПР 5DSA, связанных с альбумином человека 
в солевом растворе при концентрациях бел-
ка, отличающихся в два раза, и различных рН. 
Здесь вновь имеет место отклонение зависи-
мостей от линейного термоактивационного 
роста интегральной интенсивности, связанно-
го с повышением подвижности зонда, в сто-
рону меньших значений. Оно начинается для 
концентрации СА 25 мг/мл (рис. 4, а) от тем-
ператур 313–315 К (40–42 °С) и особенно за-
метно при температурах выше 325 К (52 °С). 
При температуре около 42 °С и физиологи-
ческом рН в СА имеет место конформаци-
онный переход, сопряженный с частичным 
раскрытием полости, где находится Цис-34 
[Rezaei-Tavirani et al., 2006; Iosin et al., 2011]. 
Для концентрации 50 мг/мл (рис. 4, б), более 
близкой к физиологическим значениям, харак-
терным для сыворотки крови, отклонение про-
исходит на 7–10 градусов ниже – в диапазоне 
308–320 К (35–47 °С), куда входят и физиологи-
ческие температуры. Изломы на зависимостях 
для 50 мг/мл, определяемые путем линейной 
аппроксимации отдельных участков кривых, 
соответствуют термоиндуцированным кон-
формационным переходам СА. И в этом случае 
отклонение, вероятно, связано со снижением 
числа спин-зондов в парамагнитном состоянии 
вследствие восстановления доксильной NO-
группы зонда до диамагнитного гидроксилами-
на при взаимодействии с SH-группой Цис-34 
альбумина. Так может проявляться повышение 
доступности Цис-34 для нитроксильной груп-
пы 5DSA при раскрытии полости Цис-34 в ходе 
конформационного перехода. При этом NO-
группа зонда начинает восстанавливаться до 

Рис. 3. Температурные зависимости интегральной 
интенсивности спектров ЭПР спин-зонда на основе 
докcилстеариновой кислоты (5DSA): (1) спин-зонд, 
связанный с молекулами сывороточного альбумина 
человека (САЧ); (2) то же в присутствии наночастиц 
углерода шунгита (ШУ); (3) спин-зонд, связанный 
с наночастицами ШУ. Концентрация наночастиц ШУ 
в дисперсии – 0,01 мг/мл; концентрация белка в вод-
ном растворе 25 мг/мл. Кривая 3 и начальные участ-
ки кривых 1 и 2 аппроксимированы прямыми, чтобы 
показать отклонение зависимостей от линейности 
при температурах выше 315 К (42 °С)
Fig. 3. Temperature dependences of the integral in-
tensity of the EPR spectrum of doxylstearic acid spin 
probe (5DSA): (1) spin probe associated with human 
serum albumin (HSA) molecules; (2) the same in pres-
ence of shungite carbon (ShC) nanoparticles; (3) spin 
probe associated with ShC nanoparticles. Concentration 
of ShC nanoparticles in dispersion is 0.01 mg/ml; pro-
tein concentration in dispersion 25 mg/ml. Curve 3 
and the initial parts of curves 1 and 2 are approximated 
by straight lines to show the deviation of the dependenc-
es from linearity at temperatures above 315 К (42 °С)
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гидроксиламина либо при ее диффузии между 
центрами посадки [Muravsky et al., 2009], либо, 
что более вероятно, при взаимодействии 5DSA 
и Цис-34, находящихся на разных молекулах 
белка. Образование белковой короны вокруг 
наночастиц ШУ может приводить к тому, что 
конформационный переход происходит в диа-
пазоне 5–7 градусов [Tsai et al., 2011].

Данные также свидетельствуют о выра-
женной зависимости термоиндуцированных 
конформационных переходов, сопряженных 
с окислением Цис-34, от условий эксперимен-
та (концентрация белка, зонда, состава раство-
рителя). Так, степень снижения интегральной 
интенсивности, отражающей степень восста-
новления зонда с ростом температуры, значи-
тельно увеличивается при повышении концен-
трации белка в два раза (рис. 4, б). Это согла-
суется с предложенным объяснением эффекта 
окислением Цис-34: больше белка – значит, 
больше Цис-34, значит, больше восстановлен-
ного спин-зонда.

Так же, как и по данным рис. 3, отклонение 
от линейности на рис. 4 выражено в меньшей 
степени в присутствии наночастиц ШУ в белко-
вом растворе. Этот эффект также существен-
но более выражен при большей концентрации 

белка (рис. 4, б). Под влиянием взаимодей-
ствия с наночастицами ШУ переходы СА сдви-
гаются при концентрации СА 50 мг/мл вверх 
по шкале температур на 7–10 градусов. Пре-
дотвращение сопряженных с ними процессов 
потери парамагнетизма спин-зондов в присут-
ствии наночастиц ШУ проявляется в этих усло-
виях особенно ярко.

На рис. 5 показано изменение со временем 
в течение 60 минут числа парамагнитных цент-
ров в растворе САЧ при отсутствии и в присут-
ствии наночастиц ШУ при температуре 62 °С. 
Данные указывают, что в присутствии ШУ ско-
рость уменьшения числа парамагнитных цен-
тров значительно ниже, чем в растворе белка 
без ШУ. Это согласуется с данными рис. 3 и 4.

Ранее нами было показано, что наночасти-
цы углерода, в том числе ШУ, способны вызы-
вать концентрационно-зависимое окисление 
гемоглобина в растворе [Горюнов, Борисова, 
2014]. Это позволяет считать, что и в данном 
случае наночастицы ШУ могут выступать по от-
ношению к Цис-34 в качестве окислителя наря-
ду со спин-зондом, что приводит к снижению 
степени восстановления спин-зонда в присут-
ствии ШУ. Из выраженной зависимости эффек-
тов окисления Цис-34 и восстановления зонда 

Рис. 4. Температурные зависимости интегральной интенсивности спектра ЭПР спин-зонда на основе до-
кcилстеариновой кислоты (5DSA), связанной с молекулами сывороточного альбумина человека (САЧ), при 
отсутствии (1) и в присутствии наночастиц углерода шунгита (ШУ) в растворе белка: а) концентрация бел-
ка в водном растворе 25 мг/мл, 0,01 М фосфатный буфер, 0,15 М NaCl, рН 7,4, отношение зонд/белок 2,5; 
б) концентрация белка 50 мг/мл, 0,1 М NaCl, рН 6, отношение зонд/белок 1. Концентрация наночастиц ШУ 
в водной дисперсии – 0,01 мг/мл. Участки кривых аппроксимированы прямыми, чтобы показать отклонение 
зависимостей от линейности и термоиндуцированные переходы
Fig. 4. Temperature dependences of the integral intensity of the EPR spectrum of doxylstearic acid spin probe (5DSA) 
associated with human serum albumin (HSA) molecules in absence (1) and in presence (2) of shungite carbon (ShC) 
nanoparticles in protein solution: a) protein concentration in water solution 25 mg/ml, 0.01 М PBS, 0.15 M NaCl, 
pH 7.4, ratio spin-probe/protein equals 2.5; b) protein concentration 50 mg/ml, 0.1 M NaCl, pH 6; ratio spin-probe/
protein equals 1. Concentration of ShC nanoparticles in dispersion is 0.01 mg/ml. The segments of curves are ap-
proximated by straight lines to show the deviation of the dependences from linearity and thermoinduced transitions
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в присутствии наночастиц ШУ от концентрации 
белка можно сделать еще два важных вывода. 
Во-первых, способность спин-зонда и наночас-
тиц ШУ окислять Цис-34 сравнима при данном 
соотношении белок/спин-зонд/ШУ. Во-вторых, 
количество центров на наночастицах ШУ при 
концентрации 0,01 мг/мл, способных восста-
навливаться за счет окисления Цис-34, имеет 
тот же порядок величины, что и концентрация 
спин-зонда в нашем эксперименте (пример-
но 0,001 М), поскольку эти центры реагируют 
своим восстановлением на повышение кон-
центрации белка в два раза в той же степени, 
что и спин-зонды (рис. 4). Кроме того, эти ре-
зультаты дают основания считать, что именно 
изменение окислительно-восстановительного 
баланса совокупности молекул СА в растворе 
или дисперсии приводит к смещению конфор-
мационных переходов в СА по температурной 
шкале, как об этом упоминалось выше.

Поскольку наблюдаемые эффекты связаны 
с предденатурационными конформационными 
изменениями СА, необходимо рассмотреть, как 
сказывается на восстановлении спин-зонда 5DSA 
более глубокая денатурация белка. В таблице 
приведены данные по изменению числа пара-
магнитных центров и отношения интенсивностей 
А и В компонент спектра ЭПР спин-зонда 5DSA, 
связанного с молекулами СА, полученные в про-
цессах периодического отжига растворов альбу-
мина путем нагрева и последующего охлаждения 
при отношении зонд/белок более 2:1.

Из данных таблицы и рис. 5 следует, что по-
сле первого отжига число спин-зондов в пара-
магнитном состоянии уменьшается; в присут-

ствии же ШУ это снижение заметно меньше 
(0,79 и 0,83 соответственно). Возможно, это 
связано с ограничением подвижности 5DSA 

Влияние наночастиц углерода шунгита (ШУ) на параметры спектра ЭПР спин-зонда (доксилстеариновой 
кислоты), связанного с молекулами сывороточного альбумина человека (САЧ), при периодическом отжиге 
водных дисперсий
Effect of shungite carbon (ShC) nanoparticles on the parameters of the EPR spectrum of the spin probe (doxyl stearic 
acid), associated with human serum albumin (HSA) molecules, during periodic annealing of aqueous dispersions

Условия
отжига

Annealing conditions
18 °С

72 °С (180 c) и охлаждение до 18 °С
72 °С (180 s) and cooling to 18 °С

61 °С (180 c) и 120 час 
по охлаждении до 18 °С
61 °С (180 s) and 120 hrs 

after cooling to 18 °С
сразу
immed

12 час
12 hrs

96 час
96 hrs

I, 109

Отн. ед.
Arb.
units

САЧ
HSA 0,96 0,79 0,78 0,78 0,96

САЧ+ШУ
HSA+
ShC

0,96 0,83 - 0,78 0,96

А/В

САЧ
HSA 7,7 2,3 2,7 6,2 1,4

САЧ+ШУ
HSA+
ShC

7,7 2,4 - 5,1 1,4

Примечание. I – относительная интегральная интенсивность спектра ЭПР (ст. погрешн. ± 2 107); А/В – отношение амплитуд 
(интенсивностей) А и В компонент спектра (ст. погрешность 0,1).
Note. I is the relative integral intensity of the EPR spectrum; A/B – ratio of the amplitudes (intensities) of A and B spectrum compo-
nents.

Рис. 5. Кинетика интегральной интенсивности спек-
тра ЭПР спин-зонда на основе доксилстеариновой 
кислоты (5DSA), связанной с молекулами сывороточ-
ного альбумина человека (САЧ), для (1) раствора САЧ, 
(2) раствора САЧ с наночастицами углерода шунгита 
(ШУ). Концентрация наночастиц ШУ в дисперсии – 
0,01 мг/мл; концентрация белка 25 мг/мл. 0,01 М 
фосфатный буфер, 0,15 М NaCl, рН 7,4. Температура 
335 К (62 °С). Отношение зонд/белок 2
Fig. 5. Kinetics of the integral intensity of the EPR spec-
trum of doxylstearic acid spin probe (5DSA) associated 
with human serum albumin (HSA) molecules for (1) HSA 
solution, (2) HSA solution with nanoparticles of shun-
gite carbon (ShC). Concentration of ShC in dispersion 
is 0.01 mg/ml, protein concentration 25 mg/ ml.0.01 M 
PBS, pH 7.4. Temperature is 335 К (62 °С). Ratio spin-
probe/protein equals 2
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при образовании белковой короны и, соответ-
ственно, взаимодействия NO-группы зонда 
с SH-группами белка. При последующем варь-
ировании температуры заметных изменений 
числа парамагнитных зондов не происходит, 
в том числе и в присутствии ШУ. Очевидно, до-
минирующим явлением в этом случае стано-
вится агрегация белка. При этом растет вклад 
В-компоненты в присутствии ШУ после 4-днев-
ной экспозиции при 18 °С (А/В = 6,2 против 
А/В = 5,1). Это может быть связано с перехо-
дом части молекул 5DSA с белка на наночас-
тицы углерода, поскольку влияние наночастиц 
ШУ на температуру конформационных перехо-
дов может отражаться и на степени сродства 
5DSA к белку. Такой переход способен пред-
отвращать восстановление NO-групп зонда до 
гидроксиламина SH-группами Цис-34.

Часто температурные зависимости пара-
метров спектров ЭПР зондов, связанных с бел-
ком, имеют отклонения от линейности [Mor-
risett et al., 1974] либо аномалии [Кузнецов, 
1976; Рожков, Кяйвяряйнен, 1985]. Они могут 
быть обусловлены влиянием по крайней мере 
трех основных обстоятельств: 1) конформаци-
онными изменениями в области локализации 
зонда; 2) образованием олигомеров в резуль-
тате поперечных сшивок молекул белка в про-
цессе окисления SH-групп, 3) фазовым пере-
ходом типа жидкость-жидкость, сопряженным 
с развитием флуктуаций концентрации и обра-
зованием белковых кластеров [Рожков, 1988; 
San Biagio et al., 1999]. Относительные вклады 
этих процессов зачастую тесно взаимосвяза-
ны и сопряжены как с изменением белок-бел-
кового взаимодействия, так и с образованием 
агрегатов. Мы ограничили задачу данной рабо-
ты рассмотрением тех аспектов эксперимента, 
которые имеют непосредственное отношение 
к термоиндуцированным конформационным 
переходам белка и влиянию на них наночастиц 
ШУ. Также сделан акцент на том, какое прояв-
ление конформационные переходы СА могут 
получить в условиях взаимодействия с нано-
частицами ШУ, как они могут дополнительно 
высветить воздействие НЧ ШУ на СА.

Заключение

Представленные результаты показывают, 
что ШУ способен оказывать заметное влияние 
на конформационные переходы СА, связанные 
с частичным разворачиванием структуры белка 
и изменением экспонированности аминокис-
лотного остатка Цис-34 домена I, что проде-
монстрировано для двух типов СА – человека 
и быка. Это проявляется, с одной стороны, 

в снижении выраженности соответствующих 
температурных переходов на зависимостях па-
раметров спектра ЭПР, а с другой, в повыше-
нии температуры переходов на 5–10 °С. При 
этом ШУ выступает как окислитель по отноше-
нию к СА и может рассматриваться как агент, 
способный влиять на степень окисления Цис-
34 СА свободными радикалами, как показано 
в настоящей работе для радикала 5DSA. На-
ночастицы ШУ и спин-зонды ДСК конкурируют 
между собой в процессе окисления Цис-34. 
Это дает основания для использования ШУ для 
регуляции окислительно-восстановительно-
го баланса совокупности молекул СА в той или 
иной системе, включая физиологические сре-
ды, и требует дополнительных исследований. 
Обмен белком между короной ШУ и раствором 
обусловливает обратимый перенос ЖК между 
альбуминами и ШУ, чему также способствует 
частичное разворачивание конформации СА 
с ростом температуры. Сорбция молекул белка 
наночастицами ШУ может быть фактором окис-
ления СА и влиять на температуру его конфор-
мационных изменений, в свою очередь сказы-
вающихся на окислении.

Таким образом, данные по взаимодействию 
наночастиц ШУ с сывороточными альбуминами 
подтверждают, что при взаимодействии рас-
творимого белка с наноструктурами углерода 
возникает целый ряд физиологически потен-
циально значимых эффектов: от окислитель-
но-восстановительных до конформационных. 
Среди них – влияние на связывание и обмен 
лигандов, что представляет интерес как с био-
медицинской, так и с природоохранной точ-
ки зрения. Сывороточный альбумин, участвуя 
в транспорте жирных кислот в плазме крови, 
отличается неполным и переменным насыще-
нием центров их связывания на белке. Изуче-
ние взаимодействия СА с таким малоизучен-
ным с точки зрения биологических взаимо-
действий, но все более широко применяемым 
в различных технологиях наноматериалом, как 
водная нанодисперсия углерода шунгита, не-
обходимо для выяснения возможностей его 
использования в целях воздействия на пере-
нос ЖК и окислительно-восстановительные 
свойства. Одной из наиболее информативных 
и непосредственных возможностей такого ис-
следования является применение метода ЭПР 
гидрофобного спин-зонда.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания КарНЦ РАН (0221-2017-0044).
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динамиКа лиПидоВ и неКоТорыХ ЖирныХ КислоТ  
В мыШцаХ ТреХиглой КолюШКи Белого морЯ  
При КраТКосрочном голодании и При раЗныХ  
реЖимаХ ПиТаниЯ

а. е. Бахвалова1, с. а. мурзина2, В. П. Воронин2, с. н. Пеккоева2, 
Т. р. руоколайнен2, д. л. лайус1, Т. C. иванова1, н. н. немова2

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

Проведено исследование сравнительной динамики липидов и некоторых жирных 
кислот в мышцах половозрелых самок и самцов колюшки трехиглой из Белого 
моря при ее аквариальном содержании в условиях экспериментального кратковре-
менного голодания и последующего возобновления питания при разных режимах 
кормления. Наиболее существенные различия и избирательность использования 
липидов продемонстрированы между самками и самцами рыб в процессе аква-
риального эксперимента, включающего их голодание и разные режимы питания. 
Полученные результаты свидетельствуют о способности метаболических систем 
мышц самцов колюшки к быстрому восстановлению и накоплению необходимого 
уровня липидов после прекращения голодания. В мышцах самок уровень общих 
липидов при голодании изменяется за счет первоочередного использования энер-
гетических липидов до их полной утилизации, а также отдельных структурных липи-
дов. Увеличение уровня холестерина в мышцах самцов и самок в условиях голода-
ния и при возобновлении питания может указывать на возможное усиление глюко-
неогенеза и повышение резистентности организма. Установлена специфичность 
расходования отдельных физиологически значимых полиненасыщенных жирных 
кислот – докозагексаеновой у самцов и эйкозапентаеновой у самок, что, скорее 
всего, связано с их особой физиологической ролью, которую они выполняют в ор-
ганизме рыб. Показано, что временные изменения для различных липидов и жир-
ных кислот при голодании и исследованных режимах возобновления питания раз-
личаются и отражают физиолого-биохимический статус организма, а также функ-
циональную роль и значимость отдельных групп липидов в организме.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: колюшка трехиглая; Белое море; липиды; жирные кислоты; 
голодание; питание.

A. E. Bakhvalova, S. A. Murzina, V. P. Voronin, S. N. Pekkoeva, 
Т. р. Ruokolainen, D. L. Lajus, T. S. Ivanova, N. N. Nemova. THE 
DYNAMICS OF LIPIDS AND SOME FATTY ACIDS IN THE MUSCLES OF THE 
WHITE SEA THREESPINE STICKLEBACK DURING SHORT-TERM FASTING 
AND UNDER DIFFERENT FEEDING REGIMENS

The comparative dynamics of lipids and some fatty acids in the muscles of mature fe-
males and males of threespine stickleback from the White Sea kept in aquariums under 
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Введение

Верхние и нижние трофические уровни мор-
ских экосистем обычно характеризуются вы-
соким видовым разнообразием, в то время как 
промежуточный уровень включает небольшое 
число видов мелких пелагических рыб. При вы-
сокой их численности изучение именно этих 
видов, образующих так называемую «осиную 
талию» экосистемы, может дать важную ин-
формацию для понимания механизмов изме-
нений в экосистемах [Cury et al., 2000]. В Бе-
лом море к таким видам относится, например, 
трехиглая колюшка Gasterosteus aculeatus 
(Linnaeus, 1758). Увеличение ее численности 
в Белом море на несколько порядков, которое 
имело место за последние одно-два десятиле-
тия [Лайус и др., 2013; Bakhvalova et al., 2016], 
привело к тому, что колюшка в настоящее вре-
мя составляет примерно 95 % численности рыб 
в прибрежной зоне моря в летний период, когда 
происходит ее нерест [Ivanova et al., 2016]. Се-
зонные миграции колюшки из открытой части 
моря в прибрежную зону и обратно приводят 
к горизонтальному перемещению вещества 
и энергии и в определенной степени к качест-
венному и количественному обогащению при-
брежных акваторий биогенными компонентами. 
Состав пищи, ее сбалансированность и доступ-
ность обеспечивают и поддерживают процес-
сы роста и развития организма, размножения 
и формирования численности отдельных по-
колений в популяциях рыб Белого моря, в том 
числе колюшки трехиглой. Взрослая колюшка 
в первой половине лета примерно в течение 
месяца обитает около берегов, где не только 
нерестится, но и активно питается, в том числе 
и собственной икрой. Причем самки питаются 

несколько активнее и разнообразнее ухажива-
ющих за гнездом и потомством самцов [Дем-
чук и др., 2018]. Известно, что неотъемлемым 
звеном жизненного цикла самцов колюшки 
трехиглой, например, после нереста является 
неполное голодание, при этом часто нормаль-
ная функциональная и двигательная активность 
сохраняется [Лайус и др., 2013]. В процессе го-
лодания изменяется интенсивность и направ-
ленность многих эндогенных взаимосвязанных 
метаболических реакций и процессов, которые 
могут иметь в том числе компенсаторный ха-
рактер, например, при продолжающемся голо-
дании вне физиологического оптимума [Jezier-
ska et al., 1982; Osako et al., 2003]. К числу таких 
адаптивных биохимических систем относятся 
липиды и их жирнокислотные компоненты, ко-
торые выполняют важные функции в клеточном 
метаболизме, прежде всего как источник энер-
гетических резервов и субстратов для пласти-
ческого обмена [Tocher, 2003; Arts et al., 2009]. 
Липиды играют важную роль в формировании 
биопродуктивности водных экосистем север-
ных регионов [Møller, 2006]. При этом следует 
отметить, что характер ответной биохимической 
реакции с участием липидов на тканевом и кле-
точном уровнях при изменении или недостатке 
пищи, в том числе при неполном или полном 
голодании, колюшки трехиглой остается невы-
ясненным. Исследования изменений липидного 
статуса и их связи с характером питания разных 
видов беломорских рыб могут иметь значение 
при анализе динамики численности стада рыб 
и межвидовых пищевых взаимоотношений.

Целью настоящей работы было исследова-
ние сравнительной динамики липидов и неко-
торых жирных кислот в мышцах половозрелых 
самок и самцов колюшки трехиглой из Белого 

the conditions of experimental short-term fasting and subsequent renewal of nutrition un-
der different feeding regimens was studied. The most significant differences and the se-
lectivity of lipid utilization are demonstrated between females and males in the process 
of an aquarium experiment, including their fasting and various dietary regimens. The re-
sults indicate the ability of the metabolic systems of male stickleback muscles to rapidly 
recover and store the requisite level of lipids after the termination of fasting. The relatively 
constant level of total lipids during fasting in the muscles of females can be explained by 
its maintenance due to the priority, up to the full, use of energy lipids, as well as individual 
structural lipids. The increase of the cholesterol level in the muscles of males and females 
during fasting and after the resumption of nutrition is most likely due to increased glu-
coneogenesis and increased resistance of the organism. A specificity of the expenditure 
of certain physiologically significant polyunsaturated fatty acids was observed – docosa-
hexaenoic in males and eicosapentaenoic in females, most probably due to their special 
physiological roles in the fish organism. The temporal changes in the content of different 
lipids and fatty acids during fasting and the investigated feeding resumption regimens 
differ, reflecting the physiological and biochemical status of the organism, as well as 
the functional role and significance of individual lipid groups in the organism.

K e y w o r d s: threespine stickleback; White Sea; lipids; fatty acids; fasting; nutrition.
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моря при аквариальном ее содержании в усло-
виях экспериментального кратковременного 
голодания и последующего возобновления пи-
тания при разных режимах кормления.

материалы и методы

Половозрелые особи (самки и самцы) ко-
люшки трехиглой по завершении нереста 
(июль) отлавливались с помощью равнокры-
лого невода длиной 7 м в лагуне Колюшковая 
(N66°31ʹ32.62ʺ, E33°64ʹ59.53ʺ) – полуизолиро-
ванной акватории пролива Сухая Салма (Кан-
далакшский залив, Белое море). Эта акватория, 
мелководная и умеренно заросшая зостерой, 
оценивается как благоприятное нерестилище 
для колюшки. Соленость в лагуне несколько 
ниже, чем в море, и составляет 16–18 ‰. Дав-
ление со стороны хищников низкое, здесь лишь 
изредка встречаются керчаковые рыбы, актив-
но потребляющие колюшку [Bakhvalova et al., 
2016]. Численность колюшки в июне 2016 г. со-
ставляла 33–37 экз./м2, при соотношении сам-
цов к самкам 1 : 1,29. В планктоне доминирует 
копепода Acartia longiremis (Н. В. Полякова, не-
опубликованные данные), а бентос представлен 
олигохетами и личинками ортокладин, которые 
являются кормовыми объектами  колюшки.

Постановку аквариального эксперимента 
проводили на базе УНБ СПбГУ «Беломорская». 
Отловленных рыб помещали в три соединенных 
между собой аквариума объемом 20 л каждый 
с проточной системой подачи морской воды 
с сохранением физических параметров среды 
(температура и соленость). Среднее значение 
температуры – 22,5 °С, солености – 17 ‰. Все 
рыбы голодали в течение 7 дней, после чего они 

делились на три группы: 1) голодание в течение 
7 дней; 2) 8-е сутки опыта, с питанием в тече-
ние 1 ч. после голодания; 3) 9-е сутки опыта, 
с питанием в течение 24 ч. после голодания. 
Кормом являлся природный планктон с доми-
нированием в нем копеподы Acartia longiremis. 
Контролем служили рыбы из того же невода, 
выловленные в Сухой Салме, не подвергавши-
еся голоданию.

У каждой особи фиксировались мышцы в 96% 
этаноле. У рыб измеряли общую (TL) (от рыла до 
конца хвостового плавника) и стандартную (SL) 
(от рыла до конца чешуйного покрова) длину 
тела и определяли общую массу тела (TW). Объ-
ем материала представлен в таблице 1.

Для всех рыб был определен коэффициент 
упитанности по формуле Фултона (KF):

 ,

где TW – масса рыбы, г; SL – стандартная длина 
тела, см.

Липидный и жирнокислотный статус мышц 
самок и самцов колюшки оценивали по содер-
жанию общих липидов (ОЛ), общих фосфолипи-
дов (ФЛ) и их индивидуальных классов – фос-
фатидилхолина (ФХ), фосфатидилэтаноламина 
(ФЭА), фосфатидилинозитола (ФИ), фосфати-
дилсерина (ФС), сфингомиелина (СФМ) и ли-
зофосфатидилхолина (ЛФХ), триацилглице-
ринов (ТАГ), холестерина (ХС), эфиров холес-
терина (ЭХС) и отдельных жирных кислот (ЖК) 
общих липидов.

В лаборатории пробы мышц перефикси-
ровали смесью хлороформ : метанол (2 : 1 по 
объему). Пробы гомогенизировали и липиды 
экстрагировали по методу Фолча [Folch et al., 

Таблица 1. Характеристика анализируемого материала трехиглой колюшки Белого моря в природных 
условиях, во время 7-дневного голодания (1) и при разных режимах питания (8-е (2) и 9-е (3) сутки опыта)
Table 1. Characteristics of the analyzed material of the White Sea threespine stickleback in natural conditions, during 
the 7-day fasting (1) and under different feeding regimes of nutrition – 8th day (2) and 9th day (3) of the experiment

Режим 
содержания 

Regime of fish 
keeping

Лагуна Колюшковая
Lagoon Kolyushkovaya

(0)

Аквариальный эксперимент
Aquarian experiment

(1) (2) (3)

Пол
Sex ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀

Объем 
выборки
Number 

of samples

8 8 5 5 8 3 7 4

TL 6,7 ± 0,13 6,6 ± 0,04 6,6 ± 0,14 7,0 ± 0,04 6,7 ± 0,13 6,6 ± 0,04 6,6 ± 0,14 7,0 ± 0,04
SL   6 ± 0,14 6,5 ± 0,13 5,9 ± 0,07 6,3 ± 0,27   6 ± 0,12 6,8 ± 0,25 6,3 ± 0,07 6,6 ± 0,29
TW 2,7 ± 0,24 3,4 ± 0,26 2,4 ± 0,07 2,5 ± 0,32 2,4 ± 0,14 2,8 ± 0,24 3,0 ± 0,13 3,1 ± 0,52

Примечание. Общая (TL) и стандартная (SL) длина тела, общая масса тела (TW). Данные представлены в виде М ± m (вы-
борочная ошибка).
Note. Total (TL) and standard (SL) body length, total body weight (TW). The data are presented in the form M ± m (selective error).
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1957], концентрировали досуха с помощью 
роторно-вакуумной установки. Выделенные 
липиды фракционировали на пластинках Silu-
fol (Kavalier, Чехия) в системе растворителей 
петролейный эфир : серный эфир : уксусная 
кислота (90 : 10 : 1 по объему). Количественное 
определение суммарных ФЛ, ТАГ и ЭХС про-
водили гидроксаматным методом [Walsh et al., 
1965; Сидоров и др., 1972], ХС – методом Эн-
гельбрехта [Engelbrecht et al., 1974] и выражали 
в процентах сухого вещества.

Количественное определение отдельных 
классов ФЛ (ФХ, ФЭА, ФИ, ФС, СФМ, ЛФХ) 
проводили методом высокоэффективной га-
зожидкостной хроматографии [Arduini, 1996] 
на стальной колонке Nucleosil 1007 («Элси-
ко», Россия). Подвижная фаза – ацетонит-
рил : гексан : метанол : ортофосфорная кис-
лота (918 : 30 : 30 : 17,5). Детектирование 
проводили по степени поглощения света при 
206 нм. Для идентификации отдельных пиков 
исследуемых фосфолипидов на хроматограм-
ме использовали стандартные растворы ФЛ 
(Sigma Aldrich, США). Содержание ФЛ-компо-
нентов оценивали по значениям площадей пи-
ков на хроматограмме.

Состав и содержание ЖК общих липидов по-
сле метанолиза [Цыганов, 1971] определяли 
методом газовой хроматографии. Метиловые 
эфиры ЖК разделяли на хроматографе «Крис-
талл 5000.2» (ХРОМАТЭК, Россия) с капилляр-
ными колонками ZB-FFP, используя в качестве 

внутреннего стандарта бегеновую ЖК (22:0) 
(Sigma Aldrich, США), хроматограммы обраба-
тывали с помощью компьютерной программы 
«Хроматэк Аналитик». ЖК-статус оценивали 
индивидуально по содержанию отдельных ЖК 
и их соотношениям.

Статистическая обработка данных осущест-
влялась с использованием программ MS Excel 
2010 и Statistica 10.0. Достоверность разли-
чий между содержанием липидов у колюшки 
из разных экспериментов оценивали с помо-
щью критерия Стьюдента (t-test). Для оценки 
различий по таким показателям, как упитан-
ность, доля ОЛ, ФЛ, ТАГ, ЭХС и ХС (% сухого ве-
щества), у рыб разного пола на разных этапах 
эксперимента был проведен двухфакторный 
дисперсионный анализ ANOVA (фактор 1 – этап 
эксперимента, фактор 2 – пол рыбы).

Экспериментальная работа проведена с ис-
пользованием научного оборудования Центра 
коллективного пользования Федерального ис-
следовательского центра «Карельский научный 
центр Российской академии наук».

результаты

В настоящем исследовании показано, что 
упитанность самок колюшки достоверно ниже 
упитанности самцов (рис.), при этом фактор 
пола вносит достоверные различия (p = 0,007; 
F = 7,95) в данный показатель, в то время как 
этап эксперимента оказывает меньшее влия-

Изменение коэффициента упитанности (KF) трехиглой колюшки Белого моря 
в природных условиях (0), во время 7-дневного голодания (1) и при разных ре-
жимах питания – 8-е (2) и 9-е (3) сутки опыта
Change in the fatness ratio (KF) of the white-throat stickleback in the White Sea 
in natural conditions (0), during the 7-day fasting (1) and under different feeding 
regimes regimes of nutrition – 8th day (2) and 9th day (3) of the experiment
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ние (p = 0,004; F = 5,9). Коэффициент упитан-
ности колюшки при голодании существен-
но снижался (в большей степени у самцов) 
по сравнению с особями контрольной группы. 
При возобновлении питания (8-е сутки) на-
блюдалось увеличение упитанности у колюшки 
обоих полов по сравнению с контролем и с ры-
бами, которые голодали (рис.).

Установлена динамика ОЛ и отдельных ли-
пидных классов, в том числе некоторых клю-
чевых ЖК в мышцах самок и самцов трехиглой 
колюшки, содержавшихся в режиме голода-
ния (7 дней) и при возобновлении питания (8-е 
и 9-е сут. (табл. 2)). Показаны достоверные раз-
личия по уровню ОЛ, ФЛ и ТАГ в мышцах самок 
и самцов рыб, что подтверждается данными 
дисперсионного анализа (р = 0,003; р = 0,004; 
р = 0,03 соответственно). Содержание ОЛ, ФЛ 
и ХС в мышцах колюшки достоверно различа-
ется при разных режимах кормления (р = 0,01; 
р = 0,00001; р = 0,00000 соответственно).

Мышцы, самцы

В мышцах количество ОЛ в период голо-
дания уменьшилось в 1,7 раза (9,41 vs 5,61 % 
сухого вещества) за счет существенного рас-
ходования ТАГ – 2,56 vs 0,33 % сухого вещест-
ва, а также общих ФЛ (6,27 и 3,41 %) – преиму-
щественно за счет ФХ, ФЭА, ЛФХ, ФС, СФМ, 
по сравнению с таковым у особей контрольной 
группы (в % сухого вещества: 4,47 и 2,39; 1,13 
и 0,68; 0,08 и 0,05; 0,19 и 0,13; 0,03 и 0,004 со-
ответственно). При возобновлении питания 
(8-е сут.) и заборе материала после 1 ч. пита-
ния показано дальнейшее снижение уровня ОЛ 
до 4,7 % сухого вещества, за счет тех же липи-
дов, а также ЭХС (0,35 и 0,04 % сухого вещест-
ва). Повышение уровня ОЛ до 6,81 % сухого ве-
щества у рыб, за счет ТАГ и ХС, показано на 9-е 
сут. при неограниченном питании в течение 
24 ч., по сравнению с таковым у самцов из кон-
трольной группы и при голодании. Количество 
ХС значительно увеличилось у самцов в ходе 
аквариального эксперимента по сравнению 
с рыбами из лагуны Колюшковая (0,09 % сухого 
вещества). Максимальный уровень ХС показан 
для рыб при голодании – 1,35 % сухого вещест-
ва, далее при возобновлении питания (8-е и 9-е 
сут.) – 0,98 и 1,01 % сухого вещества соответ-
ственно. При этом показатель ХС/ФЛ достовер-
но увеличивался у рыб в аквариальных условиях 
по сравнению с таковым в мышцах самцов конт-
рольной группы (табл. 2). Следует отметить, что 
количество ФИ достоверно не изменялось.

Количество ПНЖК, среди которых домини-
ровали ЖК семейства (n-3) за счет 22:6(n-3) 

докозагексаеновой кислоты (ДГК) и 20:5(n-3) 
эйкозапентаеновой кислоты (ЭПК), а также 
минорной 22:5(n-3) докозапентаеновой кис-
лоты (ДПК), было наибольшим в ЖК-спектре 
самцов колюшки контрольной группы (41,97; 
22,32; 7,67 и 4,01 % суммы ЖК соответствен-
но). При этом количество ПНЖК семейства 
(n-6) составляло 4,39 % суммы ЖК, в которых 
арахидоновая кислота (АРА), 20:4(n-6) – 2,14 % 
суммы ЖК и 18:2(n-6) – 1,65 %. Второе место 
по количеству занимали МНЖК (32,95 % сум-
мы ЖК), в которых существенная доля опреде-
лялась следующими ЖК (в порядке уменьше-
ния) – 18:1(n-9), 20:1(n-9), 18:1(n-7), 22:1(n-11) 
и 16:1(n-7) (табл. 2). Количество НЖК состав-
ляло 25,01 % суммы ЖК, в которых ведущей 
являлась 16:0 пальмитиновая кислота (15,02 % 
суммы ЖК), а также 18:0 стеариновая (4,95 %  
суммы ЖК).

Уровень ПНЖК, в том числе семейства (n-3) 
и отдельных ЖК – ДГК, в ходе аквариально-
го эксперимента в мышцах самцов достовер-
но не изменялся по сравнению с контрольной 
группой, но существенно снижался у рыб при 
возобновлении питания на 9-е сут. Количество 
ЭПК (% суммы ЖК) достоверно увеличивалось 
в мышцах самцов при голодании (10,63) и при 
возобновлении кормления, 8-е сут. (11,52), 
по сравнению с таковым у рыб контрольной 
группы (7,67) и при возобновлении кормления, 
9-е сут. (5,17). Содержание 18:3(n-3), 18:4(n-3) 
и 22:5(n-3) варьировало и было наибольшим 
в мышцах самцов контрольной группы по срав-
нению с таковым у рыб при голодании и при 
двух режимах кормления (табл. 2). Достоверное 
увеличение количества АРА показано в мышцах 
самцов при голодании и при возобновлении пи-
тания (8-е сут.) по сравнению с таковым у рыб 
контрольной группы (3,3 и 4,04 vs 2,14 % сум-
мы ЖК соответственно). Уровень АРА у рыб при 
возобновлении питания (9-е сут.) не отличался 
от такового в мышцах самцов из контрольной 
группы – 2,12 и 2,14 % суммы ЖК соответствен-
но. Коэффициент (n-3)/(n-6), характеризую-
щий направление и интенсивность синтеза ЖК 
данных семейств ПНЖК, снижался у рыб в ак-
вариальном эксперименте и был наименьшим 
у самцов при возобновлении кормления (9-е 
сут.) (4,51) по сравнению с таковым у особей 
из контрольной группы (8,29).

Установлено снижение количества МНЖК за 
счет 16:1(n-7), 18:1(n-9), 18:1(n-7) и 20:1(n-9) 
в мышцах самцов во время голодания и при во-
зобновлении питания (8-е сут.) по сравнению 
с таковым у рыб из контрольной группы и при 
кормлении (9-е сут.), у которых их уровень 
не различался (табл. 2).
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Схожая вариация уровня НЖК за счет 14:0, 
16:0, 18:0, 20:0 также показана в мышцах сам-
цов – увеличение его при голодании и при во-
зобновлении питания (8-е сут.) по сравнению 
с уровнем у контрольной группы и при возоб-
новлении кормления (9-е сут.).

Коэффициент интенсивности метаболизма 
16:0/18:1(n-9) увеличивался у рыб при голода-
нии и при возобновлении питания (8-е сут.) – 
1,44 и 1,42 – по сравнению с таковым у рыб 
из контрольной группы и при возобновлении 
питания (9-е сут.), у которых он не различался – 
1,17 и 1,22.

Мышцы, самки

В мышцах самок уровень ОЛ варьирует 
в значительно меньшей степени, чем у сам-
цов, и достоверно снижается только у особей 
при возобновлении питания (9-е сут.) по срав-
нению с таковым у контрольной группы (3,87 
и 5,46 % сухого вещества). Соответствующее 
снижение количества показано для ТАГ, при 
этом их уровень слабодетектируем (следовые 
количества) в мышцах самок в аквариальном 
эксперименте при возобновлении кормления 
(8-е сут.), а также общих ФЛ за счет ФЭА, ФС 
и СФМ (табл. 3). В том числе исчерпываются 
запасы ЭХС у рыб при голодании по сравнению 
с контрольной группой, но их уровень восста-
навливается при возобновлении питания (9-е 
сут.). Уровень ХС увеличивается при голодании 
по сравнению с контрольной группой (1,24 vs 
0,49 % сухого вещества) и снижается в мышцах 
самок при возобновлении питания (9-е сут.), 
достоверно не различаясь с таковым контроль-
ной группы (0,65 и 0,49 % сухого вещества). 
При этом направление варьирования значений 
коэффициента ХС/ФЛ у исследуемых особей 
соответствует динамике уровня ХС.

Уровень доминирующих ПНЖК в мышцах са-
мок в контрольной группе и в ходе аквариаль-
ного эксперимента не различался и был в пре-
делах от 41,14 до 46,67 % суммы ЖК. Количест-
во ЖК семейств (n-3) и (n-6) за счет ДГК, ДПК 
и АРА разнонаправленно изменяется – снижа-
ется и повышается соответственно – в мышцах 
самок при голодании по сравнению с таковым 
контрольной группы (табл. 2). Коэффициент 
(n-3)/(n-6) в мышцах самок оставался отно-
сительно стабильным и достоверно снижал-
ся только у рыб при голодании по сравнению 
с контролем (табл. 2). Количество МНЖК у ис-
следуемых рыб достоверно повысилось при 
возобновлении кормления (9-е сут.). При этом 
установлено единственное достоверное сни-
жение уровня 16:1(n-7) и 18:1(n-7) в мышцах 

самок при возобновлении питания (8-е сут.) 
по сравнению с контрольной группой. Наиболь-
шие достоверные вариации показаны для НЖК, 
за счет 18:0, уровень которых незначительно 
увеличивался у особей при голодании и при во-
зобновлении питания на 8-е сут. по сравнению 
с контрольной группой, а затем снижался до 
количества контрольных особей.

Коэффициент интенсивности метаболизма 
16:0/18:1(n-9) в мышцах исследованных рыб 
достоверно не различался.

обсуждение

Мышцы трехиглой колюшки накапливают 
липиды в большей степени для собственных 
нужд и поддержания своих функциональных 
возможностей, связанных c активным движе-
нием, перемещениями (миграциями) на дли-
тельные дистанции, противостоянием потоку 
и многим другим. При этом качественный и ко-
личественный состав липидов мышц демон-
стрирует высокую ценность рассматриваемой 
рыбы как промежуточного звена в перемеще-
нии вещества и энергии в форме этих много-
образных биохимических веществ, в том числе 
физиологически значимых ЖК, к консумен-
там более высоких порядков, которыми в том 
числе являются коммерчески значимые виды 
рыб (навага, сельдь, треска и другие). Для ло-
сосевых рыб, например, показана более чет-
кая и широкая динамика количества липидов 
в мышцах, чем в печени, ввиду того, что мышцы 
выполняют роль энергетического депо [Лизен-
ко и др., 1980].

В настоящем исследовании мышцы самцов 
колюшки в летний сезон в природных услови-
ях характеризовались большим количеством 
ОЛ, чем мышцы самок, что, возможно, связано 
с участием липидов мышц в процессах нерес-
та у самок, о чем может также свидетельство-
вать более низкий уровень энергетических ТАГ, 
в том числе МНЖК, которые являются структур-
ными компонентами этой группы липидов. Та-
ким образом, показаны достоверные различия 
по уровню ОЛ, ФЛ и ТАГ в мышцах самок и сам-
цов, что подтверждается данными дисперсион-
ного анализа. Содержание ОЛ, ФЛ и ХС в мыш-
цах колюшки достоверно различается при раз-
ных режимах кормления. При этом различий 
в уровне ЭХС в мышцах исследованных рыб 
по полу или на разных этапах эксперимента 
не установлено, что указывает на сравнитель-
но низкую степень вовлеченности и значимос-
ти этой группы запасных липидов (минорных 
по количеству) в мышцах колюшки при данных 
условиях.
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Результаты, свидетельствующие о том, что 
упитанность самок меньше упитанности сам-
цов колюшки, согласуются с данными ранее 
опубликованных работ [Демчук и др., 2018]. 
Упитанность самцов и самок колюшки, обус-
ловленная изменениями липидного спектра 
мышц, также может быть отражением уровня 
гиперфагии, которая, как показано в исследо-
ваниях на лососевых [Jobling et al., 1993], а так-
же колюшковых [Zhu et al., 2003], наблюдается 
при долговременном ограничении или дисба-
лансе питания, сопровождающемся критичес-
ким снижением жировых запасов [Won, Borski, 
2013].

Качественный состав липидов и ЖК у обоих 
полов контрольной группы был сходен. Неко-
торые различия в количественном содержа-
нии связаны с более высоким уровнем ПНЖК 
(включая кислоты семейств (n-3) и (n-6)), коэф-
фициента (n-3)/(n-6), количества НЖК, а также 
с более низким количеством общих ФЛ и МНЖК 
у самок. Таким образом, для самок и самцов 
колюшки, обитающих в природных условиях 
в период завершения нереста, показано от-
сутствие половых различий в качественном со-
ставе липидов, но обнаружена количественная 
дифференциация липидного спектра.

Ранее [Мурзина и др., 2018] была показана 
тканевая неоднородность и специфичность ли-
пидного и ЖК-спектра в мышцах, печени и го-
надах трехиглой колюшки Белого моря, обита-
ющей в прибрежной зоне в нерестовый период. 
Был установлен высокий уровень ПНЖК в мыш-
цах и гонадах самок в преднерестовый период, 
в основном семейства (n-3), в которых домини-
ровали эссенциальные ЭПК и ДГК. При этом по-
казано, что основным органом депонирования 
липидов у колюшки является печень, ее функ-
циональная роль, по-видимому, значительно 
шире, чем у мышц, и она участвует в поддержа-
нии энергетического и пластического обмена, 
в синтезе веществ стероидной природы для 
обеспечения надлежащего функционирования 
всех органов и систем. Так, в наших исследо-
ваниях показано [Мурзина и др., 2019], что ка-
чественный и количественный состав липидов 
и некоторых ЖК в печени и гонадах отражает 
взаимосвязь этих органов в преднерестовый 
и нерестовый периоды, в том числе в формиро-
вании «метаболически» активной икры в зави-
симости от трофических условий нерестилищ.

Наиболее существенные различия и изби-
рательность использования липидов проде-
монстрированы между самками и самцами 
рыб в процессе аквариального эксперимента, 
включающего их голодание и разные режимы 
питания. Прежде всего следует отметить более 

драматическое снижение количества ОЛ при 
голодании у самцов, однако после возобновле-
ния питания их уровень достоверно не разли-
чается с таковым у рыб из контрольной группы. 
При этом в мышцах самок количество ОЛ при 
голодании не изменялось, и их уровень в этой 
ткани у самок достоверно снижается по срав-
нению с контрольной группой только при во-
зобновлении питания (9-е сутки). Эти резуль-
таты согласуются с синхронным изменением 
упитанности рыб.

Полученные данные могут свидетельство-
вать о способности метаболических систем 
мышц самцов колюшки к быстрому восста-
новлению и накоплению необходимого уровня 
липидов после прекращения голодания. От-
носительно постоянный уровень ОЛ в мышцах 
самок при голодании может объясняться его 
поддержанием за счет первоочередного ис-
пользования энергетических липидов – ТАГ – 
до их полной утилизации при голодании, а так-
же отдельных ФЛ за счет ключевых структурных 
ФЭА и ФХ. Особая значимость в поддержании 
жизнедеятельности организма обоих полов 
в условиях голодания была показана для ТАГ 
(основной молекулярной формы депонирова-
ния энергии), что вполне можно рассматри-
вать как единый механизм развития ответной 
реакции на условия голодания и ограничен-
ности пищи у рыб [Лизенко и др., 1980; Sargent 
et al., 1999; Godavarthy et al., 2012]. Высокая 
лабильность установлена для ФЛ, при этом ис-
пользование индивидуальных липидных клас-
сов в механизмах компенсаторных реакций, 
направленных на поддержание гомеостаза 
в условиях голодания, различалось для самок 
и самцов. В мышцах самцов снижается также 
и общий уровень ФЛ, структурных липидов. 
Известно, что их использование у рыб проис-
ходит в том случае, когда исчерпаны запасы 
энергетических липидов или их уровень крити-
чески снижен, в этих условиях ФЛ также начи-
нают включаться в процессы энергетического 
обмена. Компенсаторный характер снижения 
количества ФЛ достигается за счет включения 
сложных биохимических механизмов, позволя-
ющих, с одной стороны, их катаболизировать, 
а с другой – обеспечивать избирательность их 
трансформации. Так, в мышцах самцов в ходе 
аквариального эксперимента наблюдается 
альтерация ФХ, ФЭА, ЛФХ, возможно, благо-
даря этому достигается баланс между выпол-
нением структурной и энергетической функции 
данных ФЛ. За счет этого механизма, а также 
за счет увеличения уровня другого предста-
вителя структурных липидов – ХС – в мышцах 
обеспечивается поддержание надлежащих фи-
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зико-химических свойств липидного окружения 
биомембран, что обеспечивает необходимую 
работу мембраносвязанных ферментов и их 
комплексов [Arts et al., 2009], в том числе фер-
ментов энергетического обмена. Изменением 
уровня ХС и соотношения ХС/ФЛ достигается 
вязкость мембраны, оптимальная для поступ-
ления необходимых компонентов для обеспе-
чения функционирования всех систем клеточ-
ного метаболизма в условиях голодания и при 
возобновлении питания.

Следует отметить, что резких изменений 
уровня ФИ и ФС, которые принимают учас-
тие в передаче клеточных сигналов [Крепс, 
1981], в том числе при стрессовом воздейст-
вии, не установлено. Однако для ФС показано 
незначительное, но достоверное его снижение 
у самцов рыб в ходе аквариального экспери-
мента по сравнению с контрольной группой, 
а для ФИ – уменьшение его содержания в мыш-
цах самок при возобновлении кормления (9-е 
сут.) по сравнению с контрольной группой. ФИ 
является одним из источников образующих-
ся с участием фосфолипаз С-диглицеридов, 
которые выполняют роль сигнальных молекул 
[Ипатова, 2005]. Кроме того, известно, что ФИ 
является предшественником фосфоинозитов, 
которые образуются под действием гормонов 
и ряда других эффекторов [Berrigge, 1987].

Увеличение уровня ХС в мышцах самцов 
и самок в условиях голодания и при возобнов-
лении питания было установлено и для других 
видов рыб, при этом степень его вариации раз-
личается у разных видов [Лизенко и др., 1980; 
Godavarthy et al., 2012]. Считается, что за счет 
изменения его уровня у рыб при голодании, на-
ряду с энергетическими липидами, достигает-
ся удовлетворение необходимых потребностей 
организма в энергии, поскольку используется 
для синтеза глюкозы. Кроме того, ХС исполь-
зуется для синтеза желчных кислот в организ-
ме, при голодании эти процессы сдерживают-
ся. В одной из работ [Godavarthy et al., 2012] 
предполагается, что в условиях голодания ХС 
выступает предшественником гормонов стрес-
са, которые могут либо способствовать усиле-
нию глюконеогенеза, либо повышать сопро-
тивляемость организма. При долговременном 
голодании (60 дн.) у анабаса (Anabas testudi-
neus) также продемонстрировано увеличение 
содержания ХС [Godavarthy et al., 2012]. Ранее 
нами было показано накопление ХС в печени 
пятнистого лептоклина (Leptoclinus maculatus), 
что рассматривалось как защитный механизм, 
снижающий окисляемость мембранных липи-
дов в специфических условиях [Мурзина, 2010; 
Murzina et al., 2012].

В описанных выше экспериментах коэффи-
циент интенсивности метаболизма (определя-
емый соотношением 16:0/18:1(n-9)) [Arts et al., 
2009] в мышцах самок колюшки достоверно 
не изменялся, что может косвенно свидетель-
ствовать о физиолого-биохимической устой-
чивости этой ткани и преадаптации организма 
к изменению питания. У самцов при голодании 
и при возобновлении кормления (8-е сут.) этот 
коэффициент повышался, что подтверждает 
высказанное выше предположение о том, что 
для поддержания гомеостаза при изменении 
условий питания у самцов необходимо участие 
определенных компенсаторных механизмов, 
включающих изменения качественного и коли-
чественного состава липидов и их ЖК.

Особо интересным при анализе роли ЖК 
в поддержании гомеостаза колюшки в услови-
ях голодания является то, что в мышцах сам-
цов при голодании достоверно не изменяется 
(по сравнению с контрольной группой) уровень 
ПНЖК, в том числе семейства (n-3) и отдельных 
ЖК – ДГК. Однако при возобновлении питания 
(на 9-е сут.) эти показатели существенно сни-
жались. В аналогичных условиях (при голода-
нии и возобновлении питания) в мышцах самок 
сумма ПНЖК также не различалась. Незначи-
тельные вариации показаны только для ДГК 
в мышцах самок при голодании по сравнению 
с таковым контрольной группы.

Несмотря на то что обычно уровень ПНЖК 
достаточно стабилен при воздействии тех или 
иных факторов и изменяется только в крити-
ческих ситуациях [Крепс, 1981], в наших иссле-
дованиях обнаружена специфичность расхо-
дования отдельных физиологически значимых 
кислот этого класса – ДГК у самцов и ЭПК у са-
мок, что, скорее всего, связано с их особой фи-
зиологической ролью, которую они выполняют 
в организме рыб [Sargent et al., 1999; Tocher, 
2003; Arts et al., 2009]. Например, ДГК селек-
тивно удерживается во фракции ФЛ при дли-
тельном голодании у золотоголового морского 
леща [Koven et al., 1989] и палтуса [Rainuzzo 
et al., 1994].

При соотношении полученных результатов 
по динамике отдельных липидов и ЖК в мыш-
цах у самок и самцов колюшки в природных 
условиях, при голодании и при возобновлении 
питания в аквариальных условиях с данными 
по упитанности рыб можно заключить, что при 
возобновлении питания самки и самцы погло-
щают пищу более активно, на это указывает 
восстановление уровня ТАГ и некоторых пи-
щевых ЖК у самок, а также повышение уровня 
ОЛ и в том числе пищевых кислот – 16:1(n-7), 
18:1(n-9), 18:1(n-7) и 20:1(n-9) у самцов.
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Установленные временные изменения для 
различных липидов и ЖК при голодании и ис-
следованных режимах возобновления питания 
различаются и отражают физиолого-биохими-
ческий статус организма, который определяет-
ся в том числе активностью ферментов липид-
ного и энергетического обмена, а также функ-
циональной ролью и значимостью отдельных 
групп липидов в организме.
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оКисление КВерцеТина ПероКсидаЗой 
КарельсКой БереЗы

К. м. никерова, н. а. галибина, ю. л. мощенская, 
л. л. новицкая, м. н. Бородина, и. н. софронова
Институт леса КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Приведены результаты изучения пероксидазного окисления кверцетина в кси-
леме двух форм 40-летних деревьев березы повислой – Betula pendula Roth var. 
pendula (обычная береза) и B. pendula var. carelica (Mercl.) Hämet-Ahti (карель-
ская береза), различающихся по текстуре древесины, в диапазоне pH от 4 до 10. 
Кверцетин использован в качестве известного модельного субстрата для изучения 
пероксидазных процессов. Определены максимумы поглощения кверцетина для 
изучаемого диапазона рН. Рассмотрены особенности протекания реакции в кис-
лой, нейтральной и щелочной средах для изучаемых объектов. Приведены зави-
симости активности пероксидазы (ПОД) от времени, а также исследован характер 
изменения пероксидазной активности в диапазоне pH. Выявлены количественные 
характеристики реакции окисления кверцетина пероксидазой в ксилеме двух форм 
березы повислой. Показана более высокая активность кислых изоформ фермен-
та по сравнению с основными у обеих форм березы. В кислой среде активность 
пероксидазы у обычной березы и карельской березы не отличалась. В щелочной 
среде активность пероксидазы была значительно выше в ксилеме у карельской бе-
резы. Полученные данные свидетельствуют о более высокой окислительной спо-
собности пероксидазы в ксилеме карельской березы за счет более активного учас-
тия всех изоформ в процессах окисления кверцетина. Высказано предположение, 
что растительные ткани с нестандартной ферментативной активностью могут быть 
источниками биологически активных веществ и использоваться в процессах био-
катализа.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Betula pendula Roth var. pendula; Betula pendula var. carelica 
(Mercl.) Hämet-Ahti; пероксидаза; кверцетин; pH.

K. M. Nikerova, N. A. Galibina, Yu. L. Moshchenskaya, L. L. Novitskaya, 
M. N. Borodina, I. N. Sofronova. QUERCETIN OXIDATION BY KARELIAN 
BIRCH PEROXIDASE

The article presents the results of a study of peroxidase oxidation of quercetin in the xy-
lem of 40-year-old birch trees of 2 forms differing in wood texture – silver birch (Betula 
pendula Roth var. pendula) and Karelian birch (B. pendula var. carelica (Mercl.) Hämet-
Ahti), in the pH range of 4 to 10. Quercetin was used as a known model substrate for 
the study of peroxidase processes. The quercetin absorption maxima for the studied pH 
range were determined. The specific features of the reaction in acidic, neutral and al-
kaline media were considered for the studied objects. The time dependence of peroxi-
dase activity is presented, as well as the pattern of peroxidase activity change in the pH 
range. Quercetin oxidation by peroxidase in the xylem of silver birch and Karelian birch 
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Введение

Ткани растений с высокой оксидазной фер-
ментативной активностью широко использу-
ются в процессах биокатализа. Они могут быть 
источниками биологически активных феноль-
ных веществ и служить сырьем для получения 
различных ферментных препаратов. Среди 
оксидаз пероксидазы (ПОД) обладают более 
высоким окислительно-восстановительным по-
тенциалом, в связи с чем их часто используют 
в биокаталитических реакциях галогенирова-
ния, полимеризации, синтеза полифенолов, 
хинонов, для ускорения образования углерод-
углеродных связей [Burton, 2003; Borges et al., 
2017]. Растительные ПОД являются непосред-
ственными участниками биосинтеза компо-
нентов клеточных стенок (лигнина, целлюлозы 
и гемицеллюлоз), которые широко применимы 
в химической промышленности, биоэнергети-
ке, агротехнологиях и т. д. [Chen, 2014]. В этой 
связи древесные растения, отличающиеся раз-
нообразием компонентов вторичных клеточных 
стенок, могут быть использованы в качестве 
сырья для извлечения ферментных препаратов 
и биологически активных веществ.

Для изучения пероксидазных процессов 
и возможности их применения в биокатали-
зе при различных условиях важное значение 
имеет подбор субстрата окисления, который 
позволяет рассмотреть активность фермен-
та в широком диапазоне pH, включая как фи-
зиологические значения, так и экстремальные 
условия, применяемые в различных отраслях 
промышленности. Таким признанным субстра-
том является кверцетин, который в зависи-
мости от pH имеет разную степень ионизации 
и разное количество электроактивных центров 
[Jovanovic et al., 1994; Brett, Ghica, 2003; Червя-
ковский и др., 2009], в связи с чем его окисле-
ние пероксидазами различается в диапазоне 
pH.

Кверцетин относится к подклассу флаво-
нолов из класса флавоноидов [Запрометов, 

1993], их отличает наличие гидроксильной 
группы в С3 положении.

Из всех флавоноидов флаванолы, в том чис-
ле кверцетин, наиболее склонны к окислению. 
Они способны окисляться растительными пе-
роксидазами с достаточно высокими скоростя-
ми [Schreiber, 1974; Chan et al., 1999; Takahama, 
Oniki, 2000]. Вероятно, кверцетин и ему подоб-
ные соединения – природные субстраты для 
ПОД. Для растений процесс окисления фла-
воноидов является неотъемлемым процессом 
нормального роста и развития [Taylor, Grote-
wold, 2005; Pourcel et al., 2006].

Кверцетин является продуктом окисления 
природного дегидрокверцетина, наличие ко-
торого присуще древесным растениям. Оба 
этих фенольных соединения находят широкое 
применение в пищевой промышленности, ней-
трализуя активные формы кислорода, в качест-
ве антиоксидантов. В медицине дегидроквер-
цетин и кверцетин применяются для лечения 
лучевой болезни, септического эндокарди-
та, для профилактики поражений капилляров 
и др. Кверцетин ингибирует гиалуронидазу, 
защищает от окисления аскорбиновую кислоту 
и адреналин [Рогожин, Перетолчин, 2009].

Наши предыдущие исследования показа-
ли, что у двух форм березы повислой, разли-
чающихся по текстуре древесины, – обычной 
березы повислой (Betula pendula Roth var. pen-
dula) и карельской березы (B. pendula var. care-
lica (Mercl.) Hämet-Ahti) ПОД проявляет разную 
активность и может служить биохимическим 
маркером нарушений ксилогенеза [Галибина 
и др., 2013, 2016; Никерова, Галибина, 2017; 
Никерова и др., 2018]. Предполагая, что ткани 
с нестандартной ферментативной активнос-
тью могут использоваться в процессах биока-
тализа, мы провели сравнительное изучение 
активности ПОД в ксилеме 40-летних деревьев 
обычной березы повислой и карельской бере-
зы с использованием кверцетина в качестве 
субстрата пероксидазного окисления в широ-
ком диапазоне pH.

was quantified. Acidic isoforms of the enzyme were shown to have higher activity com-
pared to basic ones in both birch forms. In acidic conditions, peroxidase activity did not 
differ between silver and Karelian birch. In basic conditions, peroxidase activity was sig-
nificantly higher in Karelian birch xylem. The resultant data generally indicate a higher oxi-
dative capacity of peroxidase in Karelian birch xylem owing to a more active participation 
of all isoforms in the oxidation of quercetin. It is hypothesized that plant tissues with non-
standard enzymatic activity may be sources of biologically active substances and be used 
in biocatalysis processes.

K e y w o r d s: Betula pendula var. carelica (Mercl.) Hämet-Ahti; Betula pendula Roth var. 
pendula; peroxidase (POD); quercetin; pH.
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объекты и методы исследования

Растительный материал

Объектами исследования были 40-летние 
деревья обычной березы повислой (Betula pen-
dula var. pendula) и карельской березы (B. pen-
dula var. carelica). Все растения произрастали 
в одинаковых почвенно-климатических услови-
ях на Агробиологической станции КарНЦ РАН 
(61°45ʹ c. ш. 34°20ʹ в. д.) в 2 км от г. Петроза-
водска, Республика Карелия. Отбор образцов 
проводили в феврале. В это время растения 
находились в состоянии вынужденного покоя.

На стволе березы вырезали «окошки» 4×6 см 
и отделяли кору от древесины. С обнаженной 
поверхности древесины бритвенным лезвием 
отбирали ткани ксилемы. У узорчатых расте-
ний ткани отбирали из участков ствола с харак-
терными вздутиями, неровностями, крупными 
бугорками и бугорчатыми выпуклостями. Весь 
растительный материал замораживали в жид-
ком азоте и хранили в низкотемпературной мо-
розильной камере при –70 °C.

Биохимические исследования

Растительный материал растирали с жид-
ким азотом и гомогенизировали в среде сле-
дующего состава: 50 мМ K, Na-фосфатный 
буфер (рН 7,8), 0,5 мМ ЭДТА; соотношение 
ткань : буфер – 1 : 10. После 20-минутной экс-
тракции гомогенат дважды центрифугировали 
при 10 000 g в течение 15 минут при 4 °С (цен-
трифуга MPW-351R, Польша) [Никерова и др., 
2016]. В полученном супернатанте определя-
ли активность пероксидазы (спектрофотометр 
СФ-2000,  «ОКБ Спектр», Россия) [Галибина 
и др., 2013].

Для определения активности ПОД в качест-
ве донора водорода использовали кверцетин, 
в качестве субстрата – перекись водорода. Ин-
кубационная среда для определения активно-
сти ПОД содержала: соответствующий буфер, 
5,2 мМ перекись водорода и 22,1 мкМ квер-
цетин, который предварительно растворяли 
в спирте при нагревании на водяной бане. Вре-
мя инкубации – 20 минут. Активность ПОД оце-
нивали по убыли оптической плотности квер-
цетина на соответствующей длине волны при 
каждом исследуемом рН и выражали как израс-
ходовано мкмоль кверцетина / г сырой ткани за 
10 мин.

Для рН 4, 5, 6, 7 – готовили цитратно-фос-
фатный буфер на основе 0,1 М лимонной кис-
лоты и 0,2 М дигидрофосфата натрия. Для 
рН 8, 9, 10 – буфер на основе 0,1 М хлорида ка-

лия, 0,1 М борной кислоты и 0,1 М гидроксида 
натрия [Лурье, 1971].

Обработка данных осуществлялась в среде 
Microsoft Excel. Эксперименты проводились 
в четырех биологических повторностях, анали-
тическая повторность – двукратная. Приведены 
средние значения и их стандартные ошибки. 
Для оценки значимости различий использова-
ли t-критерий Стьюдента.

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

результаты

Максимумы поглощения кверцетина 
в диапазоне pH

Об активности ПОД судили по уменьшению 
оптической плотности в области поглощения 
кверцетина, поэтому для каждого значения 
pH (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) определяли максимум 
поглощения (λ, нм) и строили калибровочные 
графики зависимости оптической плотнос-
ти от концентрации кверцетина. С возраста-
нием pH происходил сдвиг максимума по-
глощения в более длинноволновую область. 
Так, при pH 4 максимум поглощения соответ-
ствовал 353,7 нм, а при pH 10 – уже 384,7 нм  
(рис. 1).

Изменение активности пероксидазы 
в ксилеме у B. pendula var. pendula 
и B. pendula var. carelica в диапазоне pH

У растений B. pendula var. pendula и B. pen-
dula var. carelica в ксилеме динамика активно-
сти ПОД в изучаемом диапазоне pH имела схо-
жие тенденции (рис. 2). Так, у обеих форм бе-
резы при переходе из кислой в щелочную среду 
происходило понижение активности ПОД. Осо-
бенно резкое снижение пероксидазной актив-
ности наблюдали при переходе pH от 7 до 9. 
При переходе pH от 9 до 10 происходило повы-
шение активности ПОД.

В целом активность ПОД в кислой среде 
была выше, чем в щелочной, но не имела зна-
чимых отличий между изучаемыми формами. 
В нейтральной среде при pH 7 наметилась тен-
денция к более высокой активности ПОД в кси-
леме карельской березы. В щелочной среде ак-
тивность ПОД у карельской березы была значи-
мо выше, чем у обычной березы повислой: при 
pH 8 – в 2,5 раза, а при pH 9 и 10 – в 1,8 раза 
соответственно.
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Исследование протекания реакции 
пероксидазного окисления кверцетина во 
времени у карельской березы

Поскольку активность ПОД у карельской 
березы в ксилеме была в целом более вы-

сокой, дальнейшее изучение реакции окис-
ления кверцетина пероксидазой проводили 
на этой ткани. Учитывая уравнения зависи-
мости оптической плотности от концентрации 
кверцетина (рис. 1), строили графики зависи-
мости активности фермента от времени про-

Рис. 1. Зависимость оптической плотности от концентрации кверцетина при 
исследуемых рН: а – 4, б – 5, в – 6, г – 7, д – 8, е – 9, ж – 10. Приведены урав-
нения зависимости оптической плотности (D) от концентрации кверцетина 
(С, моль/л), значение коэффициента аппроксимации (R2) и максимума по-
глощения (λ, нм)
Fig. 1. The dependence of optical density on the quercetin concentration 
in the studied pH: а – 4, б – 5, в – 6, г – 7, д – 8, е – 9, ж – 10. The equations 
of dependence of optical density (D) on the quercetin concentration (C, mmol/l), 
coefficient of approximation (R2) and absorption maximum (λ, nm) are shown



69

текания реакции (3, 5, 7, 10, 15 и 20 мин)  
(рис. 3).

В течение 20 мин во всех исследуемых pH 
происходило уменьшение оптической плотнос-
ти кверцетина, что свидетельствовало об убы-
ли субстрата в связи с его расходованием в ре-
акции пероксидазного окисления, вследствие 
чего пероксидазная активность увеличивалась. 
Спустя 20 мин в кислой среде реакция практи-
чески останавливалась, что не было связано 
с недостатком субстрата, а определялось воз-
можностями ферментного препарата и реак-
ционной способностью кверцетина при каждом 
pH.

Окисление протекало более равномерно 
при pH 8 и 9, о чем можно судить по характеру 
уравнений линий тренда. Только в этих усло-
виях уравнение зависимости скорости реак-
ции от времени имело вид прямой пропорци-
ональности (рис. 3, д, е). Тогда как в кислых 
и нейтральных условиях имело место быстрое 
увеличение активности пероксидазы в первые 
минуты реакции. Особенно обращает на себя 
внимание коэффициент аппроксимации урав-
нения линейной функции при рН 8, описываю-
щий зависимость активности ПОД от времени, 
который равен 0,99. При рН 9 и 10 значения 
активности пероксидазы ниже, чем при других 
исследуемых рН.

обсуждение

Ранее при использовании в качестве суб-
стратов пероксидазного окисления бензидина 
и гваякола мы показали, что активность ПОД 
у растений карельской березы выше, по срав-
нению с обычной березой повислой, в тканях 
ксилемы [Галибина и др., 2013; Никерова, Га-
либина, 2017; Никерова и др., 2018] как в пери-
од покоя, так и в период активного камбиально-
го роста. Более того, активность основных изо-
форм фермента [Никерова и др., 2018] была 
ниже, чем кислых [Галибина и др., 2013; Нике-
рова, Галибина, 2017], что подтвердило насто-
ящее исследование с использованием кверце-
тина в качестве субстрата окисления.

Однако при использовании других субстра-
тов мы отмечали, что и в кислой среде актив-
ность ПОД у карельской березы намного пре-
вышала таковую у обычной березы и, кроме 
того, разница между активностью кислых и ос-
новных изоформ была более значительной. 
При использовании кверцетина в кислой среде 
не было обнаружено достоверных отличий в ак-
тивности ПОД у двух форм березы. Вероятно, 
причина заключается в окислительных способ-
ностях кверцетина при различных условиях pH. 
Рассмотрим химизм процесса более подробно.

Реакционная способность флавоноидов 
зависит от многих факторов, которые могут 
изменять их константы диссоциации. Один 
из главных – степень ионизации гидроксильных 
группировок флавоноида [Slabbert et al., 1977], 
которая вызывает отрыв электронов. Разные 
флавоноиды подвержены процессу окисления 
в большей или меньшей степени. Способность 
к окислению определяют методом цикличес-
кой вольтамперометрии [Jovanovic et al., 1994] 
по величине окислительно-восстановительного 
потенциала соединения (ОВП). Чем ниже ОВП, 
тем выше склонность к окислению. Вольтам-
перограммы флавоноидов представляют со-
бой кривые с несколькими пиками [Brett, Ghica, 
2003], количество которых соответствует числу 
электроактивных центров в структуре соеди-
нения, они формируются в основном за счет 
свободных гидроксильных групп, которые под-
вержены окислению. На окислительно-восста-
новительные свойства могут оказывать влия-
ние и другие особенности строения, например, 
присутствие карбонильной группы и ненасы-
щенных связей [Червяковский и др., 2009].

Кверцетин (рис. 4) – один из самых хорошо 
окисляемых флавоноидов. При рН 7,7 у него 
регистрируются четыре пика окисления: при 
+0,15; +0,30; +0,60 и +0,80 В. Окислительный 
процесс протекает по каскадному механиз-

Рис. 2. Активность ПОД (израсходовано мкмоль 
кверцетина / г сырой ткани) у B. pendula var. pendula 
и B. pendula var. carelica при различных pH
Fig. 2. POD activity (consumed µmol quercetin / g FW) 
in B. pendula var. pendula and B. pendula var. carelica 
under different pH
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Рис. 3. Зависимость активности ПОД (израсходовано мкмоль кверцети-
на / г сырой ткани) от времени при исследуемых pH: а – 4, б – 5, в – 6, 
г – 7, д – 8, е – 9, ж – 10. Приведены уравнения зависимости активности 
ПОД (E) от времени (t, мин), значение коэффициента аппроксимации 
(R2)
Fig. 3. Dependence of POD activity (consumed µmol quercetin / g FW) 
on time at the investigated pH: а – 4, б – 5, в – 6, г – 7, д – 8, е – 9, ж – 10. 
The equations of dependence of POD activity (E) on the time (t, min), coef-
ficient of approximation (R2) are shown
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му с вовлечением различных электроактив-
ных структур. В щелочной среде флавоноиды, 
и кверцетин в том числе [Slabbert et al., 1977; 
Boots et al., 2003; Brett, Ghica, 2003], находятся 
преимущественно в ионизированной неустой-
чивой форме, следовательно, могут быть под-
вержены активному окислению и являться пе-
роксидазными субстратами.

Сложно однозначно предположить, какие 
продукты образуются в результате фермен-
тативного окисления флавоноидов, так как, 
вероятно, промежуточные продукты также 
вступают во взаимодействие с молекулой фер-
мента и, кроме того, претерпевают ряд нефер-
ментативных превращений [Барсукова и др., 
2017]. Boots c соавторами показали, что при 
окислении кверцетина пероксидазой в усло-
виях pH 7,4, С[H2O2] = 33 мкМ/л образуется 
только один продукт – кверцетин-ортохинон, 
и существовать он может в представленных 
на рис. 5 таутомерных формах [Boots et al., 
2003].

В нашем исследовании стабильное равно-
мерное окисление было отмечено при pH 8 и 9, 
уравнения зависимости ПОД от времени в этих 
условиях имели вид прямой пропорциональ-
ности с близкими к единице коэффициентами 
аппроксимации (рис. 3, д, е).

Исходя из вышесказанного можно предпо-
ложить, что в кислой среде, где окислительные 
возможности кверцетина ограничены ввиду 
слабой ионизации, у обычной березы повис-
лой и карельской березы наблюдается пре-

дел активности фермента. В первые минуты 
реакция шла активно, затем практически ос-
танавливалась к 20-й минуте. Недостатка суб-
страта или фермента в наблюдаемых реакциях 
не было, поэтому, вероятно, сродство субстра-
та и фермента из-за малой ионизации в кислой 
среде оказывается недостаточным, не давая 
возможности ферменту показать свои полно-
ценные окислительные способности. Об этом 
свидетельствуют и более низкие коэффициен-
ты аппроксимации уравнений, описывающих 
зависимость активности фермента во време-
ни, и заметная неравномерность протекания 
реакций, которая выражается тем фактом, что 
за равные промежутки времени активность 
фермента изменялась по-разному. Вероятно, 
это обусловлено взаимодействием активно-
го центра фермента и слабоионизированного 
субстрата.

Другая вероятная причина отсутствия отли-
чий у изучаемых форм в кислой среде – период 
отбора растительных тканей. Образцы ксилемы 
были взяты в феврале, когда растения находи-
лись в состоянии вынужденного покоя, то есть 
все ферментные изменения были обусловлены 
в первую очередь влиянием внешних факторов, 
в основном температуры, активных метаболи-
ческих процессов в изучаемых тканях не проис-
ходило [Галибина и др., 2013]. Обычно измене-
ния внешних условий отражаются в более вы-
сокой активности кислых пероксидаз [Gaspar 
et al., 1985]. Поэтому, вероятно, практически 
одинаковая высокая активность кислых изо-
форм у обеих изучаемых форм березы могла 
быть одинаковым ответом на условия внешней 
среды, а активность протекания метаболичес-
ких процессов характеризовали основные изо-
формы фермента.

Кроме того, именно в кислых условиях на-
блюдается двойственная картина поведения 
кверцетина: и как очень активного антиокси-
данта, и как субстрата для пероксидазного 
окисления. Действие кверцетина-антиоксидан-
та может ингибировать пероксидазную актив-
ность в кислой среде и даже при нейтральных 
pH [Rogozhin, Verkhoturov, 1998; Метелица, Ка-
расева, 2007; Dueñas et al., 2010], что, в свою 
очередь, может ограничивать активность ПОД.

Для изучения антиоксидантной активно-
сти в различных органах и тканях травянистых 
и древесных растений часто выбирают именно 
кислые условия среды инкубации, однако изу-
чение механизмов реакций антиоксидантного 
окисления в основных условиях среды инкуба-
ции не менее важно ввиду их распространен-
ности в естественных биологических процессах 
[Dueñas et al., 2010]. Также важен правильный 

Рис. 4. Кверцетин
Fig. 4. Quercetin

Рис. 5. Продукты окисления кверцетина пероксида-
зой [Boots et al., 2003]
Fig. 5. Products of peroxidase oxidation of quercetin 
[Boots et al., 2003]
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подбор субстрата окисления для разных усло-
вий среды. Не все субстраты позволят изучать 
пероксидазную активность в широком диапазо-
не. Достаточно высокий pH, близкий к 8 и чуть 
выше, может быть обнаружен в митохондриях, 
пероксисомах растительных клеток [Shen et al., 
2013]. Логично, что эти компартменты являют-
ся привычным местом локализации пероксидаз 
[Половникова, 2010].

На основании проведенного исследования 
можно предположить, что в период вынужден-
ного покоя осно́вные изоформы пероксидазы 
в реакции окисления кверцетина могут являться 
биохимическим маркером аномального ксило-
генеза у карельской березы. Активное участие 
кислых пероксидаз в ответных реакциях орга-
низма на изменение температуры окружающей 
среды не позволяет в полной мере выявить их 
разное участие в метаболизме у обычной бере-
зы повислой и карельской березы, биохимичес-
ким маркером которого, как мы уже не раз по-
казывали в предыдущих исследованиях, может 
являться повышенная активность ПОД.

Более высокая активность ПОД карельской 
березы в реакциях окисления кверцетина в ос-
новных условиях среды инкубации, вероятно, 
может быть использована в биокаталитических 
процессах ввиду нестандартной работы фер-
мента как в физиологических, так и в экстре-
мально щелочных (pH 9 и 10) условиях, и это 
может быть применимо в различных синтети-
ческих процессах окисления фенольных со-
единений. Предполагаем, что ткани ксилемы 
карельской березы могут являться сырьем для 
извлечения необычных изоформ фермента, ра-
ботающих в очень широком диапазоне pH.

Заключение

В настоящей работе впервые было прове-
дено изучение активности ПОД в ксилеме двух 
форм 40-летних деревьев березы повислой – 
обычной березы повислой (B. pendula var. pen-
dula) и карельской березы (B. pendula var. care-
lica) с использованием кверцетина в качестве 
субстрата пероксидазного окисления в диапа-
зоне pH.

Данная работа продолжает ряд уже опубли-
кованных исследований, которые показывают 
различные биохимические стратегии фермен-
тов АОС в процессах нормального и аномаль-
ного ксилогенеза у карельской березы. Выдви-
нута гипотеза о возможности использования 
основных изоформ пероксидаз в реакции окис-
ления кверцетина в качестве биохимического 
маркера аномального ксилогенеза в период 
вынужденного покоя. Кроме того, вероятно, 

аномальные ткани карельской березы с выяв-
ленными закономерностями ферментативной 
активности и широким спектром изоформ ПОД 
могут быть использованы в различных биотех-
нологических процессах.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
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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ВлиЯние аБиоТичесКиХ ФаКТороВ на ВодооБмен 
ХВойного и лисТВенного дреВесныХ расТений

В. Б. Придача, г. П. Тихова, Т. а. сазонова
Институт леса КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Проведено исследование влияния абиотических факторов (интенсивности ФАР, 
температуры и относительной влажности воздуха, дефицита упругости водяного 
пара) на суточные ритмы водного потенциала облиственных (охвоенных) побегов 
сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.) и березы повислой (Betula pendula Roth) 
в вегетационной динамике в условиях сосняка черничного свежего европейской 
части средней тайги (Южная Карелия). На основе анализа модельных данных уста-
новлено, что вклады ведущих факторов среды в формирование величины водного 
потенциала для хвойного и лиственного растения сопоставимы и межвидовые раз-
личия не обнаружены. Показано сходство доминирования ведущих факторов для 
обоих видов, в частности, в июле – интенсивности ФАР, в августе – относительной 
влажности воздуха, в сентябре – температуры воздуха. Между тем в июне выяв-
лены значимые межвидовые отличия доминирующего влияния факторов среды 
на водный обмен сосны обыкновенной (относительной влажности воздуха) и бе-
резы повислой (интенсивности ФАР). Предполагается, что выявленные различия 
обусловлены биологическими особенностями формирования побегов и листь-
ев (хвои) хвойного и лиственного растения в период интенсивного роста. Кроме 
того, отмечена некоторая инертность отклика водного потенциала облиственных 
(охвоенных) побегов древесных растений на резкие изменения абиотических фак-
торов в течение суток, что обусловлено механизмом эндогенной регуляции вод-
ного обмена. Выявленное сходство ведущих абиотических факторов и их вклада 
в формирование величины водного потенциала хвойного и лиственного древесных 
растений в вегетационной динамике указывает на сходные механизмы адаптации 
систематически разных видов, произрастающих в одном климатическом регионе.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Pinus sylvestris L.; Betula pendula Roth; водный потенциал; 
суточный ритм; сезонная динамика; факторы внешней среды.

V. B. Pridacha, G. P. Tikhova, T. A. Sazonova. THE EFFECT OF ABIOTIC 
FACTORS ON WATER EXCHANGE IN CONIFEROUS AND DECIDUOUS 
PLANTS

The effects of abiotic factors (rate of PAR, air temperature and relative humidity, va-
por pressure deficit) on the daily dynamics of the water potential in foliated (needled) 
shoots of Scots pine (Pinus sylvestris L.) and silver birch (Betula pendula Roth) trees 
during the growing season were studied in a fresh bilberry pine forest in the European 
part of the middle taiga (southern Karelia). Based on the analysis of model data, it was 
established that the contributions of the leading environmental factors to the forma-
tion of the water potential in coniferous and deciduous plants are comparable, and no 
interspecific differences were found. The similarity of the environmental factors domi-
nance is shown for the two species, namely PAR rate effect dominance in July, relative 
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Введение

Проблема воздействия изменяющихся кли-
матических условий на растительный покров, 
его структуру и свойства, а также анализ ме-
ханизмов обратного влияния растительности 
на условия окружающей среды являются наи-
более актуальными в современных исследо-
ваниях [Bonan, 2008; Katul et al., 2012; Fatichi 
et al., 2015; Ольчев и др., 2017]. В рамках об-
щих проблем глобального изменения климата 
и устойчивости биосферы одной из важнейших 
является оценка чувствительности составляю-
щих гидрологического и биохимических циклов 
в разных регионах к возможным изменениям 
климата. Хорошим показателем влагообеспе-
ченности фитоценозов служит величина водно-
го потенциала (Ψ) побегов отдельных деревьев, 
который отражает состояние баланса между 
поступлением влаги из почвы и потерями влаги 
в процессе транспирации и зависит от запасов 
воды в самом растении [Kramer, Boyer, 1995].

Работы по изучению динамики водного по-
тенциала листьев и облиственных побегов раз-
ных видов древесных растений проводились 
многими исследователями [Судницын, Цельни-
кер, 1960; Klepper, 1968; Hellkvist, Parsby, 1976; 
Hinckley et al., 1978; Кайбияйнен и др., 1981; 
Whitehead et al., 1981; Кайбияйнен, Сазонова, 
1993; Сенькина, 1998; Молчанов, Молчанова, 
2000; Bucci et al., 2005; Bhaskar, Ackerly, 2006; 
Сазонова, Придача, 2015] с целью установле-
ния временной вариабельности показателей 
водообмена, характеристики различных уров-
ней водного дефицита в растении, а также вы-
явления эндогенных и экзогенных факторов, 
влияющих на основные характеристики этих 
ритмов. Попытки подобрать приемлемый вид 
функциональной зависимости биоритма вод-
ного потенциала от времени суток большей 
частью приводили к синусоиде, которая впол-

не адекватно представляла периодическую со-
ставляющую ритма, однако на определенных 
временны́х отрезках давала серьезные погреш-
ности для абсолютных значений аппроксими-
руемого показателя и не достигала желаемой 
точности воспроизведения суточного тренда, 
полученного в ходе наблюдения [Кайбияйнен, 
1984; Сазонова и др., 2011; Тихова и др., 2015]. 
Вместе с тем при исследовании комплексного 
влияния абиотических факторов, в частности 
интенсивности ФАР, относительной влажности 
и температуры воздуха, на формирование ве-
личины Ψ недостаточно четко рассматривался 
вопрос о приоритете и величине вклада каж-
дого из них в конечное значение исследуемого 
показателя на протяжении всего вегетационно-
го периода.

Цель нашей работы – комплексное иссле-
дование влияния интенсивности ФАР, темпе-
ратуры и относительной влажности воздуха, 
дефицита упругости водяного пара на водный 
потенциал побегов хвойного (Pinus sylvestris L.) 
и лиственного (Betula pendula Roth) растений 
в условиях сосняка черничного свежего и оцен-
ка вклада каждого фактора внешней среды 
в формирование величины Ψ исследуемых дре-
весных растений в вегетационной динамике.

материалы и методы

Исследования проводили в сосновом дре-
востое европейской части средней тайги в Юж-
ной Карелии (62°13ʹN, 34°10ʹЕ). Пробная пло-
щадь была заложена в сосняке черничном 
свежем, относящемся к II–III классу бонитета. 
Почва – песчаный иллювиально-гумусово-желе-
зистый подзол. Основная масса корней сосре-
доточена на глубине 2–20 см. Грунтовые воды – 
на глубине 1,5–1,7 м [Сазонова и др., 2011].

Объектами исследования были деревья 
сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.) и бере-

air humidity in August, air temperature in September. In June, however, significant diffe-
rences between the species were revealed in the governing influence of environmental 
factors on the water exchange in Scots pine (relative air humidity) and silver birch (PAR 
rate). These differences are supposed to be due to the biological traits of the formation 
of shoots and leaves (needles) in the coniferous and deciduous plants during the period 
of intensive growth. At the same time, we observed a somewhat inert response of the wa-
ter potential in the foliated shoots of woody plants to abrupt changes in abiotic factors 
during the day, which is due to the mechanism of endogenous regulation of the water ex-
change. The similarity of the leading abiotic factors and their contributions to the forma-
tion of the water potential for coniferous and deciduous woody plants through the grow-
ing season suggests that taxonomically different species growing in the same climatic 
region have similar adaptation mechanisms.

K e y w o r d s: Pinus sylvestris L.; Betula pendula Roth; water potential; diurnal rhythm; 
seasonal dynamics; environmental factors.
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зы повислой (Betula pendula Roth) одного клас-
са возраста – 35–45 лет, высотой до 15 м, без 
внешних признаков угнетения. Отбор образцов 
проводили с интервалом в 1 час в течение суток 
с июня по сентябрь в дни с разными погодны-
ми условиями. В каждый срок вели наблюдения 
для шести деревьев; с каждого дерева отбира-
ли по три побега со средней части кроны. Ис-
следования осуществляли в течение вегетаци-
онных периодов 2007–2017 гг. Объем выборки 
в среднем за вегетацию для каждого дерева 
сосны и березы составил 505 и 507 измерений 
величины Ψ соответственно. Измерения ве-
личины Ψ охвоенных (облиственных) побегов 
сосны и березы проводили с помощью камеры 
давления Plant Moisture Vessel SKPM 1400 (Skye 
Instruments Ltd., Великобритания). Для опре-
деления интенсивности света, температуры 
и относительной влажности воздуха, дефицита 
упругости водяного пара использовали стан-
дартные метеорологические приборы, систему 
Li-Cor 6400ХТ (Li-Cor Inc., США) и автономную 
систему непрерывной регистрации темпера-
туры и относительной влажности ТРВ-2 («Ин-
женерные технологии», Россия). Исследования 
выполнены на научном оборудовании Центра 
коллективного пользования Федерального ис-
следовательского центра «Карельский научный 
центр Российской академии наук».

Для обработки результатов применяли ме-
тоды описательной статистики [Гланц, 1999], 
а также процедуру множественной линейной 
регрессии [Glantz, Slinker, 2003]. Анализ вза-
имосвязей между факторами среды произво-
дили с помощью коэффициентов корреляции 
Пирсона. Проверку гипотез на статистическую 
достоверность различий и значимость рас-
считанных статистик осуществляли при 5%-м 
уровне значимости. Статистическую обработку 
и анализ данных проводили с использованием 
программ Microsoft Excel и Statistica v. 10.

результаты и обсуждение

Проведенное исследование вегетационной 
динамики суточного ритма водного потенци-
ала охвоенных (облиственных) побегов сосны 
и березы показало, что суточный ритм исследу-
емого показателя обоих видов может быть ап-
проксимирован синусоидой только с большой 
ошибкой. Анализ суточных трендов водного 
потенциала свидетельствует о его ритмичной 
смене и некоторой паузе, которая наступает 
в ночные часы. Такой тренд не укладывается 
в стандартную колебательную модель и пред-
полагает применение метода сплайнов или дру-
гого сложного сочетания различных функций 

в разное время суток для более точного опи-
сания суточной динамики величины Ψ. В этой 
связи мы отказались от косинор-анализа, ко-
торый применяли ранее для моделирования 
изменения величины Ψ в течение суток [Тихова 
и др., 2015]. При разработке нами множествен-
ной регрессионной модели динамики водного 
потенциала охвоенных (облиственных) побегов 
сосны и березы в качестве переменной откли-
ка был принят водный потенциал, множество 
предикторов составили абиотические факто-
ры среды, значения которых регистрировали 
одновременно со значениями Ψ обоих видов, 
в частности, температура воздуха (Т), относи-
тельная влажность воздуха (RH), дефицит уп-
ругости водяного пара (VPD) и интенсивность 
ФАР (PAR). Следует отметить, что в содержа-
тельном смысле данная модель не претендует 
на описание влияния абиотических факторов 
на величину Ψ, поскольку она не позволяет вы-
членить вклад эндогенного компонента суточ-
ного ритма в изменение водного потенциала. 
Вместе с тем такая постановка задачи позволя-
ет выявить ассоциативную связь исследуемого 
показателя с комплексом абиотических факто-
ров в целом и вклад каждого из них в эту ассо-
циацию.

Предварительно проведенный корреля-
ционный анализ регистрируемых факторов 
внешней среды (расчет парных коэффициен-
тов корреляции Пирсона) показал, что струк-
тура взаимосвязей этих факторов различна 
в разные сроки вегетационного периода. Этот 
факт позволил нам разделить весь период на-
блюдений на календарные месяцы и получить 
кросс-корреляционные матрицы (табл. 1). Пар-
ные коэффициенты корреляции, рассчитанные 
по данным, полученным в июне, июле и августе, 
указывают на чрезвычайно сильную линейную 
взаимосвязь между VPD – RH, а также VPD – Т, 
что требует проверки значимости коэффициен-
тов регрессионного уравнения.

По экспериментальным данным методом 
множественного регрессионного анализа были 
получены математические модели взаимо-
связи водного потенциала охвоенных (облист-
венных) побегов сосны и березы с факторами 
внешней среды:

 Ψ = а0 + а1 · Т + а2 · RH + а3 · VPD + а4 · PAR,

где Ψ – водный потенциал (МПа); Т – темпера-
тура воздуха (°С); RH – относительная влаж-
ность воздуха (%); VPD – дефицит упругости 
водяного пара (кПа); PAR – интенсивность ФАР 
(мкмоль/м2·с); а0–а4 – коэффициенты моде-
ли. Значения коэффициентов регрессионного 
уравнения и другие статистические парамет-
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ры модели для сосны и березы, рассчитанные 
отдельно для каждого месяца, представлены 
в табл. 2.

Высокие коэффициенты детерминации для 
каждой модели как хвойного, так и лиственно-
го растения указывают на достаточную степень 
согласия модели с имеющимися выборочными 
данными. Вместе с тем в моделях для сосны, 
рассчитанных по данным июня, июля и авгус-
та, регрессионные коэффициенты для фактора 
VPD были незначимыми (p > 0,05). Это позво-
лило нам исключить фактор VPD из комплекса 
предикторов регрессионной модели для хвой-
ного растения для летних месяцев (июнь–ав-
густ). Однако для расчета параметров модели 
по данным, собранным в сентябре, были ос-

тавлены все четыре фактора. В то же время для 
регрессионной модели лиственного растения 
было показано, что VPD и RH являются взаи-
мозаменяемыми предикторами Ψ только для 
трендов июня и июля, причем в июле именно 
фактор VPD вносит статистически значимый 
(p < 0,01) вклад в формирование отклика вод-
ного потенциала, а не RH (p > 0,05). При этом 
в регрессионной модели, рассчитанной по дан-
ным Ψ побегов березы для августа и сентября, 
в качестве предикторов были оставлены оба 
фактора, поскольку удаление одного из них су-
щественно снижало коэффициент детермина-
ции итоговой регрессионной формулы.

Также для хвойного и лиственного растений 
нами были рассчитаны стандартизованные ко-

Таблица 1. Матрица корреляций между факторами среды в вегетационной динамике
Table 1. Сorrelation matrix between environmental factors in vegetation dynamics

Факторы
Factors

Июнь
June

Июль
July

T RH VPD PAR T RH VPD PAR
T 1 –0,68* 0,83* 0,42* 1 –0,10 0,56* 0,30*

RH 1 –0,80* –0,61* 1 –0,96* –0,65*
VPD 1 0,49* 1 0,62*
PAR 1 1

Факторы
Factors

Август
August

Сентябрь
September

T RH VPD PAR T RH VPD PAR
T 1 –0,84* 0,85* 0,23 1 –0,10 0,59* 0,30*

RH 1 –0,98* –0,44* 1 –0,60* –0,18
VPD 1 0,34* 1 0,55*
PAR 1 1

Примечание. Здесь и далее: Т – температура воздуха, RH – относительная влажность воздуха, VPD – дефицит упругости 
водяного пара, PAR – интенсивность ФАР; *p < 0,05.
Note. Here and hereinafter: Т – air temperature, RH – relative air humidity, VPD – vapor pressure deficit, PAR – the rate of photosyn-
thetically active radiation; *p < 0,05.

Таблица 2. Коэффициенты многомерной линейной регрессионной модели взаимосвязи водного потенциала 
охвоенных (облиственных) побегов сосны (над чертой) и березы (под чертой) с факторами внешней среды 
в вегетационной динамике
Table 2. Coefficients of multidimensional linear regression model of interrelation between water potential in foliated 
(needled) shoots of Scots pine (above the line) and silver birch (below the line) and environmenal factors in vegetation 
dynamics

Месяц
Month

a0 a1 a2 a3 a4 R2

Июнь
June

–1,631***
–0,664***

0,017***
ns

0,011***
0,004***

ns
ns

–0,375***
–0,330***

0,89*
0,87*

Июль
July

–0,604***
–0,115***

–0,012***
–0,009***

0,004***
ns

ns
–0,017**

–0,349***
–0,384***

0,85*
0,86*

Август
August

–1,951***
–2,664***

0,017***
ns

0,014***
0,025***

ns
0,067**

–0,305***
–0,287***

0,82*
0,81*

Сентябрь
September

–1,130***
–0,880***

0,017***
0,017***

0,006***
0,005***

–0,063***
–0,067***

–0,231***
–0,309***

0,79*
0,74*

Примечание. Здесь и далее: R2 – коэффициент детерминации; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ns – не значимо (p > 0,05).
Note. Here and hereinafter: R2 – coefficient of determination; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ns – not significant (p > 0,05).
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эффициенты регрессионной модели (табл. 3), 
основное преимущество которых заключается 
в возможности сравнения их друг с другом и по-
следующем ранжировании соответствующих 
им факторов по силе воздействия на исследу-
емую переменную. Полученные результаты по-
казали, что для сосны в июне и августе из всего 
комплекса рассмотренных нами абиотических 
факторов наибольший вклад в формирование 
величины Ψ вносит фактор RH, в июле домини-
рует фактор PAR, а в сентябре – Т. На втором 
месте по силе связи с динамикой водного по-
тенциала охвоенных побегов сосны стоит фак-
тор PAR в июне и августе, а в июле и сентяб-
ре – факторы RH и VPD соответственно. В то же 
время для березы в июне и июле ведущую роль 
в ассоциации факторов среды с водным по-
тенциалом играет фактор PAR, вклад которого 
в величину Ψ на единицу измерения двукратно 
превышает вклады других внешних параметров 
в этот период. Однако в последующие месяцы 
его значение в ассоциации факторов среды 
и водного потенциала значительно снижается, 

уступая первенство факторам RH и Т в августе 
и сентябре соответственно.

Следует отметить, что вклады ведущих фак-
торов среды в формирование величины Ψ как 
для хвойного, так и для лиственного расте-
ния сопоставимы по численным значениям, их 
межвидовые различия по результатам анализа 
не обнаружены (табл. 4). Так, например, в июле 
фактор PAR является наиболее значимым па-
раметром для обоих видов и определяет ста-
тистически равный вклад в формирование 
водного дефицита растений. Кроме того, для 
исследуемых видов растений отмечено сход-
ство доминирующих факторов среды, в част-
ности, в июле – PAR (р = 0,27), в августе – RH 
(р = 0,05), в сентябре – T (р = 0,96). Однако 
в июне нами были выявлены межвидовые отли-
чия вклада средообразующих факторов в фор-
мирование величины Ψ, которые зависели 
у сосны и березы от RH и PAR соответственно. 
Этот факт, вероятно, обусловлен биологичес-
кими особенностями хвойного и лиственного 
растения, в частности разной интенсивностью 

Таблица 3. Стандартизованные коэффициенты многомерной линейной регрессионной модели взаимосвязи 
водного потенциала охвоенных (облиственных) побегов сосны (над чертой) и березы (под чертой) 
с факторами внешней среды в вегетационной динамике
Table 3. Standardized coefficients of multidimensional linear regression model of interrelation between water 
potential in foliated (needled) shoots of Scots pine (above the line) and silver birch (below the line) and environmental 
factors in vegetation dynamics

Месяц
Month

Т RH VPD PAR

Июнь
June

0,357*
ns

0,688**
0,364*

ns
ns

–0,564**
–0,662**

Июль
July

–0,222*
–0,176*

0,269*
ns

ns
–0,242*

–0,575**
–0,637**

Август
August

0,340*
ns

0,937**
1,411**

ns
0,727**

–0,353*
–0,287*

Сентябрь
September

0,614**
0,575**

0,364*
0,286*

–0,503**
–0,502**

–0,321*
–0,397*

Таблица 4. Сравнительная оценка вкладов доминирующих факторов в формирование величины Ψ хвойного 
и лиственного растений в вегетационной динамике
Table 4. Comparative evaluation of the dominant factors contributions to Ψ formation in coniferous and deciduous 
plants in vegetation dynamics

Месяц
Month

Сосна
Scots pine

Береза
silver birch

Июнь
June RH: 0,688 / 0,011 PAR: –0,662 / –0,330

Июль
July PAR: –0,575 / –0,349 PAR: –0,637 / –0,384

Август
August RH: 0,937 / 0,014 RH: 1,411 / 0,025

Сентябрь
September T: 0,614 / 0,0166 T: 0,575 / 0,0168

Примечание. Приведены значения абсолютных (справа) и стандартизованных (слева) коэффициентов регрессионной мо-
дели.
Note. The absolute (right) and standardized (left) coefficients of the regression model are given.
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и продолжительностью формирования их по-
бегов и листьев [Кищенко, Вантенкова, 2013, 
2014]. Так, у березы распускание листьев 
происходит по мере роста побегов, тогда как 
у сосны полное распускание хвои происходит 
уже после окончания роста побегов. Таким об-
разом, межвидовые различия формирования 
ассимиляционной, а также транспирирующей 
поверхности в период интенсивного роста 
(июнь) обеспечивают существенно различное 
влияние факторов внешней среды на исследу-
емый показатель водообмена сосны и березы, 
тогда как во все последующие месяцы и доми-
нирующий фактор, и его вклад в формирование 
величины Ψ статистически сопоставимы для 
хвойного и лиственного растений.

Сопоставление исходных трендов водно-
го потенциала и их модельных аппроксимаций 
показало, что модельное представление су-
точной динамики величины Ψ хвойного расте-
ния (рис. 1) проявляет бо́льшую чувствитель-
ность к кратковременным флуктуациям значе-
ний факторов среды, чем это демонстрируют 
исходные тренды. Для лиственного растения 
также можно отметить достаточно хорошее об-
щее приближение трендов, однако к тонкой на-
стройке механизма управления водным потен-
циалом березы в зависимости от абиотических 
факторов предложенная модель недостаточно 
чувствительна (рис. 2). Анализ ошибок моде-
ли суточной динамики величины Ψ охвоенных 
побегов сосны показал, что их распределе-

Рис. 1. Тренд суточной динамики Ψ охвоенных побегов сосны обыкновенной и его аппроксимация методом 
множественной линейной регрессии для разных месяцев: VI – июнь, VII – июль, VIII – август, IX – сентябрь
Fig. 1. The trend of daily Ψ dynamics in needled shoots of Scots pine and its approximation by the method of multiple 
linear regression for different months: VI – June, VII – July, VIII – August, IX – September
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ние имеет неслучайный (регулярный) харак-
тер: в первой половине суток, приблизительно 
с 1.00 до 13.00, ошибки имеют положительный 
знак с пиковыми значениями, приходящимися 
на поздние утренние часы, тогда как во второй 
половине суток, после 14.00, ошибки модели 
имеют отрицательные значения. Этот факт мо-
жет быть связан с тем, что в первой половине 
суток предложенная нами регрессионная мо-
дель, учитывающая только вышеперечислен-
ные факторы внешней среды, занижает резуль-
таты по сравнению с реальными значениями, 
а в вечерние часы, напротив, их завышает. 
В отношении модели для березы наблюдается 
такая же погрешность. Эта регулярность и схо-
жесть ошибок моделей для хвойного и листвен-

ного растений позволяет нам предположить, 
что модель не учитывает один и тот же фактор, 
который вносит свой значимый вклад в форми-
рование итогового значения Ψ. При разработке 
модели мы исключили из рассмотрения фак-
тор времени, так как он нарушал линейность 
всей математической конструкции. Величина 
Ψ зависит от переменной времени нелиней-
но. Попытка аппроксимации этой зависимос-
ти с помощью синусоиды [Тихова и др., 2015] 
также приводила к погрешностям, имеющим 
регулярный характер на области определения, 
ограниченной 24 часами. Периодичность зави-
симости ошибок модели от переменной време-
ни с 24-часовым периодом колебаний позволя-
ет предположить эндогенную составляющую, 

Рис. 2. Тренд суточной динамики Ψ облиственных побегов березы повислой и его аппроксимация методом 
множественной линейной регрессии для разных месяцев: VI – июнь, VII – июль, VIII – август, IX – сентябрь.
Fig. 2. The trend of daily Ψ dynamics of foliated shoots of silver birch and its approximation by the method of multiple 
linear regression for different months: VI – June, VII – July, VIII – August, IX – September
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которая вносит свой вклад в конечное значение 
Ψ в каждый конкретный момент времени суток.

Некоторая инертность отклика водного по-
тенциала побегов древесных растений на рез-
кие изменения абиотических факторов в тече-
ние суток обусловлена механизмом эндогенной 
регуляции водного обмена. Так, при опреде-
ленной величине Ψ начинается устьичное огра-
ничение транспирации, что снижает интенсив-
ность дегидратации водопроводящих путей. 
Степень и интенсивность такой гидравличес-
кой регуляции варьирует среди видов и зави-
сит от размера, структуры и функционального 
типа растения [Buckley, 2005; Domec et al., 2010; 
Martín-Gómez et al., 2017]. В ряде исследований 
критический порог потери влаги также связы-
вают с величиной Ψ, индуцирующего потерю 
гидравлической проводимости ксилемы ствола 
хвойных [Brodribb, Cochard, 2009] и листвен-
ных [Urli et al., 2013] древесных растений на 50 
и 80 % соответственно. У исследуемого нами 
хвойного растения ограничение транспираци-
онных расходов влаги посредством закрыва-
ния устьиц начинается при значениях Ψ –1,0…
–1,1 МПа [Сазонова и др., 2005]. При этом 
снижение оводненности ствола у березы про-
исходит при более высоких значениях Ψ облист-
венного побега [Сазонова и др., 2015], посколь-
ку диапазон величин Ψ, которому соответствует 
максимальная скорость водного потока у бере-
зы, сдвинут в сторону более высоких значений 
(–0,4…–0,6 МПа) по сравнению с сосной (–0,6…
–0,95 МПа). В то же время анализ многолетних 
данных суточной динамики водного потенциала 
охвоенных (облиственных) побегов хвойного 
и лиственного видов выявил постоянство диа-
пазонов их предрассветных (Ψпоб. max) и дневных 
(Ψпоб min) значений, которые составили для сосны 
–0,3…–0,7 и –0,65…–1,5 МПа и для березы 
–0,1…–0,45 и –0,5…–1,6 МПа соответственно 
[Сазонова и др., 2015, 2017]. Умеренная реак-
ция на выбросы значений факторов внешней 
среды и более монотонное по сравнению с мо-
дельным изменение функции водного потенци-
ала также могут быть обусловлены накоплением 
влаги в стволе в ночной период для смягчения 
колебаний между транспирацией листа и по-
ступлением воды в корень в дневные часы.

Заключение

Проведенное исследование влияния абиоти-
ческих факторов среды на водообмен хвойного 
(Pinus sylvestris L.) и лиственного (Betula pendula 
Roth) растений позволило оценить вклад интен-
сивности ФАР, температуры и относительной 
влажности воздуха, дефицита упругости водя-

ного пара в формирование величины Ψ древес-
ных растений в вегетационной динамике. Пред-
ложенные нами модели взаимосвязи водного 
потенциала охвоенных (облиственных) побегов 
сосны и березы с факторами внешней среды яв-
ляются статистически значимыми аппроксима-
циями наблюдаемых трендов, однако модель-
ное представление проявляет бо́льшую чувст-
вительность к резким изменениям факторов 
внешней среды в течение суток по сравнению 
с реальным трендом величины Ψ побегов сосны 
и березы. Периодический неслучайный харак-
тер ошибок моделей свидетельствует о нали-
чии неучтенной в данной модели периодичес-
ки изменяющейся переменной. В дальнейшем 
с целью усовершенствования предложенной 
модели необходимо выявить функциональную 
связь этой переменной с водным потенциалом, 
что позволит повысить точность аппроксимации 
и прогностическую ценность модели.

Финансовое обеспечение исследова-
ний осуществлялось из средств федераль-
ного бюджета на выполнение государствен-
ного задания КарНЦ РАН (0220-2017-0002) 
и при финансовой поддержке РФФИ (грант 
17-04-01087-а).
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сраВнение ПроФилЯ БелКоВ ПлероцерКоидоВ 
цесТоды TRIAENOPHORUS NODULOSUS 
иЗ раЗличныХ ПромеЖуТочныХ ХоЗЯеВ

а. а. Кочнева1, е. В. Борвинская1,2, д. с. Бедулина2, и. В. суховская1

1 Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия
2 НИИ биологии Иркутского государственного университета, Россия

Исследован спектр белков паразитических цестод Triaenophorus nodulosus (стадия 
плероцеркоида), извлеченных из печени разных видов рыб: окуня Perca fluviatilis 
L., ерша Gymnocephalus cernuus L. и налима Lota lota L. При сравнении белковых 
экстрактов после разделения методом двумерного электрофореза были выявлены 
18 белков, концентрация которых статистически значимо различалась у личинок 
из разных видов рыб. С помощью масс-спектрометрических методов (MALDI-TOF/
TOF, LC–MS) из них удалось идентифицировать четыре белка: фермент углеводно-
го обмена триозофосфатизомеразу, компоненты микротрубочек субъединицы ту-
булина α и β и сигнальную молекулу G-белок. Повышенное содержание компонен-
тов сигнального пути G-белковой регуляции цитоскелета и клеточной морфологии 
(тубулинов и G-белка) у плероцеркоидов из окуня по сравнению с плероцеркоида-
ми из налима может свидетельствовать о более динамичном цитоскелете, более 
активных процессах пролиферации и дифференцировки клеток и, возможно, боль-
шей степени зрелости личинок из этого вида рыб. Более высокий уровень экспрес-
сии ключевого фермента гликолиза и передачи сигнала триозофосфатизомеразы 
у плероцеркоидов окуня по сравнению с плероцеркоидами из налима указывает 
на большую метаболическую активность в тканях личинок из окуня. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют, что среда обитания оказывает влияние на содержание 
некоторых белков плероцеркоидов T. nodulosus.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: протеомика; гельминты; Triaenophorus; Cestoda; промежу-
точные хозяева.

A. A. Kochneva, E. V. Borvinskaya, D. S. Bedulina, I. V. Sukhovskaya. 
A COMPARISON OF THE PROTEIN PROFILE OF TRIAENOPHORUS 
NODULOSUS PLEROCERCOIDS FROM DIFFERENT INTERMEDIATE 
HOSTS

The spectrum of proteins was studied in plerocercoids of parasitic cestodes Triaenophorus 
nodulosus collected from the liver of different species of fish: perch Perca fluviatilis L., ruffe 
Gymnocephalus cernuus L. and burbot Lota lota L. A comparison of protein extracts sep-
arated by 2D electrophoresis revealed 18 proteins whose concentrations differed among 
larvae of different fish species. Of these, 4 proteins were identified by using mass-spec-
trometric methods (MALDI-TOF/TOF, LC–MS): a carbohydrate metabolism enzyme trios-
ephosphate isomerase, the proteins of microtubules tubulin α and β, and the G-protein 
signaling molecule. The elevated content of components of the G-protein pathway 
of the cytoskeleton and cell morphology regulation (tubulin and G-protein) in plerocer-
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Введение

Ленточные черви (Cestoda) – широко рас-
пространенные и высокоспециализированные 
облигатные паразиты наземных и водных жи-
вотных. Это одна из крупнейших и древнейших 
групп паразитических организмов на Земле, 
и весьма успешная, так как представители это-
го класса освоили в качестве среды обитания 
ткани и органы самых разнообразных живот-
ных. Их окончательными хозяевами главным 
образом являются различные позвоночные 
животные (в т. ч. человек), промежуточными – 
позвоночные и беспозвоночные организмы.

Жизненный цикл у ленточных червей слож-
ный и включает последовательное заражение 
паразитом нескольких видов хозяев, зачастую 
очень далеких в систематическом отношении. 
Новый хозяин может сильно отличаться от пре-
дыдущего по образу жизни, составу внутренней 
среды, строению тела, а также по органу лока-
лизации паразита. Таким образом, для цестод 
характерна большая экологическая пластич-
ность, в основе которой лежит способность па-
разитов при переходе на новый этап развития 
включать и выключать разные функциональ-
ные части генома, запуская соответствующие 
адаптивные биохимические, физиологические 
и морфологические изменения [Жигилева, 
2017].

Кроме того, многие гельминты отличают-
ся полигостальностью, то есть способностью 
на одной стадии жизненного цикла паразити-
ровать на нескольких видах хозяев. Это свой-
ство способствует устойчивости вида, так как 
позволяет паразитам выживать при сокраще-
нии численности одного из видов хозяев и рас-
ширять ареал обитания. При этом на разных 
этапах развития червя избирательность в от-
ношении выбора хозяина может быть разной. 
Так, например, объекты данного исследова-
ния цестоды Triaenophorus nodulosus (Pallas, 
1781) на стадии личинки – корацидия – могут 
заражать более 19 видов планктонных рачков 
отрядов Cyclopoida и Calanoida, на стадии пле-
роцеркоида инвазируют рыб из 6 отрядов и 18 
семейств (Percidae, Gadidae, Esocidae, Salmon-

idae, Osmoridae, Thymallidae, Cottidae, Cyprini-
dae и др.), тогда как гермафродитное полово-
зрелое поколение паразитирует почти исклю-
чительно в кишечнике щук Esox sp. [Куперман, 
1973; Kuchta et al., 2007].

Несмотря на то что хозяева, заражаемые 
паразитом в конкретном периоде онтогенеза, 
обычно близки филогенетически и экологиче-
ски, их внутренняя среда может существенно 
различаться и быть неодинаково благопри-
ятной для развития гельминта. Эти вариации 
включают в себя разную интенсивность им-
мунного ответа на инвазию, разную метабо-
лическую активность тканей [Крылов и др., 
1993] и разный химический состав внутренней 
среды (доступность питательных веществ, на-
личие регуляторных и сигнальных молекул) 
и т. д. В результате, как было показано в экс-
периментальных условиях, один и тот же вид 
паразита с разной эффективностью заражает 
разные виды хозяев [Куперман, 1973]. В свою 
очередь, особи паразитов, заселившие разные 
виды, могут сильно отличаться друг от друга, 
вплоть до приобретения специфических мор-
фологических признаков [Куперман, 1973; Ги-
ченок, 1995; Аникиева, 1995, 1998; Аникиева, 
Доровских, 2009; Аникиева и др., 2015]. Таким 
образом, способность к полигостальности оз-
начает высокий уровень приспособительной 
изменчивости вида, то есть подразумевает 
наличие у паразита способности к существен-
ным физиологическим и биохимическим пере-
стройкам при адаптации к среде обитания.

В первую очередь подобные специфичес-
кие изменения происходят на уровне профиля 
белков (протеома), так как именно белки реа-
лизуют генетически заданные программы и под 
действием факторов среды формируют фено-
тип особей. Поэтому сравнительный анализ 
протеомов гельминтов в зависимости от усло-
вий среды обитания является перспективным 
подходом для объяснения различной патоген-
ности паразитов и их неодинаковой способнос-
ти заражать разные виды хозяев.

В данной работе был исследован спектр 
белков личинок T. nodulosus (стадия плероцер-
коида), извлеченных из печени разных видов 

coids from perch in comparison with plerocercoids from burbot indicate a more dynamic 
cytoskeleton, increased cell proliferation and differentiation processes, and possibly 
more mature larvae in the former species. A higher level of expression of the key enzyme 
of glycolysis and signal transmission in plerocercoids from perch compared to plerocer-
coids from burbot indicates a greater metabolic activity in larvae from perch. The ob-
tained results indicate that the expression of some proteins in T. nodulosus larvae is influ-
enced by the habitat.

K e y w o r d s: proteomics; helminths; Triaenophorus; Cestoda; intermediate hosts.
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рыб: окуня Perca fluviatilis, ерша Gymnocephalus 
cernuus и налима Lota lota. Целью работы было 
выявление белков, содержание которых раз-
личается у червей, заразивших разных хозяев. 
Для этого проведено разделение экстрактов 
растворимого белка плероцеркоидов T. nodulo-
sus методом двумерного электрофореза, сде-
лан сравнительный анализ полученных элек-
трофореграмм и масс-спектрометрическими 
методами осуществлена частичная идентифи-
кация белков гельминта.

материалы и методы

Сбор и хранение образцов

Плероцеркоиды гельминтов были собраны 
из рыб, выловленных из водоемов Республики 
Карелия: в сентябре 2015 г. в Ладожском озе-
ре (окунь Perca fluviatilis, ерш Gymnocephalus 
cernuus); в феврале-марте 2016 г. в Онежском 
озере (налим Lota lota). Капсулы с плероцер-
коидами извлекали после вскрытия из печени 
рыб. Затем капсулу надрезали хирургичес-
кими ножницами и вынимали личинку. Червя 
промывали в физиологическом растворе и ос-
матривали под микроскопом. Живых, активно 
двигающихся личинок с хорошо различимым 
головным отделом (сколексом) отбирали и за-
мораживали в жидком азоте до анализа.

Выделение и очистка растворимых белков 
T. nodulosus

Замороженных гельминтов растирали пес-
тиком в ступке с жидким азотом с добавле-
нием 0,1 М трис-HCl буфера, pH 7,6; коктейля 
ингибиторов протеаз (Protease inhibitor cock-
tail, Amreco) и фенилметансульфонилфторида 
(Sigma) до состояния порошка. После оттаива-
ния и центрифугирования (7000 g при 3–4 °С, 
15 мин) водорастворимую фракцию (суперна-
тант) переносили в чистые пробирки, из кото-
рых отбирали аликвоты по 5 мкл для определе-
ния содержания белка в пробе [Bradford, 1976]. 
Белок из оставшегося супернатанта осаждали 
трихлоруксусной кислотой (конечная концент-
рация 10 %). Затем осадок промывали ледяным 
80% этанолом и двумя объемами холодного 
ацетона. После удаления ацетона высушенные 
осадки хранили до анализа при температуре 
–80 °С.

Разделение белков T. nodulosus

В день анализа очищенный белок раство-
ряли в буфере, содержащем 8 M мочевину, 

2% Triton X-100, 0,05 M дитиотриетол, 0,5% 
амфолиты с диапазоном рН 3,5–10 (BioRad) 
с добавлением коктейля ингибиторов протеаз 
и фенилметансульфонилфторида (до конеч-
ных концентраций в растворе 1 %) [O'Farrell, 
1975]. Образцы с содержанием общего белка 
0,4–0,45 мг вносили в стеклянные капилляры, 
заполненные 3,84% полиакриламидным гелем 
с добавлением смеси амфолитов с диапазоном 
pH 3–10 и 5–7 (BioRad). Изоэлектрофокусиро-
вание проводили при помощи модифициро-
ванной системы BioRad Protean II Xi cell (США) 
в течение 18 ч, постепенно повышая силу тока 
от 100 до 900 мА. Затем гели извлекали из ка-
пилляров и инкубировали в растворе Лэммли 
(9% SDS, 6% β-меркаптоэтанол (объем/объем), 
10% глицерин (объем/объем) с добавлением 
2–5 мг бромфенолового синего в 0,2 M Трис-
HCl, pH 6,7). Гели, полученные после изофо-
кусирования, накладывали на 10%  ПААГ-гели 
и проводили денатурирующий электрофорез 
по Лэммли [Laemmli, 1970] в ячейке системы 
BioRad Protean II Xi cell (США) с охлаждением. 
После проведения электрофореза гели были 
окрашены в течение 30 мин в растворе 0,2 % 
Кумасси G-250 в 25% изопропаноле и 10% ук-
сусной кислоте. Затем гели отмывали в 25% 
изопропаноле и 10% уксусной кислоте 2 раза 
по 30 мин и помещали в дистиллированную 
воду на ночь. Окрашенные гели фотографиро-
вали при помощи системы гель-документации 
MiniLumi (Berthold Technologies).

Идентификация белков масс-
спектрометрическими методами

Фрагменты геля, содержащие целевые бел-
ки, вырезали и измельчали ножницами. Для 
вымывания красителя и SDS фрагменты геля 
трижды промывали раствором 30 мМ Трис 
(Sigma), рН 8,2, в 50% ацетонитриле (LC–MS 
grade, LiChrosolv) в течение 15 мин при комнат-
ной температуре и постоянном перемешива-
нии. Затем фрагменты геля дегидратировали 
100% ацетонитрилом. После удаления ацето-
нитрила пробы сушили на воздухе в течение  
10 мин.

Для получения MALDI-масс-спектров к вы-
сушенному кусочку геля прибавляли 4 мкл 
раствора модифицированного трипсина (Pro-
mega) в 0,05 М NH4HCO3 с концентрацией 
15 мкг/мл. Гидролиз проводили в течение 18 ч 
при 37 °С, затем к раствору добавляли 7 мкл 
0,5% трифторуксусной кислоты (ТФУ) в 10% 
растворе ацетонитрила в воде и тщательно 
перемешивали. Надгелевый раствор исполь-
зовали для получения MALDI-масс-спектров. 
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По 0,5 мкл образца смешивали на мишени 
с раствором 2,5-дигидроксибензойной кис-
лоты (20 мг/мл в растворе 20% ацетонитрила 
и 0,5% ТФУ), полученную смесь высушива-
ли на воздухе. Масс-спектры были получены 
на MALDI-времяпролетном масс-спектрометре 
(MALDI-TOF/TOF) Ultraflex II BRUKER (Герма-
ния), оснащенном УФ-лазером (Nd) в режиме 
положительных ионов с использованием реф-
лектрона; точность измеренных масс после 
докалибровки по пикам автолиза трипсина со-
ставляла 0,007 %.

Для идентификации белков методом тан-
демной жидкостной хромато-масс-спектро-
метрии высушенные кусочки геля регидратиро-
вали в растворе трипсина (20 нг/мкл трипсина 
(Protein sequencing grade, Sigma), 30 мМ Трис, 
рН 8,2) на льду в течение часа, избыток рас-
твора трипсина удаляли и вносили 45 мкл бу-
фера для трипсинолиза (30 мМ Трис, рН 8,2). 
Трипсинолиз проводили в течение часа при 
56 °С. Триптические пептиды экстрагирова-
ли из геля 50% ацетонитрилом, подкисленным 
0,1% муравьиной кислотой (Sigma). Получен-
ный раствор высушивали в вакуумном концен-
траторе CentriVap (Labronco) при 4 °C и рас-
творяли в растворе 5% ацетонитрила с 0,1% 
муравьиной кислотой. Хроматографическое 
разделение с последующей идентификацией 
белков было выполнено на базе ресурсного 
центра Методов анализа состава вещества На-
учного парка СПбГУ с использованием квад-
руполь-времяпролетного масс-спектрометра 
Agilent ESI-Q-TOF 6538 UHD (Agilent Technolo-
gies), совмещенного с высокоэффективным 
жидкостным хроматографом Agilent 1260 (Agi-
lent Technologies). Разделение пептидных фраг-
ментов проводили в системе «вода – ацетонит-
рил» в присутствии 0,1% муравьиной кислоты 
(фаза А – 5% ацетонитрил, 0,1% муравьиная 
кислота; фаза B – 90% ацетонитрил, 0,1% му-
равьиная кислота) в градиенте ацетонитрила 
(от 5 до 60 % фазы В за 25 мин и до 100 % фазы 
В за 5 мин) на колонке Zorbax 300SB-C18 (Agi-
lent Technologies; 3,5 мкм, внутренний диаметр 
0,10 мм, длина 150 мм) со скоростью потока 
15 мкл/мин. Анализ ионов проводили с часто-
той 3,3 спектра в секунду в режиме автомати-
ческого тандемного МС/МС-анализа с мате-
ринскими ионами 2+, 3+, n+. Идентификацию 
белков осуществляли при помощи программы 
Mascot (www.matrixscience.com). Поиск прово-
дился в базе данных UniProt и NCBI среди бел-
ков всех организмов с указанной точностью 
с учетом возможного окисления метионинов 
кислородом воздуха и возможной модифика-
ции цистеинов акриламидом.

Статистическая обработка данных

Для количественного анализа белка прово-
дили сравнение оптических плотностей белко-
вых пятен, полученных на двумерных электро-
фореграммах. Сравнительный анализ получен-
ных белковых паттернов выполняли с помощью 
пользовательского расширения для програм-
мы обработки изображений ImageJ Software. 
Выборка для анализа содержала по три элек-
трофореграммы для каждого промежуточного 
хозяина гельминта. Статистическую обработку 
данных проводили с использованием парамет-
рической статистики (T-тест).

результаты и обсуждение

В данной работе методом двумерного элек-
трофореза растворимые белки T. nodulosus 
были разделены по заряду и по массе белковой 
молекулы. В результате получено девять элек-
трофореграмм для плероцеркоидов из трех 
видов рыб – хозяев паразита. После компью-
терной обработки изображений всех получен-
ных полиакриламидных гелей их выравняли 
относительно друг друга, и был смоделирован 
суммарный гель, на котором разместили бел-
ковые паттерны всех образцов. Затем уникаль-
ный номер был присвоен каждому белковому 
пятну с одинаковыми координатами на всех 
гелях. После этого на каждом геле в облас-
ти, соответствующей определенному пятну, 
измеряли оптическую плотность, которая, 
в свою очередь, зависит от концентрации белка  
в пятне.

Всего в пуле растворимых белков плеро-
церкоидов T. nodulosus было выявлено около 
170 белковых пятен. При сравнении оптичес-
кой плотности выделенных областей на геле 
у плероцеркоидов из разных видов рыб стати-
стически значимые различия интенсивности 
окраски были получены лишь для 18 белковых 
пятен (рис. 1, 2), из которых с помощью масс-
спектрометрических методов (MALDI-TOF/
TOF, LC–MS) с высокой степенью достовернос-
ти удалось идентифицировать четыре белка 
(табл.). Далее для удобства в тексте идентифи-
цированные белки обозначены согласно их на-
званию, а неидентифицированные белки обоз-
начены порядковым номером на суммарном  
геле.

Низкий процент идентифицированных 
белков связан с тем, что исследуемый вид 
не является модельным, поэтому для него 
отсутствуют базы данных расшифрованных 
нуклеотидных и аминокислотных последо-
вательностей. Так как в ходе анализа полу-
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ченные масс-спектры белков сравнивают-
ся с базами данных для близкородственных 
видов (Hymenolepis diminuta, H. microstoma, 
H. nana, Taenia asiatica, Echinococcus granulo-
sus, E. multilocularis, Hydatigera taeniaeformis, 
Mesocestoides corti (http://www.uniprot.org/
proteomes/?query=Cestoda)), полученные ре-
зультаты могут свидетельствовать о значитель-
ных отличиях структуры белков T. nodulosus 
от структуры белков других цестод.

Больше всего отличий было выявлено при 
сравнении белковых экстрактов из плероцер-
коидов окуня и налима (14 пятен), тогда как 
плероцеркоиды налима от плероцеркоидов 
ерша отличались по 5 пятнам, а ерша от окуня – 
по 4 пятнам.

Следует также отметить, что из 14 белков, 
по которым у плероцеркоидов из разных хозяев 
наблюдались различия, 11 имели наибольшую 
оптическую плотность у плероцеркоидов окуня. 
Иными словами, у личинок червя из окуня эти 
белки синтезируются и накапливаются наибо-
лее интенсивно. В свою очередь, у плероцер-
коидов из налима концентрация всех 14 белков 
была наименьшей по сравнению с плероцерко-
идами из двух других видов хозяев.

Из полученных данных установлено, что 
больше всего белковый состав отличается 
у плероцеркоидов из окуня и налима. Снижен-
ная экспрессия 14 из 170 белков T. nodulosus 
в печени налима, по сравнению с личинками 
из других рыб, может быть результатом обще-

Рис. 1. Репрезентативная 2D-электрофореграмма водорастворимых белков плероцеркоидов T. nodulosus, 
на которой отмечены белковые пятна, различающиеся по оптической плотности при сравнении плероцерко-
идов из различных хозяев
Fig. 1. Representative 2D electrophoregram of water-soluble proteins of the plerocercoids of T. nodulosus. Protein 
spots which differed in optical density in plerocercoids from different hosts are noted by arrows
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го замедления уровня обмена веществ парази-
тов и их хозяев в холодное время года (налим 
пойман зимой, а ерш и окунь осенью), а также 
отражать разную степень агрессивности среды 
для развития червя в разных видах хозяев. Ди-
намика зараженности промежуточных хозяев 
в природе указывает на низкую резистентность 
налимов к заражению личинками T. nodulosus. 
Согласно Куперману [1973], из исследованных 
рыб европейской части России (корюшка, на-
лим, щука, окунь) только у налима встречалась 
зараженность в количестве 7 и более плеро-
церкоидов на рыбу, при этом количество рыб 
с такой интенсивностью заражения составляло 
43 % (при 88 % общей зараженности популя-
ции) [Куперман, 1973]. Более благоприятные 
условия, позволяющие развиваться червям 
в налиме, предположительно, позволяют пле-
роцеркоидам экономить на синтезе специфи-
ческих белков, необходимых для поддержания 
жизнедеятельности и противодействия защит-
ным реакциям хозяина. Окуни, в отличие от на-
лимов, способны сопротивляться массирован-
ному заражению T. nodulosus, так как в приро-
де чаще всего заражены всего одной особью 
гельминта (до 89 % рыб), тогда как особи с 7 
и более плероцеркоидами не встречаются вов-
се (при общей 42% зараженности популяции). 
Известно, что в большинстве водоемов само-

воспроизводство T. nodulosus происходит пре-
имущественно именно через популяционные 
группировки, заражающие окуня, и это говорит 
о длительной коэволюции данных видов и, как 
следствие, формировании устойчивых и сба-
лансированных ценотических отношений [Иеш-
ко, 1988].

Нами было показано, что только один бе-
лок – тубулин β – имел разную экспрессию 
у всех трех видов хозяев. Наибольшая концен-
трация этой изоформы тубулина была у окуня, 
меньше белка обнаружено у ерша и меньше 
всего – у налима (рис. 3). Кроме того, содержа-
ние другой субъединицы тубулина α было боль-
ше у плероцеркоидов из окуня по сравнению 
с плероцеркоидами из налима. Из тубулина со-
стоят микротрубочки – структуры, образующие 
цитоскелет, центриоли и веретено деления, 
которые необходимы для внутриклеточного 
транспорта, поддержания формы клеток и де-
ления [Alberts et al., 1994]. Эти белки являются 
обязательными компонентами протеома любо-
го организма и ранее были описаны у таких ви-
дов паразитических червей, как E. multilocularis, 
Fasciola hepatica, Schistosoma bovis и др. [Wang 
et al., 2009; De la Torre Escudero et al., 2011].

Еще один белок, содержание которого су-
щественно выше у плероцеркоидов из окуня 
по сравнению с плероцеркоидами из налима, 

Рис. 2. Оптическая плотность некоторых белковых пятен на 2D-электрофореграммах водорастворимых бел-
ков плероцеркоидов T. nodulosus из разных хозяев:
а – различия статистически значимы по сравнению с плероцеркоидами из окуня (р < 0.05)
b – различия статистически значимы по сравнению с плероцеркоидами из ерша (р < 0.05)

Fig, 2. Optical density of some protein spots on 2D electrophoregrams of water-soluble protein of T. nodulosus ple-
rocercoids from different hosts:
a – the differences are statistically significant in comparison with the plerocercoids from perch (p < 0.05)
b – the differences are statistically significant in comparison with the plerocercoids from the ruff (p < 0.05)
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Результаты идентификации белков плероцеркоидов T. nodulosus по степени совпадения с белковыми 
последовательностями родственных видов из базы данных Swissprot
Results of proteins identification of T. nodulosus plerocercoids according to the coincidence with the protein 
sequences from the Swissprot database for related species

Название белка 
Protein name

Родственный вид
Related specie

ID аминокислотной 
последовательности 
белка родственного 
вида в базе данных 
GeneBank ID of ami-

noacid sequence 
of protein of a related 
species in the Gene-

Bank database

Mrтеор/Mrфакт, 
кДа

Mrtheoretical/Mractual, 
kDa

Функциональная аннотация согласно базе 
данных Gene Ontology [GO Consortium, 2017]

Functional annotation according to Gene 
Ontology database [GO Consortium, 2017]

Тубулин β
Tubulin β

Echinococcus 
multilocularis

CAB91641.1 50/55 Молекулярная функция: связывание ГТФ, 
ГТФазная активность, связывание нуклео-
тидов, структурный компонент цитоскелета.
Биологический процесс: организация цито-
скелета, образование микротрубочек.
Клеточный компонент: цитоскелет, микро-
трубочки, цитоплазма.
Molecular function: GTP binding, GTPase acti-
vity, nucleotide binding, structural constituent 
of cytoskeleton.
Biological process: cytoskeleton organization, 
microtubule-based process.
Cellular component: cytoskeleton, microtu-
bule, cytoplasm.

Тубулин α
Tubulin α

Hymenolepis 
microstoma

CDS29993.2 49/64

G-белок
G-protein

Echinococcus 
granulosus

CDS20642.1. 33/55 Молекулярная функция: ARF гуанилнуклео-
тид-обменный фактор; связывание рРНК, 
структурный компонент рибосом, трансдук-
ция сигнала, связывание комплекса бета/
гамма субъединицы G-белка, ГТФазная ак-
тивность, связывание ГТФ, связывание ре-
цептора G-белка; связывание ионов метал-
ла; Rho гуанилнуклеотид-обменный фактор, 
связывание гуанилнуклеотида.
Биологический процесс: регуляция транс-
дукции сигнала через ARF-белок; трансля-
ция; путь передачи сигнальный путь через 
рецептор G-белка.
Клеточный компонент: рибосомы; гетерот-
римерный комплекс G-белка.
Molecular function: guanyl-nucleotide ex-
change factor activity, rRNA binding, structural 
constituent of ribosome, signal transducer ac-
tivity, G-protein beta/gamma-subunit complex 
binding, GTPase activity, GTP binding, G-pro-
tein coupled receptor binding, metal ion bind-
ing, Rho guanyl-nucleotide exchange factor 
activity guanyl nucleotide binding.
Biological process: regulation of ARF protein 
signal transduction, translation, G-protein cou-
pled receptor signaling pathway.
Cellular component: ribosomes, heterotrimeric 
G-protein complex.

Триозофос-
фатизоме-
раза (ТФИ)
Triosephosphate 
isomerase

Spirometra eri-
naceieuropaei

AFX72997.1. 27/42 Биологический процесс: гликолиз, глюко-
неогенез; пентозофосфатный путь; метабо-
лический процесс.
Молекулярная функция: триозофосфатизо-
меразная активность; каталитическая ак-
тивность; изомеразная активность.
Biological process: glycolysis, gluconeogene-
sis, pentose-phosphate shunt, metabolic pro-
cess.
Molecular function: triose-phosphate isomer-
ase activity, catalytic activity, isomerase activi-
ty.
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был идентифицирован как принадлежащий 
к семейству G-белков. Это сигнальные моле-
кулы, участвующие в качестве посредников во 
внутриклеточных сигнальных каскадах. Белок 
необходим для передачи информации от кле-
точных рецепторов, взаимодействующих с гор-
монами, нейротрансмиттерами, хемокинами 
и т. д. к эффекторам, отвечающим на это воз-
действие. G-белок принимает участие в регу-
ляции жизненно важных процессов, например 
в эмбриональном развитии и поддержании 
гомеостаза в изменяющихся условиях среды 
[Neves et al., 2002].

Синхронное изменение содержания G-белка 
и мономерных форм тубулинов у плероцерко-
идов из трех хозяев может свидетельствовать 
о том, что они задействованы в общем мета-
болическом пути, а именно в сигнальном пути 
G-белковой регуляции цитоскелета и клеточ-

ной морфологии [Yu et al., 2009; Schappi et al., 
2014]. Известно, что субъединицы тубулина β 
обладают ГТФазной активностью и способны 
непосредственно связываться с альфа-субъ-
единицей G-белков, что приводит к распаду ту-
булина на мономеры и к дезорганизации мик-
ротрубочек. Полученные данные могут указы-
вать на то, что клетки плероцеркоидов из окуня 
имеют более динамичный цитоскелет, возмож-
но, как результат более активных процессов 
пролиферации и дифференцировки под дейст-
вием факторов среды. Ранее Куперман [1973] 
с помощью электронной микроскопии показал, 
что у плероцеркоидов уже имеются зачатки 
всех систем, характерных для половозрелых 
особей, однако они могут сильно различать-
ся по степени развития органов. Выявленные 
вариации содержания тубулина у плероцерко-
идов из всех трех изученных видов рыб могут 

Рис. 3. Изображения области пятна № 24 (обведено), содержащего тубулин 
β, на 2D-электрофореграммах белков плероцеркоидов T. nodulosus из различ-
ных промежуточных хозяев
Fig. 3. Images of the area of spot No. 24 (surrounded) containing tubulin β on the 2D 
electrophoregrams of the proteins of the plerocercoids of T. nodulosus from various 
intermediate hosts
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косвенно указывать на наличие у них морфо-
логических различий на клеточном и тканевом 
уровне, и в том числе на разную степень зре-
лости личинок. Дополнительные гистологичес-
кие исследования требуются для подтвержде-
ния данного предположения.

Еще в одной из областей на электрофоре-
граммах, оптическая плотность в которой была 
достоверно выше у плероцеркоидов из окуня, 
чем у плероцеркоидов из налима, масс-спект-
рометрическими методами удалось идентифи-
цировать две изоформы фермента углеводного 
обмена триозофосфатизомеразы, на геле пред-
ставленных в виде функциональных димеров. 
Данный фермент участвует в процессе рас-
щепления глюкозы – главного источника энер-
гии для паразитических червей, которую они, 
как правило, извлекают из организма хозяина 
[Krautz-Peterson et al., 2010]. Более высокий уро-
вень экспрессии одного из ключевых фермен-
тов гликолиза и передачи сигнала у плероцер-
коидов окуня по сравнению с плероцеркоидами 
из налима в целом свидетельствует о большей 
метаболической активности первых и менее ин-
тенсивном питании и обмене у вторых.

Следует также отметить, что помимо вли-
яния сезона отбора проб и биохимического 
состава тканей хозяина выявленные различия 
содержания белков могут быть результатом ге-
нетических различий между отдельными попу-
ляциями паразитов, преимущественно выжи-
вающих в разных видах хозяев. Наличие таких 
генетически обособленных гостальных группи-
ровок было показано ранее [Van Putten et al., 
2005], и для учета этого фактора требуется 
провести дополнительное генетическое иссле-
дование собранного полевого материала.

Полученные в данном исследовании масс-
спектры белков T. nodulosus сравнивали также 
с базами данных белковых последовательнос-
тей рыб. Поглощение цистой белков хозяина 
было показано ранее на примере метацестод 
свиного цепня Taenia solium и финн E. granulo-
sus [Victor et al., 2012; Cui et al., 2013]. Согласно 
литературным данным, в микроокружении па-
разита часто встречаются белки апоптоза и им-
мунного ответа хозяина, а также структурные 
белки и белки крови, возможно, попадающие 
в цисту в результате разрушения под действи-
ем протеолитических ферментов питающейся 
личинки. Так, пептидные фрагменты иммуно-
глобулинов, гемоглобина и транспортных бел-
ков крови свиньи были обнаружены в содер-
жимом секреторных продуктов метацестоды 
свиного цепня T. solium, тогда как среди белков 
собственно паразита присутствовали различ-
ные протеазы цистеинового и треонинового 

типа [Victor et al., 2012]. Также в окружении ли-
чинок встречаются белки хозяина, участвующие 
в поддержании обмена веществ, и сигнальные 
молекулы, что свидетельствует о химической 
коммуникации между паразитом и его хозяи-
ном. В настоящем исследовании среди белков, 
содержание которых различалось в экстрактах 
червей из разных хозяев, белков рыб не было 
обнаружено. Это косвенно (на уровне содер-
жания мажорных белков – маркеров иммунного 
ответа) свидетельствует о сходном уровне вос-
паления в непосредственной близости от личи-
нок. Тем не менее требуются дополнительные 
исследования белкового состава содержимого 
цисты, чтобы уточнить этот вопрос.

Заключение

Полученные результаты показывают, что 
среда обитания оказывает влияние на гель-
минта T. nodulosus на стадии инкапсулирован-
ной малоактивной личинки. На биохимическом 
уровне этот эффект проявляется в модифика-
ции содержания у личинок червя ряда белков. 
Среди идентифицированных нами белков, при-
нимающих участие в этом процессе, присут-
ствуют структурные белки, что, вероятно, свя-
зано с особенностью роста и развития личинок 
в разных видах хозяев. Также важную функцию 
выполняют сигнальные молекулы и ферменты 
гликолиза.

Мы предположили, что личинки из окуня 
находятся в менее благоприятных условиях 
по сравнению с личинками из налима, так как, 
судя по более высокой экспрессии ряда бел-
ков, они метаболически более активны. Личин-
ки из ерша по этим показателям занимают про-
межуточное положение. Эти результаты могут 
отражать как влияние абиотических факторов 
(температура окружающей среды), так и био-
химическую разнокачественность микросреды, 
формируемой хозяевами из разных таксономи-
ческих групп (окунь и ерш – семейство Окуне-
вые, налим – Тресковые).

Работа поддержана грантом РФФИ 
№ 17-04-01700 «Изучение молекулярных меха-
низмов, лежащих в основе жизнедеятельности 
и экологии представителей класса цестоды, 
методами протеомики».
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со2-гаЗооБмен расТений БереЗы ПоВислой, 
ВыраЩиВаемыХ В услоВиЯХ раЗной 
оБесПеченносТи аЗоТом

В. К. Болондинский, л. м. Виликайнен
Институт леса КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Проведена сравнительная оценка CO2-газообмена у листьев 5–6-летних саженцев 
двух форм березы повислой (Betula pendula и Betula pendula var. сarelica) и бере-
зы пушистой (Betula pubescens Ehrh., 1789), выращиваемых при различных уров-
нях азотного питания. Исследования проводились на Агробиологической станции 
КарНЦ РАН, расположенной на южной окраине г. Петрозаводска на пяти площа-
дях (контрольный сектор, три сектора с внесением разных доз азотного удобрения 
NH4NO3 и сектор с комплексным удобрением). Как в контрольном секторе (содержа-
ние азота 0,23 ± 0,04 %), так и на большей части удобряемых участков не было полу-
чено значимой разницы в средних величинах фотосинтеза между березой повислой 
и карельской березой для всего диапазона ФАР и для ФАР > 1400 мкмоль м-2 с-1. 
Подкормка азотными удобрениями благотворно сказалась на росте и величинах 
CO2-газообмена исследуемых объектов. Рассчитанные параметры моделей све-
товых кривых фотосинтеза показали повышение эффективности работы фотосин-
тетического аппарата после внесения удобрений. При низких значениях ФАР она 
была значительно выше у карельской березы, чем у березы повислой, и возрастала 
при увеличении дозы азота. При почвенной засухе не было получено достоверных 
различий содержания хлорофилла в листьях у удобренных и неудобренных рас-
тений. Количество каротиноидов было в 1,3–1,5 раза выше в листьях неудобрен-
ных растений относительно удобренных. Внесение даже небольших доз азотного 
удобрения (20 г на дерево) благоприятно сказывалось на оводненности листьев 
растений в засушливый период. На второй год внесения удобрений значительно 
усилилась полуденная депрессия фотосинтеза, особенно в секторах с высокими 
дозами внесения азота. Тогда как на контрольном участке снижение фотосинтеза 
с 13 до 16 часов при отсутствии атмосферной засухи и при хорошей оводненности 
почвы составляло 20–25 %, на удобряемых участках скорость фотосинтеза умень-
шалась более чем в три раза. Данное обстоятельство приводило к тому, что во вто-
рую половину вегетации в солнечные дни суточная продуктивность фотосинтеза 
у удобренных растений была ниже, чем у неудобренных. В первый год внесения 
удобрений сильной полуденной депрессии не наблюдалось и подкормка азотом 
способствовала поглощению углекислоты как в пасмурные, так и в солнечные дни.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Betula pendula var. сarelica; СО2-газообмен; дыхание; свето-
вые кривые фотосинтеза; хлорофилл; азотное питание.

V. K. Bolondinskii, L. M. Vilikainen. GASEOUS CO2 EXCHANGE IN SILVER 
BIRCH SAPLINGS GROWING UNDER DIFFERENT LEVELS OF NITROGEN 
SUPPLY

A comparative assessment of gaseous CO2 exchange in leaves of 5–6 years old saplings 
of two forms of silver birch (Betula pendula and Betula pendula var. сarelica) and downy 
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Введение

Вопросы влияния азота и других элементов 
минерального питания на ростовые процессы 
и газообмен растений важны как в научном, 
так и в практическом значении, особенно при 
изучении древесных видов на ранних этапах их 
развития. На различных видах берез выполне-
но довольно много работ, в которых исследует-
ся связь фотосинтеза и минерального питания 
[Wendler, Millard, 1996; Wang et al., 1998 и др.]. 
На карельской березе такие исследования по-
явились только в последнее время [Болондин-
ский, Виликайнен, 2014; Pridacha et al., 2017; 
Придача и др., 2018].

Одним из признаков карельской березы яв-
ляется свилеватость структурных элементов 
древесины, а также уменьшение числа сосудов, 
увеличение количества клеток запасающей па-
ренхимы в ксилеме. Все эти факторы увеличи-
вают сопротивление движению влаги в стволе, 
что отражается в уменьшении скорости водно-
го потока по ксилеме и, как следствие, ограни-
чении проводимости устьиц для молекул СО2. 
В результате процессы фотосинтеза карель-
ской березы и березы повислой с нормальной 
древесиной могут различаться как в суточ-
ной динамике, так и в отклике на воздействие 

факторов окружающей среды. Адаптацион-
ная стратегия карельской березы направлена 
на оптимизацию процесса поглощения угле-
кислоты. Растение использует весь арсенал 
физиологических возможностей, чтобы макси-
мизировать процесс фотосинтеза и повысить 
поглощение углекислоты. Для их реализации 
требуется достаточное количество азота и дру-
гих питательных веществ в почве. Однако до-
полнительное азотное питание в определенных 
условиях может привести у отдельных экземп-
ляров карельской березы к еще большему уве-
личению сопротивления ствола и в конечном 
итоге к устьичному ограничению фотосинтеза 
[Придача и др., 2018].

Лесные почвы евроазиатской лесной облас-
ти крайне бедны питательными элементами, 
особенно аммиачным азотом, и не обеспечи-
вают ими в нужном количестве древесные рас-
тения [Паавилайнен, 1983]. Во многих работах 
показано многообразное воздействие азота 
на активность или блокирование физиологи-
ческих процессов у древесных растений [За-
рубина, Коновалов, 2014; Лебедев, 2015 и др.]. 
Причиной усиления роста и дыхания корней 
у подроста под влиянием азота являлось ус-
коренное и усиленное снабжение корней ас-
симилятами, поступающими к ним из кроны. 

birch (Betula pubescens Ehrh., 1789) growing under different levels of nitrogen nutrition 
was done. The study was carried out in five plots (control sector, three sectors fertilized 
with different doses of NH4NO3, and a sector with NPK fertilization) at the Agrobiological 
Research Station of the Karelian Research Centre RAS located at the southern out-
skirts of Petrozavodsk. Both in the control sector (where the content of nitrogen was 
0.23 ± 0.04 %) and in most of the fertilized sectors, there was no significant difference 
between the mean values of photosynthesis in B. pendula and B. pendula var. сarelica 
either for the entire PhAR range or for PhAR > 1400 µmol m-2 с-1. Nitrogen fertilization had 
a beneficial effect on the growth and the magnitude of gaseous CO2 exchange of the stud-
ied objects. The calculated parameters of light response curves for net photosynthesis 
have shown an improved performance of the photosynthetic apparatus upon fertilization. 
Where PhAR values were low, its efficiency in Karelian birch was much higher compared 
with silver birch (B. pendula), and increased with the elevation of the nitrogen dosage. 
In the conditions of soil moisture shortage, there was no significant difference between 
chlorophyll content in leaves of fertilized and non-fertilized plants. The carotenoid con-
tent in the leaves of non-fertilized plants was 1.3–1.5-fold that of fertilized plants. Even 
a small dose of nitrogen fertilizer (20 g per tree) had a favorable effect on the water con-
tent of leaves in a dry period. In the second year of fertilization, the midday depression 
of photosynthesis increased considerably, especially in the sectors with high doses of ni-
trogen fertilizer. In the control sector, the decrease in photosynthesis in the absence of air 
drought and with sufficient soil moisture content was 20–25 %, and in fertilized plots there 
was a more than three-fold decrease in photosynthesis from 13:00 to 16:00. As a result, 
on sunny days in the second part of the growing season daily photosynthetic production 
in fertilized plants was lower compared to non-fertilized ones. In the first year of fertiliza-
tion, there was no strong midday depression of photosynthesis, and nitrogen fertilization 
promoted CO2 uptake on both cloudy and sunny days.

K e y w o r d s: Betula pendula var. сarelica; gaseous СО2 exchange; respiration; light re-
sponse curve for net photosynthesis; chlorophyll; nitrogen nutrition.
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Количество корней на площадках с удобрени-
ями было на 32–65 % больше, чем в контроле 
[Зарубина, Коновалов, 2014]. Обычно скорость 
фотосинтеза коррелирует с концентраци-
ей азота в листьях березы [Wang et al., 1998; 
Hoogesteger, 2006], но связь между поступ-
лением азота из почвы и его концентрацией 
в листе достаточно сложна и опосредована 
внешними факторами среды, например влаж-
ностью воздуха [Sellin et al., 2013]. При низкой 
влажности воздуха, вызывающей прикрытие 
устьиц, транспирационный поток, с которым 
поступают питательные вещества, снижает-
ся, что, наряду с уменьшением устьичной про-
водимости, является причиной уменьшения  
фотосинтеза.

Многие работы выполнялись на 1–2-летних 
саженцах, выращиваемых преимущественно 
в вегетационных сосудах. Очень мало работ, 
где бы исследования СО2-газообмена, транс-
пирации и роста березы и других древесных 
пород осуществлялись на 1–2-метровых са-
женцах, растущих на плантации. На практике 
саженцы обычно не удобряют, так как от этого 
активно развивается травянистый покров, ко-
торый заглушает посадочный материал. Прак-
тически все исследования проводятся на дере-
вьях начиная с 15–20-летнего возраста, после 
смыкания крон, когда травянистый покров ока-
зывается в тени и перехватывает лишь малую 
часть вносимого азота.

Задачей нашего исследования было выяв-
ление зависимости фотосинтеза и дыхания 
от внешних факторов среды у 5–6-летних са-
женцев карельской березы и березы повислой 
в условиях разной обеспеченности элементами 
минерального питания.

материалы и методы

Основные исследования проводились 
на Агробиологической станции КарНЦ РАН 
(64°45ʹ с. ш. 34°20ʹ в. д.) на четырех площа-
дях (контрольный сектор и три участка с вне-
сением разных доз азотного удобрения). Не-
большая часть экспериментов проводилась 
на пятой площади, где вносилось комплексное 
удобрение. 2–3-летние саженцы карельской 
березы (Betula pendula Roth var. carelica (Merck-
lin) Hämet-Ahti, 1984), березы повислой (Betula 
pendula Roth var. Pendula) и березы пушистой 
(Betula pubescens Ehrh., 1789) были высажены 
в 2010 г. рядами (с размещением на расстоя-
нии 1,5 м между рядами и 1,5 м в ряду) на поле 
(20×80 м), имевшем небольшой уклон с запада 
на восток. С 10 до 15 часов большинство сажен-
цев не попадали в тень от больших деревьев.

Поле было разбито на пять площадей (сек-
торов). В нижней части находился контроль-
ный сектор (К), который не удобрялся, но под 
каждое дерево в круг диаметром 1 метр с де-
ревом посередине вливалось ведро чистой 
воды в момент внесения в других секторах 
удобрений, растворенных в 10 л воды. Выше 
по склону следовали сектора с различными 
дозами вносимых удобрений: N20 – вносился 
азот из расчета 20 г (58 г NH4NO3 на одно расте-
ние за сезон), N40 – азот из расчета 40 г (116 г 
NH4NO3 на одно растение за сезон), N60 – азот 
из расчета 60 г (174 г NH4NO3 на одно растение 
за сезон), NPK – комплекс NPK из расчета со-
отношения веществ 100 : 10 : 50, азот по дозе 
внесения 40 г/сезон.

В секторе NPK вносился азот в виде NH4NO3, 
фосфор в виде Р2О5, калий в виде K2CO3 (в итоге 
N : P : K = 40 : 4 : 20). Растения удобряли 4 раза 
с 31 мая по 15 июля 2013 г. и 4 раза с 3 июня 
по 14 июля в 2014 г. Измерения проводили че-
рез 5–6 дней после полива растений питатель-
ной смесью. На границе участков были вырыты 
траншеи глубиной 60–70 см, в которые закла-
дывались листы линолеума, предотвращающие 
миграцию питательных элементов. В ходе экс-
перимента все участки поля выкашивали не ме-
нее трех раз за сезон.

Измерения СО2-газообмена проводились 
в течение двух месяцев на березе повислой 
и карельской березе с помощью портативной 
фотосинтетической системы Li-6200 (LiCor, 
USA). На березе пушистой было проведено ог-
раниченное количество исследований, в основ-
ном в секторах К и N60. Главное внимание уде-
лялось двум формам березы повислой. В каж-
дом секторе выбирали три дерева, на каждом 
из которых измерения проводили на 3–4 листь-
ях, растущих на хорошо освещенных ветвях.

Для снятия световых кривых камеру с лис-
том ориентировали прямо на солнце и покрыва-
ли разным количеством слоев ткани или тканью 
разной плотности. После каждого уменьшения 
освещенности измеряли все показатели, ре-
гистрируемые прибором (ФАР, СО2-газооб-
мен, концентрация СО2 в камере, температура 
и влажность воздуха в камере и т. д.). Экспе-
рименты в основном проводили в безоблачные 
дни в дневной динамике с 10 до 16 часов.

Световую кривую фотосинтеза моделиро-
вали с помощью нелинейного регрессионного 
анализа гиперболой (функция Микаэлиса – 
Ментен):

 P(I(x,t)) = a1 + b1 × I(x,t) / (I(x,t) + b2),

где a1 – параметр, характеризующий СО2-газо-
обмен при I (ФАР) = 0 мкмоль м-2 с-1, т. е. уро-
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вень дыхания (R); b1 – величина фотосинтеза 
при насыщающих значениях ФАР (Pmax); b2 (кон-
станта насыщения) – параметр, равный вели-
чине I, при которой P = 0,5 Pmax, и являющийся 
характеристикой скорости насыщения свето-
вой кривой; t – время; x – переменная, харак-
теризующая положение листа в пространстве. 
Из уравнения Микаэлиса – Ментен рассчиты-
вали световой компенсационный пункт (СКП) 
и тангенс угла наклона световой кривой (tg α). 
Все параметры модели имеют определенный 
физиологический смысл, и их можно интерпре-
тировать как потенциальную эколого-физио-
логическую характеристику изучаемого вида. 
Между ними существуют определенные вза-
имосвязи, изменяющиеся в процессе вегета-
ции. Проверку гипотез и оценку существенных 
различий между средними величинами осу-
ществляли с помощью критерия Стьюдента при 
5%-м уровне значимости (р).

Содержание хлорофиллов и суммы кароти-
ноидов в ацетоновой вытяжке определяли спек-
трофотометрически (СФ-2000, «ОКБ Спектр», 
Россия). Расчет содержания пигментов произ-
водили в мг на г сырого веса листа. Содержа-
ние азота в 5–15-см слое почвы (N) определяли 
титриметрическим методом по Кьельдалю [Ме-
тодическое…, 1990]. Результаты представлены 
в процентах от сухого веса образцов. Повтор-
ность проб трехкратная. Данные получены с ис-
пользованием оборудования ЦКП Федерально-
го исследовательского центра «Карельский на-
учный центр Российской академии наук».

результаты и обсуждение

Почва контрольного сектора была умерен-
ного плодородия. Содержание азота в почвен-
ном слое 5–15 см, измеренное вблизи опытных 
деревьев в первый год эксперимента через 
месяц после последнего внесения удобрений, 
составило 0,18–0,33 %. В других секторах оно 
было выше: сектор N60 – 0,21–0,50 %, сектор 
N40 – 0,29–0,39 %, сектор N20 – 0,25–0,36 %, 
сектор NPK – 0,27–0,52 %.

Значительная часть измерений фотосинте-
за проведена при пониженной освещенности. 
При этом значения фотосинтеза, измеряемые 
в пасмурные дни или при солнце в облаках, 
были выше, чем при той же освещенности во 
время принудительного снижения освещен-
ности листьев в процессе измерения свето-
вых кривых фотосинтеза. Все эти факторы 
являлись причиной очень высокой вариабель-
ности фотосинтеза. За период измерений 
в 2013–2014 гг. внешние условия были благо-
приятными и не наблюдалось ни сильной засу-

хи, ни больших температурных колебаний. Не-
большая почвенная засуха в конце июня – пер-
вой половине июля 2013 г., сопровождавшаяся 
умеренной температурой воздуха, повлияла 
на процессы CO2-газообмена, особенно в кон-
трольном секторе, снизив в среднем величины 
поглощения CO2 листьями на 20–25 %. В других 
секторах снижение фотосинтеза не превыша-
ло 15–18 %. При этом полуденная депрессия 
фотосинтеза не носила ярко выраженного ха-
рактера, в том числе и на контрольном участ-
ке. Не было получено достоверных различий 
содержания хлорофилла в листьях у удобрен-
ных и неудобренных растений. Количество же 
каротиноидов в листьях неудобренных расте-
ний возрастало в 1,3–1,5 раза, что выразилось 
в появлении у них желтого оттенка. После дож-
дей наблюдалось восстановление фотосин-
тетической способности до прежнего уровня. 
Даже небольшие дозы азотного удобрения 
(20 г на дерево) благоприятно сказывались 
на оводненности листьев удобренных расте-
ний в засушливый период. Листья контрольно-
го участка имели выцветший, склерофильный 
(жестколистный) вид. Признаки склерофиль-
ности присутствовали и у удобренных расте-
ний, но носили менее выраженный характер. 
Удобрения вносились, когда в почве было еще 
достаточно влаги, и способствовали развитию 
корневой системы. В дальнейшем это сказа-
лось на снабжении растений влагой и на том, 
что у удобренных саженцев устьичное ограни-
чение фотосинтеза было не таким сильным, как 
у саженцев контрольного сектора.

Сильной атмосферной засухи в 2013–
2014 гг. не наблюдалось. Лишь в течение од-
ного дня измерений дефицит водяных паров 
в воздухе (D) превысил 2000 Па, а средние ве-
личины этого показателя во время измерений 
фотосинтеза были все время ниже 1250 Па. 
В диапазоне ФАР > 1400 мкмоль м-2 с-1 сред-
ние величины D составляли 970 ± 40 Па. Даже 
при легкой почвенной засухе такие величины D 
не приводят к устьичному ограничению фото-
синтеза [Болондинский, 2010]. Температурный 
фактор в период измерений также не оказывал 
существенного влияния на процесс фотосин-
теза. Температура воздуха в период измере-
ний колебалась в пределах 16–25 °С. Средние 
величины составили 20,5 ± 2,1 °С и являлись 
оптимальными для фотосинтеза. В большей 
степени температура влияла на темновое ды-
хание. В ряде случаев понижение температуры 
всего на 5–6 °С вело к уменьшению абсолют-
ной величины дыхания на 80–100 %.

При сравнении средних величин фотосинте-
за двух секторов учитывали, имеются ли досто-
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верные различия в средних величинах ФАР – 
основного фактора, влияющего на фотосинтез. 
Сравнение проводилось только в том случае, 
если достоверность различий средних значе-
ний ФАР отсутствовала. Сравнение средних 
величин фотосинтеза проводили как для всего 
диапазона ФАР, так и для ФАР > 1400 мкмоль 
м-2 с-1, когда световая кривая фотосинтеза вы-
ходит на плато (табл. 1). Фотосинтез, как пра-
вило, достигает своих максимальных значений 
при ФАР 2000 мкмоль м-2 с-1. Такие высокие 
значения ФАР регистрируются при высокой 
прозрачности атмосферы и наличии небольшо-
го количества облаков, отражение от которых 
вносит дополнительный вклад в освещенность. 
Обычно датчик, направленный на солнце, по-
казывал ФАР в зависимости от времени суток, 
года, наличия облаков от 1400 до 1900 мкмоль 
м-2 с-1. Исследование световых кривых фото-
синтеза у березы [Болондинский, Виликай-
нен, 2014] показало, что при значениях ФАР 
выше 1400 мкмоль м-2 с-1 фотосинтез достигал 
90 ± 5 % от своих максимальных величин.

Исследования в контрольном секторе по-
казали, что при ФАР > 0 и ФАР > 1400 мкмоль 
м-2 с-1 значимые различия средних величин 
фотосинтеза березы повислой и карельской 
березы отсутствовали (табл. 1). В наших пре-
дыдущих исследованиях, проводившихся 
на меньшем статистическом материале, всегда 
имелись небольшие, хотя и незначимые разли-
чия [Болондинский, Холопцева, 2013; Болон-
динский, Виликайнен, 2014]. В контрольном 
секторе было проведено более 700 измерений 
фотосинтеза. Это большое количество изме-
рений дало почти полное совпадение средних 
значений фотосинтеза как для всего диапа-
зона ФАР, так и для ФАР > 1400 мкмоль м-2 с-1 
(табл. 1). Столь высокая точность совпадений 
средних величин фотосинтеза у двух форм бе-
резы повислой подтверждает бытующее в на-

стоящий момент мнение, что береза повислая 
и карельская береза являются одним видом. 
Не было различий и между максимальными 
значениями фотосинтеза, а также значениями 
темнового дыхания. У карельской березы зна-
чения фотосинтеза, превышающие 20 мкмоль 
м-2 с-1, наблюдали чаще, чем у березы повислой. 
Значимые различия в контрольном секторе 
были получены при сравнении березы пушис-
той с карельской березой и березой повислой 
(р = 0,02). При этом исследуемые деревья бе-
резы пушистой росли на северной границе сек-
тора, самой бедной по содержанию азота.

Средние величины темнового дыхания мало 
различались у всех трех пород. Как и в прежних 
наших исследованиях [Болондинский, Вили-
кайнен, 2014], максимальное по абсолютной 
величине темновое дыхание было зафиксиро-
вано у карельской березы. Это наблюдалось 
как в контрольном, так и в других секторах. По-
сле внесения удобрения в секторе N60 величи-
ны дыхания выросли у всех пород на 10–12 %, 
а максимальные – на 60–70 % (табл. 1), что сви-
детельствовало об активизации обменных про-
цессов в листьях. В секторе N60 при ФАР > 0 
все различия в средних величинах фотосин-
теза между породами были незначимы. При 
этом средняя величина фотосинтеза у березы 
пушистой была несколько выше (12,4 мкмоль 
м-2 с-1), чем у карельской березы (11,3 мкмоль 
м-2 с-1), а различия в максимальных величинах 
были еще выше – 29,4 и 24,4 мкмоль м-2 с-1 со-
ответственно. При сравнении с контрольным 
сектором максимальные значения фотосинте-
за двух форм березы повислой несколько сни-
зились, а у березы пушистой выросли почти 
на 10 %. В секторе N60 при ФАР > 1400 мкмоль 
м-2 с-1 фотосинтез карельской березы превос-
ходил фотосинтез березы повислой в среднем 
на 25 % (p = 0,002). Различия в ФАР были не-
значимыми (p = 0,08), то есть основной при-

Таблица 1. Средние величины фотосинтеза и дыхания в июле–августе 2013 г. у B. pendula var. сarelica (БК), 
B. pendula var. pendula (БП) и B. pubescens (БПуш) в контрольном секторе (К) и в секторе N60 в первый год 
внесения удобрений
Table 1. Mean values of photosynthesis and respiration of B. pendula var. carelica (БК), B. pendula var. pendula (БП) 
and B. pubescens (БПуш) in the control sector (K) and in the N60 sector in the first year of applying fertilizers

К N60
PPhAR>0 PPhAR>1400 R PPhAR>0 PPhAR>1400 R

БК 8,0 ± 0,7 12,6 ± 1,1 –2,6 ± 0,2 11,3 ± 1,0* 14,2 ± 0,9* –3,4 ± 0,3*
БП 8,0 ± 0,7 12,5 ± 1,0 –2,7 ± 0,2 8,4 ± 0,7 11,7 ± 1,1 –3,0 ± 0,2

БПуш 9,0 ± 1,1 15,6 ± 1,4 –2,7 ± 0,2 12,4 ± 1,1* 16,5 ± 1,0 –3,3 ± 0,3

Примечание. PhAR – ФАР (мкмоль фотонов м-2 с-1), PPhAR>0 – фотосинтез (мкмоль CO2 м-2 с-1) для всего диапазона ФАР, 
PPhAR>1400 – фотосинтез в мкмоль CO2 м-2 с-1 для ФАР > 1400 мкмоль фотонов м-2 с-1, R – дыхание (мкмоль CO2 м-2 с-1). *Отличия 
от исходного уровня (К) достоверны при p ≤ 0,05.
Note. PhAR – photosynthetic active radiation (µmol photon m-2 c-1), PPhAR>0 – photosynthesis (µmol CO2 m-2 c-1) for the whole range 
of PhAR, PPhAR>1400 – photosynthesis (µmol CO2 m-2 c-1) for PhAR > 1400 µmol photon m-2c-1, R – respiration (µmol CO2 m-2 c-1). 
*Statistically significant differences were set at p ≤ 0,05.
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чиной увеличения фотосинтеза у саженцев ка-
рельской березы явилось улучшение азотного 
питания. Значимые различия средних величин 
фотосинтеза березы повислой и карельской 
березы с березой пушистой в секторе N60 со-
хранились. У березы повислой реакция на удоб-
рения была меньше как при ФАР > 1400 мкмоль 
м-2 с-1, так и для всего диапазона ФАР (рис.).

Внесение даже небольших доз азота сти-
мулировало синтез хлорофилла и повышало 
эффективность работы единицы хлорофилла. 
Хл (а + b) вырос в секторе N60 по сравнению 
с контрольным сектором на 15,6 %. Как было 
показано ранее [Болондинский, Холопце-
ва, 2013], при достаточном количестве азота 
в почве в жаркие дни мезофильная проводи-
мость листьев карельской березы увеличивает-
ся в большей степени, чем у березы повислой, 
компенсируя снижение устьичной проводимос-
ти. Не исключено, что это явилось причиной 
большего увеличения фотосинтеза у карель-
ской березы в секторе N60, где фотосинтез 
в некоторые дни был больше, чем у березы 
повислой. Это и отразилось на средних значе-

ниях. При снижении дозы вносимых азотных 
удобрений (сектора N20, N40) почти все эф-
фекты, отмеченные для сектора N60, сохраня-
лись. Средние значения фотосинтеза выросли 
по сравнению с контрольным сектором, хотя 
и в меньшей степени, чем в секторе N60. Раз-
личий между секторами N20, N40 и N60 найти 
не удалось, но значимые различия удобренных 
секторов с контрольным иногда фиксирова-
лись. Очень близкими к значимым (p = 0,056) 
оказались различия средних значений фото-
синтеза у березы повислой для секторов N40 
и N60 при ФАР > 1400 мкмоль м-2 с-1, составляя 
соответственно 14,5 и 11,7 мкмоль м-2 с-1. У ка-
рельской березы средние значения фотосин-
теза при этом практически не различались, со-
ставляя 14,0 и 14,2 мкмоль м-2 с-1 соответствен-
но. Не исключено, что в секторе N60 значения 
фотосинтеза у карельской березы могли бы 
быть выше, если бы саженцы обладали такой 
же энергией роста, как и в других секторах. Они 
еще при посадке отставали в росте от других 
саженцев, и в дальнейшем этот разрыв увели-
чивался. То, что эффект влияния азота на фо-

Средние величины фотосинтеза в июле–августе 2013 г. у карельской березы – a (БК), бе-
резы повислой – b (БП) и березы пушистой – c (БПуш) в секторах К, N60, N40, N20, NPK 
при ФАР > 1400 мкмоль м-2 с-1. Нижний индекс 1 указывает на достоверность различий 
(р < 0,05) средних значений фотосинтеза у контрольного и удобренного участка
Mean values of photosynthesis of Betula pendula var. carelica (БК), Betula pendula var. pendula 
(БП), and Betula pubescens (БПуш) in sectors K, N60, N40, N20 and NPK. PhAR > 1400 µmol 
m-2 c-1. Subscript 1 indicates significant differences between mean values of photosynthesis 
in control and fertilized plots (р < 0,05)
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тосинтез карельской березы проявился даже 
на таком материале, показывает важность вли-
яния азотного питания при выращивании са-
женцев карельской березы, причем не только 
однолетних [Евдокимов, 1989].

Для секторов К и N40 были получены зна-
чимые различия как для карельской березы, 
так и для березы повислой. Для сектора N20 
значимость различий с контрольным секто-
ром подтвердить не удалось (р = 0,058). От-
сутствие различий в средних величинах фото-
синтеза у березы повислой в секторах К и N60 
в целом неясны. У березы пушистой не удалось 
получить достоверных различий между конт-
рольным и удобренными участками. В секто-
ре N60 различия были близки к достоверным 
(р = 0,05), а в секторе NPK разница между конт-
рольным сектором и удобренным вполне могла 
быть обусловлена различиями в освещенности 
(р = 0,04).

В 2014 г. в основном из-за погодных усло-
вий у всех видов берез максимальные и сред-
ние значения фотосинтеза были ниже, чем 
в 2013 г. С третьей декады июля и до конца ав-
густа в секторах N60 и NPK начиная с 13 часов 
наблюдали увеличивающуюся с каждым часом 
сильную полуденную депрессию фотосинтеза. 
Депрессия проявлялась и в других секторах, 
где вносились удобрения в меньшем количест-
ве. Небольшое снижение (10–15 %) после 14 
часов было зафиксировано и на контрольном 
участке, но оно мало отличалось от значений 
полуденной депрессии, которые наблюдали 
в предыдущие годы [Болондинский, 2010]. С 10 
до 13 часов в секторе N60 на протяжении не-
скольких дней в конце июля фотосинтез фик-
сировался на уровне 11–14 мкмоль м-2 с-1, мед-
ленно увеличиваясь с утра до полудня. Темно-
вое дыхание также медленно увеличивалось 
с 2–3 до 3–4 мкмоль м-2 с-1. В 13 часов фотосин-
тез начинал уменьшаться и к 15 часам состав-
лял всего 2–3 мкмоль м-2 с-1, дыхание при этом 
возрастало на 1–2 мкмоль м-2 с-1. Ранее у са-
женцев березы полуденная депрессия наблю-
далась в природных условиях достаточно редко 
[Болондинский, 2010], в основном в периоды 
почвенной или атмосферной засухи. У сажен-
цев, растущих в вегетационных сосудах или 
на хорошо удобренной почве с относительно 
высоким уровнем грунтовых вод, снижение фо-
тосинтеза с 13 до 16 часов было незначитель-
ным [Болондинский, Виликайнен, 2014].

Осадки в течение июля–августа 2014 г. были 
достаточно частыми. Измерения влажности 
почвы в начале августа в трех секторах, где вно-
сился азот, показали, что она была на 10–15 % 
ниже, чем в первую декаду июля, но намного 

выше значений, которые приводят к устьич-
ному ограничению фотосинтеза [Wang et al., 
1998]. Полуденная депрессия наблюдалась как 
на верхних ветвях 3–5-метровых деревьев, так 
и на нижних, где она была особенно глубокой. 
Снижение фотосинтеза начиналось на нижних 
ветвях, а в течение 30–40 минут значитель-
но уменьшался фотосинтез и на верхушечных 
побегах. Хотя в секторах N60 и NPK средние 
величины фотосинтеза на второй год внесе-
ния удобрений в целом оставались выше, чем 
в контрольном секторе, в августе проявилась 
тенденция снижения суточной продуктивнос-
ти фотосинтеза по сравнению с контрольным 
участком. Поскольку на контрольном участке 
уменьшение фотосинтеза в послеполуденные 
часы было заметно меньше, чем в секторах N60 
и NPK, суточная продуктивность фотосинтеза 
в солнечные теплые дни в контрольном секторе 
была выше, чем на удобренных участках. Оцен-
ка суточной продуктивности фотосинтеза для 
секторов К и NPK показала, что она снижалась 
примерно на 30 %, а в некоторые дни сниже-
ние превышало 50 %. В пасмурные дни суточ-
ная продуктивность фотосинтеза была выше 
на удобренных участках. Однако во второй год 
измерений общая площадь листьев кроны зна-
чительно повысилась у удобренных деревьев 
по сравнению с контрольными и дерево в це-
лом поглощало больше углекислоты на удоб-
ренных участках в солнечные дни. Это отрази-
лось на росте деревьев.

В годы внесения удобрений и последующие 
2 года наблюдался усиленный рост всех видов 
берез. В 2016 г. средний диаметр на уровне 
1,5 м у березы повислой в секторах N20, N40, 
N60, NPK вырос по сравнению с контрольным 
участком на 15, 20, 27, 30 %, а максимальная 
высота деревьев – на 40, 60, 70 и 120 % соот-
ветственно. Значительно возросла площадь 
листьев кроны. Все это привело к увеличению 
потребности растений в воде. Плотность дере-
вьев, отдельные экземпляры которых достигли 
во второй год внесения удобрений высоты 5 м, 
была очень высокой (1,5 м между растениями). 
Корневая конкуренция за воду среди саженцев 
возросла. Часть влаги, особенно после кратко-
временных дождей, перехватывал быстро во-
зобновляющийся травянистый покров.

Известно, что влияние удобрений ведет 
к усилению роста и дыхания корней [Заруби-
на, Коновалов, 2014; Лебедев, 2015]. Развитие 
более мощной корневой системы на удобрен-
ных участках благоприятно сказалось во время 
июньской засухи в первый год эксперимента. 
Не исключено, что на второй год возник некото-
рый дисбаланс в листо-корневых отношениях. 
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По всей вероятности, ограничение поступле-
ния влаги в ствол в дневные часы было связано 
с тем, что запасы воды в зоне, непосредствен-
но прилегающей к тонким корням, оказывались 
к полудню в значительной мере исчерпанными. 
Снижение фотосинтеза, вероятнее всего, было 
обусловлено заметным снижением устьич-
ной проводимости. Далее, в течение вечерних 
и ночных часов запасы влаги в прикорневой 
зоне и стволе восполнялись, и в утренние часы 
устьица снова широко открывались на несколь-
ко часов. При этом интересно, что описанный 
эффект полуденной депрессии проявился 
именно на второй год внесения удобрений. Как 
пишут в своей книге Hagqvist и Mikkola [2008], 
обобщая опыт финских лесоводов: «…К внесе-
нию удобрений следует относиться с осторож-
ностью. Внесение азотного удобрения два года 
подряд вызывает явную задержку роста на два 
года. Листья березы становятся светло-жел-
тыми и остаются мелкими, особенно на мало-
гумусных лесных почвах. Напротив, единичное 
внесение удобрения вызывает положительный 
эффект. Избыточное внесение азотных удобре-
ний может стимулировать длительный осенний 
рост и повреждение ветвей морозом и даже 
растрескивание стволов зимой». Описанные 
эффекты в нашем эксперименте отсутствова-
ли, за исключением того, что хорошо удобрен-
ные деревья действительно росли дольше кон-
трольных и полностью сбрасывали листья при-

мерно на две недели позднее. Особенно это 
касалось карельской березы. Исследования 
на различных видах березы показывают, что 
в условиях водного стресса высокие величи-
ны почвенного азота могут ограничивать рост 
и другие физиологические процессы [Wendler, 
Millard, 1996; Wang et al., 1998]. Авторы пред-
полагают, что в условиях высокого содержания 
азота в почве ограничение устьичной проводи-
мости и фотосинтеза, возможно, связано с уве-
личением гидравлического сопротивления 
ствола.

Анализ параметров световых кривых фото-
синтеза показал, что они достаточно изменчи-
вы и зависят как от внешних факторов среды, 
так и от времени вегетации и состояния листа 
и растения. В ряде случаев это было связано 
с возрастом листа, а также со световыми усло-
виями роста. Несмотря на разброс значений 
фотосинтеза даже при одной и той же осве-
щенности, получаемый при снятии ряда свето-
вых кривых, коэффициенты детерминации (r2) 
моделей были высокими (93–98 %). Параметр 
а1, характеризующий темновое дыхание лис-
та у карельской березы в секторе N60, досто-
верно был выше, чем у контрольных растений 

(табл. 2). У березы повислой его рост относи-
тельно контроля был менее значительным. Бо-
лее выраженным у карельской березы был рост 
параметра b1: с 22,7 ± 2,4 до 26,7 ± 1,8 мкмоль 
м-2 с-1. Данный параметр повышался с 18,3 ± 4,6 

Таблица 2. Средние значения параметров моделей световых кривых фотосинтеза у карельской березы 
и березы повислой в секторах К и N60
Table 2. Mean values of parameters of the photosynthetic light-curves models of Betula pendula var. carelica 
and Betula pendula var. pendula in the control sector (K) and in the N60 sector

a1 b1 b2 r2 Imax Rmax Pmax СКП tg

мкмоль м-2 с-1 % мкмоль м-2 с-1

Betula pendula Roth. var. carelica, К
М –2,5 22,6 419,8 93,0 1574 –2,8 17,0 52,2 0,19·10–4

σ 0,6 2,4 101,8 6,5 203 –0,7 3,3 12,3 0,02·10–4

Betula pendula Roth. var. carelica, N60
М –3,6 26,7 308,9 97,6 1774 –3,4 18,5 48,1 0,37·10–4

σ 0,1 1,8 78,8 0,5 45 0,2 1,4 11,7 0,06·10–4

Betula pendula Roth. var. pendula, К
М –3,0 18,3 411,2 94,0 1729 –3,1 16,1 80,6 0,068·10–4

σ 1,0 4,6 127,1 4,2 183 1,4 4,3 21,4 0,01·10–4

Betula pendula Roth. var. pendula, N60
М –3,1 20,8 341,2 96,4 1479 –3,4 17,8 59,8 0,17·10–4

σ 1,3 2,9 107,0 3,5 685 0,9 3,8 17,6 0,02·10–4

Примечание. М, σ – средние значения и стандартные отклонения соответственно; a1, b1, b2 – значения параметров моделей 
световых кривых; r2 – коэффициент детерминации; Imax, Pmax, Rmax – соответственно средние максимальные значения ФАР, 
фотосинтеза и дыхания в момент снятия световой кривой; СКП – световой компенсационный пункт; tg – тангенс угла накло-
на световой кривой в точке компенсационного пункта.
Note. М, σ – mean values and standard deviations respectively; a1, b1, b2 – parameters of the photosynthetic light-response curve 
models; r2 – coefficient of determination; Imax, Рmax, Rmax – the mean maximal values of PhAR, photosynthesis and respiration, respec-
tively; СКП – light compensation point; tg – the tangent of the light curve slope at the point of the compensation point.
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до 20,8 ± 2,9 мкмоль м-2 с-1 и у березы повислой, 
но не так существенно, как у березы карель-
ской. Особый интерес представляют измене-
ния константы насыщения световой кривой (b2). 
В целом ее значения были велики, так как фо-
тосинтетический аппарат листьев как у березы 
повислой, так и у карельской березы был адап-
тирован к высоким значениям ФАР (табл. 2).

После внесения удобрений у карельской 
березы параметр b2 достоверно снизился 
с 419,0 ± 101,8 до 308,9 ± 78,8 мкмоль м-2 с-1, 
что дало возможность растениям более эффек-
тивно использовать низкую инсоляцию, осо-
бенно в ранние утренние часы, когда транспи-
рационные расходы невелики и устьица полно-
стью раскрыты.

Внесение удобрений увеличило использова-
ние малых доз солнечной радиации у всех ви-
дов, но особенно у карельской березы. Также 
наблюдалось уменьшение светового компен-
сационного пункта (СКП). Причем СКП умень-
шился не за счет снижения темнового дыхания, 
как это часто происходит, а из-за увеличения 
угла наклона световой кривой, что прежде все-
го связано с активизацией обменных процес-
сов в листе. Световой компенсационный пункт, 
рассчитанный по параметрам моделей свето-
вых кривых, снижался после внесения удобре-
ний во всех секторах, но особенно в N60 и NPK. 
Средние значения СКП составили для 20 опыт-
ных саженцев в секторах К, N60 и NPK соответ-
ственно 116,6; 72,4 и 54,1 мкмоль м-2 с-1. При 
этом как реальные средние значения темново-
го дыхания, так и значения параметра а1 в сек-
торе N60 и NPK были выше, чем в секторе К, 
что могло бы только увеличить СКП. Средние 
величины СКП у карельской березы и березы 
повислой составили соответственно в секторе 
К – 69 и 153, в секторе N60 – 49 и 86 и в секторе 
NPK – 47 и 54 мкмоль м-2 с-1. Это говорит о том, 
что эффективность работы фотосинтетичес-
кого аппарата у карельской березы при низких 
значениях ФАР была существенно выше, чем 
у березы повислой, и эта эффективность воз-
растала при внесении минеральных удобрений. 
Рассчитанный тангенс угла наклона световой 
кривой для секторов К и NPK составил 0,19·10–4 
и 0,36·10–4 мкмоль CO2 (мкмоль квантов)-1 со-
ответственно, т. е. вырос примерно в два раза. 
В результате в диапазоне ФАР 20–200 мкмоль 
м-2 с-1 мы имели для секторов N60 и NPK увели-
чение средних величин фотосинтеза на 50 %.

В пасмурную погоду низкие константы на-
сыщения (b2) получались, если лист с ранне-
го утра находился при низкой освещенности. 
Если утро было солнечное, а затем набегали 
тучи и мы приступали к измерениям, настро-

енность фотосистемы на большую инсоля-
цию еще сохранялась и константа насыщения 
была достаточно высокой (150–200 мкмоль 
м-2 с-1). При низких значениях начальных уров-
ней ФАР b2 имел величины меньше 80 мкмоль 
м-2 с-1. Минимум b2 у карельской березы соста-
вил 11 мкмоль м-2 с-1, что менее 0,4 % от мак-
симальных значений ФАР в нашем районе ис-
следований. При этом на протяжении всего дня 
была очень низкая облачность, и фотосисте-
ма листа уже в утренние часы была настроена 
на эффективную работу при низкой инсоляции. 
Разумеется, при столь низких b2 фотосинтез 
невысокий, но CO2-баланс листа оказывался 
в условиях низкой ФАР (40–50 мкмоль м-2 с-1) 
практически всегда положительным. Значения 
параметра b2 при этом были ощутимо меньше 
значений световых компенсационных пунктов, 
полученных в солнечную погоду. Одна из при-
чин этого в том, что темновое дыхание было 
в такие дни очень низкое даже в теплый  период.

Заключение

Проведенная сравнительная оценка 
CO2-газообмена у листьев 5–6-летних сажен-
цев двух форм березы повислой (Betula pen-
dula и Betula pendula var. сarelica), выращивае-
мых при различных уровнях азотного питания, 
показала, что средние величины фотосинтеза 
и темнового дыхания, как правило, возраста-
ли по мере увеличения количества вносимого 
удобрения. Были получены достоверные раз-
личия величин фотосинтеза у карельской бе-
резы по сравнению с контролем для секторов 
N40, N60 и NPK, а у березы повислой – для сек-
торов N40 и NPK. Достоверного влияния вне-
сения азота в почву на скорость фотосинтеза 
березы пушистой получить не удалось, но была 
зафиксирована тенденция ее увеличения в сек-
торах N60 и NPK. Средние величины фотосин-
теза у березы пушистой в контрольном секторе 
более чем на 20 % превышали таковые у двух 
форм березы повислой, и это превосходство 
сохранялось, хотя и в меньшей степени, при 
разных уровнях внесения азота. На большом 
статистическом материале на почве умерен-
ного плодородия контрольного сектора пока-
зано практически полное отсутствие разницы 
в средних величинах фотосинтеза у карельской 
березы и березы повислой (р = 0,97). Это от-
сутствие различий сохранялось во всех других 
секторах, за исключением сектора N60.

По мере увеличения доз вносимого удоб-
рения активизировались рост растений и их 
репродуктивная деятельность. Значительно 
увеличилась площадь листьев крон. Эти явле-
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ния наблюдались уже в конце первого года из-
мерений. На второй год внесения удобрений 
проявился целый ряд эффектов, в частности, 
полуденная депрессия фотосинтеза, особенно 
в секторах с высокими дозами вносимых удоб-
рений. С 13 до 16 часов при отсутствии атмос-
ферной засухи и при достаточной оводненнос-
ти почвы происходило снижение фотосинтеза 
более чем в три раза. Одной из причин этого 
была очень высокая плотность посадки сажен-
цев и усиливающаяся по мере их роста корне-
вая конкуренция за почвенную влагу. В конт-
рольном секторе во время интенсивного роста 
на протяжении 3–4 недель суточная продук-
тивность фотосинтеза в солнечные теплые дни 
была выше, чем в секторах N60 и NPK. В пас-
мурные дни с высокой относительной влажнос-
тью воздуха наблюдалось обратное явление.

Анализ параметров моделей световых кри-
вых фотосинтеза показал, что внесение азота 
способствовало росту эффективности рабо-
ты фотосинтетического аппарата. Получено 
достоверное снижение средних величин све-
тового компенсационного пункта и константы 
насыщения у всех видов берез. Сдвиг светово-
го компенсационного пункта в область низких 
значений ФАР, более высокая крутизна свето-
вых кривых дают возможность фотосинтети-
ческому аппарату эффективнее использовать 
низкую освещенность в ранние утренние часы 
и пасмурные дни. Наиболее ярко это прояви-
лось у карельской березы.

Внесение удобрений способствовало уве-
личению числа деревьев карельской березы 
с узорчатой древесиной, хотя выход таких эк-
земпляров был крайне мал даже на хорошо 
удобренных участках. Большая часть деревьев 
карельской березы развивались по обычному 
пути, обгоняя в росте даже деревья березы по-
вислой.

Финансовое обеспечение исследова-
ний осуществлялось из средств федераль-
ного бюджета на выполнение государствен-
ного задания КарНЦ РАН (0220-2017-0002) 
и при финансовой поддержке РФФИ (грант 
17-04-01087-а).
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ВоЗрасТные иЗменениЯ ПоВедениЯ и ТреВоЖно-
ФоБичесКиХ реаКций Крыс При ВоЗдейсТВии 
сВеТоВой деПриВации и луЗиндола

е. а. Хижкин1,2, а. В. гулявина2, В. а. илюха1,
и. а. Виноградова2, а. В. морозов1, е. с. Брулер2

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

Изучено влияние длительного содержания крыс в условиях специфического экс-
тремального светового режима (световая депривация) и антагониста мелатонино-
вых рецепторов лузиндола на возрастную динамику поведенческих реакций и пси-
хоэмоциональных проявлений. Уровень эмоционального и тревожно-фобического 
состояния животных оценивали в установке «Открытое поле» в сочетании с тестом 
«Темная камера с отверстиями». Установлено, что в процессе старения у крыс, со-
державшихся в стандартных световых условиях (LD), на фоне повышения тревож-
но-фобических реакций двигательная активность снижалась. Влияние длительного 
пребывания в условиях световой депривации на психоэмоциональное состояние 
и двигательную активность крыс различалось в зависимости от того, в какой пе-
риод онтогенеза животные помещались в специфические условия. Возрастные 
изменения поведения характеризовались повышением уровня тревожности у ста-
реющих и старых крыс, причем у животных, содержавшихся в темноте с момента 
рождения (LD/DD), в большей степени, чем у крыс, находившихся в таких услови-
ях с периода внутриутробного развития (DD/DD). Применение антагониста мела-
тониновых рецепторов лузиндола в условиях темноты приводило к возрастному 
усилению тревожно-фобического состояния на открытом пространстве (в тесте 
«Открытое поле»), однако оказывало нормализующий эффект на психоэмоцио-
нальное состояние крыс в установке «Темная камера с отверстиями», имитирую-
щей естественное убежище животных. Сделан вывод о том, что мелатонинэргичес-
кая система, включающая эпифиз, мелатонин и его рецепторы, принимает непо-
средственное участие в регуляции поведения и психоэмоционального состояния 
крыс в специфических условиях освещения, которые зачастую являются экстре-
мальными и могут наносить значительный вред здоровью организма.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: световая депривация; лузиндол; открытое поле; поведение; 
онтогенез; крысы.

E. A. Khizhkin, A. V. Gulyavina, V. A. Ilyukha, I. A. Vinogradova, 
A. V. Morozov, E. S. Bruler. AGE-RELATED CHANGES IN THE BEHAVIOR 
AND PHOBIC ANXIETY REACTIONS IN RATS UNDER EXPOSURE TO LIGHT 
DEPRIVATION AND LUZINDOLE

The effect of both long-term stay of rats under the specific extreme conditions of light de-
privation, and the administration of a melatonin receptor antagonist luzindole on the age-
related pattern of behavioral reactions and psycho-emotional manifestations was stud-
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Введение

Организм непрерывно подвергается воз-
действию различных внешних раздражителей, 
на изменение которых он отвечает определен-
ными приспособительными реакциями. Одним 
из важнейших факторов, влияющих на жизнеде-
ятельность организма – его физиологическое 
состояние и поведенческие процессы, является 
световой режим и его суточные и сезонные ва-
риации. Регуляция функционирования организ-
ма при смене световых условий осуществляет-
ся циркадианной системой, в которой важная 
роль отводится нейроэндокринному органу – 
эпифизу и его гормону – мелатонину.

Мелатонин кодирует информацию о суточ-
ных ритмах освещения у млекопитающих, од-
нако этим функции гормона в организме не ог-
раничиваются. Было показано, что мелатонин 
вовлечен в регуляцию психоэмоциональных 
и психопатологических состояний у животных 
и людей. Наиболее распространенными пси-
хоэмоциональными расстройствами являются 
депрессивное, биполярное и сезонное аффек-
тивные расстройства. Поскольку они наблюда-
ются с определенной периодичностью, наруше-
ния циркадных ритмов часто считаются одним 
из основных факторов рецидивов [Srinivasan 
et al., 2006]. Кроме этого изменения в секре-
ции мелатонина были обнаружены при депрес-
сии, болезни Альцгеймера и Паркинсона [Srini-
vasan et al., 2006], шизофрении [Sandyk et al., 
1990] и других психиатрических заболеваниях 
[Pacchierotti et al., 2001]. Психоэмоциональные 
нарушения у животных характеризуются изме-
нением прежде всего тревожно-фобических 
реакций. В лабораторных исследованиях было 
показано, что воздействие света в ночное вре-

мя снижало тревожноподобное поведение. Так, 
у грызунов отмечалось увеличение времени, 
проведенного в светлой камере, по сравнению 
с темной, в установке «Темно-светлая камера» 
и увеличение количества вертикальных стоек 
в установке «Открытое поле» [Russart, Nelson, 
2018]. Несмотря на то что мелатонин играет 
важную роль в функционировании мозга, фи-
зиология его воздействия на этот орган до 
конца не понята. Существует мнение, что регу-
ляция психоэмоционального состояния орга-
низма осуществляется посредством влияния 
мелатонина через мелатониновые рецепторы 
на гиппокамп, серотонинэргическую и гипота-
ламо-гипофизарно-надпочечниковую систе-
мы [López-Figueroa et al., 2004; Savaskan et al., 
2002, 2005].

У млекопитающих хронические циркадные 
нарушения имеют разнообразные негативные 
последствия для физического и психическо-
го здоровья [Karatsoreos et al., 2011; Karatso-
reos, 2012]. В связи с тем, что развивающийся 
организм по сравнению со взрослым более 
чувствителен к изменениям окружающей сре-
ды [Connors et al., 2008; Leith, Carpenter, 2012; 
Bolton, Bilbo, 2014; Bronson, Bale, 2016], мож-
но предположить, что развитие десинхроноза 
в период эмбриогенеза и на ранних стадиях 
постнатального онтогенеза должно оказать 
негативное влияние на нормальное развитие, 
а его последствия будут сохраняться во взрос-
лой жизни. Кроме этого, поскольку разные си-
стемы развиваются гетерохронно, вероятно, 
что и время начала десинхроноза будет диф-
ференциально влиять на различные физиоло-
гические и поведенческие реакции.

Исходя из вышеизложенного, целью насто-
ящего исследования являлось изучение воз-

ied. The level of the emotional and phobic anxiety state of the animals was assessed 
in an “Open field” installation in combination with the test “Dark chamber with holes”. We 
found that in the process of aging, rats kept in standard light conditions (LD) demonstrat-
ed a decline in motor activity along with an increase in phobic anxiety reactions. The effect 
of a prolonged exposure to light deprivation on the psycho-emotional state and motor 
activity of rats varied depending on the ontogenetic period during which the animals were 
placed in these specific conditions. At an advanced age, the anxiety level increased in rats 
kept in the dark since birth (LD/DD) to a greater degree than in the animals exposed 
to such conditions since prenatal development (DD/DD). The administration of a melato-
nin receptor antagonist luzindole to animals kept in constant darkness led to an age-re-
lated increase in phobic anxiety in the open space (as shown in the “Open Field” test), but 
had a normalizing effect on the psycho-emotional state of the rats in the “Dark chamber 
with holes” installation, imitating the animals’ natural shelter. It is concluded that the mel-
atoninergic system, including the pineal gland, melatonin and its receptors, is directly in-
volved in the regulation of the behavior and psycho-emotional state of rats under specific 
lighting conditions, which are often extreme and harmful for their health.

K e y w o r d s: light deprivation; luzindole; open field; behavior; ontogeny; rat.
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растных изменений поведения и психоэмоцио-
нального статуса крыс при длительном влиянии 
световой депривации и антагониста мелатони-
новых рецепторов, воздействие которых начи-
налось на разных этапах онтогенеза.

материалы и методы

Исследования выполнены на приборно-ана-
литической базе Федерального исследова-
тельского центра «Карельский научный центр 
Российской академии наук».

Экспериментальные животные и схема 
эксперимента

В исследовании крыс Вистар обоего пола, 
полученных из питомника лабораторных жи-
вотных «Пущино» (научно-производственное 
подразделение филиала Института биооргани-
ческой химии им. академиков М. М. Шемякина 
и Ю. А. Овчинникова), содержали в стандарт-
ных условиях вивария Петрозаводского госу-
дарственного университета при температуре 
воздуха 20 ± 2 °С. Животные получали гранули-
рованный корм для грызунов и отстоянную во-
допроводную воду без ограничения.

Самок в период беременности помес-
тили в стандартное освещение (12 часов 
свет/12 часов темнота) или в постоянную тем-
ноту (рис. 1). После рождения потомства самок 
вместе с приплодом из первой группы разде-
лили на три подгруппы: первую оставили в тех 
же условиях (LD) – это были контрольные кры-
сы, вторая в этих же световых условиях получа-
ла водный раствор лузиндола (LD+луз), а тре-
тья была перемещена в постоянную темноту 
(LD/DD). Самки вместе с потомством из второй 
группы были разделены на две подгруппы: пер-
вую оставили в том же световом режиме (DD/
DD), а вторая получала водный раствор лузин-

дола (DD/DD+луз). Каждая подгруппа состояла 
из восьми животных. Общее количество крыс, 
участвовавших в эксперименте, составляло 
40 штук.

Для приготовления раствора лузиндо-
ла (Bachem AG, Швейцария) 10 мг вещест-
ва растворяли в небольшом количестве 95% 
этанола и далее разбавляли до 1 л дистил-
лированной водой (конечная концентрация 
этанола < 0,1 %). Доза лузиндола составля-
ла 0,22 мг/кг массы тела крысы. Контрольные 
крысы получали отстоянную водопроводную 
воду, содержащую 0,0001 % этанола. Готовый 
раствор лузиндола давали крысам с питьевой 
водой в ночное время четыре раза в неделю, 
начиная с пятимесячного возраста и до момен-
та гибели животных.

Возрастную динамику поведенческих ре-
акций, психоэмоциональных проявлений, уро-
вень эмоционального и тревожно-фобического 
состояния крыс оценивали в установке «Откры-
тое поле» в сочетании с тестом «Темная камера 
с отверстиями». Все выполняемые животными 
действия регистрировались при помощи визу-
ального наблюдения. Тестирование проводи-
лось ежемесячно – в группах LD, LD+луз, LD/DD 
и DD/DD с 14 месяцев, а в группе DD/DD+луз – 
с 12-месячного возраста.

Тестирование крыс в установке «Открытое 
поле»

Установка «Открытое поле» входит в пере-
чень установок для выполнения психофармако-
логических тестов согласно приказу Минздра-
ва России № 281 от 30.04.2013. Тест «Открытое 
поле» рекомендуется руководством по докли-
ническому изучению новых фармакологических 
препаратов для оценки поведения крыс и мы-
шей и включен в список исследований по изу-
чению нейролептической, антидепрессантной 

Рис. 1. Схема эксперимента
Fig. 1. Experiment design
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и анксиолитической активности фармакологи-
ческих веществ.

Регистрируемые показатели (формы пове-
дения): горизонтальная двигательная актив-
ность (ГДА), вертикальная двигательная актив-
ность (ВДА), груминг, фризинг, обследование 
отверстий, количество дефекации и болюсов, 
количество уринаций.

Изучаемые показатели фиксировались в те-
чение 1 и 3 минут нахождения животных в уста-
новке. После тестирования каждого животного 
арену протирали влажной губкой.

Тестирование крыс в установке «Темная 
камера с отверстиями»

Тест «Темная камера с отверстиями» исполь-
зуется как тест-предиктор индивидуального 
уровня эмоциональной реактивности и может 
служить источником дополнительной информа-
ции относительно анксиогенных/анксиолити-
ческих свойств исследуемых соединений.

Установка «Темная камера с отверстиями» 
имитирует укрытие с выходом в окружающее 
пространство, характерное для местообита-
ний грызунов. На время эксперимента камеру 
помещали в установку «Открытое поле» (для 
предотвращения убегания животного после 
выхода через боковое отверстие и одновре-
менно для создания стабильной окружающей 
обстановки).

За четырехминутный период наблюдения 
регистрировали: латентный период первого 
заглядывания в верхнее (t 1 верх) и боковое 
(t 1 бок) отверстия, а также общее количество 
таких реакций (N верх и N бок соответствен-
но). Кроме того, учитывали латентный период 
первого «полувыхода» (t 1 полувыход) и выхода 
(t 1 выход) животного, общее количество «по-
лувыходов» (N полувыход) и полных выходов (N 
выход) / заходов (N вход) через боковое отвер-
стие за тестовый период.

Статистическая обработка результатов

Полученные цифровые материалы обраба-
тывали с использованием пакетов статисти-
ческих программ MS Excel и Statgraphics 2,0 
общепринятыми методами вариационной ста-
тистики и представляли в виде mean ± SEM. 
Достоверность различий между эксперимен-
тальными группами и крысами разных возрас-
тов определяли непараметрическим критерием 
Вилкоксона – Манна – Уитни. Оценку влияния 
факторов на изучаемые показатели проводили 
с использованием многофакторного дисперси-
онного анализа.

Работа выполнена с соблюдением междуна-
родных принципов Хельсинкской декларации 
о гуманном отношении к животным, принципов 
гуманности, изложенных в директиве Европей-
ского Сообщества (2010/63/ЕU), «Биоэтичес-
ких правил проведения исследований на чело-
веке и животных», «Правил проведения работ 
с использованием экспериментальных живот-
ных», «Санитарно-эпидемиологических требо-
ваний к устройству, оборудованию и содержа-
нию экспериментально-биологических клиник 
(вивариев)», в соответствии с «Руководством 
по лабораторным животным и альтернативным 
моделям в биомедицинских технологиях» [Эти-
ческая…, 2005].

результаты

В тесте «Открытое поле» были получены 
результаты, отражающие влияние световых 
режимов и лузиндола на возрастную динами-
ку поведенческих реакций (горизонтальная 
и вертикальная двигательная активность, об-
следование отверстий) и психоэмоциональных 
проявлений (фризинг, груминг, уровень урина-
ций и дефекаций) крыс. Проведение дисперси-
онного анализа показало, что среди факторов, 
способных оказать влияние на поведение жи-
вотных (возраст, световой режим и препарат), 
в нашем эксперименте наибольшее влияние 
оказывал фактор «возраст» (рис. 2). В процес-
се старения значительно изменялись следу-
ющие показатели: ГДА за три минуты теста, 
ВДА, реакция фризинга и обследование кры-
сами отверстий в полу арены. Максимальное 
влияние возраста отмечено для вертикальной 
двигательной активности крыс в первую мину-
ту тестирования – 54,1 % (F = 38,5; p = 0,0000). 
Влияние фактора «свет» наблюдалось для вер-
тикальной двигательной активности за одну 
минуту тестирования и реакции фризинга, 
а фактора «препарат» – для горизонтальной 
двигательной активности за одну минуту тес-
тирования, уровня дефекаций в течение трех 
минут теста и количества болюсов. В связи 
с этим можно утверждать, что световые режи-
мы в большей степени оказывают воздействие 
на поведенческие реакции, а применение анта-
гониста мелатониновых рецепторов лузиндо-
ла – на психоэмоциональные проявления.

Как горизонтальная, так и вертикальная дви-
гательная активность отражают уровень иссле-
довательского поведения. Нами было установ-
лено, что с возрастом во всех световых режимах 
происходит снижение исследовательской ак-
тивности как за одну, так и за три минуты тести-
рования (рис. 3, А). У стареющих и старых крыс 
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(19–27 месяцев), матери которых содержались 
в постоянной темноте в период беременности 
(DD/DD), активность за три минуты теста была 
несколько выше по сравнению с контрольными 
животными и соответствовала активности мо-
лодых 14-месячных крыс в группе LD.

Реакция фризинга отражает уровень тре-
вожности животных. В литературе экзогенный 
мелатонин, а также манипуляции, приводящие 
к возрастанию его уровня в организме, рас-
сматриваются как седативное средство [Tapia-
Osorioa et al., 2013]. Однако в наших исследо-
ваниях было показано, что молодые крысы, 
содержавшиеся в темноте, независимо от того, 
в какой период онтогенеза их поместили в этот 
световой режим, имели гораздо более высокий 
уровень тревожности, чем контрольные живот-
ные (рис. 3, Б). Вероятно, такая реакция крыс 
на отсутствие освещения связана не с влия-
нием мелатонина как гормона, оказывающего 
успокаивающий эффект, а с изменением пери-
одичности его синтеза, что, безусловно, явля-
ется стрессирующим фактором. Аналогичная 
картина наблюдается и в количестве актов де-
фекации (рис. 4). Уровень тревожности крыс, 
оцененный по этому показателю, был самым 
высоким в группе LD/DD.

Эффекты лузиндола обусловлены антаго-
нистическим действием на мелатониновые 
рецепторы. В связи с этим его применение 
в норме должно негативно сказываться на пси-
хоэмоциональном состоянии крыс. В нашем 
эксперименте у крыс, получавших в ночное 
время лузиндол как в стандартных световых 
условиях, так и при световой депривации, 
было отмечено повышение уровня тревожнос-
ти – увеличение количества реакций фризин-
га (рис. 3, Б). При этом, если в группе LD+луз 
чаще «замирали» старые крысы (19–24 меся-
цев), то в группе DD/DD+луз – молодые поло-
возрелые и стареющие животные (14–18 меся-
цев).

Тестирование животных в установке «Тем-
ная камера с отверстиями» позволяет экспе-
риментально провести оценку на предпочтение 
животными темноты или света, а также уровень 
их эмоциональной реактивности. Многофак-
торный дисперсионный анализ полученного 
цифрового материала показал, что, как и в слу-
чае с тестом «Открытое поле», фактор «воз-
раст» оказывал значительное влияние на изу-
чаемые показатели. Максимальные изменения 
в процессе старения крыс были отмечены для 
общего числа заглядываний в верхние отвер-

Рис. 2. Влияние изучаемых факторов на показатели поведения и психоэмоци-
онального статуса крыс в тесте «Открытое поле» (по данным многофакторного 
дисперсионного анализа):
ГДА – горизонтальная двигательная активность; ВДА – вертикальная двигательная ак-
тивность; фризинг – количество реакций замирания животного; груминг – число умыва-
ний; отверстие – количество обследованных отверстий в полу арены; дефекации – коли-
чество актов дефекации; болюсы – количество болюсов за все время теста; уринации – 
количество уринаций; цифры 1 и 3 – количество поведенческих актов за первую и за три 
минуты теста соответственно.

Fig. 2. The influence of factors on the behavior and psychoemotional status in rats 
in the Open field test (according to multifactor analysis of variance):
HLA (ГДА) – horizontal locomotor activity; VLA (ВДА) – vertical locomotor activity; freez-
ing – the number animal crouching; grooming – the number of cleanings; hole – the number 
of holes surveyed in the arena floor; defecation – the number of acts of defecation; boluses – 
the number of boluses during testing; urinations – the number of uriations; symbols 1 and 3 – 
the number of behavioral acts for the first and three minutes of testing, respectively
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стия (N верх). Дисперсия данного показателя 
на 51,91 % (F = 35,73; p = 0,0000) определяется 
фактором «возраст». В меньшей степени воз-

раст оказывал влияние на другие показатели 
(рис. 5). Что касается других факторов, то их 
эффекты были незначительны.

Рис. 3. Влияние световых режимов и лузиндола на горизонтальную двигательную ак-
тивность (А) и реакцию фризинга (Б) молодых (14 месяцев) и старых (24 и 26 меся-
цев) крыс.
Здесь и на рис. 4 и 6: LD – группа крыс, содержавшихся при стандартном освещении (контроль-
ная группа); LD+луз – группа крыс, содержавшихся при стандартном освещении и получавших 
лузиндол; LD/DD – группа крыс, пересаженных с момента рождения из стандартного освеще-
ния в постоянную темноту; DD/DD – группа крыс, оставленных после рождения в постоянной 
темноте; DD/DD+луз – группа крыс, оставленных после рождения в постоянной темноте и по-
лучавших лузиндол; * – различия достоверны по сравнению с молодыми животными (p < 0,05)

Fig. 3. The influence of the light regimes and luzindole on horizontal locomotor activity (A) 
and freezing reaction (B) of young and old rats.
Here and in Fig. 4, 6: LD – a group of rats that were kept under standard lighting (control group); 
LD+luz – a group of rats kept under standard lighting and treated with luzindole; LD/DD – a group 
of rats displaced since birth from standard lighting to constant darkness; DD/DD – a group of rats 
left after birth in constant darkness; DD/DD+luz – a group of rats left after birth in constant darkness 
and treated with luzindole; * – the differences are significant compared with young animals (p < 0.05)



116

Одним из показателей уровня тревожности 
и комфорта крыс является латентный период 
первого выглядывания из бокового отверстия. 
Исследование показало, что световая депри-
вация по-разному влияла на время первого вы-
глядывания из бокового отверстия. Кроме того, 
данный показатель зависел от того, в какой пе-

риод онтогенеза начиналось воздействие тем-
ноты (рис. 6). В группе LD/DD молодые живот-
ные чувствовали себя более комфортно, чем 
стареющие и старые, так как у первых значения 
изучаемого показателя были сходны с тако-
вым у контрольных и с возрастом повышались. 
В группе DD/DD, напротив, старые животные 

Рис. 4. Влияние световых режимов и лузиндола на количество актов дефека-
ции у молодых и стареющих крыс
Fig. 4. Effect of light regimes and luzindole on the number of defecation acts 
in young and aging rats

Рис. 5. Влияние изучаемых факторов на показатели поведения и психоэмоционального статуса 
крыс в тесте «Темная камера с отверстиями» (по данным многофакторного дисперсионного ана-
лиза).
Условные обозначения – см. раздел «Материалы и методы»

Fig. 5. The influence of the studied factors on the indicators of behavior and psychoemotional status 
in rats in the “Dark chamber with holes” test (according to multifactor analysis of variance).
Legend: see the chapter Materials and methods
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чувствовали себя комфортнее, чем молодые 
(т. к. в некоторых случаях время первого выгля-
дывания с возрастом понижалось до того, кото-
рое наблюдали в группе LD).

Эффекты антагониста мелатониновых ре-
цепторов лузиндола зависели от светового ре-
жима, в котором содержались крысы (рис. 6). 
У животных, получавших препарат в стандарт-
ном световом режиме (LD+луз), лузиндол повы-
шал состояние дискомфорта, а возрастные из-
менения латентного периода первого выгляды-
вания в боковое отверстие характеризовались 
«зигзагообразной» кривой. В отличие от этого 
в условиях световой депривации лузиндол (DD/
DD+луз) снижал уровень тревоги, о чем свиде-
тельствует уменьшение времени, затраченного 
молодыми половозрелыми животными (12–18 
месяцев) на первое выглядывание в боковое 
отверстие. В дальнейшем при старении кри-
вая латентного периода первого выглядыва-
ния в боковое отверстие у крыс в DD/DD+луз-
группе изменялась незначительно.

Таким образом, ограничение открытого про-
странства установкой «Темная камера с отвер-
стиями» позволила нам оценить уровень ком-

форта животных. Крысы, получавшие лузиндол 
при стандартном освещении, по сравнению 
контрольными животными в этом режиме и жи-
вотными, получавшими препарат в темноте, 
гораздо реже проявляли желание выйти на сво-
бодное пространство через боковое отверстие, 
а возрастная кривая латентного периода перво-
го выглядывания из бокового отверстия имела 
скачкообразный характер. В отличие от этого 
лузиндол в условиях световой депривации ста-
билизировал психоэмоциональное состояние 
крыс. Латентный период первого выглядывания 
в боковое отверстие у молодых половозрелых 
животных этой группы был значительно мень-
ше, чем у контрольных и содержавшихся в тем-
ноте, но не получавших препарат антагониста 
мелатониновых рецепторов крыс.

обсуждение

При изучении поведения и психоэмоцио-
нального статуса крыс в различных световых 
условиях установлены возрастные особеннос-
ти реагирования животных на экстремальные 
условия освещения и на применение антаго-

Рис. 6. Влияние световых режимов и лузиндола на время первого выглядывания молодых 
и старых крыс в боковое отверстие в тесте «Темная камера с отверстиями»:
1 – различия достоверны по сравнению с крысами того же возраста в группе LD; 3 – различия досто-
верны по сравнению с крысами того же возраста в группе LD/DD; 4 – различия достоверны по сравне-
нию с крысами того же возраста в группе DD/DD

Fig. 6. The influence of light regimes and luzindole on the time of the first peeping into the side 
hole in the “Dark chamber with holes” test in young and old rats:
1 – the differences are significant compared with rats of the same age in the LD group; 3 – the differences are 
significant compared with rats of the same age in the LD/DD group; 4 – the differences are significant com-
pared with rats of the same age in the DD/DD group
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ниста мелатониновых рецепторов. Ежемесяч-
ное тестирование крыс показало, что в услови-
ях стандартного освещения (LD; контрольная 
группа) с течением времени происходило до-
стоверное снижение исследовательского пове-
дения (горизонтальной и вертикальной двига-
тельной активности, обследования отверстий 
в полу арены) независимо от длительности на-
блюдения (одна или три минуты), уменьшалось 
количество реакций фризинга и актов дефе-
каций. Подобные результаты были получены 
нами и ранее [Виноградова, 2006] при изуче-
нии влияния на психоэмоциональные проявле-
ния и двигательную активность крыс различных 
световых режимов, воздействие которых начи-
налось с 1-месячного возраста. В этом иссле-
довании при стандартном освещении на фоне 
возрастного снижения двигательной актив-
ности было отмечено повышение количества 
реакций фризинга. По нашему мнению, такая 
реакция животных на помещение в установку 
«Открытое поле» приводила к возникновению 
в ранние возрастные периоды исследователь-
ского поведения, которое при старении крыс 
подавлялось развитием и усилением фоби-
ческого состояния. Результаты настоящего ис-
следования показывают, что возрастное сни-
жение исследовательского поведения на фоне 
понижения тревожно-фобических реакций 
может быть следствием привыкания крыс к ус-
ловиям тестирования и самой арене. Аналогич-
ная закономерность была выявлена в работе 
В. Н. Анисимова и коллег [2001] – двигатель-
ная и исследовательская активность животных 
с возрастом уменьшались.

Известно, что световой режим, в котором 
проходят развитие плода и начальные ста-
дии постнатального развития, предопреде-
ляет дальнейшие траектории формирования 
функциональных систем и процессов жизне-
деятельности организма [Reiter et al., 2014]. 
В нашем исследовании влияние световой де-
привации на психоэмоциональное состояние 
и двигательную активность крыс различалось 
в зависимости от момента начала ее воздейст-
вия. Так, например, крысы, матери которых 
содержались в условиях темноты в период бе-
ременности (группа DD/DD), отличались высо-
ким уровнем исследовательской активности, 
которая даже возрастала в процессе старения. 
В отличие от этих животных у крыс, находив-
шихся в темноте с момента рождения (группа 
LD/DD), и ГДА, и ВДА были минимальными сре-
ди всех групп животных.

Поведение животных зачастую связано 
с их психоэмоциональным статусом [Серая…, 
1990]. Тестирование в установке «Открытое 

поле» позволило нам не только оценить уровень 
исследовательского поведения, но и выявить 
состояние тревожности и условия комфорт-
ного пребывания животных. В нашем экспери-
менте показано, что, наряду с наблюдавшимся 
у крыс в группе DD/DD повышением исследо-
вательской активности, животные чувствовали 
себя комфортнее и их уровень тревожности 
был ниже, чем у крыс в LD/DD условиях осве-
щения. Об этом свидетельствуют более низкие 
значения количества реакций фризинга и актов 
дефекаций у крыс в DD/DD-группе по сравне-
нию с LD/DD. Вероятно, отмеченные эффек-
ты DD/DD светового режима связаны с более 
длительным воздействием темноты и высоким 
уровнем мелатонина как у самок в период бе-
ременности, так и у их потомства. Исследова-
ния, проведенные на грызунах, показали, что 
нарушение циркадианного ритма у самок в пе-
риод беременности изменяет поведенческие 
циркадные ритмы у потомства [Connors et al., 
2008; Reiter et al., 2014]. Так, пинеалэктомия 
беременных самок значительно нарушает ритм 
потребления воды у потомства, который вос-
станавливается при регулярных инъекциях ме-
латонина в конце беременности самок.

Более 40 лет назад благодаря открытию гип-
нотических свойств мелатонина эпифиз был 
назван «успокаивающим органом» [Romijn, 
1978]. Было показано, что дозы до 100 мг/кг 
приводили к значительному снижению локомо-
торной активности у хомячков [Golombek et al., 
1991], однако эффект зависел от времени суток 
[Romijn, 1978] и был максимальным в течение 
ночи. Мелатонин проявлял седативную актив-
ность в экспериментах на крысах [Holmes, Sug-
den, 1982; Wurtman, Lieberman, 1985; Mirmiran, 
Pevet, 1986], кошках [Marczynski, Yamaguchi, 
1964] и мышах [Sugden, 1983], однако эти ис-
следования не учитывали суточную вариабель-
ность чувствительности к гормону. В 1983 году 
Дж. Р. Редмен и коллеги [Redman et al., 1983] 
показали, что ритм активности крыс, содер-
жавшихся в постоянном тусклом свете, может 
быть синхронизирован ежедневными инъекци-
ями мелатонина (1 мг/кг), что свидетельствует 
об имитации гормоном наступления темноты. 
Аналогичный дозозависимый синхронизиру-
ющий эффект, который реализовался посред-
ством влияния мелатонина на супрахиазма-
тическое ядро, у крыс был получен в условиях 
постоянного освещения [Cassone et al., 1986a, 
b]. Пинеалэктомия крыс при постоянном ос-
вещении приводила к моментальной дезор-
ганизации циркадианного ритма активности, 
который восстанавливался после перемеще-
ния животных в условия световой депривации 
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[Cassone, 1992]. Изучение поведенческих реак-
ций крыс в наших предыдущих исследованиях 
[Виноградова, 2006] показало, что содержа-
ние животных в условиях световой депривации 
(DD) сопровождалось в первые месяцы онто-
генеза максимальными показателями двига-
тельной активности за первую минуту тестиро-
вания как по количеству вертикальных стоек, 
так и по количеству пересеченных квадратов. 
С возрастом эти показатели уменьшались. Ко-
личество крыс, проявлявших реакцию фризин-
га, постепенно увеличивалось в процессе ста-
рения до 100 %. Психоэмоциональные реакции 
в виде вокализации у крыс в DD, по сравнению 
с животными в других световых режимах, прак-
тически не отмечались.

Установлено, что у взрослых млекопитаю-
щих хроническое нарушение циркадных ритмов 
имеет разнообразные негативные последствия 
для физического и психического здоровья [Ka-
ratsoreos et al., 2011; Karatsoreos, 2012], вклю-
чая снижение продолжительности жизни [Froy, 
2011]. Поскольку развивающийся организм 
чувствителен к нарушениям окружающей сре-
ды [Connors et al., 2008; Leith, Carpenter, 2012; 
Bolton, Bilbo, 2014; Bronson, Bale, 2016], хро-
ническое нарушение циркадных ритмов оказы-
вает негативное влияние на нормальное раз-
витие, последствия которого будут сохранять-
ся во взрослой жизни. Кроме того, поскольку 
разные системы развиваются гетерохронно 
в онтогенезе, хроническое нарушение циркад-
ных ритмов может дифференцированно вли-
ять на различные физиологические функции 
и поведенческие проявления. Эффекты хрони-
ческого нарушения циркадных ритмов зависят 
от стадии развития, на которой оно происхо-
дит. При нарушениях во время внутриутроб-
ного развития возникают более выраженные 
поведенческие изменения у взрослого потом-
ства, независимо от состояния новорожден-
ных или матери. В исследованиях Б. Р. Смар-
ра и коллег [Smarr et al., 2017] показано, что 
циркадные нарушения на ранних стадиях жиз-
ни влияют на дальнейшую жизнедеятельность 
организма. Наши результаты подтверждают 
эту закономерность и свидетельствуют о том, 
что циркадные нарушения на ранних стадиях 
онтогенеза могут оказывать аддитивное влия-
ние в последующем, когда организм попада-
ет в условия нарушенного светового режима. 
Кроме того, взаимодействие циркадных рит-
мов матери и собственных ритмов потомства 
на ранних стадиях онтогенеза играет важную 
роль в регуляции нормального развития.

Многие свои функции в организме мелато-
нин реализует посредством взаимодействия 

с рецепторами. Известно, что гормон спосо-
бен оказывать значительное влияние на спон-
танное поведение и депрессивные проявления 
через МТ1-рецептор. Помимо этого, мелато-
нин-опосредованный сигнальный путь через 
МТ1-рецептор инициирует передачу информа-
ции о фотопериоде и регулирует поведенчес-
кие, сезонные и репродуктивные реакции пове-
дения у хомячков [Weaver et al., 2004; Prender-
gast, Zucker, 2016]. В последних исследованиях 
[Martina et al., 2017] было показано, что мыши 
с нарушениями в мелатонинергической систе-
ме (дефицит мелатонина или отсутствие мела-
тониновых рецепторов) не имеют явных дефек-
тов ритмов поведения. Тем не менее авторы 
работы отмечают, что мелатонин-дефицитные 
мыши (C57Bl), а также мыши с повышенным 
синтезом мелатонина, но с недостатком мела-
тониновых рецепторов (C3H), воспроизводят 
свои суточные двигательные ритмы со значи-
тельно меньшей точностью, чем мыши с нор-
мальной мелатонинергической системой. Эти 
результаты доказывают, что одной из функций 
эндогенной мелатонинергической системы 
может быть стабилизация внутренних ритмов 
в измененных световых условиях.

Одним из физиологических способов выяв-
ления эффектов мелатонина является исполь-
зование в экспериментах его антагонистов. 
В нашем исследовании лузиндол практически 
не оказывал влияния на возрастные изменения 
двигательной активности, но в значительной 
степени изменял реакции на тревожно-фоби-
ческие стимулы как в тесте «Открытое поле», так 
и в установке «Темная камера с отверстиями». 
Влияние лузиндола на возрастные изменения 
поведенческих реакций и психоэмоциональных 
проявлений различалось в зависимости от све-
тового режима, в котором содержались крысы, 
и от типа тестирования. Применение антагонис-
та мелатониновых рецепторов лузиндола в усло-
виях темноты приводило к возрастному усиле-
нию состояния тревожности крыс (по количест-
ву реакций фризинга) на открытом пространстве 
(в тесте «Открытое поле»), однако оказывало 
нормализующий эффект на психоэмоциональ-
ное состояние крыс в установке «Темная каме-
ра с отверстиями», имитирующей естественное 
убежище животных. В группе LD+луз в «Откры-
том поле» чаще «замирали» стареющие крысы 
(18–23 месяцев), а в группе DD/DD+луз – моло-
дые половозрелые животные (14–17 месяцев). 
Влияние лузиндола в стандартном освещении 
было сходно с эффектами постоянного освеще-
ния в исследовании И. А. Виноградовой [2006]. 
Содержание в условиях постоянного освещения 
с месячного возраста приводило к повышению 
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уровня тревоги крыс в тесте «Открытое поле». 
Также было показано, что содержание бере-
менных мышей и крыс в условиях постоянного 
освещения приводит к значительному возрас-
танию тревожноподобного поведения [Roman, 
Karlsson, 2013; Vilches et al., 2014] и оказывает 
негативное влияние на метаболические процес-
сы у потомства в зрелом возрасте [Torres-Farfan 
et al., 2004; Varcoe et al., 2011, 2013; Spichiger 
et al., 2015].

Заключение

Таким образом, при изучении влияния дли-
тельного содержания в условиях специфичес-
кого экстремального светового режима (свето-
вая депривация) и антагониста мелатониновых 
рецепторов лузиндола на возрастную динамику 
поведенческих реакций (горизонтальная и вер-
тикальная двигательная активность, обследо-
вание отверстий) и психоэмоциональных про-
явлений (фризинг, груминг, уровень уринаций 
и дефекаций и показатели теста «Темная каме-
ра с отверстиями») крыс показано, что мелато-
нинергическая система, включающая эпифиз, 
мелатонин и его рецепторы, принимает непо-
средственное участие в регуляции поведения 
и психоэмоционального состояния крыс.

В результате проведенного эксперимен-
та установлено, что у крыс, содержавшихся 
в стандартных световых условиях, локомотор-
ная и исследовательская активность снижалась 
в процессе старения, а тревожно-фобические 
реакции были максимальными у стареющих 
крыс. Влияние длительного пребывания в усло-
виях световой депривации на психоэмоцио-
нальное состояние и двигательную активность 
крыс различалось в зависимости от того, в ка-
кой период онтогенеза животные помещались 
в экспериментальные условия. Возрастные 
изменения поведения характеризовались по-
вышением уровня тревожности у стареющих 
и старых крыс, причем у животных, содержав-
шихся в темноте с момента рождения (LD/DD), 
в большей степени, чем у крыс, находившихся 
в таких условиях с периода внутриутробного 
развития (DD/DD).

Влияние лузиндола на поведенческие реак-
ции различалось в зависимости от того, в усло-
виях какого светового режима применялся 
препарат, – в условиях темноты антагонист ме-
латониновых рецепторов оказывал нормализу-
ющий эффект на психоэмоциональное состоя-
ние крыс.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
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КраТКие сооБЩениЯ

УДК 591.11:639.113.5:639.113.5

лейКоциТы КроВи и морФомеТричесКие ПарамеТры 
лимФоциТоВ При раЗличныХ доЗаХ ВиТаминоВ а и е  
у америКансКиХ нороК (NEOVISON VISON)

и. В. Баишникова, л. Б. узенбаева, В. а. илюха,  
а. г. Кижина, Э. Ф. Печорина, Т. н. ильина
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Исследовали влияние дополнительного введения в рацион различных доз витаминов 
А и Е на количество лейкоцитов, состав лейкоцитарной формулы, а также морфо-
метрические параметры лимфоцитов периферической крови у разводимых в усло-
виях зоокультуры темно-коричневых американских норок (Neovison vison, Mustelidae, 
Carnivora). Установлено, что для норок характерно относительно высокое количество 
лейкоцитов с преобладанием в лейкоформуле нейтрофилов и более низким содер-
жанием лимфоцитов. С помощью компьютерной морфометрии определены пара-
метры лимфоцитов (площадь поверхности ядра и клетки) у животных контрольной 
группы и при введении витаминов. Показано, что у исследуемых животных лимфо-
циты варьируют по величине площади поверхности как клетки, так и ядра. Добавки 
к рациону витаминов А и Е в течение 14 дней существенно не повлияли на количест-
во лейкоцитов и состав лейкоцитарной формулы, изменения касались в основном 
морфометрических параметров лимфоцитов. Оба витамина вызвали увеличение 
площади поверхности клеток, размеров цитоплазмы, а витамин Е в дозе 4 мг/жи-
вотное – также и площади поверхности ядер. Повышение среднего размера лимфо-
цитов происходило вследствие уменьшения доли самых мелких клеток и увеличения 
количества средних и больших. Изменение распределения лимфоцитов по размеру 
особенно четко проявилось у животных, получавших витамин Е. Сделан вывод о том, 
что у норок иммуномодулирующее действие витаминов А и Е привело к изменению 
параметров лимфоцитов, а возможно, и их морфофункционального состояния.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: норки; лейкоциты; компьютерная морфометрия; витамин А; 
витамин Е.

I. V. Baishnikova, L. B. Uzenbaeva, V. A. Ilyukha, A. G. Kizhina, 
E. F. Pechorina, T. N. Ilyina. BLOOD LEUKOCYTES AND MORPHOMETRIC 
PARAMETERS OF LYMPHOCYTES AT DIFFERENT DOSES OF VITAMINS 
A AND E IN AMERICAN MINKS (NEOVISON VISON)

The effect of dietary supplementation of vitamins A and E on total and differential leu-
kocyte count as well as morphometric parameters of lymphocytes in peripheral blood 
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Введение

Американская норка (Neovison vison, Mus-
telidae, Carnivora), получившая широкое рас-
пространение как объект зоокультуры, пред-
ставляет уникальную экспериментальную 
модель с точки зрения ряда присущих ей фи-
зиолого-биохимических и иммунологических 
особенностей. Для вида характерно большое 
количество мутантных форм, отличающихся 
от дикого типа по окраске меха и многим дру-
гим параметрам, в частности иммунореактив-
ности [Трапезов, 2008]. На сегодняшний день 
среди множества окрасов наибольшее рас-
пространение получила близкая к дикому типу 
стандартная темно-коричневая норка. Инте-
ресно, что у норок при клеточном содержании, 
а не у их диких предков, возникла алеутская 
болезнь (вирусный плазмоцитоз) – медленно 
развивающееся инфекционное заболевание, 
характеризующееся распространенной плаз-
моклеточной пролиферацией, увеличением 
CD8-положительных лимфоцитов при неизмен-
ном количестве В-клеток [Aasted, 1989].

Среди биологически активных соединений, 
оказывающих влияние на иммунную систему, 
важная роль отводится витаминам. Во многих 
исследованиях установлено, что выраженны-
ми иммуномодулирующими свойствами об-
ладают витамины А и Е [Adolfsson et al., 2001; 
Han et al., 2004; Chen et al., 2008; Ertesvåg et al., 
2009]. В связи с этим большое значение имеет 
изучение влияния данных нутриентов на мор-
фофункциональное состояние иммунокомпе-
тентных клеток. Причем наибольший интерес 
представляет анализ морфофункциональных 
особенностей лимфоцитов, которые являются 
структурной и функциональной единицей спе-
цифического иммунитета.

В настоящее время имеются доказатель-
ства, что в качестве метода мониторинга им-
мунного статуса может быть использована ком-
пьютерная морфометрия. Морфометрические 
показатели относятся к объективным критери-
ям, позволяющим получить не только размер-
ные показатели клеток, но и данные об их мор-
фофункциональной организации [Виноград-
ская, 2005]. Информативность и клиническая 
значимость данных компьютерной морфомет-
рии лимфоцитов выявлена у человека при диаг-
ностике некоторых видов патологии [Детинен-
ко, 2006; Ватазин и др., 2009]. В предыдущих 
исследованиях нами определены параметры 
лимфоцитов периферической крови и обнару-
жены видовые особенности влияния витаминов 
А и Е на распределение этих клеток по разме-
рам у лисиц (Vulpes vulpes) и песцов (Vulpes 
син. Alopex lagopus) – видов из семейства Cani-
dae отряда Carnivora.

Целью данной работы являлось исследо-
вание количества лейкоцитов, состава лейко-
цитарной формулы и морфометрических па-
раметров лимфоцитов (площадь поверхности 
клетки и ядра) при введении в рацион темно-
коричневых американских норок разных доз 
витаминов А и Е.

материалы и методы

Исследования выполнены с использованием 
научного оборудования Центра коллективного 
пользования Федерального исследователь-
ского центра «Карельский научный центр Рос-
сийской академии наук». Проведено изучение 
влияния витаминов А и Е на гематологические 
параметры у введенных в зоокультуру 6–7-ме-
сячных темно-коричневых норок (ноябрь), про-
должительность опыта составила 14 дней. Жи-

of farmed dark-brown American mink (Neovison vison, Mustelidae, Carnivora) was exa-
mined. The mink were characterized by a relatively high number of leukocytes in blood 
with predominance of neutrophils and a lower content of lymphocytes. The parameters 
of lymphocytes (surface area and nuclei area) in control and experimental animals were 
determined by computer morphometry. Lymphocytes in mink peripheral blood were 
shown to vary in both cell surface area and in nuclei surface area. Supplementation with 
vitamins A and E for 14 days had no significant effect on the number of leukocytes and dif-
ferential leukocyte count, but changed the morphometric parameters of lymphocytes. 
Both vitamins caused an increase in the surface area of the cells, cytoplasm dimen-
sions, and vitamin E in a dose of 4 mg / animal promoted the nuclei surface area. The in-
crease in the average size of lymphocytes occurred due to a decrease in the proportion 
of the smallest cells and an increase in the number of medium and large cells. This de-
pendency was the most explicit in the groups receiving vitamin E. It was concluded that 
in mink the immunomodulatory effects of vitamins A and E led to a change in the parame-
ters of lymphocytes, and, possibly, their morphofunctional state.

K e y w o r d s: minks; leucocytes; computer morphometry; vitamin A; vitamin E.
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вотные содержались парами (самки и самцы) 
и получали основной рацион (ОР) зверохозяй-
ства. Норкам экспериментальных групп допол-
нительно добавляли разные дозы витаминов 
А (Lutavit A 1000 Plus, Германия) или Е (Cuxa-
vit E 50, Германия) из расчета на голову в сут-
ки. Норки примерно одинакового веса были 
разделены на четыре группы: 1 – контрольная 
(ОР, n = 6), 2 – ОР + 500 МЕ витамина А (n = 9), 
3 – ОР + 4 мг витамина Е (n = 10), 4 – ОР + 20 мг 
витамина Е (n = 10). ОР содержал 200 МЕ вита-
мина А и 2 мг витамина Е на голову в сутки, что 
является нормой для зверей осенью.

Кровь для анализа получали на следующий 
день после окончания эксперимента утром на-
тощак из кончика хвоста. Количество лейкоци-
тов оценивали общепринятым методом, состав 
лейкоформулы и морфометрические параметры 
лимфоцитов определяли на мазках перифери-
ческой крови, окрашенных по Паппенгейму. В ра-
боте использовали световой микроскоп Axioscop 
40 (Carl Zeiss) с цветной цифровой видеокамерой 
(Pixera 150ES) и компьютерной системой анализа 
изображений «Видеотест». При просмотре маз-
ков крови для подсчета лейкоцитарной формулы 
визуально определяли типы лейкоцитов, созда-
вали базу их изображений и после сортировки 
осуществляли передачу данных в MS Excel. Пло-
щадь ядер и поверхности лимфоцитов измеряли 
с помощью методики NCR (nuclear-cytoplasmic 
ratio), которая позволяет определить параметры 
клеток и внутриклеточных структур. Производили 
микроскопическую съемку лимфоцитов, в авто-
матическом режиме выделяли их изображения, 
которые попали в кадр, и передавали измерения 

площади поверхности в MS Excel. Размеры лим-
фоцитов (ядра и клетки) определены у 1031 лим-
фоцита норок.

Полученные данные обрабатывались с ис-
пользованием пакетов программ MS Exel 
и Statgraphics общепринятыми методами ва-
риационной статистики. Оценку достоверности 
различий показателей проводили с примене-
нием критериев Вилкоксона – Манна – Уитни 
и Стьюдента [Коросов, Горбач, 2007]. Работа 
выполнена с соблюдением международных 
принципов Хельсинкской декларации о гуман-
ном отношении к животным.

результаты и обсуждение

Лейкоцитам принадлежит важная роль 
в поддержании гомеостаза, устойчивости и им-
мунореактивности организма. У норок конт-
рольной группы в периферической крови на-
блюдалось относительно высокое количество 
лейкоцитов – в среднем 7,47 × 109/л (рис. 1, а). 
В лейкоцитарной формуле преобладали сег-
ментоядерные нейтрофилы, на долю которых 
приходилось 54,50 ± 3,65 %, а лимфоцитов 
немного меньше – 36,17 ± 3,70 % (рис. 1, б). 
На светомикроскопическом уровне у норок 
форменные элементы крови за исключением 
эозинофилов имеют морфологию, свойствен-
ную другим видам отряда Carnivora.

Из гематологических параметров особого 
внимания заслуживает изучение морфофунк-
циональной организации лимфоцитов, игра-
ющих важнейшую роль в контроле иммунного 
гомеостаза и аккумуляции информации о ре-

Рис. 1. Количество лейкоцитов (а) и состав лейкоформулы (б) в периферической крови темно-коричневых 
норок:
Б – базофилы; Э – эозинофилы; С – сегментоядерные нейтрофилы; П – палочкоядерные нейтрофилы; М – моноциты; Л – 
лимфоциты.
Здесь и на рис. 3: 1 – контрольная группа; 2 – витамин А в дозе 500 МЕ; 3 – витамин Е в дозе 4 мг; 4 – витамин Е в дозе 20 мг

Fig. 1. Total leukocyte count (а) and differential leukocyte count (б) in peripheral blood of dark-brown minks:
Б – basophils; Э – eosinophils; С – segmented neutrophils; П – band neutrophils; M – monocytes; Л – lymphocytes.
Here and in Fig. 3: 1 – control group; 2 – vitamin A in dose 500 IE; 3 – vitamin E in dose 4 mg; 4 – vitamin E in dose 20 mg
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ализации адаптивных и дизадаптивных про-
цессов в организме [Ватазин и др., 2009]. Из-
вестно, что популяция лимфоцитов состоит 
из клеточных форм, отличающихся по разме-
рам, морфологии, микроструктуре и функциям. 
Так, в исследованиях у человека выявлено, что 
незрелые тимоциты являются крупными блас-
тами и клетками среднего размера, а Т-клетки 
памяти по размеру больше наивных, но мельче 
активированных [Давыдкин и др., 2010].

Исходя из проведенных нами микроскопи-
ческих наблюдений видно, что в крови норок 
встречаются в основном малые, средние и ред-
ко большие лимфоциты, или, по другой тер-
минологии, узко-, средне- и широкоцитоплаз-
менные (рис. 2, а–в). Большие гранулярные 
лимфоциты, относящиеся к естественным кил-
лерам, наблюдаются крайне редко (рис. 2, г). 
Ядра в лимфоцитах округлой или овальной 
формы, иногда с выемкой. Структура хрома-

тина в мелких лимфоцитах более грубая, чем 
в больших. Морфометрический анализ под-
твердил вариабельность морфометрических 
параметров лимфоцитов. У норок контрольной 
группы в популяции преобладали лимфоциты 
с площадью поверхности около 100 мкм2, не-
которые достигали большей величины, вплоть 
до 200 мкм2. В среднем площадь поверхности 
лимфоцитов составляла 85,80 ± 1,58 мкм2, а их 
ядер – 61,26 ± 0,91 мкм2 (рис. 3).

Дополнительное введение в рацион в те-
чение 14 дней витаминов А и Е существенно 
не повлияло на общее содержание лейкоцитов 
и состав лейкоформулы норок (рис. 1). Так-
же не было обнаружено каких-либо изменений 
в морфологии лимфоцитов. На светомикроско-
пическом уровне во всех исследованных группах 
циркулирующие лимфоциты были представле-
ны относительно гладкими формами. В отличие 
от норок у песцов – представителей семейства 

Рис. 2. Лимфоциты в периферической крови темно-коричневых норок:
а – малый; б – средний; в – большой; г – большой гранулярный; окраска по Паппенгейму; масштаб линейки 10 мкм

Fig. 2. Lymphocytes in peripheral blood of dark-brown minks:
a – small; б – medium-sized; в – large; г – large granular; Pappenheim stain; bar 10 mkm

Рис. 3. Площадь лимфоцитов (а) и их ядер (б) у темно-коричневых норок:
(+) – среднее, ( – ) – медиана, ⃞ – 25–75 %, ⌶ – статистический диапазон, □ – выпадающие варианты

Fig. 3. Surface area (а) and nuclei area (б) of lymphocytes in dark-brown minks:
(+) – mean, ( – ) – median, ⃞ – 25–75 %, ⌶ – min – max, □ – outliers

ба в г
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Canidae – при действии витамина А в перифе-
рической крови встречались лимфоциты с буль-
барными цитоплазматическими выростами 
[Узенбаева и др., 2013]. Подобные изменения 
поверхностной архитектоники лимфоцитов об-
наружены у человека при кратковременной вы-
сокогорной адаптации [Нартаева, 2013].

Отсутствие влияния на общее количество 
лейкоцитов и состав лейкоформулы, возможно, 
объясняется действием витаминов преимущест-
венно на продукцию и функции отдельных типов 
этих клеток. В обзорных работах показано, что 
витамин А является регулятором развития, влия-
ющим на детерминацию, пролиферацию и диф-
ференцировку, т. е. на гистогенез клеток и тка-
ней мезенхимной природы [Афанасьев и др., 
1990; Webb, Villamor, 2007; Chen et al., 2008].

Дополнительное введение в рацион норок 
витаминов А и Е привело к изменениям мор-
фометрических параметров лимфоцитов и их 
распределения по размеру (рис. 3). При до-
бавке витамина А в дозе 500 МЕ по сравнению 
с контролем достоверно увеличивалась пло-
щадь поверхности клеток, а также диапазон ее 
колебаний при неизменной величине ядер. Со-
хранение площади поверхности ядер на уровне 
таковой у контрольных животных свидетель-
ствует о повышении количества широкоцито-
плазменных лимфоцитов.

Сходные изменения наблюдались при дей-
ствии витамина Е, в результате чего в популя-
ции возросла доля лимфоцитов большего раз-
мера за счет уменьшения количества самых 
мелких клеток. Однако в отличие от витамина 
А при меньшей дозе (4 мг на животное) увели-
чилась площадь поверхности не только лимфо-
цитов, но также и их ядер. Под влиянием более 
высокой дозы витамина Е (20 мг на животное), 
как и в случае с витамином А, происходило воз-
растание площади поверхности клеток при от-
сутствии изменений со стороны их ядер. В ли-
тературе встречаются данные о том, что эффект 
витамина Е зависит от применяемой дозы. Так, 
в культуре спленоцитов было показано, что низ-
кая доза a-токоферола повышала экспрессию 
генов интерлейкина-2, который играет ключе-
вую роль в активации и пролиферации Т-лим-
фоцитов, тогда как при высокой дозе обнару-
жено противоположное действие [Hsieh et al., 
2006]. У крыс и кошек высокие дозы витамина 
Е не имели преимущества по сравнению с уме-
ренными в стимуляции пролиферации лимфо-
цитов, а в некоторых случаях даже снижали ее 
[Bendich et al., 1986; O’Brien et al., 2015].

Изменение морфометрических параметров 
лимфоцитов может объясняться перестройкой 
в иммунной системе, сопровождающейся появ-

лением групп клеток с иными размерными пара-
метрами, характеризующими внутриклеточный 
метаболизм и содержание белкового вещест-
ва в клетке [Ватазин и др., 2009]. С помощью 
витальной компьютерной морфометрии уста-
новлено, что увеличение диаметра, перимет-
ра и площади соответствует уровню активации 
иммунокомпетентных клеток, а фазовая высота 
и объем – состоянию ядерных структур, причем 
уменьшение высоты и объема совпадает с вы-
соким пролиферативным потенциалом клетки 
[Давыдкин и др., 2010]. Кроме того, процесс 
активации лимфоцитов сопровождается изме-
нением метаболизма мембранных фосфолипи-
дов: как синтезом de novo, так и обновлением, 
т. е. затрагивает структурно-функциональные 
особенности клеточной мембраны [Calder et al., 
1994]. Морфометрические признаки активации 
лимфоцитов были продемонстрированы при 
сочетании хронической трансплантационной 
нефропатии и острого отторжения трансплан-
тата. При этом на фоне ареактивности Т-звена 
иммунитета в популяции В-клеток вследствие 
активации увеличивались диаметр, периметр 
и площадь [Детиненко, 2006].

Согласно данным литературы, лимфоци-
ты быстро реагируют на препараты с имму-
номодулирующим влиянием [Труфакин и др., 
2005]. Наблюдаемое нами изменение морфо-
метрических параметров лимфоцитов пери-
ферической крови у темно-коричневых норок, 
получавших витамины, по-видимому, отража-
ет структурно-функциональную перестройку 
лимфопоэза. Действие витамина А в основном 
опосредовано его активным метаболитом – ре-
тиноевой кислотой, играющей значительную 
роль в осуществлении локальных иммунных ре-
акций [Erkelens, Mebius, 2017]. Важным эффек-
том ретиноидов, обусловливающим влияние 
на иммунную систему, является способность 
поддерживать нормальное функционирова-
ние B- и Т-лимфоцитов [Ertesvåg et al., 2009]. 
Иммуномодулирующее действие витамина Е 
связано как с его антиоксидантными свойства-
ми, обеспечивающими стабильность мембран 
иммунокомпетентных клеток, оптимальное 
функционирование мембранных рецепторов, 
активность ферментов и межклеточные взаи-
модействия [Adolfsson et al., 2001], так и с его 
влиянием на гены, связанные с регуляцией кле-
точного цикла [Han et al., 2004].

Заключение

Таким образом, дополнительное введение 
в рацион витаминов А и Е у разводимых в усло-
виях зоокультуры американских норок сущест-
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венно не повлияло на количество лейкоцитов 
и лейкоформулу, но привело к изменению мор-
фометрических параметров лимфоцитов. Вита-
мин А в дозе 500 МЕ на одно животное вызывал 
достоверное увеличение площади поверхно-
сти клеток и отсутствие изменений со стороны 
ядра. Влияние витамина Е на параметры лим-
фоцитов зависело от дозы: при дозе 20 мг, так 
же как и при действии витамина А, увеличива-
лась только площадь поверхности клеток, тогда 
как меньшая доза (4 мг на животное) приводила 
к увеличению площади поверхности и их ядер. 
Можно предположить, что у норок иммуномо-
дулирующее влияние витаминов А и Е прояв-
ляется в изменении параметров лимфоцитов 
и вследствие этого распределении их по раз-
мерам, а возможно, и в перестройке субпопу-
ляционного состава в периферической крови.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания КарНЦ РАН (0221-2017-0052).
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ВлиЯние иЗБыТКа цинКа на аПеКс ПоБега 
и ТемПы органогенеЗа у расТений ЯчменЯ

н. м. Казнина1, ю. В. Батова1, а. Ф. Титов1,2

1 Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия
2 Отдел комплексных научных исследований КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», 
 Петрозаводск, Россия

В условиях вегетационного опыта изучали влияние избытка цинка в корнеобитае-
мой среде (160 мг/кг субстрата) на состояние апекса побега и темпы органогенеза 
у ярового ячменя (Hordeum vulgare L.) сорта Нур во время прохождения растениями 
фазы выхода в трубку. Обнаружено, что у 30-дневных растений, находящихся в на-
чале данной фазы развития, цинк в изученной концентрации тормозит рост апекса 
побега, отрицательно влияет на его дифференциацию и задерживает органогенез. 
Предполагается, что подобный эффект связан с прямым воздействием металла 
на меристематическую активность клеток апекса, а также с его опосредованным 
действием, обусловленным изменениями в клеточном метаболизме. Спустя 45 
сут, при завершении растениями фазы выхода в трубку, негативный эффект цин-
ка на апекс побега нивелировался, что, по всей видимости, связано с активацией 
внутриклеточных механизмов детоксикации металла и, как следствие, восста-
новлением меристематической активности клеток. При этом за счет сокращения 
времени прохождения VI этапа органогенеза опытные растения догоняли в своем 
развитии растения контрольного варианта и переходили к VII этапу органогенеза 
практически одновременно с ними. Из полученных результатов также следует, что 
морфофизиологический метод наблюдения за состоянием апекса побега и тем-
пами органогенеза позволяет быстро и с высокой степенью надежности выявлять 
влияние тяжелых металлов на развитие злаков, причем даже в тех случаях, когда 
различий в наступлении фенофаз между опытными и контрольными растениями 
не наблюдается.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Hordeum vulgare L.; цинк; фенологические фазы развития; 
состояние апекса побега; этапы органогенеза.

N. M. Kaznina, Yu. V. Batova, A. F. Titov. THE EFFECT OF ZINC EXCESS 
ON THE SHOOT APEX AND ORGANOGENESIS RATE IN BARLEY PLANTS

The effect of zinc excess in the root area (160 mg / kg substrate) on the state of the shoot 
apex and the rate of organogenesis in spring barley (Hordeum vulgare L.) v. Nur during 
the stem elongation development phase was studied in a pot experiment. In 30-days-old 
plants at the beginning of this phase, zinc in the given concentration inhibited the shoot 
apex growth, hindered its differentiation, and delayed organogenesis. This effect is sup-
posed to be associated with the direct action of the metal on the meristematic activi-
ty of apex cells, as well as its mediated action due to changes in cellular metabolism. 
In 45-days-old plants, when the stem elongation phase was completed, the negative 
effect of zinc on the shoot apex was leveled off, apparently due to the activation of in-
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Введение

Способность растений к постоянному росту 
связана с функционированием у них апикаль-
ных меристем корня и стебля, где происходят 
процессы, определяющие рост и морфогенез 
органов [Зубов, 2016]. Помимо этого, апикаль-
ные меристемы – это основные места синтеза 
таких фитогормонов, как цитокинины (апикаль-
ная меристема корня) и ауксины (апикальная 
меристема побега) [Полевой, Саламатова, 
1991]. Известно, что меристематические клет-
ки весьма чувствительны к различным видам 
стрессового воздействия, в частности, к вы-
соким и низким температурам, засухе, засоле-
нию, повышенному уровню радиации [Довга-
люк и др., 2001; Кравец и др., 2011; Feller et al., 
2015]. Тяжелые металлы также оказывают не-
гативное влияние на клетки апикальных мери-
стем. Например, при повышении концентра-
ции в корнеобитаемой среде кадмия и свинца 
замедляется интенсивность клеточных де-
лений в меристеме корня душистого горош-
ка [Бессонова, 1991] и кукурузы [Нестерова, 
1991], а у паслена [Feller et al., 2015] и араби-
допсиса [Yang, Huang, 2016] снижается коли-
чество клеток на всех фазах митоза и умень-
шаются их размеры. Нами ранее был выявлен 
отрицательный эффект кадмия, свинца и цин-
ка на рост и дифференциацию апикальной 
меристемы стебля у ячменя и овса [Казнина 
и др., 2006; Казнина, 2016]. Кроме того, было 
показано, что на основании наблюдений за со-
стоянием апекса побега злаков и за темпами 
их органогенеза (с помощью морфофизиоло-
гического метода) можно с высокой степе-
нью надежности судить о развитии растений 
в присутствии тяжелых металлов (по сравне-
нию с общепринятой визуальной оценкой на-
ступления отдельных фенологических фаз). 
Однако эти исследования ограничивались 
лишь начальными этапами онтогенеза. Дан-
ных о влиянии тяжелых металлов на состояние 
апекса побега на более поздних этапах разви-
тия, когда происходит закладка органов цветка 

и формируется зачаточное соцветие, в извест-
ной нам литературе нет. Хотя такого рода све-
дения чрезвычайно важны, особенно в отно-
шении злаков, поскольку успешное прохожде-
ние этих этапов является основой их будущей 
высокой семенной продуктивности [Чельцова,  
1980].

В этой связи в задачу настоящего исследо-
вания входило изучение влияния избытка цин-
ка, как одного из наиболее распространенных 
загрязнителей окружающей среды из группы 
тяжелых металлов, на рост и дифференциацию 
апекса побега, а также на темпы органогенеза 
у растений ячменя во время прохождения ими 
фазы выхода в трубку, которая является у зла-
ков наиболее продолжительной (начинаясь 
с инициации зачатков первых колосков и закан-
чиваясь гаметогенезом).

материалы и методы

Растения ячменя (Hordeum vulgare L.) сор-
та Нур выращивали в условиях вегетационного 
опыта в сосудах с песком. Полив осуществля-
ли питательным раствором Хогланда – Арнона 
с оптимальной концентрацией цинка (2 мкМ) 
(контроль). Избыток цинка создавали путем его 
одноразового внесения в песчаный субстрат 
в концентрации 160 мг/кг субстрата в виде 
сернокислой соли при закладке опыта. Объем 
питательного раствора для полива выбирался 
с учетом сохранения исходных концентраций 
цинка. Спустя 30 и 45 сут после посева у рас-
тений устанавливали фенологическую фазу, 
с использованием бинокулярной лупы МБС-10 
измеряли длину апекса главного побега и ко-
личество колосков II порядка, а также опреде-
ляли этап органогенеза [Куперман, 1984]. По-
вторность в пределах одного варианта опыта 
составляла 10 растений, весь опыт повторяли 
дважды. Достоверность различий между вари-
антами опыта оценивали с помощью критерия 
Стьюдента при уровне значимости р < 0,05. 
На рисунках представлены средние значения 
и их стандартные ошибки.

tracellular mechanisms of metal detoxification and, as a consequence, the recovery 
of cell meristematic activity. Owing to the shortening of the organogenesis stage VI, 
the experimental plants caught up with the control plants in their development and pro-
ceeded to stage VII of organogenesis almost simultaneously with them. It also follows 
from the obtained results that the morphophysiological method of monitoring the state 
of shoot apex and the rate of organogenesis allows one to quickly and quite reliably detect 
the effect of heavy metals on cereals development, even where there are no visible diffe-
rences in the onset of phenophases between experimental and control plants.

K e y w o r d s: Hordeum vulgare L.; zinc; phenological phases of development; stages 
of organogenesis; state of shoot apex.
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результаты и обсуждение

В ходе проведенного исследования четко 
выраженных визуальных различий между рас-
тениями контрольного и опытного вариантов 
по наступившей фенологической фазе выявлено 
не было: через 30 сут после посева у всех расте-
ний зафиксировано начало фазы выхода в труб-
ку. В то же время обнаружено отрицательное 
воздействие избытка цинка на рост и дифферен-
циацию апекса побега. В частности, его длина 
у растений опытного варианта оказалась на 30 % 
меньше, чем в контроле (рис. 1, А). Уменьшалось 
также (почти на 20 % по сравнению с контролем) 
количество закладываемых на апексе побега 
осей II порядка (колосковых бугорков) – будущих 
элементов соцветия (рис. 1, Б). При этом наблю-
далось и значительное замедление темпов орга-
ногенеза (рис. 1, В). Например, если в контроле 
у 80 % растений был отмечен V этап органогене-
за, а у 20 % даже VI этап, то при избытке цинка 
в корнеобитаемой среде только половина расте-
ний достигли V этапа органогенеза, а остальные 
находились на IV этапе.

Спустя 45 сут от посева у растений обоих ва-
риантов опыта было зафиксировано окончание 
фазы выхода в трубку. В это время ингибирую-
щее действие металла на рост апекса побега 
несколько ослабевало. В частности, его длина 
у растений опытного варианта практически не 
отличалась от контроля (рис. 2, А). Не было об-
наружено и отставаний в наступлении очеред-
ного этапа органогенеза: все растения находи-
лись на VII этапе (рис. 2, Б).

По аналогии с другими видами стрессовых 
воздействий торможение роста апекса побега 

у ячменя в присутствии избытка цинка в корне-
обитаемой зоне, очевидно, является следстви-
ем снижения меристематической активности 
клеток. Это может быть связано с увеличени-
ем продолжительности отдельных фаз мито-
за [Шматько и др., 1994] или с уменьшением 
в клетках апикальной меристемы содержа-
ния нуклеиновых кислот и белков [Аветисова, 
1971]. Нельзя исключить и снижение обес-
печенности меристематических клеток асси-
милятами, что обусловлено отрицательным 
воздействием металла на фотосинтетический 
аппарат, а также элементами минерального пи-
тания вследствие нарушения процессов погло-
щения и транспорта ионов [Куперман, 1984]. 
Наконец, учитывая, что цинк способен накапли-
ваться в апексе побега [Feller et al., 2015], воз-
можно его прямое влияние на клеточное деле-
ние, в основе которого лежит связывание ионов 
металла с сульфгидрильными группами белков 
веретена и ферментов, ответственных за про-
хождение митоза [Иванов и др., 2003; Серегин, 
Кожевникова, 2006]. С другой стороны, хоро-
шо известно, что при воздействии на растения 
тяжелых металлов в их клетках активируются 
различные защитные механизмы, обеспечи-
вающие детоксикацию их ионов, в частности, 
связывание токсичных ионов в цитозоле хела-
торами [Титов и др., 2014]. Очевидно, благо-
даря эффективному функционированию этих 
механизмов негативное влияние избытка цинка 
на меристематические клетки в процессе роста 
и развития ячменя постепенно снижалось, что 
привело к восстановлению активного деления 
клеток меристемы. Однако меньшее количест-
во сформированных в эту фазу развития ко-

Рис. 1. Влияние избытка цинка (160 мг/кг субстрата) на длину апекса побега (А), количество осей II порядка 
(Б) и темпы органогенеза (В) (⎕ – IV этап органогенеза; ⍁ – V этап; ∎ – VI этап) у растений ячменя сорта Нур 
в начале фазы выхода в трубку
Fig. 1. Impact of zinc excess (160 mg / kg substrate) on the shoot apex length (A), number of second-order axes 
(Б) and rate of organogenesis (В) (⎕ – IV stage of organogenesis; ⍁ – V stage; ∎ – VI stage) in barley plants v. Nur at 
the beginning of the stem elongation development phase

БА В
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лосков II порядка, зафиксированное в нашем 
опыте, в дальнейшем неизбежно отрицательно 
отразится на размере колоса и семенной про-
дуктивности растений [Казнина и др., 2006; Ба-
това и др., 2012].

Необходимо отметить, что проведенные 
нами исследования затрагивали только одну 
фазу развития культурных злаков – фазу выхо-
да в трубку. Однако в течение этого временного 
периода растения проходят четыре этапа орга-
ногенеза – с IV по VII, которые характеризуют-
ся серьезными изменениями в апексе побега. 
В частности, на IV этапе органогенеза проис-
ходит дифференциация апекса, образуются 
оси II порядка (будущие колоски). На V этапе 
наблюдается начало образования и диффе-
ренциации качественно новых органов – цвет-
ков, определяется потенциальная семенная 
продуктивность колоса. На VI–VII этапах орга-
ногенеза происходят процессы макро- и мик-
роспорогенеза, формируются мужской и жен-
ский гаметофиты. VII этап органогенеза важен 
также тем, что в этот период усиленно растут 
в длину все элементы колоса [Куперман, 1984]. 
Установлено, что от успешного протекания этих 
процессов во многом зависит будущая семен-
ная продуктивность злаков и любое стрессовое 
воздействие на растения на этих этапах разви-
тия может заметно снизить ее. Тем не менее, 
как показывают исследования, факторы окру-
жающей среды, не выходящие за границы суб-
повреждающих значений, в большинстве слу-
чаев вызывают лишь изменение продолжитель-
ности этапов органогенеза, и только сильные 
стрессовые воздействия приводят к его нару-
шениям [Казнина и др., 2006; Gol et al., 2017]. 

В частности, в наших опытах в присутствии из-
бытка цинка в корнеобитаемой среде у ячменя 
несколько задерживалось наступление V этапа 
органогенеза. Однако в дальнейшем благода-
ря сокращению продолжительности VI этапа 
растения опытного варианта догоняли в своем 
развитии контрольные растения и переходили 
к VII этапу органогенеза практически одновре-
менно с ними.

Заключение

Результаты проведенного исследования 
показывают, что избыток цинка в корнеобита-
емой среде тормозит рост апекса побега у яч-
меня, негативно влияет на его дифференциа-
цию и задерживает органогенез растений, что 
отчетливо проявляется в начале фазы выхода 
в трубку. Очевидно, это связано как с прямым 
воздействием металла на меристематическую 
активность клеток, так и с его опосредован-
ным действием через изменение клеточного 
метаболизма. Однако в дальнейшем в процес-
се развития растений (в конце фазы выхода 
в трубку) негативный эффект цинка на изучен-
ные процессы нивелируется, что, по всей види-
мости, обусловлено активацией внутриклеточ-
ных механизмов детоксикации металла. В ре-
зультате меристематическая активность клеток 
восстанавливается и апекс побега возобнов-
ляет свой рост. При этом за счет сокращения 
времени прохождения VI этапа органогенеза 
опытные растения догоняют в своем развитии 
растения контрольного варианта и переходят 
к VII этапу органогенеза практически одновре-
менно с ними.

Рис. 2. Влияние избытка цинка (160 мг/кг субстрата) на длину апекса 
побега (А) и темпы органогенеза (Б) (⍁ – VII этап органогенеза) у рас-
тений ячменя сорта Нур в конце фазы выхода в трубку
Fig. 2. Impact of zinc excess (160 mg / kg substrate) on the shoot apex 
length (A) and rate of organogenesis (Б) (⍁ – VII stage of organogenesis) 
in barley plants v. Nur at the end of the stem elongation development 
phase

БА
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Проведенные исследования также подтвер-
дили, что морфофизиологический метод на-
блюдения за состоянием апекса побега и тем-
пами органогенеза у злаков позволяет быстро 
и с высокой степенью надежности выявлять 
воздействие тяжелых металлов на развитие 
растений даже в тех случаях, когда визуальные 
различия в наступлении фенофаз между опыт-
ными и контрольными вариантами отсутствуют.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания КарНЦ РАН (0221-2017-0051).
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тельных случаях) принимаются при достаточном обосновании по согласованию с ответственным редактором.

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

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

Элементы статьи должны располагаться в следующем порядке: УДК к у р с и в о м  на первой страни-
це, в левом верхнем углу; заглавие статьи на русском языке з а г л а в н ы м и  б у к в а м и  п о л у ж и р н ы м 
ш р и ф т о м; инициалы, фамилии всех авторов на русском языке п о л у ж и р н ы м  ш р и ф т о м; полное на-
звание организации – места работы каждого автора в именительном падеже на русском языке к у р с и в о м 
(если авторов несколько и работают они в разных учреждениях, следует отметить арабскими цифрами со-
ответствие фамилий авторов учреждениям, в которых они работают; если все авторы статьи работают в од-
ном учреждении, можно не указывать место работы каждого автора отдельно); аннотация на русском языке; 
ключевые слова на русском языке; инициалы, фамилии всех авторов на английском языке п о л у ж и р н ы м 
ш р и ф т о м; название статьи на английском языке з а г л а в н ы м и  б у к в а м и  п о л у ж и р н ы м  ш р и ф -
т о м; аннотация на английском языке; ключевые слова на английском языке; текст статьи (статьи экспери-
ментального характера, как правило, должны иметь разделы: Введение. материалы и методы. 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
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