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ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.3

ФАЗОВЫЕ СВОЙСТВА БЕЛКОВЫХ РАСТВОРОВ  
И ДЕНАТУРАЦИЯ БЕЛКА

С. П. Рожков, А. С. Горюнов
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Образование белковых конденсированных фаз (кристаллов, олигомеров, других 
твердотельных агрегатов, а также плотных жидкостей и гелей), в том числе без-
мембранных микроскопических и наноразмерных фаз, играет важную роль в функ-
циональной активности белка в цитоплазме живой клетки, является значимым 
аспектом белковых исследований и биотехнологий, а также обусловливает раз-
личные патологии в живом организме. Многие явления, связанные с образовани-
ем интермедиатов сворачивания белковых молекул, до сих пор не получили тер-
модинамической трактовки. Это снижает предсказательный потенциал фазовых 
диаграмм состояний белкового раствора, используемых для описания состояния 
молекул белка в разнообразных физиологических и биотехнологических условиях. 
В работе делается попытка проследить взаимосвязь фазовых переходов типа жид-
кость-жидкость (L–L) в дисперсиях глобулярных белков с явлениями тепловой и хо-
лодовой денатурации. Показано, что анализ изобар фазовой диаграммы в коорди-
натах давление – температура и температура – энтропия позволяет предсказать 
появление новых фазовых состояний, образованных интермедиатами сворачива-
ния, в дисперсии белка. Они находятся в метастабильном равновесии с макрофа-
зой, образованной нативными или денатурированными формами молекул белка. 
Термодинамическое равновесие достигается за счет того, что интермедиаты сво-
рачивания образуют фазы микроскопических размеров, которые стабилизируются 
за счет капиллярного эффекта. Тем самым при одном и том же внешнем давлении, 
действующем на дисперсию, обеспечивается равенство химических потенциалов 
всех молекул белка, необходимое для термодинамической устойчивости систе-
мы. Вне денатурационного температурного интервала интермедиаты приобретают 
основную конформацию и происходит фазовый переход типа L–L, так как исчезают 
причины, вызывающие необходимость фазового разделения. Такой подход позво-
лил также показать, что метастабильные фазовые равновесия нативный белок – ин-
термедиат и денатурированный белок – интермедиат имеют признаки равновесия 
типа L–L в области как низких, так и повышенных температур, и объяснить их суще-
ствование вдали от области фазового перехода первого рода.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: фазовые диаграммы белкового раствора; тепловая и холо-
довая денатурация белка; бинодаль; интермедиаты сворачивания белка; фазовые 
переходы; капиллярное давление.
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Введение

Способность цитоплазмы в определенных 
условиях образовывать микроскопические 
фазы – органеллы, не ограниченные липид-
ными мембранами или иными мембранными 
структурами [Hyman et al., 2014; Shin, Brangwyn-
ne, 2017], привлекает в последние годы все бо-
лее пристальное внимание. Это обусловлено 
как накопившимися свидетельствами сущест-
вования таких фаз, представленными в работах 
школы Насонова [Александров, 1985] и Линга 
[2008], так и их важной биологической ролью 
в осуществлении внутриклеточных транспорт-
ных, регуляторных, структурных функций [Mat-
veev, 2005; Yewdall et al., 2018]. Параллельно 
этим работам и независимо от них шло изуче-
ние фазовых переходов (ФП) типа жидкость-
жидкость (L–L) в дисперсиях белков [Asherie, 
2004; Dumetz et al., 2008; Vekilov, 2012]. Эти ФП 
проявляются образованием микроскопических 
и/или наноразмерных капель (фаз) белка с кон-
центрацией молекул большей, чем средняя 
по объему, то есть более плотных, чем окружа-
ющая дисперсия. На фазовой диаграмме (ФД) 
состояний белкового раствора эти образова-
ния возникают в состояниях, отображаемых 

точками в области линии бинодали – кривой, 
разделяющей области устойчивого и неустой-
чивого (метастабильного) равновесия диспер-
сии [Yaminsky et al., 2002; Gillespie et al., 2014]. 
Были выяснены закономерности многоступен-
чатой нуклеации [Vorontsova et al., 2015], внес-
шие значительный вклад в понимание меха-
низмов кристаллизации белка [Gebauer et al., 
2014]. Накопленные знания о механизмах ФП 
типа L–L могут служить основой для описания 
и моделирования фазовых явлений в цитоплаз-
ме. Но для этого необходимо изучить взаимо-
связь между ФП и структурно-конформацион-
ными изменениями в макромолекулах белков.

Взаимодействие глобулярных белков в рас-
творе достаточно хорошо описывается в рам-
ках представления о твердых сферах с корот-
кодействующим потенциалом притяжения, 
действующего на коротких расстояниях около 
четверти диаметра частицы [Asherie, 2004]. Это 
объясняет существование ФП типа L–L и фазо-
вых состояний, метастабильных по отношению 
к твердой фазе. При этом, однако, не учитыва-
ется множество других факторов, рассмотре-
ние которых должно бы существенно допол-
нить картину взаимодействий между макромо-
лекулами. Важнейшие среди них, но до сих пор 

S. P. Rozkov, A. S. Goryunov. PHASE PROPERTIES OF PROTEIN 
SOLUTIONS AND PROTEIN DENATURATION

The formation of protein-containing condensed phases (crystals, oligomers, other solid 
aggregates, as well as dense liquids and gels), including membraneless micro and nano-
phases, plays an important role in the functional activity of proteins in the cytoplasm of a liv-
ing cell, presents a significant aspect of protein studies and biotechnologies, and causes 
various pathologies in a living body. Numerous phenomena bound to the arising of the fold-
ing intermediates of protein molecules do not appear to have been thermodynamically 
defined so far. This reduces the predictive power of the phase diagrams of protein solution 
states used to describe the state of the protein molecule in various physiological and bio-
technological conditions. This paper is aimed at examining the relationship of liquid-liq-
uid (L–L) type phase transitions of globular protein solutions with the phenomena of ther-
mal and cold denaturation. We have shown that the analysis of phase diagram isobars 
in pressure-temperature and temperature-entropy coordinates allows predicting the new 
phase states formed by folding intermediates in protein dispersion. They are in metastable 
equilibrium with the macroscopic phase formed by native and denatured forms of protein 
molecules. Thermodynamic equilibrium is established due to the formation of microscale 
phases containing folding intermediates. They are stabilized by the capillary effect. This 
ensures the equality of the chemical potentials of all protein molecules with the same ex-
ternal pressure acting on the dispersion, which is a necessary condition for the stability 
of the system. The intermediates take the basic configuration outside the denaturation 
temperature range, and the L–L phase transition occurs, since there are no longer reasons 
for phase separation. This allows us to conclude that the metastable native protein – inter-
mediate and denatured protein – intermediate phase equilibria have properties of L–L type 
equilibrium in the range of both low and high temperatures, and to explain the presence 
of such equilibria in the region of first-order phase transitions.

K e y w o r d s: phase diagrams of protein solution; thermal and cold denaturation of pro-
tein; binodal; protein folding intermediates; phase transitions; capillary pressure.
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почти не принимавшиеся во внимание – это 
конформационное состояние молекулы белка 
и его роль в ФП, наличие «горячих» участков, 
обеспечивающих анизотропное взаимодейст-
вие [Lomakin et al., 1999].

Структурно-динамическое состояние бел-
ковых молекул в значительной степени опре-
деляется температурой. Важнейшими с этой 
точки зрения являются диапазоны тепловой 
и холодовой денатурации и соответствующие 
структурно-динамические состояния белка 
(состояние D – тепловая денатурация и состоя-
ние D* – холодовая денатурация). В интервале 
между ними состояние молекул белка описы-
вается как нативное (состояние N), если белок 
не принадлежит к классу белков с внутренне 
неупорядоченной структурой (intrinsically dis-
ordered proteins, IDP). Сами же денатураци-
онные переходы происходят по типу фазовых 
переходов 1-го рода [Финкельштейн, 2002]. 
Вместе с тем при приближении к температу-
ре денатурации с любой стороны в дисперсии 
могут наблюдаться молекулы белка в состоя-
нии с частично развернутой структурой – ме-
тастабильные интермедиаты сворачивания. 
В высокотемпературной области они наиболее 
известны как расплавленная и предрасплав-
ленная глобула. Структура первой – ближе к со-
стоянию N, а структура второй – к состоянию D 
[Bian, Ji, 2014]. Мольная доля интермедиатов 
может быть достаточно высока (до 0,4). Это по-
зволяет регистрировать их экспериментально 
в физиологических условиях наряду с N и D со-
стояниями [Nakamura et al., 2007] путем подбо-
ра условий (рН, солевой состав), в которых они 
приобретают относительную устойчивость или 
метастабильность по отношению к N и D. Хи-
мические потенциалы интермедиатов в таких 
равновесных состояниях и молекул в N и D со-
стояниях в смеси должны быть равны [Рожков, 
Горюнов, 2017]. Это возможно, если интерме-
диаты способны организоваться в отдельные 
микрофазы – капли или пузыри, с концентра-
цией белка большей или меньшей, чем средняя 
по объему, соответственно. За счет дополни-
тельного капиллярного (лапласова) давления 
в таких микрофазах химический потенциал 
интермедиатов µi может сравняться с таковым 
для N и D состояний:

 µi(P ± ∆P) = µN(P) = µD(P).

При этом внешнее давление P для всех 
фаз раствора может оставаться одинаковым. 
Tеоретический анализ роли давления и тем-
пературы {PT} на конформационное состоя-
ние молекул белка часто проводится на осно-
ве эллиптической фазовой диаграммы (ФД) 

Тамманна в форме скошенного эллипсоида. 
Такая диаграмма используется для описания 
самых разных физических явлений, сопряжен-
ных с реентрантными фазовыми переходами 
в многокомпонентных системах [Johari, 2001; 
Heremans, 2005]. Ранее нами было показано 
[Рожков, Горюнов, 2017], что ФД в координатах 
давление – температура {PT} может быть прео-
бразована в координаты температура – энтро-
пия {TS}. Это позволяет выявлять новые фазы 
раствора белка, которые не проявляются в си-
стеме на обычной ФД в координатах {TP}. ФД 
дисперсий глобулярных белков в координатах 
{PT} хорошо описывает разнообразные экс-
периментальные результаты, что многократно 
подтверждено работами, в которых в качестве 
параметра использовалось давление [Dave, 
Gruebele, 2015]. В то же время поведение бел-
ков с внутренне неупорядоченной структурой, 
интермедиатов сворачивания, олигомеров 
и агрегатов белка до сих пор не описано ФД 
такого типа сколько-нибудь полно [Badasyan 
et al., 2015]. Роль же капиллярных эффектов, 
создающих внутреннее давление в микрофа-
зах, до сих пор рассматривалась лишь по от-
ношению к ядрам нуклеации [Cacciuto, Frenkel, 
2005].

Цель работы состояла в том, чтобы показать 
наличие взаимосвязи между процессами де-
натурации белка и фазовыми переходами типа 
L–L белкового раствора, между интермеди-
атами и состояниями N и D белковых молекул 
во всем диапазоне существования раствора 
глобулярного белка между температурами те-
пловой и холодовой денатурации. Для этого ис-
пользовали эллиптическую ФД в координатах 
{TS}, трансформированную из ФД {PT} путем 
изобарических сечений. На этой основе про-
вели качественный термодинамический ана-
лиз возможных фазовых состояний в области 
тепловой и холодовой денатурации с учетом 
представления об интермедиатах сворачива-
ния.

Фазовые диаграммы белковых дисперсий

ФД в координатах температура – давление

На рис. 1 схематически представлена диа-
грамма Тамманна, отражающая тепловую, 
холодовую и вызываемую давлением дена-
турацию белков. Линия эллипса образова-
на точками, в которых выполняется условие 
∆GD

N = GD – GN = 0, что соответствует ФП 1-го 
рода, в данном случае – N↔D. Важными элемен-
тами этой ФД являются «нейтральные линии», 
соединяющие точки, в которых выполняются 
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условия ∆SD
N = SD – SN = 0 и ∆VD

N = VD – VN = 0. 
Точки ∆SD

N = 0 соответствуют температурам, 
при которых N↔D переход происходит при 
минимальном и максимальном давлении, 
а ∆VD

N = 0 – при крайних температурах. На ду-
гах эллипса между этими точками ∆SD

N и ∆VD
N 

не равны нулю. Сечения эллипса изобарами 
Р1 и Р2 показывают, что dP/dT = 0 в точке, где 
∆SD

N = 0, и dP/dT → ∞ в точке ∆VD
N = 0. Однако 

области, где dP/dT < 0 в верхней и нижней ча-
сти эллипса, до сих пор не имели объяснения 
в рамках механизма сворачивания (фолдинга) 
белка [Meersman et al., 2006].

ФД в координатах температура – 
концентрация

Классические варианты ФД для концентри-
рованных растворов глобулярного белка [Du-
metz et al., 2008; Vekilov, 2012] используются 
для отображения фазовых равновесий и ФП 
таких типов, как жидкость – твердое тело (L–S), 
жидкость – метастабильная плотная жидкость 
(L–L) с критической точкой, а также золь – гель. 

ФД позволяют считать, что в сверхкритической 
области могут образовываться мезоскопиче-
ские динамические кластеры белка и олигоме-
ры, хотя природа этого процесса еще не впол-
не понятна [Vekilov, 2012].

До недавнего времени теоретический ана-
лиз с использованием фазовых диаграмм про-
водился преимущественно для белковых рас-
творов с верхней критической температурой 
растворения (ВКТР) и нормальной растворимо-
стью [Dumetz et al., 2008; Vekilov, 2012]. Однако 
экспериментальные исследования, направлен-
ные на конструирование ФД, свидетельству-
ют, что одна часть белков образует растворы 
с ВКТР, а другая – с нижней критической тем-
пературой растворения (НКТР) [Grouazel et al., 
2006]. Имеются экспериментальные данные, 
в частности данные по альбумину в присутст-
вии полимеров [Wang, Annunziata, 2007], о том, 
что один и тот же белок может образовать рас-
творы как с ВКТР, так и с НКТР в зависимости 
от условий эксперимента. Ранее мы обоснова-
ли такую возможность теоретически [Рожков, 
Горюнов, 2017].

Рис. 1. Схематическое представление эллиптической фазовой диаграммы 
состояний белкового раствора в координатах давление P – температура 
T {PT}. Р1 и Р2 – сечения эллипса изобарами, используемые для анализа. 
Вдоль кривой эллипса указаны значения объема ∆V и энтропии ∆S в раз-
личных точках и участках кривой. Внутри эллипса состояние белка сверну-
тое, снаружи – развернутое
Fig. 1. Schematic presentation of the elliptic phase diagram of protein solution 
states in pressure P – temperature T {PT} coordinates. P1 and P2 are the sec-
tions of the ellipse by isobars used for analysis. The values of volume ∆V and en-
tropy ∆S are indicated at various points and sections along the ellipse curve. 
The structure of the protein corresponds to folded state inside the ellipse, and it 
is unfolded outside the ellipse
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Анализ ФД в координатах температура – 
энтропия

Бинодаль и спинодаль для интермедиатов 
белка в высокотемпературной области

Рассмотрим часть эллиптической ФД белко-
вого раствора (рис. 1), ограниченную точками 
∆SD

N = 0 и ∆VD
N = 0, в диапазоне высоких тем-

ператур и давлений, где dP/dT < 0, а ∆SD
N > 0. 

На ФД в координатах температура – энтропия 
{TS} (рис. 2) соответствующая часть (дуга) эл-
липса может быть представлена следующим 
образом.

На изобаре Р2 показан фазовый переход 
N↔D 1 рода, сопровождающийся скачком эн-
тропии. При этом то, что отрезки а и b заходят 
в область бинодали (внешний эллипс), отра-
жает возможность существования метаста-
бильных состояний белка типа «перегретого» 
нативного (расплавленная глобула) или «пере-
охлажденного» денатурированного (предрас-

плавленная глобула) при давлении P2. Будем 
считать их интермедиатами сворачивания. Для 
их возникновения переход N↔D не обязателен. 
Они могут существовать в равновесии с моле-
кулами белка в состояниях N и D, если изоли-
рованы от них в отдельные микроскопические 
фазы. В них интермедиаты будут находиться 
под следующим давлением:

 Р3 = Р2 + 2σ/R1  (1)

и

 Р1 = Р2–2σ/R2. (2)

В первом случае основная фаза, окружаю-
щая микрофазы, будет представлена молеку-
лами в состоянии N (давление P2, отрезок a**), 
и в ней будут находиться микрофазы с молеку-
лами белка, близкими к «перегретому» состо-
янию N. Давление в микрофазах – P3 (отрезок 
a*). Во втором случае основная фаза содержит 
молекулы белка в состоянии D (давление P2, от-
резок b**), и в ней – микрофазы с молекулами 

Рис. 2. Фазовая диаграмма (ФД) состояний белкового раствора в коорди-
натах температура – энтропия {TS}, объясняющая существование между 
точками ∆SD

N = 0 и ∆VD
N = 0 на эллиптической ФД (рис. 1) области dP/dT < 0 

в диапазоне повышенных температур и давлений. Линии изобар P1, P2, P3 
соответствуют давлениям, возрастающим от P1 к P3; внешний и внутрен-
ний эллипсы – линии бинодали и спинодали соответственно
Fig. 2. Phase diagram (PD) of protein solution states in temperature T – entro-
py S {TS} coordinates, explaining the presence of the zone dP/dT < 0 between 
the points ∆SD

N = 0 and ∆VD
N = 0 on the elliptic PD (Fig. 1) in the higher temperature 

and pressure range. The isobar lines P1, P2, P3 correspond to the pressures that rise 
from P1 to P2; the outer and inner ellipses are binodal and spinodal lines respectively
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белка в состоянии, близком к «переохлажден-
ному» состоянию D, под давлением P1 (отрезок 
b*). Тогда может выполняться условие:

 µ (N) = µ (D) = µ (P3) = µ (P1)  (3)

при внешнем P2 = const, T = const. Знак лапла-
сова давления зависит от концентрации интер-
медиатов в микрофазе в сравнении с основ-
ной фазой. Потенциал взаимодействия между 
макромолекулами в микрофазах имеет в этой 
связи определяющее значение. Потенциал при-
тяжения соответствует более плотной с точки 
зрения концентрации макромолекул микро-
фазе. Здесь из-за взаимодействия белок-бе-
лок макромолекулы менее гидратированы, 
чем в основной фазе. В этом случае объемная 
плотность самих молекул воды в микрофазе 
меньше, чем в основной фазе. Моделью та-
кого состояния может служить пузырек пара 
в жидкости. Он может оставаться в равновесии 
с жидкостью, если давление Лапласа (отрица-
тельное) компенсирует внешнее давление коге-
зионных сил жидкости. Потенциал отталкивания 
соответствует менее плотной с точки зрения 
концентрации макромолекул, но более плотной 
(гидратированной) с точки зрения содержания 
воды микрофазе. Моделью этого состояния мо-
жет служить капля жидкости в паре. Лапласово 
давление (положительное) будет направлено 
внутрь капли, препятствуя испарению.

Для молекул лизоцима показано, что вблизи 
фазового перехода N↔D наряду с молекулами 
белка в состояниях N и D регистрируются два 
интермедиата белка. В случае других фермен-
тов регистрируется либо от одного до трех ин-
термедиатов, либо их полное отсутствие [Bian, 
Ji, 2014]. Вероятно, это зависит от возможно-
сти образования микрофазы определенного 
размера в данных условиях, что связано с ко-
нечным числом интермедиатов и их удельной 
поверхностной энергией. При изучении про-
цессов агрегации лизоцима было обнаружено, 
что в денатурационном интервале темпера-
тур белок образует криволинейные фибрил-
лы, олигомеры, мономеры, жесткие фибриллы 
и преципитат. Если мономеры и жесткие фи-
бриллы являются равновесными состояния-
ми, то олигомеры и криволинейные фибрил-
лы – метастабильные образования [Miti et al., 
2015]. В таких асимметричных молекулярных 
системах, как криволинейные фибриллы, вто-
рой вириальный коэффициент положителен. 
Это позволяет предположить, что фибриллы 
формируют микроскопические фазы с потен-
циалом отталкивания. Наличие же преципитата 
свидетельствует о том, что имеет место также 
спинодальный распад.

О возможном наличии равновесия интерме-
диатов с основными фазами раствора можно 
судить и непосредственно по рис. 1. Пусть Р0 – 
внешнее давление (атмосферное), при котором 
находится раствор белка. Пересечения изобары 
с дугами эллипса при низких и высоких темпе-
ратурах со стороны фазы N соответствуют N↔D 
фазовым переходам. Однако изотермы для 
фазы N при пересечении с дугами эллипса при 
других давлениях (пунктир на рис. 1) попадают 
в диапазон температур и давлений, соответству-
ющих условию dP/dT < 0. Это отвечает условию 
равновесия основной фазы раствора, находя-
щейся под давлением Р0, с микрофазой интер-
медиатов, находящейся также под давлением 
Лапласа. Но если в области высоких температур 
давление Лапласа положительно, то в области 
низких температур – отрицательно. Отрицатель-
ное давление Лапласа сопряжено с наличием 
короткодействующего потенциала притяжения 
между молекулами белка. С другой стороны, на-
личие такого потенциала обеспечивает фазовые 
переходы типа L–L для систем с ВКТР.

Уменьшение числа интермедиатов с пони-
жением температуры (или повышением темпе-
ратуры для систем с отрицательным давлением 
Лапласа, горизонтальные пунктирные изобары 
на рис. 1) приводит к тому, что эти метаста-
бильные фазы постепенно исчезают и остается 
основная фаза из N-молекул. Это равносиль-
но критическому фазовому переходу типа L–L 
с НКТР и ВКТР соответственно.

Продолжение изобар Р1 в сторону более 
низких температур на рис. 1 показывает, что 
N↔D переход происходит без участия интерме-
диатов, так как здесь dP/dT > 0. Вместе с тем 
состояния D молекул могут существовать в ди-
апазоне физиологических температур, что ха-
рактерно для молекул белков с внутренне неу-
порядоченной структурой.

Бинодаль и спинодаль для интермедиатов 
белка в низкотемпературной области

Аналогично можно рассмотреть и часть эл-
липтической ФД, где dP/dT < 0, с той разни-
цей, что здесь ∆SD

N < 0. В этом случае состоя-
ния D будут находиться слева по шкале энтро-
пии, а состояния N – справа. Кроме того, точки 
∆SD

N = 0 окажутся в нижней части шкалы темпе-
ратур, а ∆VD

N = 0 – в верхней. Все это означает, 
что интермедиаты молекул белка в фазе N бу-
дут находиться в более плотном состоянии под 
действием потенциала притяжения. Это согла-
суется с данными теоретических и экспери-
ментальных исследований фазовых переходов 
типа L–L в белковых системах с ВКТР.



11

Представленные рассуждения предлага-
ют лишь вероятный вариант образования фаз, 
сформированных интермедиатами, посколь-
ку для образования микрофаз интермедиатов 
определенного радиуса необходимы соответ-
ствующие условия. Например, фаза интерме-
диата с повышенным давлением (ур. 1) будет 
стабильна, если радиус флуктуации концентра-
ции вещества достигнет значения ур. 2. В тер-
минах химических потенциалов [Базаров, 1991]

 Rcr. = 2σV1 / (µ1 – µ2),  (4)

где µ1 и µ2 – химические потенциалы интерме-
диата и нативной молекулы соответственно. 
Чем меньше их разность, тем больше должен 
быть радиус зародыша, чтобы образование 
фаз по компенсационному механизму [Рож-
ков, 2001; Rozhkov, 2004] было энергетически 
выгодно. Поскольку это связано с удельной по-
верхностной энергией, то наличие в дисперсии 
поверхностно активных веществ может оказы-
вать существенное влияние на процессы фазо-
образования.

Гипотетическая фазовая диаграмма 
в координатах температура – энтропия во 
всем диапазоне температур существования 
белкового раствора

На рис. 3 представлена гипотетическая фа-
зовая диаграмма в координатах температу-
ра – энтропия, охватывающая весь диапазон 
изменения термодинамических переменных 
P и Т (рис. 1), т. е. весь диапазон существова-
ния белкового раствора между температурами 
тепловой и холодовой денатурации. Две дуги 
эллипса, где dP/dT < 0 и существуют интерме-
диаты, представлены двумя замкнутыми фигу-
рами в координатах температура – энтропия, 
разделенными диапазоном температур, за-
ключенным между точками ∆SD

N = 0 на рис. 1 
внизу. В них dP/dT = 0. Нижней и верхней мак-
симальным температурам соответствуют точки 
∆VD

N = 0. В них dP/dT = ∞.
Состояния D* и N* при низких температу-

рах и состояния D и N при высоких темпера-
турах разделены скачком энтропии и объема 

Рис. 3. Схематическое представление фазовой диаграммы состо-
яний белкового раствора в координатах температура – энтропия 
{TS} в диапазоне между температурами холодовой D* и тепловой D 
денатурации. N* и N низко- и высокотемпературные конформеры 
нативного белка, ∆V и ∆S – изменения объема и энтропии молекул 
белка соответственно P1 и P2-изобары.
Fig. 3. Schematic presentation of the phase diagram of protein solution 
states in temperature T – entropy S {TS} coordinates in the range between 
cold D* and thermal D denaturation temperatures. N* and N are the low 
and high- temperature conformers of native protein, ∆V and ∆S are the vol-
ume and entropy changes of protein molecules, P1 and P2 are isobars
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как при ФП 1 рода. Структуры молекул белка, 
возникающие в результате тепловой и холодо-
вой денатурации, различаются по конформа-
ции, гидратации и объему [Adrover et al., 2012]. 
На рис. 3 они обозначены как D и D*. Спинода-
ли (внутренние эллипсы) и бинодали (внешние 
эллипсы) соприкасаются в критических точках, 
где ∆SD

N = 0. В таких точках при температурах 
Т3 и Т4 различие между нативными молекулами 
и интермедиатами исчезает, и фазы, ранее на-
ходившиеся в равновесии, становятся тожде-
ственны. Этими точками обозначены критиче-
ские фазовые переходные состояния. Между 
ними располагается закритическая область ФД 
раствора белка [Rozhkov, Goryunov, 2014]. Этой 
области соответствуют состояния раствора ма-
кроскопически однородного, но имеющего по-
ниженную термодинамическую устойчивость. 
При переходе в закритические состояния рас-
твор вначале становится однородным и лишь 
затем утрачивает свойства двухфазной систе-
мы. Поэтому в таких системах могут быть обна-
ружены динамические кластеры белка, имею-
щего конформацию интермедиатов. Кластеры 
имеют размер около 100 нм и окружены моно-
мерами белка в преимущественно нативном 
состоянии.

Непрерывные фазовые переходы

Белок в нативном состоянии N также мо-
жет быть представлен двумя конформерами: 
N и N* [Nakamura et al., 2007; Bian et al., 2014]. 
Изменение мольной доли этих конформеров 
с температурой, вероятно, может быть описано 
как непрерывный фазовый переход и поэтому 
должно быть учтено на ФД (рис. 1). В области 
пересечения «нейтральных» линий ∆VD

N = 0, 
∆SD

N = 0, и поэтому ∆S/∆V = 0/0, что противоре-
чит уравнению Клапейрона – Клаузиуса для ФП 
1 рода. В таком случае новая фаза возникает 
не в результате микроскопических флуктуаций, 
а в результате изменения параметра порядка 
и симметрии системы [Базаров, 1991].

Заключение

Таким образом, использование ФД раство-
ра глобулярного белка в координатах темпера-
тура – энтропия {TS}, полученной путем анали-
за изобарических сечений ФД в координатах 
давление – температура {PT}, позволило пока-
зать сопряженность метастабильных и неста-
бильных состояний раствора с образованием 
в том же растворе интермедиатов сворачива-
ния белка. Обосновано предположение о том, 
что интермедиаты группируются в отдельные 

микрофазы, которые стабилизируются за счет 
капиллярного эффекта. Капиллярное давление 
балансирует химический потенциал интерме-
диатов так, что они могут находиться в мета-
стабильном равновесии с молекулами денату-
рированного и нативного белка в процессе ФП 
1 рода. При этом внешнее давление остается 
одинаковым для всех фаз. Такой подход позво-
ляет также показать, что метастабильные фазо-
вые равновесия нативный белок – интермедиат 
и денатурированный белок – интермедиат име-
ют признаки равновесия типа L–L в области как 
низких, так и повышенных температур, и объ-
яснить их возникновение вдали от области ФП 
1 рода. При переходе через линию критических 
состояний из области как низких, так и высоких 
температур в область промежуточных темпера-
тур возникают мезофазные состояния раство-
ра нативного белка. В этих состояниях раствор 
макроскопически однороден, но содержит ди-
намические нанокластеры из интермедиатов 
белка. В дальнейшем использование транс-
формации ФД, в частности в координаты тем-
пература – плотность упаковки (структурная 
координата), может позволить отобразить по-
лиморфные состояния белка в растворе и вы-
яснить механизм их возникновения.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (0221‑2017‑0044).
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.115.32:582.632.1

ФРАКЦИОННЫЙ И ЖИРНОКИСЛОТНЫЙ СОСТАВ 
СУММАРНЫХ ЛИПИДОВ ПОЧЕК РАСТЕНИЙ РОДА 
BETULA L. В ПЕРИОД РАСПУСКАНИЯ

Н. П. Чернобровкина1, И. В. Морозова2, М. К. Ильинова1

1 Институт леса КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия 
2 Институт водных проблем Севера КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН»,  
 Петрозаводск, Россия

Проведено выделение из распускающихся почек растений рода Betula L. смесью 
хлороформа и метанола органических соединений, принятых за суммарные липи-
ды (СЛ), и последовательными растворителями хлороформом, ацетоном и метано-
лом – органических соединений, принятых соответственно за нейтральные липиды 
(НЛ), гликолипиды (ГЛ) и фосфолипиды (ФЛ). Показано, что содержание СЛ в про-
цессе распускания почек деревьев с морфологическими признаками березы пу-
шистой Betula pubescens Ehrh., березы повислой Betula pendula Roth и карельской 
березы Betula pendula Roth var. carelica (Mercklin) Hämet-Ahti варьировало в диапа-
зоне 27–45 % от абсолютно сухой массы (а. с. м.). СЛ были представлены в основ-
ном фракцией НЛ – до 42 % от а. с. м., фракции ГЛ и ФЛ не превышали 13 и 8 % 
соответственно. Ненасыщенные жирные кислоты (ЖК) в почках берез составляли 
до 85 % от суммы ЖК. Основную долю их представляли линолевая и линоленовая 
кислоты (до 44 и 39 % от суммы ЖК соответственно), из насыщенных – пальмитино-
вая (до 32 %). Содержание линолевой кислоты снижалось в процессе распускания 
почек. Выявлены особенности липидного состава распускающихся почек берез, 
различающихся по морфологическим признакам.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Betula pubescens Ehrh.; Betula pendula Roth; Betula pendula 
Roth var. carelica (Mercklin) Hämet-Ahti; почки; фазы распускания; суммарные; ней-
тральные; фосфо- и гликолипиды; жирные кислоты.

N. P. Chernobrovkina, I. V. Morozova, M. K. Ilyinova. THE COMPOSITION 
OF TOTAL LIPID FRACTIONS AND FATTY ACIDS IN BUDS OF BIRCH 
SPECIES DURING BUD BREAK

In the process of bud break in downy birch Betula pubescens Ehrh., silver birch Betula 
pendula Roth, and Karelian birch Betula pendula var. carelica Merckl., total lipid (TL) con-
tent in buds varied within 27–45 % of absolute dry weight (a. d. w.). The chief TL fraction 
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Введение

К настоящему времени опубликовано зна-
чительное количество работ, посвященных 
изучению сезонных изменений фракционно-
го и жирнокислотного состава (ЖКС) липидов 
разных органов берез [Чернобровкина, Ильи-
нова, 1983; Родионов и др., 1987; Ветчинникова 
и др., 2000; Шуляковская и др., 2004; Ветчинни-
кова, 2004, 2005]. Большое внимание уделено 
изучению липидного состава почек растений: 
обнаружены различия в качественном соста-
ве липидов и их содержании в почках растений 
рода Betula L. с морфологическими призна-
ками, характерными для разных видов и форм 
березы, проведены исследования эндогенной, 
возрастной, сезонной, географической измен-
чивости разных представителей рода Betu‑
la L., исследован ЖКС и определены преобла-
дающие жирные кислоты (ЖК) липидов почек 
берез. При изучении сезонной динамики со-
держания липидов в почках березы пушистой, 
повислой и карельской березы было показа-
но, что максимум накопления липидов прихо-
дится на осенне-зимний период [Ветчиннико-
ва, 2004]. Весной количество липидов в почках 
снижается в связи с использованием их на ро-
стовые процессы [Родионов и др., 1987]. Из-
менения фракционного и ЖКС липидов, про-
исходящие в почках растений рода Betula L. 
по фазам их развития при переходе растений 
из состояния вынужденного покоя в вегетаци-
онный период, остаются неисследованными.

Целью нашей работы было изучение фрак-
ционного и ЖКС суммарных липидов почек ра-
стений рода Betula L. по фазам распускания.

Материалы и методы

Исследовали вегетативные почки 30-летних 
растений рода Betula L. с характерными мор-
фологическими признаками березы пушистой 
Betula pubescens Ehrh. (далее – береза пуши-
стая), березы повислой Betula pendula Roth 

(береза повислая) и карельской березы Betula 
pendula Roth var. carelica (Mercklin) Hämet-Ahti 
(карельская береза), произрастающих на опыт-
ных участках Агробиологической станции Ка-
рельского научного центра РАН в окрестностях 
города Петрозаводска. Для проведения экспе-
римента осуществили идентификацию иссле-
дуемых берез по морфологическим признакам, 
по которым отнесли исследуемые растения 
к двум видам и подвиду [Ермаков, 1986; Вет-
чинникова, 2004]. Береза повислая характери-
зовалась прямым стройным стволом, высотой 
13–15 м, диаметром 21–25 см на расстоянии 
1 м от земли, имела ажурную крону и свиса-
ющие вниз ветви, однолетние побеги были 
красновато-бурые со смолистыми желёзка-
ми – «бородавками», поверхность листа мато-
вая. Береза пушистая характеризовалась также 
прямым стройным стволом, высотой 10–12 м 
и диаметром 17–21 см, имела плотную крону 
с распростертыми вверх ветвями, ауксибласты 
были красновато-бурого цвета, покрытые гу-
стым опушением, листья также характеризова-
лись ярко выраженным опушением. Карельская 
береза была прямоствольной, высотой 5–7 м, 
с диаметром ствола 11–14 см, на стволе отме-
чалось наличие характерных вздутий, неров-
ностей и бугорчатых выпуклостей, выявлена 
высокая степень узорчатости текстуры древе-
сины. Для исследований использовали по три 
растения с типичными для двух видов и подви-
да морфологическими признаками.

Исследования проводили с 29 апреля по 
20 мая 2008 г. Почки со всех исследованных 
берез отбирали одновременно в утренние часы 
(10–11 ч) с боковых побегов средней части кро-
ны южной экспозиции в соответствии с фено-
фазами распускания почек: I фаза – набухание 
почек (почки заметно увеличились в размерах, 
конец апреля), II фаза – разверзание почек 
(в верхней части почек появился конус моло-
дых листьев, начало мая); III фаза – раскрытие 
вегетативных почек (молодые листья сложены 
в трубочку, вторая декада мая); IV фаза – мо-

was neutral lipids, contributing up to 42 % of a. d. w., whereas glyco- and phospholip-
ids did not exceed 13 and 8 %, respectively. Unsaturated FA in birch buds contributed 
up to 85 % to total FA. They were primarily represented by linoleic and linolenic acids 
(up to 44 and 39 % of total FA, respectively). The most abundant saturated FA was pal-
mitic acid (up to 32 %). Linoleic acid content declined further into the bud break peri-
od. Species-specific features of the lipid composition of breaking buds in the birches 
were identified.

K e y w o r d s: Betula pubescens Ehrh.; Betula pendula Roth; Betula pendula Roth var. 
carelica (Mercklin) Hämet-Ahti; buds; bud break phases; total; neutral; phospho- and gly-
colipids; fatty acids.
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лодые листья размером до 10 мм (обособле-
ние молодых листьев, поверхность листьев 
складчатая, видны черешки, третья декада мая) 
[Березовые…, 1992]. Фазы распускания почек 
у исследуемых растений прослеживали визу-
ально, в год проведения эксперимента по сро-
кам они совпадали.

Экстракцию из тканей суммарных липидов 
(СЛ) и их очистку проводили по общеприня-
тым методам [Folch et al., 1957; Кейтс, 1975]. 
Извлекали СЛ системой растворителей – хло-
роформ : метанол (2:1 по объему). Разделение 
липидов на фракции выполняли методом коло-
ночной хроматографии, где в качестве непод-
вижной фазы использовали силикагель Davisil 
Silica gel (mesh) 100–200, а в качестве подвиж-
ной фазы – систему последовательных раство-
рителей: хлороформ, ацетон, метанол соответ-
ственно для экстракции нейтральных липидов 
(НЛ), гликолипидов (ГЛ) и фосфолипидов (ФЛ). 
Процедура экстракции по J. Folch с соавторами 
[1957] системой растворителей хлороформ : 
метанол приводит к количественному извле-
чению в практически неизменном виде клеточ-
ных липидов, к которым относится огромное 
число органических соединений: углеводоро-
ды, спирты, альдегиды, кетоны и хиноны, нор-
мальные насыщенные кислоты, воски, эфиры 
стеринов и спиртов, витаминов A, D, E, простые 
эфиры глицерина, фосфолипиды, гликолипи-
ды. Дальнейшее разделение липидной сме-
си элюентами с разной степенью полярности 
приводит к делению СЛ на следующие фрак-
ции: НЛ (неполярные компоненты) – углеводо-
роды, каротиноиды и хлорофилл, воски, ЖК, 
альдегиды, кетоны; ГЛ (слабополярные компо-
ненты) – моно- и дигалактозилдиглицериды, 
цереброзиды, гликозиды стеринов, сульфоли-
пиды кардиолипина и фосфатидовой кислоты, 
следовые количества НЛ; ФЛ (сильнополярные 
компоненты) представляют собой ФЛ и сле-
ды ГЛ [Кейтс, 1975]. Поэтому представленное 
в нашей работе обозначение фракций базиро-
валось на общепринятой методике и обосно-
вывалось преобладанием в них определенных 
фракций липидов. Объем растворителя, не-
обходимый для полного извлечения каждой 
фракции, контролировали методом сжигания 
липидов в концентрированной серной кислоте 
при 200 °С (в электрическом блоке 15 минут) 
с последующим спектрофотометрированием 
растворов при 375 нм [Marsh, Weinstein, 1966]. 
Стандартным весовым методом определяли 
массу СЛ и их фракций в % от абсолютно сухой 
массы почек.

Жирные кислоты (ЖК) СЛ исследовали 
в виде метиловых эфиров, которые получа-

ли переэтерификацией липидов метанолом 
в присутствии ацетилхлорида. Разделение 
смеси ЖК на составляющие компоненты осу-
ществляли на газожидкостном хроматографе 
«Хроматэк-Кристалл 5000.1» (Йошкар-Ола, 
Россия) с использованием капиллярной ко-
лонки Zebron ZB-FFAP (50 м × 0,32 мм). Анализ 
проводили в изотермическом режиме: темпе-
ратура колонки 190 °С, испарителя – 240 °С, 
детектора пламенно-ионизационного – 260 °С. 
Газ-носитель – азот. Скорость пропускания че-
рез колонку азота, водорода, воздуха – 50, 40, 
400 мл/мин соответственно. Идентифицирова-
ли ЖК с помощью метчиков – стандартных ЖК 
(Supelko, 37 компонентов, USA), а также сопо-
ставлением эквивалентной длины цепи с таб-
личными данными [Jamieson, 1975]. Концент-
рацию ЖК рассчитывали методом процентной 
нормализации по площадям пиков [Столяров 
и др., 1978]. ЖК были выделены в группы, от-
личающиеся по числу двойных связей в угле-
родной цепи: ненасыщенные (моно-, ди- и три-
еновые) (ННЖК) и насыщенные (без двойных 
связей) (НЖК). Индекс двойных связей (ИДС), 
характеризующий степень ненасыщенности 
ЖК, рассчитывали по методу Лайонса и др. [Ly-
ons et al., 1964]. Для сравнительного анализа 
липидов почек у разных берез были исполь-
зованы ЖК: пальмитиновая С16:0, стеариновая 
С18:0, олеиновая С18:1, линолевая С18:2, линолено-
вая С18:3.

Математическую обработку данных прово-
дили с помощью общепринятых методов ста-
тистики с использованием пакета программ 
Microsoft Excel. Результаты представлены 
в виде средних арифметических значений трех 
и более независимых экспериментов и их стан-
дартных ошибок, которые не превышали 10 %.

Результаты и обсуждение

Динамика СЛ и их фракций 
у распускающихся почек растений 
рода Betula L.

В распускающихся почках исследован-
ных берез количество СЛ составляло 27–45 % 
от абсолютно сухой массы (а. с. м.) (рис. 1). 
Высокое содержание СЛ в почках берез свя-
зано с тем, что, как отмечено выше, процедура 
экстракции по J. Folch с соавт. [1957] системой 
растворителей хлороформ : метанол приво-
дит к количественному извлечению клеточных 
липидов, к которым относится большое число 
органических соединений. Основная масса СЛ 
была представлена фракцией нейтральных ли-
пидов (НЛ) – до 42 % от а. с. м. (рис. 2). НЛ – 
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это эфиры глицерина и ЖК, они служат формой 
хранения углерода в растениях и используются 
в основном как источник энергии и запасных 
соединений для роста побегов и листьев [Ро-
дионов и др., 1987; Piispanen, Saranpää, 2004; 
Нестеров, 2007; Марковская, Шмакова, 2017]. 
Снижение уровня НЛ в почках берез на первых 
этапах распускания может быть обусловле-
но особенно интенсивным использованием их 
на ростовые процессы, когда еще не проис-
ходит в достаточном количестве пополнения 
энергетического материала в клетках растений 
за счет фотосинтеза и поступления элементов 
питания из почвы.

Фракции глико- и фосфолипидов (ГЛ и ФЛ) 
не превышали 13 и 8 % от а. с. м. соответствен-
но. Однонаправленного для всех берез изме-
нения содержания ГЛ в процессе распускания 
почек не наблюдалось. ГЛ – сложные липиды, 
в составе которых имеются молекулы углевод-
ной группы, являются основными компонента-
ми тилакоидных мембран хлоропластов. ФЛ со-
ставляют основу всех мембран клетки. Уровень 
этой фракции липидов у трех берез повышался 
в фазу раскрытия почек. Очевидно, в этот пе-
риод, в III фазу распускания почек, когда почки 
раскрываются и появляются молодые листья, 
ФЛ в них активно синтезируются и принимают 
участие в формировании клеточных структур. 
Ранее на основании сравнительного исследо-

вания липидного состава распускающихся по-
чек (без учета фаз развития) и молодых листь-
ев у березы повислой и березы пушистой было 
сделано заключение, что при распускании по-
чек сущест венно повышается содержание ФЛ 
в связи с активным образова нием клеточных 
структур, в мембраны которых они входят [Шу-
ляковская и др., 2004]. Наши данные показа-
ли, что это происходит в III фазу распускания 
почек. Перед появлением хвои в меристемах 
почек хвойных растений содержание ГЛ и ФЛ 
в мембранах также значительно возрастало, 
что объясняют увеличением размеров клеток 
и формированием их фотосинтетического ап-
парата [Алаудинова, 2011].

Динамика ЖК СЛ у распускающихся почек 
растений рода Betula L.

В СЛ почек исследованных берез поддер-
живался высокий уровень ненасыщенных ЖК 
(ННЖК) – до 85 % от суммы ЖК, свидетельст-
вующий о немалой степени жидкостности мем-
бран клеток развивающихся почек, что, оче-
видно, является необходимым условием для 
активно протекающих в этот период метабо-
лических процессов и обеспечивает защитные 
функции растений от возможных неблагопри-
ятных климатических условий в весенний пери-
од (табл.). Показатели индекса двойных связей 
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Рис. 1. Содержание суммарных липидов в почках растений рода Betula L. в период распу-
скания. Здесь и на рис. 2:
1 – Betula pubescens Ehrh., 2 – B. pendula Roth, 3 – B. pendula var. carelica Merckl.

Fig. 1. Total lipid content in buds of birch of different species and forms during bud break. Here 
and in Fig. 2:
1 – Betula pubescens Ehrh., 2 – B. pendula Roth, 3 – B. pendula var. carelica Merckl.
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Рис. 2. Динамика содержания нейтральных липидов (а), глико- (б) и фосфолипидов (в) 
в почках растений рода Betula L. в период распускания
Fig. 2. Variation of the content of neutral lipids (а), glyco- (б) and phospholipids (в) in buds of birch 
of different species and forms during bud break
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(ИДС) ЖК СЛ почек имели значения больше 1,0 
у всех трех объектов, что говорит о высокой 
доле в составе СЛ ННЖК, содержащих в своем 
составе кратные связи. Значительная степень 
ненасыщенности ЖК мембранных липидов 
определяет физическое состояние биологи-
ческих мембран, что важно для поддержания 
текучести липидного окружения мембранных 
белков и особенно ферментов, обеспечения 
пропускной способности мембран для ионов 
и молекул, а это, в свою очередь, определяет 
характер и интенсивность метаболизма в клет-
ках [Somerville, Browse, 1991; Hugly, Somer-
ville, 1992; Смирнов, Богдан, 2007; Лось, 2014]. 
В почках разных видов берез преобладали ди-
еновые и триеновые кислоты, в листьях – трие-
новые [Ветчинникова и др., 2000; Шуляковская 
и др., 2004]. Предполагается, что при форми-
ровании листьев происходит десатурация ЖК 
с образованием новых двойных связей. Так-
же при формировании фотосинтетического 
аппарата в клетках молодой хвои Larix sibirica 
Ledeb., Picea obovata Ledeb. и Pinus sylvestris 
L. в составе ННЖК ГЛ почти вдвое возрастала 
доля триеновых ЖК [Алаудинова, 2011]. Сле-
дует отметить, что максимальное содержание 
ННЖК в почках растений рода Betula и у хвой-
ных растений отмечалось в зимний период, что 
обеспечивало поддержание жидкого фазового 
состояния мембран [Ветчинникова, 2004; Алау-

динова, 2011; Романова и др., 2016]. При пере-
ходе растений от зимнего к весеннему периоду 
повышалась скорость гидрогенизации двойных 
связей ННЖК и, как следствие, происходило 
снижение их доли в ЖКС липидов. Изменения 
в ЖКС лиственных и хвойных древесных расте-
ний свидетельствуют о наличии у них опреде-
ленной аналогии в перестройке клеточно го ме-
таболизма в сезонных циклах их развития.

Группу ННЖК почек исследованных берез 
в период распускания составляли преимущест-
венно линолевая С18:2 и линоленовая С18:3 кисло-
ты (до 44 и 39 % от суммы ЖК соответственно). 
Растения, в отличие от животных, могут синте-
зировать эти ЖК, которые в основном и опре-
деляют состояние мембран [Miquel, Browse, 
1992; Macartney et al., 1994; Васьковский, 1997; 
Лось, 2001; Hills, Roscoe, 2006; Dörmann, 2006; 
Алаудинова, Миронов, 2011; Попов и др., 2017]. 
Уровень линоленовой кислоты в СЛ почек ис-
следованных берез во все фазы распускания 
был высоким. Значительное количество этой 
кислоты в СЛ почек обеспечивало активные ме-
таболические процессы, связанные со струк-
турно-функциональными изменениями при пе-
реходе растения из состояния вынужденного 
покоя к активной вегетации. При росте листо-
вой пластинки у березы повислой и березы пу-
шистой происходило снижение относительного 
со держания линолевой кислоты (С18:2) и повы-

Состав жирных кислот (ЖК) суммарных липидов почек растений рода Betula L. по фазам распускания
The composition of total lipid fatty acids (FA) in buds of plants of the genus Betula L. at different phases of bud break

Фаза 
распускания

Bud break 
phase

Содержание ЖК (% от суммы ЖК)
Content of FA (% of the sum of FA)

16:0 18:0 18:1 (n-9) 18:2 (n-6) 18:3 (n-3) ∑ насыщ.
∑ saturated

∑ ненасыщ.
∑ unsaturated

ИДС
DBI

B. pubescens
I 29,34а 9,11а 4,64а 38,29в 18,62а 38,45а 61,55а 1,37а
II 32,40а 8,08а 3,24а 34,64 21,64а 40,48а 59,52а 1,37а
III 27,82в 4,81в 14,67а 30,99а 21,70а 32,63в 67,36в 1,41в
IV 30,61в 12,63а 7,07а 26,13в 23,56а 43,24а 56,76а 1,30а

B. pendula
I 12,79 2,12 6,86 39,31в 38,91в 14,91 85,08 2,02
II 18,17 1,86 6,08в 35,03в 38,86в 20,03 79,97 1,92
III 29,54в 4,05в 10,4в 25,71в 30,30 33,59в 66,41в 1,52в
IV 27,28в 4,22в 9,52 28,43в 30,55 31,50в 68,50в 1,58в

B. pendula var. carelica
I 13,68 2,17 6,88 44,34 32,94 15,85 84,16 1,94
II 18,49 2,25 9,91 40,60 28,76 20,74 79,27 1,77
III 17,70 2,90 7,53 38,74 33,14 20,60 79,41 1,84
IV 17,54 2,25 11,65 33,76 34,80 19,79 80,21 1,83

Примечание. а – различия достоверны по сравнению с показателями, характеризующими соответствующую фазу у двух 
других берез при p ≤ 0,05; в – различия достоверны по сравнению с показателями, характеризующими соответствующую 
фазу у карельской березы при p ≤ 0,05.
Note. а – differences are significant compared to the values describing the same phase in two other birch forms/species at p ≤ 0.05; 
в – differences are significant compared to the values describing the same phase in Karelian birch at p ≤ 0.05.
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шение линоленовой (С18:3), что было наиболее 
выражено в ГЛ листьев [Шуляковская и др., 
2004]. Увеличение степени ненасыщенности 
ЖК в процессе развития листа связывают с би-
огенезом хлоропластов, мембраны тилакоидов 
которых отличаются высоким уровнем ННЖК 
(до 85–90 % от суммы ЖК) [Murphy, 1986]. 
Триеновые ЖК обладают значительно более 
низкой по сравнению с насыщенными, моно- 
и диеновыми ЖК температурой плавления, что 
крайне важно для со хранения мембранами 
жидкокристаллического со стояния, обеспечи-
вающего активное протекание метаболических 
процессов в клетке. Преимущественное нако-
пление линоленовой кислоты именно в тила-
коидных мембранах хлоропластов обусловле-
но той важной ролью, которую играет данная 
ЖК в процессе фото синтеза. Эта ЖК способна 
принимать спиральную конформацию, что по-
зволяет включающим ее липидам образовы-
вать комплексы с мембранными белками и пиг-
ментами при построении фотосинте тических 
субъединиц и обеспечивает возмож ность пе-
реноса электронов по электронтранспортной 
цепи хлоропластов [Laskay, 1986].

Обнаруженное нами в процессе распускания 
почек у исследованных берез снижение уровня 
линолевой кислоты, возможно, обусловлено 
использованием ее в метаболических процес-
сах при переходе растения к активной веге-
тации. В СЛ листьев по сравнению с почками 
у березы повислой и березы пушистой наблю-
далось повышенное содержание триеновых 
кислот (главным образом линоленовой) за счет 
пониженного уровня диеновых (преимущест-
венно линолевой) [Ветчинникова и др., 2000], 
и, как отмечено выше, при росте листовой пла-
стинки происходило снижение со держания 
линолевой кислоты [Шуляковская и др., 2004]. 
В весенний период динамика ННЖК в почках 
лиственных древесных пород (судя по березе) 
и хвойных растений различается и у разных ви-
дов хвойных растений имеет характерные для 
вида особенности [Ветчинникова и др., 2000; 
Шуляковская и др., 2004; Алаудинова, 2011; Ро-
манова и др., 2016].

В почках исследованных берез в группе НЖК 
преобладала пальмитиновая (до 32 % от суммы 
ЖК). Ранее также было показано, что в почках 
и листьях березы повислой и пушистой эта 
кислота составляла максимальное количество 
среди НЖК [Чернобровкина, Ильинова, 1983; 
Родионов и др., 1987; Ветчинникова и др., 2000; 
Шуляковская и др., 2004]. В распускающихся 
почках исследованных берез однонаправлен-
ного изменения содержания пальмитиновой 
и стеариновой кислот не наблюдалось.

Различия в липидном составе 
распускающихся почек у различающихся 
по морфологическим признакам растений 
рода Betula L.

Значительные изменения уровня СЛ в распу-
скающихся почках происходили только у березы 
пушистой. В фазу набухания почек уровень СЛ 
у нее в 1,4 раза превышал этот показатель у бе-
резы повислой, в 1,5 раза – у карельской бере-
зы и в 1,5 и 1,3 раза превышал уровень липидов 
в молодых листьях у березы повислой и карель-
ской березы соответственно. Ранее также было 
показано, что у почек растений с морфологиче-
скими показателями березы пушистой по срав-
нению с березой повислой, идентифицирован-
ной по морфологическим признакам, высоко 
содержание СЛ, повышенный уровень коротко-
цепочковых и насыщенных ЖК [Ветчинникова 
и др., 2000; Ветчинникова, 2004]. В фазы раз-
верзания и особенно раскрытия почек уровень 
СЛ в них у трех берез был близким. У березы 
пушистой отмечалось самое высокое содержа-
ние НЛ в набухших почках и в молодых листьях. 
В фазу раскрытия почек уровень НЛ в их соста-
ве был одинаковым у всех берез (24 % от а. с. 
м.). Динамика НЛ в почках трех берез в первые 
три фазы распускания была идентичной, в IV 
фазу – в молодых листьях по сравнению с III фа-
зой у березы пушистой содержание НЛ повы-
шалось, а у других берез – снижалось.

В почках березы пушистой в процессе рас-
пускания отмечалось минимальное количество 
ГЛ, кроме фазы раскрытия, когда уровень ее 
повышался и достигал значения этого показа-
теля у березы повислой (11 % от а. с. м.). В поч-
ках березы повислой уровень ГЛ не изменялся 
в период исследования, а у карельской березы 
содержание этой фракции понижалось к фазе 
раскрытия почек и оставалось на том же уровне 
в молодых листьях.

У березы повислой в набухающих почках, 
и особенно в фазу их раскрытия, содержание ФЛ 
было значительно выше (4–8 % от а. с. м.), чем 
у других берез, в то время как в фазу разверза-
ния и в молодых листьях уровни ФЛ у всех иссле-
дованных берез сближались. У березы пушистой 
уровень ФЛ в почках был неизменным (до 2 % 
от а. с. м.) в период исследования, за исключе-
нием фазы раскрытия почек, когда он повышал-
ся (до 4 % от а. с. м.). У березы повислой и ка-
рельской березы отмечалась идентичная ди-
намика ФЛ в почках – снижение уровня во II и IV 
фазы при повышенном содержании в I и III фазы.

У березы пушистой, в отличие от других бе-
рез, отмечался самый низкий уровень ННЖК 
(57–67 % от суммы ЖК) во все фазы. В почках 
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березы повислой в последние две фазы рас-
пускания сумма данной группы ЖК снижалась, 
а в почках карельской березы в период иссле-
дования оставалась без изменений.

Самое низкое содержание линоленовой 
кислоты обнаружено у березы пушистой в на-
бухших почках (19 % от суммы ЖК), в дальней-
шем в процессе распускания почек отмечалась 
тенденция к увеличению уровня этой кислоты 
(до 24 %). В почках березы повислой уровень 
линоленовой кислоты в III и IV фазах был пони-
женным по сравнению с двумя первыми фаза-
ми, у карельской березы ее содержание оста-
валось стабильным в период исследования. 
Уровень линолевой кислоты был самый высо-
кий в почках карельской березы по сравнению 
с другими березами.

Содержание пальмитиновой кислоты в поч-
ках березы пушистой в исследуемый период 
было стабильно высокое (28–32 % от суммы 
ЖК). Уровень ее значительно увеличивался 
в последние две фазы распускания почек бе-
резы повислой (в 2,3 раза) и оставался относи-
тельно стабильным у карельской березы (14–
18 %). Уровень стеариновой кислоты в почках 
берез составлял лишь 2–13 %. Он был более 
высоким в почках березы пушистой по срав-
нению с другими березами, и лишь в фазе 
раскрытия почек содержание ее приближа-
лось к уровню у других берез. У березы пови-
слой уровень стеариновой кислоты повышался 
вдвое в две последние фазы. У карельской бе-
резы ее содержание было самым низким в по-
следние две фазы распускания почек – вдвое 
ниже, чем у березы повислой, и в 5,6 раза ниже, 
чем у березы пушистой.

Заключение

В результате исследований у растений рода 
Betula L. выявлены тенденции, касающиеся из-
менения содержания СЛ, их фракций и ЖК СЛ 
в почках по фазам распускания. Содержание 
СЛ варьировало от 27 до 45 % от а. с. м. в зави-
симости от фазы распускания почек. В соста-
ве СЛ преобладали НЛ (до 42 % от а. с. м.), ГЛ 
и ФЛ не превышали 13 и 8 % соответственно. 
ННЖК составляли до 85 % от суммы ЖК. Пре-
обладание ННЖК в СЛ почек берез позволяет 
сохранять текучесть мембран их тканей на фи-
зиологически активном уровне, обеспечиваю-
щем интенсивные структурно-функциональные 
изменения в распускающихся почках и устой-
чивость их к возможным неблагоприятным кли-
матическим условиям в весенний период.

Основной вклад в группу ННЖК почек бе-
рез вносили линолевая и линоленовая (до 44 

и 39 % от суммы ЖК соответственно), в группу 
НЖК – пальмитиновая (до 32 %). Установлен-
ное снижение содержания линолевой кисло-
ты в почках берез в процессе их распускания, 
вероятно, связано с использованием этой 
кислоты в метаболических процессах, на-
правленных на формирование структур моло-
дого листа, при дальнейшем росте которого 
продолжается ее снижение и накапливаются 
триеновые кислоты, преимущественно ли-
ноленовая, активно участвующая в процессе  
фотосинтеза.

Особенности липидного состава распуска-
ющихся почек исследуемых берез, различаю-
щихся по морфологическим признакам, заклю-
чаются в следующем. У березы пушистой, в от-
личие от двух других берез, отмечался высокий 
уровень СЛ и фракции НЛ в набухших почках 
и молодых (до 10 мм) листьях; низкий уровень 
ГЛ и ФЛ, за исключением фазы раскрытия по-
чек; высокое содержание НЖК (до 43 % от сум-
мы) (кроме III фазы), обусловленное преиму-
щественно высоким уровнем пальмитиновой 
и стеариновой кислот; низкий уровень лино-
леновой кислоты и олеиновой (кроме III фазы). 
У близкородственных растений – березы пови-
слой и ее подвида карельской березы – показа-
тели, характеризующие содержание исследуе-
мых липидных соединений в распускающихся 
почках, составляли близкие величины. Отличи-
тельной особенностью карельской березы яв-
ляется значительно более низкий уровень ФЛ 
в фазе раскрытия почек по сравнению с дру-
гими березами, пальмитиновой и стеариновой 
кислот – в последние две фазы их распускания, 
а также стабильное содержание суммы ННЖК 
и повышенный уровень линолевой кислоты 
в период исследования.

Выявленные различия в содержании СЛ, их 
фракций и жирнокислотного состава у распу-
скающихся почек различающихся по морфо-
логическим показателям берез могут отражать 
особенности липидного обмена тканей в про-
цессе развития почек в весенний период. Фи-
зиолого-биохимические механизмы, обуслов-
ливающие процессы аккумуляции липидных 
соединений в почках разных видов и форм ра-
стений рода Betula L. в годичном цикле их раз-
вития, в частности, по фазам распускания, яв-
ляются во многом нераскрытыми и представ-
ляют интерес для дальнейших исследований.

Исследования выполнены на научном обору‑
довании Центра коллективного пользования Фе‑
дерального исследовательского центра «Карель‑
ский научный центр Российской академии наук». 
Финансовое обеспечение исследований осу‑
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ществлялось из средств федерального бюджета 
на выполнение государственного задания КарНЦ 
РАН (Институт леса КарНЦ РАН).

Литература

Алаудинова Е. В. Экологические особенности 
низкотемпературной адаптации лесообразующих 
хвойных видов Сибири: структурно-химические из-
менения меристем почек: Дис. … докт. биол. наук. 
Красноярск, 2011. 462 с.

Алаудинова Е. В., Миронов П. В. Сосна обыкно-
венная: особенности метаболизма мембранных ли-
пидов живых тканей почек // ИВУЗ. Лесной журнал. 
2011. № 4. С. 17–23.

Березовые леса Беларуси: типы, ассоциации, 
сезонное развитие и продуктивность / Под ред. 
И. Д. Юркевича. Минск: Навука і тэхніка, 1992. 183 с.

Васьковский В. Е. Липиды // Соросовский обра-
зоват. журнал. 1997. № 3. С. 32–37.

Ветчинникова Л. В. Береза: вопросы изменчиво-
сти. М.: Наука, 2004. 183 с.

Ветчинникова Л. В. Карельская береза и дру-
гие редкие представители рода Betula L. М.: Наука, 
2005. 269 с.

Ветчинникова Л. В., Шуляковская Т. А., Канючко‑
ва Г. К. Жирнокислотный состав суммарных липидов 
различных органов Betula pendula Roth. и В. pubes‑
cens Ehrh., произрастающих в Карелии // Раст. ре-
сурсы. 2000. Т. 36(2). С. 85–92.

Ермаков В. И. Механизмы адаптации березы 
к условиям Севера. Л.: Наука, 1986. 144 с.

Кейтс М. Техника липидологии. М.: Мир, 1975. 
322 с.

Лось Д. А. Структура, регуляция экспрессии 
и функционирование десатураз жирных кислот 
// Успехи биол. химии. 2001. Т. 41. С. 161–198.

Лось Д. А. Десатуразы жирных кислот. М.: Науч-
ный мир, 2014. 346 с.

Марковская Е. Ф., Шмакова Н. Ю. Растения и ли-
шайники Западного Шпицбергена. Петрозаводск: 
ПетрГУ, 2017. 270 с.

Нестеров В. Н. Состав нейтральных липидов Hid‑
rilla verticillata (L. FIL.) в условиях аккумуляции и эли-
минации ионов тяжелых металлов // Прикл. пробле-
мы экологии. 2007. С. 1045–1054.

Попов В. Н., Антипина О. В., Пчелкин В. П., Цы‑
денданбаев В. Д. Изменение жирнокислотного со-
става липидов хлоропластных мембран растений 
табака при низкотемпературном закаливании // Фи-
зиология растений. 2017. Т. 62, № 2. С. 109–115.

Родионов В. С., Ильинова М. К., Шуляковская Т. А. 
Годичные ритмы концентрации и жирнокислотно-
го состава липидов почек березы // Лесоведение. 
1987. № 4. C. 57–64.

Романова И. М., Живетьев М. А., Дударева Л. В., 
Граскова И. А. Динамика жирнокислотного состава 
и активности ацил-липидных десатураз в хвое Pinus 
sylvestris L., произрастающей в Иркутской области 
// Химия растит. сырья. 2016. № 2. С. 61–66.

Смирнов Л. П., Богдан В. В. Липиды в физиоло-
го-биохимических адаптациях эктотермных организ-

мов к абиотическим и биотическим факторам среды. 
М.: Наука, 2007. 182 с.

Столяров Б. В., Савинов И. М., Витенберг А. Г. 
Руководство к практическим работам по газовой 
хроматографии. Л.: Химия, 1978. 294 с.

Чернобровкина Н. П., Ильинова М. К. Состав 
жирных кислот глико- и фосфолипидов почек и ли-
стьев березы повислой // Липидный обмен древес-
ных растений в условиях Севера. Петрозаводск: Ка-
рел. фил. АН СССР, 1983. С. 112–118.

Шуляковская Т. А., Ветчинникова Л. В., Канючко‑
ва Г. К., Ильинова М. К. Содержание липидов и жирно-
кислотный состав их фракций в различные фазы раз-
вития почек и листьев Betula pendula Roth и В. pubes‑
cens Ehrh. // Раст. ресурсы. 2004. Т. 40(1). С. 69–75.

Dörmann P. Lipid synthesis, metabolism and trans-
port. (Chapter 17) // Advances in photosynthesis 
and respiration. The structure and function of plastids 
/ Ed. by R. R. Wise, J. K. Hoober. Dordrecht: Spring-
er-Verlag, 2006. Р. 335–353.

Folch J., Lees M., Stanley G. H. A simple method for 
the isolation and purification of total lipids from animal tis-
sues // J. Biol. Chem. 1957. Vol. 226, no. 1. P. 497–509.

Hills M. J., Roscoe T. J. Synthesis of Structural 
and Storage Lipids by the ER // Plant Cell Monographs. 
The Plant Endoplasmic Reticulum / Ed. by D. G. Robin-
son. 2006. Vol. 4. Р. 155–186.

Hugly S., Somerville C. A role for membrane lipid 
polyunsaturation in chloroplast biogenesis at low tem-
perature // Plant Physiol. 1992. Vol. 99. P. 197–202.

Jamieson G. R. GLC identification techniques for 
long-chain unsaturated fatty acids // J. Chromat. Sci. 
1975. Vol. 13. P. 491–497.

Laskay G., Lehoczki E. Correlation between linolenic 
acid deficiency in chloroplast membrane lipids and de-
creasing photosynthetic activity in barley // Biochim. 
Biophys. Acta. 1986. Vol. 849, no. 1. P. 77–84.

Lyons J. M., Wheaton T. A., Pratt H. K. Relationship 
between the physical nature of mitochondrial mem-
branes and chilling sensitivity in plant // Plant Physiolo-
gy. 1964. Vol. 39, no. 2. P. 262–268.

Marsh J. B., Weinstein D. B. Simple charring method 
for determination of lipids // J. Lipids Res. 1966. Vol. 7, 
no. 4. P. 574–576.

Macartney A. I., Maresca B., Cossins A. R. Tempera-
ture adaptation of biological membranes / Ed. A. R. Cos-
sins. London: Portland Press, 1994. P. 129–139.

Miquel M., Browse J. Arabidopsis Mutants Deficient 
in Polyunsaturated Fatty Acid Synthesis. Biochemical 
and Genetic Characterization of a Plant Oleoyl-Phospha-
tidylcholine Desaturase // J. Biol. Chem. 1992. Vol. 267. 
P. 1502–1509.

Murphy D. J. The molecular organisation of the pho-
tosynthetic membranes of higher plants // Biochim. Bio-
phys. Acta. 1986. Vol. 864. P. 33–94.

Piispanen R., Saranpää P. Seasonal and within-stem 
variations of neutral lipids in silver birch (Betula pendula) 
wood Tree Physiology. 2004. No. 24. Р. 991–999.

Somerville C., Browse J. Plant Lipids: Metabolism, 
Mutants and Membranes // Science. 1991. Vol. 252. 
P. 80–87.

Поступила в редакцию 21.02.2018



25

References

Alaudinova E. V. Ekologicheskie osobennosti nizko-
temperaturnoi adaptatsii lesoobrazuyushchikh khvoi-
nykh vidov Sibiri: strukturno-khimicheskie izmeneniya 
meristem pochek [Ecological patterns of low-tempera-
ture adaption in stand-forming coniferous species of Si-
beria: structural chemical changes of bud meristem]: 
Dsc (Dr. of Biol.) thesis. Krasnoyarsk, 2011. 462 p.

Alaudinova E. V., Mironov P. V. Sosna obyknoven-
naya: osobennosti metabolizma membrannykh lipidov 
zhivykh tkanei pochek [Scots pine: features of meta-
bolism of membrane lipids of living bud tissues]. IVUZ. 
Lesnoi zhurn. [Bull. Higher Ed. Inst. Forestry J.]. 2011. 
No. 4. P. 17–23.

Berezovye lesa Belarusi: tipy, assotsiatsii, sezonnoe 
razvitie i produktivnost’ [Birch forests of Belarus: types, 
associations, seasonal development and productivity]. 
Minsk: Navuka і tekhnіka, 1992. 183 p.

Chernobrovkina N. P., Il’inova M. K. Sostav zhirnykh 
kislot gliko- i fosfolipidov pochek i list’ev berezy povisloi 
[The composition of fatty acids of glyco-and phospho-
lipids in silver birch buds and leaves]. Lipidnyi obmen 
drevesnykh rastenii v usloviyakh Severa [Lipid meta-
bolism in trees under boreal conditions]. Petrozavodsk: 
Karel. fil. AN SSSR, 1983. P. 112–118.

Ermakov V. I. Mekhanizmy adaptatsii berezy k uslovi-
yam Severa [Mechanisms of birch adaptation to boreal 
conditions]. Leningrad: Nauka, 1986. 144 p.

Keits M. Tekhnika lipidologii [Lipidology techniques]. 
Moscow: Mir, 1975. 322 p.

Los’ D. A. Struktura, regulyatsiya ekspressii i funk-
tsionirovanie desaturaz zhirnykh kislot [Structure, regu-
lation of expression and function of fatty acids desatu-
rases]. Uspekhi biol. khimii [Biol. Chem. Reviews]. 2001. 
Vol. 41. P. 161–198.

Los’ D. A. Desaturazy zhirnykh kislot [Fatty acid de-
saturases]. Moscow: Nauchnyi mir, 2014. 346 p.

Markovskaya E. F., Shmakova N. Yu. Rasteniya i lishai-
niki Zapadnogo Shpitsbergena [Plants and lichens of West-
ern Spitsbergen]. Petrozavodsk: PetrGU, 2017. 270 p.

Nesterov V. N. Sostav neitral’nykh lipidov Hidrilla ver‑
ticillata (L. FIL.) v usloviyakh akkumulyatsii i eliminatsii 
ionov tyazhelykh metallov [The composition of neutral 
lipids in Hidrilla verticillata (L. FIL.) under the accumu-
lation and elimination of heavy metal ions]. Prikl. probl. 
ekol. [Appl. Iss. Ecol.]. 2007. P. 1045–1054.

Popov V. N., Antipina O. V., Pchelkin V. P., Tsyden‑
danbaev V. D. Izmenenie zhirnokislotnogo sostava lipi-
dov khloroplastnykh membran rastenii tabaka pri nizko-
temperaturnom zakalivanii [Change in fatty acid com-
position of lipids of chloroplast membranes of tobacco 
plants during low-temperature hardening]. Fiziol. ras‑
tenii [Plant Physiol.]. 2017. Vol. 62, no. 2. P. 109–115.

Rodionov V. S., Il’inova M. K., Shulyakovskaya T. A. 
Godichnye ritmy kontsentratsii i zhirnokislotnogo 
sostava lipidov pochek berezy [Annual rhythms of con-
centration and fatty acid composition of lipids in birch 
buds]. Lesovedenie [Russ. J. Forest Sci.]. 1987. No. 4. 
P. 57–64.

Romanova I. M., Zhivet’ev M. A., Dudareva L. V., 
Graskova I. A. Dinamika zhirnokislotnogo sostava i ak-
tivnosti atsil-lipidnykh desaturaz v khvoe Pinus sylves‑

tris L., proizrastayushchei v Irkutskoi oblasti [Variation 
of the fatty acid composition and activity of acyl-lipid de-
saturases in the needles of Pinus sylvestris L. in Irkutsk 
Region]. Khimiya rastit. syr’ya [Chem. Plant Raw Materi-
al]. 2016. Vol. 2. P. 61–66.

Shulyakovskaya T. A., Vetchinnikova L. V., Kanyuch‑
kova G. K., Il’inova M. K. Soderzhanie lipidov i zhirnokis-
lotnyi sostav ikh fraktsii v razlichnye fazy razvitiya pochek 
i list’ev Betula pendula Roth i B. pubescens Ehrh. 
[The content of lipids and fatty acid composition of their 
fractions at different phases of bud and leaf develop-
ment in Betula pendula Roth and B. pubescens Ehrh.]. 
Rast. resursy [Plant Res.]. 2004. Vol. 40(1). P. 69–75.

Smirnov L. P., Bogdan V. V. Lipidy v fiziologo-bio-
khimicheskikh adaptatsiyakh ektotermnykh organizmov 
k abioticheskim i bioticheskim faktoram sredy [Lipids 
in the physiological-biochemical adaptations of ecto-
thermic organisms to abiotic and biotic environmental 
factors]. Moscow: Nauka, 2007. 182 p.

Stolyarov B. V., Savinov I. M., Vitenberg A. G. Ru-
kovodstvo k prakticheskim rabotam po gazovoi khro-
matografii [Gas chromatography manual]. Leningrad: 
Khimiya, 1978. 294 p.

Vas’kovskii V. E. Lipidy [Lipids]. Sorosovskii obrazo‑
vat. zhurn. [Soros Ed. J.]. 1997. No. 3. P. 32–37.

Vetchinnikova L. V. Bereza: voprosy izmenchivosti 
[Birch: issues of variability]. Moscow: Nauka, 2004. 183 p.

Vetchinnikova L. V. Karel’skaya bereza i drugie red-
kie predstaviteli roda Betula L. [Karelian birch and other 
rare representatives of the genus Betula L.]. Moscow: 
Nauka, 2005. 269 p.

Vetchinnikova L. V., Shulyakovskaya T. A., Kanyuc‑
hkova G. K. Zhirnokislotnyi sostav summarnykh lipidov 
razlichnykh organov Betula pendula Roth. i B. pubes‑
cens Ehrh., proizrastayushchikh v Karelii [Fatty acid 
composition of total lipids of various organs Betula pen‑
dula Roth. and B. pubescens Ehrh., growing in Karelia]. 
Rast. resursy [Plant Res.]. 2000. Vol. 36(2). P. 85–92.

Dörmann P. Lipid synthesis, metabolism and trans-
port. (Chapter 17). Advances in photosynthesis and res‑
piration. The structure and function of plastids. Dor-
drecht: Springer-Verlag, 2006. Р. 335–353.

Folch J., Lees M., Stanley G. H. A simple method for 
the isolation and purification of total lipids from animal 
tissues. J. Biol. Chem. 1957. Vol. 226, no. 1. P. 497–509.

Hills M. J., Roscoe T. J. Synthesis of Structur-
al and Storage Lipids by the ER. Plant Cell Mono‑
graphs. The Plant Endoplasmic Reticulum. 2006. Vol. 4. 
Р. 155–186.

Hugly S., Somerville C. A role for membrane lipid 
polyunsaturation in chloroplast biogenesis at low tem-
perature. Plant Physiol. 1992. Vol. 99. P. 197–202.

Jamieson G. R. GLC identification techniques for 
long-chain unsaturated fatty acids. J. Chromat. Sci. 
1975. Vol. 13. P. 491–497.

Laskay G., Lehoczki E. Correlation between linolenic 
acid deficiency in chloroplast membrane lipids and de-
creasing photosynthetic activity in barley. Biochim. Bio‑
phys. Acta. 1986. Vol. 849, no. 1. P. 77–84.

Lyons J. M., Wheaton T. A., Pratt H. K. Relationship 
between the physical nature of mitochondrial mem-
branes and chilling sensitivity in plant. Plant Physiology. 
1964. Vol. 39, no. 2. P. 262–268.



СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ:

Чернобровкина Надежда Петровна
ведущий научный сотрудник, д. б. н.
Институт леса КарНЦ РАН,
Федеральный исследовательский центр  
«Карельский научный центр РАН»
ул. Пушкинская 11, Петрозаводск, Республика Карелия, 
Россия, 185910
эл. почта: chernobrovkina50@bk.ru

Морозова Ирина Валерьевна
младший научный сотрудник
Институт водных проблем Севера КарНЦ РАН,
Федеральный исследовательский центр  
«Карельский научный центр РАН»
пр. А. Невского, 50, Петрозаводск,
Республика Карелия, Россия, 185030
эл. почта: ivm1502@yandex.ru

Ильинова Мария Казимировна
научный сотрудник, к. б. н.
Институт леса КарНЦ РАН,
Федеральный исследовательский центр  
«Карельский научный центр РАН»
ул. Пушкинская 11, Петрозаводск, Республика Карелия, 
Россия, 185910
эл. почта: iljinova46@gmail.ru

CONTRIBUTORS:

Chernobrovkina, Nadezhda
Forest Research Institute, Karelian Research Centre,  
Russian Academy of Sciences
11 Pushkinskaya St., 185910 Petrozavodsk,
Karelia, Russia
e-mail: chernobrovkina50@bk.ru

Morozova, Irina
Northern Water Problems Institute, Karelian Research Centre, 
Russian Academy of Sciences
50 Al. Nevsky St., 185030 Petrozavodsk,
Karelia, Russia
e-mail: ivm1502@yandex.ru

Ilyinova, Maria
Forest Research Institute, Karelian Research Centre,  
Russian Academy of Sciences
11 Pushkinskaya St., 185910 Petrozavodsk,
Karelia, Russia
e-mail: iljinova46@gmail.ru

Marsh J. B., Weinstein D. B. Simple charring method 
for determination of lipids. J. Lipids Res. 1966. Vol. 7, 
no. 4. P. 574–576.

Macartney A. I., Maresca B., Cossins A. R. Tempera-
ture adaptation of biological membranes. London: Port-
land Press, 1994. P. 129–139.

Miquel M., Browse J. Arabidopsis Mutants Deficient 
in Polyunsaturated Fatty Acid Synthesis. Biochemical 
and Genetic Characterization of a Plant Oleoyl-Phospha-
tidylcholine Desaturase. J. Biol. Chem. 1992. Vol. 267. 
P. 1502–1509.

Murphy D. J. The molecular organisation of the pho-
tosynthetic membranes of higher plants. Biochim. Bio‑
phys. Acta. 1986. Vol. 864. P. 33–94.

Piispanen R., Saranpää P. Seasonal and within-stem 
variations of neutral lipids in silver birch (Betula pendula) 
wood Tree Physiology. 2004. No. 24. Р. 991–999.

Somerville C., Browse J. Plant Lipids: Metabolism, 
Mutants and Membranes. Science. 1991. Vol. 252. 
P. 80–87.

Received February 21, 2018



27

Труды Карельского научного центра РАН 
№ 6. 2019. С. 27–36
DOI: 10.17076/eb881

УДК 574.52;577.152.34

АКТИВНОСТЬ NA+/K+-АТФАЗЫ В РАЗЛИЧНЫХ 
ОРГАНАХ СТЕРЛЯДИ (ACIPENSER RUTHENUS L.) 
ПРИ ИЗМЕНЕНИИ ФАКТОРОВ СРЕДЫ

Е. И. Кяйвяряйнен, Н. Н. Немова
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Исследования механизмов регуляции ионно-солевого и кислотно-щелочного рав-
новесия в организме молоди стерляди особую актуальность приобретают в связи 
с возможной ее акклимацией к среде обитания с меняющейся соленостью и кис-
лотностью. В аквариальных условиях были проведены две серии экспериментов 
по влиянию солености и рН среды на активность Na+/K+-АТФазы в жабрах и мышцах 
сеголеток стерляди Acipenser ruthenus L. (средней массой ~ 50 граммов): в первой 
серии молодь стерляди выращивали в трех аквариумах с различной концентраци-
ей соли – 0,3 (контроль), 3 и 6 ‰); во второй – молодь рыб содержалась в воде 
с концентрацией соли 0,3 ‰ и в трех аквариумах с различными значениями рН: 7,0; 
8,0 и 9,0. В жабрах и мышцах рыб обнаружено достоверное (р < 0,05) увеличение 
активности Na+/К+-АТФазы при возрастании солености среды до 6 ‰, а при по-
вышении рН воды в аквариумах до 9,0 активность фермента достоверно (р < 0,05) 
снижалась. Показано, что одним из важных механизмов биохимической адаптации 
молоди стерляди, направленной на поддержание гомеостаза при акклимации к из-
менению солености и рН среды обитания, является активация/реактивация Na+/
K+-АТФазы в жабрах и мышцах рыб.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: соленость; влияние рН; Acipenser ruthenus L.; Na+/K+-АТФаза.

E. I. Kaivarainen, N. N. Nemova. Na+/K+-ATPase ACTIVITY IN VARIOUS 
ORGANS OF THE STERLET (ACIPENSER RUTHENUS L.) UNDER CHANGES 
IN ENVIRONMENTAL FACTORS

Studies of the mechanisms regulating the ion-salt and acid-base balance in the organism 
of juvenile sterlet acquire special relevance in connection with its possible acclimation 
to habitats with varying salinity and acidity. In aquarium conditions, two series of experi-
ments were carried out, investigating the effect of ambient salinity and pH on the activity 
of Na+/K+-ATPase in the gills and muscles of juvenile sterlet, Acipenser ruthenus L. (aver-
age body mass ~ 50 g): in the first series juvenile sterlet were reared in three aquariums 
with different salt concentrations (control – 0.3, 3, 6 ‰); in the second series juvenile 
fish were kept in water with 0.3 ‰ salt concentration in three aquariums with different 
pH values: 7.0, 8.0, and 9.0. A significant (р < 0.05) increase in Na+/K+-ATPase activity 
was observed in the gills and muscles of fish under salinity increase to 6 ‰, and when 
the water pH in the aquariums increased from 7.0 to 9.0, the activity of the enzyme de-
clined significantly (p < 0.05). It is shown that activation / reactivation of Na+/K+-ATPase 
in the gills and muscles of fish is one of the important mechanisms of biochemical adap-
tation in juvenile sterlet, aimed at maintaining homeostasis when acclimating to a change 
in ambient salinity and pH.

K e y w o r d s: salinity; effect of pH; Acipenser ruthenus L.; Na+/K+-ATPase.
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Введение

Особенностью экологии эвригалинных ви-
дов рыб, к которым относится стерлядь Aci‑
penser ruthenus L., является то, что на протя-
жении жизненного цикла они могут встречать-
ся со значительными изменениями солености 
среды обитания. При этом успех адаптации за-
висит от способности рыб перестраивать свой 
водно-солевой обмен. При переходе из прес-
ной воды в морскую эвригалинные рыбы пере-
ключаются с гиперосморегуляции плазмы кро-
ви (соленость < 9 ‰) на гипоосморегуляцию 
плазмы крови (соленость > 9 ‰).

Эколого-физиологические исследования 
разных видов осетровых показали высокую 
адаптивную пластичность, лежащую, по-ви-
димому, в основе биологического прогресса 
представителей этого семейства [Кузьмичев, 
2005]. Несмотря на то что стерлядь не образу-
ет проходные формы и представлена исклю-
чительно пресноводной формой, она выдер-
живает значения солености среды обитания 
до 10 ‰, тогда как для большинства предста-
вителей пресноводной ихтиофауны критиче-
скими являются значения выше 5–8 ‰ [Хлебо-
вич, 2012]. Известно, что изменение солености 
среды вызывает ответную реакцию у гидроби-
онтов, в том числе у эвригалинных видов рыб, 
на уровне поведенческих и физиолого-био-
химических механизмов [Бергер, 1986; Kültz, 
2015].

Соленость среды тесно связана с водо-
родным показателем (рН), который обуслов-
лен не только растворенными минеральными 
[Алекин, 1970] и органическими веществами, 
но и содержанием СО2 и жизнедеятельностью 
водных организмов [Скадовский, 1955]. На ряд 
физиологических и осморегуляторных процес-
сов в пресноводных рыбах влияют изменения 
рН среды [Fenner, 2001], которые вызывают на-
рушения в кислотно-щелочной и ионной регу-
ляции, причем щелочные значения способству-
ют аммиачной интоксикации [Wood, 1989; Wilkie 
et al., 1993; Wilkie, Wood, 1996]. Оптимальный 
диапазон pH отличается для различных видов 
рыб, при этом значения рН 6,5–9,0 оказыва-
ются наиболее благоприятными [Zweig, 1999; 
Heydarnejad, 2012]. Высокие (более 10,0) или 
низкие (менее 4,5) значения рН критичны для 
большинства водных организмов и могут при-
водить к уменьшению темпа их роста [Boyd, 
1998; Zweig, 1999] и к смертности. Тем не ме-
нее обнаружены популяции иных рыб, в част-
ности лосося Кларка (Oncorhynchus clarki hen‑
shaw), который обитает в сильнощелочных 
(pH 9,4) водах озера Пирамида (США, штат 

Невада), и этот вид, по всей вероятности, уни-
кально приспособлен к природным средам, ко-
торые были бы токсичны для других лососевых 
[Wilkie et al., 1993; Salama et al., 1999; Wilkie, 
2002].

Устойчивость рыб к изменению солености 
и рН среды зависит не только от сформиро-
ванности морфологических структур, ответст-
венных за приспособление к этим факторам, 
но и от активности ферментов, входящих в их 
состав и участвующих в поддержании ионного 
гомеостаза. Вызванные изменением внешней 
среды сдвиги электролитного состава в ор-
ганизме, и прежде всего содержания ионов 
Na+ как наиболее вариабельного компонен-
та, приводят к адаптивным преобразовани-
ям клеточного метаболизма [Хлебович, 2012]. 
Известно, что ключевая роль в процессах ос-
мотической и ионной регуляции принадле-
жит АТФазам – белкам-ферментам активного 
транспорта, обеспечивающим перенос ионов 
против их концентрационного градиента [Бол-
дырев и др., 2006]. Среди них фермент Na+/
K+-АТФаза имеет особое значение, так как по-
мимо непосредственной функции создания оп-
тимального соотношения ионов Na+ и K+ в клет-
ке он создает электрогенный градиент – дви-
жущую силу переноса других ионов в клетке. 
Этот мембранный фермент играет уникальную 
роль в клеточной функции, поскольку он обес-
печивает создание ионных градиентов, актив-
ный перенос Na+ и K+ через клеточную мембра-
ну и, таким образом, мембранный потенциал 
и осмотическое равновесие клетки. Имеется 
немало сведений о роли этого фермента в ос-
морегуляции у таких рыб, как атлантический 
лосось Salmo salar, тихоокеанский лосось On‑
corhynchus, тиляпия Tilapia [Folmar, Dickhoff, 
1980; Kültz et al., 1992; Tipsmark et al., 2002; Fiol, 
Kültz, 2007]. Также было изучено воздействие 
солености и изменения рН среды [Shaugh-
nessy et al., 2015] на примере эвригалинного 
вида – белого осетра (Acipenser transontanus), 
который оказался устойчив к широкому спектру 
солености и к кислотно-щелочным изменени-
ям [Baker et al., 2009]. Акклимация обитающих 
в пресной воде осетровых рыб к изменению 
солености и рН включает ионно-осмотическую 
регуляцию путем изменения активности Na+/
K+-АТФазы.

В нашей работе в качестве модельного объ-
екта для исследований влияния абиотических 
факторов среды на ионно-осмотическую регу-
ляцию использовали молодь стерляди Acipen‑
ser ruthenus L. Учитывая генетическую близость 
пресноводной стерляди Acipenser ruthenus L. 
к проходным осетровым, а также возможность 
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ее содержания и выращивания в прибрежных 
зонах эстуария, представляет интерес изучить 
в условиях аквариального эксперимента влия-
ние возрастания солености до 6 ‰ и рН от 7 до 
9 на активность осморегуляторного фермента 
Na+/K+-АТФазы.

Материалы и методы

Проведение аквариального эксперимента

Эксперименты по влиянию солености и рН 
на активность Na+/K+-АТФазы в жабрах и мыш-
цах молоди стерляди (средней массой 50 г) 
проводили в аквариальной кафедры аквакуль-
туры ФГОУ ВПО Калининградский государст-
венный технический университет с использова-
нием экспериментальных УЗВ (установки с за-
мкнутым циклом водообеспечения). Кормление 
проводили 4 раза в сутки кормом Aller Futura. 
Дозу корма рассчитывали согласно кормовым 
таблицам для осетровых рыб – в зависимости 
от массы тела рыбы и температуры воды. Было 
проведено две серии экспериментов. В первой 
серии молодь стерляди выращивалась в трех 
аквариумах с различной концентрацией соли: 
I – 3 ‰; II – 6 ‰; III – контроль – 0,3 ‰. Для экс-
перимента использовали комплекс морской 
соли. Согласно литературным данным [Нато-
чин и др., 1980], адаптация к повышенной соле-
ности у осетровых происходит через 12–15 су-
ток, поэтому продолжительность эксперимента 
составляла 20 суток. В исследуемом времен-
ном и соленостном диапазоне смертность 
мальков не наблюдалась. В другой серии экс-
периментов молодь стерляди выдерживалась 
в трех аквариумах с концентрацией соли 0,3 ‰ 
и с различными значениями рН: I – 7,0; II – 8,0; 
III – 9,0. Следует отметить, что исследуемый 
диапазон кислотности среды (рН от 7,0 до 9,0) 
находится в пределах адаптивной нормы для 
стерляди, как и для большинства других видов 
рыб [Zweig, 1999].

Биохимические методы

В работе использованы химические реаген-
ты, произведенные Sigma-Aldrich (США), при-
боры ЦКП КарНЦ РАН: гомогенизатор Tissue 
Lyser LT (Qiagen, Германия), центрифуга Allegra 
64R (Beckman Coulter, США), термостатируе-
мая водяная баня UT-4334 (Россия), спектро-
фотометр СФ-2000 (ОКБ-Спектр, Россия).

Определение активности Na+/K+-
АТФазы. Жаберные дужки у рыб извлекали 
после вылова особей, фильтровальной бума-
гой удаляли избыток воды. Хрящевую ткань 

обрезали для получения жаберного эпителия. 
Кусочки мышечной и жаберной ткани получали 
от рыб через 5–7 мин после их отлова.

Активность Na+/K+-АТФазы (КФ 3.6.1.3) 
определяли в супернатанте после гомогени-
зации и центрифугирования образцов жабр 
и мышц сеголеток стерляди, используя в ка-
честве субстрата АТФ [Елаев, Семенов, 1974]. 
Пробы ткани 0,2 г гомогенизировали в 10-крат-
ном объеме буфера для гомогенизации 0.1 M 
имидазола и 10–4 M EDTA, pH 7,5, и центрифу-
гировали при 15 000 g в течение 30 минут. Оса-
док ресуспендировали в буфере для гомоге-
низации в соотношении 1:3 [г/мл] и добавляли 
2% раствор дезоксихолата натрия до конечной 
концентрации 0,2 %. Приготовленный раствор 
выдерживали на холоде в течение 2 часов. Су-
спензию центрифугировали при 15 000 g в те-
чение 30 минут. В полученном супернатанте 
оценивали активность Na+/K+-АТФазы по раз-
нице неорганического фосфата (Pi) в инкуба-
ционной среде (субстратный буфер) и среде 
без Na+ и K+ в присутствии ингибитора уабаи-
на (10–4 М). Полная инкубационная среда для 
определения активности фермента содержала 
0,01 М NaCl, 0,02 М KCl, 0,002 M MgCl2, 3 мM 
АТФ. В контроль добавляли уабаин до конечной 
концентрации 10–3, вместо субстратного буфе-
ра использовали буфер трис-НС1 (рН = 7,55) 
без добавления солей. В результате гидроли-
за АТФ под действием АТФазы накапливается 
неорганический фосфат (Рi). Реакцию прово-
дили при 37 °С в течение 30 мин и останавли-
вали добавлением равного объема 10 % ТХУ. 
После центрифугирования (6000 g в течение 
20 мин) в надосадочной жидкости определяли 
неорганический фосфат (Pi) [Kahovcova, Oda-
vic, 1969]. Содержание Рi в пробе определя-
ли по величине экстинкции по калибровочной 
кривой. Активность Na+/K+-АТФазы оценивали 
по разности неорганического фосфата (Pi) пол-
ной среды и среды без Na+ и K+ в присутствии 
уабаина за 1 час реакции в расчете на концен-
трацию белка.

Анализ содержания белка. Количествен-
ное содержание белка в исследуемом матери-
але определяли согласно методу Бредфорда 
[Bradford, 1976]. В качестве стандарта для по-
строения калибровочной кривой использовал-
ся бычий сывороточный альбумин (БСА) в физ-
растворе.

Статистическая обработка результатов

Цифровые данные были обработаны при 
помощи непараметрического критерия U (Вил-
коксона – Манна – Уитни) [Гублер, Генкин, 



30

1969], использование которого позволяет оце-
нивать достоверность различий при неболь-
ших размерах выборок (n1, n2 ≤ 20). Критерий U 
позволил выявить различия между выборками 
с достоверностью p ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение

Данные по определению активности Na+/K+-
АТФазы в жабрах и мышцах молоди стерляди, 
содержавшейся в условиях различной солено-
сти, представлены в таблице 1.

Показано достоверное (р < 0,05) увеличение 
активности Na+/К+-АТФазы в жабрах и мышцах 
при солености среды до 6‰, что указывает 
на участие фермента осморегуляции в под-
держании водно-солевого баланса при возра-
стании солености среды (табл. 1). Увеличение 
активности Na+/K+-АТФазы в жабрах и мышцах 
стерляди при достижении 6 ‰ солености сре-
ды согласуется с данными, полученными дру-
гими авторами [Tipsmark et al., 2002; Wilson 
et al., 2002; Shaughnessy et al., 2015].

Результаты исследований [Кузьмичев, 2005] 
по изучению ионного состава плазмы крови 
различных видов осетровых в среде с различ-
ной соленостью свидетельствовали о 100% вы-
живаемости особей стерляди при акклимации 
к солености 6 ‰ при экспозиции в течение 15 
суток. При экспозиции в среде с 10‰ солено-
стью наблюдалась гибель 50–53 % мелкой мо-
лоди (до 7 г), а выживаемость рыб массой от 8 
до 40 г составляла 100 %. В воде с соленостью 
15 ‰ все особи стерляди гибли через 24–28 ча-
сов. При повышении солености до 10 ‰ стер-

лядь переходила от гиперосмотического к ги-
поосмотическому типу регуляции, о чем свиде-
тельствует поддержание концентрации ионов 
Na+ в плазме крови на уровне, сходном со зна-
чением этого показателя у рыб в пресной воде. 
Высокая смертность наблюдалась у молоди 
белого осетра Acipenser transmontanus при экс-
позиции в среде с соленостью до 16 ‰ [Amiri 
et al., 2009] в возрасте 14 месяцев уже через 24 
часа. Исходя из данных эксперимента по выжи-
ваемости можно предположить, что cтерлядь 
устойчива к диапазону солености до 6 ‰.

Известно, что у рыб основную регулятор-
ную функцию ионного обмена между организ-
мом и внешней средой несут жабры, кишечник 
и почки [Матей, 1996; Виноградов, 2000; Kulac 
et al., 2013; Atli, Canli, 2013]. В нашей работе 
показано (табл. 1), что активность исследуемо-
го фермента ионного транспорта у рыб, адап-
тированных к повышению солености до 6 ‰, 
достоверно выше по сравнению с контролем 
не только в жабрах, но и в мышцах. В скелет-
ных мышцах рыб Na+/K+-АТФаза также участву-
ет в создании электрохимического градиента, 
но в отличие от органов, непосредственно свя-
занных с осморегуляцией, определяет свойст-
ва возбуждения и сокращения мышечной ткани 
[Canfield et al., 2002; Doĝanli et al., 2012] и сход-
ным образом реагирует на изменение состава 
внешней среды обитания [Oseni, 2015].

В другой серии экспериментов молодь стер-
ляди выдерживали в аквариумах с водой с раз-
личным рН, равным 7,0; 8,0 и 9,0. Таблица 2 
иллюстрирует данные по активности Na+/K+-
АТФазы в жабрах и мышцах молоди стерляди.

Таблица 1. Активность Na+/К+-АТФазы в жабрах и мышцах стерляди (Acipenser ruthenus L.) в средах с различ-
ной соленостью
Table 1. Na+/К+-АТPase activity in gills and muscles of the sterlet (Acipenser ruthenus L.) at different environmental 
salinity

Соленость
Salinity

Органы
Organs

Активность Na+/K+-АТФазы
(мкг Pi/на мг белка/час), М ± m

Na+/K+-ATPase activity
(µg Pi/mg protein/h),

М ± m

Концентрация белка (мг/мл),
M ± m

Concentration
of protein (mg/ml),

M ± m

Контроль 0,3 ‰
Control 0,3 ‰

Жабры
Мышцы

Gills
Muscles

1,58 ± 0,05
2,00 ± 0,03

5,02 ± 0,1
5,00 ± 0,1

3 ‰

Жабры
Мышцы

Gills
Muscles

1,95 ± 0,05*
2,40 ± 0,04*

6,95 ± 0,08*
4,64 ± 0,08*

6 ‰

Жабры
Мышцы

Gills
Muscles

2,3 ± 0,05*
2,8 ± 0,06*

6,57 ± 0,07*
3,60 ± 0,10*

Примечание. *Статистически значимые различия показателей по сравнению с контролем, p ≤ 0,05.
Note. *Significant differences of the parameters in comparison with the control, p ≤ 0,05.
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При повышении рН среды от 7,0 до 9,0 
наблюдалось снижение активности Na+/K+-
АТФазы в жабрах и мышцах стерляди (табл. 2), 
возможно, связанное либо со снижением се-
креции ионов Н+, в которой косвенно прини-
мает участие Na+/К+-АТФаза за счет создания 
электрохимического градиента, либо с измене-
нием проницаемости жаберного эпителия.

Поглощение Na+ и Cl- в жабрах пресноводных 
рыб осуществляется параллельно, но не свя-
занно друг с другом. Ионы Н+ и NН4

+ и НСО3
- об-

мениваются на Na+ и Cl- из внешней среды. При 
этом поглощение Na+ сопряжено с секрецией 
Н+ с помощью Na+/H+-транспортера, работаю-
щего за счет градиента ионов Na+, непосредст-
венно создаваемого Na+/К+-АТФазой. Поэтому 
при закислении окружающей среды многие ис-
следования демонстрируют повышение актив-
ности и экспрессии этого транспортного бел-
ка при адаптации рыб к уменьшению рН [Choe 
et al., 2002; Hirata et al., 2003], а в щелочной 
среде c ростом рН активность Na+/К+-АТФазы 
в жабрах и почках акклиматизированных рыб 
соответственно уменьшается, что связано с со-
кращением метаболизма на 40 % [Wang et al., 
2003; Wood et al., 2007].

С другой стороны, при защелачивании уве-
личивается количество ионов НСО3

- и регуляция 
внутриклеточного рН осуществляется путем об-
мена ионов бикарбоната на ионы Na+ и Cl– за счет 
Na+/NH4

+- и Сl-/НСО3
--транспортеров [Матей, 

1996; Виноградов, 2000; Choe et al., 2002; Hirata 
et al., 2003; Еvans et al., 2005]. В результате на ак-
тивный транспорт не требуется дополнительных 
энергетических затрат, так как осморегуляция 
осуществляется вместе с регуляцией кислот-

ности и секрецией продуктов обмена веществ 
[Виноградов, 2000]. Возможно, такая экономия 
энергии, затрачиваемой на осморегуляцию, мо-
жет быть еще одним объяснением общей тен-
денции повышения ихтиомассы водоемов, отли-
чающихся повышенными значениями рН от 6,5 
до 9,0 [Китаев, 2007; Heydarnejad, 2012].

В связи с этим также интересно отметить эф-
фект влияния уменьшения рН внешней среды 
на общий метаболизм рыб. Характерным про-
явлением такого воздействия является повы-
шение проницаемости жаберного эпителия, что 
объясняется потерями ионов кальция, вовлечен-
ных в регуляцию проницаемости [Виноградов, 
2000; Моисеенко, 2003]. Можно предположить, 
что щелочная среда создает противоположный 
эффект и, напротив, способствует уменьшению 
проницаемости жабр. Такой механизм позволя-
ет поддерживать осмотический гомеостаз, не-
смотря на низкие значения активного транспор-
та ионов через жаберный эпителий. Вероятно, 
понижение уровня активности Na+/К+-АТФазы 
с ростом рН среды до 9,0 может быть связано 
с замедлением поступления ионов в организм.

Заключение

Результаты проведенного аквариального 
эксперимента по изучению влияния возраста-
ния солености до 6 ‰ и рН от 7,0 до 9,0 на ак-
тивность одного из основных ферментов осмо-
регуляции Na+/K+-АТФазы в жабрах и мышцах 
эвригалинного вида рыб – стерляди свидетель-
ствуют о том, что реактивность этого фермента 
может лежать в основе приспособительных ре-
акций (по компенсаторному типу) и обусловли-

Таблица 2. Активность Na+/К+-АТФазы в жабрах и мышцах стерляди (Acipenser ruthenus L.) в средах с различ-
ным рН
Table 2. Na+/К+-АТPase activity in gills and muscles of the sterlet (Acipenser ruthenus L.) at different environmental 
pH

рН среды
Environmental pH

Органы
Organs

Активность Na+/K+-АТФазы
(мкг Pi/на мг белка/час), М ± m

Na+/K+-ATPase activity
(µg Pi/mg protein/h), М ± m

Концентрация белка  
(мг/мл)

Сoncentration
of protein (mg/ml)

pH 7,0

Жабры
Мышцы

Gills
Muscles

1,69 ± 0,04
2,21 ± 0,04

4,63 ± 0,08
4,35 ± 0,05

pH 8,0

Жабры
Мышцы

Gills
muscles

1,46 ± 0,02*
1,60 ± 0,04*

4,45 ± 0,08
4,26 ± 0,06

pH 9,0

Жабры
Мышцы

Gills
muscles

1,19 ± 0,03*
1,11 ± 0,04*

4,93 ± 0,08
4,40 ± 0,10

Примечание. *Статистически значимые различия показателей по сравнению с рН = 7,0; p ≤ 0,05.
Note. *Significant differences of the parameters in comparison with рН = 7,0; p ≤ 0,05.
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вать успешную акклимацию стерляди при интро-
дукции ее в среду с повышенной соленостью (до 
6 ‰) и рН (до 9,0). Активация Na+/K+-АТФазы 
определена необходимостью сохранения вну-
треннего ионного гомеостаза в зоне адаптивной 
пластичности стерляди при увеличении соле-
ностной нагрузки на организм до 6 ‰, кото-
рая, как было показано ранее [Хлебович, 2012], 
оказывается пограничной для течения самых 
разных физиологических процессов. Кислотно-
щелочная регуляция внутренней среды орга-
низма рыб, связанная с возрастанием рН воды, 
приводит к опосредованному неспецифиче-
скому подавлению активности Na+/K+-АТФазы, 
которое, вероятно, может быть следствием си-
нергизма действия ферментов ионного обмена 
(Na+/H+, Na+/NH4

+) и (Сl-/HCO3
-), регулирующих 

кислотно-щелочное состояние клетки, и Na+/
K+-АТФазы, участвующей в минеральном об-
мене. Активация/реактивация Na+/K+-АТФазы 
в жабрах и мышцах молоди стерляди в условиях 
соленостного и кислотного воздействия явля-
ется примером биохимической адаптации при 
акклимации, направленной на поддержание ме-
ханизмов обмена веществ и его изменений в за-
висимости от изменяющихся условий среды. 
Благодаря этому поддерживается оптимальное 
микроокружение макромолекул на клеточном 
уровне, что является одним из главных принци-
пов, определяющих стратегию биохимической 
адаптации [Хочачка, Сомеро, 1977; Немова, Вы-
соцкая, 2004; Хлебович, 2012].

Авторы благодарят профессора Г. Г. Серпу‑
нина за предоставление экспериментального 
материала.

Финансовое обеспечение исследований 
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бюджета на выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (Институт биологии КарНЦ 
РАН, тема № АААА‑А17‑117031710039‑3).
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АКТИВНОСТЬ ЛИЗОСОМАЛЬНЫХ ПРОТЕИНАЗ 
В ОРГАНАХ САМОК КОЛЮШКИ (GASTEROSTEUS 
ACULEATUS LINNAEUS) В НЕРЕСТОВЫЙ ПЕРИОД

М. Ю. Крупнова1, Т. С. Иванова2, Н. Н. Немова1

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

Приведены результаты исследования активности лизосомальных протеиназ (ка-
тепсинов B и D) в органах (мышцы, печень, жабры, гонады) колюшки трехиглой 
(Gasterosteus aculeatus L.) в нерестовый период из различающихся по гидрологи-
ческим и экологическим факторам биотопов Белого моря. В начале нерестового 
хода наиболее высокая активность катепсина В в мышцах и печени самок колюш-
ки характерна для рыб из губы Сельдяная, что говорит о сравнительно высоком 
протеолитическом потенциале аутофагического типа у этих рыб. К концу нереста 
активность катепсина В в мышцах и печени колюшки из лагуны Сухая и из пролива 
Сухая Салма повышается, а у рыб из губы Сельдяная снижается. Увеличение к кон-
цу нереста активности катепсина D в мышцах колюшки из губы Сельдяная и осо-
бенно из пролива Сухая Салма на фоне небольшого ее снижения у рыб из лагуны 
Сухая позволяет сделать предположение о синергическом, хотя и разнонаправлен-
ном, характере изменения активности катепсинов В и D во внутриклеточном про-
теолизе у самок колюшки из разных биотопов в процессе нереста. Результаты ис-
следований свидетельствуют о наличии корреляции между активностью изученных 
ферментов, временем нереста (май/июль) колюшки и условиями местообитаний. 
При этом ведущим фактором, влияющим на активность лизосомальных протеиназ 
и, соответственно, на гидролиз белков у колюшки в этот период являются, по-ви-
димому, физиологические изменения в организме рыб, направленные на заверше-
ние нереста и готовность рыб к последующему оплодотворению.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: лизосомы; катепсин В; катепсин D; развитие; колюшка; био-
топ; Белое море.

M. Yu. Krupnova, T. S. Ivanova, N. N. Nemova. THE ACTIVITY OF 
LYSOSOMAL PROTEASES IN THE ORGANS OF FEMALE THREESPINE 
STICKLEBACK (GASTEROSTEUS ACULEATUS LINNAEUS) IN THE 
SPAWNING PERIOD

The results of a study on the spawning-period activity of lysosomal proteases (cathep-
sins B and D) in the organs (muscles, liver, gills, gonads) of threespine stickleback 
(Gasterosteus aculeatus L.) from hydrologically and ecologically different White Sea habi-
tats are presented. At the beginning of the spawning run, the highest activity of cathepsin 
B in the muscles and liver was revealed in female fish from Seldyanaya Bay, indicating a re-
latively high autophagy-type proteolytic potential in these fish. By the end of the spawn-
ing period, muscular and hepatic cathepsin В activity rises in stickleback from Sukhaya 
Lagoon and Sukhaya Salma Strait, but declines in fish from Seldyanaya Bay. The increased 
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Введение

Трехиглая колюшка Gasterosteus aculeatus 
является доминирующим видом промежуточ-
ного уровня трофической цепи Белого моря, 
имеет достаточно короткий жизненный цикл, 
половозрелыми рыбы становятся в три года 
[Зюганов, 1991]. Этот вид достигает высокой 
численности и перед началом нереста переме-
щается из открытого моря в прибрежные мел-
ководные участки, различающиеся между со-
бой по солености, интенсивности водообмена, 
температуре и трофике [Пономарев, 2004; Ер-
шов, 2011; Лайус, 2013; Ivanova, 2016]. Извест-
но, что физиолого-биохимические процессы 
развития организмов находятся под контролем 
сложной системы регуляции, в том числе с уча-
стием ферментов системы внутриклеточного 
протеолиза [Дин, 1981; Лысенко и др., 2011]. 
Один из путей внутриклеточного протеоли-
за – лизосомально-аутофагический – включает 
комплекс протеолитических ферментов, основ-
ными из которых являются цистеинзависимая 
протеиназа – катепсин В (КФ 3.4.22.1) и ас-
партатная – катепсин D (КФ 3.4.23.5), при этом 
известно, что за начальные реакции гидролиза 
белков в лизосомах отвечают эндопротеиназы, 
типичной из которых является катепсин D, а за-
вершают этот процесс другие эндо- и экзопро-
теиназы лизосом [Дин, 1981; Bohley, 1987].

В настоящей работе исследовали актив-
ность катепсинов В и D в органах колюшки 
трехиглой в начале (весенне-летний период – 
май) и в конце нереста (июль) из разных биото-
пов (нерестилищ) Белого моря, различающих-
ся рядом экологических факторов.

Материалы и методы

Колюшку отлавливали в Белом море в трех 
биотопах. Сельдяная губа характеризуется 
интенсивным водообменом, вызванным при-

ливами (амплитуда до 2 м). Средняя темпера-
тура воды в период сбора материала в начале 
нереста составляла 15 °С, соленость – 23 ‰, 
в конце нереста – 20 °С и 24 ‰. Биотоп под 
названием Сухая Салма характеризуется бо-
лее интенсивным водообменом и более низкой 
температурой (12 °С) в начале нереста, соле-
ностью 21 ‰, к концу нереста температура 
воды в момент сбора материала – 12 °С, соле-
ность – 20 ‰. В лагуне Сухая, в отличие от вы-
шеназванных биотопов, очень слабый водо-
обмен, температура воды в мае 16 °С, в июле 
20 °С, соленость 15 и 19 ‰ соответственно. 
Помимо температуры и солености исследуе-
мые биотопы различались водной раститель-
ностью: в биотопе губа Сельдяная преобладали 
фукоиды на литорали и густые заросли зосте-
ры на большей части акватории; в проливе Су-
хая Салма растительность была представлена 
фукусами на камнях, а в более глубокой части 
акватории – зостерой; в лагуне Сухая расти-
тельность характеризовалась большим количе-
ством зарослей нитчатки, отсутствием фукусов 
и зостерой, растущей только в определенных 
участках акватории.

Активность протеиназ определяли в мыш-
цах, печени, жабрах и гонадах самок колюшки.

После гомогенизации образцов в соотноше-
нии 1:10 (вес/об.) в растворе 0,25 М сахарозы 
с добавлением 0,01 % Тритона Х-100 (Merck) 
(1200 об/мин, 60 с) и их центрифугирования 
(10 000 g, 30 мин) в супернатанте определяли 
активность катепсина В по расщеплению 0,065 
M раствора этилового эфира гидрохлорида 
N-бензоил L-аргинина в 0,1 M ацетатном бу-
фере (pH 5,0) [Matsuda, Misaka, 1974] и катеп-
сина D по гидролизу 1%-го бычьего гемоглоби-
на в 0,1 М ацетатном буфере (рН 3,6) согласно 
модифицированному методу Ансона [Barrett, 
Heath, 1977]. Активность катепсинов B и D (ед. 
акт.) выражали в единицах изменения опти-
ческого поглощения при Е525 и Е280 соответст-

activity of cathepsin D in the muscles of stickleback from Seldyanaya Bay and especial-
ly from Sukhaya Salma Strait alongside its slight reduction in fish from Sukhaya Lagoon 
in the end of the spawning season leads to the assumption about a synergetic although 
differently directed pattern of change in the activity of cathepsins D and B in intracellular 
proteolysis in female stickleback from different habitats during spawning. The study re-
sults indicate there is a correlation between the activity of the studied enzymes in stick-
leback, the spawning time (May and July), and habitat conditions. The leading factor for 
the activity of lysosomal proteases and, accordingly, for protein hydrolysis in stickleback 
in this period apparently are the physiological changes the body of the fish undergoes 
to be able to complete the spawning and prepare for the following fertilization.

K e y w o r d s: lysosomes; cathepsins B; cathepsins D; development; stickleback; habi-
tat; White Sea.
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венно, на 1 мг белка за 1 ч инкубации (37 °C). 
Количественное содержание растворимого 
белка в тканях (мг/г ткани) определяли по ме-
тоду М. Бредфорда [Bradford, 1976], используя 
в качестве стандарта бычий сывороточный аль-
бумин.

Достоверность различий между показате-
лями активности ферментов в органах сельди 
из различных мест обитания оценивали с по-
мощью однофакторного дисперсного анализа 
One-Way Analysis of Variance (Anova). Различия 
считали достоверными при p ≤ 0,05 [Коросов, 
Горбач, 2007].

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

Результаты

Масса и общая длина тела колюшки из раз-
ных биотопов практически не различаются. 
Средняя масса рыб составляла 3–4 г, а дли-
на тела – 6,0 см. Активность лизосомальных 
протеиназ в органах колюшки из разных мест 
обитания в начале и в конце нереста приведена 
в таблицах 1 и 2.

Катепсин В. Сравнение активности катеп-
сина В в исследуемых органах колюшки, от-
ловленной в мае (начало нереста) и июле (ко-
нец нереста), свидетельствует, что если у рыб 
из биотопов губа Сельдяная и лагуна Сухая ак-
тивность фермента достоверно снижается (за 

исключением гонад у колюшки из лагуны Су-
хая), то у рыб из пролива Сухая Салма отмечена 
обратная зависимость (табл. 1). При этом сле-
дует отметить, что наибольшее снижение ак-
тивности катепсина В к концу нереста в биото-
пе губа Сельдяная было обнаружено в жабрах 
колюшки (в 3,8 раза), у особей из лагуны Су-
хая – в печени (в 6,1 раза), а у рыб из пролива 
Сухая Салма активность протеиназы увеличи-
лась к концу нереста преимущественно в мыш-
цах и печени (в 2,6 и 2,4 раза). В мае в мышцах 
и печени колюшки из биотопа губа Сельдяная 
активность фермента примерно вдвое выше, 
чем у рыб из лагуны Сухая, и в 10 раз выше, чем 
в соответствующих органах у особей из лагуны 
Сухая. У рыб, отловленных в июле, активность 
катепсина В была наиболее высокой во всех 
исследованных органах у особей, обитающих 
в проливе Сухая Салма (в 2–5 раз, а в гонадах – 
в 10).

Катепсин D. Достоверные различия в ак-
тивности катепсина D между колюшками, от-
ловленными из всех биотопов в мае и в июле, 
обнаружены в жабрах, причем если для рыб 
из губы Сельдяная и из лагуны Сухая актив-
ность фермента в жабрах снижалась к концу не-
реста в 11 и 3,5 раза соответственно, то у осо-
бей из пролива Сухая Салма активность ис-
следуемой протеиназы увеличивалась в 10 раз 
(табл. 2). В мышцах и печени исследуемых рыб 
в начале и конце нереста активность фермента 
также увеличивалась, однако достоверные раз-
личия показаны только для колюшки из пролива 
Сухая Салма и лагуны Сухая. В гонадах колюш-

Таблица 1. Активность катепсина В в органах самок колюшки, выловленной в разных биотопах Белого моря 
в начале (май) и в конце (июль) нереста (ед. акт.), n=7–10
Table 1. The activity of cathepsin B in the bodies of females of the three-spined stickleback in different biotopes 
of the White Sea at the beginning (May) and end (July) of the spawning (units of the act.), n=7–10

Биотоп
Biotope

губа Сельдяная
Seldyanaya Bay

пролив Сухая Салма
Sukhaya Salma Strait

лагуна Сухая
Sukhaya Lagoon

Май
May

(23 ‰,15 °С) 

Июль
July  

(24 ‰,20 °С) 

Май
May

(21 ‰,12 °С) 

Июль
July

(20 ‰, 22 °С) 

Май
May

(15 ‰,16 °С) 

Июль
July

(19 ‰, 20 °С) 
Мышцы
Muscles 1,10 ± 0,11 0,40хх ± 0,05 0,50х ± 0,09 1,30х ± 0,10 0,09х ± 0,0 0,33хх ± 0,04

Печень
Liver 0,93 ± 0,08 0,50 ± 0,04 0,52х ± 0,06 1,20х ± 0,09 0,07х ± 0,0 0,43хх ± 0,07

Жабры
Gills 1,50 ± 0,10 0,40хх ± 0,03 1,90 ± 0,10 1,9х ± 0,10 0,24х ± 0,04 0,47 ± 0,06

Гонады
Gonads 1,40 ± 0,11 0,6хх ± 0,06 1,9 ± 0,14 1,2 ± 0,10 0,12х ± 0,01 0,12х ± 0,04

Примечание. Здесь и в табл. 2: х – различия достоверны по сравнению с самками из губы Сельдяная, р ≤ 0,05, критерий 
U Манна – Уитни; хх – различия в начале и конце нереста между органами самок из одного биотопа достоверны, р ≤ 0,01, 
критерий U Манна – Уитни.
Note. Here and in Table 2: x – differences are significant in comparison with females from Seldyanaya Bay, p ≤ 0.05, Mann-Whitney U 
test; xx – differences at the beginning and end of spawning between the organs of females from one biotope are significant, p ≤ 0.01, 
Mann-Whitney U test.
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ки различия в активности катепсина D между 
началом и завершением нереста незначитель-
ны. В мае наибольшая активность катепсина D 
обнаружена в жабрах рыб из всех исследуемых 
биотопов, а в июле – в печени колюшки из губы 
Сельдяная и из лагуны Сухая.

Активность катепсинов В и D во всех органах 
рыб из лагуны Сухая к концу нереста повыша-
ется, в гонадах и жабрах рыб из губы Сельдяная 
и пролива Сухая Салма – снижается. В мышцах 
и печени колюшки из губы Сельдяная и пролива 
Сухая Салма к завершению нереста активность 
катепсина В повышается, а активность катеп-
сина D снижается.

Обсуждение

Результаты исследований активности ос-
новных лизосомальных протеиназ рыб – ка-
тепсинов В и D в начале и в конце нереста в не-
которых органах самок колюшки, обитающих 
в биотопах, различающихся по гидрологиче-
ским и экологическим характеристикам, сви-
детельствуют о разнонаправленном характере 
изменений активности катепсинов В и D, зави-
сящем прежде всего от времени нереста, а так-
же от избираемого биотопа и исследуемого 
органа. Следует отметить, что ранее при изуче-
нии влияния различных факторов среды (би-
отических и абиотических) на лизосомальный 
протеолиз в органах и тканях рыб было также 
показано, что активность катепсина В и D изме-
няется в разных направлениях [Немова, 1996; 
Немова и др., 2016; Крупнова и др., 2016]. 
Сравнительно высокая активность катепсина 
В в мышцах и печени самок колюшки из губы 
Сельдяная и пролива Сухая Салма, отловлен-
ных на нерестилищах в мае и июле, говорит 
о высоком протеолитическом потенциале ау-

тофагического типа у этих рыб. Катепсин В, 
как известно, является основной регуляторной 
протеиназой лизосом животных тканей, в том 
числе рыб, необходимой для гидролиза белков 
мышц с целью последующего их использова-
ния в биосинтетических процессах при форми-
ровании белков гонад самок рыб [Overturf, Gay-
lord, 2009; Немова и др., 2016]. Потребность 
в пластическом материале для биосинтезов 
у рыб в процессе нереста сопровождается так 
называемым «нерестовым истощением», свя-
занным с интенсификацией протеолитических 
и липолитических процессов, прежде всего 
в мышечной ткани. Известно, что если в на-
чале нерестового периода основные затраты 
на обеспечение энергией рыб идут за счет ли-
пидов, то в конце нереста немаловажная функ-
ция отводится белкам [Overturf, Gaylord, 2009].

Сравнительно высокая активность катеп-
синов В и D в жабрах колюшки из всех иссле-
дуемых биотопов (за исключением колюшки, 
отловленной в мае из лагуны Сухая), скорее 
всего, объясняется тем, что особи, пришед-
шие на нерестилища, сталкиваются с необхо-
димостью адаптации к новой среде обитания, 
которая характеризуется специфической со-
леностью, температурой, трофикой, отличной 
от таковой в местообитаниях, в которых они 
нагуливались. При этом следует заметить, что 
жабры являются одним из основных органов 
осморегуляции как у стеногалинных, так и у эв-
ригалинных рыб, к которым относится колюш-
ка трехиглая [Матей, 1996; Виноградов, 2000]. 
Сравнительно низкая активность катепсина 
В в органах колюшки, отловленной в мае из ла-
гуны Сухая (в мышцах, печени и гонадах – в 12 
раз, в жабрах – в 4 раза ниже по сравнению 
с колюшкой из губы Сельдяная), может быть 
связана не только с температурой и трофикой, 

Таблица 2. Активность катепсина D в органах самок колюшки, выловленной в разных биотопах Белого моря 
в начале (май) и в конце (июль) нереста (ед. акт.), n=7–10
Table 2. The activity of cathepsin D in the bodies of females of the three-spined stickleback in different biotopes 
of the White Sea at the beginning (May) and end (July) of the spawning (units of the act.), n=7–10

Биотоп
Biotope

Губа Сельдяная
Seldyanaya Bay

Пролив Сухая Салма
Sukhaya Salma Strait

Лагуна Сухая
Sukhaya Lagoon

Май
May

(23 ‰, 15 °С) 

Июль
July

(24 ‰, 20 °С) 

Май
May

(21 ‰, 12 °С) 

Июль
July

(20 ‰, 22 °С) 

Май
May

(15 ‰, 16 °С) 

Июль
July

(19 ‰, 20 °С) 
Мышцы
Muscles 0,04 ± 0,0 0,07 ± 0,0 0,05 ± 0,01 0,26хх ± 0,03 0,16х ± 0,04 0,11 ± 0,02

Печень
Liver 0,14 ± 0,03 0,18 ± 0,04 0,11 ± 0,03 0,49хх ± 0,09 0,12 ± 0,03 0,24хх ± 0,05

Жабры
Gills 1,10 ± 0,10 0,10хх ± 0,02 0,19х ± 0,04 1,9хх ± 0,14х 0,42х ± 0,07 0,12хх ± 0,03

Гонады
Gonads 0,15 ± 0,03 0,10 ± 0,01 0,11 ± 0,03 0,15 ± 0,04 0,16 ± 0,03 0,10 ± 0,0
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но и с соленостью (15 ‰ в лагуне Сухая против 
21 и 23 ‰ в других биотопах). Известно, что 
проницаемость жаберного эпителия при по-
нижении солености снижается, и это приводит 
к уменьшению потока ионов в организм и акти-
вации ионов транспортных систем [Виногра-
дов, 2000]. Аналогичные данные об изменении 
активности катепсина В были получены при 
исследовании влияния солености и кислотно-
сти среды на активность ферментов осморе-
гуляции и лизосомальных протеиназ в органах 
стерляди [Крупнова и др., 2009]. Что касается 
влияния температуры биотопа, то этот фактор, 
скорее всего, не оказывает значительного воз-
действия на активность лизосомальных проте-
иназ колюшки. Об этом говорят и сравнительно 
небольшие различия в уровне активности ка-
тепсинов у рыб из Сельдяной бухты и пролива 
Сухая Салма (разница между температурой 
в начале и в конце нереста 5 и 10 °С соответст-
венно).

Таким образом, приведенные в работе дан-
ные об изменении активности катепсинов В и D 
в органах колюшки свидетельствуют, что, ско-
рее всего, ведущим фактором, влияющим 
на активность лизосомальных протеиназ и, 
соответственно, на гидролиз белков у колюш-
ки в нерестовый период, являются физиологи-
ческие изменения в организме рыб, сопрово-
ждающие готовность к выметыванию половых 
продуктов и последующему оплодотворению. 
При этом нельзя исключать и влияния условий, 
складывающихся на нерестилищах (биотопах), 
прежде всего трофических и в меньшей сте-
пени таких факторов, как соленость и темпе-
ратура. Ранее было высказано положение, что 
по гидрологическим и трофическим характе-
ристикам губа Сельдяная является наиболее 
оптимальным биотопом для нереста колюшки 
[Лайус и др., 2013]. Данные, полученные в ис-
следовании активности ферментов лизосо-
мального протеолиза у колюшки трехиглой 
из разных нерестилищ Белого моря, частично 
это подтверждают. Несмотря на то что изме-
нения активности катепсинов в органах колюш-
ки из разных биотопов в период нереста носят 
разнонаправленный характер, можно предпо-
ложить их синергическое действие во внутри-
лизосомальном протеолизе.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального бюд‑
жета на выполнение государственного задания 
КарНЦ РАН (тема «Биохимические механизмы, 
определяющие сходство и различия в развитии 
адаптаций у гидробионтов морских и пресно‑
водных экосистем»).
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АКТИВНОСТЬ ЛИЗОСОМАЛЬНЫХ ФЕРМЕНТОВ  
В ОРГАНАХ КОЛЮШКИ ТРЕХИГЛОЙ ИЗ РАЗНЫХ БИОТОПОВ 
КАНДАЛАКШСКОГО ЗАЛИВА БЕЛОГО МОРЯ  
В ПЕРИОД НЕРЕСТА

Р. У. Высоцкая1, Е. А. Буэй1, Д. Л. Лайус2

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

Приведены результаты изучения активности лизосомальных ферментов в раз-
ных органах (печень, жабры, мышцы, гонады) половозрелых особей трехиглой 
колюшки Gasterosteus aculeatus L. в начале и конце нерестового периода. Рыбы 
для исследований были отловлены на трех нерестилищах в Кандалакшском за-
ливе Белого моря, отличавшихся температурным режимом, соленостью, интен-
сивностью водообмена, водной растительностью и другими параметрами. В про-
бах определяли активность пяти кислых гидролаз (кислой фосфатазы, РНКазы, 
ДНКазы, β-галактозидазы, β-глюкуронидазы). Показано, что в течение нересто-
вого периода рыбы находились в состоянии высокого метаболического напряже-
ния, о чем свидетельствует повышение активности кислой фосфатазы и глико-
зидаз в печени и особенно – значительное возрастание уровня практически всех 
изученных ферментов в скелетной мускулатуре самцов и самок колюшки из всех 
биотопов к концу нерестового периода. Это позволяет сделать вывод о мощ-
ном воздействии эндогенных факторов (половых стероидных и других гормонов) 
на метаболизм рыб. Лизосомальные ферменты, осуществляя гидролиз внутри-
клеточных резервов и менее необходимых в данный момент компонентов, обес-
печивают организм важными энергетическими и пластическими материалами. 
С участием ферментов лизосом происходит поступление веществ из внутренних 
органов в гонады для их дозревания у рыб, позже подошедших на нерестилища, 
а также компенсируется недостаточное поступление экзогенных питательных ве-
ществ, особенно у самцов колюшки, занятых в конце нереста заботой о потомст-
ве. Повышенный уровень активности кислых гидролаз в гонадах самок, видимо, 
связан с резорбцией невыметанной икры и регенерацией тканей гонад. В жабрах, 
в отличие от других органов, к концу нерестового периода отмечено угнетение 
активности гликозидаз и активация РНКазы даже на нерестилище с самыми бла-
гоприятными условиями (губа Сельдяная), что, скорее всего, объясняется рез-
ким изменением солености в данной акватории за время нереста. В целом реак-
ция лизосомальных гидролаз на экологические флуктуации в разных биотопах 
была менее выражена по сравнению с влиянием эндогенных факторов, связанных  
с нерестом.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: трехиглая колюшка Gasterosteus aculeatus L.; кислые гидро-
лазы; нерестовый период; условия среды; Белое море.
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Введение

Колюшка трехиглая Gasterosteus aculeatus 
Linnaeus, 1758 (Gasterosteidae) – небольшая, 
широко распространенная в бассейнах север-
ной части Атлантического и Тихого океанов 
рыбка [Аннотированный…, 1998]. Представи-
тели этого эвригалинного вида встречаются 
в морях, реках и озерах. По типу жизненного 
цикла принято различать морскую, проходную 
и пресноводную формы колюшки. Беломор-
ская колюшка проводит всю жизнь в море, ве-
дет стайный пелагический образ жизни, уходя 
для нагула и зимовки в открытое море, откуда 
возвращается большими косяками к прибреж-
ным мелководьям на нерест в конце мая – на-
чале июня [Ивантер, Рыжков, 2004]. Колюшка 
трехиглая относится к видам, для которых ха-
рактерна забота о потомстве. Самец строит 
гнездо на дне, обычно в зарослях морской тра-
вы зостеры Zostera marina. Самки откладывают 
икру в гнезда и после нереста остаются на не-
которое время на нерестилищах и активно пи-

таются [Демчук и др., 2018]. Самец после опло-
дотворения икринок меняет поведение на бо-
лее агрессивное, защищает гнездо от других 
рыб, в основном от других самцов и самок сво-
его вида, активно аэрирует кладку движениями 
плавников, убирает неоплодотворенные и по-
гибшие икринки. Вылупившиеся через 1–2 не-
дели личинки некоторое время остаются возле 
гнезда под охраной самца [Ивантер, Рыжков, 
2004]. Подрастающая молодь колюшки обитает 
в зарослях зостеры до осени, затем откочевы-
вает в открытое море [Rybkina et al., 2017]. Чи-
сленность колюшки в Белом море подвержена 
значительным колебаниям [Лайус и др., 2013а]. 
В первой половине прошлого века были зафик-
сированы огромные стаи этой рыбы, затем ее 
численность резко снизилась, что связывают 
с гибелью в 60-е годы ХХ века травы зостеры 
[Бергер, 2007; Иванова, Лайус, 2008]. С конца 
1990-х годов вслед за восстановлением за-
рослей зостеры наблюдается и возрастание 
обилия колюшки, численность которой к насто-
ящему времени близка к историческому мак-

R. U. Vysotskaya, E. A. Buoy, D. L. Lajus. THE ACTIVITY OF LYSOSOMAL 
ENZYMES IN ORGANS OF THREESPINE STICKLEBACK FROM DIFFERENT 
HABITATS IN THE GULF OF KANDALAKSHA, WHITE SEA, DURING THE 
SPAWNING PERIOD

The results of studies on the activity of lysosomal enzymes in different organs (liver, gills, 
muscles, gonads) of mature threespine stickleback Gasterosteus aculeatus L. at the be-
ginning and in the end of the spawning period are reported. Fish were captured from three 
spawning grounds in the Gulf of Kandalaksha, White Sea, which differed in temperature, 
salinity, retention time, aquatic vegetation and other parameters. The samples were ana-
lyzed for the activity of five acid hydrolases (acid phosphatase, RNase, DNase, β-galac-
tosidase, β-glucuronidase). During the spawning period, fish were shown to be in a state 
of high metabolic stress, as evidenced by an increase in acid phosphatase and glyco-
sidase activity in the liver and especially a significant increase in the level of almost all 
the studied enzymes in the skeletal muscles of stickleback males and females from all 
habitats by the end of spawning. We are thus driven to the conclusion about a power-
ful effect of endogenous factors (sex steroid and other hormones) on fish metabolism. 
As they hydrolyze intracellular reserves and the components which are less necessary 
at the moment, lysosomal enzymes provide the body with important energetic and con-
structive materials. Lysosomal enzymes take part in the transport of substances from 
internal organs to gonads to promote their maturation in the fish arriving at spawning 
grounds later, and help compensate the lack of exogenous nutrients, especially in stick-
leback males who care for the offspring in the end of the spawning period. The elevated 
activity of acid hydrolases in gonads of females is apparently associated with the resorp-
tion of unspawned eggs and regeneration of gonad tissues. Gills, unlike other organs, 
featured an inhibition of the activity of glycosidases and activation of RNase by the end 
of the spawning period even in the spawning ground with the most favorable conditions 
(Seldyanaya Bay), which is most likely due to a sharp change in salinity in this area over 
the spawning period. In general, the response of lysosomal hydrolases to environmental 
fluctuations in different habitats was less pronounced compared with the effect of endog-
enous factors associated with spawning.

K e y w o r d s: stickleback Gasterosteus aculeatus L.; acid hydrolases; spawning period; 
environmental conditions; White Sea.
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симуму [Лайус и др., 2013а; Bakhvalova et al., 
2016]. Высказывается также предположение, 
что увеличение численности колюшки может 
быть связано с потеплением в регионе [Ивано-
ва, Лайус, 2008]. Установлено, что из больших 
заливов Белого моря максимальное количе-
ство колюшки (более 76 %) концентрируется 
в Кандалакшском заливе [Лайус и др., 2013б]. 
Промыслового значения трехиглая колюшка 
не имеет, однако, являясь в настоящий мо-
мент самым многочисленным видом в бело-
морском ихтиоценозе, она занимает ключевое 
положение в экосистемах моря [Ivanova et al., 
2016]. Трехиглая колюшка − один из самых 
распространенных пищевых объектов для мно-
гих хищных рыб, среди которых такие важные 
промысловые виды, как сельдь Clupea pallasi 
marisalbi, треска Gadus morhua, навага Eleginus 
nawaga, и других рыб [Bakhvalova et al., 2016], 
а также некоторых видов птиц. Спектр пита-
ния самой колюшки довольно широк: от зоо-
планктона и бентоса до имаго насекомых, икры 
и молоди рыб, в том числе своего вида [Иван-
тер, Рыжков, 2004; Demchuk et al., 2015; Rybki-
na et al., 2016, Демчук и др., 2018]. Сказанным 
определяется роль трехиглой колюшки как 
связующего звена между разными трофиче-
скими уровнями в экосистемах разных зали-
вов моря. Помимо этого, колюшка, соверша-
ющая миграции в разные районы моря, играет 
роль переносчика вещества и энергии из при-
брежных экосистем в открытое море [Бергер,  
2007].

В ходе жизненного цикла колюшка, как 
и другие водные организмы, испытывает вли-
яние множества абиотических и биотических 
факторов (температура, освещенность, ми-
неральный и газовый состав среды, характер 
грунтов и течений, наличие пищевых объектов, 
хищники и др.), к изменению которых орга-
низм вынужден постоянно приспосабливаться 
[Озернюк, 2003]. В адаптивных реакциях к воз-
действию экзогенных и эндогенных факторов 
важная роль принадлежит лизосомам – осо-
бым внутриклеточным органеллам, в которых 
сосредоточено более 70 гидролитических фер-
ментов, активных в кислых условиях [Высоц-
кая, Немова, 2008]. Сведений о механизмах 
биохимических адаптаций трехиглой колюшки 
Белого моря к различным факторам в такой от-
ветственный период, как размножение, опре-
деляющий состояние популяции важнейшего 
для беломорских экосистем вида, совершенно 
недостаточно [Лысенко и др., 2018; Мурзина 
и др., 2018; Чурова и др., 2018].

Учитывая сказанное, целью настоящей ра-
боты являлось исследование активности ли-

зосомальных ферментов в органах колюшки 
трехиглой G. aculeatus из разных биотопов Кан-
далакшского залива в период нереста.

Материалы и методы

В исследовании использовали половозре-
лых особей колюшки трехиглой Gasterosteus 
aculeatus L. обоего пола, отловленных в начале 
(29–30 мая 2016 г.) и конце (7–9 июля 2016 г.) 
нерестового периода. Рыбу отлавливали с по-
мощью равнокрылого малькового невода дли-
ной 7,5 м и высотой 1,5 м, который заводили 
в прибрежной полосе на расстояние 30 м от бе-
рега. Коэффициент уловистости невода при-
нимали за 0,6 [Ivanova et al., 2016]. Отбор проб 
для исследований осуществляли на трех стан-
циях, местоположение и ряд характеристик ко-
торых приведены в таблице 1.

Губа Сельдяная считается одним из наибо-
лее продуктивных нерестилищ [Демчук и др., 
2018; Доргам и др., 2018]. Она представляет 
собой залив треугольной формы с широким 
выходом и интенсивным водообменом. Вер-
шина мелководная с небольшим пресновод-
ным стоком, максимальная глубина составляет 
8 м. Дно на литорали каменистое, на глубинах – 
илистое. В заливе очень густые заросли мор-
ской травы зостеры Z. marina.

Лагуна Колюшковая – это полузамкнутая 
акватория, связанная с морем через мелко-
водный пролив, который временами может пе-
ресыхать. Максимальная глубина составляет 
4 м. Водообмен с морем слабый. Площадь мел-
ководий составляет до половины акватории. 
Хорошо прогревается летом, поэтому вода 
в лагуне, как правило, на 2 °С выше, чем в при-
легающей морской акватории [Демчук и др., 
2018]. Дно илистое, местами очень топкое. 
Зостеры несколько меньше, чем в Сельдяной 
губе, много нитчатых водорослей. Лагуна также 
весьма привлекательна для колюшки в качест-
ве нерестилища.

Пролив Сухая Салма – типичный для Кан-
далакшского залива илисто-песчаный при-
брежный биотоп. Это открытая акватория с ин-
тенсивными приливно-отливными течениями, 
из-за чего вода в проливе слабее прогревает-
ся, чем на первых двух нерестилищах. На ли-
торали дно каменистое, глубже – песчаное. 
Водная растительность в проливе представле-
на фукоидами на каменистой литорали и раз-
реженными зарослями зостеры в мелковод-
ной части. Численность колюшки, приходящей 
на это нерестилище, в несколько раз меньше, 
чем в Сельдяной губе и лагуне Колюшковой 
[Доргам и др., 2018].
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Рыбы, взятые для исследований на раз-
ных нерестилищах, между собой не разли-
чались по размерно-массовым характери-
стикам. Достоверные отличия отмечены 
между самцами и самками, а также между 
рыбами на разных этапах нерестового перио-
да. В среднем для анализов были взяты перед 
нерестом самцы массой 2,87 ± 0,12 г и дли-
ной 5,96 ± 0,12 см, самки массой 3,83 ± 0,35 г 
и длиной 6,27 ± 0,09 см. После нереста эти 
показатели у самцов составляли 2,5 ± 0,11 г 
и 5,83 ± 0,09 см, у самок – 3,17 ± 0,18 г 
и 6,33 ± 0,18 см соответственно. Уменьшение 
массы рыб после нереста связано с выметыва-
нием половых продуктов и высокими энергети-
ческими затратами в нерестовый период [Дор-
гам и др., 2018].

Проведение аналитических работ осущест-
вляли с использованием приборов ЦКП Фе-
дерального исследовательского центра «Ка-
рельский научный центр Российской академии 
наук». Для биохимического анализа исполь-
зовали печень, жабры, мышцы и гонады самок 
рыб. Навески тканей гомогенизировали в 0,25 
М растворе сахарозы, содержащем 0,001 М 
ЭДТА и 0,1 % неионного детергента тритона 
Х-100, разрушающего внутриклеточные мем-
браны и высвобождающего содержащиеся 
в лизосомах ферменты. Гомогенаты осветля-
ли центрифугированием при 10 000 g на цен-
трифуге с охлаждением Allegra 64R (Beckman 
Coulter, США). В надосадочной жидкости опре-
деляли активность 5 ферментов (кислой фос-
фатазы, ДНКазы, РНКазы, β-галактозидазы, 
β-глюкуронидазы) и содержание белка.

Активность кислой фосфатазы (КФ 
3.1.3.2) определяли по методу Баррета 
и Хита [1980], используя в качестве субстра-
та β-глицерофосфат натрия на ацетатном бу-

фере, рН 4,8. Активность фермента выражали 
в микрограммах неорганического фосфора 
(Pin), образующегося в результате реакции, 
количество которого рассчитывали после ре-
акции с хромогенным реактивом [Kahovcova, 
Odavic,1969].

Активность кислых нуклеаз – ДНКазы (КФ 
3.1.4.6) и РНКазы (КФ 3.1.4.23) – определяли 
методами Покровского, Арчакова [1968] и Ле-
вицкого с соавторами [1973] соответственно. 
Субстратами служили 0,1%-е растворы дезок-
сирибонуклеиновой кислоты (рН 5) и рибону-
клеиновой кислоты (рН 5,2) в ацетатном буфе-
ре. Количество низкомолекулярных фрагмен-
тов нуклеиновых кислот, образующихся при их 
гидролизе нуклеазами, определяли спектро-
фотометрически при 260 нм. Активность фер-
ментов выражали в условных единицах ∆D260.

Активность β-галактозидазы (КФ 3.2.1.23) 
и β-глюкуронидазы (КФ 3.2.1.31) определяли 
методами, предложенными Барретом и Хи-
том [1980]. В качестве субстратов использо-
вали пара-нитрофенил-β, D-галактопиранозид 
(рН 4) и пара-нитрофенил-β, D-глюкуронид 
(рН 5) в цитратном буфере соответственно. Ак-
тивность гликозидаз выражали в микромолях 
пара-нитрофенола, образующегося в ходе ре-
акции. Расчет проводили на мг белка, содержа-
ние которого в пробах определяли по методу 
Лоури.

Полученные данные обработаны общепри-
нятыми методами вариационной статистики 
и представлены в виде средних значений и их 
ошибок. Сравнение биохимических показате-
лей в группах исследованных рыб проводили 
с применением непараметрического критерия 
U Вилкоксона – Манна – Уитни [Гублер, Генкин, 
1969]. Различия считали достоверными при 
p ≤ 0.05.

Таблица 1. Характеристика мест отбора проб трехиглой колюшки G. aculeatus в Кандалакшском заливе Бело-
го моря
Table 1. Characteristics of the sampling places of the threespine stickleback G. aculeatus in the Gulf of Kandalaksha 
of the White Sea

Географические координаты
Geographical coordinates

Дата отбора проб
Date of sampling

Температура, °С
Temperature, °С

Соленость, ‰
Salinity, ‰

Пролив Сухая Салма
Sukhaya Salma Strait
66°31ʹ16.96ʺN,
33°64ʹ73.70ʺE

28.05.2016
08.07.2016

12
20

16
19

Сельдяная губа
Seldyanaya Inlet
66°33ʹ80.66ʺN,
33°62ʹ25.16ʺE

29.05.2016
07.07.2016

15
20

12
24

Колюшковая лагуна
Kolyushkovaya Lagoon
66°31ʹ32.62ʺN,
33°64ʹ59.53ʺE

30.05.2016
09.07.2016

16
22

15
20
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Результаты

Исследования показали значительные раз-
личия в активности изученных ферментов 
у самцов и самок колюшки на разных этапах не-
рестового периода и из разных биотопов. При 
этом отмечено как повышение, так и снижение 
активности отдельных ферментов. Так, в пече-
ни к концу нереста происходило повышение ак-
тивности кислой фосфатазы, β-галактозидазы 
и практически во всех сравниваемых вариан-
тах – β-глюкуронидазы (табл. 2). Достоверно 
снижалась активность ДНКазы в печени отне-
рестившихся самок из Сельдяной губы.

В печени самок из Колюшковой лагуны в кон-
це нерестового периода активность всех изучен-
ных ферментов была более высокой, чем в его 
начале. В жабрах рыб, напротив, к концу нереста 
отмечено снижение активности кислой фосфа-
тазы, ДНКазы и обеих гликозидаз (табл. 3).

При сравнении особей из разных биото-
пов можно отметить угнетение РНКазы у рыб 
из Сухой Cалмы, в отличие от аналогичных по-
казателей у рыб из Сельдяной губы и Колюш-
ковой лагуны. На этом фоне выделяется зна-
чительно более высокий уровень активности 
β-глюкуронидазы в жабрах отнерестившихся 
самцов из Колюшковой лагуны.

Таблица 2. Активность лизосомальных ферментов в печени колюшки трехиглой G. aculeatus из разных биото-
пов в период нереста (n=5−7)
Table 2. The activity of lysosomal enzymes in the liver of the threespine stickleback G. aculeatus from different 
biotopes during the spawning period (n=5−7)

Стадия 
нерестового 

периода
Spawning period 

stage

Сухая Салма
Sukhaya Salma Strait

Сельдяная губа
Seldyanaya Inlet

Колюшковая лагуна
Kolyushkovaya Lagoon

Самцы
Males

Самки
Females

Самцы
Males

Самки
Females

Самцы
Males

Самки
Females

Кислая фосфатаза, мкг Pin / мг белка
Acid phosphatases, µg Pin / mg protein

Начало
Beginning 7,47 ± 1,45бв 11,38 ± 1,46 14,55 ± 0,64 10,95 ± 0,76 11,81 ± 0,59б 8,81 ± 0,89

Конец
End 12,07 ± 0,86ав 13,18 ± 0,94в 8,49 ± 1,30а 11,64 ± 1,20в 19,16 ± 0,81аб 21,16 ± 4,31а

РНКаза, ∆ D260 / мг белка
RNase, ∆ D260 / mg protein

Начало
Beginning 0,952 ± 0,05б 0,563 ± 0,04 0,692 ± 0,10 0,510 ± 0,04 1,082 ± 0,06 0,546 ± 0,06

Конец
End 0,572 ± 0,02абв 0,640 ± 0,05 0,828 ± 0,07 0,700 ± 0,04а 0,890 ± 0,07 0,748 ± 0,14

ДНКаза, ∆ D260 / мг белка
DNase, ∆ D260 / mg protein

Начало
Beginning 0,276 ± 0,01в 0,363 ± 0,03 0,320 ± 0,03 0,375 ± 0,05 0,314 ± 0,01 0,213 ± 0,02б

Конец
End 0,278 ± 0,00в 0,247 ± 0,02а 0,280 ± 0,02 0,280 ± 0,01а 0,318 ± 0,02 0,295 ± 0,03а

Β-галактозидаза, мкМоль пара-нитрофенола / мг белка
B-galactosidase, µMol para-nitrophenol / mg protein

Начало
Beginning 0,104 ± 0,004в 0,072 ± 0,007бв 0,15 ± 0,01 0,054 ± 0,004 0,132 ± 0,008 0,044 ± 0,004

Конец
End 0,145 ± 0,002абв 0,119 ± 0,01аб 0,128 ± 0,01 0,094 ± 0,012 0,14 ± 0,01 0,154 ± 0,03аб

Β-глюкуронидаза, мкМоль пара-нитрофенола / мг белка
B-glucuronidase, µMol para-nitrophenol / mg protein

Начало
Beginning 0,339 ± 0,01бв 0,15 ± 0,02б 0,434 ± 0,03 0,096 ± 0,006 0,242 ± 0,034 0,116 ± 0,016

Конец
End 0,512 ± 0,01абв 0,35 ± 0,07а 0,360 ± 0,02 0,306 ± 0,018а 0,356 ± 0,004а 0,306 ± 0,054а

Примечание. Здесь и далее: а – различия достоверны между рыбами того же пола в начале и конце нереста, б – различия до-
стоверны по сравнению с рыбами из Сельдяной губы, в – различия достоверны по сравнению с рыбами из Колюшковой лагуны.
Note. Here and hereinafter: а – the differences are significant between fish of the same sex at the beginning and end of spawning, 
б – the differences are significant in comparison with the fish from Seldyanaya Inlet, в – the differences are significant in comparison 
with the fish from Kolyushkovaya Lagoon.
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Наиболее значимыми были изменения ак-
тивности лизосомальных ферментов в скелет-
ных мышцах рыб. При этом к концу нерестового 
периода активность практически всех кислых 
гидролаз значительно превышала уровень этих 
ферментов в начале нереста (табл. 4). Осо-
бенно заметно возрастал уровень активности 
 РНКазы у самцов и самок колюшки из Колюш-
ковой лагуны и Сельдяной губы.

В гонадах самок колюшки в ходе нереста 
отмечено снижение активности кислой фос-
фатазы и достоверное повышение активно-
сти β-глюкуронидазы у рыб из всех биотопов 
(табл. 5).

Обсуждение

Все этапы жизненного цикла рыб происхо-
дят под влиянием комплекса внешних и вну-
тренних факторов. Сезонные циклы роста, 

размножения, миграций тесно связаны с воз-
действием таких факторов, как температура, 
освещенность, продолжительность светового 
дня, соленость и другие. Под их влиянием че-
рез посредство нейрогуморальной и эндокрин-
ной систем включаются механизмы, вызываю-
щие изменения морфологических признаков, 
физиолого-биохимических показателей и по-
веденческих реакций [Аминева, Яржомбек, 
1984]. Под влиянием гормонов в нерестовый 
период у самцов колюшки трехиглой изменя-
ется окраска тела: их брюшко становится крас-
ным, а глаза голубыми, при этом самки сохра-
няют серовато-зеленоватую окраску [Лайус 
и др., 2013а]. При исследованиях, выполнен-
ных на колюшке, взятой на тех же нерестили-
щах и одновременно с нашими пробами, было 
продемонстрировано, что конкуренция за гне-
здовые территории в нерестовый период, тра-
та энергоресурсов, миграции приводят к слож-

Таблица 3. Активность лизосомальных ферментов в жабрах колюшки трехиглой G. aculeatus из разных биото-
пов в период нереста (n=5−7)
Table 3. The activity of lysosomal enzymes in the gills of the threespine stickleback G. aculeatus from different 
biotopes during the spawning period (n=5−7)

Стадия 
нерестового 

периода
Spawning stage

Сухая Салма
Sukhaya Salma Strait

Сельдяная губа
Seldyanaya Inlet

Колюшковая лагуна
Kolyushkovaya Lagoon

Самцы 
Males

Самки 
Females

Самцы 
Males

Самки 
Females

Самцы 
Males

Самки 
Females

Кислая фосфатаза, мкг Pin / мг белка
Acid phosphatases, µg Pin / mg protein

Начало 
Beginning 5,86 ± 0,73 4,99 ± 0,01бв 7,46 ± 0,32 8,79 ± 0,90в 5,31 ± 0,11 6,09 ± 0,17

Конец
End 4,85 ± 0,29б 3,83 ± 0,54а 3,59 ± 0,59а 3,84 ± 0,60а 5,06 ± 0,43 3,59 ± 0,57а

РНКаза, ∆ D260 / мг белка
RNase, ∆ D260 / mg protein

Начало 
Beginning 0,360 ± 0,04в 0,348 ± 0,009 0,468 ± 0,05 0,478 ± 0,07 0,645 ± 0,08 0,346 ± 0,003

Конец
End 0,367 ± 0,03бв 0,340 ± 0,04б 0,735 ± 0,12 0,607 ± 0,07 0,720 ± 0,08 0,514 ± 0,07

ДНКаза, ∆ D260 / мг белка
DNase, ∆ D260 / mg protein

Начало 
Beginning 0,378 ± 0,02б 0,338 ± 0,003бв 0,593 ± 0,04 0,690 ± 0,08в 0,360 ± 0,03 0,272 ± 0,01

Конец
End 0,262 ± 0,03а 0,216 ± 0,003а 0,268 ± 0,01а 0,293 ± 0,04а 0,428 ± 0,08 0,216 ± 0,04

Β-галактозидаза, мкМоль пара-нитрофенола / мг белка
B-galactosidase, µMol para-nitrophenol / mg protein

Начало
Beginning 0,089 ± 0,005 0,076 ± 0,002б 0,118 ± 0,012 0,098 ± 0,006в 0,086 ± 0,006 0,068 ± 0,004

Конец
End 0,078 ± 0,010 0,066 ± 0,003 0,062 ± 0,010а 0,060 ± 0,012а 0,068 ± 0,002а 0,100 ± 0,014

Β-глюкуронидаза, мкМоль пара-нитрофенола / мг белка
B-glucuronidase, µMol para-nitrophenol / mg protein

Начало 
Beginning 0,136 ± 0,008бв 0,144 ± 0,008б 0,214 ± 0,012 0,256 ± 0,01в 0,224 ± 0,014 0,114 ± 0,016

Конец
End 0,150 ± 0,01бв 0,142 ± 0,022 0,126 ± 0,002а 0,148 ± 0,014а 0,584 ± 0,06а 0,118 ± 0,018
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ной картине изменчивости морфологических 
признаков рыб на разных этапах нереста [Дор-
гам и др., 2018]. Нерестовый период сопрово-
ждается также серьезными преобразованиями 
внутриклеточного метаболизма. Выявленные 
в нашем исследовании значительные измене-
ния активности кислых гидролаз свидетельст-
вуют об активном участии лизосом в этих пре-
образованиях. В конце нерестового периода 
в печени колюшки отмечен высокий уровень ак-
тивности фермента-маркера лизосом – кислой 
фосфатазы. Это позволяет говорить об интен-
сивном синтезе лизосомальных гидролаз, кото-
рые направляются в другие органы и осуществ-
ляют реакции, связанные с обеспечением ор-
ганизма необходимыми ему в данный момент 
пластическими и энергетическими материала-
ми, а также веществами, участвующими в регу-
ляции метаболизма и поддержании гомеоста-
за. В частности, к концу нерестового периода 

в печени самцов и самок достоверно возраста-
ет уровень β-галактозидазы – фермента, участ-
вующего в метаболизме галактозосодержащих 
гликолипидов и гликопротеинов, осуществляю-
щих регуляцию многих путей обмена, процес-
сов межклеточного взаимодействия, клеточной 
дифференцировки, рецепторную и другие важ-
ные функции [Winchester, 2005].

Ранее нами было показано активное учас-
тие лизосомальных ферментов в формирова-
нии ооцитов и спермиев рыб, главным образом 
за счет питательных веществ, поступающих 
из внутренних органов [Высоцкая, Немова, 
2008]. Лизосомы играют важную роль в под-
готовке ооцитов к оплодотворению и в самом 
процессе слияния гамет [Stinchcombe et al., 
2004], так же как и в многочисленных морфоге-
нетических преобразованиях, которые запуска-
ются в яйцеклетке сразу после оплодотворения 
[Немова, 1996].

Таблица 4. Активность лизосомальных ферментов в скелетных мышцах колюшки трехиглой G. aculeatus 
из разных биотопов в период нереста (n=5−7)
Table 4. The activity of lysosomal enzymes in skeletal muscle of the threespine stickleback G. aculeatus from different 
biotopes during the spawning period (n=5−7)

Стадия 
нерестового 

периода
Spawning stage

Сухая Салма
Sukhaya Salma Strait

Сельдяная губа
Seldyanaya Inlet

Колюшковая лагуна
Kolyushkovaya Lagoon

Самцы
Males

Самки
Females

Самцы
Males

Самки
Females

Самцы
Males

Самки
Females

Кислая фосфатаза, мкг Pin / мг белка
Acid phosphatases, µg Pin / mg protein

Начало
Beginning 5,01 ± 0,29 5,25 ± 1,12 5,90 ± 0,75 7,59 ± 0,27 4,66 ± 0,30 5,02 ± 0,22б

Конец
End 8,41 ± 1,48а 7,66 ± 1,23 7,16 ± 0,41 6,20 ± 0,50а 5,49 ± 0,62б 8,21 ± 0,55аб

РНКаза, ∆ D260 / мг белка
RNase, ∆ D260 / mg protein

Начало
Beginning 0,634 ± 0,04бв 0,557 ± 0,06бв 0,270 ± 0,04 0,317 ± 0,01 0,107 ± 0,01 0,518 ± 0,02б

Конец
End 0,620 ± 0,08 0,854 ± 0,12ав 0,720 ± 0,05а 0,596 ± 0,11а 0,901 ± 0,12а 1,294 ± 0,14аб

ДНКаза, ∆ D260 / мг белка
DNase, ∆ D260 / mg protein

Начало
Beginning 0,341 ± 0,03 0,418 ± 0,07б 0,404 ± 0,05 0,686 ± 0,07 0,307 ± 0,02 0,353 ± 0,02б

Конец
End 0,405 ± 0,04 0,478 ± 0,06 0,536 ± 0,05а 0,427 ± 0,05а 0,421 ± 0,04а 0,474 ± 0,03а

Β-галактозидаза, мкМоль пара-нитрофенола / мг белка
B-galactosidase, µMol para-nitrophenol / mg protein

Начало
Beginning 0,022 ± 0,002 0,024 ± 0,004 0,034 ± 0,006 0,032 ± 0,01 0,018 ± 0,002 0,022 ± 0,002

Конец
End 0,030 ± 0,004 0,046 ± 0,008а 0,046 ± 0,008 0,032 ± 0,01 0,034 ± 0,006а 0,06 ± 0,002аб

Β-глюкуронидаза, мкМоль пара-нитрофенола / мг белка
B-glucuronidase, µMol para-nitrophenol / mg protein

Начало
Beginning 0,020 ± 0,002 0,033 ± 0,004 0,030 ± 0,006 0,040 ± 0,004 0,020 ± 0,002 0,040 ± 0,002

Конец
End 0,045 ± 0,006а 0,079 ± 0,01абв 0,052 ± 0,004а 0,040 ± 0,006 0,036 ± 0,004аб 0,050 ± 0,004
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На более высоком уровне к концу нересто-
вого периода была активность и другой гли-
козидазы – β-глюкуронидазы. Этот фермент 
участвует в распаде мукополисахаридов, яв-
ляющихся важнейшими компонентами соеди-
нительной ткани. Фермент может участвовать 
в резорбции невыметанных половых продук-
тов, а также в инволюции тканей гонад после 
нереста. Участием в этих процессах, на наш 
взгляд, объясняется высокая активность дан-
ного фермента, а также нуклеаз в гонадах от-
нерестившихся самок. Следует отметить, что 
β-глюкуронидаза, как и другие гликозидазы, 
кроме реакций гидролиза может катализиро-
вать реакции трансгликозилирования, то есть 
осуществлять перенос остатка глюкуроновой 
кислоты на другие вещества. В результате дан-
ной реакции образуются растворимые конъю-
гаты и тем самым достигается обезвреживание 
и выведение из организма многих ксенобиоти-

ков и эндогенных метаболитов. По такому ме-
ханизму может обезвреживаться, например, 
избыток катехоламинов (адреналина и нор-
адреналина), повышенный уровень которых 
можно предположить у колюшки в нерестовый 
период. В пользу этого свидетельствует агрес-
сивное поведение самцов в борьбе за нересто-
вые участки, при охране кладки и защите под-
растающей молоди.

К концу нерестового периода отмечен высо-
кий уровень активности практически всех ли-
зосомальных ферментов в скелетных мышцах 
как самцов, так и самок колюшки. Особенно 
заметным было повышение активности РНКа-
зы и β-глюкуронидазы у рыб на нерестилищах 
с благоприятными условиями – в Колюшковой 
лагуне и Сельдяной губе. Наблюдаемое явле-
ние может быть объяснено двумя причинами. 
Во-первых, рыбы подходят на нерест не одно-
временно. В разгар нереста на нерестилищах 

Таблица 5. Активность лизосомальных ферментов в гонадах самок колюшки трехиглой G. aculeatus из разных 
биотопов в период нереста (n=5)
Table 5. The activity of lysosomal enzymes in gonads of stickleback females G. aculeatus from different biotopes 
during the spawning period (n=5)

Стадия 
нерестового 

периода
Spawning stage

Сухая Салма
Sukhaya Salma Strait

Сельдяная губа
Seldyanaya Inlet

Колюшковая лагуна
Kolyushkovaya Lagoon

Кислая фосфатаза, мкг Pin / мг белка
Acid phosphatases, µg Pin / mg protein

Начало
Beginning 5,77 ± 0,48бв 4,14 ± 0,32в 11,89 ± 2,15

Конец
End 2,99 ± 0,91аб 4,67 ± 0,83 3,71 ± 0,44а

РНКаза, ∆ D260 / мг белка
RNase, ∆ D260 / mg protein

Начало
Beginning 0,148 ± 0,04б 0,381 ± 0,09 0,242 ± 0,06

Конец
End 0,202 ± 0,03в 0,459 ± 0,16 0,352 ± 0,06

ДНКаза, ∆ D260 / мг белка
DNase, ∆ D260 / mg protein

Начало
Beginning 0,075 ± 0,005б 0,147 ± 0,03 0,098 ± 0,01

Конец
End 0,111 ± 0,01а 0,150 ± 0,02 0,110 ± 0,04

Β-галактозидаза, мкМоль пара-нитрофенола / мг белка
B-galactosidase, µMol para-nitrophenol / mg protein

Начало
Beginning 0,024 ± 0,002бв 0,038 ± 0,006в 0,058 ± 0,008

Конец
End 0,030 ± 0,002а 0,038 ± 0,006 0,034 ± 0,004а

Β-глюкуронидаза, мкМоль пара-нитрофенола / мг белка
B-glucuronidase, µMol para-nitrophenol / mg protein

Начало
Beginning 0,018 ± 0,001 0,018 ± 0,002 0,018 ± 0,002

Конец
End 0,052 ± 0,022а 0,068 ± 0,012а 0,060 ± 0,012а
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встречались самки, имеющие III стадию зре-
лости гонад [Лайус и др., 2013б]. Процесс до-
зревания гонад у таких рыб происходил уже 
на нерестилищах, и такие особи могли оказать-
ся в пробах, взятых на анализ. Как отмечалось 
выше, при гаметогенезе происходит активная 
перекачка веществ в гонады из внутренних ор-
ганов, расщепление резервных компонентов 
в которых осуществляется лизосомальными 
ферментами. Во-вторых, во время нереста ко-
люшка менее интенсивно питается, особенно 
это относится к самцам, которые не могут да-
леко и надолго отлучаться от гнезда [Демчук 
и др., 2018]. Энергозатраты во время нереста 
и в конце нерестового периода значительно 
возрастают. Было показано, что по окончании 
нерестового периода у представителей обоих 
полов колюшки упитанность снижалась, при 
этом в большей мере у самцов, чем у самок 
[Демчук и др., 2018]. Недостаточное поступле-
ние экзогенных питательных веществ в этой си-
туации компенсируется за счет перехода орга-
низма на эндогенное питание, в котором основ-
ную роль играют лизосомальные ферменты. 
Подтверждением данного предположения и яв-
ляется установленная в нашем исследовании 
значительная активизация лизосомальных ги-
дролаз к концу нерестового периода в мышцах 
самцов из всех биотопов. Последнее обстоя-
тельство свидетельствует об использовании 
компонентов скелетной мускулатуры в качест-
ве строительного и энергетического материа-
ла. Все процессы, происходящие в этот пери-
од в организме рыб, находятся под контролем 
и регулирующим влиянием нейроэндокринной 
системы. К концу нерестового периода у сам-
цов колюшки трехиглой отмечено снижение 
уровня андрогенов в плазме крови, происхо-
дят изменения в половом поведении: охрана 
территории и ухаживание за самкой сменяется 
стадией заботы о потомстве [Рендаков, 2018].

Картина изменения активности лизосо-
мальных гидролаз в ходе нерестового пери-
ода в жабрах заметно отличается от таковой 
в других органах. Снижение активности боль-
шинства изученных ферментов (кроме РНКазы) 
в жабрах в конце нерестового периода во всех 
биотопах можно связать с повышением соле-
ности за этот период. Отметим, что наиболее 
значительным было изменение солености в са-
мой благоприятной для нереста колюшки ак-
ватории – Сельдяной губе (с 12 до 24 ‰). Ра-
нее в исследованиях на моллюсках нами была 
показана высокая чувствительность нуклеаз 
к распреснению воды: при снижении солености 
наблюдалось угнетение их активности [Амели-
на, 2006]. Активность же гликозидаз, напротив, 

угнеталась при более высокой солености [Вы-
соцкая и др., 2005]. Аналогичный результат по-
лучен и в данном исследовании на рыбах. При 
этом наиболее заметные изменения отмечены 
в жабрах – органе, который первым реагиру-
ет на изменения в химическом составе водной 
среды.

Заключение

Результаты проведенных исследований по-
казали, что в течение нерестового периода 
в органах трехиглой колюшки происходят су-
щественные органоспецифичные изменения 
в активности лизосомальных гидролаз, свя-
занные как с адаптациями рыб к меняющимся 
условиям среды, так и с переменой физиологи-
ческого состояния самцов и самок, происходя-
щей под влиянием половых стероидов и других 
гормонов.

Возрастание активности кислой фосфата-
зы, РНКазы и гликозидаз в печени и особенно 
в скелетной мускулатуре у рыб из биотопов 
с благоприятными и менее благоприятными 
условиями для нереста позволяют сделать вы-
вод о мощном воздействии эндогенных факто-
ров на метаболические преобразования в ор-
ганизме в этот период. Лизосомальные фер-
менты, осуществляя гидролиз внутриклеточных 
резервов и менее необходимых в данный мо-
мент компонентов, участвуют в обеспечении 
организма энергетическими и пластическими 
материалами для поддержания основных про-
цессов жизнедеятельности. При участии ли-
зосомальных гидролаз за счет компонентов 
внутренних органов происходит дозревание 
гонад у позже подошедших на нерестилища 
рыб, а также компенсируется недостаточное 
поступление экзогенных питательных веществ, 
то есть происходит переключение на эндоген-
ное питание, в котором основную роль играют 
ферменты лизосом. В конце нерестового пери-
ода в гонадах самок колюшки отмечено повы-
шение уровня β-глюкуронидазы и нуклеаз, что 
можно связать с резорбцией невыметанной 
икры и инволюцией тканей гонад. Несколько 
выделяются данные по изменению активности 
изученных ферментов в жабрах рыб, выловлен-
ных на разных нерестилищах. К концу нересто-
вого периода в этом органе, ответственном за 
осморегуляцию и поддержание кислотно-ще-
лочного баланса, в акваториях, где происходи-
ло значительное повышение солености, наблю-
далось угнетение активности гликозидаз и ак-
тивация РНКазы.

В целом можно сделать вывод, что под влия-
нием комплекса факторов в органах трехиглой 



53

колюшки в течение нерестового периода про-
исходили адаптивные перестройки в активно-
сти лизосомального аппарата во всех органах. 
При этом реакция лизосомальных гидролаз 
на экологические флуктуации в разных аква-
ториях в этот период была менее выраженной 
по сравнению с влиянием эндогенных факто-
ров, связанных с нерестом.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (0218‑2019‑0076).
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ИСПЫТАНИЕ ГНЕЗД-ИНКУБАТОРОВ ИКРЫ КЕТЫ 
(ONCORHYNCHUS KETA) «ШАЙБА 400»  
В МАЛЫХ ПРИТОКАХ РЕКИ МАЛКА  
(О. САХАЛИН)

Д. А. Ефремов1,3, А. Е. Веселов1,3, М. А. Ручьев1,3, 
М. А. Скоробогатов2,3, Л. К. Федорова4, А. И. Мадудин5

1 Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН»,  
 Петрозаводск, Россия 
2 Тверской государственный технический университет, Россия 
3 Институт проблем экологии и эволюции им. А. Н. Северцова РАН,  
 Москва, Россия 
4 Сахалинский государственный университет, Южно‑Сахалинск, Россия 
5 ООО «Нерест‑2008», Сахалинская обл., Россия

Представлен результат внезаводского метода воспроизводства кеты (Oncorhynchus 
keta), испытанного в малых притоках р. Малка (бассейн Охотского моря, Татарский 
пролив). Использованы специально сконструированные гнезда-инкубаторы, уста-
навливаемые на дно порогового участка реки. Каждое устройство представляет 
собой обтекаемую емкость, внутри которой в два яруса размещены инкубацион-
ные пластины с лунками для икры. В дне устройства имеется водозаборник, обес-
печивающий постоянное поступление свежей воды, сверху установлен выпускной 
патрубок для выноса воды с продуктами жизнедеятельности эмбрионов из устрой-
ства. Гнездо позволяет инкубировать в течение зимы оплодотворенную икру кеты 
и весной получать жизнестойких личинок, самостоятельно расселяющихся в по-
роге реки или принудительно извлекаемых из устройств для подращивания в бас-
сейнах. В ходе испытания выявлены как преимущества (повышенная емкость для 
инкубируемой икры до 404 икринок кеты на устройство, щели на дне лунок, огра-
ничивающие икринки от проваливания в нижнюю накопительную камеру в период 
инкубации и одновременно позволяющие выходить личинкам в накопительную 
камеру после вылупления), так и конструктивные недостатки (слабая проточность 
при кассетном способе установки, а также нарушение проточности в условиях за-
бивания водозаборного патрубка песком). В целом эффективность выклева личи-
нок составила 97,8 %. Выход малька в реку не превысил 48,7 %. Гибель части маль-
ков произошла из-за нарушения проточности устройств в результате критического 
падения уровня воды в зимнюю межень, а также из-за высокого, до 25 см, уровня 
наносов. Больший отход, в некоторых устройствах до 100 %, наблюдался в гнездах, 
установленных кассетами. При незначительной доработке устройство можно ис-
пользовать для восстановления численности кеты и других тихоокеанских лососей 
в небольших реках.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: внезаводской метод инкубации; икра кеты; гнезда-инкуба-
торы «Шайба 400»; технологии инкубации.
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Введение

Лососевые виды рыб в ходе эволюционного 
развития приобрели сложный жизненный цикл, 
включающий приуроченность к пресноводным 
водотокам в период размножения и роста мо-
лоди, а также необходимость миграции в на-
гульный период к водоемам, богатым пищевы-
ми ресурсами, находящимся иногда за тысячи 
километров от места выклева личинки. Одним 
из наиболее критических периодов жизни лосо-
сей является период инкубации и выклева икры 
в грунте пресных водотоков. В этот период на-
блюдается наибольший уровень отхода неопло-
дотворенной икры, а также эмбрионов – до 90 % 
от икры, сформированной самкой в период на-
гула и созревания. В связи с этим уже более 
века ведутся работы, направленные на оптими-
зацию естественного нереста производителей 
лососевых рыб и повышение эффективности 
инкубации икры, с целью повысить продуктив-
ность естественных нерестилищ и увеличить 
возврат товарной рыбы. Одно из направле-
ний этой деятельности посвящено разработ-
ке искусственных устройств для инкубации 
лососевой икры в естественных условиях рек 
[Donaghy, Verspoor, 2000; Лупандин и др., 2005; 
Dumas, Marty, 2006; Веселов и др., 2007, 2011; 

Pander et al., 2009]. Эти устройства с искус-
ственно оплодотворенной икрой размещают 
на порогах и перекатах рек. По завершении ин-
кубационного периода жизнестойкие личинки 
лососевых рыб самостоятельно расселяются 
из гнезд-инкубаторов по порогам и ведут харак-
терный для дикой молоди образ жизни (их рост 
и развитие происходит на естественной кормо-
вой базе). Также устройства предусматривают 
дальнейшее подращивание молоди в искусст-
венно созданных заводях, бассейнах, прудах 
и т. д. с применением различных  кормов.

На базе лаборатории экологии рыб и водных 
беспозвоночных Института биологии КарНЦ РАН 
уже больше 20 лет ведутся разработки искусст-
венных гнезд-инкубаторов икры, сконструиро-
вано и испытано более 25 образцов гнезд-ин-
кубаторов. В устройстве типа «Шайба» удалось 
добиться наибольшей эффективности выхода 
жизнестойких личинок – до 97 % [Веселов и др., 
2011], но рассчитано оно на инкубацию только 
100 икринок, что недостаточно для работ по ин-
тенсивному восстановлению запасов лососевых 
видов рыб. В ходе взаимодействия с рыбопро-
мышленниками Сахалинской области была по-
ставлена задача создать более емкое устройст-
во для инкубации икры тихоокеанских лососей, 
позволяющее получать молодь рыб в больших 

D. A. Efremov, A. E. Veselov, M. A. Ruch’ev, M. A. Skorobogatov, 
L. K. Fyodorova, A. I. Madudin. TRIALS OF “SHAYBA 400” INCUBATION 
NESTS FOR CHUM SALMON (ONCORHYNCHUS KETA) EGGS IN SMALL 
TRIBUTARIES TO THE MALKA RIVER (SAKHALIN ISLAND)

The outcome of a non-hatchery method for chum salmon (Oncorhynchus keta) repro-
duction is presented. The method was tested in small tributaries to Malka River (Sea 
of Okhotsk catchment, Tatar Strait). Specially designed incubation nests were deployed 
on the bottom of river stretches with rapids. Each device is a streamlined flattened ves-
sel with two layers of incubation plates with wells for individual egg. There is a water in-
let in the bottom of the device to secure continuous supply of fresh water; water with 
embryos’ waste products is washed out of the device through an outlet tube on the top. 
The nest allows incubating fertilized chum salmon eggs during the winter and get via-
ble larvae in spring, who would then either disperse across the rapid by themselves or 
be taken out of the devices to be post-reared in pools. The trial revealed both strengths 
(higher capacity for the incubated eggs – up to 404 chum salmon eggs per device, slots 
in the bottom of the wells preventing eggs from falling through to the underlying collec-
tion chamber during incubation but at the same time allowing the movement of larvae 
to the collection chamber after hatching) and structural flaws (poor water flow in the cas-
sette installation mode, as well as flow blockage by sand clogging the water intake pipe). 
Overall, the hatching rate was 97.8 %. Not more than 48.7 % exited the next as larvae. 
Mortalities were partially due to the blockage of flow through the devices as a result 
of a critical drop in the water level during the winter low water period, and to the high sed-
iment load, up to 25 cm. Losses were higher, in some devices up to 100 %, in the nests 
with cassette-type installation. After a minor upgrade, the device can be used to restore 
the numbers of chum salmon and other Pacific salmon species in small rivers.

K e y w o r d s: non-hatchery incubation method; chum salmon eggs; nests incubators 
“Shayba 400”; incubation techniques.
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объемах. Гнездо-инкубатор типа «Шайба» было 
усовершенствовано, разработанное на его 
базе устройство получило наименование «Шай-
ба 400». В нем изменен способ расположения 
икринок, выхода личинок, метод загрузки икры, 
а также внедрен принцип многослойного распо-
ложения инкубационного субстрата. Проведены 
испытания устройства с заложенной икрой Кум-
жи в ручье Улмосен-йоки [Ручьев и др., 2016], 
в ходе которых выявлен ряд недостатков макет-
ного образца устройства. На основе натурных 
испытаний устройство было доработано и при-
готовлено к испытаниям в реках Дальнего Вос-
тока с заложенной икрой тихоокеанского лосо-
ся – кеты (Oncorhynchus keta).

Цель работы – провести испытания кон-
струкций гнезд-инкубаторов «Шайба 400» по-
вышенной вместимости с заложенной в них 
икрой кеты на стадии развития «глазок», уста-
новленных двумя способами – одиночно и кас-
сетным способом; получить жизнестойких ли-
чинок с целью их принудительного извлечения 
из устройств для дальнейшего подращивания 
в бассейне и выпуска на нагул в море; выявить 
и устранить возможные конструктивные недо-
статки устройств и способов их установки.

Материалы и методы

Испытания гнезд-инкубаторов «Шайба 400» 
проводили в реке Малка. Это умеренно-хо-
лодноводный водоток горно-равнинного типа, 
достаточно разветвленный, главное русло 
принимает 28 притоков (рис. 1), часть из ко-
торых пересыхают в летний или зимний пери-
од. Бассейн реки на севере граничит с рекой 
Ханкотан, на востоке – с бассейнами рек Анд-
росовка и Кама, а на юге – с рекой Одиночка. 
Река протекает в горно-холмистой местности 
юго-западной части острова Сахалин. Исток 
ее находится в горной (гора Камышовая) бо-
лотистой местности на высоте 246 м над уров-
нем моря (47°22ʹ22ʺ с. ш., 142°03ʹ10ʺ в. д.), 
а впадает река в Татарский пролив между 
Японским и Охотским морями (47°21ʹ24ʺ с. ш., 
141°59ʹ51ʺ в. д.) (рис. 1).

Следует отметить, что в нижнем течении 
с левой стороны на расстоянии 950 и 1100 м 
от устья реки расположены два незамерзающих 
притока – ручьи Бодрый и Веселый, температу-
ра воды в которых зимой не опускается ниже 
3,5 °С. Длина этих притоков около 1 км, ширина 
0,3–0,5 м, скорость течения 0,2–0,5 м/с. Рас-

Рис. 1. Карта-схема водосбора и продольного профиля реки Малка. Стрелкой обозначен исток реки 
(из Google Earth)
Fig. 1. A schematic map of the catchment and elevation distance curve of the Malka River. The source of the river is 
shown by the arrow (as per Google Earth)
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ход воды составляет менее 0,2 м3/с. Береговая 
растительность сформирована из ивы, ольхи, 
ели, иногда пихты, встречается белая береза, 
тополь и рябина, мелкие кустарнички. В верх-
нем и среднем течении берега обрастают ку-
рильским бамбуком. Гнезда устанавливали 
на галечный грунт на участках ручьев с поверх-
ностной скоростью течения 0,4 м/с и глубиной 
0,3 м.

В работе использовалось модифицирован-
ное двухслойное гнездо-инкубатор вместимо-
стью 404 икринки «Шайба 400» (рис. 2). Устрой-
ство выполнено из пищевого пластика – поли-
этилентерфталата (PET). Данное устройство 
устанавливали без использования дополни-
тельного груза в виде стальных колец, в качест-
ве груза использовали мелкие валуны и гальку.

Из способов установки гнезд на речное дно 
выделяют одиночный и кассетный. В нашем 
случае были применены оба способа установки. 
Практика показала, что одиночные конструкции 
устойчивы к паводкам и удобны для использо-
вания в реках с неровным рельефом дна. Кон-
струкции были выставлены на небольших, пло-
щадью 1–2 м2, участках ручьев Бодрый и Весе-
лый. На участках установки были подготовлены 
площадки с глубинами 0,2–0,3 м и поверхност-
ными скоростями течения 0,2–0,3 м/с. Часть 
устройств устанавливали кассетным способом 
с использованием дополнительного водоза-
борника, соединительного патрубка и сепара-
тора, распределяющего воду на устройства. 

Кассетным способом устройства устанавлива-
ли в группы по 5 и 8 штук.

Выбранный тип конструкций относится 
к группе необслуживаемых гнезд-инкубато-
ров. Так как перед попаданием в конструкцию 
вода фильтруется через слой грунта, количе-
ство иловых и взвешенных частиц значительно 
снижается. В этом случае не требуется перио-
дически обслуживать гнезда, заменяя фильтры 
и удаляя погибших личинок.

Икру для закладки в гнезда брали на рыбо-
водном заводе, расположенном на реке Сова 
(ОАО ЛРЗ «Доримп», место покупки посадоч-
ного материала), на стадии «глазок». На этой 
стадии эмбрионы нечувствительны к встряске 
и их можно транспортировать к реке. Работы 
по установке гнезд-инкубаторов в реку осу-
ществлялись 7 ноября. Места установки обо-
значены на рис. 3.

Икра была заложена в гнезда-инкубаторы 
«Шайба 400», имеющие конструктивные отли-
чия от предыдущих испытанных нами устройств 
[Веселов и др., 2007, 2011; Ручьев и др., 2016]. 
Устройство для инкубации икры и получения 
личинок тихоокеанских лососей рода Onco-
rhynchus выполнено в виде цилиндрическо-
го контейнера с впускным патрубком, распо-
ложенным в его нижней части, снабженного 
крышкой с выпускным патрубком. Внутреннее 
пространство контейнера разделено на инку-
бационные пластины-субстрат, накопительную 
и отстойную камеры удерживающей решеткой 

Рис. 2. Гнездо-инкубатор икры «Шайба 400»: 1 – корпус; 2 – крышка; 3 – выпускной патрубок; 4 – пластина 
с канавками для икры; 5 – удерживающая решетка с сеткой; 6 – накопительная камера; 7 – отстойная камера; 
8 – гайка М4; 9 – болт М4/70 мм; 10 – втулка М5; 11 – инкубационные канавки; 12 – впускной патрубок; 13 – 
инкубируемая икра; 14 – щели 4 мм для выхода личинок в нижележащую накопительную камеру
Fig. 2. “Shayba 400” incubation nest: 1 – body; 2 – cover; 3 – outlet tube; 4 – incubation plate with wells for eggs; 
5 – holding grating with a net; 6 – collection chamber; 7 – settling chamber; 8 – nut М4; 9 – bolt М4/70 mm; 10 – 
bush М5; 11 – incubation wells; 12 – inlet tube; 13 – incubated eggs; 14–4 mm slots allowing the movement of larvae 
to the collection chamber
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с защитной сеткой. Над накопительной каме-
рой на расстоянии от удерживающей решет-
ки закреплены две инкубационные пластины, 
в которых по концентрическим окружностям 
образованы инкубационные канавки для рас-
положения в них оплодотворенных икринок, 
рассчитанные на инкубацию 4–5 эмбрионов 
кеты каждая. На дне каждой канавки выполнена 
сквозная щель для выхода личинок в нижеле-
жащую накопительную камеру. Над пластиной 
с оплодотворенной икрой для исключения вы-
носа икры и личинок закреплена прижимная ре-
шетка с защитной сеткой. Прижимная и удер-
живающая решетки с защитными сетками 
связаны с пластинами через втулки крепежны-
ми элементами, фиксирующими каждый диск 
с икрой на заданной высоте внутри основного 
корпуса. Защитная сетка выполнена с ячейка-
ми размером 1 × 1 мм. Контейнер снабжен од-
ним-двумя входными перфорированными па-
трубками длиной от 0,3 до 1 м.

Устройство работает следующим образом. 
Гнездо-инкубатор рассчитано на одновремен-
ную инкубацию 400–500 икринок кеты. Устрой-
ство устанавливают в осенний период до ле-
достава или в зимнее (весеннее) время при 
наличии ледяного покрова на реке по одному 
или группой через пропиленную майну или ес-
тественные промоины (рис. 4). При установ-
ке устройства сначала отдельно снаряжают 
пластины с канавками. Пластину снаряжают 

на ровной поверхности под слоем воды с по-
мощью дополнительного устройства для рав-
номерного снаряжения инкубационного суб-
страта в виде диска из пластика толщиной 5 мм 
с лунками для икры и ограничивающей пленкой. 
Силиконовой кистью икринки равномерно рас-
пределяют по лункам до их заполнения. Диск 
с установочными отверстиями располагают над 
пластиной с канавками с помощью крепежных 
элементов. Далее на диск с помощью мерного 
стаканчика выливают порцию икры в количест-
ве от 210 до 250 штук и распределяют ее с по-
мощью силиконовой кисточки по отверстиям 
диска. Излишки икринок удаляют с поверхности 
диска. Посадочная пластина отделена от дис-
ка пластиковой пленкой, которую удаляют при 
сборке устройства. Икринки проваливаются че-
рез отверстия диска, которые ориентированы 
над канавками пластины, и равномерно в них 
распределяются (в каждую из канавок поме-
щается 4–5 икринок), после чего диск удаляют. 
Затем начинают собирать все детали послойно. 
Сначала на 5 болтов надевают одну защитную 
решетку с сеткой через установочные отвер-
стия; на 5 болтов надевают 5 втулок, по одной 
на каждый; следом на болты через техниче-
ские отверстия надевают пластину с икринками 
в канавках. Сверху пластину накрывают защит-
ной решеткой с сеткой. Далее на болты наде-
вают еще 5 втулок, а затем – вторую пластину 
с икринками в канавках, следом – верхнюю за-

Рис. 3. Карта-схема нижнего участка реки Малка. Стрелкой обозначено устье ручья Веселый (18 м над ур. 
моря, 1,21 км от устья), желтыми кнопками показано место установки гнезд-инкубаторов и бассейна для под-
ращивания молоди (из Google Earth)
Fig. 3. A schematic map of the lower part of the Malka River. The mouth of the Vesely Stream is shown by the arrow 
(18 m above sea level, 1,21 km from the mouth), yellow pins indicate the sites of the incubation nests installation 
and the pool for juveniles maturing (as per Google Earth)
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щитную решетку с сеткой через крепежные от-
верстия, в конце на 5 болтов затягивают 5 гаек. 
Собранную конструкцию помещают в основ-
ной корпус с предварительно установленным 
впускным патрубком, закрывают его крышкой 
с установленным выпускным патрубком, закре-
пляют на корпусе устройства с помощью двух 
пластиковых хомутов. Снаряженное устройст-
во с оплодотворенной икрой сразу помеща-
ют в воду, чтобы избежать обсыхания икринок. 
Устройство устанавливают одиночно либо груп-
пами на грунте речного русла, пригодного для 
обитания молоди лосося. Чистая вода из под-
руслового потока поступает в отстойную камеру 
через водозабор, находящийся на поверхности 
грунта русла реки, и далее естественным током 

через нижнюю защитную сетку поступает в ниж-
нюю накопительную камеру, затем в нижнюю 
пластину с канавками, из нее через инкубаци-
онные канавки, через среднюю защитную сет-
ку поступает в верхнюю накопительную камеру 
и из нее через инкубационные канавки верхней 
пластины, через верхнюю защитную сетку – под 
крышку основного корпуса и изливается наружу 
через выпускной патрубок, обеспечивая отток 
метаболитов. Вылупившиеся из икринок личин-
ки некоторое время находятся в инкубационных 
канавках, а затем ундулирующими движениями 
тела и хвоста проталкивают себя через выход-
ные щели диска в нижележащую накопительную 
камеру, на поверхность защитной сетки, где 
и лежат на боку, омываемые струйками воды, 

а) подготовка участка ручья для 
установки гнезд

б) ручей Бодрый, подготовленные 
участки для установки гнезд

в) ручей Веселый, подготовленные 
участки для установки гнезд

г) загрузка икры в диск д) установка диска с икрой 
на направляющие

е) сборка гнезда «Шайба 400»

ж) установка гнезд «Шайба 400», 
кассета 8 шт.

з) установка гнезд «Шайба 400», 
одиночно

и) установленные гнезда «Шайба 400»

Рис. 4. Река Малка. Этапы подготовки гнезд-инкубаторов: сборка конструкций, загрузка икры, установка 
на специально подготовленное дно
Fig. 4. The Malka River. Stages of nests incubators preparation: assembling, eggs loading, installation on the spe-
cially prepared bottom
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при этом оболочки от икринок остаются в инку-
бационных канавках. В течение 12–16 суток ли-
чинки поднимаются «на плав» в накопительных 
камерах. При рассасывании желточного мешка 
и проявлении плавательной способности ли-
чинки начинают хаотично перемещаться по ка-
мерам. Личинок извлекают из инкубационных 
камер при вскрытии устройства, после чего их 
пересчитывают и выпускают в водоем. Обыч-
но это происходит в конце мая – начале июня. 
После выхода личинок устройство поднимают 
со дна реки, разбирают, очищают от ила и нано-
сов, промывают защитную сетку либо заменяют 
при необходимости. Устройство можно исполь-
зовать вторично. Количество циклов использо-
вания устройства не ограничено, по мере по-
вреждения возможно заменять отдельные эле-
менты конструкции.

Температурный режим реки Малка. Из-
мерение температуры в ручье Бодрый (река 
Малка) проводили на протяжении всего пе-
риода установки гнезд с помощью логгера 
DS9490B. Датчик запрограммировали на изме-
рение температуры ежедневно в 18.00 по саха-
линскому времени (GMT +11). Далее поместили 
его в пластиковый контейнер. В качестве груза 
использовали мелкую гальку. Затем контейнер 
погрузили в реку на участок установки гнезд 
в затишную зону, привязав веревкой к корням 
деревьев. 16 апреля 2015 года логгер подняли 
со дна. Затем с помощью ПК сняли показания, 
которые представлены на рис. 5. За период 
установки было сделано 161 измерение темпе-
ратуры. После измерения логгер снова вернули 
на тот же участок реки для продолжения изме-
рения температуры в летний период.

Температурный режим на протяжении все-
го периода инкубации был нестабильным. По-
сле осеннего снижения температуры с 5 до 
3 °С с начала ноября до начала апреля следу-
ющего года показатель колебался в диапазо-
не 1,0–4,0 °С. По-видимому, это связано с не-
большими размерами водотока, температура 
воды которого менялась вслед за изменениями 
температуры воздуха. В то же время падения 
ниже 1 °С наблюдались лишь дважды на один 
день – вероятно, ручей имеет родниковое пи-
тание, что обеспечивает относительно высо-
кую температуры воды в ручье на протяжении 
зимы. Зная температуру воды и то, что выклев 
кеты происходит примерно при 500 градусо-
днях, рассчитали примерные даты вылупления 
предличинок. По расчетным данным, выклев 
предличинок продолжался с 27.12 по 7.01. Да-
лее в гнездах-инкубаторах находились предли-
чинки и личинки.

Гидрологический режим реки. По на-
блюдениям, проведенным сотрудниками ООО 
«Фермер», уровень воды в реке в период с тре-
тьей декады ноября по вторую декаду марта 
практически не изменялся. Цветность воды 
в этот период составляла около 0 баллов.

Весной наблюдалось раннее таяние снега, 
в связи с чем паводок на реке Малка начался 
на две недели ранее обычных сроков и при-
шелся на третью декаду марта. Уровень воды 
в реке в этот период повышался не более чем 
на 0,5 м, однако вода была очень мутной, гряз-
ной и имела цвет кофе с молоком. В этот же пе-
риод наблюдался рост уровня воды и в ручьях 
Веселый и Бодрый, но вода в них оставалась 
прозрачной.

Рис. 5. Температурный режим ручья Бодрый (река Малка, 07.11.2014–20.04.2015), желтым показан расчет-
ный период наступления и окончания вылупления предличинок
Fig. 5. Temperature regime of the Bodry Stream (the Malka River, 07.11.2014–20.04.2015), the estimated beginning 
and the end of prolarvae hatching are shown by the yellow lines
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Результаты и обсуждение

В ручей Веселый 7 ноября заложено 11 
гнезд-инкубаторов «Шайба 400», из них 6 оди-
ночно и 1 кассета из пяти гнезд; в ручей Бо-
дрый – 25 гнезд «Шайба 400», из них 17 оди-
ночно и 1 кассета из восьми гнезд. В каждое 
устройство было заложено по 404 икринки, 
всего 14 544 икринки.

Работы по снятию конструкций начались 
в апреле следующего года в ручье Веселый. 
Снятие гнезд завершилось 21 апреля. Вода 
в ручье Веселый прозрачная, хорошо видно 
дно реки. Заиление незначительное, гнезда 
были занесены гравием и песком, некоторые 
на 20–25 см. Имелось небольшое количест-

во мелкодисперсного ила в затишных зонах. 
По берегам лежал нерастаявший снег.

При снятии все гнезда освободили от ва-
лунов и наносов. Далее по одному поднимали 
на берег, рукой перекрывая отверстия водоза-
борника для сохранения внутри воды и избе-
гания потери мальков. На берегу устройства 
помещали в емкость с водой, таким образом, 
чтобы гнездо целиком находилось в воде. Да-
лее отрезали хомуты и вскрывали устройства. 
С помощью ножниц открывали крышку гне-
зда, с помощью крючков извлекали пластину 
с ячейками. Мальков из инкубационной ка-
меры помещали в емкость с ситом (рис. 6). 
Затем считали живых личинок и пересажива-
ли их в емкость для транспортировки. Также 

а) подъем гнезда из ручья б) вскрытие гнезда в) извлечение мальков кеты

г) подсчет живых мальков д) контрольная разборка устройства е) результаты вскрытия одного 
устройства

ж) живые личинки кеты з) личинки кеты в транспортировочном 
боксе

и) мальки кеты, помещенные в бассейн 
для подращивания

Рис. 6. Ручьи Веселый и Бодрый (река Малка). Этапы снятия гнезд, разборка, выгрузка живых личинок, тран-
спортировка в бассейн для подращивания
Fig. 6. The Vesely and Bodry Streams (the Malka River). Stages of nests removal, disassembling, living larvae un-
loading, transporting to the pool for maturing
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вели подсчет погибших личинок и эмбрионов  
(табл.).

Во всех гнездах основная доля отхода при-
шлась на личинок (остаток желтка 20–30 % 
от массы тела). По-видимому, их гибель про-
изошла за 2–4 недели до вскрытия гнезд 
20 апреля. Наблюдаемая гибель личинок стар-
шего возраста (с остатком желточного мешка 
20–30 %) указывает на резко ухудшившиеся 
условия содержания в период межени (конец 
февраля – март). Основная гибель произошла 
в результате недостатка проточности внутри 
устройства, который мог быть вызван снижени-
ем уровня воды в ручьях. Также причиной гибе-
ли эмбрионов стал высокий, до 25 см, уровень 
наносов гравия и песка над устройствами, что 
нарушило подрусловой поток. Больший отход, 
иногда до 100 %, наблюдался в гнездах, уста-
новленных кассетами. В нижестоящих гнездах 
в рамках одной кассеты выживаемость была 
высокой, в вышестоящих наблюдался значи-
тельный отход личинок. Вероятно, установка 
гнезд в разных уровнях на одном водозабор-
нике привела к смещению проточности к ниже-
стоящим гнездам в период межени, при низком 
уровне воды в верхние гнезда вода не поступа-
ла вовсе.

В гнездах «Шайба 400» все мальки находи-
лись внутри устройства. В некоторых гнездах 
наблюдался повышенный отход личинок – до 
100 % от заложенной икры, эти гнезда были по-
крыты слоем песка и глины на 20–25 см. Сред-
няя эффективность инкубации в гнездах «Шай-
ба 400» составила 97,8 %. Из 14 544 заложен-
ных икринок помещено в бассейн 7079 мальков 
(эффективность получения малька составила 
48,7 %) и 230 мальков покинули гнезда само-
стоятельно.

Основная доля отхода пришлась на предли-
чинок, причиной гибели стал недостаток про-
точности внутри устройства вследствие па-
дения уровня воды в ручье в зимнюю межень 
(рис. 7).

В результате подсчетов установлено, что 
2779 мальков не обнаружены ни в живых, 
ни в погибших экземплярах. Поскольку боль-
шое количество погибших и живых личинок 
находилось в нижней камере, мы считаем, 
что указанное выше количество личинок са-
мостоятельно покинули устройства и скати-
лись в море. По окончании работы гнезда сня-
ли, промыли от остатков ила и приготовили 
к хранению и восстановлению для будущей 
 установки.

При вскрытии некоторых личинок повреди-
ли, одну-две на устройство. Это связано с плот-
ной подгонкой инкубационных дисков к стенкам 

корпусов устройства, в дальнейшем следует 
изменить способ изъятия дисков из основного 
корпуса, снизив диаметр дисков либо добавив 
дополнительную ручку для изъятия устройства.

Как положительный результат отметим, 
что во всех гнездах-инкубаторах были получе-
ны личинки кеты, в некоторых выход личинок 
достиг 97,8 %. В связи с особенностями ре-
ализуемой программы выходных отверстий 
в устройствах предусмотрено не было. Мальки 
располагались главным образом в накопитель-
ных камерах (по две на каждое устройство), 
часть личинок, единично, при вскрытии были 
обнаружены в инкубационных лунках, мальков 
отсюда извлекали после окончательной раз-
борки конструкции. В лунках преимущественно 
оставались оболочки от икринок, а также по-
гибшие эмбрионы, что положительно отрази-
лось на результате: личинки после вылупления 
переходили в накопительные камеры и были 
изолированы от погибших эмбрионов и обо-
лочек икринок. Также следует отметить, что 
в вышележащих пластинах обнаружено больше 
погибших эмбрионов. Вероятно, это связано 
с недостатком проточности в период межени – 
при падения уровня воды в ручье проточность 
внутри устройства значительно сократилась, 
в результате уровень содержания кислорода 
в воде был недостаточен для дыхания эмбрио-
нов в обоих дисках, к вышележащему диску по-
ступала вода с недостатком кислорода. В этом 
случае необходимо усилить проточность внутри 
устройства за счет доработки водозаборника, 
а также следует сбалансировать проточность 
верхней и нижней инкубационной пластины.

В ходе испытания была подтверждена эф-
фективность дополнительного устройства для 
дозирования икры, закладываемой в каждый 
отдельный диск. Устройство, включающее диск 
из пластика со сквозными лунками по размеру 
эмбрионов, а также съемный ограничитель-
ный лист, позволяло в короткий срок, не более 
2 минут, отмерять и помещать в каждый диск 
по 202 икринки кеты. Ранее в устройствах с по-
добным субстратом [Федорова и др., 2015; Ру-
чьев и др., 2016] время снаряжения одного ди-
ска составляло более 15 минут, что негативно 
сказывалось на качестве закладываемой икры, 
эмбрионы в условиях низких температур чрез-
мерно охлаждались, иногда замерзали. При 
сборке устройства двумя сборщиками, при ко-
торой один распределяет икру, а второй соби-
рает устройство, время снаряжения гнезда-ин-
кубатора «Шайба 400» не превышало 8 минут. 
К негативным особенностям сборки следует 
отнести высокую детальность устройства. Кре-
пежная система включает более 20 мелких эле-
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Результаты инкубации икры и выдерживания предличинок кеты в реке Малка, гнезда установлены одиночно 
и кассетным способом
Results of eggs incubation and chum salmon prolarvae maturing in the Malka River, single and cassette-type 
installation of nests

«Шайба 400», одиночно
«Shayba 400», single

«Шайба 400», кассетами
“Shayba 400”, cassette-type

№ заложено
put

найдено 
живых

found alive

выход 
outcome

%
№ заложено

put

найдено 
живых

found alive

выход
outcome %

ручей Веселый
Vesely Stream

1 404 289 71,5 7.1 404 44 10,9
2 404 208 51,5 7.2 404 312 77,2
3 404 362 89,6 7.3 404 88 21,8
4 404 3 0,7 7.4 404 1 0,2
5 404 6 1,5 7.5 404 115 28,5
6 404 373 92,3

Итого
Total 2424 1241 51,2 2020 560 27,7

Всего
Sum total 4444 1801 40,5

ручей Бодрый
Bodry Stream

1 404 0 0 18.1 404 0 0
2 404 0 0 18.2 404 0 0
3 404 361 89,4 18.3 404 36 8,9
4 404 367 90,8 18.4 404 0 0
5 404 0 0 18.5 404 231 57,2
6 404 1 0,2 18.6 404 336 83,2
7 404 395 97,8 18.7 404 255 63,1
8 404 199 49,3 18.8 404 0 0
9 404 352 87,1

10 404 111 27,5
11 404 373 92,3
12 404 391 96,8
13 404 389 96,3
14 404 375 92,8
15 404 346 85,6
16 404 376 93,1
17 404 384 95

Итого
Total 6868 4420 64,4 3232 858 26,5

Всего
Sum total 10100 5278 52,3

всего 
одиночно
Sum total

single

9292 5661 60,9

всего 
кассеты
Sum total
cassette-

type

5252 1418 27

общая 
выжива-

емость в реке 
Малка
Overall 

survival rate 
in the Malka 

River

14544 7079 48,7
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ментов, которые сложно собрать быстро при 
низкой температуре воздуха. Окончательная 
сборка в некоторых случаях превышала по вре-
мени операцию распределения икринок по ди-
скам, в результате одному из сборщиков прихо-
дилось ожидать второго. Например, было слож-
но дозировать в продолговатую лунку точное 
количество икры (5 или 7 шт.). В дальнейшем 
часть мелких деталей следует включить в кон-
струкцию инкубационных дисков, что затрудни-
тельно сделать при мелкосерийной штампов-
ке. Конструктивные элементы, облегчающие 
сборку, разработаны и будут реализованы при 
создании промышленного образца устройст-
ва. К преимуществам испытанной конструкции 
гнезда-инкубатора относится большая вмести-
тельность – до 404 икринок (по 202 шт. на одну 
пластину); увеличение скорости загрузки икры, 
что особенно важно для максимального со-
кращения времени контакта икры с воздухом 
и избегания температурного шока при разнице 
температуры воды и воздуха.

Испытания гнезд-инкубаторов «Шайба 400» 
в р. Малка проводили по короткоцикловой тех-
нологии [Павлов и др., 2014]. В данном регионе 
она была предпочтительна, т. к. икру до ста-
дии «глазок» выдерживали на расположенном 
в 25 км рыбоводном заводе на реке Сова. Так-
же применение короткоцикловой технологии 
связано с особенностями гидрологического 
режима рек Сахалинской области. Икру от про-
изводителей получают и закладывают на ры-
боводный завод с августа по сентябрь, в этот 

период высока вероятность прохождения тай-
фунов и выпадения обильных осадков, что мо-
жет привести к резкому подъему уровня воды 
в реках и, как следствие, сносу или поврежде-
нию установленных в них гнезд-инкубаторов. 
В октябре–ноябре температура воздуха снижа-
ется, критические подъемы воды в результате 
выпадения осадков становятся редки. К этому 
времени инкубируемая икра достигает стадии 
«глазка», становится устойчива к механическим 
воздействиям, что позволяет транспортиро-
вать ее и закладывать в гнезда-инкубаторы. 
На рыбоводном заводе до момента покупки 
икры регулярно проводили отсев погибших 
эмбрионов и ее профилактическую обработ-
ку антисептиками, в результате в устройства 
были загружены только жизнеспособные эм-
брионы. В некоторых случаях короткоцикловая 
технология незаменима при зарыблении труд-
нодоступных рек и притоков, доставку икры 
на которые осуществляют с использованием 
снегоходов. При проведении таких работ гне-
зда-инкубаторы устанавливают в пропиленные 
во льду майны или промоины на выбранные 
еще осенью площадки, на которых не проис-
ходит «перепахивания» грунта при весеннем 
ледоходе. Ранее короткоцикловая технология 
была успешно апробирована нами в 2008, 2011 
и 2014 гг. на реках Суна, Лижма и Улмосен-йо-
ки (бассейны Онежского и Ладожского озер), 
где выход диких личинок пресноводного ло-
сося составил 95–97 % [Веселов и др., 2011, 
2013; Ручьев и др., 2016]. В эксперименте учи-

Рис. 7. Погибшие в результате нарушения проточности внутри 
гнезда «Шайба 400» личинки кеты
Fig. 7. Chum salmon larvae killed as a result of flowing failure inside 
the “Shayba 400” incubation nest
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тывали, что наиболее критичный период инку-
бации икры связан с переходом зимней меже-
ни в паводковый режим, когда поступающая 
внутрь вода может существенно насыщаться 
губительными для эмбрионов взвесями де-
трита, ила или минеральными частицами [Ка-
заков, 1982]. В нашем случае превышения со-
держания частиц ила в устройствах обнаружить 
не удалось, но устройства и водозаборники 
были занесены плотным слоем песка и гравия 
до 25 см. В связи с этим необходимо дорабо-
тать водозаборники, которые позволят обес-
печить необходимый уровень проточности 
в условиях обильных наносов в виде песка  
и гравия.

Разработанные нами устройства с одним 
или двумя ярусами ориентированы на оди-
ночный способ установки. Испытания в реках 
показали, что они устойчивы к паводкам, т. к. 
находятся между возвышающимися валуна-
ми и удобны для использования в порогах рек 
с неровным рельефом дна. Обычно их выстав-
ляют по 15–50 шт. на небольшом участке поро-
га, площадь которого варьирует от 1,5 до 6 м2 
[Веселов и др., 2013; Федорова и др., 2015]. 
Попытка применить кассетный способ установ-
ки для данных устройств привела к высокому 
отходу эмбрионов. В сложившихся гидрологи-
ческих условиях один водозаборник не позво-
лил обеспечить необходимую проточность в 5 
и 8 устройствах на кассету в ручьях Веселый 
и Бодрый соответственно. Эффективность вы-
хода личинок при кассетном способе установки 
устройств не превысила 30 %. В системе сооб-
щающихся сосудов, установленных в разных 
уровнях, при засыпании выпускных патрубков 
некоторых устройств песком и гравием вода 
перераспределялась в нижележащие гнезда 
либо в гнезда со свободными от наносов вы-
пускными патрубками. В условиях недостаточ-
ного уровня воды в ручьях в период межени это 
привело к прекращению подачи воды в часть 
гнезд-инкубаторов, повлекшему значительный 
отход эмбрионов. В дальнейшем при установ-
ке гнезд-инкубаторов кассетами необходимо 
использовать не более четырех устройств в од-
ной кассете, а также увеличить водозаборник 
и диаметр соединительного патрубка и водо-
распределителя. Кассетного способа установ-
ки гнезд-инкубаторов «Шайба 400» следует 
избегать при высоком уровне наносов в водо-
токе. Также следует внимательно выбирать ме-
ста установки гнезд, на них скорость течения 
у поверхности воды должна быть в пределах 
0,6–0,9 м/с, а глубина составлять 0,6–0,9 м. Та-
кие показатели типичны для естественных не-
рестовых участков лососевых рыб. При колеба-

нии уровня воды в реке это позволяет избежать 
обсыхания или промерзания гнезд в зимнюю 
межень [Смирнов, 1979; Tonina, Buffington, 
2009].

В зависимости от чистоты воды в водотоке 
и, соответственно, примененного водозабор-
ника гнезда-инкубаторы могут использовать 
русловое или подрусловое водное питание. 
При русловом водозаборе вода в устройства 
поступает непосредственно из речного потока, 
и тогда обычно используются сменные филь-
тры [Brenner, Schneider, 2005], а при подрусло-
вом – из подруслового потока в галечном грун-
те с глубины 7–12 см, как в естественных нере-
стовых гнездах лососевых рыб [Павлов и др., 
2014]. В этом случае за счет естественной 
фильтрации воды в грунте поступление взве-
си внутрь устройства резко снижено. В нашем 
случае вода в ручьях была чистой даже в пери-
од паводка, она пригодна для применения ру-
слового водозабора, но при этом уровень воды 
в зимнюю межень может быть недостаточен, 
что приведет к обсыханию руслового водоза-
бора и замору эмбрионов и личинок. В связи 
с этим для всех гнезд-инкубаторов нами были 
применены подрусловые водозаборники. В ре-
зультате установлено, что в зимнюю межень 
уровень воды достиг критически низких значе-
ний и это привело к гибели части эмбрионов 
в гнездах, установленных кассетами, вместе 
с тем удалось получить жизнестойкую молодь 
кеты в большей части одиночно установленных 
гнезд и в части гнезд, установленных кассет-
ным способом.

В европейских странах для умеренного 
климата чаще всего используют русловый тип 
водного питания. В этом случае приходится 
бороться с поступлением внутрь инкубаторов 
губительных для эмбрионов частиц ила или 
детрита, в связи с чем устройства необходимо 
периодически обслуживать, заменяя фильтры 
и удаляя погибших личинок [Brenner, Schneider, 
2005]. В условиях сурового климата северо-
востока России, с длительным, 5–7 месяцев, 
периодом ледостава и высоким, до 7 м, уров-
нем снежного покрова (Сахалинская область, 
Камчатский край), обслуживаемые устройства 
непригодны, т. к. стоимость их обслуживания 
значительно повышается, делая применение 
нерентабельным. В связи с этим появляется 
необходимость разработки и применения не-
обслуживаемых устройств, запитанных на ес-
тественно очищенном подрусловом потоке 
[Лупандин и др., 2005; Веселов и др., 2011, 
2013; Федорова и др., 2015]. Апробация гнезд-
инкубаторов «Шайба 400» показала их эффек-
тивность и автономность более 6 месяцев, 
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с октября по май. Таким образом, наша раз-
работка полностью соответствует критериям 
необслуживаемых гнезд-инкубаторов, что по-
зволяет применять ее во всех климатических 
зонах России для инкубации икры лососевых  
видов рыб.

Одним из важных этапов в разработке 
устройств для инкубации живой икры рыб яв-
ляется выбор материалов для их изготовления. 
В ходе длительного периода апробации раз-
личных модификаций выявлены материалы, не-
пригодные для применения в целях рыбоводст-
ва: оцинкованная сталь, медные трубки и сое-
динения из меди в инкубационных устройствах. 
При использовании этих материалов выживае-
мость эмбрионов не превышала 15–25 %. Ма-
териал изготовления гнезд-инкубаторов дол-
жен быть биоинертным. Предпочтительными 
являются пищевой пластик – полиэтилентер-
фталат (PET) и экологически чистая нержаве-
ющая пищевая сталь 18/10 (12Х18Н10Т). Пла-
стиковые конструкции значительно дешевле 
металлических, однако требуют наличия грузо-
вого пояса, обеспечивающего придавливание 
к грунту. Гнезда из обоих материалов пригодны 
для многократного использования.

В настоящее время нами реализуются про-
екты по созданию гнезд-инкубаторов повы-
шенной вместимости, главным образом для 
инкубации икры тихоокеанских лососей. А так-
же ведется доработка имеющихся конструк-
ций. В основу проектных изысканий положен 
принцип преемственности – все новые разра-
ботки основаны на ранее успешно апробиро-
ванных устройствах. Проведенные испытания 
на реках Лососинка, Суна, Лижма (бассейн 
Онежского озера), Умба, Индера (бассейн Бе-
лого моря) показали перспективность данного 
направления. В результате предложен ряд но-
вых устройств, на которые получены патенты 
РФ [Павлов и др., 2010, 2011, 2013, 2014 и др.; 
Ефремов и др., 2016]. В каждом последую-
щем гнезде использовались удачные элемен-
ты от предыдущих инкубаторов. В результате 
в конструкции с выносным водозаборником 
эффективность инкубируемой икры достига-
ла 94–97 %, а с придонным водозаборником – 
до 98 %. В устройстве «Шайба 400» повышена 
вместимость до 500 икринок по сравнению 
с вместимостью 100 эмбрионов в конструкции 
типа «Шайба» [Веселов и др., 2011]. Гидроло-
гические показатели в водоеме были неблаго-
приятны, и это не позволило достичь высокого 
показателя выхода личинок.

Вместе с тем результат искусственной ин-
кубации икры лосося, кумжи, кеты, а также 
других тихоокеанских лососей в естественных 

условиях остается в значительной степени за-
висим от выбора конкретной реки. В некото-
рых случаях возможно применять устройства 
небольшими группами в сверхмалых притоках, 
подобных ручьям Бодрый и Веселый, с рас-
ходом воды 5–8 л/с в период межени. Пред-
почтительным остается использование более 
крупных водотоков, с глубинами на участках 
установки гнезд-инкубаторов 0,6–0,9 м и ско-
ростью течения 0,5–0,9 м/с. Следует учитывать 
количество осадков в осенний и весенний пе-
риод в связи с возможными паводками, а также 
в зимний период. Как показал наш опыт, в гор-
ной местности, а также в Сахалинской области 
и Камчатском крае к апрелю–маю возможно 
достижение уровня снежного покрова 6–8 ме-
тров. Таяние такого количества снега обычно 
затягивается и перекрывает сроки перехода 
личинок на смешанное питание, что не позво-
ляет извлекать малька из устройств вовремя и, 
в свою очередь, может привести к повышенно-
му отходу мальков. В таких водотоках следует 
устанавливать гнезда-инкубаторы с возможно-
стью самостоятельного расселения личинок, 
что позволит малькам самостоятельно питать-
ся после выхода.

Заключение

Проведенная масштабная работа по по-
лучению личинок кеты с использованием 
гнезд-инкубаторов «Шайба 400» оказалась 
успешной, удалось получить более 14 500 жиз-
нестойких личинок. Всего было апробирова-
но 36 устройств, средняя эффективность вы-
хода личинок составила 48,7 %. В некоторых 
устройствах она превысила 99 %. Выявлены 
ряд проблем, которые необходимо устранить 
при проведении аналогичных работ в будущем. 
Так, река Малка имеет свои индивидуальные 
отличия, связанные с гидрологическими осо-
бенностями и хозяйственной деятельностью 
человека. Устанавливая гнезда-инкубаторы 
в основном русле, рыбоводы становятся за-
висимыми от сбросов воды из вышестоящей 
плотины, нерегулируемых весенних паводков, 
что может привести к значительной гибели 
предличинок и личинок в этот период. В связи 
с негативным воздействием сбросов с плоти-
ны в основном русле реки Малка работы были 
перенесены в два левобережных притока – ру-
чьи Веселый и Бодрый. Так как эти ручьи мел-
ководные, потребовалась дополнительная 
подготовка участков реки к установке гнезд-
инкубаторов. Необходимо создание дополни-
тельных дамб, способствующих углублению 
естественных бочагов ручья. Также ручьи силь-
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но замусорены остатками сухой раститель-
ности, которые также необходимо устранять. 
В ручьях гнезда «Шайба 400» показали разно-
родный результат – были как успешные гнезда 
с эффективностью до 97 %, так и полностью 
заморные с отходом 100 %. Наибольший отход 
происходил при кассетном способе установки 
гнезд, поэтому следует избегать его для этих 
устройств в ручьях либо размещать на одном 
водозаборнике не более 2–3 устройств, уста-
новленных в одном уровне. В дальнейшем для 
установки гнезд возможно использовать ручьи 
Бодрый и Веселый, основного русла реки Мал-
ка при проведении рыбоводных работ следует  
избегать.

Испытания гнезд-инкубаторов «Шайба 400» 
показали, что устройства с ярусным распо-
ложением инкубационных пластин и лунка-
ми на 5–7 икринок значительно эффективнее 
по емкости закладываемой икры, чем одно-
ярусные. Применение вместо покровной мем-
браны в гнездах [Ручьев и др., 2016] лунок с ще-
лями и защитной сетки позволило повысить 
эффективность инкубации икры и выход личи-
нок, удалось избежать объячеивания личинок 
при нижнем расположении ограничивающей 
сетки. После выклева все личинки находились 
в двух нижних накопительных камерах, откуда 
они были извлечены при вскрытии устройств 
и помещены в бассейн для дальнейшего под-
ращивания. Применение щелей в лунках 
и верхней ограничивающей сетки в дополнение 
к распределительному устройству для заклад-
ки икры в диски сократило время снаряжения 
устройства до 8 минут, тогда как снаряжение 
конструкции, включающей покровную мембра-
ну, занимало более 20 минут. В целом эффек-
тивность выклева личинок составила 94–99 %, 
однако выход их из гнезд не превышал 49 %.

Недостатком конструкции следует признать 
водозаборный патрубок с перфорациями, ко-
торый при высоком уровне наносов песка 
и гравия был закупорен и не позволил посту-
пать чистой воде в часть устройств. Наиболь-
ший отход личинок наблюдался в гнездах-инку-
баторах, установленных кассетным способом. 
В условиях низкой проточности в водотоке вы-
носной водозаборник не позволил обеспечить 
все устройства, установленные кассетным 
способом, необходимым количеством чистой 
воды. Вода в замкнутой системе сообщающих-
ся сосудов распределялась неравномерно, 
что привело к замору личинок в большей части 
устройств в рамках одной кассеты. По-видимо-
му, для установки устройств в кассеты следует 
увеличить диаметр выносного водозаборни-
ка, увеличить длину водозаборного патрубка, 

а также сократить количество устройств в од-
ной кассете до четырех.

Таким образом, результаты выполненных 
ранее и в данной работе испытаний позволя-
ют рекомендовать для внезаводского воспро-
изводства кеты и других лососевых видов рыб 
гнезда-инкубаторы «Шайба 400». Предпочти-
тельно, чтобы они были установлены одиноч-
ным способом. Этим обеспечивается просто-
та установки инкубаторов, их сохранность при 
ледоходе, защита и устойчивость на неровном 
дне в паводки.

Гнезда-инкубаторы планируется использо-
вать при восстановлении численности популя-
ций и воссоздании стад лососевых видов рыб 
в реках с критически низким количеством про-
изводителей или с утраченными популяциями.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного 
задания КарНЦ РАН (0218‑2019‑0081) – про‑
ектно‑конструкторские и лабораторные ра‑
боты – и частично за счет компаний ООО «Не‑
рест‑2008» и ООО «Фермер» – накладные рас‑
ходы, полевой этап работ.

Литература

Веселов А. Е., Аликов Л. В., Скоробогатов М. А., 
Зубченко А. В., Калюжин С. М., Шустов Ю. А., Потут‑
кин А. Г. Искусственная инкубация икры атлантиче-
ского лосося (Salmo salar L.) в естественных услови-
ях // Труды КарНЦ РАН. 2007. № 11. С. 14–19.

Веселов А. Е., Павлов Д. С., Скоробогатов М. А., 
Ефремов Д. А., Белякова Е. Н., Потапов К. Ю. Опыт 
искусственной инкубации икры атлантического ло-
сося (Salmo salar L.) в р. Суне (бассейн Онежского 
озера) // Труды КарНЦ РАН. 2011. № 3. С. 28–38.

Веселов А. Е., Павлов Д. С., Скоробогатов М. А., 
Ефремов Д. А., Нагирняк Г. А., Ручьев М. А. Резуль-
таты испытаний новой конструкции гнезда – инку-
батора лососевой икры в речных условиях // Труды 
КарНЦ РАН. 2013. № 3. С. 179–184.

Ефремов Д. А., Веселов А. Е., Скоробогатов М. А. 
Гнездо-инкубатор для икры лососевых рыб в есте-
ственных условиях // Патент на полезную модель 
№ RU159183, приоритет 06.11.2015. Бюл. № 4. 2016. 
4 с.

Казаков Р. В. Биологические основы разведения 
атлантического лосося. М.: Легк. и пищ. пром-ть, 
1982. 144 с.

Лупандин А. И., Павлов Д. С., Веселов А. Е., Ка‑
люжин С. М. Искусственное воспроизводство атлан-
тического лосося (Salmo salar) в естественных усло-
виях // Фундаментальные основы управления биоло-
гическими ресурсами. М.: Т-во науч. изд. КМК, 2005. 
С. 434–445.

Павлов Д. С., Скоробогатов М. А., Веселов А. Е., 
Калюжин С. М., Волков Б. А. Устройство для инкуба-



71

ции икры в естественных условиях. Патент на полез-
ную модель № 99688. Бюл. № 33. 2010. 4 с.

Павлов Д. С., Веселов А. Е., Скоробогатов М. А., 
Волков Б. А. Устройство для инкубации икры лососе-
вых рыб в естественных условиях. Патент на полез-
ную модель № 110229. Бюл. № 32. 2011. 2 с.

Павлов Д. С., Веселов А. Е., Скоробогатов М. А., 
Волков Б. А., Ефремов Д. А. Устройство для инкуба-
ции икры и получения личинок лососевых рыб в ес-
тественных условиях. Патент на полезную модель 
№ 127587. Бюл. № 13. 2013. 4 с.

Павлов Д. С., Веселов А. Е., Скоробогатов М. А., 
Ефремов Д. А. Патент RU 147950. Полезная модель 
«Устройство для инкубации икры лососевых рыб 
в реках». Бюл. № 32. 2014. 4 с.

Ручьев М. А., Ефремов Д. А., Скоробогатов М. А., 
Веселов А. Е. Испытание гнезд-инкубаторов икры 
кумжи (Salmo trutta L.) двухъярусной конструкции 
в реке Улмосен-йоки (бассейн Ладожского озе-
ра) // Труды КарНЦ РАН. 2016. № 6. С. 91–98. doi: 
10.17076/eb344

Смирнов Ю. А. Пресноводный лосось (экология, 
воспроизводство, использование). Л.: Наука, 1979. 
156 с.

Федорова Л. К., Веселов А. Е., Ефремов Д. А., 
Скоробогатов М. А., Мадудин А. И. Внезаводской 
метод восстановления популяций как подход к со-
хранению биологического разнообразия тихооке-

анских лососей // Современные проблемы иссле-
дования биоразнообразия растительных и животных 
сообществ и пути их сохранения: Сб. материалов 
междунар. науч.-практ. конф. (14–17 октября 2014). 
Ю-Сахалинск: СахГУ, 2015. С. 90–96.

Brenner T., Schneider J. Der lachs kehrt zurück 
/ Ministerium für Umvelt und Forsten Rheinland-Pfalz. 
2005. 63 p.

Donaghy M. J., Verspoor E. A new design of in-
stream incubator for planting out and monitoring Atlan-
tic salmon eggs // N. Am. J. Fish. Manag. 2000. Vol. 20. 
P. 521–527. doi: 10.1577/1548-8675(2000)020<0521: 
ANDOII>2.3.CO;2

Dumas J., Marty S. A new method to evaluate egg-
to-fry survival in salmonids, trials with Atlantic salmon 
// J. Fish Biol. 2006. Vol. 68. P. 284–304. doi: 10.1111/  
j.1095-8649.2005.00907.x

Pander J., Schnell J., Sternecker K., Geist J. 
The “egg sandwich” a method for linking spatially re-
solved salmonid hatching rates with habitat variables 
in stream ecosystems // J. Fish Biol. 2009. Vol. 74. 
P. 683–690. doi: 10.1111/ j.1095-8649.2008.02145.x

Tonina D., Buffington J. M. A tree-dimensional model 
for analyzing the effects of salmon redds on hyporheic 
exchange and egg pocket habitat // Can. J. Fish Aquat. 
Sci. 2009. No. 66. P. 2157–2173. doi: 19.1139/F09–146

Поступила в редакцию 06.03.2019

References

Efremov D. A., Veselov A. E., Skorobogatov M. A. 
Gnezdo-inkubator dlya ikry lososevykh ryb v estestven-
nykh usloviyakh [The incubation nest for salmon eggs 
under natural conditions]. Patent for the useful model 
No. RU159183, priority 11.06.2015. Byul. No. 4. 2016. 4 p.

Fedorova L. K., Veselov A. E., Efremov D. A., Sko‑
robogatov M. A., Madudin A. I. Vnezavodskoi metod 
vosstanovleniya populyatsii kak podkhod k sokhrane-
niyu biologicheskogo raznoobraziya tikhookeanskikh 
lososei [Extra factory method of populations resto-
ration as an approach to restoration of biological diver-
sity of the Pacific salmons]. Sovr. probl. issled. bioraz‑
noobraziya rast. i zhivot. soobshchestv i puti ikh sokhr: 
Sb. mat. mezhdunar. nauch.‑prakt. konf. (14–17 oktya-
brya 2014) [Current problems of studying the biologi-
cal diversity of plant and animal communities and ways 
of their protection: Proceed. int. conf. (Oct. 14–17, 
2014)]. Yu-Sakhalinsk: SakhGU, 2015. P. 90–96.

Kazakov R. V. Biologicheskie osnovy razvedeniya at-
lanticheskogo lososya [Biological bases of the Atlantic 
salmon breeding]. Moscow: Legk. i pishch. prom., 1982. 
144 p.

Lupandin A. I., Pavlov D. S., Veselov A. E., Kalyu‑
zhin S. M. Iskusstvennoe vosproizvodstvo atlantiche-
skogo lososya (Salmo salar) v estestvennykh usloviyakh 
[Artificial reproduction of an Atlantic salmon (Salmo sal‑
ar) under natural conditions]. Fundamental’nye osnovy 
upravleniya biol. resursami [Fundamentals of biol. re-
sources management]. Moscow: T-vo nauch. izd. KMK, 
2005. P. 434–445.

Pavlov D. S., Skorobogatov M. A., Veselov A. E., 
Kalyuzhin S. M., Volkov B. A. Ustroistvo dlya inkubatsii 

ikry v estestvennykh usloviyakh. Patent na poleznuyu 
model № 99688. Byul. № 33. 2010 [A device for eggs in-
cubation under natural conditions. Patent for the useful 
model No. 99688. Bull. No. 33, 2010]. 4 p.

Pavlov D. S., Veselov A. E., Skorobogatov M. A., 
Volkov B. A. Ustroistvo dlya inkubatsii ikry lososevykh 
ryb v estestvennykh usloviyakh. Patent na poleznuyu 
model № 110229. Byul. № 32. 2011 [A device for salmon 
eggs incubation under natural conditions. Patent for 
the useful model No. 110229. Bull. No. 32, 2011]. 2 p.

Pavlov D. S., Veselov A. E., Skorobogatov M. A., 
Volkov B. A., Efremov D. A. Ustroistvo dlya inkubatsii ikry 
i polucheniya lichinok lososevykh ryb v estestvennykh 
usloviyakh. Patent na poleznuyu model № 127587. Byul. 
№ 13. 2013 [A device for eggs incubation and receiving 
larvae of salmons under natural conditions. Patent for 
the useful model No. 127587. Bull. No. 13, 2013]. 4 p.

Pavlov D. S., Veselov A. E., Skorobogatov M. A., 
Efremov D. A. Patent RU 147950. Poleznaya model’ “Us-
troistvo dlya inkubatsii ikry lososevykh ryb v rekakh”. 
Byul. № 32. 2014 [Patent RU 147950. A device for sal-
mon eggs incubation in rivers. Bull. No. 32, 2014]. 4 p.

Ruch’ev M. A., Efremov D. A., Skorobogatov M. A., 
Veselov A. E. Ispytanie gnezd-inkubatorov ikry kumzhi 
(Salmo trutta L.) dvukh’yarusnoi konstruktsii v reke 
Ulmosen-ioki (bassein Ladozhskogo ozera) [Trials 
of two-level nests for incubation of brown trout (Salmo 
trutta L.) eggs in the Ulmosen-ioki River (Lake Ladoga 
catchment)]. Trudy KarNTs RAN [Trans. KarRC RAS]. 
2016. No. 6. P. 91–98. doi: 10.17076/eb344

Smirnov Yu. A. Presnovodnyi losos’ (ekologiya, 
vosproizvodstvo, ispol’zovanie) [Landloked salmon 



72

(ecology, reproduction, management)]. Leningrad: Nau-
ka, 1979. 156 p.

Veselov A. E., Alikov L. V., Skorobogatov M. A., 
Zubchenko A. V., Kalyuzhin S. M., Shustov Yu. A., Po‑
tutkin A. G. Iskusstvennaya inkubatsiya ikry atlantiche-
skogo lososya (Salmo salar L.) v estestvennykh uslovi-
yakh [Artificial incubation of eggs of the Atlantic salmon 
(Salmo salar L.) under natural conditions]. Trudy KarNTs 
RAN [Trans. KarRC RAS]. 2007. No. 11. P. 14–19.

Veselov A. E., Pavlov D. S., Skorobogatov M. A., 
Efremov D. A., Belyakova E. N., Potapov K. Yu. Opyt 
iskusstvennoi inkubatsii ikry atlanticheskogo lososya 
(Salmo salar L.) v r. Sune (bassein Onezhskogo ozera) 
[Experience of an artificial incubation of eggs of the At-
lantic salmon (Salmo salar L.) in the Suna River (the ba-
sin of Lake Onega)]. Trudy KarNTs RAN [Trans. KarRC 
RAS]. 2011. No. 3. P. 28–38.

Veselov A. E., Pavlov D. S., Skorobogatov M. A., 
Efremov D. A., Nagirnyak G. A., Ruch’ev M. A. Rezul’taty 
ispytanii novoi konstruktsii gnezda-inkubatora lososevoi 
ikry v rechnykh usloviyakh [Results of trials of a new de-
sign of the salmon eggs incubation redd in fluvial set-
tings]. Trudy KarNTs RAN [Trans. KarRC RAS]. 2013. 
No. 3. P. 179–184.

Brenner T., Schneider J. Der lachs kehrt zurück. 
Ministerium für Umvelt und Forsten Rheinland-Pfalz. 
2005. 63 p.

Donaghy M. J., Verspoor E. A new design of in-
stream incubator for planting out and monitoring Atlan-
tic salmon eggs. N. Am. J. Fish. Manag. 2000. Vol. 20. 
P. 521–527. doi: 10.1577/1548-8675(2000)020<0521: 
ANDOII>2.3.CO;2

Dumas J., Marty S. A new method to evaluate egg-
to-fry survival in salmonids, trials with Atlantic salmon. 
J. Fish Biol. 2006. Vol. 68. P. 284–304. doi: 10.1111/ 
 j.1095-8649.2005.00907.x

Pander J., Schnell J., Sternecker K., Geist J. 
The “egg sandwich” a method for linking spatially re-
solved salmonid hatching rates with habitat variables 
in stream ecosystems. J. Fish Biol. 2009. Vol. 74. 
P. 683–690. doi: 10.1111/ j.1095-8649.2008.02145.x

Tonina D., Buffington J. M. A tree-dimensional model 
for analyzing the effects of salmon redds on hyporheic 
exchange and egg pocket habitat. Can. J. Fish Aquat. 
Sci. 2009. No. 66. P. 2157–2173. doi: 19.1139/F09–146

Received March 06, 2019

СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ:

Ефремов Денис Александрович
научный сотрудник, к. б. н.
Институт биологии КарНЦ РАН,  
Федеральный исследовательский центр  
«Карельский научный центр РАН»
ул. Пушкинская, 11, Петрозаводск,
Республика Карелия, Россия, 185910

Институт проблем экологии и эволюции 
им. А. Н. Северцова РАН 
Ленинский пр., 33, Москва, Россия, 119071
эл. почта: denisefremov@list.ru
тел.: +79114103105, (8142) 769810

Веселов Алексей Елпидифорович
главный научный сотрудник, д. б. н., проф.
Институт биологии КарНЦ РАН,  
Федеральный исследовательский центр  
«Карельский научный центр РАН»
ул. Пушкинская, 11, Петрозаводск,
Республика Карелия, Россия, 185910

Институт проблем экологии и эволюции 
им. А. Н. Северцова РАН 
Ленинский пр., 33, Москва, Россия, 119071
эл. почта: veselov7771@mail.ru
тел.: +79114093805, (8142) 767812

Ручьев Михаил Андреевич
младший научный сотрудник
Институт биологии КарНЦ РАН,  
Федеральный исследовательский центр  
«Карельский научный центр РАН»
ул. Пушкинская, 11, Петрозаводск,
Республика Карелия, Россия, 185910

Институт проблем экологии и эволюции 
им. А. Н. Северцова РАН 
Ленинский пр., 33, Москва, Россия, 119071
эл. почта: lsstyle@ya.ru
тел.: +79214571845, (8142) 769810

CONTRIBUTORS:

Efremov, Denis
Institute of Biology, Karelian Research Centre,  
Russian Academy of Sciences
11 Pushkinskaya St., 185910 Petrozavodsk, Karelia, Russia

A. N. Severtsov Institute of Ecology and Evolution,  
Russian Academy of Sciences 
33 Leninskii Ave., 119071 Moscow, Russia
e-mail: denisefremov@list.ru
tel.: +79114103105, (8142) 769810

Veselov, Aleksey
Institute of Biology, Karelian Research Centre,  
Russian Academy of Sciences
11 Pushkinskaya St., 185910 Petrozavodsk, Karelia, Russia

A. N. Severtsov Institute of Ecology and Evolution,  
Russian Academy of Sciences 
33 Leninskii Ave., 119071 Moscow, Russia
e-mail: veselov7771@mail.ru
tel.: +79114093805, (8142) 767812

Ruch’ev, Mikhail
Institute of Biology, Karelian Research Centre,  
Russian Academy of Sciences
11 Pushkinskaya St., 185910 Petrozavodsk, Karelia, Russia

A. N. Severtsov Institute of Ecology and Evolution,  
Russian Academy of Sciences 
33 Leninskii Ave., 119071 Moscow, Russia
e-mail: lsstyle@ya.ru
tel.: +79214571845, (8142) 769810



Скоробогатов Михаил Александрович
ведущий научный сотрудник, д. т. н.
Тверской государственный технический университет
наб. Афанасия Никитина, 22, Тверь, Россия

Институт проблем экологии и эволюции 
им. А. Н. Северцова РАН 
Ленинский пр., 33, Москва, Россия, 119071
эл. почта: skorobogatov1@rambler.ru
тел.: +79109366948

Федорова Людмила Константиновна
старший преподаватель
Сахалинский государственный университет
ул. Ленина, 290, Южно- Сахалинск, Россия, 693008
эл. почта: lkfed65@mail.ru
тел.: +79147652924

Мадудин Александр Иванович
генеральный директор
ООО «Нерест-2008»
ул. Советская, 60, кв. 1, Холмск, Сахалинская область, 
Россия, 694620
эл. почта: ai_madudin@mail.ru
тел.: +79625813911

Skorobogatov, Mikhail
Tver State Technical University
22 Afanasi Nikitin emb., Tver, Russia

A. N. Severtsov Institute of Ecology and Evolution,  
Russian Academy of Sciences 
33 Leninskii Ave., 119071 Moscow, Russia
e-mail: skorobogatov1@rambler.ru
tel.: +79109366948

Fyodorova, Lyudmila
Sakhalin State University
290 Lenin St., 693008 Yuzhno-Sakhalinsk, Russia
e-mail: lkfed65@mail.ru
tel: +79147652924

Madudin, Alexander
ООО “Nerest-2008”
60 Sovetskaya St., Apt. 1, 694620 Kholmsk, Sakhalin Region
e-mail: ai_madudin@mail.ru
tel.: +79625813911



74

Труды Карельского научного центра РАН 
№ 6. 2019. С. 74–84
DOI: 10.17076/eb905

УДК 606:582.232

ОЦЕНКА ВОЗМОЖНОСТИ УВЕЛИЧЕНИЯ БИОМАССЫ 
И ПРОДУКТОВ СИНТЕЗА У РОДОВ SPIRULINA И ARTHROSPIRA 
(CYANOPHYTA) ПОСЛЕ КРИОКОНСЕРВАЦИИ

Д. И. Петрухина
Калужский государственный университет им. К. Э. Циолковского, Россия

Исследовали состав компонентов питательных сред для рекультивирования ци-
анобактерий Arthrospira platensis и Spirulina subsalsa после их длительной крио-
консервации. Оценивали биологические закономерности роста и биосинтети-
ческой активности цианобактерий (продукции биомассы, липидов, белка и саха-
ров, фенольных соединений) в присутствии различных макро- и микроэлементов. 
Добавление ретентата молочной сыворотки к разбавленной питательной среде 
Заррука способствует повышению прироста биомассы цианобактерий A. platensis 
(от 8,4 до 25,5 %) и S. subsalsa (от 5,2 до 28,7 %) после криоконсервации по сравне-
нию с выращиванием без добавления ретентата. В данных условиях выращивания 
увеличивалось содержание фенольных соединений в биомассе цианобактерий: 
в 1,4–1,8 раза у S. subsalsa и в 1,8–2,4 раза у A. platensis. Содержание липидов ва-
рьировало в биомассе S. subsalsa с 9,67 до 15,39 %, A. platensis – с 11,01 до 13,01 % 
при применении оригинального либо модифицированного ретентата молочной 
сыворотки. Применение модифицированного ретентата молочной сыворотки по-
зволило увеличить содержание общего белка и редуцирующих сахаров в биомас-
се S. subsalsa на 14,67 и 4,69 %, а A. platensis – на 11,99 и 9,16 % соответственно 
по сравнению с оригинальным ретентатом молочной сыворотки. Сделан вывод 
о том, что разбавленная среда Заррука с добавлением 2,0 % модифицированного 
либо оригинального ретентата сыворотки может использоваться для выращивания 
цианобактерий после криоконсервации.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: цианобактерии; прирост биомассы; биосинтетическая ак-
тивность; макро- и микроэлементы.

D. I. Petrukhina. ASSESSMENT OF THE POSSIBILITY OF AN INCREASE 
IN THE BIOMASS AND SYNTHESIS PRODUCTS OF SPIRULINA & 
ARTHROSPIRA (CYANOPHYTA) AFTER CRYOPRESERVATION

The composition of nutrient media for recultivation of cyanobacteria Arthrospira platensis 
and Spirulina subsalsa after their long-term cryopreservation was investigated. The effect 
of various macro- and microelements on cyanobacteria growth and biosynthetic activity 
(biomass production, phenolic compounds, lipids, protein and carbohydrate contents) 
was evaluated. The addition of whey retentate to diluted Zarrouk’s medium promoted 
the increase in the biomass of A. platensis (8.4 vs. 25.5 %) & S. subsalsa (5.2 vs. 28.7 %) 
after cryopreservation compared to cultivation in diluted Zarrouk’s medium without whey 
retentate. With these culture conditions, the content of phenolic compounds increased 
in both S. subsalsa (1.4–1.8-fold) and A. platensis (1.8–2.4-fold). The lipid content va-
ried in S. subsalsa from 9.67 % to 15.39 % and in A. platensis from 11.01 to 13.01 % when 
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Введение

Цианобактерии, в том числе Spirulina и Ar‑
throspira, применяются в производстве пище-
вого белка, разнообразных лечебно-профи-
лактических препаратов, высококачественных 
кормов для животных, пигментов и пищевых 
красителей, а также других востребованных 
продуктов для медицины, косметологии, жи-
вотноводства и аквакультуры [Vonshak, 2002; 
Sili et al., 2012]. Представителей родов Spirulina 
и Arthrospira применяют для удаления нитра-
тов, фосфора, аммония и мочевины из сточных 
вод [Converti et al., 2006; Mezzomo et al., 2010]. 
Эти цианобактерии исторически используют-
ся в питании человека, поскольку их биомасса 
содержит такие ценные соединения, как лег-
коусвояемые протеины, липиды, полисахари-
ды, фенольные соединения, кроме того, имеет 
низкую калорийность и высокую биодоступ-
ность содержащихся в ней биологически ак-
тивных компонентов [Koru, 2012]. В качестве 
корма для выращивания животных, в том числе 
рыб и беспозвоночных видов (например, гре-
бешков), используется 30 % произведенной 
биомассы Arthrospira [Belay et al., 1996]. До не-
давнего времени интерес к Spirulina и Arthro‑
spira ssp. основывался главным образом на пи-
щевой ценности, однако они еще обладают 
высокой биологической активностью. Эта ак-
тивность связана с содержанием в их составе 
компонентов, определяющих широкий спектр 
полезных свойств, таких как фикоцианин (си-
ний пигмент), кальций-спирулан (сульфатиро-
ванный полисахарид), циановирин-N и сульфо-
липиды. Хотя биомасса данных цианобактерий 
используется во всем мире прежде всего для 
извлечения компонентов с антиоксидантны-
ми свойствами, она также может применяться 
как сырье для биотоплива [Markou et al., 2013; 
Vieira Salla et al., 2016; Chen et al., 2018]. Пред-
ставители родов Spirulina и Arthrospira благо-
даря возможности их относительно простого 
и безопасного культивирования выращиваются 
в промышленных масштабах во многих странах 
мира [Eriksen, 2008].

Одним из первых подробное исследование 
условий роста цианобактерии Arthrospira sp. 
провел Клод Заррук (Claude Zarrouk) в своей 
диссертационной работе. Питательная среда, 
разработанная Зарруком, стала стандартной 
средой для выращивания цианобактерий родов 
Arthrospira и Spirulina [Vonshak, 2002; Eriksen, 
2008; Sili et al., 2012]. Представляется инте-
ресным возможное повторное использование 
питательной среды Заррука после выращива-
ния на ней культур Arthrospira sp. и Spirulina sp., 
поскольку применение этой многокомпонент-
ной среды для культивирования цианобактерий 
в больших объемах финансово затратно [Raoof 
et al., 2006; Madkour et al., 2012].

Эксперименты по выращиванию водоро-
слей в «отработанных» питательных средах ве-
дутся в последнее время недостаточно [Loftus, 
Johnson, 2017] и представлены лишь в несколь-
ких работах Morocho-Jácome с соавт. [2016a, 
b]. Показано, что потребление цианобактери-
ями основных питательных веществ из жидкой 
питательной среды Заррука обычно неполное, 
то есть после выращивания и отделения био-
массы этих цианобактерий в культуральной 
среде присутствуют остаточные концентра-
ции нитратов, фосфатов и карбонатов [Mo-
rocho-Jácome et al., 2016a, b]. Это позволяет 
провести лишь частичное их восполнение в пи-
тательной среде Заррука для ее повторного 
использования, например, для рекультивиро-
вания Arthrospira sp. и Spirulina sp. после дли-
тельной криоконсервации.

Ранее было показано, что миксотрофное 
культивирование в присутствии разных органи-
ческих соединений, например, глюкозы, этано-
ла и уксусной кислоты, приводит к повышению 
значения конечной концентрации биомассы 
цианобактерий [Golmakani et al., 2012]. Молоч-
ная сыворотка имеет высокое содержание ор-
ганических соединений (в основном лактозы, 
а также L- и D-лактата, D-галактозы) и является 
основным и недорогим побочным продуктом, 
который образуется в процессе переработки 
молочного сырья [Vieira Salla et al., 2016], в свя-
зи с чем ее применение при культивировании 

original or modified whey retentate were used. The application of modified whey retentate 
increased the content of total protein and carbohydrate by 14.67 and 4.69 % in S. subsal‑
sa and by 11.99 and 9.16 % in A. platensis, respectively, compared to the results with ori-
ginal retentate. It was concluded that diluted Zarrouk’s medium with the addition of 2.0 % 
of either modified or original whey retentate can be used for re-cultivation of cyanobac-
teria after cryopreservation.

K e y w o r d s: cyanobacteria; biomass increment; biosynthetic activity; macro- and mi-
cronutrients.
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микроорганизмов экономически целесообраз-
но. Кроме того, использование побочных про-
дуктов, которые часто классифицируются как 
«отходы», для выращивания микроорганизмов 
может способствовать снижению затрат произ-
водства на их утилизацию.

Рост цианобактерий и состав их биомассы 
находятся в зависимости от многих факторов, 
наиболее важный из которых – это доступность 
питательных веществ, содержащихся в среде 
для культивирования [Olguín et al., 2001; Mar-
garites, Costa, 2014]. Согласно литературным 
данным, выращивание цианобактерий на стан-
дартной питательной среде Заррука, содер-
жащей молочную сыворотку, способствует 
повышению прироста биомассы этих культур, 
а значит, и ценных продуктов, получаемых из их 
биомассы [Joshi et al., 2014; Vieira Salla et al., 
2016]. Было выдвинуто предположение, что до-
бавление молочной сыворотки к питательной 
среде для выращивания цианобактерий родов 
Spirulina и Arthrospira может повысить эффек-
тивность рекультивирования этих микроорга-
низмов после криоконсервации. Представля-
лось интересным также оценить влияние при-
менения ретентата молочной сыворотки для 
обогащения разбавленной питательной среды 
Заррука на содержание белков, липидов, саха-
ров и фенольных соединений у рекультивиро-
ванных после криоконсервации культур циано-
бактерий родов Spirulina и Arthrospira.

Материалы и методы

Опыты проводили с двумя видами цианобак-
терий Spirulina subsalsa PCC 9445 и Arthrospira 
platensis PCC 9223 из коллекции культур уни-
верситета Пастера, Франция. Исходные культу-
ры S. subsalsa PCC 9445 и A. platensis PCC 9223 
выращивали на жидкой питательной среде 
в автоклавированных конических стеклянных 
колбах Эрленмейера объемом 100 мл, с широ-
ким горлышком, с пробками из целлюлозной 
массы. Питательную среду Заррука стерилизо-
вали фильтрованием через стерильный фильтр 
из ацетата целлюлозы (диаметр пор 0,45 мкм). 
Цианобактерии культивировали при темпера-
туре 30 °С в инкубаторе Minitron (фирма Infors 
HT, Швейцария) с постоянным перемешива-
нием с помощью встроенного орбитального 
шейкера диаметром качания 25 мм. Частота 
вращения составляла 110 об/мин. Освещение 
обеспечивали шестью люминесцентными лам-
пами Grolux 15W (фирма Osram Sylvania, США), 
которые располагались над колбами на высоте 
40 см, обеспечивая среднюю интенсивность 
света на поверхности клеточной суспензии 

21 мкмоль/(м2с). Выращивание цианей осу-
ществляли с 16-часовым фотоциклом.

После 12 дней культивирования питатель-
ную среду удаляли в стерильных условиях, 
а биомассу промывали стерильной дистилли-
рованной водой. Отмытую биомассу в коли-
честве 0,9 мл помещали в полипропиленовые 
криофлаконы объемом 2 мл с завинчиваю-
щейся крышкой. Затем в эти же криофлаконы 
в качестве криопротектора добавляли одномо-
ментно стерильный раствор ДМСО в качестве 
криопротектора в двойной концентрации (20 %) 
до отметки общего объема в 1,8 мл. После это-
го криофлаконы выдерживали 10 мин в темноте 
при постоянном перемешивании на ротаторе 
со скоростью 20 об/мин.

После инкубирования с криопротекторами 
в темноте криофлаконы с биомассой помеща-
ли в полимерный контейнер для заморажива-
ния (Mr. Frosty, Nalgane, США), который был 
предварительно охлажден до 4 °С в течение 
минимум 5 часов. Данный контейнер обеспе-
чивает воспроизводимую скорость охлажде-
ния минус 1 °C в минуту. Контейнер Mr. Frosty 
с криофлаконами помещали в морозильную 
камеру, в которой поддерживалась постоянная 
температура минус 80 °С. Через 1,5 часа крио-
флаконы с цианеями перемещали из контей-
нера Mr. Frosty™ в пластиковые боксы и про-
должали хранить 12 месяцев при температуре 
минус 80 °С.

Для размораживания криофлаконы с циане-
ями извлекали из морозильной камеры и пере-
носили на водяную баню с температурой воды 
37 °С, где выдерживали до исчезновения льда. 
После размораживания содержимое криофла-
кона переносили в стерильную колбу Эрлен-
мейера с 10 мл питательной среды. Затем кол-
бы Эрленмейера с цианеями инкубировали как 
исходные культуры.

Исходные культуры цианобактерий выращи-
вали на питательной среде Заррука с рН от 9,1 
до 9,6. Питательная среда Заррука использова-
лась в модификации от коллекции водорослей 
университета Гёттенгена, Германия (Spirulina 
Medium (=Spirul.)) (табл. 1.)

Представлялось интересным определить 
возможность использования разбавленной пи-
тательной среды Заррука (табл. 1.) для рекуль-
тивирования цианобактерий после криокон-
сервации. Разбавленная среда была получена 
путем добавления к стандартной питательной 
среде Заррука равного объема культуральной 
среды, оставшейся после выращивания на ней 
биомассы цианобактерий A. platensis PCC 9223 
и S. subsalsa PCC 9445, которую использовали 
для криоконсервации.
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Для обогащения разбавленной среды Зар-
рука использовали ретентат молочной сыво-
ротки (рН 4,80, плотность 1,080 г/см3). После 
обогащения разбавленная (1:1) питательная 
среда Заррука содержала 2 % ретентата мо-
лочной сыворотки. Был применен оригиналь-
ный ретентат и модифицированный (табл. 2.).

Повторность в пределах одного варианта 
опыта с питательной средой – пятикратная. Каж-
дый опыт повторяли три раза. На рисунках и в та-
блицах приведены средние арифметические 
значения и их стандартные ошибки. В статье об-
суждаются величины, достоверные при р < 0,05.

В биомассе цианобактерий, культивируемых 
после криоконсервации, определяли содержа-
ние редуцирующих (восстанавливающих) саха-
ров (методом Миллера) [Miller, 1959], суммар-
ного количества липидов (методом, основан-
ным на реакции с сульфофосфованилиновым 
реактивом) [Zöllner, Kirsch, 1962; Knight et al., 
1972] и суммарного количества белка (мето-
дом Бредфорда) [Bradford, 1976]. Такие до-
статочно старые методические приемы были 
применены для эффективности проводимых 
исследований, верной интерпретации резуль-
татов и сравнения с данными других авторов, 
использующих такие же методы [Olguín et al., 
2001; Raoof et al., 2006; Madkour et al., 2012; 
Markou et al., 2013; Margarites, Costa, 2014; Viei-
ra Salla et al., 2016; Chen et al., 2018].

Определение общего содержания (суммы) 
фенольных соединений в экстракте цианобак-
терий проводили стандартным методом с при-
менением реактива Фолина – Чокальтеу, как 
описано в работах Синглтона и соавт. [Single-
ton, Rossi, 1965; Singleton et al., 1999].

Результаты и обсуждение

Результаты исследования показали, что ис-
пользование разбавленной (1:1) среды Заррука 
не влияло на жизнеспособность и рост штам-
мов после криоконсервации цианобактерий 
A. platensis PCC 9223 и S. subsalsa PCC 9445 
(табл. 3).

Так, у исследуемых штаммов A. platensis 
и S. subsalsa после оттаивания наблюдали рост 
клеток этих нитевидных цианобактерий (три-
хом) на разбавленной среде Заррука, а при-
рост биомассы составил 78,25 и 93,5 % соот-
ветственно по сравнению с этим показателем 
у цианобактерий, выращенных на стандартной 
питательной среде Заррука. Таким образом, 
полученные данные говорят о возможности 
применения для рекультивирования исследу-
емых цианобактерий после криоконсервации 
разбавленной среды Заррука. Разбавление 

Таблица 1. Состав среды Заррука

Table 1. Composition of Zarrouk’s medium

Компонент
Components

Содержание
Content

NaHCO3 13,61 г (g) 
Na2CO3 4,03 г (g) 
K2HPO4 0,50 г (g) 
NaNO3 2,50 г (g) 
K2SO4 1,00 г (g) 
NaCl 1,00 г (g) 

MgSO4 7H2O 0,20 г (g) 
CaCl2 2H2O 0,04 г (g) 
FeSO4 7H2O 0,01 г (g) 

Na2ЭДТА 0,08 г (g) 
раствор микроэлементов*

micronutrient solution* 5 мл (ml) 

вода дистиллированная
distilled water

до 1 литра
up to 1 liter

*Раствор микроэлементов для питательной среды Заррука

*Micronutrient solution for Zarrouk’s medium

Компонент
Components

Первичный раствор
[г/ 100 мл]

Stock solution
[g/ 100 ml] 

Добавление 
в раствор 

микроэлементов
Applied solution

ZnSO4 7H2O 0,10 1 мл (ml) 
MnSO4 4H2O 0,10 2 мл (ml) 

H3BO3 0,20 5 мл (ml) 
Co (NO3) 2 6H2O 0,02 5 мл (ml) 
Na2MoO4 2H2O 0,02 5 мл (ml) 

CuSO4 5H2O 0,0005 1 мл (ml) 
FeSO4 7H2O - 0,7 г (ml) 

Na2ЭДТА - 0,8 г (g) 
вода дистил-
лированная

distilled water
- до 1 литра

up to 1 liter

Таблица 2. Состав оригинального и модифициро-
ванного ретентата молочной сыворотки

Table 2. Composition of whey retentate (original 
and modified)

Компоненты
Components

Ретентат молочной сыворотки, мг/л
Retentate of whey, mg/L

Оригинальный
Original

Модифицированный
Modified

NH4-N 290 4610
orto-PO4-P 2150 2130

K 5320 6180
Na 5100 5800
S 147 4400

Ca 2330 2640
Mg 380 414
Zn 11,7 38
Fe <0,4 21,7
Cu <0,8 5,5
Mn <0,4 5,3
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среды Заррука не только снижает стоимость 
питательной среды для выращивания Spirulina 
sp. и Arthrospira sp., но добавление культураль-
ной среды после выращивания цианобактерий 
уменьшает также количество отходов, утилизи-
руемых в окружающую среду.

Тем не менее, несмотря на эффективность 
применения разбавленной среды Заррука, 
в экспериментах наблюдается некоторое сни-
жение прироста биомасссы цианобактерий по-
сле криоконсервации. Поэтому представлялось 
целесообразным исследовать возможность оп-
тимизации разбавленной среды Заррука путем 
внесения дополнительных соединений.

В дальнейших экспериментах по рекуль-
тивированию цианобактерий A. platensis 
PCC 9223 и S. subsalsa PCC 9445 после крио-
консервации использовали разбавленную пи-
тательную среду Заррука, то есть среду с де-
фицитом питательных веществ, обогащенную 
ретентатом молочной сыворотки (2 %).

Ретентат молочной сыворотки являлся про-
дуктом ультрафильтрации кислой сыворотки 
с последующим обратным осмосом ультра-
фильтрационного пермеата. С целью определе-
ния возможности влияния молочной сыворотки 
в среде на эффективность рекультивирования 
криоконсервированные культуры A. platensis 
PCC 9223 и S. subsalsa PCC 9445 сразу после 
оттаивания выращивали на двух вариантах пи-
тательной среды, обогащенных оригинальным 
либо модифицированным ретентатом молоч-
ной сыворотки. Оригинальный ретентат поми-
мо высокого содержания белка имел 290 мг/л 
общего аммонийного азота, 414 мг/л магния, 
а также высокое содержание кальция, калия 
и натрия. Модифицированный ретентат был 
дополнительно обогащен аммонийным азотом 
до 4610 мг/л и содержал больше биологически 
значимых элементов, таких как Zn, Fe, Cu, Mn, 
для компенсирования их возможного дефицита 
в разбавленной питательной среде Заррука.

Результаты исследования показали, что 
добавление ретентата молочной сыворотки 
к разбавленной питательной среде Заррука 
способствует повышению прироста биомассы 
цианобактерий A. platensis PCC 9223 (от 8,4 
до 25,5 %) и S. subsalsa PCC 9445 (от 5,2 до 
28,7 %) после криоконсервации по сравнению 
с выращиванием без добавления ретентата, 
т. е. с контрольной культурой (рис. 1).

Полученные результаты исследования по-
зволяют считать, что повышение прироста био-
массы цианобактерий после криоконсервации 
связано с питательными веществами, которые 
содержит ретентат молочной сыворотки. При-
чем наибольшие показатели были получены 
при применении модифицированного ретен-
тата молочной сыворотки по сравнению с куль-
турами цианобактерий, выращенными после 
криоконсервации на разбавленной питатель-
ной среде Заррука без добавления ретентата. 
Можно предположить, что полученные резуль-
таты связаны с составом используемого в на-
шей работе модифицированного ретентата 
молочной сыворотки, который отличался повы-
шенным содержанием азота и большим содер-
жанием биологически значимых ионов метал-
лов (Zn, Fe, Cu, Mn).

Такое предположение подтверждается ис-
следованиями авторов о том, что питательные 

Таблица 3. Прирост биомассы у цианобактерий 
A. platensis PCC 9223 и S. subsalsa PCC 9445 после 
криоконсервации
Table 3. Final biomass concentrations of A. platensis 
PCC 9223 and S. subsalsa PCC 9445 after cryostorage

Питательная среда 
Заррука

Zarrouk’s medium

Прирост биомассы 
цианобактерий, г/л

Final biomass concentrations, g/L
S. subsalsa  
PCC 9445

A. platensis  
PCC 9223

Разбавленная
Diluted medium 0,633 ± 0,008 0,903 ± 0,001

Стандартная
Complete medium 0,677 ± 0,002 1,154 ± 0,002

Рис. 1. Прирост биомассы цианобактерий A. platen‑
sis PCC 9223 и S. subsalsa PCC 9445 после криокон-
сервации (% от контрольной культуры. В качестве 
контрольной выступала разбавленная питательная 
среда Заррука)
Fig. 1. Final biomass concentrations of A. platensis PCC 
9223 and S. subsalsa PCC 9445 after cryostorage (% 
in comparison with control culture. The control – diluted 
Zarrouk’s medium)
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соединения молочной сыворотки усваивают-
ся цианобактериями рода Arthrospira. Ранее 
выявлено, что цианобактерии растут на сточ-
ных водах завода по переработке молока (при 
разбавлении до 30 % с добавлением NaHCO3 
(16 г/л)) [Chang et al., 2013]. Также было по-
казано, что при выращивании цианобактерий 
на подсырной сыворотке их биомасса увеличи-
валась на 40–97 % [Cantú-Lozano et al., 2013].

В наиболее близкой к нашему исследова-
нию работе [Vieira Salla et al., 2016] цианобакте-
рию A. platensis выращивали на разбавленной 
дистиллированной водой среде Заррука (20- 
и 30%-й) с добавлением ретентата молочной 
сыворотки в концентрациях 1,25 и 2,5 %. Одна-
ко в статье показано, что замена стандартной 
среды Заррука на разбавленную (20- и 30%-ю) 
с добавлением ретентата молочной сыворот-
ки не влияет на рост цианобактерии. Авторы 
отмечают, что достигли идентичной конечной 
концентрации клеток на стандартной среде 
Заррука и разбавленной с добавлением с 2,5 % 
ретентата молочной сыворотки. Такие данные 
можно объяснить тем, что в отличие от ретен-
татов (оригинального и модифицированного), 
используемых в данной работе, ретентат мо-
лочной сыворотки, используемый в работе Viei-
ra Salla с соавт. [2016], имел высокое содержа-
ние лактозы (7,18 %), но меньшее содержание 
магния (118,20 мг/л) и общего аммонийного 
азота (107,10 мг/л).

Полученные нами данные показали, что обо-
гащение питательной среды Заррука ретен-
татом молочной сыворотки способствует уве-
личению содержания суммарного количества 
белка, редуцирующих сахаров и общих липи-
дов в биомассе A. platensis PCC 9223 (рис. 2, б) 
и S. subsalsa PCC 9445 (рис. 2, а), рекультиви-
рованных после криоконсервации. Это может 
быть связано с повышением эффективности 
фотосинтеза цианобактерий благодаря при-
сутствию в питательной среде ретентата мо-
лочной сыворотки, который имеет высокое со-
держание магния.

Так, при добавлении оригинального ретента-
та молочной сыворотки в биомассе цианобак-
терий было следующее содержание белка и са-
харов: у S. subsalsa PCC 9445 – 35,47 и 17,22 %, 
а у A. platensis PCC 9223 – 32,22 и 23,23 % со-
ответственно. При использовании модифици-
рованного ретентата в биомассе S. subsalsa 
PCC 9445 содержание белка и сахаров было 
еще выше и составило 41,35 и 27,25 %, а в био-
массе A. platensis PCC 9223 – 37,23 и 39,43 % 
соответственно. Содержание липидов варьи-
ровало в биомассе S. subsalsa PCC 9445 с 9,67 
до 15,39 %, A. platensis PCC 9223 – с 11,01 до 

13,01 % при применении оригинального либо 
модифицированного ретентата молочной сы-
воротки.

Результаты исследования также показали 
различия между изучаемыми видами цианобак-
терий. Так, цианобактерия S. subsalsa PCC 9445 
была более чувствительна к применению среды, 
обогащенной ретентатом молочной сыворотки 
после криоконсервации (рис. 2, а). Это может 
быть связано с отзывчивостью штамма, его осо-
бенностями, в том числе видовыми. Таким обра-
зом, применение для обогащения разбавленной 
питательной среды Заррука модифицированного 
ретентата молочной сыворотки позволило уве-
личить содержание общего белка и редуциру-
ющих сахаров в биомассе S. subsalsa PCC 9445 
на 14,67 и 4,69 % соответственно по сравнению 
с применением оригинального ретентата молоч-
ной сыворотки (рис. 2, а). Содержание обще-
го белка и редуцирующих сахаров в биомассе 
A. platensis PCC 9223, выращенной после крио-
консервации в присутствии модифицированно-
го ретентата молочной сыворотки, было выше 
на 11,99 и 9,16 % соответственно по сравнению 
с выращенной в присутствии оригинального ре-
тентата молочной сыворотки (рис. 2, б).

Наши данные согласуются с результатами 
исследования Chang и соавт. [2013], в котором 
в биомассе цианобактерии A. maxima, выра-
щенной на разбавленной до 30 % сточной воде 
завода по переработке молока, содержалось 
65,2 % белка, 11,3 % сахаров и 7,0 % липидов, 
тогда как биомасса этой цианобактерии, выра-
щенная на минеральной среде, имела 72,5 % 
белка, 8,3 % сахаров и 6,3 % липидов.

В то же время в статье Vieira Salla с соавт. 
[2016] приводятся данные о том, что добавле-
ние ретентата в стандартную питательную среду 
Заррука не влияло на содержание в биомассе 
белка и сахаров, а при культивировании циано-
бактерий на разбавленной до 20 % питательной 
среде и добавлении 2,5 % ретентата молочной 
сыворотки происходило снижение содержания 
в биомассе белка (26,44 %) и увеличение содер-
жания сахаров (на 17,24 %). Авторы связывают 
полученные результаты с содержанием лактозы 
в ретентате молочной сыворотки, которая, сама 
являясь сахаром, может повлиять на содержа-
ние сахаров и липидов в биомассе цианобакте-
рий, а также разбавлением питательной среды 
Заррука, что привело к ограничению азота и пе-
ренаправлению фотоассимилированного угле-
рода на синтез углеводов вместо белков и пиг-
ментов [Vieira Salla et al., 2016].

Более высокое содержание белка и пигмен-
тов в биомассе цианобактерий фиксируется 
в условиях достаточного количества азота в пи-
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тательной среде. Сохранить высокое содер-
жание белка в биомассе цианобактерий после 
криоконсервации представлялось крайне важ-
ным, поскольку целью является производство 
биомассы цианобактерий с высоким содер-
жанием продуктов синтеза, то есть c высоки-
ми питательными характеристиками. В нашем 
исследовании сохранение высокого содержа-

ния белка в биомассе рекультивированных ци-
анобактерий свидетельствует о достаточном 
содержании азота в исследуемых питательных 
средах, что достигалось благодаря примене-
нию модифицированного ретентата молочной 
сыворотки.

Также помимо сахаров, белков и липидов 
представлялось важным определить влияние 

Рис. 2. Содержание суммарного количества белка, редуцирую-
щих сахаров и общих липидов (%) в биомассе S. subsalsa PCC 9445 
(а) и A. platensis PCC 9223 (б), выращенной после криоконсервации 
в присутствии ретентата молочной сыворотки (по сравнению с культи-
вацией без добавления ретентата)
Fig. 2. Contents of total protein amount, reducing sugars and total lipids 
(%) in biomass of S. subsalsa PCC 9445 (а) & A. platensis PCC 9223 (б), 
grown after cryostorage in the presence of whey retentate (in comparison 
to cultivation without retentate of whey)
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добавления к питательной среде Заррука ре-
тентата молочной сыворотки на содержание 
фенольных соединений в биомассе A. platensis 
PCC 9223 и S. subsalsa РСС 9445 после крио-
консервации. Фенольные соединения, помимо 
того что являются антиоксидантами, что край-
не важно для спирулины как пищевой добавки, 
могут способствовать увеличению срока хра-
нения биомассы спирулины как продукта. До-
бавление к разбавленной питательной среде 
Заррука ретентата молочной сыворотки при-
вело к повышению выработки фенольных сое-
динений в биомассе цианобактерий (табл. 4). 
Так, добавление ретентата к культивируемой 
среде в 1,4–1,8 раза увеличило содержание 
фенольных соединений в биомассе S. subsalsa 
и в 1,8–2,4 раза у A. platensis.

Однако в отличие от сахаров, липидов 
и белков использование модифицированного 
ретентата молочной сыворотки более значи-
тельно повлияло на содержание фенольных 
соединений в биомассе цианобактерий после 
криоконсервации в сравнении с культурами, 
выращенными в присутствии оригинального 
ретентата молочной сыворотки. При использо-
вании модифицированного состава ретентата 
молочной сыворотки биомасса цианобактерий 
после криоконсервации имеет более высокие 
количественные значения содержащихся фе-
нольных соединений по сравнению с этими 
значениями в культуре цианобактерий, выра-
щенной с оригинальным ретентатом молочной 
сыворотки (на 26,36 и 36,00 % для S. subsalsa 
PCC 9445 и A. platensis PCC 9223 соответст-
венно). Эти результаты можно объяснить более 
высоким содержанием азота в среде с добав-
лением модифицированного ретентата молоч-
ной сыворотки, так как азот, необходимый для 
синтеза ароматических аминокислот, может 
играть важную роль в биосинтезе фенольных 
соединений. Полученные данные подтвержда-
ют работы исследователей, в которых показано 
положительное влияние концентрации азота 

в питательной среде на содержание фенольных 
соединений в биомассе цианобактерий рода 
Arthrospira [Colla et al., 2007a, b; Abd El-Baky 
et al., 2009].

Заключение

Таким образом, результаты нашего иссле-
дования показали возможность применения 
для рекультивирования исследуемых циано-
бактерий после криоконсервации разбавлен-
ной (1:1) среды Заррука, используемой при 
рекультивировании цианобактерий A. platensis 
PCC 9223 и S. subsalsa PCC 9445 после крио-
консервации. Полученные данные подтвер-
дили эффективность применения ретентата 
молочной сыворотки для обогащения среды 
Заррука при рекультивировании цианобак-
терий A. platensis PCC 9223 и S. subsalsa PCC 
9445 после криоконсервации. Было показано, 
что выращивание цианобактерий после крио-
консервации на разбавленной среде Заррука 
с добавлением ретентата молочной сыворотки 
способствовало увеличению содержания таких 
важных соединений, как редуцирующие саха-
ра, липиды, белок, а также фенольных соедине-
ний в биомассе цианобактерий. При этом наи-
большее увеличение концентрации указанных 
соединений в биомассе цианобактерий можно 
получить за счет использования модифициро-
ванного ретентата молочной сыворотки, что 
объясняется повышенным содержанием азота 
(до 4610 мг/л) и большим содержанием биоло-
гически значимых элементов, таких как Zn, Fe, 
Cu, Mn.

Полученные результаты применения пи-
тательной среды, обогащенной ретентатом 
молочной сыворотки, могут также указывать 
на антистрессовый эффект, вероятно, за счет 
содержащихся в такой среде компонентов, 
по отношению к рекультивируемым цианобак-
териям. Возможно, выращивание цианобак-
терий сразу после оттаивания на питательной 

Таблица 4. Содержание фенольных соединений в биомассе цианобактерий
Table 4. Phenolic compounds content in biomass

Ретентат молочной сыворотки
Retentate of whey

Фенольные соединения (мг/г биомассы цианобактерий)
Phenolic compounds (mg/g of biomass) 

S. subsalsa PCC 9445 A. platensis PCC 9223
Без ретентата

(разбавленная среда Заррука)
Without retentate of whey

(diluted Zarrouk’s medium) 

2,17 ± 0,23 1,34 ± 0,15

Оригинальный
Original 3,11 ± 0,22 2,41 ± 0,25

Модифицированный
Modified 3,93 ± 0,20 3,28 ± 0,27
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среде с молочной сывороткой помогает клет-
кам этих микроорганизмов восстанавливаться 
после криоконсервации. Поскольку, соглас-
но литературным данным, для ряда бактерий 
стресс после криоконсервации сохраняется 
в течение нескольких делений.

Следует также отметить и значительную эко-
номическую выгоду от использования разбав-
ленной (в два раза) питательной среды Заррука 
с добавлением в эту среду молочной сыворот-
ки, недорогого побочного продукта молочной 
промышленности, снижающего стоимость сре-
ды при высокой эффективности рекультивиро-
вания цианобактерий после криоконсервации 
с повышением содержания белков, сахаров, 
липидов и фенольных соединений в биомассе.

Работа поддержана стипендией Президента 
Российской Федерации для обучения за рубе‑
жом аспирантов российских вузов, стипенди‑
ей MULTIC от международной стипендиальной 
программы ERASMUS MUNDUS Action 2 и сти‑
пендией Дрезденского технического универ‑
ситета для развития научной карьеры у женщин 
(Scholarship Program for the Promotion of Ear‑
ly‑Career Female Scientists of TU Dresden).
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ДИНАМИКА СОДЕРЖАНИЯ КОЛЛАГЕНА ДЕРМЫ КРЫС 
ПОСЛЕ ЛОКАЛЬНОГО ХОЛОДОВОГО ПОВРЕЖДЕНИЯ

Н. А. Шутский1, Л. Л. Шагров1, С. Л. Кашутин1, А. С. Аксенов2, 
С. И. Малявская1

1 Северный государственный медицинский университет, Архангельск, Россия 
2 Северный (Арктический) федеральный университет имени М. В. Ломоносова,  
 Архангельск, Россия

Изучена динамика массы коллагена крыс в условиях локального холодового по-
вреждения. Разработан и впервые применен метод количественного определения 
коллагена дермы. Холодовую травму воспроизводили на беспородных самцах 
и самках крыс массой 180–200 г путем наложения на депилированную кожу спины 
металлической гирьки диаметром 2,5 см, охлажденной в жидком азоте. На 3-и сут 
после холодового повреждения у крыс регистрировали статистически значимое 
снижение содержания коллагена. С 14-е сут после холодового повреждения на-
блюдали увеличение содержания коллагена за счет восстановленной активно-
сти фибробластов. К 21-м сут увеличение содержания коллагена продолжалось, 
но полного восстановления не наблюдалось.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: холодовое повреждение; дерма; коллаген; ферментативный 
гидролиз; восстановление.

N. A. Shutskiy, L. L. Shagrov, S. L. Kashutin, A. S. Aksenov, S. I. Ma-
lyavskaya. CHANGES IN THE COLLAGEN CONTENT IN THE DERMIS OF 
RATS AFTER LOCAL COLD INJURIES

Changes in collagen mass in rats were studied under the conditions of local cold inju-
ries. A method for quantitative determination of collagen in the dermis was developed 
and applied for the first time. Cold injury was replicated in mongrel male and female rats 
weighing 180–200 grams by applying a metal weight 2.5 cm in diameter, cooled in liq-
uid nitrogen, to depilated skin on the back. A statistically significant decrease in collagen 
content was recorded in rats on day 3 after cold damage. Starting with the 14th day after 
the cold injury, an increase in collagen content was observed due to the restored activity 
of fibroblasts. By the 21st day, collagen content continued increasing, but full recovery 
was not observed.

K e y w o r d s: cold injury; dermis; collagen; enzymatic hydrolysis; recovery.

Введение

Холодовая травма является одной из важ-
нейших медико-социальных проблем как в во-

енное, так и в мирное время, при стихийных 
бедствиях, авариях, катастрофах [Pulla et al., 
1994; Плотников, 2000; Галеев и др., 2002; In-
gram, Raymond, 2013]. Тяжесть осложнений 
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и большой процент выхода на инвалидность 
трудоспособного контингента общества при-
дают данной проблеме не только медико-соци-
альную, но и экономическую направленность, 
что приобретает особое значение в условиях 
освоения Арктики [Pulla et al., 1994; Сизоненко, 
1997; Будко и др., 2000; Сизоненко и др., 2002; 
Таранова, 2009; Ingram, Raymond, 2013].

Изучение процессов восстановления тканей 
после термических воздействий, как ожогов, 
так и обморожений, является одним из актуаль-
ных направлений регенеративной медицины. 
Особая роль в процессах регенерации соеди-
нительной ткани отводится компонентам меж-
клеточного матрикса (МКМ). Коллаген, как один 
из основных компонентов МКМ, составляет 
около 90 % от сухого веса МКМ, обеспечивает 
структурную поддержку, участвует в регуляции 
различных процессов, протекающих в норме 
и при возникновении различных патологиче-
ских состояний: регуляция межклеточных ком-
муникаций, адгезии, миграции, пролиферации, 
дифференцировки и др. В связи с чем актуаль-
ным представляется вопрос о выборе адекват-
ной методики для оценки содержания данного 
компонента МКМ в процессе восстановления 
соединительной ткани при различных повре-
ждениях [Байрейтер и др., 1995; Sorrel, Caplan, 
2004; Омельяненко, Слуцкий, 2009; Бозо и др., 
2010].

Основным продуцентом белков межклеточ-
ного матрикса являются дермальные фибро-
бласты, формирующие трехмерную структур-
ную сеть дермы [Ардашев и др., 2000; Banzo 
et al., 2002; Finderle, 2002; Гарстукова и др., 
2008; Шаповалов, 2008; Карайланов и др., 
2008]. Структура коллагенового матрикса ока-
зывает значительное влияние на функции фи-
бробластов [Fisher et al., 2008]. Согласно ис-
следованию Ф. Гриннелл, физические свой-
ства коллагеновых волокон непосредственно 
влияют на функциональную активность фибро-
бластов дермы. В частности, фрагментация 
коллагенового матрикса приводит к дезорга-
низации целостности коллагеновой сети МКМ 
и к нарушению фокальных контактов между 
фибробластами и коллагеновым матриксом. 
Данные процессы лишают фибробласты воз-
можности находиться в растянутом состоянии, 
являющемся обязательным условием для их 
метаболической активности (роста и функцио-
нирования) [Grinnell, 2003].

Вполне очевидно, что влияние на рост и раз-
витие соединительной ткани и может быть од-
ним из решений, способных повысить эффек-
тивность лечения локальных отморожений. 
С опорой на это предположение возникает 

интерес к изучению механизмов, направлен-
ных на замещение дефектов собственными 
 тканями.

Известно, что на 7-е сут после локального 
холодового повреждения в зоне поражения по-
являются небольшие очаговые скопления фи-
бробластов [Ардашев и др., 2000; Banzo et al., 
2002; Finderle, 2002; Гарстукова и др., 2008; 
Шаповалов, 2008; Карайланов и др., 2008]. Но 
данные, подтверждающие, что эти фибробла-
сты функционально активны, отсутствуют.

В настоящее время известны несколько спо-
собов количественного определения содержа-
ния коллагена. Один из них заключается в про-
ведении реакции антиген – антитело с исполь-
зованием меченых радиоактивными изотопами 
реактивов [Земсков и др., 1982]. Недостатками 
указанного способа являются невозможность 
исследования образцов тканей (способ при-
меним только для растворов) и необходимость 
применения радиоактивных веществ.

Также существует способ количественного 
определения коллагена в ткани [Виллануэва 
и др., 2006]. Положительными в данном спосо-
бе являются возможность точного определе-
ния концентрации коллагена, широкий спектр 
применения. Недостатками – технологическая 
сложность процедуры, необходимость приме-
нения хроматографа высокого давления, вы-
сокая стоимость применяемого оборудования 
и расходных материалов,  реактивов.

В связи с этим целью настоящего исследо-
вания явилось изучение динамики содержания 
коллагена дермы крыс в восстановительном 
периоде после локального холодового повре-
ждения, тем самым планировалось косвенно 
определить синтетическую активность проду-
центов коллагена.

Материалы и методы

Эксперимент проводили в соответствии 
с Правилами лабораторной практики (Приказ 
Министерства здравоохранения и социального 
развития Российской Федерации от 23 августа 
2010 г. № 708н «Об утверждении Правил лабо-
раторной практики»), а также с учетом требова-
ний «Международной Хельсинкской конвенции 
о гуманном отношении к животным» (1972).

Холодовую травму воспроизводили на бес-
породных самцах и самках крыс массой 
180–200 г, содержащихся в одинаковых усло-
виях, на стандартном пищевом режиме. После 
наступления наркотического сна моделиро-
вали контактное отморожение с помощью ме-
таллической гирьки диаметром 2,5 см, кото-
рую предварительно охлаждали в жидком азо-
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те, а потом прикладывали к депилированной 
коже спины крысы на 3 мин по методу [Бойко, 
2010]. В результате такого воздействия у экс-
периментальных животных развивалось ло-
кальное отморожение 3-й степени [Тодоров,  
1968].

Кусочек пораженной кожи забирали посред-
ством панч-скальпеля № 5 сразу после передо-
зировки средства для наркоза на 3, 7, 14 и 21-е 
сут. В качестве контрольной группы были ис-
пользованы беспородные крысы аналогичной 
массы тела, содержащиеся в тех же условиях, 
что и опытная группа. Группы формировали 
из 7 животных.

Определение содержания коллагена в дер-
ме осуществляли следующим методом:

1 этап – высушивание кожи. Предварительно 
взвешенный и замороженный при –80 °C в 1 мл 
0,9% физиологического раствора хлорида на-
трия кусочек ткани высушивали в лиофильной 
сушилке при температуре –46 °C и давлении 
0,040 мБар, измельчали путем нарезания ми-
кротомным лезвием на фрагменты толщиной 
не более 3 мм;

2 этап – подготовка к ферментативному ги-
дролизу. Полученные фрагменты поместили 
в градуированную пробирку Eppendorf вме-
стимостью 1,5 мл, заливали 1 мл 15% водно-
го раствора гидроксида натрия на 24 часа при 
температуре 18–20 °C, после чего неоднократ-
но промывали дистиллированной водой при 
температуре 18–20 °C в объеме 1 мл. После 
достижения целевого уровня рН надосадоч-
ной жидкости 7,0 супернатант аспирировали 
дозатором таким образом, чтобы количество 
осадка в пробирке не превышало 0,3 мл. По-
лученный материал замораживали при –80 °C, 
высушивали в лиофильной сушилке и взвеши-
вали на аналитических весах, определяя массу  
материала m1;

3 этап – ферментативный гидролиз колла-
гена. Полученный безводный осадок разводи-
ли в 900 мкл фосфатного буферного раствора 
с рН 7,0 и добавляли 100 мкл раствора коллаге-
назы (Россия), который заранее приготавлива-
ли путем растворения лиофильно высушенного 
препарата коллагеназы в 10 мл фосфатного 
буферного раствора с уровнем рН 7,0. Затем 
пробирку с содержимым устанавливали в шей-
кер-инкубатор ES-20 (BioSan, Латвия) при тем-
пературе 37 °C и интенсивно перемешивали 
в течение 2 часов. После этого пробирку цен-
трифугировали при 13 400 об/мин в течение 5 
минут, аспирировали дозатором надосадочную 
жидкость, добавляли дистиллированную воду 
до объема 1 мл, гомогенизировали полученный 
материал. Процедуру, включающую гомогени-

зацию путем ресуспендирования дозатором, 
центрифугирование, аспирацию надосадочной 
жидкости и добавление воды до объема 1 мл, 
повторяли 5 раз. После этого материал замо-
раживали при –80 °C, лиофильно высушивали 
и взвешивали, определяя массу материала m2. 
По разнице масс m1 и m2 находили массу кол-
лагена, содержавшегося в исследуемой тка-
ни. Процентное содержание коллагена в ткани 
определяют отношением установленной массы 
коллагена к массе образца ткани.

Таким образом, содержание коллагена 
определяли по формуле:

mколлагена = m1 – m2, г,

где m1 – масса кожи до ферментативного ги-
дролиза, г; m2 – масса кожи после фермента-
тивного гидролиза, г.

Процентное содержание коллагена в ткани 
определяли по формуле:

% содержания коллагена = 

=  * 100 %.

Статистическую обработку результатов вы-
полняли с помощью SPSS 13.0 for Windows. 
Описание выборок проводили с помощью под-
счета медианы (Мd) и межквартильного интер-
вала Q25Q75. Вероятность различий оценива-
ли по непараметрическому критерию Колмого-
рова – Смирнова.

Результаты и обсуждение

Как следует из представленных в табли-
це данных, на 3-и сут после локального холо-
дового повреждения у крыс регистрировали 
статистически значимое снижение массы кол-
лагена дермы и его процентного содержания 
до 21,71 %, что связано с наличием воспали-
тельных процессов, разрушением кровенос-
ных сосудов и замедлением процесса нео-
коллагенеза. Но уже на 7-е сут после холо-
дового повреждения масса коллагена начала 
восстанавливаться, достигнув 5,25 мг. Наряду 
с увеличением массы коллагена существен-
но увеличилось его процентное содержание 
в дерме. В период с 7-х по 14-е сут увеличение 
массы коллагена и его процентного содержа-
ния в собственно коже регистрировали только 
в виде тенденции: до 6,0 мг и до 35,91 % соот-
ветственно. Статистически значимое увеличе-
ние количества коллагена вновь возобновилось 
с 14-х по 21-е сут, достигнув уровня 8,95 мг, что 
также отразилось на увеличении его процент-
ного содержания. Масса коллагена дермы, как 
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и его содержание в дерме, на 21-е сутки прак-
тически была такой же, как и в группе контроля.

Таким образом, после локального холодово-
го повреждения увеличение массы коллагена 
дермы и его процентного содержания происхо-
дит с 3-х по 7-е и с 14-х по 21-е сут.

Известно, что на 3-и сут при 3-й степени 
отморожения эпидермис полностью слущен, 
сосочковый слой дермы разрушен, а в сетча-
той дерме – выраженный фибриноидный не-
кроз [Гарстукова и др., 2008; Карайланов и др., 
2008; Шаповалов, 2008]. Вполне очевидно, что 
содержание массы коллагена к 3-м сут мини-
мальное: он разрушен и синтез новых волокон 
не наблюдается.

На основании увеличения массы коллагена 
и его процентного содержания в дерме с 3-х 

по 7-е сут можно полагать о начале репаратив-
ных процессов именно в этот период. Таким 
образом, скопления фибробластов в очаге ло-
кального холодового повреждения на 7-е сут 
являются функционально активными в направ-
лении синтеза волокнистых структур соедини-
тельной ткани.

С 7-х по 14-е сут регистрируется увеличение 
массы коллагена и его процент содержания, 
но оно не является статистически значимым. 
Следующий пик наблюдается с 14-х по 21-е 
сут. Учитывая, что статистически значимых 

различий в массе коллагена и его процентного 
содержания между группой контроля и опыт-
ной группой на 21-е сут не отмечено, можно 
считать, что изучаемые параметры одинаковы, 
и это позволяет полагать о частичном восста-
новлении массы коллагена дермы к 21-м сут-
кам.

Заключение

В настоящей работе впервые применяет-
ся способ определения количества коллаге-
на в ткани. Преимуществами предложенного 
метода являются: уменьшение материальных 
и временны́х затрат и такое важное преимуще-
ство, как избегание использования радиоак-
тивных веществ.

Проведенное исследование количествен-
ного анализа коллагена, формируемого в ходе 
восстановления после локального холодового 
повреждения, позволяет судить о проявлении 
активности фибробластов к синтезу основно-
го белка межклеточного матрикса. Благодаря 
предложенному способу определения количе-
ства коллагена можно отслеживать формиро-
вание данного белка в дерме в динамике за-
живления раневой поверхности.

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что содержание коллагена дермы после холо-

Масса коллагена (мг) и его % содержание в дерме крыс после локального холодового повреждения Мd 
(Q25; Q75)
The mass of collagen (mg) and its percentage content in the dermis of rats after local cold injuries Мd (Q25; Q75)

Показатели
Indicators

Контроль
Control

n=7

Сроки исследования
Terms of research

Вероятность
Probability

3
n=7

7
n=7

14
n=7

21
n=7

Уровень значимости 
различий (р)

Significance level 
of differences (p) 

1 2 3 4 5 6 7
Масса 
коллагена (мг)
Mass of collagen 
(mg) 

10,7
(9,0;12,3) 

3,1
(2,8; 3,9) 

5,25
(4,97; 5,92) 

6,0
(5,7; 7,0) 

8,95
(8,62; 9,57) 

2–3 Z = 1,87; р = 0,002
2–4 Z = 1,79; р = 0,003
2–5 Z = 1,6; р = 0,01
2–6 Z = 1,13; р = 0,15
3–4 Z = 1,79; р = 0,003
3–5 Z = 1,87; р = 0,002
3–6 Z = 1,93; р = 0,001
4–5 Z = 0,94; р = 0,33
4–6 Z = 1,85; р = 0,002
5–6 Z = 1,65; р = 0,008

Содержание 
коллагена 
в дерме (%)
Collagen content 
in the dermis (%) 

71,43
(59,21; 72,78) 

21,71
(16,37; 22,51)

31,15
(30, 02; 
33,55) 

35,91
(32,39; 49,29) 

52,27
(46,42; 55,17) 

2–3 Z = 1,87; р = 0,02
2–4 Z = 1,79; р = 0,003
2–5 Z = 1,87; р = 0,02
2–6 Z = 1,69; р = 0,007
3–4 Z = 1,79; р = 0,003
3–5 Z = 1,87; р = 0,002
3–6 Z = 1,93; р = 0,001
4–5 Z = 1,24; р = 0,09
4–6 Z = 1,85; р = 0,002
5–6 Z = 1,38; р = 0,04
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дового повреждения резко снижается с 10,6 
до 3,9 мг и в процессе заживления раневой по-
верхности увеличивается, не достигая исход-
ных данных к 21-м суткам.
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ИЗМЕНЧИВОСТЬ БИОГЕОХИМИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ 
В БЕЛОМ МОРЕ ДЛЯ РАЗНЫХ КЛИМАТИЧЕСКИХ 
УСЛОВИЙ ПО ДАННЫМ МОДЕЛИРОВАНИЯ

А. В. Толстиков1, И. А. Чернов2

1 Институт водных проблем Севера КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН»,  
 Петрозаводск, Россия 
2 Институт прикладных математических исследований КарНЦ РАН,  
 ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Изменчивость биогеохимических процессов Белого моря при разных климатиче-
ских условиях исследовалась посредством численных экспериментов. Отобранные 
модельные годы условно разделены на теплые, холодные и средние (климатиче-
ские) согласно методике, предложенной авторами ранее. Для численного моде-
лирования применен программный комплекс JASMINE, основанный на модели 
термогидродинамики Северного Ледовитого океана FEMAO и содержащий мо-
дель пелагической экосистемы BFM. Комплекс предназначен для совместного 
моделирования термогидродинамических и биогеохимических процессов в море. 
Подробно рассмотрены модельные годы: теплый 2013-й и холодный 1994-й. 
Изучена динамика температуры поверхностного слоя и толщи воды Белого моря 
в эти годы, распределение хлорофилла а и первичной продукции. Получены зако-
номерности и проанализированы причины наблюдающихся зависимостей в услов-
но теплый и условно холодный год. На проявление в биогеохимических процессах 
Белого моря теплых, холодных и средних лет влияют макроциркуляционные про-
цессы атмосферы, одним из которых является Северо-Атлантическое колебание, 
или NAO (North Atlantic Oscillation). События NAO (положительные и отрицатель-
ные) соответствуют положительным и отрицательным периодам в температуре по-
верхностного слоя Белого моря. NAO характеризуется разностью давления между 
Исландским минимумом и Азорским максимумом, а это в свою очередь сказыва-
ется на усилении или ослаблении западного переноса в Северном полушарии, пе-
рераспределении тепла и влаги. В результате численных экспериментов выделен 
ключевой период года, приходящийся на май. В этот месяц отмечается интенсифи-
кация процессов в пелагической экосистеме Белого моря независимо от его при-
надлежности к теплому или холодному году. Выявлена связь событий мая с даль-
нейшим развитием биогеохимических процессов в течение лета.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Белое море; пелагическая экосистема; биогеохимия; моде-
лирование; JASMINE; BFM.

A. V. Tolstikov, I. A. Chernov. VARIABILITY OF BIOGEOCHEMICAL 
PROCESSES IN THE WHITE SEA UNDER DIFFERENT CLIMATIC 
CONDITIONS: THE MODELING APPROACH

The JASMINE numerical complex based on the FEMAO model of the Arctic Ocean 
and the BFM pelagic ecosystem model is used for integrated modeling of hydrody-
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Введение

Исследование экосистем Белого моря с по-
мощью сложных комплексных математических 
моделей диктуется необходимостью согласо-
ванного описания термогидродинамических 
и биогеохимических процессов этого водоема. 
Актуально знать ключевые события года и за-
кономерности гидрологических характеристик 
Белого моря под воздействием климатических 
изменений и реакцию его экосистем на поте-
пление и похолодание, изменчивость ледового 
режима, антропогенное воздействие.

Моделирование позволяет ставить экспери-
менты, которые затруднительно или невозмож-
но провести в природных условиях. Так, можно 
изучить реакцию процессов в Белом море без 
прилива или в полностью безветренный год, 
что важно для определения вклада каждого 
фактора. Аналогично есть возможность изме-
нить облачность, объем речного стока, тем-
пературу воздуха и воды, прозрачность льда, 
поток солнечной радиации для рассмотрения 
сценарных ситуаций. Помимо естественных 
факторов можно оценить антропогенное воз-
действие, например динамику переноса за-
грязнителей различного генезиса (нефтяные 
пятна, пластик и т. п.).

Морские пелагические сообщества живых 
организмов относительно быстро реагируют 
на внешние воздействия. Эти организмы име-
ют короткий жизненный цикл по сравнению, 
например, с донными сообществами, поэтому 
отклик пелагической экосистемы на внешний 
фактор, как правило, быстрее и ярче выражен. 
Ключевым событием в сезонном цикле изме-
нений пелагических сообществ Белого моря 

является наступление весны: сход льда, резкое 
увеличение поступления солнечной радиации, 
половодье на реках водосбора, поступление 
биогенных элементов и т. д. Зная отклик эко-
систем на воздействующие факторы, можно 
рассчитать сценарий дальнейшего развития 
процесса.

Для понимания механизма термогидроди-
намических и биогеохимических закономерно-
стей в морской системе и взаимного влияния 
факторов незаменимы комплексные трехмер-
ные численные модели, адекватно отражающие 
динамику процессов. В сочетании с прямыми 
и дистанционными измерениями различных 
параметров в водоеме результаты моделиро-
вания вносят заметный вклад в интерпретацию 
взаимосвязи событий и сценариев их развития.

Для Белого моря в настоящий момент, 
насколько нам известно, функциониру-
ет только один такой программный ком-
плекс – JASMINE [Chernov et al., 2018], вклю-
чающий в себя модель экосистемы моря BFM 
[http://bfm-community.eu].

Материалы и методы

Численное воспроизведение динамики со-
стояния моря как комплексной системы вод, 
льда и экосистем требует использования до-
статочно производительных вычислительных 
средств, современных алгоритмов и адекват-
ного математического описания. Обзор су-
ществующих моделей динамики Белого моря, 
включая экосистемы, был достаточно пол-
но освещен в предыдущих работах [Белое…, 
2007; Толстиков, 2016]. Мы развиваем, приме-
нительно к Белому морю, программный ком-

namic, thermodynamic, and biogeochemical processes in the White Sea. The variation 
of the White Sea ecosystems under different climatic conditions, i. e., a warm, cold, 
and an average (close to multiannual average) year, is studied by numerical experi-
ments. Several years are considered in detail: the warm 2013 and the cold 1994, includ-
ing the surface layer and the water column temperature, the distribution of chlorophyll 
a, primary production. We reveal some regularities and explain the observed dependen-
cies in the warm and the cold year. The phenomenon of warm, cold, and average years 
in the biogeochemical processes in the White Sea is influenced by global oscillations 
in the atmosphere, mainly the North Atlantic Oscillation (NAO). The events of the North 
Atlantic oscillation (both positive and negative) correspond to positive and negative devia-
tions of the surface layer temperature of the White Sea. NAO is generated by the pressure 
difference between the Icelandic minimum and the Azores maximum, which, in turn, am-
plifies the Western transport in the Northern hemisphere, redistribution of heat and mois-
ture. According to the numerical experiments, the key period of the year for the pelagic 
ecosystem dynamics is May. It is shown to be tightly connected to the later biogeochem-
ical processes during the summer.

K e y w o r d s: White Sea; pelagic ecosystem; biogeochemistry; modeling; JASMINE; 
BFM.
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плекс JASMINE [Чернов и др., 2016; Толстиков 
и др., 2017; Chernov et al., 2018]. Он создан 
на базе модели Северного Ледовитого океана 
(FEMAO) Н. Г. Яковлева [2009] и в соавторст-
ве с ним. Программный комплекс позволяет 
рассчитывать динамику течений и термохалин-
ных полей, характеристики морского льда (ко-
личество и сплоченность льда разной толщи-
ны, а также количество снега на нем), уровень 
моря. Возможно воспроизведение переноса 
примесей произвольной природы. В качестве 
экосистемного блока для Белого моря выбрана 
модель BFM (http://bfm-community.eu), пригод-
ная для водоемов разных масштабов (от реги-
ональных морей до Мирового океана), разных 
климатических условий [Vichi et al., 2015a; Laz-
zari et al., 2016] и внедренная, например, в про-
граммный комплекс NEMO [Vichi et al., 2015b]. 
Модель BFM описывает потоки вещества меж-
ду различными группами (автотрофных и ге-
теротрофных организмов, бактерий, фракций 
взвешенного органического вещества, рас-
творенного неорганического вещества) в силу 
многочисленных биохимических процессов 
(питание, фотосинтез, разложение вещества 
и т. п.). Учитывается гравитационное осажде-
ние ряда компонент экосистемы (в частности, 
детрита) и обмен вещества с донными отложе-
ниями, играющими важную роль в относитель-
но мелководном Белом море.

Результаты и обсуждение

Рассмотрен период с 1975 по 2014 г., 
по продолжительности превышающий клима-
тическую норму 1981–2010 гг. [Коршунова, 
Швець, 2014]. В нем выбирались характерные 
модельные годы на базе нашей методики [Тол-
стиков, 2016, §2.2], основанной на анализе 
среднегодовых значений температуры воды. 
Годы делятся на теплые, холодные и средние 
(климатические) по температуре T, осреднен-
ной по объему моря либо по поверхностному 
слою. Ряд наблюдений составляет три нерав-
ные части в зависимости от средних и экстре-
мальных значений. Граница температур для 
холодных лет зависит от разности между сред-
ней и минимумом, аналогично для теплых лет: 
между средней и максимумом. Каждый год 
периода с 1975 по 2014 г. классифицирован 
как теплый, холодный или средний на осно-
ве рассчитанной в модели средней по объему 
температуры воды Белого моря (табл.). Значе-
ния ниже 1,52 °C (1,10–1,52) относят год к хо-
лодным, выше 2,32 °C (2,32–2,68) – к теплым, 
а между 1,53 и 2,31 °C – к средним (климатиче-
ским). Аналогична классификация по модель-

ной средней температуре поверхностного слоя 
воды: ниже 3,11 °C (2,74–3,11) – холодный год, 
выше 3,96 °C (3,96–4,42) – теплый, между 3,12 
и 3,95 °C – средний. Помимо температуры по-
лучены другие среднемесячные термогидро-
динамические и биогеохимические поля для 
характерных лет, с добавлением одного преды-
дущего и одного последующего года.

В качестве теплого взят 2013 г., так как 
среднегодовая модельная температура тол-
щи воды и поверхностного слоя Белого моря 
за этот год составила соответственно 2,68 
и 4,42 °С. Модельные среднемесячные значе-
ния получены для периода 2012–2014 гг. Хо-
лодный год – 1994 (1,10 °С – температура тол-
щи; 3,03 °С – поверхности), период модели-
рования – 1993–1995 гг. Средний год – 2003 
(1,73 °С – температура толщи; 2,95 °С – поверх-
ности), период моделирования – 2002–2004 гг.

Средних лет значительно больше, поэтому 
особый интерес представляют именно откло-
нения, то есть теплые и холодные годы.

В таблице представлены только теплые и хо-
лодные годы за период 1975–2014 гг. Не все 
теплые или холодные годы по температуре 
поверхностного слоя совпадают с такими же 
по температуре толщи воды. Это связано с пе-
рераспределением тепла в течение года в море, 
что не происходит мгновенно; также играют 
роль допущения представленной методики 
[Толстиков, 2016]. Отметим, что по результа-
там моделирования в 2010–2014 гг. и по толще, 
и по поверхности моря объективно все годы 
теплые, а значения температуры воды во всем 
ряду 1975–2014 гг. максимальные. Таким обра-
зом, по модельным данным наблюдается поте-
пление в районе Белого моря.

Модельные теплые, холодные и средние 
годы хорошо согласуются с результатами из-
мерений, содержащимися в базе данных ИВПС 
КарНЦ РАН [Толстиков и др., 2010], собранной 
по результатам многолетних экспедиций. Так, 
измерения температуры в Онежском, Канда-
лакшском и Двинском заливе, а также Бас-
сейне за период 2001–2018 гг., выполненные 
в основном в теплое время года, и качественно, 
и количественно отражают тенденции измен-
чивости, отмеченные при анализе модельных 
данных. Это относится к положению фронталь-
ных зон, прогреву заливов в теплые годы, более 
позднему цветению фитопланктона в холодные 
годы. Важной особенностью является то, что 
за последнее десятилетие отмечается увели-
чение температуры поверхностного слоя в за-
ливах Белого моря. Это косвенно свидетель-
ствует о наблюдающемся потеплении климата 
в районе Белого моря и по данным измерений.
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В мае интенсифицируются процессы в эко-
системах Белого моря. После схода льда и уве-
личения продолжительности светового дня 
отмечается начало вегетации фитопланктона 
[Бергер, 2007].

Рассмотрим модельный холодный 1994 г. 
начиная с мая. В мае 1994 г. температура по-
верхностного слоя низкая, колеблется в районе 
0 °С, лишь в вершинах Двинского и Онежско-
го залива начинается потепление, связанное 
со сходом льда и начавшимся прогревом за 
счет воздействия солнечной радиации. В июне 
температура на большей части моря около 
3–4 °С, в устьях рек Онега и Северная Дви-
на идет активный прогрев. Температура июля 
не соответствует средним многолетним значе-
ниям для центральной части моря (11–12 °С), 
она существенно ниже (6 °С), лишь в Онежском 
заливе 13 °С. В августе происходит нагрев до 
среднемноголетних значений лишь в Онеж-
ском заливе, в Бассейне – 9 °С. В то же время 
на большей части водоема температура около 
10 °С. В холодный год температура поверх-
ностного слоя относительно высокая в осенние 
месяцы, лишь более быстро остывают заливы. 
Так, сентябрь и октябрь слабо различаются 
по этому показателю. В ноябре на большей ча-
сти Белого моря температура поверхностного 
слоя около 4 °С, в заливах начинается замерза-
ние. В декабре на большей части моря темпе-
ратура чуть ниже 0 °С.

Рассмотрим модельный теплый 2013 г. Уже 
в мае температура поверхностного слоя для 
акватории, прилегающей к Поморскому бере-
гу, составляет 5–7 °С и практически для всей 
акватории Белого моря значения температуры 
положительные, за исключением Горла, Во-
ронки и северной части Кандалакшского за-
лива. В июне прогрев уже явно проявляется 

на всей акватории, до 12 °С в Онежском заливе 
и 6 °С в Бассейне. В июле температура цент-
ральной части достигает 13 °С, а в Онежском 
заливе – 17 °С. В августе прогрев охватывает 
весь Бассейн (13–14 °С). В сентябре 2013 г. 
температура поверхностного слоя значительно 
выше (10–12 °С) по сравнению с тем же меся-
цем 1994 г. (около 9 °С). В октябре 2013 г. тем-
пература еще достаточно высокая, для боль-
шей части акватории выше 5 °С, но в устьях рек 
отмечается понижение до 2 °С. В ноябре также 
запас тепла значителен, температура в Бассей-
не выше 2 °С, в Онежском заливе температура 
отрицательная. В декабре в Бассейне присут-
ствует пятно воды с положительными значени-
ями температуры, но на большей части аквато-
рии температура ниже 0 °С.

В августе 2013 г. в Белом море была прове-
дена комплексная экспедиция ИО РАН и ИВПС 
КарНЦ РАН. Измерения показали, что для дан-
ного времени года характерно классическое 
летнее распределение температуры Белого 
моря. Количественные показатели были выше, 
чем в 2012 г. Это касается и поверхностно-
го, и придонного горизонтов [Политова и др., 
2014]. Модельные данные за август 2013 г. со-
гласуются с данными измерений.

Для модельного среднего 2003 г. характер-
ны следующие особенности. В мае в северной 
части Белого моря температура колеблется 
в районе 0 °С, в южной части – 2–4 °С. В июне 
Онежский залив прогревается до 11 °С, север-
нее Соловецких островов на большей части 
акватории – около 5 °С, вдоль Карельского бе-
рега – 8–9 °С. В июле наблюдается очень моза-
ичная картина: Онежский залив – от 18 °С в ус-
тье до 13 °С южнее Соловецких о-вов, Кан-
далакшский залив – 13–15 °С, Двинский 
залив – 10 °С, Бассейн – от 5 до 10 °С. В Гор-

Характерные годы по модельной температуре поверхностного слоя и водной толщи Белого моря (Т °С) для 
периода 1975–2014 гг.
Typical years of the model temperature of the surface layer and the water column of the White Sea (Т °C) for 
1975–2014

Поверхностный слой
Surface layer

Толща воды
Water column

Теплые
Warm

Холодные
Cold

Теплые
Warm

Холодные
Cold

Год
Year Т Год

Year Т Год
Year Т Год

Year Т

1989
2000
2005
2011
2012
2013
2014

4,34
4,17
4,09
4,40
4,00
4,42
4,00

1976
1978
1985
1993
1994
1999
2002
2003

3,04
2,74
2,95
2,91
3,03
2,42
2,65
2,95

1975
2000
2009
2010
2011
2012
2013
2014

2,33
2,48
2,55
2,63
2,63
2,49
2,68
2,61

1976
1978
1987
1993
1994
1997

1,30
1,49
1,47
1,32
1,10
1,37
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ле 2–4 °С. В Мезенском заливе около 0 °С. 
Распределения августа похожи на июльские, 
а в сентябре – около 9 °С на всей акватории 
моря. В октябре практически по всему морю 
температура составляет 2–4 °С, в Горле около 
5 °С. В ноябре температура поверхностного 
слоя 0–2 °С, в Онежском заливе отрицатель-
ные значения. В декабре отрицательные зна-
чения температуры наблюдаются практически 
на всей акватории Белого моря.

Результаты исследования модельных дан-
ных свидетельствуют о решающем влиянии 
распределения майской температуры на по-
следующее ее распределение в летние и осен-
ние месяцы. Так, высокие значения темпера-
туры поверхностного слоя в мае сохраняются 
в течение всего лета и начала осени, а текущий 
год характеризуется значительным теплоза-
пасом. Естественно, штормовые явления до-
статочно быстро разрушают установившуюся 
картину температурных полей, однако не могут 
в целом изменить среднемесячных показате-
лей температуры.

Оценить влияние температуры воздуха 
на состояние моря позволяет численный экс-
перимент (рис. 1). Были смоделированы те-
плый и холодный месяцы: температура воз-
духа в течение месяца (март, апрель, май) 
одного года увеличена/уменьшена на 2 °С, 
а облачность уменьшена/увеличена на 20 % 
(использовались данные реанализа NCEP 
(http://www.esrl.noaa.gov)). В оставшиеся ме-
сяцы года температура не модифицировалась. 
Оценивались вариации всех переменных мо-
дели за этот измененный год. На рис. 1 пред-

ставлены графики отклика концентрации хло-
рофилла a в теплый период года на модифици-
рованную температуру различных месяцев.

Результаты эксперимента показывают, что 
наиболее заметный отклик биогеохимических 
параметров стимулируется изменениями май-
ской температуры (как при потеплении, так 
и при похолодании). Данные [Зимин, 2016] 
свидетельствуют, что именно в мае миграция 
фронтальных зон в Белом море достигает мак-
симальных значений (в Двинском заливе до 
70 км), а это в свою очередь ведет к быстрым 
перестройкам в морских экосистемах. Суще-
ственно, что график различия (рис. 1) имеет 
два пика: более ранней вспышке хлорофилла а 
соответствует и более раннее падение концен-
трации в июне, связанное со снижением био-
генных элементов. Влияние майских измене-
ний прослеживается практически до сентября 
включительно.

Рассмотрение модельных распределений 
по декадам (10 суток) свидетельствует, что 
ключевым периодом года, в котором заклады-
вается характерная годовая динамика бело-
морских экосистем, вероятно, является период 
с 20 мая по 10 июня. Для проверки этой гипо-
тезы требуется проведение дополнительных 
расчетов с привлечением большего количества 
измеренных значений температуры воды Бело-
го моря и концентрации хлорофилла а.

Особенности температурного режима от-
ражаются на внутригодовом распределении 
фитопланктона. Были проведены модельные 
расчеты по распределению хлорофилла а 
и первичной продукции. На рис. 2 показано 

Рис. 1. Разница между осредненной по поверхности моря среднесуточной концентрацией хлорофилла a для 
теплого (слева) и холодного (справа) года
Fig 1. The difference between the surface- and daily average concentration of chlorophyll a for the warm (left) 
and cold (right) years
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распределение хлорофилла а в поверхностном 
слое в холодном 1994 г., на рис. 3 – в теплом 
2013 г.

При сравнении рис. 2 и 3 хорошо заметно, 
что наиболее быстрые изменения происходят 
от мая к июню. В это время сходит лед в Бе-
лом море, начинается прогрев поверхностного 
слоя, усиливается сток рек, приносящих прес-
ную воду и биогенные элементы с водосбора. 
В период половодья проходит 60–80 % объема 
всего годового стока рек, впадающих в Белое 
море, на май при этом приходится 40 % годо-
вого стока для р. Северная Двина [Ресурсы…, 
1972]. Естественно, что за этот месяц происхо-
дят глобальные изменения в экосистемах Бе-
лого моря в сезонном аспекте.

Видно (рис. 4), что май 1993 и 1994 года 
различается и по температуре, и по распре-
делению хлорофилла а, аналогично и 2012 
и 2013 гг. Отметим, что распределения апреля 
для этих лет и по температуре, и по хлорофил-
лу не содержат явных различий. События лета, 
таким образом, формируются в мае и просле-
живаются до ранней осени. После зимы собы-
тия предыдущего года как бы «забываются» 
системой, и после схода льда в Белом море 

начинается новый цикл, скорость развития ко-
торого снова определяется процессами, про-
исходящими в мае. Естественно, это видимая 
часть биогеохимических процессов, имеющая 
непосредственное отношение к однолетним 
организмам, хотя резонно предположить, что 
и для многолетних организмов события мая 
значимы.

При моделировании первичной продукции 
отмечаются следующие особенности. Весной 
максимум выражен в приустьевых участках 
моря – с повышенным содержанием биогенных 
элементов и относительно высокой температу-
рой воды. Летом первичная продукция снижа-
ется, что связано с истощением запаса биоген-
ных элементов [Бергер, 2007], например, это 
хорошо заметно в Онежском заливе. Осенью 
максимум относительно всей акватории на-
блюдается в Бассейне.

В теплый год количество продукции выше, 
и наиболее ярко это проявляется начиная 
с июня. В мае различия выражены еще не так 
сильно. Однако уже в июле распределение для 
холодного и теплого года снова становится по-
хожим. В теплый год лишь в южной части Бело-
го моря (особенно в Двинском заливе) продук-

Рис. 2. Распределение модельного хлорофилла a в холодном 1994 г., в мг/м3. Поверхностный слой
Fig 2. The distribution of model chlorophyll a concentration in the cold 1994, mg/m3. The surface layer

май июнь

июль август
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ция выше. Наиболее продуктивными являются 
заливы Белого моря, что хорошо согласуется 
с литературными данными [Бергер, 2007; Бе-
лое…, 2007].

Заключение

Возможности программного комплекса JAS-
MINE и объем репрезентативных данных по Бе-
лому морю за многолетний период [Толстиков 
и др., 2010; Usov et al., 2013; База…] помогают 
ответить на вопрос, что происходит с экосис-
темами моря в теплый, холодный или средний 
год, как изменятся сроки цветения фитоплан-
ктона, первичная продукция.

На проявление теплых, холодных и сред-
них лет в биогеохимических процессах Белого 
моря влияют макроциркуляционные процессы, 
одним из которых является Северо-Атлантиче-
ское колебание, или NAO (North Atlantic Oscilla-
tion) [Серяков, 1979; Смирнов и др., 1998]. NAO 
характеризуется разностью давления между 
Исландским минимумом и Азорским максиму-
мом, а это в свою очередь влияет на интенси-
фикацию западного переноса и перераспре-
деление тепла и влаги в Северном полушарии 

[Смирнова и др., 2001; Мирвис и др., 2009; Ас-
тафьева, Раев, 2010]. Различные события NAO 
(положительные и отрицательные) соответст-
вуют положительным и отрицательным перио-
дам в температуре поверхностного слоя Белого 
моря. Например, в индексах NAO и температу-
ре поверхностного слоя Белого моря синхрон-
но прослеживаются теплый 1989 г. и холодный 
1978 г. [Толстиков, 2016]. По данным В. Д. Бой-
цова [2008] для Баренцева моря, от которого 
во многом зависит водообмен Белого моря, 
также выделяются холодные 1978 и 1979 годы, 
а после 1988 г. наступил теплый период, что ав-
тор указанной работы связывает с NAO. В ра-
боте [Диксон, Майнке, 2005] показано, что NAO 
влияет на три основных параметра, обусловли-
вающих океаническую циркуляцию: 1) скорость 
ветра; 2) скрытый и явный потоки тепла; 3) ис-
парение или осадки.

Работа выполнена в рамках темы государст‑
венного задания КарНЦ РАН «Закономерности 
изменений экосистем Белого моря при интен‑
сификации освоения Арктической зоны регио‑
на и под влиянием изменений климата», № АА‑
АА‑А18‑118032290034‑5.

Рис. 3. Распределение модельного хлорофилла a в теплом 2013 г., в мг/м3. Поверхностный слой

Fig 3. The distribution of model chlorophyll a concentration in the warm 2013, mg/m3. The surface layer
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Рис. 4. Распределение модельной температуры поверхностного слоя и модельного хлорофилла a 
в мае в разные годы
Fig. 4. The distribution of the model temperature of the surface layer and model chlorophyll a concentra-
tion in May in different years

Температура в мае

Хлорофилл а в мае
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ВЛИЯНИЕ ПОСТОЯННОЙ ТЕМНОТЫ, МЕЛАТОНИНА 
И ЕГО АНТАГОНИСТА ЛУЗИНДОЛА НА СОДЕРЖАНИЕ 
РЕТИНОЛА И ТОКОФЕРОЛА У КРЫС

Т. Н. Ильина, И. В. Баишникова, Е. А. Хижкин
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Постоянная темнота вызывает стимуляцию секреции эпифизарного гормона ме-
латонина. В измененных световых условиях интенсивность синтеза мелатонина, 
обладающего сильным антиоксидантным эффектом, может значительно меняться. 
При нахождении длительное время в полной темноте проявляется свободно теку-
щий ритм секреции мелатонина, что оказывает влияние на состояние всей антиок-
сидантной системы. В работе исследовали влияние постоянной полной темноты, 
мелатонина и его рецепторного антагониста лузиндола на содержание ретинола 
и токоферола в тканях и органах взрослых самцов крыс. Крысы в возрасте 7 мес. 
были поделены на две группы и в течение 14 дней содержались в условиях посто-
янной темноты или стандартного освещения (контроль). Животные каждой груп-
пы были разделены на три подгруппы – контрольную и получавшие мелатонин или 
лузиндол в дозе 0,22 мг/кг веса. Содержание ретинола и токоферола определяли 
методом ВЭЖХ. Результаты исследования показали, что пребывание в темноте 
практически не повлияло на содержание токоферола и ретинола в тканях и органах 
крыс, а наибольшие изменения содержания витаминов А и Е под влиянием всех 
изучаемых факторов наблюдались в печени и скелетной мышце. Исследование 
показало, что отношения ретинола и токоферола с мелатонином в большинстве 
случаев носили взаимокомпенсаторный характер, когда повышение содержания 
одного антиоксиданта индуцирует снижение другого, благодаря чему сохраняется 
динамическое равновесие антиоксидантной системы.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: свет; антиоксиданты; витамины А и Е; циркадианные ритмы; 
мелатонин; лузиндол.

T. N. Ilyina, I. V. Baishnikova, E. A. Khizhkin. THE EFFECT OF CONSTANT 
DARKNESS, MELATONIN AND ITS ANTAGONIST LUZINDOLE ON RETINOL 
AND TOCOPHEROL IN RATS

Constant darkness stimulated the secretion of the pineal hormone melatonin. The inten-
sity of melatonin synthesis, which has a strong antioxidant effect, can change significantly 
under changing light conditions. A free-running rhythm of melatonin secretion revealed 
in constant darkness affects the antioxidant system. In this study were investigated the ef-
fects of constant darkness, melatonin and its receptor antagonist luzindole on retinol 
and tocopherol contents in the tissues and organs of adult male rats. The rats (7 months 
old) were divided into two groups and kept in constant darkness (DD) or standard lighting 
(control, 12:12 LD) for 14 days. Animals of each group were divided into three subgroups: 
control, receiving melatonin 22 mg/kg of body weight or luzindole at a dose of 10 mg/l. 
The levels of retinol and tocopherol were determined by HPLC. The study showed that 
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Введение

У млекопитающих многие физиологические 
процессы неразрывно связаны с циклическими 
изменениями общего уровня жизнедеятельно-
сти. Внутренние циркадные ритмы млекопи-
тающих подчиняются смене дневных и ночных 
циклов окружающей среды. Полная постоянная 
темнота, как и постоянный свет, могут рассма-
триваться как форма экологического стресса 
[Ruby et al., 2002; Мичурина и др., 2005; Lee, 
2007; Yuksel, 2008]. При отсутствии смены ци-
клов циркадные часы свободно идут с пери-
одом, близким к 24 часам. Цикл свет-темнота 
играет ключевую роль при определении уровня 
и продолжительности секреции нейрогормона 
эпифиза мелатонина, основной функцией ко-
торого является регуляция биологических рит-
мов. Биологическое действие мелатонина как 
гормона осуществляется благодаря наличию 
специфических рецепторов разной локализа-
ции и различных систем передачи сигнала в жи-
вой клетке [Hunt et al., 2001; Reiter et al., 2007; 
Das et al., 2010; Adamah-Biassi et al., 2013]. В ре-
ализации мембранотропных и геномных эф-
фектов мелатонина участвуют рецепторы двух 
типов с разными функциональными свойства-
ми, которые обнаруживают чувствительность 
к специфическим агонистам и антагонистам 
мелатонина. Синтетическим антагонистом ме-
латонина является блокатор его рецепторов 
лузиндол (N-acetyl-2-benzyltryptamine), обла-
дающий похожей структурой, но имеющий до-
полнительную бензильную группу. Применение 
лузиндола, обладающего высоким сродством 
к рецепторам мелатонина, значительно осла-
бляет влияние гормона, а его действие имеет 
противоположную направленность по сравне-
нию с мелатонином [Drazen et al., 2001; Budak 
et al., 2007; Requintina, Oxenkrug, 2007].

Эндогенный мелатонин – это сильный анти-
оксидант, и главным направлением его анти-
оксидантного действия является защита важ-
нейших макромолекул клетки – ДНК, белков 
и липидов – от окислительного повреждения. 
Уровень мелатонина в организме оказывает 

влияние на состояние всей антиоксидантной 
системы (АОС). При различных отклонениях 
от нормального функционирования организма 
может развиваться дисбаланс между интенсив-
ностью продукции активных форм кислорода, 
свободно-радикального окисления и уровнем 
функциональной активности АОС. Кроме мела-
тонина существует большое количество других 
веществ, функционирующих как эффективные 
антиоксиданты, наиболее известными из кото-
рых являются витамины Е, С и β-каротин. Уста-
новлено, что мелатонин работает синергически 
с этими антиоксидативными агентами [Montil-
la et al., 2003; Меньщикова, 2006; Reiter et al., 
2007].

Цель работы – исследование влияния мела-
тонина и его рецепторного антагониста лузин-
дола на содержание природных низкомолеку-
лярных антиоксидантов ретинола и токоферола 
в тканях и органах крыс, содержащихся в по-
стоянной темноте или в стандартных световых 
условиях.

Материалы и методы

В исследовании использовали самцов крыс 
Вистар (n=26) в возрасте 7 месяцев, которых 
разделили на две группы и в течение 14 суток 
содержали в разных световых условиях: 12:12 
свет/темнота (контроль, LD) и полная постоян-
ная темнота (DD). Крысы каждой группы были 
разделены на три подгруппы – контрольную 
и получавшие мелатонин (LD+мел, DD+мел) 
или лузиндол в дозе 0,22 мг/кг веса (LD+луз, 
DD+луз). Животных содержали в стандартных 
пластиковых клетках при температуре 24 ± 2 °С 
со свободным доступом к корму и воде. На 15-е 
сутки после начала эксперимента осуществля-
ли эвтаназию животных методом декапитации 
в соответствии с требованиями Европейской 
конвенции по защите экспериментальных жи-
вотных 2010/63 EU (European Convention).

Содержание витаминов А (ретинол) и Е 
(α-токоферол) определяли в сыворотке, пече-
ни, почках, сердце и скелетной мышце мето-
дом ВЭЖХ. Стандартами служили α-токоферол 

staying in the dark did not affect the tocopherol and retinol content in rat tissues and or-
gans. The greatest changes in the content of vitamins A and E under the influence of all 
the studied factors were observed in the liver and skeletal muscle. The relationship of re-
tinol and tocopherol with melatonin in most cases had a mutually compensatory nature, 
i. e. an increase in the content of one antioxidant induced a decrease in another so that 
the dynamic balance of the antioxidant system was maintained.

K e y w o r d s: light; antioxidants; vitamins A and E; circadian rhythms; melatonin; luzin-
dole.
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и ретинол фирмы Sigma (США). В скелетной 
мышце содержание витамина А было ниже пре-
делов детекции, поэтому результаты исследо-
вания в этой ткани отсутствуют. Полученные 
данные обрабатывали общепринятыми ме-
тодами вариационной статистики, сравнение 
между группами проводили с применением 
непараметрического критерия Вилкоксона – 
Манна – Уитни. Исследования выполнены с ис-
пользованием научного оборудования Центра 
коллективного пользования Федерального ис-
следовательского центра «Карельский научный 
центр Российской академии наук».

Результаты и обсуждение

Результаты показали, что пребывание крыс 
в постоянной темноте не вызвало значительных 
изменений содержания токоферола и ретино-
ла в тканях, а направленность и выраженность 
эффектов мелатонина и лузиндола на антиок-
сидантную систему при содержании в полной 
темноте и при стандартном освещении разли-
чались.

Изменение светового режима значительно 
не повлияло на концентрацию витамина А в сы-
воротке крови, однако действие препаратов 
проявилось в небольшом увеличении уровня 
ретинола при режиме LD и снижении при DD. 
Концентрация витамина Е в сыворотке крови 
крыс в группе DD была ниже по сравнению с LD. 
Мелатонин и лузиндол снижали содержание 
витамина Е в сыворотке крови при обоих свето-

вых режимах, причем в группе LD+мел измене-
ния были достоверными (рис. 1).

В печени крыс DD среднее содержание 
α-токоферола было ниже, чем у крыс LD, 
на 34 %. Применение как лузиндола, так и ме-
латонина достоверно снижало уровень витами-
на Е при режиме LD. В то же время содержание 
ретинола в печени крыс DD было в два раза 
выше, чем в LD (рис. 2). Кроме того, при обо-
их режимах освещения содержание ретинола 
в подгруппах, получавших препараты, превы-
шало контрольные значения.

У многих млекопитающих в почках, кото-
рые являются местом образования и удаления 
конечных продуктов обмена витамина А, со-
держание ретинола ниже, чем в печени. Такое 
же соотношение было выявлено в данном экс-
перименте. Применение лузиндола привело 
к увеличению в два раза содержания ретинола 
в почках крыс в группе DD+луз по сравнению 
с DD и LD, тогда как в группе LD+луз наблюда-
лось небольшое снижение. Использование ме-
латонина и лузиндола вызвало увеличение со-
держания токоферола в почках при обоих све-
товых режимах, причем в большей степени это 
проявилось в группах с лузиндолом (рис. 3). 
Существенное увеличение содержания токо-
ферола в почках крыс, получавших лузиндол, 
указывает, очевидно, на усиление выводящей 
функции и связанной с этим нагрузкой на ор-
ган. Видимо, поэтому применение лузиндо-
ла привело к увеличению уровня токоферола 
в почках при обоих световых режимах.

Рис. 1. Влияние светового режима, мелатонина и лузиндола на концентрацию ретинола (А) и токоферола (Б) 
в сыворотке крови крыс.
Здесь и далее: LD – стандартный световой режим (контроль); DD – постоянная темнота; * – разница между группами до-
стоверна (p < 0,05); ** – разница между группами достоверна (p < 0,01)

Fig. 1. Effect of light regimes, melatonin and luzindole on the retinol (A) and tocopherol (Б) concentration in the rat 
serum.
Here and in Fig. 2 and 3: LD-standard lighting (control); DD – constant darkness; * – the difference between the groups is significant 
(p < 0,05); ** – the difference between the groups is significant (p < 0,01)
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Содержание крыс в постоянной темноте 
практически не отразилось на уровне витами-
нов Е и А в сердечной мышце. Применение пре-
паратов при режиме LD не вызвало существен-
ных изменений содержания витамина Е, тогда 
как в группе DD+луз уровень токоферола сни-
зился по сравнению с DD на 52 %, а в группе 

DD+мел, напротив, наблюдалось его неболь-
шое увеличение. Изменения в сердце не носи-
ли достоверный характер, но очевидно, что при 
режиме DD наиболее значительные изменения 
содержания токоферола и ретинола связаны 
с применением лузиндола и увеличение уровня 
мелатонина в условиях полной темноты осла-
бляется действием его антагониста. Так, если 
действие обоих препаратов не оказало замет-
ного влияния при стандартном освещении, 
то совместное действие постоянной темноты 
и лузиндола снижало содержание токоферола 
в два раза. Изменения витамина А в сердечной 
мышце при DD носили противоположный ха-
рактер – в группе DD+луз содержание ретино-
ла несколько увеличивалось, что подтверждает 
наличие реципрокной связи между двумя вита-
минами.

В скелетной мышце применение мелатони-
на и лузиндола привело к достоверным изме-
нениям содержания α-токоферола при стан-
дартном освещении. Интересно отметить, что 
и эндогенный мелатонин, и лузиндол досто-
верно увеличивали содержание токоферола 
в скелетной мышце, хотя и в разной степени. 
Препараты не оказывали значительного вли-
яния на содержание витамина Е при режиме 
DD, хотя в группе DD+луз токоферол снижался 
на 20 % по сравнению с DD.

Практически во всех исследованных тканях 
было отмечено изменение содержания витами-
нов А и Е, хотя не все из них носили достовер-
ный характер. Имеются сведения, что свет ока-
зывает свое влияние еще какое-то время после 
помещения крыс в условия полной темноты. 
Этот период постепенно удлиняется до стаби-
лизации как минимум в 50 дней [Pitrosky et al., 
1999]. Продолжительность нашего исследова-
ния была меньше, и, возможно, поэтому не все 
эффекты могли быть выражены явно.

Свет окружающей среды является потен-
циальным модулятором циркадианного ритма 
и экспрессии часовых генов. Одним из уровней 
взаимосвязи света и метаболизма является 
гормональный контроль, что связано с метабо-
лическими функциями гормонов, циркадиан-
ным ритмом гормональной секреции и сетевой 
природой гормональной системы [Чернышева 
и др., 2012]. Постоянная темнота рассматри-
вается как свободный ход циркадных ритмов. 
В условиях полной темноты проявляется сво-
бодно текущий ритм секреции мелатонина, 
который составляет приблизительно 25 ч. У се-
зонных животных мелатонин является одним 
из гормонов, уровень которых изменяется в за-
висимости от сезона года и действие которых 
отражается на многих функциях организма. 

Рис. 2. Влияние светового режима, мелатонина и лу-
зиндола на содержание ретинола в органах крыс:
А – печень; Б – почки; В – сердце

Fig. 2. Effect of light regimes, melatonin, and luzindole 
on the retinol content in rat organs:
A – liver; Б – kidney; В – heart
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Размножение крыс не зависит от фотопериода, 
что делает вид модельной системой, позволя-
ющей манипулировать мелатонином экзогенно 
и эндогенно, так как эти животные демонстри-
руют циркадные колебания секреции гормона, 
а не его сезонный ритм. В то же время крысы 
ведут ночной образ жизни, однако циркадиан-
ный ритм секреции мелатонина у них такой же, 
как у человека.

В лабораторных условиях цикл жизни крыс 
обычно происходит при стандартном освеще-
нии. Было выявлено, что при нахождении в по-
стоянной темноте у крыс значительно снижа-
ется холестерин и глюкоза в сыворотке крови 
[Arasteh et al., 2010]. Циркадная экспрессия 
ферментов, участвующих в катаболизме жира, 
обнаружена во многих периферических органах 
мышей при DD, но не при стандартном освеще-
нии LD, что может быть ассоциировано с гипо-
метаболическим поведением, как, например, 
гибернация и оцепенение [Lee, 2007]. Так, гены 
проколипазы мышей и панкреатический липа-

зосвязанный белок включаются в циркадный 
ритм в периферических органах при постоян-
ной темноте DD, а не при цикле свет-темнота 
[Zhang et al., 2006]. Липаза, помимо расщепле-
ния жиров и жирных кислот, также расщепляет 
жирорастворимые витамины A, D, E, K.

Мелатонин не накапливается в эпифизе, его 
транспортной формой является сывороточный 
альбумин, который переносит гормон в кровя-
ное русло и другие биологические жидкости. 
Свою активность у млекопитающих мелатонин 
теряет в печени, где исчезает из кровообраще-
ния в результате гидроксилирования с после-
дующим выведением; в других органах мелато-
нин проходит реакцию деацетилирования [von 
Gall et al., 2002]. Хотя мелатонин синтезирует-
ся в основном эпифизом, также его могут вы-
рабатывать и другие органы, но в значительно 
меньшем количестве. Так, секретирующие его 
клетки обнаружены в сетчатке глаза, желудоч-
но-кишечном тракте, дыхательных путях, под-
желудочной железе, надпочечниках и других 

Рис. 3. Влияние светового режима, мелатонина и лузиндола на содержание токоферола в органах и тканях 
крыс:
А – печень; Б – почки; В – сердце; Г – скелетная мышца

Fig. 2. Effect of light regimes, melatonin, and luzindole on the tocopherol content in rat organs and tissues:
A – liver; Б – kidney; В – heart; Г – skeletal muscle
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органах [Меньщикова и др., 2006]. Считается, 
что экстрапинеальная секреция мелатонина 
не подвергается циркадианному ритму, однако 
в последнее время появляются сведения о су-
ществовании возможных взаимосвязей меж-
ду пинеальной и экстрапинеальной секрецией 
мелатонина. Широкое распространение мела-
тонина в жизненно важных органах отражает 
его активное участие в регуляции процессов 
гомеостаза [Reiter et al., 2007].

Гормональное действие мелатонина, вклю-
чающее регуляцию циркадных ритмов, реа-
лизуется через клеточные рецепторы. После 
освобождения из связанного с альбумином со-
стояния мелатонин взаимодействует со специ-
фическими мембранными и ядерными рецеп-
торами, которые являются путями для прове-
дения сигнала. Группа мембранных рецепторов 
мелатонина включает в себя подтипы MT1, MT2 
и MT3, которые обладают высоким сродством 
к своему лиганду и обнаружены в супрахиаз-
матическом ядре, гипоталамусе, гиппокампе, 
коре больших полушарий и мозжечке. Ядерные 
рецепторы к мелатонину относятся к семейству 
так называемых орфановых ядерных ретиноид-
ных рецепторов ROR/RZR [Becker-André et al., 
1997; Masana et al., 2007]. Важно отметить, что 
ядерные рецепторы обнаружены в трех прин-
ципиальных органах млекопитающих, опреде-
ляющих суточные ритмы организма: в сетчатке 
глаза, эпифизе и в супрахиазматическом ядре, 
главной физиологической ролью которого яв-
ляется согласование по частоте и фазе ритмов 
между собой и с циклом свет-темнота. Экспе-
риментально показана критичность наличия 
рецепторов ряда гормонов, в том числе и ме-
латонина, для работы церебрального clock-
механизма [Чернышева и др., 2012; Adamah-Bi-
assi et al., 2013].

Витамины А и Е обладают множеством био-
логических функций и играют важную роль 
в метаболических процессах. Так, метаболиты 
ретинола транс-ретиноевая и 9-цис-ретиное-
вая кислота являются лигандами ядерных ре-
цепторов RORа, которые связываются с про-
моторной областью генов окситоцина и на-
капливающегося ночью белка циркадианного 
clock-механизма PER 1, активируя транскрип-
цию первого и подавляя транскрипцию второго 
у взрослых грызунов. При введении ретинола 
самкам мышей на пренатальной стадии форми-
рования циркадианного clock-механизма часо-
вых генов было отмечено увеличение содержа-
ния первого белка часовых генов PER1 в ядре 
эмбрионов, а у беременных самок крыс – рост 
PER1 в цитоплазме гипоталамуса [Чернышева 
и др., 2012]. Ядерные рецепторы связывают-

ся непосредственно с ДНК и активируют гены 
с помощью специфических нейтральных моле-
кул, которые влияют на рецепторы поведения, 
половые гормоны, и в том числе на действие 
витаминов А, Д и глюкокортикоидов.

В отличие от биоритмологических эффек-
тов антиоксидантные свойства мелатонина 
не опосредованы через его рецепторы. Функ-
циональная активность мелатонина как хими-
ческого вещества включает детоксикацию ак-
тивных форм кислорода и азота, а также других 
химически активных молекул, обусловленных 
развитием окислительного стресса. Усиление 
в темноте функции образования мелатонина 
эпифизом может отражаться на уровне дру-
гих антиоксидантов, действующих большей 
частью в комплексе [Reiter et al., 2000; Montilla 
et al., 2003; Меньщикова и др., 2006; Донцов 
и др., 2017]. При высокой концентрации мела-
тонин может действовать как поглотитель сво-
бодных радикалов, активных форм кислорода 
и реактивных форм азота. Однако при изучении 
антиоксидантных свойств мелатонина в раз-
ных экспериментальных системах получаются 
разноречивые результаты. Хотя имеются дан-
ные, что мелатонин лучше витамина Е ингиби-
рует пероксильные радикалы, in vitro он слабо 
препятствовал развитию процессов ПОЛ в го-
могенатах мозга крыс. Гормон менее эффек-
тивно по сравнению с витамином Е угнетал 
Cu2+-индуцированное окисление липопротеи-
нов низкой плотности; мелатонин слабее, чем 
витамин Е, ингибировал окислительную моди-
фикацию липопротеинов и снижал их захват 
макрофагами. В то же время на модели гемо-
лиза эритроцитов, вызванного пероксильными 
радикалами, было показано, что мелатонин яв-
ляется более эффективным протектором, чем 
витамин Е, аскорбиновая кислота и восстанов-
ленный глутатион [Pieri et al., 1995; Меньщико-
ва и др., 2006].

Лузиндол является антагонистом мембран-
ных рецепторов мелатонина МТ1 и МТ2 с вы-
соким сродством к подтипу МТ2 [Hunt et al., 
2001; Reiter et al., 2007; Pashalieva et al., 2012; 
Rosen et al., 2012]. Лузиндол значительно сни-
жает защитный эффект мелатонина во всех 
концентрациях. Путем блокирования актива-
ции мембранных рецепторов мелатонина лу-
зиндол может полностью устранять защитное 
действие гормона при низкой концентрации. 
Однако при высокой концентрации мелатонина 
лузиндол снижает, но не полностью устраня-
ет защитный эффект мелатонина при повре-
ждении Н2О2. Так, предварительная обработка 
клеток ретинального пигментного эпителия 
лузиндолом показала снижение, но не полное 



109

блокирование защитного эффекта мелато-
нина при высокой его концентрации, в связи 
с чем предполагают, что в фармакологических 
концентрациях мелатонин имеет прямой анти-
оксидантный эффект [Rosen et al., 2012]. При-
менение лузиндола в дозе 1 нмоль не меша-
ло нейропротекторному эффекту введенного 
крысам мелатонина. Лузиндол при введении 
в одиночку не влиял на повреждения, произве-
денные хинолиновой кислотой, которая может 
увеличивать перекисное окисление липидов 
в гомогенатах мозга, и не блокировал защит-
ное действие мелатонина. В то же время доля 
нейронов, выживших после совместного вве-
дения мелатонина и лузиндола, была немно-
го больше, чем при использовании только од-
ного мелатонина, хотя значения существенно 
не отличались от таковых у контрольных жи-
вотных [Behan et al., 1999]. Результаты нашего 
эксперимента также показали, что в присут-
ствии лузиндола содержание витаминов А и Е 
в исследованных тканях может как снижаться,  
так и увеличиваться.

Различные экспериментальные модели по-
казывают, что некоторые из защитных эффек-
тов мелатонина при окислительном стрессе 
не опосредованы рецепторами. Добавление 
in vitro лузиндола в культуру клеток нейробла-
стомы за 20 мин до добавления мелатонина 
не вызывало изменений действия мелатонина 
при окислительном стрессе и активности анти-
оксидантных ферментов [Montilla et al., 2003]. 
Вводимый мышам после выключения света лу-
зиндол вызывал увеличение уровня мелатони-
на в плазме крови. Не наблюдалось изменений 
концентрации мелатонина после приема анта-
гониста, специфичного для подтипа MT2. Счи-
тают, что эти данные могут свидетельствовать 
о возможности контроля над высвобождением 
мелатонина, происходящим через рецептор 
МТ1 [Bedrosian et al., 2013]. В другом экспе-
рименте показано, что мелатонин увеличи-
вал функциональную активность тромбоцитов 
у крыс, в то время как лузиндол значительно 
уменьшал. Предварительное введение лузин-
дола снижало влияние эндогенного и экзоген-
ного мелатонина [Pashalieva et al., 2012].

Хотя интерпретация результатов исследова-
ний с применением лузиндола вращается во-
круг того, что он является антагонистом мела-
тонина, в то же время некоторые исследования 
показывают, что лузиндол имеет свою собст-
венную функцию. Так, в исследованиях in vitro 
лузиндол ингибировал железо- и липополиса-
харид-индуцированную пероксидацию липи-
дов в мозге крыс и гомогенате почек, защищал 
фоторецепторы сетчатки глаза от повреждения 

светом [Requintina, Oxenkrug, 2007]. В прове-
денных исследованиях лузиндол демонстри-
ровал собственное антиапоптотическое дей-
ствие. Считают, что результаты исследований 
представляют доказательства защитного эф-
фекта лузиндола от стрессовых раздражи-
телей, вследствие чего авторы высказывают 
мнение о возможности использования лузин-
дола как антиоксиданта. В нашем исследова-
нии действие лузиндола приводило к разнона-
правленным изменениям содержания ретинола 
и токоферола, которые зависели как от режима 
освещения, так и от вида ткани.

Заключение

Исследование показало, что содержание 
крыс в течение 14 суток в условиях постоянной 
темноты значительно не влияет на уровень то-
коферола и ретинола в их тканях и органах. Вы-
явленное нами отсутствие изменений содер-
жания ретинола и токоферола у крыс в темноте 
может быть следствием достаточного уровня 
витаминов и устойчивости низкомолекулярных 
антиоксидантов к рассматриваемой системе 
взаимодействий. Применение антагониста ме-
латонина лузиндола изменяло содержание ви-
таминов А и Е в органах и тканях крыс в сторону 
как снижения, так и увеличения. Наибольшие 
изменения содержания токоферола выявлены 
в печени и скелетной мышце, а ретинола – в пе-
чени крыс. Отношения токоферола и ретинола 
с мелатонином в большинстве случаев носили 
взаимокомпенсаторный характер, когда повы-
шение содержания одного антиоксиданта ин-
дуцирует снижение другого, благодаря чему 
сохраняется динамическое равновесие антиок-
сидантной системы организма.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (0218‑2019‑0073).

Литература

Донцов А. Е., Воспельникова Н. Д., Зак П. П., Ос‑
тровский М. А. Антигликирующее действие мелато-
нина // ДAH. 2017. Т. 475, № 5. С. 588–591.

Меньщикова Е. Б., Ланкин В. З., Зенков Н. К., 
Бондарь И. А., Круговых Н. Ф., Труфакин В. А. Окис-
лительный стресс. Прооксиданты и антиоксиданты. 
М.: Слово, 2006. 556 с.

Мичурина С. В., Шурлыгина А. В., Белкин А. Д., 
Вакулин Г. М., Вербицкая Л. В., Труфакин В. А. Из-
менения печени и некоторых органов иммунной сис-
темы животных в условиях круглосуточного освеще-
ния // Морфология. 2005. Т. 128, № 4. С. 65–68.



110

Чернышева М. П., Романова И. В., Михрина А. Л. 
Влияние ретинола на взаимодействие белка PEPIOD 
1, окситоцина и ГАМК в пренатальный период форми-
рования циркадианного clock-механизма у крыс // Ж. 
эвол. биохим. и физиол. 2012. Т. 4, № 5. С. 481–486.

Adamah‑Biassi E. B., Zhang Y., Jung H., Vissapraga‑
da S., Miller R. J., Dubocovich M. L. Distribution of MT1 
melatonin receptor promoter-driven RFP expression 
in the brains of BAC C3H/HeN transgenic mice // J. His-
tochem. Cytochem. 2013. Vol. 62, no. 1. P. 70–84. doi: 
10.1369/0022155413507453

Arasteh A., Aliyev A., Khamnei S., Delazar A., Mes‑
gari M., Mehmannavaz Y. Investigation of the effects 
of the constant darkness and light on blood serum cho-
lesterol, insulin and glucose levels in healthy male rats 
// Afr. J. Biotechnol. 2010. Vol. 9, no. 40. P. 6791–6796.

Becker‑André M., Wiesenberg I., Schaeren‑ Wie‑
mers N., Andre E., Missbach M., Saurat J. H., Carl‑
berg C. Pineal gland hormone melatonin binds and ac-
tivates an orphan of the nuclear receptor superfamily 
// J. Biol. Chem. 1994. Vol. 269. P. 28531–28534 [pub-
lished erratum appears in J. Biol. Chem. 1997. Vol. 272. 
P. 16707].

Bedrosian T. A., Herring K. L., Walton J. C., Fon‑
ken L. K., Weil Z. M., Nelson R. J. Evidence for feedback 
control of melatonin pineal secretion // Neurosci. Lett. 
2013. Vol. 542. P. 123–125.

Behan W. M. H., McDonald M., Darlington L. G., 
Stone T. W. Oxidative stress as a mechanism for qui-
nolinic acid-induced hippocampal damage: protection 
by melatonin and deprenyl // Brit. J. Pharmacol. 1999. 
Vol. 128. P. 1754–1760.

Budak A. V., Sushko B. S., Limansky Yu. P., Par‑
khomenko N. T. Effects of melatonin and antagonists 
of MT1 and MT2 receptors on somatic pain induced 
within the fixed circadian rhythm // Neurophysiology. 
2007. Vol. 39, no. 3. P. 222–226.

Das A., McDowell M., Pava M. J., Smith J. A., Rei‑
ter R. J., Woodward J. J., Varma A. K., Ray S. K., Ba‑
nik N. L. The inhibition of apoptosis by melatonin 
in VSC4.1 motoneurons exposed to oxidative stress, 
glutamate excitotoxicity, or TNF-α toxicity involves 
membrane melatonin receptors // J. Pineal Res. 2010. 
Vol. 48, no. 2. P. 157–169. doi: 10.1111/ j.1600-079X. 
2009.00739.x

Drazen D. L., Bilu D., Bilbo S. D., Nelson R. J. Me-
latonin enhancement of splenocyte proliferation is at-
tenuated of luzindole, a melatonin receptor antagonist 
// Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 2001. 
Vol. 280. P. 1476–1482.

Hunt A. E., Al‑Ghoul W. M., Gillette M. U., Dubo‑
covich M. L. Activation of MT 2 melatonin receptors in rat 
suprachiasmatic nucleus phase advances the circadi-
an clock // Am. J. Physiol. Cell Physiol. 2001. Vol. 280. 
P. 110–118.

Lee C. C. Constant darkness is a mammalian biologi-
cal signal // Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 2007. 
Vol. 72. P. 287–291. doi: 10.1101/ sqb.2007.72.051

Masana M. I., Sumaya I. C., Becker‑Andre M., Du‑
bocovich M. L. Behavioral characterization and mo-

dulation of circadian rhythms by light and melatonin 
in C3H/HeN mice homozygous for the RORβ knockout 
// Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 2007. 
Vol. 292. P. 2357–2367.

Montilla P., Feijóo M., Muñoz M. C., Muñoz‑Castañe‑
da J. R., Bujalance I., Túnez I. Effect of melatonin 
on the oxidative stress in N1E-115 cells is not mediated 
by mt1 receptors // J. Phisiol. Biochem. 2003. Vol. 59, 
no. 4. P. 263–268.

Pashalieva I., Stancheva E., Decheva L., Nyago‑
lov Y., Negrev N. Experimental data about melatonin ef-
fects on platelet count and functional activity // Compt-
es rendus de l’Académie Bulgare des Sciences. 2012. 
Vol. 65, no. 6. P. 855–860.

Pieri C., Moroni F., Marra M., Marcheselli F., Rec‑
chioni R. Melatonin is an efficient antioxidant // Arch. 
Gerontol. Geriatr. 1995. Vol. 20. P. 150–165.

Pitrosky B., Kirsch R., Malan A., Mocaer E., Pe‑
vet P. Organization of rat circadian rhythms during dai-
ly infusion of melatonin or S20098, a melatonin agonist 
// Am. J. Physiol Regul. Integr. Comp. Physiol. 1999. 
Vol. 277. P. 812–828.

Reiter R. J. Melatonin: Lowering the high price 
of free radicals // News Physiol. Sci. 2000. Vol. 15, no. 5. 
P. 246–250.

Reiter R. J., Tan D. X., Manchester L. C., Ter‑
ron P. M., Flores L. J., Koppisepi S. Medical implication 
of melatonin: receptor-mediated and receptor-indepen-
dent actions // Adv. Med. Sci. 2007. Vol. 52. P. 11–28.

Requintina P. J., Oxenkrug G. F. Effect of luzindole 
and other melatonin receptor antagonists on iron- and li-
popolysaccharide-induced lipid peroxidation in vitro 
// Ann. NY Acad. Sci. 2007. Vol. 1122. P. 289–294.

Rodriguez C., Mayo J. C., Sainz R. M., Antolin I., 
Herrera F., Martin V., Reiter R. J. Regulation of antioxi-
dant enzymes: a significant role for melatonin // J. Pineal 
Res. 2004. Vol. 36. P. 1–9.

Rosen R. B., Hu Dan‑Ning, Chen M., McCormick S. A., 
Walsh J., Roberts J. E. Effect of melatonin and its recep-
tor antagonist on retinal pigment epithelian cells against 
hydrogen peroxide damage // Mol. Vis. 2012. Vol. 18. 
P. 1640–1648.

Ruby N. F., Joshi N., Heller H. G. Constant darkness 
restores entrainment to phase-delayed Siberian ham-
sters // Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 
2002. Vol. 283. P. 1314–1320.

von Gall C., Stehle J. H., Weaver D. R. Mammalian 
melatonin receptors: molecular biology and signal trans-
duction // Cell Tissue Res. 2002. Vol. 309. P. 151–162. 
doi: 10.1007/s00441-002-0581-4

Yuksel S. Altered adrenomedullin levels of the rats 
exposed to constant darkness and light stress // J. Pho-
tochem. Photobiol. B: Biol. 2008. Vol. 91. P. 20–23.

Zhang J., Kaasik R., Blackburn M. R., Lee C. C. Con-
stant darkness is a circadian metabolic signal in mam-
mals // Nature. 2006. Vol. 439. P. 340–343. doi: 10.1038/
nature04368

Поступила в редакцию 25.03.2019



111

References

Chernysheva M. P., Romanova I. V., Mikhrina A. L. Vli-
yanie retinola na vzaimodeistvie belka PEPIOD 1, oksitotsi-
na i GAMK v prenatal’nyi period formirovaniya tsirkadian-
nogo clock-mekhanizma u krys [Effect of retinol on the in-
teraction of PERIOD 1 protein, oxytotsin and GAMK 
in the prenatal period of formation of circadian clock me-
chanism in rats]. Zhurn. evol. biokhim. i fisiol. [J. Evol. Bio-
chem. Physiol.]. 2012. Vol. 4, no. 5. P. 481–486.

Dontsov A. E., Vospel’nikova N. D., Zak P. P., Ostrov‑
skii M. A. Antiglikiruyushchee deistvie melatonina [An-
ti-glycating effect of melatonin]. DAN [Proceed. RAS]. 
2017. Vol. 475, no. 5. P. 588–591.

Men’shchikova E. B., Lankin V. Z., Zenkov N. K., 
Bondar’ I. A., Krugovykh N. F., Trufakin V. A. Okislitel’nyi 
stress. Prooksidanty i antioksidanty [Oxidative stress. 
Pro-oxidants and antioxidants]. Мoscow: Slovo, 2006. 
556 p.

Michurina S. V., Shurlygina A. V., Belkin A. D., Vaku‑
lin G. M., Verbitskaya L. V., Trufakin V. A. Izmeneniya pech-
eni i nekotorykh organov immunnoi sistemy zhivotnykh v 
usloviyakh kruglosutochnogo osveshcheniya [Changes 
in the liver and some organs of the immune system of ani-
mals in conditions of round-the-clock lighting]. Morfologi‑
ya [Morphology]. 2005. Vol. 128, no. 4. P. 65–68.

Adamah‑Biassi E. B., Zhang Y., Jung H., Vissap‑
ragada S., Miller R. J., Dubocovich M. L. Distribution 
of MT1 melatonin receptor promoter-driven RFP ex-
pression in the brains of BAC C3H/HeN transgenic mice. 
J. Histochem. Cytochem. 2013. Vol. 62, no. 1. P. 70–84. 
doi: 10.1369/0022155413507453

Arasteh A., Aliyev A., Khamnei S., Delazar A., Mes‑
gari M., Mehmannavaz Y. Investigation of the effects 
of the constant darkness and Light on blood serum cho-
lesterol, insulin and glucose levels in healthy male rats. 
Afr. J. Biotechnol. 2010. Vol. 9, no. 40. P. 6791–6796.

Becker‑Andre M., Wiesenberg.I, Schaeren‑Wie‑
mers N., Andre E., Missbach M., Saurat J. H., Carl‑
berg C. Pineal gland hormone melatonin binds and ac-
tivates an orphan of the nuclear receptor superfamily. 
J. Biol. Chem. 1994. Vol. 269. P. 28531–28534 [pub-
lished erratum appears in J. Biol. Chem. 1997. Vol. 272. 
P. 16707]

Bedrosian T. A., Herring K. L., Walton J. C., Fon‑
ken L. K., Weil Z. M., Nelson R. J. Evidence for feedback 
control of melatonin pineal secretion. Neurosci. Lett. 
2013. Vol. 542. P. 123–125.

Behan W. M. H., McDonald M., Darlington L. G., 
Stone T. W. Oxidative stress as a mechanism for qui-
nolinic acid-induced hippocampal damage: protection 
by melatonin and deprenyl. Brit. J. Pharmacol. 1999. 
Vol. 128. P. 1754–1760.

Das A., McDowell M., Pava M. J., Smith J. A., Rei‑
ter R. J., Woodward J. J., Varma A. K., Ray S. K., Ba‑
nik N. L. The inhibition of apoptosis by melatonin 
in VSC4.1 motoneurons exposed to oxidative stress, 
glutamate excitotoxicity, or TNF-αtoxicity involves 
membrane melatonin receptors. J. Pineal Res. 2010. 
Vol. 48, no. 2. P. 157–169. doi: 10.1111/ j.1600-079X. 
2009.00739.x

Drazen D. L., Bilu D., Bilbo S. D., Nelson R. J. Me-
latonin enhancement of splenocyte proliferation is at-

tenuated of luzindole, a melatonin receptor antagonist. 
Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 2001. 
Vol. 280. P. 1476–1482.

Hunt A. E., Al‑Ghoul W. M., Gillette M. U., Dubo‑
covich M. L. Activation of MT 2 melatonin receptors in rat 
suprachiasmatic nucleus phase advances the circadi-
an clock. Am. J. Physiol. Cell Physiol. 2001. Vol. 280. 
P. 110–118.

Lee C. C. Constant darkness is a mammalian biolo-
gical signal. Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 2007. 
Vol. 72. P. 287–291. doi: 10.1101/ sqb.2007.72.051

Masana M. I., Sumaya I. C., Becker‑Andre M., Du‑
bocovich M. L. Behavioral characterization and mo-
dulation of circadian rhythms by light and melatonin 
in C3H/HeN mice homozygous for the RORβ knockout. 
Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 2007. 
Vol. 292. P. 2357–2367.

Montilla P., Feijóo M., Muñoz M. C., Muñoz‑Castañe‑
da J. R., Bujalance I., Túnez I. Effect of melatonin 
on the oxidative stress in N1E-115 cells is not mediat-
ed by mt1 receptors. J. Phisiol. Biochem. 2003. Vol. 59, 
no. 4. P. 263–268.

Pashalieva I., Stancheva E., Decheva L., Nyago‑
lov Y., Negrev N. Experimental data about melatonin 
effects on platelet count and functional activity. Compt‑
es rendus de l’Académie Bulgare des Sciences. 2012. 
Vol. 65, no. 6. P. 855–860.

Pieri C., Moroni F., Marra M., Marcheselli F., Rec‑
chioni R. Melatonin is an efficient antioxidant. Arch. 
Gerontol. Geriatr. 1995. Vol. 20. P. 150–165.

Pitrosky B., Kirsch R., Malan A., Mocaer E., Pevet P. 
Organization of rat circadian rhythms during daily in-
fusion of melatonin or S20098, a melatonin agonist. 
Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 1999. 
Vol. 277. P. 812–828.

Reiter R. J. Melatonin: Lowering the high price 
of free radicals. News Phisiol. Sci. 2000. Vol. 15, no. 5. 
P. 246–250.

Reiter R. J., Tan D. X., Manchester L. C., Terron P. M., 
Flores L. J., Koppisepi S. Medical implication of melato-
nin: receptor-mediated and receptor-independent ac-
tions. Adv. Med. Sci. 2007. Vol. 52. P. 11–28.

Requintina P. J., Oxenkrug G. F. Effect of luzindole 
and other melatonin receptor antagonists on iron- and li-
popolysaccharide-induced lipid peroxidation in vitro. 
Ann. NY Acad. Sci. 2007. Vol. 1122. P. 289–294.

Rodriguez C., Mayo J. C., Sainz R. M., Antolin I., 
Herrera F., Martin V., Reiter R. J. Regulation of antioxi-
dant enzymes: a significant role for melatonin. J. Pine‑
al Res. 2004. Vol. 36. P. 1–9.

Rosen R. B., Hu D.‑N., Chen M., McCormick S. A., 
Walsh J., Roberts J. E. Effect of melatonin and its recep-
tor antagonist on retinal pigment epithelian cells against 
hydrogen peroxide damage. Mol. Vis. 2012. Vol. 18. 
P. 1640–1648.

Ruby N. F., Joshi N., Heller H. G. Constant darkness 
restores entrainment to phase-delayed Siberian ham-
sters. Am. J. Phisiol. Regul. Integr. Comp. Phisiol. 2002. 
Vol. 283. P. 1314–1320.

von Gall C., Stehle J. H., Weaver D. R. Mammalian 
melatonin receptors: molecular biology and signal trans-
duction. Cell Tissue Res. 2002. Vol. 309. P. 151–162. doi: 
10.1007/s00441-002-0581-4



СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ:

Ильина Татьяна Николаевна
старший научный сотрудник, к. б. н.
Институт биологии КарНЦ РАН,  
Федеральный исследовательский центр  
«Карельский научный центр РАН»
ул. Пушкинская, 11, Петрозаводск, Республика Карелия, 
Россия, 185910
эл. почта: ilyina@bio.krc.karelia.ru
тел.: (8142) 573107

Баишникова Ирина Валерьевна
научный сотрудник, к. б. н.
Институт биологии КарНЦ РАН,  
Федеральный исследовательский центр  
«Карельский научный центр РАН»
ул. Пушкинская, 11, Петрозаводск, Республика Карелия, 
Россия, 185910
эл. почта: iravbai@mail.ru
тел.: (8142) 573107

Хижкин Евгений Александрович
старший научный сотрудник, к. б. н.
Институт биологии КарНЦ РАН,  
Федеральный исследовательский центр  
«Карельский научный центр РАН»
ул. Пушкинская, 11, Петрозаводск, Республика Карелия, 
Россия, 185910
эл. почта: hizhkin84@mail.ru
тел.: (8142) 573107

CONTRIBUTORS:

Ilyina, Tatyana
Institute of Biology, Karelian Research Centre,  
Russian Academy of Sciences
11 Pushkinskaya St., 185910 Petrozavodsk, Karelia, Russia
e-mail: ilyina@bio.krc.karelia.ru
tel.: (8142) 573107

Baishnikova, Irina
Institute of Biology, Karelian Research Centre,  
Russian Academy of Sciences
11 Pushkinskaya St., 185910 Petrozavodsk, Karelia, Russia
e-mail: iravbai@mail.ru
tel.: (8142) 573107

Khizhkin, Evgeny
Institute of Biology, Karelian Research Centre,  
Russian Academy of Sciences
11 Pushkinskaya St., 185910 Petrozavodsk, Karelia, Russia
e-mail: hizhkin84@mail.ru
tel.: (8142) 573107

Yuksel S. Altered adrenomedullin levels of the rats 
exposed to constant darkness and light stress. J. Photo‑
chem. Photobiol. B Biol. 2008. Vol. 91. P. 20–23.

Zhang J., Kaasik R., Blackburn M. R., Lee C. C. Con-
stant darkness is a circadian metabolic signal in mam-

mals. Nature. 2006. Vol. 439. P. 340–343. doi: 10.1038/
nature04368

Received March 25, 2019



113

Труды Карельского научного центра РАН 
№ 6. 2019. С. 113–122
DOI: 10.17076/eb1038

УДК 599.742.21: 575.857: 57.088.7

ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ МЕТОДИЧЕСКИХ ПРИЕМОВ СБОРА 
И КОНСЕРВАЦИИ НЕИНВАЗИВНЫХ ПРОБ  
ПРИ ПРОВЕДЕНИИ ПОПУЛЯЦИОННО-ГЕНЕТИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ БУРОГО МЕДВЕДЯ (URSUS ARCTOS L.)

А. С. Кузнецова1, К. Ф. Тирронен1, Д. В. Панченко1, Дж. Шрегель2, 
Е. А. Хижкин1

1 Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия 
2 Норвежский институт биоэкономических исследований, Сванвик, Норвегия

Показана возможность применения неинвазивного биологического материала 
в популяционно-генетических исследованиях крупных хищных млекопитающих 
на примере бурого медведя Кольско-Карельского региона. Сделана оценка эф-
фективности методических приемов сбора и консервации проб. Материалом для 
исследования послужили 393 пробы экскрементов медведей, собранные на юге 
Мурманской области (Терский район) и в Республике Карелия. В лаборатории 
NIBIO Сванховд (Сванвик, Норвегия) выполнено выделение ДНК из образцов и про-
ведено генетическое типирование по 8 микросателлитным локусам, в ходе которо-
го были установлены генотипы 48 особей бурого медведя. Изучено влияние ряда 
факторов (способ консервации биологического материала, «свежесть» собранной 
пробы, композиция пищевых остатков и экспозиция биоматериала по отношению 
к солнечному свету) на сохранность ДНК в пробах и успешность получения генети-
ческого профиля особи. При совместной оценке изучаемых факторов достоверно 
значимое влияние на успешность амплификации имел состав пищевых остатков 
в пробе (р < 0,05). Установлено, что наличие ягод в экскрементах положитель-
но влияет на консервацию молекулы ДНК и повышает результативность индиви-
дуальной идентификации особи по микросателлитным локусам (наличие ПЦР-
продуктов). Анализ каждого фактора независимо от остальных показал, что и «све-
жесть» собранной пробы, и метод ее консервации достоверно влияют на успеш-
ность амплификации и генотипирования. Наиболее пригодными для генетического 
анализа оказались пробы экскрементов, собранные в кратчайшие сроки после де-
фекации (свежие) и хранившиеся в солевом стабилизирующем растворе (Invitek). 
В результате исследования составлены рекомендации по использованию экскре-
ментов животных в профильных генетических исследованиях.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: бурый медведь; Ursus arctos; экскременты; неинвазивный 
сбор; метод; консервация; питание; выделение ДНК; микросателлитный анализ.

A. S. Kuznetsova, K. F. Tirronen, D. V. Panchenko, J. Schregel, 
E. A. Khizhkin. EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF SAMPLING AND 
PRESERVING METHODS FOR NON-INVASIVE SAMPLES WHEN BROWN 
BEAR POPULATION-GENETIC STUDIES ARE CONDUCTING

The possibilities of using non-invasively sampled biological material to study the genetic 
diversity and status of the brown bear population in the European North of Russia are dis-
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Введение

Одним из основных инструментов совре-
менных популяционных исследований стал 
микросателлитный анализ. С его помощью 
производится идентификация отдельных осо-
бей, родственных взаимоотношений в семьях, 
отдельных группах или целых популяциях. Он 
применяется для оценки численности, опреде-
ления области распространения вида, случаев 
межвидовой гибридизации и др. Микросател-
литный анализ используется в популяционных 
исследованиях при изучении эффективного 
размера популяции, потока генов, структуры 
и генетического разнообразия [Schwartz et al., 
1999, 2006; Kindberg, 2011; Swenson et al., 2011; 
Jansson et al., 2012].

Неинвазивный биологический материал (во-
лосы, перья, конечные продукты метаболизма 
и т. д.) стал неотъемлемой частью многих гене-
тических исследований, в том числе с исполь-
зованием микросателлитных маркеров, и в по-
следнее время широко применяется для реше-
ния различных научных задач [Reed et al., 1997; 
Wasser et al., 1997; Solberg et al., 2006; De Barba 
et al., 2010a; Kopatz et al., 2012, 2014; Bischof 
et al., 2016]. Данный подход имеет ряд преи-
муществ перед традиционными методами сбо-
ра проб. Он довольно прост в использовании, 
при этом позволяет избежать прямого контак-
та с животным, что минимизирует как степень 
воздействия на изучаемый объект, так и риски 
исследователей, например при работе с круп-
ными хищниками, переносчиками опасных 
заболеваний и т. д. Неинвазивный сбор проб 
по сравнению с традиционными методами по-
иска и отлова животных обычно не требует су-

щественных материальных и трудовых затрат 
и позволяет получать достаточное количество 
биологических образцов для лабораторного 
анализа.

При работе с биоматериалом, бедным ДНК, 
таким как экскременты, существуют опреде-
ленные сложности, вызывающие в дальней-
шем ошибки генотипирования. Они связаны 
прежде всего с низким качеством и количест-
вом ДНК объекта исследований, значительной 
примесью чужеродной ДНК (пищевых остатков, 
паразитов, бактерий и т. п.) и наличием инги-
биторов полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
[Kohn, Wayne, 1997; Taberlet et al., 1999]. Для 
преодоления обозначенных трудностей ряд 
научных коллективов провели оценку методи-
ческих приемов сбора, хранения и обработки 
биоматериала [Frantzen et al., 1998; Solberg 
et al., 2006; Murphy et al., 2000, 2003, 2007; De 
Barba et al., 2010b; Panasci et al., 2011; Lon-
singer et al., 2015; Chih-Chin Shih et al., 2017]. 
В ходе этих исследований были определены 
факторы, влияющие на качество и количество 
ДНК в пробе и процесс амплификации, а так-
же предложены рекомендации по работе с не-
инвазивными образцами. Большинство работ 
выполнены в условиях эксперимента, когда 
животные находились в неволе под наблюде-
нием, а все исследуемые параметры строго 
контролировались. В связи с этим предложен-
ные рекомендации не универсальны и не всег-
да могут быть применены в полевых условиях, 
когда у исследователей отсутствует точная ин-
формация по основным характеристикам проб 
экскрементов: их «возрасту», составу пищевых 
остатков, степени и объему воздействия фак-
торов внешней среды и т. д.

cussed. The effectiveness of sampling and preservation methods is evaluated. Fieldwork 
including non-invasive collection of biological material was carried out in the study 
area in spring, summer and autumn 2014–2016. The studied area covers the southeast 
of the Murmansk Region and the Republic of Karelia. 393 samples of bear feces were 
collected. We conducted DNA extraction from samples and genotyping with 8 microsat-
ellite markers in the DNA laboratory of the NIBIO Svanhovd Research Station (Svanvik, 
Norway). 48 brown bear individuals were successfully identified. The influence of several 
factors (the preservation method, age of the collected sample, diet content and sun ex-
posure) on the amplification success was studied. When we analyzed all factors together, 
only diet content had a significant effect on the amplification success (p <0.05). The pres-
ence of berries in feces was found to have a positive effect on DNA and increased the ef-
fectiveness of genotyping. The analysis of each factor independently showed that both 
the ‘freshness’ of the sample and the method of its preservation significantly influenced 
the result of genotyping. Fresh feces and samples preserved in STOOL solution were 
the most suitable for genetic analysis. According to these results, recommendations for 
using noninvasively sampled biomaterial in population genetic studies are given.

K e y w o r d s: brown bear; Ursus arctos L.; feces; non-invasive sampling; method; pres-
ervation; diet; DNA extraction; STR analysis.
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Поэтому в рамках исследования генетиче-
ского разнообразия и структуры населения 
бурого медведя Кольско-Карельского реги-
она с целью разработки рекомендаций для 
проведения аналогичных полевых работ мы 
рассмотрели и проанализировали некоторые 
методические приемы сбора и консервации 
неинвазивных проб. Основными задачами ис-
следования стали: анализ влияния ряда фак-
торов на успех генотипирования и оценка воз-
можности использования неинвазивных подхо-
дов при сборе биоматериала.

Объектом исследования был бурый мед-
ведь – важный структурный элемент таежных 
биоценозов. Являясь самым крупным хищни-
ком Европейского Севера России, медведь 
представляет опасность для человека и до-
машнего скота. Помимо этого бурый мед-
ведь – один из главных ресурсных видов и по-
пулярный объект охоты. Все это обусловливает 
необходимость мониторинга населения вида, 
комплексного изучения его биологии и эколо-
гии для научно обоснованного управления по-
пуляцией. Немаловажную роль в этих исследо-
ваниях приобрели методы молекулярной био-
логии, широко и повсеместно применяемые 
в настоящее время в популяционных исследо-
ваниях.

Материалы и методы

Полевые работы, включающие неинвазив-
ный сбор биологического материала, выпол-
нялись в Терском районе Мурманской области 
и Республике Карелия весной, летом и осенью 
2014–2016 гг. В работе в качестве биомате-
риала – источника ДНК использованы экскре-
менты бурого медведя. Среднее количество 
дефекаций медведя за сутки в летнее время 
составляет 12–14, в весеннее и осеннее – 5–8 
[Пажетнов, 1990], поэтому образцы в природе 
представлены в достаточном количестве, кро-
ме того, они легко идентифицируемы. Сбор 
образцов проводили на маршрутах, совмещая 
с учетом медведей по следам, а также в местах 
частого появления зверей и их концентраций. 
При сборе биоматериала использовались два 
метода консервации: в стабилизирующем рас-
творе (Stool Collection Tube, Invitek) и в гранули-
рованном силикагеле (КСКГ ГОСТ 3956–76).

Всего за время четырех экспедиций было 
собрано 393 пробы экскрементов бурого мед-
ведя, которые хранились в силикагеле. Для 
оценки эффективности различных консерван-
тов часть проб (n=24) были зафиксированы дву-
мя способами (с помощью стабилизирующего 
солевого раствора и силикагеля). Каждую про-

бу помещали в герметичную 30-мл пробирку, 
заполненную консервантом, и сопровождали 
описанием, содержавшим дату и координаты 
места сбора образца, визуальную оценку «све-
жести», условно подразделяющуюся на «прош-
логодние», «старые», «относительно свежие», 
«свежие». Определению давности пробы спо-
собствовал и разбор состава экскрементов, 
позволявший определить спектр кормов мед-
ведя на момент дефекации, а соответственно, 
и приблизительный «возраст» пробы к моменту 
ее сбора. К «прошлогодним», таким образом, 
были отнесены пробы предшествующего года 
(«перезимовавшие»), к «старым» – образцы 
с условной давностью более месяца. «Относи-
тельно свежими» считали пробы, собранные 
в течение месяца после дефекации, «свежи-
ми» – образцы от 0 до 7 дней. В описание про-
бы также включали состав пищевых остатков, 
который оценивался визуально, путем разбора 
на месте либо позднее в лаборатории. Важны-
ми характеристиками пищевого поведения зве-
ря являются его эврифагия и постепенная сме-
на кормов в течение года. Тем не менее основу 
его питания в изучаемом регионе составляет 
растительность. Остатки животной пищи встре-
чены в основном в образцах, собранных вес-
ной, в то время как экскременты, содержащие 
растительные остатки, получены во все сезо-
ны, но с преобладанием их в пищевом рацио-
не в летнее и осеннее время [Тирронен и др., 
2016]. Образцы по преобладанию тех или иных 
компонентов были разделены на несколь-
ко групп: «трава», «ягоды», «ягоды и трава», 
«плоды», «желуди», «трава и муравьи», «ягоды 
и муравьи», «ягоды, трава и муравьи», «ягоды 
и остатки позвоночных животных», «муравьи», 
«остатки позвоночных животных».

В зависимости от того, где биоматериал был 
собран по отношению к солнцу, ему присваи-
вали условную характеристику «тень», «полу-
тень», «солнце». До проведения генетического 
анализа образцы хранились в темном прохлад-
ном месте в течение 1–8 месяцев.

Выделение ядерной ДНК из экскрементов 
производили с помощью PSP Spin Stool DNA 
Plus Kit (Invitek) (система для сбора, транспор-
тировки и хранения образцов экскрементов 
и последующей очистки ДНК) в соответствии 
с инструкцией производителя и протоколом, 
опубликованным в статье [Linacre et al., 2011]. 
ПЦР-амплификация проводилась согласно 
протоколу, описанному в статье [Andreassen 
et al., 2012]. Использовали 8 микросателлит-
ных маркеров, разработанных для бурого мед-
ведя: Mu05, Mu09, Mu10, Mu23, G10L, Mu50, 
Mu51, Mu59 [Taberlet et al., 1997]. ПЦР прово-
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дили в объеме 10 µл, содержащем 1х PCR Gold 
буфер, 200 µМ dNTP, 1,5 mМ MgCl2, 0,5 µМ 
каждого праймера, 1 ед. AmpliTaqGold ДНК по-
лимеразы, 1х BSA и 1 µл матричной ДНК. Про-
токол ПЦР: первоначальная денатурация при 
95 °С в течение 10 минут, 35 циклов – 30 с при 
94 °С, 30 с при 58 °С и 1 мин при 72 °С, финаль-
ная элонгация в течение 15 мин при 72 °C.

Капиллярный электрофорез осуществляли 
на генетическом анализаторе ABI 3130xl и ПЦР-
продукты анализировались в GeneMapper 4.0 
(ABI). Гомозиготные генотипы были подтвер-
ждены фрагментным анализом минимум в трех 
повторностях, а гетерозиготные – минимум 
в двух.

На основании результатов фрагментного 
анализа ПЦР-продуктов первых двух ампли-
фикаций (локусы Mu05/Mu23 или Mu09/Mu10) 
пробы с негативным результатом или с низким 
качеством были исключены из дальнейшего ис-
следования.

Для оценки влияния изучаемых факторов 
на успешность индивидуальной идентифика-
ции особи бурого медведя по 8 микросателлит-
ным локусам проведен одно- и многофактор-
ный дисперсионный анализ (ANOVA и MANOVA) 
в программе Statgraphics Plus 5.0. Статисти-
чески значимым влиянием фактора считали 
р < 0,05.

Результаты и обсуждения

На основании проведенного микросател-
литного анализа ДНК идентифицированы 48 
особей бурого медведя. Из всей совокупности 
образцов, законсервированных в силикагеле 
(n=393), генотип по 8 микросателлитным локу-
сам удалось установить в 24 % случаев (n=96). 
В образцах, хранившихся как в силикагеле, так 
и в растворе (n=24), генетический профиль 
по всем изучаемым локусам установлен в 12 
(n=3) и 46 (n=11) % проб соответственно.

В дальнейших анализах мы использовали 
только данные по пробам, хранившимся в си-
ликагеле. Очевидно, свежесть образца имеет 
большое значение для успешности генетиче-
ского анализа, и чем меньше времени прошло 
с момента дефекации до сбора биоматериала, 
тем выше его пригодность для исследований. 
Всего для оценки этого параметра были ис-
пользованы результаты генотипирования 369 
образцов, в остальных случаях (n=24) возраст 
собранной пробы был не определен. Получен-
ные нами результаты показали, что из 32 % 
«свежих» (n=195) и 20 % «относительно свежих» 
проб (n=103) удалось получить ДНК, пригодную 
для дальнейшего микросателлитного анализа. 

Доля проб с успешной амплификацией ДНК, 
выделенной из «старых» образцов, составила 
11 % (n=18), в «прошлогодних» – 13 % (n=53). 
Большее количество «прошлогодних» образцов 
по сравнению со «старыми» объясняется тем, 
что они были собраны во время первой весен-
ней экспедиции 2014 года, в последующем мы 
старались не производить сбор старых образ-
цов, если свежие имелись в достаточном коли-
честве.

В таблице представлены результаты опре-
деления генотипа бурого медведя по 8 микро-
сателлитным локусам для образцов, диффе-
ренцированных на группы по преобладающему 
пищевому компоненту в пробе. Общее число 
проб, проанализированных по данному пара-
метру, составило 385, в оставшихся образцах 
(n=8) состав не был определен. Наиболее при-
годными для анализа оказались экскременты, 
состоявшие главным образом из различных 
ягод и плодов деревьев (яблоня, черноплод-
ная и дикая рябина), в то время как в пробах 
с преобладанием травянистых остатков наблю-
далась крайне низкая результативность гено-
типирования.

Из проб с характеристикой «тень» (n=12) 
идентифицировать особь бурого медведя уда-
лось в 33 % (n=4) случаев, а из образцов, со-
бранных в «полутени» (n=63) и на «солнце» 
(n=128), в 17 (n=12) и 23 (n=28) % соответст-
венно. Всего присвоенной характеристикой 
обладали 203 образца.

Сохранность ДНК в пробе и успешность ам-
плификации зависят от типа консерванта. Вы-
полненный нами однофакторный дисперсион-
ный анализ показал достоверно значимое вли-
яние этого фактора (F = 8,80; p = 0,0048).

Для оценки влияния факторов свежести, со-
става экскрементов и освещенности на успех 
генотипирования мы провели многофакторный 
дисперсионный анализ. Оказалось, что при 
совместном анализе параметров только состав 
пищевых остатков в пробе достоверно значим 
(F = 2,82; p = 0,0014).

Анализируя каждый фактор независимо 
от остальных, мы установили, что свежесть 
пробы имела достоверное влияние на успех 
генотипирования (F = 4,35; p = 0,0050). Наши 
результаты показали, что чем короче времен-
ной промежуток между моментом дефекации 
и сбором образца, тем идентификация осо-
би успешнее (рис., а). Состав пищевых остат-
ков также оказывал значимое воздействие 
(F = 2,98; p = 0,0002), при этом достоверно 
наилучший результат генотипирования был от-
мечен в ягодных пробах (F = 10,38; p = 0,0014) 
(рис., б), тогда как травяные образцы оказа-
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лись малопригодными для выделения ДНК 
и ее дальнейшего анализа (F = 5,88; p = 0,0158) 
(рис., в).

Выбор консерванта – одна из главных задач 
исследования, основанного на использовании 
биоматериала, бедного ДНК. Он должен быть 
простым и удобным в использовании и тран-
спортировке и обладать высокими консерви-
рующими характеристиками. Авторы работы 
[Wasser et al., 1997] предлагали в качестве 
идеальной альтернативы методам заморозки 
и хранения образца в стабилизирующих буфе-
рах применение силикагеля. Результаты наше-
го исследования показали лучшую сохранность 
ДНК в пробах, хранившихся в стабилизирую-
щем солевом растворе, по сравнению с сили-
кагелем. Согласно инструкции производите-
ля, пробы, законсервированные таким обра-
зом, 3 месяца могут храниться при комнатной 
температуре, что применительно в полевых 
условиях, также сам раствор содержит стаби-
лизатор ДНК, который инактивирует ДНКазы 
и предотвращает деградацию ДНК.

Несмотря на предполагаемое существен-
ное влияние фактора «свежести» пробы на со-
хранность ДНК в ней, его значимость была вы-
явлена только при однофакторном анализе. 
Вероятно, это объясняется тем, что до самой 
процедуры выделения ДНК образцы хранились 

в консерванте длительный промежуток време-
ни, и даже в тех пробах, которые были собраны 
условно в первый день с момента дефекации, 
могло произойти разрушение ДНК. Деграда-
ция ДНК в результате воздействия комплекса 
внешних факторов делает «старые» образцы 
малопригодными для исследования. Возникает 
вопрос о целесообразности использования та-
ких проб с учетом высоких финансовых затрат 
на выделение ДНК и генетический анализ в тех 
случаях, когда в полевых условиях существу-
ет возможность сбора свежего биоматериала 
в достаточном объеме. Однако важно отметить, 
что ДНК удалось получить даже из некоторой 
части прошлогодних, «перезимовавших» проб, 
хотя некоторые авторы говорят о непродуктив-
ности использования проб давностью более 5 
дней [Piggott, 2004; Santini et al., 2007; Panasci 
et al., 2011]. Наши исследования показали, что 
при правильном выборе консерванта, условий 
хранения и протокола для выделения возможно 
выделение ДНК из очень старых образцов.

В ходе исследования подтверждено предпо-
лагаемое влияние состава пищи на успешность 
выделения ДНК из экскрементов и амплифика-
цию, что также отмечено в ряде других работ 
[Murphy et al., 2003; Panasci et al., 2011]. Воз-
можно, лучшая сохранность ДНК в ягодных про-
бах объясняется наличием природных консер-

Успешность получения генотипа бурого медведя по 8 микросателлитным локусам в зависимости от состава 
остатков корма в экскрементах
The success of obtaining the brown bear genotype using 8 STR markers depending on the composition of food 
residues in the bear’s feces

Преобладающий компонент
Dominant component

Количество проб данного состава
Number of samples

Доля определенных генотипов, абс. (%)
Number of identified genotypes, abs. (%) 

трава
grass 162 23 (14) 

ягоды
berries 87 31 (36) 

трава и муравьи
grass and ants 39 7 (18) 

ягоды и трава
berries and grass 27 7 (27) 

плоды
fruits 26 13 (50) 

ягоды и муравьи
berries and ants 10 7 (70) 

ягоды и остатки позвоночных животных
berries and vertebrates 9 1 (11) 

ягоды, трава и муравьи
berries, grass and ants 8 2 (25) 

остатки позвоночных животных
vertebrates 8 2 (25) 

муравьи
ants 5 0 (0) 

желуди
acorns 4 1 (25) 
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вантов в их составе [Panasci et al., 2011], тогда 
как крайне низкий успех генотипирования ДНК 
из проб травяного состава, возможно, связан 
с наличием в них ингибиторов ПЦР, о чем так-
же упоминают некоторые авторы [Kohn, Wayne, 
1997].

Еще одним фактором, способным оказать 
воздействие на молекулу ДНК, является солнеч-
ный свет, а именно УФ-излучение. В нашем ис-
следовании доказать его достоверное воздейст-
вие на успех амплификации не удалось. Изучение 
негативного воздействия УФ-излучения прово-
дится в контролируемых условиях эксперимента, 
и повреждения ДНК определяются с помощью 
специальных методов (высокоэффективная жид-
костная хроматография с масс-спектрометри-
ческим детектированием (ВЭЖХ-МС)) [Ravanat 
et al., 2001]. Все пробы в нашем исследовании 
получены в ходе полевых работ и характери-
стика солнечной экспозиции места сбора проб 
присвоена без точного определения негативно-
го воздействия УФ-излучения на молекулу ДНК 
в образце, поэтому разделение проб по заданно-
му параметру выполнено весьма условно, вслед-
ствие чего реальная оценка влияния анализируе-
мого фактора не была произведена.

Заключение

Анализ воздействия различных факторов 
на сохранность ДНК объекта исследований 
в экскрементах позволяет рекомендовать при 
использовании неинвазивного биоматериала 
следующие позиции: 1) наиболее пригодным 
консервирующим агентом следует признать 
специализированный стабилизирующий соле-
вой раствор; 2) для успешного выделения ДНК 
и амплификации рекомендуется использовать 
образцы, содержащие ягоды, а благоприятным 
временем сбора проб является период актив-
ного плодоношения этих растений; 3) исполь-
зование наиболее свежих образцов при нали-
чии биоматериала в достаточном количестве. 
Включение в исследования старых образцов 
возможно при недостатке свежего биомате-
риала, а также при целенаправленной оценке 
ряда экологических параметров вида.

Несмотря на низкую в некоторых случаях ре-
зультативность генотипирования, мы считаем 
целесообразным использование экскрементов 
в качестве источника ДНК при проведении раз-
личных генетических исследований. Такой под-
ход не несет в себе избирательного характера, 

Влияние факторов «свежесть» (а) и «состав пищевых остатков» (б, в) на успешность иден-
тификации бурого медведя по 8 микросателлитным локусам (MANOVA анализ выполнен 
в Statgraphics Plus 5.0).
По оси Y: доля проб с успешной идентификацией генотипа (%);
(a) по оси X: 1 – свежие образцы, 2 – относительно свежие, 3 – старые, 4 – прошлогодние;
(б) по оси X: 0 – ягоды отсутствовали, 1 – пробы, содержащие остатки ягод;
(в) по оси X: 0 – травяная растительность отсутствовала, 1 – пробы травяного состава

The influence of ageing factor and diets on the success of the identification of brown bears geno-
type.
Y-axis: the number of samples with identified brown bear individuals (%);
(a) on the X-axis: 1 – fresh samples, 2 – relatively fresh, 3 – old, 4 – last year samples;
(б) on the X-axis: 0 – berries were absent, 1 – samples containing residues of berries;
(в) on the-X axis: 0 – grass was absent, 1 – samples with grass
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и данные, получаемые с помощью неинвазив-
но собираемого биоматериала, способны от-
разить реальную демографическую структуру 
и актуальное состояние изучаемой популяции. 
Кроме того, такой биоматериал активно ис-
пользуется во всех популяционно-генетических 
исследованиях. Оптимизация метода сбора 
проб, а также их правильное хранение до про-
цедуры выделения ДНК позволяют повысить 
качество конечных результатов исследования, 
не увеличивая материальные затраты.

Финансовое обеспечение исследования 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (0218‑2019‑0080) и средств 
РФФИ (проект № 18‑05‑00646).
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 591.111.1:599.32

МОРФОМЕТРИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ ЭРИТРОЦИТОВ 
У НЕКОТОРЫХ ВИДОВ ОТРЯДА RODENTIA

А. Г. Кижина, С. Н. Сергина, Л. Б. Узенбаева, В. А. Илюха, 
Э. Ф. Печорина, Е. П. Антонова, А. Е. Якимова, Д. В. Панченко
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Эритроциты играют ведущую роль в газотранспортной функции крови и обеспече-
нии тканей кислородом, причем определяющее значение в этом процессе имеют 
количество и размеры красных клеток крови. Параметры эритроцитов у различных 
видов значительно варьируют и зависят от ряда условий. Данные по влиянию раз-
личных факторов (условия существования, образ жизни, филогенетическое поло-
жение, масса тела) на размеры эритроцитов противоречивы. Выбор млекопитаю-
щих отряда Rodentia был продиктован чрезвычайно обширной зоной их расселения 
и экологическими особенностями. Сравнительное исследование морфометриче-
ских показателей (площади поверхности и диаметра) красных клеток крови было 
выполнено у 11 видов млекопитающих отряда Rodentia: европейского (Castor fiber), 
канадского (C. canadensis) бобров, нутрии (Myocastor coypus), ондатры (Ondatra zi‑
bethicus), крысы (Rattus norvegicus), шиншиллы (Chinchilla lanigera), обыкновенной 
белки (Sciurus vulgaris), рыжей (Myodes glareolus), водяной (Arvicola amphibius) по-
левок, лабораторной мыши (Mus musculus) и сирийского хомячка (Mesocricetus au‑
ratus). Установлена прямая зависимость размера эритроцитов от массы тела, что 
согласуется с данными других исследователей. Максимальный размер эритроци-
тов был отмечен у C. canadensis и C. fiber. Помимо этого, крупные эритроциты вы-
явлены у всех представителей группы полуводных животных. Площадь эритроци-
тов у наземных видов грызунов снижалась в ряду C. lanigera – R. norvegicus – M. au‑
ratus – S. vulgaris – M. musculus – M. glareolus. Показано влияние физиологических 
(вес, пол, продолжительность жизни) и экологических (характер питания и среды) 
факторов на морфометрические параметры эритроцитов, при этом систематиче-
ская принадлежность не оказала влияния на размеры клеток.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: эритроциты; диаметр; площадь поверхности; грызуны; ме-
таболизм; среда обитания.

A. G. Kizhina, S. N. Sergina, L. B. Uzenbaeva, V. A. Ilyukha, E. F. Pechori-
na, E. P. Antonova, A. E. Yakimova, D. V. Panchenko. MORPHOMETRIC 
PARAMETERS OF ERYTHROCYTES IN SEVERAL RODENTIA SPECIES

Red blood cells (RBC) play a leading role in the blood gas transport function and oxy-
gen supply to tissues, and the number and size of RBC have a decisive role in tissue 
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Введение

Морфометрические параметры (количест-
во, размер, площадь поверхности и др.), харак-
теризующие интенсивность газообмена между 
внешней средой и тканями организма, являют-
ся важными физиологическими показателями 
эритроцитов [Галанцев, 1977]. Способность 
переносить кислород у всех позвоночных опре-
деляется содержанием дыхательного пигмента 
гемоглобина в клетке, а его количество, в свою 
очередь, зависит от объема и площади поверх-
ности эритроцита [Kostelecka-Myrcha, 1973].

В настоящее время эритроцит рассматри-
вают не только как специализированный га-
зотранспортный контейнер, но и как элемент, 
принимающий участие в окислительно-восста-
новительных реакциях, транспорте глюкозы, 
клеточной пролиферации, а также в иммунном 
ответе [Tsantes et al., 2006; Montel-Hagen et al., 
2009; Perez-Gordones et al., 2009; Morera, Mac-
Kenzie, 2011]. Показатели красной крови явля-
ются достаточно чувствительным индикатором 
состояния организма и изменяются под дейст-
вием различных условий – радиации, теплово-
го режима, гипоксии, нарушений тканевого об-
мена [Жеребин, Чухловин, 1989; Материй и др., 
2003].

Для различных видов млекопитающих выяв-
лены общие закономерности, характеризую-
щие соотношение размеров и содержания эри-
троцитов в периферической крови. На приме-
ре многих видов продемонстрирована прямая 
зависимость размера эритроцитов от массы 
тела и обратная – от общего содержания эри-
троцитов крови [Kostelecka-Myrcha, 2002]. Од-

нако это утверждение не следует считать абсо-
лютным, поскольку близкими по величине эри-
троцитами обладают различающиеся по массе 
тела животные – горбатый кит (Megaptera no‑
vaeangliae (Borowski, 1781), Cetacea) весом 
в 30 тонн и представители землеройковых 
(Soricidae, Insectivora) с массой тела в несколь-
ко граммов [Schmidt-Nielsen, 1984]. Эритро-
циты сравнительно небольшого диаметра вы-
явлены у довольно крупных млекопитающих, 
представителей парнокопытных (Artiodactyla) – 
кабарги (Moschus moschiferus (L., 1758)) с мас-
сой тела до 18 кг, домашней козы (Capra hircus 
(L., 1758)) весом 35–40 кг и 60-килограммового 
кубанского тура (Capra caucasica (Güldenstaedt 
and Pallas, 1783)) [Gulliver, 1875; Ponder, 1948]. 
В то же время у не превышающей 80 г равнин-
ной вискачевой крысы (Tympanoctomys barre‑
rae (Lawrence, 1941), Rodentia) размеры эри-
троцитов примерно в два раза больше [Grego-
ry, 2001]. На сегодняшний день противоречия, 
касающиеся аллометрических зависимостей, 
остаются нерешенными.

Показано, что с увеличением количества 
эритроцитов возрастают кислородные запа-
сы и вязкость крови, и это неизбежно замед-
ляет ее циркуляцию [Promislow, 1991]. У видов 
с крупными эритроцитами наблюдается не-
большой диапазон колебаний их количества. 
Обратная зависимость также установлена меж-
ду содержанием эритроцитов и массой тела. 
Однако, несмотря на то что у представителей 
отрядов хищных (Carnivora) и грызунов (Ro-
dentia) эти два показателя отрицательно кор-
релируют друг с другом, их средние значения 
у плотоядных животных выше, чем у грызунов. 

oxygenation. The size of erythrocyte varies significantly among animal species, depend-
ing on a number of factors. Data on the effect of various factors (living conditions, life-
style, systematic affiliation, body weight) on the size of RBC are contradictory. The choice 
of mammals belonging to the Rodentia order was dictated by their very extensive dis-
tribution range and ecological features. A comparative study of the morphometric pa-
rameters (surface area and diameter) of RBC was performed for 11 Rodentia species: 
European beaver (Castor fiber), Canadian beaver (C. canadensis), nutria (Myocastor 
coypus), muskrat (Ondatra zibethicus), rat (Rattus norvegicus), chinchilla (Chinchilla 
lanigera), red squirrel (Sciurus vulgaris), bank vole (Myodes glareolus), European wa-
ter vole (Arvicola amphibius), laboratory mouse (Mus musculus) and Syrian hamster 
(Mesocricetus auratus). A direct dependence of the size of erythrocytes on body weight 
was established, which agrees with the data reported by other researchers. The maxi-
mum size of RBC was noted in C. canadensis and C. fiber. Besides, large erythrocytes 
were detected in all the studied semiaquatic animals. The surface area of erythrocytes 
in terrestrial rodent species decreased in the following order: C. lanigera – R. norvegi‑
cus – S. vulgaris – M. musculus – M. glareolus. The influence of physiological (weight, 
sex, longevity) and ecological factors (food habits and habitat) on the morphometric pa-
rameters of erythrocytes was revealed, while systematic affiliation did not affect cell size.

K e y w o r d s: erythrocytes; diameter; surface area; rodents; metabolism; environment.
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Это указывает на существование третьей пере-
менной, которая может объяснить изменения, 
не связанные с массой тела [Promislow, 1991].

Неоднозначными представляются сведения, 
касающиеся влияния экологических факторов 
на состав и размеры клеток крови. Б. K. МакНаб 
[MacNab, 1986, 2008] установил взаимосвязь 
между уровнем метаболизма и характером 
питания, однако убедительные доказательст-
ва их корреляции с гематологическими пока-
зателями отсутствуют. Это подтверждается 
близкими значениями размеров эритроцитов, 
обнаруженных у зайцеобразных (Lagomorpha) 
и хищных (Carnivora), и, напротив, значитель-
ными различиями между представителями от-
рядов парнокопытных (Artiodactyla) и приматов 
(Primates), многие из которых являются тра-
воядными [Promislow, 1991]. Вероятно, значи-
тельное влияние могут оказывать образ жизни 
и условия существования. К. Шмидт-Ниельсен 
[Schmidt-Nielsen, 1984] объяснял относительно 
высокие значения объема эритроцитов у ла-
стоногих (Pinnipedia) адаптацией к гипоксии во 
время длительного погружения. В то же время 
объем эритроцитов у дельфинов (Delphinidae 
(Gray, 1821)) не отличается существенно от та-
кового у человека, собаки (Canis lupus familiaris 
(L., 1758), Canidae) и шакала (Canis aureus (L., 
1758), Canidae) [Галанцев, 1977].

Целью данной работы являлось определе-
ние морфометрических параметров эритро-
цитов у 11 видов млекопитающих отряда Ro-
dentia, обитающих в различных экологических 
условиях.

Материалы и методы

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
Федерального исследовательского центра «Ка-
рельский научный центр Российской академии 
наук» с соблюдением Международных принци-
пов Директивы Евросоюза 2010/63/EU о гуман-
ном отношении к животным и Правил проведе-
ния работ с использованием эксперименталь-
ных животных [Этическая…, 2005].

Исследование морфометрических пара-
метров эритроцитов периферической крови 
было проведено у 11 видов отряда Rodentia: 
европейского (Castor fiber), канадского (C. ca‑
nadensis) бобров, нутрии (Myocastor coypus), 
ондатры (Ondatra zibethicus), крысы (Rattus 
norvegicus), шиншиллы (Chinchilla lanigera), 
обыкновенной белки (Sciurus vulgaris), рыжей 
(Myodes glareolus), водяной (Arvicola amphibius) 
полевок, лабораторной мыши (Mus musculus) 
и сирийского хомячка (Mesocricetus auratus); 
их видовой и количественный, а также половой 

Таблица 1. Диаметр эритроцитов крови (M ± m) у исследованных видов отряда Rodentia
Table 1. Erythrocyte diameter (M ± m) in the studied Rodentia species

Семейство / подсемейство
Family / subfamily

Вид
Species

Пол, n
Sex, n

Диаметр эритроцитов, мкм
Erythrocyte diameter, µm

Cricetidae, Arvicolinae Myodes glareolus ♂ (n=1) 5,52 ± 0,01

Muridae, Murinae Mus musculus
♀ (n=3) 6,30 ± 0,01

♂ (n=6) 6,19 ± 0,01*

Sciuridae Sciurus vulgaris
♀ (n=2) 6,55 ± 0,01

♂ (n=2) 6,34 ± 0,01*

Cricetidae, Cricetinae Mesocricetus auratus ♀ (n=4) 6,58 ± 0,01

Cricetidae, Arvicolinae Arvicola amphibius
♀ (n=1) 6,57 ± 0,02

♂ (n=2) 6,43 ± 0,01*

Chinchillidae Chinchilla lanigera ♀ (n=12) 6,71 ± 0,01

Muridae, Murinae Rattus norvegicus
♀ (n=8) 6,52 ± 0,01

♂ (n=9) 6,63 ± 0,01*

Cricetidae, Arvicolinae Ondatra zibethicus
♀ (n=3) 7,13 ± 0,01

♂ (n=7) 7,17 ± 0,01*

Myocastoridae Myocastor coypus
♀ (n=7) 7,76 ± 0,01

♂ (n=5) 7,99 ± 0,01*

Castoridae

Castor fiber
♀ (n=1) 8,04 ± 0,03

♂ (n=1) 8,40 ± 0,03*

C. canadensis
♀ (n=1) 8,14 ± 0,03

♂ (n=2) 8,64 ± 0,03*

Примечание. *Различия достоверны по сравнению с самцами, p < 0,01, t-критерий Стьюдента.
Note. *Significant difference in comparison with males of the same species, p < 0.01 (Student’s t test).
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состав представлен в таблице 1. Свежеприго-
товленные и окрашенные по Паппенгейму маз-
ки крови исследовали в световом микроскопе 
(Axioscop 40, Carl Zeiss, Германия) с цветной 
цифровой видеокамерой (Pixera 150ES). Про-
изводили микроскопическую съемку 10 полей 
зрения каждого препарата и в дальнейшем 
измеряли площадь поверхности и диаметр 
эритроцитов с применением методики NCR 
(nuclear-cytoplasmic ratio), входящей в пакет 
программного обеспечения «ВидеоТест 4.0». 
Статистическую обработку данных проводили 
общепринятыми методами [Ивантер, Коросов, 
2010]. Достоверность различий между сам-
ками и самцами анализировали с помощью 
t-критерия Стьюдента (p < 0,05). Производили 
оценку влияния различных факторов (пол, вес, 
продолжительность жизни, уровень метабо-
лизма, систематическая принадлежность, ха-
рактер питания и места обитания) на морфоме-
трические параметры эритроцитов (MANOVA). 
Влияние фактора считалось достоверно значи-
мым при p < 0,05.

Результаты и обсуждение

Представители отряда Rodentia, само-
го многочисленного среди млекопитающих, 
имеют чрезвычайно обширную зону распро-
странения от Арктики до пустынь, занимая 
всевозможные биотопы [Пантелеев, 2010]. 
У изученных видов наблюдались значительные 
различия морфометрических параметров эри-
троцитов крови (рис. 1, табл. 1). Наименьшая 
величина диаметра эритроцитов характерна 
для M. glareolus, мелкого грызуна, масса кото-
рого не превышает 20 г. Близкие к этому виду 
значения диаметра имели лабораторные мыши 
M. musculus. Эритроциты с наибольшим диа-
метром отмечены у крупных полуводных живот-
ных M. coypus, C. fiber и C. canadensis, причем 
их максимальная величина наблюдалась у сам-
цов C. canadensis. Промежуточное положение 
занимали виды S. vulgaris, M. auratus, A. am‑
phibius, C. lanigera, R. norvegicus. При опре-
делении площади эритроцитов установлено 
аналогичное распределение видов. Наимень-
шая площадь выявлена у M. glareolus, тогда 
как наиболее высокие средние значения уста-
новлены у M. coypus, C. fiber и C. сanadensis. 
Эти три вида ныряльщиков характеризовались 
также более широкими пределами колебаний 
и интерквартильным размахом по сравнению 
с остальными видами (рис.). Близкие средние 
значения площади эритроцитов имели пред-
ставители разных семейств – S. vulgaris, M. au‑
ratus, A. amphibius, C. lanigera, R. norvegicus.

Выявлены достоверные половые различия 
в размерах эритроцитов, причем у полуводных 
животных более крупные эритроциты харак-
терны преимущественно для самцов, а среди 
наземных – для самок (табл. 1). Эти различия 
не связаны, по всей видимости, с разницей 
в массе тела у самок и самцов, поскольку по-
добную зависимость проследить не удалось. 
Данные литературы по влиянию пола на раз-
меры эритроцитов у млекопитающих противо-
речивы. Одни исследователи указывают на их 
отсутствие [Sealander, 1965], тогда как дру-
гие отмечают более крупные клетки у самок 
по сравнению с самцами [Miller et al., 1961].

Факторы различной природы могут оказы-
вать влияние на размер эритроцитов у позво-
ночных [Snyder, Sheafor, 1999; Starostova et al., 
2009]. Одни из самых крупных эритроцитов 
характерны для эволюционно более древних 
позвоночных – хвостатых амфибий, в дальней-
шем, по мере совершенствования дыхательной 
функции крови объем эритроцита уменьшается 
[Hawkey et al., 1991]. Существуют предположе-
ния, что в ходе эволюции, направленной в том 
числе на усиление эффективности функциони-
рования сердечно-сосудистой системы, кровя-
ное давление возрастало за счет снижения диа-
метра сосудов в ряду амфибии – птицы – млеко-

Площадь поверхности эритроцитов у различных ви-
дов отряда Rodentia:
1 – Myodes glareolus, 2 – Mus musculus, 3 – Sciurus vulgaris, 
4 – Mesocricetus auratus, 5 – Arvicola amphibius, 6 – Chin‑
chilla lanigera, 7 – Rattus norvegicus, 8 – Ondatra zibethicus, 
9 – Myocastor coypus, 10 – Castor fiber, 11 – C. сanadensis. 
+ – средние значения (М), горизонтальная черта – меди-
ана, вертикальная черта – пределы колебаний,  – 1 и 3 
квартили

Surface area of erythrocytes in the studied Rodentia 
species:
1 – Myodes glareolus, 2 – Mus musculus, 3 – Sciurus vulgaris, 
4 – Mesocricetus auratus, 5 – Arvicola amphibius, 6 – Chin‑
chilla lanigera, 7 – Rattus norvegicus, 8 – Ondatra zibethicus, 
9 – Myocastor coypus, 10 – Castor fiber, 11 – C. canadensis. 
+ – mean values (М), the horizontal line is the median, the verti-
cal line is the range of oscillations,  – 1 and 3 quartiles
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питающие, что повлекло за собой уменьшение 
размера эритроцитов [Snyder, Sheafor, 1999]. 
Тесная корреляция между размером генома, 
уровнем метаболизма и величиной эритроци-
тов прослеживается на различных таксономи-
ческих уровнях – от вида до отряда [Gregory, 
2000]. Одним из примеров, подтверждающих 
данную зависимость, являются грызуны рода 
щетинистых крыс (Proechimys), которые име-
ют самые большие гаплоидные геномы сре-
ди млекопитающих, ведут достаточно «вялый» 
образ жизни и, по всей видимости, должны 
иметь крупные эритроциты [Garagna et al., 1997; 
Gregory, 2000]. Известно, что продолжитель-
ность жизни эритроцитов напрямую коррели-
рует со скоростью метаболизма животных: чем 
выше его уровень, тем короче клеточный цикл 
[Harvey, 1997]. Также показана положительная 
корреляция уровня метаболизма с содержани-
ем ретикулоцитов – предшественников зрелых 
форм эритроцитов [Promislow, 1991].

Исследованные нами виды значительно раз-
личаются по массе тела, уровню метаболизма, 

характеру питания и местообитания (табл. 2). 
Проведенный многофакторный анализ позво-
лил установить влияние физиологических (вес, 
пол, продолжительность жизни, уровень ме-
таболизма) и экологических факторов (харак-
тера питания и среды) на морфометрические 
параметры эритроцитов. Наиболее сильное 
влияние на площадь эритроцитов оказывают 
особенности местообитания животных, а мини-
мальное – пол, при этом систематическая при-
надлежность не оказала значимого эффекта. 
Нами выявлено, что у A. amphibius – полуводно-
го вида – средняя площадь эритроцитов выше 
(33,09 ± 0,09 мкм2), чем у родственной ей на-
земной M. glareolus (24,23 ± 0,16 мкм2). Ранее 
сообщалось, что при близких показателях ге-
моглобина и гематокрита у равнинной M. glare‑
olus и предпочитающей горные районы снего-
вой полевки (Chionomys nivalis (Martins, 1842)) 
наблюдаются значительные различия в количе-
стве и размере эритроцитов [Kostelecka-Myr-
cha, 1973]. Горные и предгорные популяции 
A. amphibius различались по содержанию гемо-

Таблица 2. Эколого-физиологические характеристики исследованных видов отряда Rodentia
Table 2. Ecological and physiological features of the studied Rodentia species

Вид
Species

Масса 
тела, кг

Body 
mass, kg

Уровень 
метаболизма,

(VO2 max (мл/мин))*
Metabolic rate,

(VO2 max (ml/min))*

Продолжи-
тельность

жизни, лет**
Longevity, 

years**

Пищевые 
предпочте-

ния***
Food habits***

Условия 
обитания 

в природе***
Habitat***

Образ 
жизни***

Lifestyle***

Место 
обитания / 

содержания
Nature

Castor fiber 17,50 - 13,7 ЛК
LR

ПВ
FW

ПВ
SA

ДП
W

C. canadensis 19,87 4688 23,4 ЛК
LR

ПВ
FW

ПВ
SA

ДП
W

Myocastor 
coypus 5,00 3027,4 8,5 Т

G
УВ
М

ПВ
SA

СН
CB

Myodes 
glareolus 0,02 55,7 4,9 С

S
УВ
М

Н
T

ДП
W

Arvicola 
amphibius 0,08 113,1 2,5 Т

G
УВ
М

Н
T

ДП
W

Ondatra 
zibethicus 0,93 690,4 5,8 ЛК

LR
УВ
М

ПВ
SA

ДП
W

Mesocricetus 
auratus 0,13 111,5 3,9 В

O
З
X

Н
T

СН
CB

Chinchilla 
lanigera 0,63 279,3 17,2 Т

G
П
D

Н
T

СН
CB

Sciurus 
vulgaris 0,35 - 14,8 С

S
УВ
М

ДЛ
WC

ДП
W

Rattus 
norvegicus 0,34 231,5 3,8 В

O
УВ
М

Н
T

СН
CB

Mus musculus 0,02 - 4,0 С
S

УВ
М

Н
T

СН
CB

Примечание. Пищевые предпочтения: ЛК – листья, корни, Т – трава, С – семена, В – всеядность. Условия обитания в приро-
де: ПВ – пресный водоем, УВ – местность с умеренной влажностью, П – пустыня, З – засушливая местность. Образ жизни: 
ПВ – полуводный, Н – наземный, ДЛ – древесно-лазающий. Место обитания/содержания: ДП – дикая природа, СН – содер-
жание в неволе. * По: Genoud et al., 2018; ** по: McNab, 2008; *** по материалам genomics.senescence.info.
Notes. Food habits: LR – leaves, roots, G – grass, S – seed, O – omnivorous. Habitat: FW – freshwater, M – mesic, D – desert, X – xe-
ric. Lifestyle: SA – semiaquatic, T – terrestrial, WC – wood-climbing. Nature: W – wild, CB – captive breeding. * According to Genoud 
et al., 2018; ** according to McNab, 2008; *** according to genomics.senescence.info.
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глобина крови и относительным размерам се-
лезенки [Барагунова и др., 2017].

Большие размеры эритроцитов выявле-
ны у всех полуводных животных, особенно 
у крупных ныряльщиков – M. coypus, C. fiber и 
C. сanadensis. С. Гирлинг и соавт. [Girling et al., 
2015] показали, что объем эритроцитов бобров 
почти вдвое превышает объем красных клеток 
наземных животных. Для млекопитающих, спо-
собных задерживать дыхание при нырянии, пло-
щадь эритроцитов, наряду с уровнем гемоглоби-
на и кислородной емкостью крови, является су-
щественной физиологической характеристикой. 
Важнейшее значение в развитии адаптивных 
способностей ныряющих животных также имеют 
свойственные им высокие запасы миоглобина, 
полная утилизация кислорода при снижении его 
потребления под водой, особенности регуляции 
дыхания и кровообращения [Галанцев, 1977].

Среди видов, требовательных к запасам 
кислорода, помимо ныряльщиков можно особо 
выделить шиншилл C. lanigera, в природе оби-
тающих в условиях высокогорья, и сирийских 
хомячков M. auratus, ведущих норный образ 
жизни. По нашим данным, размер эритроцитов 
у C. lanigera был сравним с этим показателем 
у с M. auratus, а также у A. amphibius и R. nor‑
vegicus, несмотря на то, что экологические 
условия этих видов различаются. По другим 
сведениям, C. lanigera обладает значитель-
ным объемом эритроцитов (101,3 мкм3) при их 
общем относительно невысоком содержании 
(3,8×1012/л) [Silva et al., 2005].

Нами продемонстрирована значительная 
зависимость параметров эритроцитов от мас-
сы тела: крупные клетки имели самые боль-
шие из исследованных грызунов – C. fiber и 
C. сanadensis, тогда как мелкие эритроциты 
характерны для животных с низким весом – 
M. glareolus, M. musculus. Объем эритроцитов 
у капибары (Hydrochoerus hydrochaeris (L., 1766), 
Rodentia) – крупного ныряльщика – в среднем 
составлял 132 мкм3, что на 32 % выше значений 
у C. fiber и C. сanadensis [Chiacchio et al., 2014; 
Girling et al., 2015]. Диаметр эритроцитов хохла-
того дикобраза (Hystrix cristata cristata (L., 1758), 
Rodentia), третьего по величине среди грызунов 
после капибары и бобров, составляет 7,5 мкм 
[Hawkey, 1975], что хотя и превышает боль-
шинство полученных нами значений у Rodentia, 
но уступает параметрам M. coypus. Д. Проми-
слов [Promislow, 1991], анализируя связь раз-
личных параметров крови от массы тела, пришел 
к выводу, что ее влияние заметно в тех случаях, 
когда речь идет об отряде или более низких так-
сонах. Крупные млекопитающие, как правило, 
демонстрируют тенденцию к невысоким значе-

ниям содержания эритроцитов, ретикулоцитов 
и имеют клетки относительно большого объема.

Заключение

Показана значительная вариабельность 
диаметра и площади поверхности эритроцитов 
среди изученных видов млекопитающих отряда 
Rodentia. В ходе исследования удалось под-
твердить прямую зависимость размеров эри-
троцитов от массы тела и установить корреля-
ции с уровнем метаболизма, а также с половой 
принадлежностью. Согласно нашим данным, 
экологические факторы, такие как особенности 
местообитания и образ жизни животных, в зна-
чительной степени влияют на морфометриче-
ские параметры эритроцитов.

Финансовое обеспечение исследова‑
ния осуществлялось из средств федераль‑
ного бюджета на выполнение государствен‑
ного задания КарНЦ РАН (0218‑2019‑0073, 
0218‑2019‑0080).

Авторы выражают глубокую признатель‑
ность к. б. н. Е. А. Хижкину за помощь в под‑
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анонимным рецензентам за ценные замечания.
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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 раскрываю-
щей содержание аннотацией может быть отклонена.

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

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

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

ТАБЛИЦЫ нумеруются в порядке упоминания их в тексте, каждая таблица имеет свой заголовок. Заголов-
ки таблиц, заголовки и содержание столбцов, строк, а также примечания приводятся на русском и англий-
ском языках. На полях бумажного экземпляра рукописи (слева) карандашом указываются места расположе-
ния 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 библио-
графических описаний и научного цитирования расширенная аннотация на английском языке, двуязычные таблицы и подпи-
си 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 пу-
бликацию 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, по-
вторяя 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
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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
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