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ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ

УДК 575.17 + 577.152.199.2

5. ФЛАВИНСОДЕРЖАЩИЕ МОНООКСИГЕНАЗЫ (FMO) –  
ФЕРМЕНТЫ ФАЗЫ I БИОТРАНСФОРМАЦИИ 
КСЕНОБИОТИКОВ. НОМЕНКЛАТУРА, СТРУКТУРА, 
МОЛЕКУЛЯРНОЕ РАЗНООБРАЗИЕ, ФУНКЦИЯ, УЧАСТИЕ 
В ФУНКЦИОНИРОВАНИИ СИСТЕМЫ БИОТРАНСФОРМАЦИИ. 
СРАВНЕНИЕ С ЦИТОХРОМАМИ Р450 (ОБЗОР)

Л. П. Смирнов
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН»,  
Петрозаводск, Россия

FMO (EC 1.14.13.8) – древняя и консервативная группа ферментов, присутствующая 
во всех без исключения живых организмах. FMO – микросомальный флавопротеин, 
который окисляет молекулы, содержащие нуклеофильные гетероатомы азота, серы, 
фосфора или селена. FMO не окисляют физиологически эссенциальные нуклеофи-
лы. Простетической группой FMO является FAD. Кроме того, фермент использует 
NADPH и молекулярный кислород, чаще всего катализируя образование моноокси-
генированных субстратов, NADP+ и воды, как побочных продуктов реакции. У чело-
века гены FMO1–4 близко расположены на хромосоме, что у млекопитающих явилось 
результатом предшествующей генной дупликации, и локализованы на хромосо-
ме 1q24.3, в то время как FMO5 расположен на хромосоме 1q21.1. FMO5 – первый 
фермент, который появился у млекопитающих, поскольку генам FMO5 свойственна 
более высокая вариабельность нуклеотидного состава среди разных видов позво-
ночных. У человека hFMO1–5 показывают различные тканеспецифичные паттерны 
экспрессии. Наряду с цитохромами Р450 (CYP) FMO являются самой важной состав-
ляющей фазы I биотрансформации ксенобиотиков. FMO и CYP проявляют сходство 
по тканевому распределению, молекулярной массе, субстратной специфичности. 
В отличие от CYP FMO не требуют присутствия субстрата для начала каталитического 
цикла. Важным отличием FMO от CYP является то, что первый не подвержен ни быст-
рой индукции, ни ингибированию. Несмотря на перекрывающуюся субстратную спе-
цифичность, в результате катализа FMO и CYP образуются различные метаболиты, 
отличающиеся по токсикологическим и фармакологическим свойствам. В отличие 
от CYP FМО обычно не индуцируются и не ингибируются ксенобиотиками, что позво-
ляет предположить, что лекарственные средства, метаболизируемые преимущест-
венно FМО, будут менее подвержены лекарственным взаимодействиям.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: флавинмонооксигеназы; система биотрансформации ксе-
нобиотиков; цитохромы Р450.
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Введение

Флавинсодержащие монооксигеназы (FMO) 
катализируют множество реакций оксигена-
ции хемо-, регио- и энантиоселективного типа 
[Huijbers et al., 2014]. Они вовлечены в ключе-
вые биологические процессы, такие как ка-
таболизм, детоксикация, биосинтез, свето-
вое излучение и др. На основании строения 
и функции FMO можно распределить по вось-
ми группам. Ферменты групп A и B используют 
 NAD(P)H в качестве внешнего донора электро-
нов. Группы C–F – двухбелковые системы, со-
стоящие из монооксигеназ и флавинредуктаз. 
Группы G и H представляют собой моноокси-
геназы, которые восстанавливают флавин пу-
тем окисления субстрата [Huijbers et al., 2014]. 
В состав группы B включены три класса фер-
ментов – N-гидроксилирующие монооксигена-
зы (NMO), монооксигеназы Байера – Виллиге-
ра (BVMO) и собственно FMO [Eswaramoorthy 
et al., 2006]. Сигнальные последовательности 
 FXGXXXHXXXW (P_D) у BVMO и FXGXXXHXXX (Y_F) 
у FMO позволяют отличить одну группу фер-
ментов от другой [Fraaije et al., 2002].

FMO (EC 1.14.13.8) – древняя и консерватив-
ная группа ферментов, присутствующая во всех 

без исключения живых организмах [Mascot-
ti et al., 2015, 2016]. FMO – NADPH-зависимый 
микросомальный флавопротеин, который окис-
ляет молекулы, содержащие нуклеофильные 
гетероатомы азота, серы, фосфора или селена 
[Cashman, 1995]. У эукариот энзимы встроены 
в мембраны эндоплазматического ретикулу-
ма (ЭР) и катализируют окислительный мета-
болизм широкого спектра структурно разно-
образных липофильных химических соедине-
ний, включающих лекарственные препараты, 
пищевые компоненты и пестициды [Krueger, 
Williams, 2005; Cashman, Zhang, 2006]. Наряду 
с цитохромами Р450 (CYP) FMO являются самой 
важной составляющей фазы I биотрансформа-
ции ксенобиотиков. Эти ферменты осуществ-
ляют катализ 5 % из 860 известных ксенобио-
тиков. На FMO приходится около 2 % из 4000 
реакций оксидоредукции, стимулируемых 
этими ксенобиотиками [Rendic, Guengerich,  
2015].

В настоящем обзоре будут рассмотрены 
вопросы систематики, структуры и функции, 
молекулярного разнообразия FMO, их участия 
в функционировании системы биотрансформа-
ции у эукариотических организмов.

L. P. Smirnov. 5. FLAVIN-CONTAINING MONOOXYGENASES (FMO) ARE 
PHASE I ENZYMES OF XENOBIOTIC BIOTRANSFORMATION. NOMEN-
CLATURE, STRUCTURE, MOLECULAR DIVERSITY, FUNCTION, PARTICI-
PATION IN THE FUNCTIONING OF THE BIOTRANSFORMATION SYSTEM. 
A COMPARISON WITH CYTOCHROMES Р450 (A REVIEW)

FMO (EC 1.14.13.8) is an ancient and conservative group of enzymes present in all living 
organisms without exception. FMO is a microsomal flavoprotein that oxidizes molecules 
containing nucleophilic heteroatoms of nitrogen, sulfur, phosphorus, or selenium. FMO 
do not oxidize physiologically essential nucleophiles. The prosthetic group of FMO is FAD. 
In addition, the enzyme uses NADPH and molecular oxygen, most often catalyzing the for-
mation of monooxygenated substrates, NADP+, and water as by-products of the reaction. 
In humans, the FMO1–4 genes are closely located on the chromosome, which in mam-
mals was the result of an earlier gene duplication, and are localized on the chromosome 
1q24.3, while FMO5 is located on the chromosome 1q21.1. FMO5 is the first enzyme 
that appeared in mammals, since FMO5 genes feature a higher nucleotide composition 
variation among different vertebrate species. In humans, hFMO1–5 show various tissue-
specific expression patterns. Along with cytochromes P450 (CYP), FMOs are the most 
important component of phase I biotransformation of xenobiotics. FMO and CYP show 
similarities in tissue-specific distribution, molecular weight, and substrate specificity. 
Unlike CYP, FMOs do not require the presence of a substrate to start the catalytic cycle. 
An important difference between FMO and CYP is that the former is not subject to either 
rapid induction or inhibition. Despite the overlapping substrate specificity, the catalysis 
of FMO and CYP produces different metabolites with different toxicological and pharma-
cological properties. Unlike CYP, FMOs are not usually induced or inhibited by xenobio-
tics, which suggests that drugs that are primarily metabolized by FMOs will be less sen-
sitive to drug interactions.

K e y w o r d s: flavin-containing monooxygenase (FMO); biotransformation of xenobio-
tics; cytochromes P450.
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Систематика и геномная организация FMO

Систематика FMO основана на номенклату-
ре CYP, в которой замещены тривиальные на-
звания, использовавшиеся в прошлом, на дан-
ные изучения первичной структуры [Hines et al., 
1994; Lawton et al., 1994]. Сейчас известно пять 
форм FMO (FMO1–5). Эти ферменты демон-
стрируют 50–58 % идентичности по амино-
кислотной последовательности между видами 
[Cashman, 1995]. В настоящее время обозна-
чение FMO используется для белка, а гены обо-
значаются курсивом – FMO. В семействе генов 
FMO проявляется сходная с CYP интрон/экзон 
организация, но в отличие от CYP самый близ-
кий общий предшественник всех плацентарных 
млекопитающих имел кластер, содержащий 
FMO1–4 и отдельный локус FMO5, которые 
возникли из дупликации анцестрального гена 
примерно 210–275 миллионов лет назад [Her-
nandez et al., 2004]. FMO1 – FMO4 расположены 
на хромосоме 1, в районе q24.3. FMO5 нахо-
дится на ~26 Mb ближе к центромеру, в районе 
1q21.1 [Hernandez et al., 2004].

Считается, что FMO5 – первый фермент, ко-
торый появился у млекопитающих, поскольку 
генам FMO5 свойственна более высокая вариа-
бельность нуклеотидного состава среди раз-
ных видов позвоночных. Другие четыре FMO 
сформировали политомию, в которой FMO 1 
и 3 наиболее тесно связаны между собой. Фи-
логенетический анализ показывает, что эво-
люция этих ферментов началась позднее, чем 
FMO5 [Zhang, Cashman, 2006].

Шесть FMO-генов, обнаруженные на другом 
конце хромосомы 1q24.3, у человека являются 
псевдогенами [Hines et al., 2002]. Кроме того, 
псевдогены (FMO7–11P) обнаружены на хромо-
соме 1q24.2 [Hernandez et al., 2004]. FMO-гены 
человека (hFMO1–5) проявляют ортологию 
«один-в-один» с FMO1–5 других видов млеко-
питающих [Phillips et al., 1995].

Структура FMO

Простетической группой FMO является FAD. 
Для реализации своих функций FMO требу-
ется NADPH в качестве кофактора. Полипеп-
тидная цепь FMO состоит из 532–558 амино-
кислотных остатков (ао) и содержит высоко-
консервативные FAD- и NADPH-связывающие 
домены [Atta-Asafo-Adjei et al., 1993; Lawton, 
Philpot, 1993]. Молекулы FMO всех семейств 
имеют консервативные последовательности – 
в FAD-связывающем домене это GAGPSG, 
в  NADPH-связывающем домене – GGASSA 
[Choi et al., 2003], а также специфичную для 

всех FMO идентификационную последователь-
ность FXGXXXHXXXY/F, которая взаимодейст-
вует с флавиновой частью FAD, роль которой 
пока остается неизвестной [Eswaramoorthy 
et al., 2006]. Ферменты связаны с мембранами 
ЭР с помощью С-концевого трансмембранного 
α-спирального участка.

Рентгеноструктурный анализ показал, что 
FMO состоит из двух структурных доменов. 
Ао 176–291 образуют небольшой домен, назван-
ный доменом-вкладышем (insertion domain) [Es-
waramoorthy et al., 2006]. Остальная часть поли-
пептидной цепи формирует большой одиночный 
домен. Домены соединены между собой сегмен-
том, состоящим из 60 ао, который имеет конфи-
гурацию случайного клубка с некоторыми незна-
чительными элементами вторичной структуры 
и участвует в стабилизации молекулы фермента 
[Hao et al., 2009]. Между доменами существует 
небольшая впадина на поверхности большого 
домена. Консервативная нуклеотид-связываю-
щая последовательность GAGPSG расположена 
в сердцевине большого домена и ограничивает 
впадину. FAD расположен в канале вдоль углу-
бления и связан только с большим доменом. 
FAD-связывающий домен – это укладка Россма-
на (Rossman fold), мотив в третичной структуре 
белка, который связывается с аденозиндифос-
фатом FAD, что превращает FAD в единствен-
ный тип флавина как простетической группы 
для этой группы ферментов. Аденин нуклеотида 
осуществляет связь с мотивом GAGPSG посред-
ством водородной связи. Атом N3 аденина свя-
зан с атомом азота в основной цепи молекулы 
Arg-39, а основание – с гуанидиновой группой 
Arg-39. Фосфатная часть флавина соединяется 
с GAGPSG вместе с молекулой воды.

NADPH связан с мотивом GGASSA, распо-
ложенным внутри домена-вкладыша. Аденин 
кофактора взаимодействует с белком, а нико-
тинамид – с флавиновой частью молекулы FAD. 
Простетическая группа сильнее связана с мо-
лекулой белка, чем кофактор [Eswaramoorthy 
et al., 2006].

Особенности каталитического цикла 
фермента

Фундаментальная особенность строения 
активного центра FMO заключается в том, что 
аминокислотные остатки, которые окружают 
активный центр FMO, не являются нуклеофила-
ми и препятствуют возможности инактивации 
фермента под действием электрофильных ме-
таболитов [Cashman, 1995].

Каталитический цикл FMO хорошо изучен. 
Фермент использует NADPH и молекуляр-
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ный кислород, чаще всего катализируя обра-
зование монооксигенированных субстратов, 
NADP+ и воды как побочных продуктов реакции 
[Krueger, Williams, 2005]. На первой стадии ка-
талитического цикла NADPH производит двух-
электронное восстановление FAD в отсутствие 
субстрата (FADH2 + NADP+) (рис. 1). Восста-
новленный флавин быстро реагирует с моле-
кулярным кислородом, образуя необычно ста-
бильный C4a-гидропероксифлавин (FAD-OOH), 
и в этом состоянии, которое названо «взведен-
ным курком» (cockedgun), FMO может суще-
ствовать до тех пор, пока рядом не окажется 
подходящий нуклеофил (стадия 2) [Krueger, 
Williams, 2005]. Cтабильность FAD-OOH очень 
высока. При 4 °C временной диапазон коле-
блется от минут до часов [Jones, Ballou, 1986].

Соединения, содержащие нуклеофильные 
гетероатомы, взаимодействуют с FAD-OOH 
и превращаются в оксиды, которые, обладая 
высоким уровнем полярности, теряют фарма-
кологическую активность исходных молекул 
и легко экскретируются из клетки. Суть реак-
ции заключается в том, что один атом молеку-
лы кислорода переносится на субстрат (ста-
дия 3), а второй формирует молекулу воды 
(стадия 4). Высвобождение H2O или NADP+ 

(стадия 5) является лимитирующим фактором 
скорости реакции. In vitro их удаление из ци-
кла происходит как в присутствии, так и в от-
сутствие субстрата и может сопровождаться 
(как побочный эффект) появлением Н2О2 и из-
редка супероксида (•О2

-) [Siddens et al., 2014]. 
В отсутствие субстрата или в присутствии со-
единений, которые могут связываться с фер-
ментом, но не могут быть гидроксилированы, 
C4a-гидропероксифлавин может реагировать 
с H2O2, образуя исходную форму FAD [Chenpra-
khon et al., 2019]

Существует ряд примеров, когда FMO окис-
ляют атом S в серосодержащих соединениях, 
превращая их в высокореактивные молекулы, 
которые затем покидают зону реакции, переме-
щаются к близлежащему цитохрому Р-450 (CYP) 
и инактивируют его гем [Decker et al., 1992].

Особенности тканевой экспрессии FMO 
у млекопитающих

У человека hFMO1–5 показывают различ-
ные тканеспецифичные паттерны экспрес-
сии [Koukouritaki et al., 2002; Zhang, Cashman, 
2006].

hFMO1 доминирует в фетальной печени, 
а у взрослого человека не выявляется. Зэнг 
и Кэшман [Zhang, Cashman, 2006] показали, 
что mRНК FMO1 детектируется главным обра-
зом в почках, где содержится в более значи-
тельных количествах по сравнению с другими 
тканями. Количество транскриптов FMO1 в пе-
чени и тонком кишечнике плода было в 10–14 
раз ниже, чем в почках. В легких этот показа-
тель был на уровне 2,8 % от такового в почках. 
В мозге и печени взрослых людей количество 
транскриптов FMO1 было меньше 1 % от уров-
ня, выявленного в почках. В отличие от челове-
ка, в печени мышей mFМО1 является основным 
ферментом, а у кролика этот фермент синтези-
руется также в слизистой кишечника и носовых 
пазухах [Falls et al., 1995].

мРНК hFMO2 детектируется в основном 
в легочной ткани в значительно больших ко-
личествах, чем в других тканях. Например, 
в почках выявлено в 7 раз меньше транскрип-
тов FMO2, чем в легких. Уровень мРНК hFMO2 
в печени и тонком кишечнике не превышал 2 % 
от такового в легких, а в мозге и фетальной пе-
чени составил менее 1 % [Koukouritaki et al., 
2002]. Экспрессия FMO2 в печени человека 
очень низкая, фермент, вероятно, не принима-
ет заметного участия в метаболизме большин-
ства ксенобиотиков [Falls et al., 1995].

Максимальная концентрация FMO3 харак-
терна для печени взрослых людей. В легких, 

Рис. 1. Каталитический цикл FMO (окисление моле-
кул, имеющих нуклеофильные гетероатомы S, N, P, 
Se).
* Стадии цикла с ограниченной скоростью катализа. ** Ста-
дия, при которой кроме H2O могут образовываться H2O2 
и спорадически •O2

–

Fig. 1. Catalytic cycle of FMO (oxidation of molecules 
with nucleophilic heteroatoms S, N, P, Se).
* Stages of the cycle with a limited rate of catalysis. ** The stage 
at which, in addition to H2O, H2O2 and sporadically •O2

– can be 
formed
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почках и фетальной печени мРНК был сходным 
и колебался в диапазоне 2–4 %, а в тонком ки-
шечнике и мозге был меньше 1 % от уровня 
мРНК в печени [Falls et al., 1995].

Обнаружено, что у мышей mFМО3 имеет вы-
раженную гендерную специфику и более актив-
но экспрессируется у самок.

Экспрессия FMO4 в печени человека очень 
низкая, и, вероятно, так же как и FMO2, FMO4 
не принимает заметного участия в метаболиз-
ме большинства ксенобиотиков [Falls et al., 
1995]. Тем не менее мРНК FMO4 детектирует-
ся в печени и почках. В фетальной печени, тон-
ком кишечнике и легких уровень транскриптов 
не превысил 7–10 % от максимальных значе-
ний, а в мозге – 1 % [Zhang, Cashman, 2006].

Транскрипты мРНК FMO5 обнаружены во 
всех тканях, однако их наибольший уровень 
зарегистрирован в печени, а минимальный – 
в мозге (1 % от максимальных значений). FMO5 
показывала достаточный уровень экспрес-
сии в тонком кишечнике, почках и легких – бо-
лее чем 50 % от общего количества FMO-
транскриптов в печени человека [Koukouritaki 
et al., 2002; Zhang, Cashman, 2006].

Субстратная специфичность

Хао и соавторы [Hao et al., 2009] полагают, 
что функциональное разнообразие FMO мле-
копитающих – это эволюционный ответ на по-
явление новых ксенобиотиков в окружающей 
среде. FMO метаболизируют широкий спектр 
серо- и азотсодержащих молекул. Углерод, 
фосфор и селен также подвержены окисле-
нию, катализируемому FMO [Krueger, Williams, 
2005]. Кроме того, показано окислительное 
декарбоксилирование [Mashiguchi et al., 2011], 
окислительное деметилирование [Gut, Conney, 
1993] и образование дисульфидных связей 
[Suh et al., 1999].

FMО легко катализируют монокатионные 
амины или анионные серосодержащие моле-
кулы, у которых заряд локализован на атоме 
серы, такие как тиоацетат, но введение в струк-
туру молекулы второй заряженной группы бло-
кирует катализ. Без всяких исключений FMО 
не катализируют окисление бианионов, бика-
тионов или биполярных ионов. Стоит обратить 
внимание на одно очень существенное обсто-
ятельство – FMO не окисляют физиологически 
эссенциальные нуклеофилы [Krueger, Williams, 
2005]. За исключением цистеамина, являюще-
гося субстратом FMO, остальные эссенциаль-
ные нуклеофилы представляют собой бикатио-
ны (полиамины), биполярные ионы (аминокис-
лоты и пептиды) или молекулы, содержащие 

одну или несколько групп анионов, располо-
женных дистально от нуклеофильного гетеро-
атома (коэнзим A, биотин, тиаминпирофосфат 
и др.). Единственная FMO (FMO1 Saccharomy-
ces cerevisiae) способна окислять свободный 
цистеин [Suh et al., 1996]. Следовательно, по-
зиция и число ионных групп – главные факторы, 
определяющие способность энзима катали-
зировать именно слабые нуклеофилы и не за-
трагивать эссенциальные молекулы. Этот же 
общий принцип (наличие заряженных групп) 
работает при поддержании уровня эссенциаль-
ных метаболитов внутри клетки, что исключает 
их доступ в каталитический центр FMO. Напро-
тив, незаряженные ксенобиотики или нахо-
дящиеся с ними в равновесии их заряженные 
формы легко проходят через клеточные мем-
браны и могут взаимодействовать с гидропе-
роксифлавином. В дополнение к заряду стери-
ческие особенности могут исключить из ката-
лиза определенные типы слабых нуклеофилов 
[Krueger, Williams, 2005].

Селективность FMO по заряду – возможный 
механизм, с помощью которого ферменты вы-
борочно взаимодействуют с ксенобиотиками, 
так как заряженные молекулы не могут лег-
ко проникнуть в клетки через плазматические 
мембраны [Krueger, Williams, 2005]. Классиче-
скими субстратами FMO являются такие ксе-
нобиотики, как имипрамин, никотин, клозапин, 
тамоксифен и амфетамин. Окисление этих со-
единений повышает их растворимость и спо-
собствует последующей экскреции, но может 
иногда повышать токсичность молекул в ре-
зультате активации [Henderson et al., 2004].

Физиологическими субстратами FMO явля-
ются триметиламин (ТМА), цистеамин, липое-
вая кислота [Poulsen, 1981; Suh et al., 1996; Mit-
chell, Smith, 2010].

Цистеамин окисляется по атому серы, прев-
ращаясь в дисульфид цистамин. Цистеамин 
участвует в регуляции различных гормонов. Он 
является мощным ингибитором соматостатина 
и оказывает влияние на циркуляцию гормона 
роста у свиней [McElwain et al., 1999]. Физио-
логическая роль S-оксигенации цистеамина 
с помощью FMO остается неизвестной. Гипо-
тетически оксигенация цистеамина с помощью 
FMO может выступать в роли вспомогательного 
контроля тиол/дисульфидного редокс-статуса 
во многих метаболических путях [Ziegler et al., 
1979]. С другой стороны, окисление цистеами-
на выполняет протекторную функцию, посколь-
ку цистеамин уже в концентрации 39 μM явля-
ется токсичным для клетки, возможно, через 
трансформацию металлозависимого образо-
вания пероксида водорода [Jeitner, Lawrence, 
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2001]. Окислительное превращение с помощью 
FMO цистеамина в цистамин с последующим 
выведением его из клетки может представлять 
собой механизм детоксикации. Через этот про-
цесс FMO может участвовать в контроле уровня 
H2O2 в клетке и экспрессии генов, обеспечива-
ющих регуляцию H2O2, сульфгидрил/дисуль-
фидных соотношений и общего редокс-статуса 
[Khomenko et al., 2004].

Другим эндогенным субстратом для FMO 
является липоевая кислота, которая высту-
пает в роли кофактора для α-кетоглутарат- 
и пируватдегидрогеназ. FMO катализирует 
S-oксигенацию дисульфида липоевой кис-
лоты и липоамида [Krueger, Williams, 2005]. 
Метаболиты подвергаются восстановлению 
по кольцу 1,2-дитиолана с последующим 
S-метилированием. Тем не менее возможная 
роль FMO в сульфоксидации метилсульфи-
дов липоевой кислоты остается неизвестной 
[Schupke et al., 2001].

Для разных FMO характерна определенная 
субстратная специфичность, которая зави-
сит от размеров «щели» или канала в актив-
ном центре, которые могут ограничивать до-
ступ к 4α-гидропероксифлавину [Ziegler, 2002]. 
FMO1 имеет широчайшую субстратную спе-
цифичность относительно других FMO. FMO2, 
в отличие от FMO1, не окисляет имипрамин 
(трициклический антидепрессант) и хлорпро-
мазин (нейролептик). FMO1 и FMO2 различа-
лись по специфике взаимодействия с 10-(N,N-
диметиламиноалкил)-2-(трифлуорометил)-
фенотиазинами, варьирующими по длине 
боковой цепи от 2 до 7 углеродных атомов, 
и дериватами тиомочевины [Krueger, Williams, 
2005]. У FMO1, за исключением деривата 
с двухуглеродной боковой цепью, активность 
в отношении которого была максимальной, дли-
на боковой цепи четвертичного амина не имела 
отличий в кинетике при N-оксигенации. FMO2 
не метаболизировала субстрат с длиной боко-
вой цепи до 5 атомов углерода. При увеличе-
нии числа атомов углерода в боковой цепи от 5 
до 7 активность FMO2 приближалась к тако-
вой FMO1. Кинетика S-оксигенирования FMO1 
не зависела от размера субстрата, в то время 
как FMO2 не катализировала S-оксигенацию 
1,3-дифенилтиомочевины, но была активна от-
носительно фенилтиомочевины и нафтилтио-
мочевины [Krueger, Williams, 2005].

В печени человека FMO3 доминирует в FMO-
зависимом метаболизме различных химиче-
ских соединений [Koukouritaki et al., 2002]. Этот 
фермент катализирует окисление субстратов, 
которые по размерам меньше катализируемых 
FMO1 [Cashman, Zhang, 2006]. Классическим 

субстратом для фермента является триметила-
мин (ТМА). Известно до 40 мутаций гена FMO3, 
которые приводят к потере энзимом способ-
ности к окислению TMA до ТМА-оксида, что 
приводит к заболеванию, называемому триме-
тиламинурией (синдром рыбного запаха) [Mit-
chell, Smith, 2010]. Такие биогенные амины, как 
тирамин и фенетиламин, метаболизируются до 
N-оксида через вторичную стереоселективную 
оксигенацию до транс-оксима [Lin, Cashman, 
1997]. FMO3 метаболизирует широкий круг ле-
карственных препаратов, содержащих нуклео-
фильные атомы азота и серы (табл. 1).

О субстратах для FMO4 практически ничего 
не известно, так как фермент экспрессирует-
ся в незначительном количестве и, вероятно, 
не играет заметной роли в метаболизме [Phil-
lips, Shephard, 2017]

Как показано выше, ген FMO5 расположен 
на хромосоме отдельно от генов FMO1–4. Об-
наружено, что фермент не окисляет типичные 
субстраты FMO (метимазол, ранитидин, ци-
метидин) [Overby et al., 1995; Cherrington et al., 
1998]. hFMO5 не метаболизирует триметила-
мин, фосфорсодержащие триметил- и трифе-
нилфосфины. Незначительная активность по-
казана в отношении слабых серосодержащих 
нуклеофилов, таких как S-метил-эзонаримод 
и фентион [Ohmi et al., 2003; Leoni et al., 
2008]. Показано, что FMO5 катализирует 
S-оксигенацию тиоэфиров карбоновых кислот, 
что является в какой-то мере уникальной суб-
стратной активностью FMO5 [Ohmi et al., 2003].

По субстратным предпочтениям FMO5 
проявила себя как монооксигеназа Байе-
ра – Виллигера, катализирующая окисление 
алифатических и циклических кетонов в со-
ответствующие эфиры и лактоны. Отсутст-
вовала активность в отношении урацила, 
N,Nʹ-диметилпропиленмочевины, δ-валеро-
лак та ма, 2-пирролидинона, 4-хлор-α-метил-
стирена, бензилового спирта, коричного спир-
та, трансанетола [Fiorentini et al., 2016].

Участие FMO в функционировании системы 
биотрансформации ксенобиотиков (фаза I). 
Oтличие от цитохромов Р450 (CYP)

Большое число ферментов используют мо-
лекулярный кислород при окислении органи-
ческих субстратов. Для осуществления такой 
реакции ферменту необходимо активировать 
молекулярный кислород. В создании молекул, 
переносящих молекулярный кислород, часто 
используются металлы с переходной валентно-
стью, связанные с органическим кофактором. 
Например, в каталитическом цикле CYP проис-
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ходит изменение валентности иона Fe, распо-
ложенного в порфириновом кольце. У челове-
ка выявлено 57 генов и более 59 псевдогенов 
системы цитохрома P450. Они подразделяются 
на 18 семейств и 43 подсемейства. Из них толь-
ко три семейства принимают участие в функ-
ционировании фазы I биотрансформации 
ксенобиотиков (табл. 2). Функциональные осо-
бенности этих семейств рассмотрены ранее 
[Смирнов и др., 2015].

Флавинзависимые монооксигеназы исполь-
зуют органический кофактор без металличе-
ской компоненты. Присоединение кислорода 
происходит в тот момент, когда кофактор нахо-

дится в восстановленной форме, что дает ему 
возможность использовать молекулярный кис-
лород как субстрат [Massey, 1994]. Различия 
в каталитических циклах CYP и FMO в сжатой 
форме представлены на рис. 2.

FMO, так же как и CYP, можно рассматривать 
как следствие «эволюционной войны между жи-
вотными и растениями», поэтому обе моноок-
сигеназы способны окислять тысячи раститель-
ных алкалоидов и других природных продук-
тов, а также тысячи синтетических препаратов 
[Krueger, Williams, 2005]. FMO и CYP проявляют 
сходство по тканевому распределению, моле-
кулярной массе, субстратной специфичности. 

Таблица 1. Лекарственные средства, метаболизируемые FMO3 [данные из: Motika et al., 2007]
Table 1. Drugs metabolized by FMO3 [Data from Motika et al., 2007]

Препарат
Drug

Фармакологический эффект
Pharmacological effect

N-содержащие соединения
N-containing compounds

Амфетамин
Amfetamine

Психостимулятор при расстройствах внимания и нарколепсии
A stimulant to treat ADHD and narcolepsy

Бензидамин
Benzydamine

Обезболивающий препарат и локальный анестетик
An analgesic and local anaesthetic

Клозапин
Clozapine

Атипичный антипсихотический препарат. Также является субстратом для CYP1A2 и CYP3A4
An atypical antipsychotic, also metabolized by CYP1A2 and CYP3A4

Дапсон
Dapsone

Лечение проказы
Treatment of Mycobacterium leprae infections

Итоприд
Itopride

Прокинетик, используемый при гастроэзофагеальном рефлюксе
A prokinetic agent used against gastro-oesophageal reflux disease

Метамфетамин
Methamfetamine

Психостимулянт
A psycho-stimulant drug

Олопатадин
Olopatadine

Антигистаминный препарат и стабилизатор тучных клеток.
Также метаболизируется CYP3A4
An antihistamine and mast cell stabilizer, also metabolized by CYP3A4 and 1

Ранитидин
Ranitidine

Противоязвенный препарат
An anti-ulcer drug

Сульфометоксазол
Sulfamethoxazole

Сульфаниламид, используется при лечении инфекций мочевого канала
A sulfonamide antibiotic, used to treat urinary tract infections

Тамоксифен
Tamoxifen

Терапия рака молочной железы
Used in breast cancer therapy

S-содержащие соединения
S -containing compounds

Альбендазол
Albendazole

Антигельминтик, также метаболизируется CYP
An antihelmintic drug, also S- oxygenated by CYP

Циметидин
Cimetidine

Антагонист Н2-рецептора, лечение изжоги и язвы
H2-receptor antagonist that is used in the treatment of heartburn and peptic ulcers

Этионамид
Ethionamide

Антибиотик второго поколения, используется при лечении туберкулеза, также метаболизи-
руется hFMO2
Second-line antibiotics for the treatment of tuberculosis, also S-oxygenated by hFMO2

Метимазол
Methimazole

Антитиреоидный препарат, метаболизируется в форме S-оксида
An antithyroid drug, metabolized by FMO3 to form its S-oxide

Сулиндак
Sulindac

Используется при наследственном полипозе
Used to treat familial adenomatous polyposis

Тазаротеновая кислота
Tazarotenic acid

Ацетиленовый ретиноид, используемый при псориазе и акне.
Инактивируется через образование сульфоксида. Также является субстратом для CYP2C8
An acetylenic retinoid used in the treatment of psoriasis and acne.
Inactivated to its sulfoxide metabolite by CYP2C8
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В печени взрослого человека количество FMO3 
достигает значений до 65 % от количества, 
обычно наблюдаемого для CYP3A4 [Koukouritaki 
et al., 2002]. Возрастные особенности экспрес-
сии FMO1 и FMO3 в печени человека частично 
сходны с таковыми двух изоформ семейства 
CYP3A при переключении фетальных изоформ 
(CYP3A7 и FMO1) на взрослые (CYP3A4 и FMO3) 
[Zane et al., 2018]. Несмотря на то что «времен-
ной переключатель» экспрессии ферментов 
группы CYP3A показывает сходство с таковым 
FMO, существуют важные отличия. Во-первых, 
в отличие от CYP3A4 FMO3 не детектирует-
ся в фетальной печени. Во-вторых, депрессия 
 CYP3A7 и активация CYP3A4 взаимосвязаны 
и общий уровень экспрессии CYP3A остается 
постоянным [Lacroix et al., 1997].

Семейство FMO гораздо меньше по числен-
ности (как отмечено выше, всего пять семейств 
с одним ферментом), чем CYP. В отличие от CYP 
ксенобиотики не индуцируют экспрессию FMO. 

Исключением является FMO5, которая индуци-
руется в гепатоцитах рифампицином, в клетках 
HepG2 гиперфорином, в клетках рака молоч-
ной железы синтетическим прогестином R5020 
[Phillips, Shephard, 2017].

В отличие от CYP FMO, как показано выше, 
метаболизируют ряд эндогенных субстратов. 
FMO и CYP часто используют одни и те же суб-
страты, но в результате реакций образуются 
разные метаболиты, отличающиеся по токси-
кологическим и фармакологическим свойствам 
[Hao et al., 2009]. CYP, как и FMO, могут окис-
лять гетероатомы азота и серы, они чаще ка-
тализируют гидроксилирование, деалкилиро-
вание или эпоксидацию углерода [Guengerich, 
2001]. Если CYP обрабатывает большую часть 
ксенобиотиков со скоростью 1–20 молекул 
в минуту, то FMO – 30–60. CYP могут метабо-
лизировать субстрат до молекул, содержащих 
различные радикалы и другие электрофилы, 
в то время как FMO продуцируют не содержа-
щие радикалы соединения, которые обычно 
полярны и легко экскретируются из клетки. 
Ряд соединений в процессе биоактивации при 
участии CYP превращаются в высокотоксич-
ные производные, такие как эпоксиды, оксоны, 
первичные арил N-гидроксиамины. В частно-
сти, цитохромы семейства CYP1 метаболизи-
руют бензпирен до бензпирен-7,8-эпоксида, 
который окисляется эпоксидгидролазой до 
бензпирен-7,8-дигидродиола. Далее CYP1 ме-
таболизируют превращение этого интермедиа-
та в «суперканцероген» – бензпирен-7,8-диги-
дродиол-9,10-эпоксид [Смирнов и др., 2015]. 
Процесс получил название «биологическая ак-
тивация канцерогенов» [Beresford, 1993]. Окис-
ление при участии FMO приводит к образова-

Таблица 2. Семейства CYP и FMO, участвующие в функционировании системы биотрансформации
Table 2. CYP and FMO families involved in the functioning of the xenobiotic biotransformation system

Семейство
Family

Функции
Function

Состав
Composition

Названия
Name

CYP1 Mетаболизм ксенобиотиков 
и стероидов
Metabolism of xenobiotics 
and steroids

3 подсемейства, 3 гена, 
1 псевдоген
3 subfamilies, 3 genes, 
1 pseudogene

CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1

CYP2 « 13 подсемейств, 16 генов, 
16 псевдогенов
13 subfamilies, 16 genes, 
16 pseudogenes

CYP2A6, CYP2A7, CYP2A13, CYP2B6, 
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19, 
CYP2D6, CYP2E1, CYP2F1, CYP2J2, CYP2R1, 
CYP2S1, CYP2U1, CYP2W1

CYP3 « 1 подсемейство, 4 гена, 
2 псевдогена
1 subfamily, 4 genes, 
2 pseudogenes

CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, CYP3A43

FMO « 1 семейство, 5 генов, 
10 псевдогенов
1 family, 5 genes, 
10 pseudogenes

FMO 1–4, FMO5

Рис. 2. Схема окисления субстратов (R-H) цитохро-
мами Р-450 (CYP) и флавинмонооксигеназами (FMO)
Fig. 2. Scheme of substrate oxygenation (R-H) by cyto-
chromes P-450 (CYP) and flavin-containing monooxyge-
nase (FMO)
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нию нетоксичных молекул [Koukouritaki et al., 
2002].

Механизмы катализа FMO и CYP имеют су-
щественные различия. Цитохромы Р450 требу-
ют присутствия субстрата для начала катали-
тического цикла, а FMO нет [Krueger, Williams, 
2005]. CYP окисляет молекулы с помощью по-
следовательного одноэлектронного процесса, 
и по этой причине в результате катализа могут 
возникать высокореактивные, потенциально 
токсичные продукты, способные инактиви-
ровать или ингибировать саму молекулу CYP. 
Напротив, FMO окисляют субстраты с нуклео-
фильным гетероатомом через, как отмечено 
выше, двухэлектронный процесс, который при-
водит к образованию полярных, легко экскре-
тируемых продуктов биотрансформации.

В отличие от FMO, которые акцептируют 
электроны непосредственно от NADPH, CYP 
получают их от NADPH через дополнительный 
фермент NADPH-CYP-редуктазу и активируют 
кислород только после связывания с окисляе-
мым субстратом. В случае FMO образуется ста-
бильный 4α-гидропероксифлавин (FAD-OOH), 
а у CYP формируется относительно нестабиль-
ный комплекс Fe–O2. Для FMO предпочтитель-
ны нуклеофильные соединения, в то время как 
CYP акцептируют наименее нуклеофильные. 
CYP окисляют молекулы через ряд электро-
фильных реакций, сопровождающихся созда-
нием радикальных молекул, FMO окисляют со-
единения через реакции нуклеофильного при-
соединения [Cashman, 2004; Cashman, Zhang, 
2006]. В ряде случаев продукты реакций, ката-
лизируемых FMO, даже если они относительно 
реактивны, не ингибируют энзим, но могут ин-
гибировать или инактивировать находящиеся 
рядом белки, включая CYP [Kedderis, Rickert, 
1985; Cerny, Hanzlik, 2005].

Инкубирование микросомальной фракции 
при pH 8,4–9,4 приводило к прекращению ак-
тивности CYP (pH оптимум 7,4) и не воздейст-
вовало на активность FMO (pH оптимум 9–10). 
Другим отличием является более низкая тер-
мостабильность FMO. При отсутствии в среде 
NADPH подавление активности происходило 
при 50 °C, тогда как CYP сохраняли активность 
на уровне 85 % от начального [Cashman, 2005].

Детергенты могут подавлять функциональ-
ную активность CYP и не оказывать влияния 
на FMO. Например, относительно большие ко-
личества Тритона X100 применяются при рабо-
те с FMO3 без потери последней функциональ-
ной активности [Cashman, 2008].

Несмотря на то что список субстратов FMO 
меньше, чем CYP, они тем не менее игра-
ют чрезвычайно важную роль в метаболизме 

ксенобиотиков в фазе I биотрансформации 
[Hines et al., 1994]. Например, в метаболизме 
таких препаратов, как бензидамин, итоприд 
и арбидол, принимает участие FMO, а не CYP 
[Lang et al., 1998]. Некоторые соединения яв-
ляются субстратами для обоих ферментов (ди-
фенилгидрамин и ципразидон) [Lang, Rettie, 
2000]. Такой метаболит FMO, как ингибитор 
Src-киназы TG100435, также является субстра-
том и для CYP [Kousba et al., 2007].

Важным отличием FMO от CYP является то, 
что первый не подвержен ни быстрой индук-
ции, ни ингибированию. Предложена гипотеза, 
что в обычных условиях FMO существуют в пол-
ностью индуцированном состоянии из-за по-
стоянного воздействия на животных огромного 
количества субстанций, ежедневно получае-
мых с пищей [Mitchell, 2008].

Заключение

Флавинмонооксигеназы – ферменты, ис-
пользующие FAD в качестве кофермента и при-
сутствующие у всех без исключения предста-
вителей животного мира. Сейчас известно пять 
форм FMO (FMO1–5). Общий предшественник 
всех млекопитающих имел кластер, содержа-
щий FMO1–4 и отдельный локус FMO5, которые 
возникли из дупликации анцестрального гена 
примерно 210–275 млн лет назад. FMO метабо-
лизируют широкий спектр молекул, содержа-
щих нуклеофильные атомы S, N, P, Se.

FMO вместе с CYP являются неотъемлемой 
частью фазы I системы биотрансформации 
ксенобиотиков.

FMO и CYP часто окисляют одни и те же суб-
страты. Тем не менее окислительные циклы 
ферментов имеют существенные отличия. FMO 
окисляют субстраты с нуклеофильным гетеро-
атомом через двухэлектронный процесс, кото-
рый приводит к образованию полярных, легко 
экскретируемых нетоксичных продуктов. В ка-
талитическом цикле FMO образуется стабиль-
ное соединение 4α-гидропероксифлавин (FAD-
OOH), не требующее наличия субстрата. CYP 
окисляет субстрат через образование неста-
бильного комплекса кислорода с ионом железа 
переменной валентности (Fe–O2) и активирует-
ся только в присутствии субстрата. Неприятной 
особенностью метаболического цикла CYP мо-
жет быть превращение некоторых ксенобиоти-
ков, попадающих в организм, в активные мета-
болиты – стимуляторы канцерогенеза.

Изучение особенностей функционирования 
FMO, помимо фундаментальной направленно-
сти, имеет выраженный медицинский аспект, 
связанный с возникновением ряда заболева-
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ний из-за генетического полиморфизма этой 
группы белков. Полученный к настоящему вре-
мени массив данных указывает на важную роль 
FMO в функционировании системы биотранс-
формации эндогенных соединений и ксенобио-
тиков. Однако ряд вопросов, связанных с ме-
ханизмами субстратной специфики, особенно-
стями взаимодействия с другими семействами 
ферментов I фазы биотрансформации остается 
нерешенным. Поэтому необходимость продол-
жения исследований этой группы монооксиге-
наз не вызывает сомнений.

Финансовое обеспечение исследования 
осуществлялось из средств федерально-
го бюджета на выполнение государственно-
го задания КарНЦ РАН (№ 0218-2019-0076 
(№ г. р. АААА-А17-117031710039-3) «Биохими-
ческие механизмы, определяющие сходство 
и различия в развитии адаптаций у гидробион-
тов морских и пресноводных экосистем»).
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МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ ЯДРОВОЙ 
ДРЕВЕСИНЫ: ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ 
И МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ

Н. А. Галибина, К. М. Никерова, Ю. Л. Мощенская, М. А. Ершова
Институт леса КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Ядровая древесина – физиологически неактивная часть ксилемы, которая обра-
зуется в результате смерти клеток паренхимы и характеризуется накоплением 
экстрактивных веществ, придающих древесине устойчивость к биодеградации. 
В обзоре обобщена последняя информация об анатомических, биохимических 
особенностях формирования ядровой древесины, описаны ключевые стадии ее 
формирования у основных лесообразующих пород, рассмотрена ее биологическая 
роль. Отдельное внимание уделено описанию последних достижений в изучении 
генов, кодирующих ключевые ферменты углеводного и фенольного обменов, мета-
болизма гормонов, некоторые факторы транскрипции, экспрессия которых возра-
стает при образовании ядровой древесины. В обзоре представлены оригинальные 
гипотезы, которые рассматривают образование ядровой древесины как форму 
старения тканей и сравнивают с программируемой клеточной смертью.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: древесные растения; ксилогенез; заболонная древесина; 
транзитная зона; ядровая древесина; метаболиты; активность ферментов; экс-
прессия генов.

N. A. Galibina, K. M. Nikerova, Yu. L. Moshchenskaya, M. A. Yershova. 
PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR GENETIC ASPECTS 
OF HEARTWOOD FORMATION MECHANISMS

Heartwood is a physiologically inactive part of the xylem, which is formed as a result 
of parenchymal cell death and is characterized by the accumulation of extractives that 
prevent wood from biodegradation. The review summarizes the latest information about 
the anatomical and biochemical features of heartwood genesis, describes its major stag-
es in the main stand-forming species, and examines the biological role of heartwood. 
Special attention is given to recent advancements in the study of the genes encoding 
key enzymes of carbohydrate and phenolic metabolism, hormone metabolism, and some 
transcription factors that are overexpressed during heartwood formation. The review 
presents original hypotheses that consider heartwood formation as a form of tissue aging 
and compare it to programmed cell death.

K e y w o r d s: woody plants; xylogenesis; sapwood; transition zone; heartwood; metabo-
lites; enzyme activity; gene expression.
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Введение

В современном динамично изменяющемся 
обществе на фоне постоянно растущих энер-
гетических и экологических проблем древе-
сина приобретает все большее значение как 
важнейший возобновляемый источник энер-
гии и как промышленное сырье для производ-
ства многочисленных продуктов. В этой связи 
ускорение роста и улучшение качества древе-
сины, ее технологических свойств – основные 
задачи современной лесной биотехнологии. 
Формирование древесины (ксилемы) проис-
ходит в результате деятельности латеральной 
меристемы ‒ камбия. Производные камбия, 
обращенные внутрь ствола, дифференцируют-
ся в структурные элементы ксилемы: сосуды, 
трахеиды, волокна, клетки аксиальной и луче-
вой паренхимы. Этот процесс включает рост 
клеток растяжением, формирование вторич-
ной клеточной стенки и в случае волокон, со-
судов и трахеид ‒ программируемую клеточ-
ную смерть (ПКС). Живые клетки паренхимы 
участвуют в дыхательных процессах, обеспе-
чивают запасание питательных веществ и пе-
редвижение их по проводящим тканям расте-
ния. По мере роста дерева в нем происходит 
смерть паренхимных клеток ксилемы, резуль-
татом чего становится образование спелой, 
или ядровой (heartwood, HW) древесины. Часть 
ксилемы, которая содержит живые паренхим-
ные клетки с запасными (резервными) веще-
ствами, называется заболонной (sapwood, SW) 
древесиной [International…, 1964].

Заболонная древесина содержит 5–35 % жи-
вой паренхимы по объему [Panshin, de Zeeuw, 
1980]. У голосеменных растений этот показа-
тель составляет приблизительно 5–8 %, у по-
крытосеменных – 10–35 %. Клетки паренхимы 
во вторичной ксилеме могут быть чрезвычайно 
долгоживущими, продолжительность их жиз-
ни варьирует от 2 до 200 лет [Spicer, Holbrook, 
2007]. Количество и скорость образования 
ядровой древесины находятся под генетиче-
ским контролем [Taylor et al., 2002; Spicer, 2005] 
и различаются в зависимости от породы дере-
вьев, а также условий произрастания [Bamber, 
Fukazawa, 1985; Gjerdrum, 2003; Уголев, 2004; 
Nawrot et al., 2008; Wang et al., 2010].

Внутренние слои заболони, состоящие 
из живых клеток паренхимы, образуют хоро-
шо выраженную у некоторых пород область – 
транзитную (переходную) зону (transition zone, 
TZ) [International…, 1964; Shain, Mackay, 1973; 
Bowman et al., 2005]. В транзитной зоне синте-
зируются вещества, которые в дальнейшем на-
капливаются в ядровой древесине [Burtin et al., 

1998; Magel, 2000; Taylor et al., 2002; Spicer, 
2005].

Первые четкие определения SW и HW были 
даны в 1964 году Международной ассоциа-
цией анатомов древесины (International Asso-
ciation of Wood Anatomists, IAWA [1964, p. 32]). 
В 1987 году вышла книга William E. Hillis «Heart-
wood and tree exudates», в которой в одной 
из первых была собрана информация по фор-
мированию заболонной и ядровой древеси-
ны, показаны различия в химическом составе, 
а также обращено внимание на свойства древе-
сины в зависимости от соотношения SW и HW. 
В 2002 году PhD Adam M. Taylor с соавторами 
из университета Орегоны (Department of Wood 
Science and Engineering, Oregon State University, 
USA) представили обширный обзор литературы 
о причинах формирования ядровой древесины, 
типах ее образования у разных пород, фермен-
тах, которые участвуют в этих процессах [Taylor 
et al., 2002].

В отечественной древесиноведческой лите-
ратуре редко применяется деление древесины 
в рамках одного ствола на заболонную и ядро-
вую. В работах русских исследователей, на-
пример, специалистов по древесиноведению 
С. И. Ванина, Л. М. Перелыгина, Б. Н. Уголева 
говорится о делении пород деревьев на ядро-
вые – с потемнением центральной части дре-
весины, спелодревесные – у которых централь-
ная часть древесины не отличается по цвету, 
но имеет меньшую влажность, и заболонные 
породы, у которых центральная часть древеси-
ны не отличается ни по цвету, ни по влажности. 
Авторы подчеркивают возможность единого ха-
рактера образования ядровой древесины, ко-
торая может быть выражена в разной степени. 
Отмечается, что каждое дерево проходит путь 
образования спелой древесины, и у некото-
рых она может быть четко оформлена, образуя 
ядро [Иванов, 1939; Ванин, 1949; Уголев, 2004]. 
В англоязычной литературе для обозначения 
спелой древесины, не отличающейся по цвету 
от заболони, иногда используют термин «ripe-
wood» [Račko et al., 2018].

Разным аспектам изучения HW посвящено 
очень много работ, особенно в зарубежной ли-
тературе. Показано, что в результате образо-
вания HW снижается содержание сахаров, бел-
ков, запасных компонентов (крахмала, липидов) 
и увеличивается количество вторичных мета-
болитов фенольной природы, смол, экстрак-
тивных веществ, придающих древесине устой-
чивость к биодеградации [Hauch, Magel, 1998; 
Magel et al., 2000; Saito et al., 2008; Macfarlane 
et al., 2010; Wang et al., 2010; Pfautsch et al., 2012 
и др.]. В последнее время все больше внимания 
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уделяется изучению молекулярно-генетических 
показателей формирования HW. В известной 
нам литературе в основном исследуется уро-
вень экспрессии генов, кодирующих фермен-
ты, участвующие в биосинтезе флавоноидов 
[Yang et al., 2004; Huang et al., 2010; Lim et al., 
2016]. Образование HW иногда рассматрива-
ют как форму старения тканей и сравнивают 
с ПКС, которая происходит при формировании 
из ксилемных производных камбия сосудов, во-
локон и трахеид [Taylor et al., 2002; Spicer, 2005; 
Fromm, 2013; Lim et al., 2016].

В настоящей работе обобщена информация 
об анатомических, биохимических особенно-
стях формирования HW, о роли генов, регули-
рующих ключевые стадии ее формирования.

Биологическая роль ядровой древесины

Живые клетки паренхимы SW являются свя-
зующим звеном для симпласта и апопласта 
древесных тканей и выполняют важные функ-
ции в различных процессах, таких как запа-
сание углеводов, транспорт воды от корней 
к листве и раневой ответ, в то время как HW 
не играет видимой физиологической роли [Hil-
lis, 1987; Taylor et al., 2002; Beekwilder et al., 
2014; Celedon et al., 2016]. В отличие от SW HW 
имеет важные для деревоперерабатывающей 
промышленности качества (цвет, низкая влаж-
ность, устойчивость к биодеградации) [Schef-
fer, Cowling, 1966; Bamber, Fukazawa, 1985; Hil-
lis, 1987; Onuorah, 2001; Taylor et al., 2002; Eke-
berg et al., 2006].

HW часто темнее по цвету, чем заболонь. 
Более темный цвет обусловлен вторичными 
метаболитами, экстрактивными вещества-
ми HW. Токсичные экстрактивные соединения 
в HW определяют ее естественную устойчи-
вость к биодеградации [Bamber, Fukazawa, 
1985; Hillis, 1987]. Удаление экстрактивных 
веществ приводит к тому, что прочные формы 
древесины становятся восприимчивы к гние-
нию [Smith et al., 1989]. Напротив, добавление 
экстрактивных веществ повышает устойчи-
вость к гниению нормальной, склонной к рас-
паду древесины [Smith et al., 1989; Onuorah, 
2001]. Среди экстрактивных веществ основную 
массу составляют стильбены и смоляные кис-
лоты. Отдельные деревья сосны существенно 
различаются между собой по количеству стиль-
бенов в ядровой древесине, при этом указан-
ный признак может передаваться от родителей 
потомству [Harju, Venäläinen, 2006; Harju et al., 
2009; Partanen et al., 2011]. Помимо прямой 
фунгицидной активности стильбены облада-
ют антиоксидантными свойствами, тем самым 

защищая растение от свободных радикалов, 
используемых многими грибковыми патогена-
ми для разрушения клеточных стенок расте-
ния [Schultz, Nicholas, 2000; Belt et al., 2017]. 
Процесс формирования HW сопровождается 
эмболией, деградацией и инкрустацией экс-
трактивными веществами пор у проводящих 
элементов ксилемы, что значительно снижает 
проницаемость древесины и приводит к пре-
кращению транспорта воды [Panshin, de Zeeuw, 
1980; Yamamoto, 1982; Sperry et al., 1991; Fujii 
et al., 1997]. Закрытие пор также препятствует 
проникновению организмов, вызывающих гни-
ение, в древесине.

Процесс образования HW может сопрово-
ждаться рециркуляцией из нее питательных 
веществ в SW подобно резорбции питательных 
веществ от стареющих листьев [Bamber, Fuka-
zawa, 1985]. При этом биогенные вещества мо-
гут представлять собой значительный источник 
питательных веществ, например, формирова-
ние HW у Eucalyptus obliqua поставляет 31 % 
всего фосфора, требующегося дереву [Taylor 
et al., 2002]. При изучении рециркуляции ми-
неральных элементов из ядровой древесины 
в заболонь у Chamaecyparis thyoides было об-
наружено, что их уровень в заболони деревьев, 
растущих на участках с низкой концентрацией 
питательных веществ в почве, поддерживался 
на уровне, сопоставимом с таковым на участ-
ках, более богатых питательными веществами. 
При этом у деревьев на бедных почвах в HW 
было относительно мало этих элементов. В за-
висимости от типа распределения элементов 
вдоль поперечной оси древесины было пред-
ложено разделить их на три категории: мобиль-
ные (N, P, K), промежуточные (Mg, Zn) и непод-
вижные (Ca, Mn) [Taylor et al., 2002]. При оценке 
данных о содержании минеральных элементов 
в древесине у 22 видов голосеменных и 71 вида 
покрытосеменных установлено, что количество 
P, N, K и S в HW ниже, чем в SW [Hillis, 1987; Ma-
gel, Holl, 1993; Magel et al., 2000; Meerts, 2002; 
Saito et al., 2008]. Для других элементов, таких 
как Ca, Mg, Mn, Fe, Al или As, структура распре-
деления между SW и HW является более слож-
ной и зависит от вида [Meerts, 2002] и условий 
произрастания [Houle et al., 2008]. На приме-
ре Cryptomeria japonica изучение радиального 
транспорта металлов путем введения рубидия 
(Rb) и европия (Eu) в заболонь выявило два 
этапа в этом процессе: (1) активный транспорт 
из заболони к внешней части HW через клетки 
лучевой паренхимы и (2) диффузия в HW [Oka-
da et al., 2011, 2012].

Формирование ядровой древесины регу-
лирует количество заболони на оптимальном 
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для растения уровне, поддерживая тем самым 
баланс между объемом автотрофной и гете-
ротрофной ткани. Соотношение HW/SW влия-
ет на такие процессы, как (1) поддержание 
структуры (механическая функция), (2) водный 
транспорт, (3) запасание резервных соедине-
ний и (4) энергетические затраты на дыхание 
живой заболони [Taylor et al., 2002; Spicer, 2005; 
Mancuso, Shabala, 2010].

Этапы формирования ядровой древесины

У деревьев всех пород в раннем возрасте 
древесина состоит только из заболони и лишь 
с течением времени начинается отмирание 
живых клеток паренхимы. С возрастом у мно-
гих древесных видов доля HW начинает зани-
мать значительную часть ксилемы [Taylor et al., 
2002; Spicer, 2005; Mancuso, Shabala, 2010]. 
Формирование HW начинается у белой акации 
на 2-й год, у некоторых видов эвкалипта – при-
мерно в 5 лет, у сосны – в 12–20 лет, у ясе-
ня – в 60–70 лет и у бука – в 80–100 лет [Ива-
нов, 1939; Dadswell, Hillis, 1962]. Можно выде-
лить несколько этапов при формировании HW: 
обезвоживание ксилемы в транзитной зоне, 
отложение экстрактивных веществ, измене-
ния в структуре клеточной стенки, разрушение 
ядра клеток [Nakada, Fukatsu, 2012].

В хвойных породах TZ содержит мень-
ше воды, чем SW [Nakada et al., 1999, Nakada, 
2006, 2007; Kuroda et al., 2009]. Исчезновение 
воды на границе между заболонью и транзит-
ной зоной – одно из первых событий в образо-
вании ядровой древесины [Nakada, 2006, 2007; 
Kuroda et al., 2009]. Отсутствие транспорта 
воды в HW обусловлено закрытием пор, соеди-
няющих клетки между собой. Поры могут быть 
блокированы инкрустацией экстрактивными 
веществами, которая происходит резко на гра-
нице HW/SW или в TZ [Yamamoto, 1982].

Экстрактивные вещества HW синтезируются 
из локально доступных соединений и метабо-
литов, транслоцированных из флоэмы и забо-
лони [Hillis, 1987]. Процесс отложения соеди-
нений HW называют «псевдоодревеснением», 
поскольку он отличается от лигнификации – 
процесса, при котором лигнин откладывается 
в клеточных стенках формирующихся элемен-
тов ксилемы [Magel et al., 2000].

Гибель клеток паренхимы является клю-
чевым этапом в формировании HW. Shain и 
Mackay [1973], определяя жизнеспособность 
паренхимы древесины (путем измерения по-
требления кислорода и/или путем наблюдения 
цитологических изменений), продемонстриро-
вали, что активность лучевой паренхимы по-

степенно снижается с увеличением расстояния 
от камбия. При этом в TZ наблюдается всплеск 
метаболизма, что, по мнению авторов, связано 
с интенсивными обменными процессами в пе-
реходной зоне, предшествующими формиро-
ванию HW. На примере разных видов (Crypto-
meria japonica, Melia azedarach, Pinus sylvestris, 
Larix decidua, Pseudotsuga menziesii и Robinia 
pseudoacacia) было показано, что разрушению 
ядра в клетках паренхимы предшествуют раз-
личные изменения в его форме [Hillis, 1987]. 
Несмотря на большое число гипотез, высказан-
ных за долгую историю изучения HW, факторы, 
которые запускают и регулируют этот процесс, 
до сих пор неизвестны. В настоящее время 
смерть лучевых клеток паренхимы древеси-
ны понимают как активный, контролируемый 
на генетическом уровне процесс старения кле-
ток [Spicer, 2005; Spicer, Holbrook, 2007].

R. Nakada и E. Fukatsu [2012], изучая на при-
мере Larix kaempferi (Lamb.) Carriere сезонные 
изменения в тканях ствола при формирова-
нии HW, выдвинули предположение, что деги-
дратация трахеид является инициацией этого 
процесса. Как показали авторы, разные этапы 
формирования HW происходят в разные сезо-
ны (рис. 1): в первую очередь наблюдается ис-
чезновение свободной воды из просвета тра-
хеид (т. е. переход от заболони к транзитной 
зоне); ПКС клеток лучевой паренхимы проис-
ходит между апрелем и июлем, когда камбий 
наиболее активен; и, наконец, окрашенные 
экстрактивные вещества ядровой древесины 
(т. е. переход от TZ к HW) откладываются позд-
ней осенью и ранней зимой [Nakada, Fukatsu, 
2012].

Метаболические процессы при 
формировании ядровой древесины

Образование HW – запрограммированная 
гибель клеток в стареющих слоях заболони – 
является последним этапом в жизненном цикле 
живых паренхимных клеток ксилемы, сопрово-
ждающимся снижением скорости метаболизма 
и ферментативной активности.

Гибель клеток паренхимы ксилемы начина-
ется с уменьшения содержания белков и за-
пасных веществ (крахмала, липидов) из-за 
повышенной активности гидролизующих фер-
ментов, таких как амилазы, фосфатазы и липа-
зы [Burtin et al., 1998; Magel et al., 2000]. В пе-
реходной зоне возрастает гидролиз сахарозы, 
образующейся при расщеплении полимеров, 
а также в результате постоянного импорта 
из внешних тканей заболони. Утилизация са-
харозы происходит при участии ферментов ее 
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гидролиза: сахарозосинтазы (СС) и инвертазы 
(рис. 2) [Xu et al., 1989; Magel et al., 2000]. Вы-
сокая активность этих ферментов поддержива-
ет акцепторные свойства TZ.

Вначале продукты распада сахарозы (фрук-
тоза, глюкоза и UDP-глюкоза) преимущест-
венно используются для получения энергии 
(субстратное и окислительное фосфорилиро-
вание) [Holl, Lendzian, 1973; Magel, Holl, 1993] 
и в незначительной степени для синтеза экс-
трактивных веществ. Экстрактивные вещества 
фенольной природы являются сильными инги-
биторами транспорта электронов в митохон-
дриях, на основании чего митохондрии счита-
ются первыми органеллами, прекращающими 
активность при формировании HW [Ziegler, 
1968; Hillis, 1987].

Углеродные скелеты, накапливающиеся за 
счет нефункциональных митохондрий (фос-

фоенолпируват), вместе с продуктом пентозо-
фосфатного пути (ПФП) (эритрозо-4-фосфат) 
(рис. 2) являются основными субстратами ши-
киматного пути – механизма, используемого 
растениями для образования бензольного ядра 
(рис. 3). В переходной зоне и/или внутренних 
слоях заболони обнаруживается повышение 
активности некоторых ферментов цикла Креб-
са (малат- и сукцинатдегидрогеназа), а также 
фермента, катализирующего первую реак-
цию ПФП (глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа) 
[Hauch, Magel, 1998].

Конечным продуктом шикиматного пути яв-
ляется фенилаланин (рис. 3), который включа-
ется в биосинтез флаваноидов посредством 
фенилпропаноидного метаболизма и биосин-
тетических путей флаваноидов (рис. 4) [Hillis 
1987; Magel et al., 2000; Beritognolo et al., 2002]. 
При этом участвуют такие ферменты, как фе-

Рис. 1. Схематическое изображение сезонных изменений, происходящих в тканях ксилемы при формирова-
нии ядровой древесины [по: Nakada, Fukatsu, 2012 с изменениями]
Fig. 1. Schematic representation of seasonal changes occurring in xylem tissues during the heartwood formation 
[after: Nakada, Fukatsu, 2012 with changes]
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Рис. 2. Пути метаболизации сахарозы и основные этапы гликолиза и пентозо-фосфатного пути, предшеству-
ющие формированию ядровой древесины:
СС – сахарозосинтаза, ИНВ – инвертаза, ГК – гексокиназа, ФК – фруктокиназа, ФФК – фосфофруктокиназа, АЛД – альдола-
за, ТФИ – триозофосфатизомераза, ГАФДГ – глицеральдегидфосфатдегидрогеназа, ФГК – фосфоглицерокиназа, ФГМ – 
фосфоглицеромутаза, ФЕПКК – фосфоенолпируваткарбоксикиназа, Г6ФДГ – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа, 6-ФДГ – 
6-фосфоглюконатдегидрогеназа, РФЭ – рибулозо-5-фосфат-3-эпимераза, ТКЛ – транскетолаза, ТАЛ – трансальдолаза

Fig. 2. Sucrose metabolism pathways and the main stages of glycolysis and the pentose phosphate pathway preced-
ing the heartwood formation:
СС – sucrose synthase, ИНВ – invertase, ГК – hexokinase, ФК – fructokinase, ФФК – phosphofructokinase, АЛД – aldolase, 
ТФИ – triosephosphate isomerase, ГАФДГ – glyceraldehyde phosphate dehydrogenase, ФГК – phosphoglycerokinase, ФГМ – 
phosphoglyceromutase, ФЕПКК – phosphoenolpyruvate carboxykinase, Г6ФДГ – glucose-6-phosphate dehydrogenase, 6-ФДГ – 
6-phosphogluconate dehydrogenase, РФЭ – ribulose-5-phosphate-3-epimerase, ТКЛ – transketolase, ТАЛ – transaldolase
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нилаланинаммиаклиаза (ФАЛ) – ключевой фер-
мент, переключающий метаболизм на синтез 
флаваноидов; халконсинтаза (ХС) – ключевой 
фермент синтеза флаваноидных компонен-
тов; флаванон-3-гидроксилаза и дигидрофла-
ванол-4-редуктаза [Burtin et al., 1998; Duroux 
et al., 1998; Magel et al., 2000; Beritognolo et al., 
2002; Taylor et al., 2002; Mayer et al., 2006; Mo-
rais, Pereira, 2012]. Несмотря на повышенную 
активность этих ферментов в TZ, считается, 
что основная масса экстрактивных веществ 
ядровой древесины формируется вторичными 
реакциями, такими как гидролиз фенольных 
гликозидов [Duroux et al., 1998], окисление, 
интерконверсия и полимеризация низкомоле-
кулярных фенольных соединений [Dellus et al., 
1997; Burtin et al., 1998], в которых в качестве 
ферментов могут выступать пероксидазы [De-
hon et al., 2002].

Выделяют два типа образования HW, осно-
ванные на макро- и микроскопических и био-
химических исследованиях, – Robinia-Type (се-
мейство Бобовые) и Juglans-Type (семейство 
Ореховые). У растений, отнесенных к первому 
типу, экстрактивные вещества накапливают-
ся в узкой зоне между заболонью и ядровой 
древесиной. При этом в стареющей заболо-
ни нет никаких фенольных прекурсоров [Nair 
et al., 1981; Bergström et al., 1999; Bergström, 
2003; Magel et al., 2000]. Экстрактивные веще-
ства синтезируются из сахарозы, образуемой 
из крахмала [Magel et al., 2000]. В TZ повыша-
ется активность СС, ФАЛ и ХС. Молекулярный 
анализ показал, что если активность ХС регу-
лируется на уровне экспрессии кодирующих ее 
генов, то активности ФАЛ – в основном на пост-
трансляционном уровне [Magel, Hübner, 1997; 
Magel et al., 2000].

У растений, отнесенных ко второму типу, 
фенольные прекурсоры аккумулируются в ста-
реющих тканях заболони и уже преобразуются 
в TZ [Burtin et al., 1998; Taylor et al., 2002]. При-
сутствие этих веществ, по-видимому, вызывает 
нежелательное изменение цвета заболони во 
время транспортировки и хранения древесины 
[Koch, 2004] или запланированное во время об-
работки паром [Burtin et al., 1998]. Фенольные 
экстрактивные вещества также могут синтези-
роваться de novo из сахаров в TZ [Beritognolo 
et al., 2002] за счет деятельности ФАЛ и ХС, как 
у первого типа [Dellus et al., 1997; Burtin et al., 
1998; Mayer et al., 2006]. Встречается у таких 
растений, как Pseudotsuga [Dellus et al., 1997], 
Platycarya [Tanaka et al., 1998], Prunus serotina 
[Mayer et al., 2006] и Eucalyptus globulus [Mo-
rais, Pereira, 2012].

Рис. 3. Схематическое изображение этапов шики-
матного пути:
ДАГФ – 3-дезокси-D-арабиногептулозонат-7-фосфат, 
ДГХС – 3-дегидрохинатсинтаза, ДГХД – 3-дегидрохинат-
дегидротаза, ШК – шикиматкиназа, ЕПШФС – 5-енолпи-
рувилшикимат-3-фосфатсинтаза, ХС – хоризматсинтаза, 
ХМ – хоризматмутаза, ПАТ – префенатаминотрансфераза, 
АДГ – аргенатдегидрогеназа

Fig. 3. Schematic representation of the shikimate path-
way stages:
ДАГФ – 3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate, 
ДГХС – 3-dehydroquinate synthase, ДГХД – 3-dehydroquinate 
dehydrotase, ШК – shikimate kinase, ЕПШФС – 5-enolpyruvil-
shikimate-3-phosphate synthase, ХС – chorismate synthase, 
ХМ – chorismate mutase, ПАТ – prephenate aminotransferase, 
АДГ – argenate dehydrogenase
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Молекулярно-генетический контроль 
формирования ядровой древесины

До сих пор неясно, когда и как происходит 
инициирование образования HW. В некоторых 
работах [Magel et al., 2000; Plomion et al., 2001; 
Yang et al., 2004; Spicer, 2005; Huang et al., 2009] 
формирование HW определяется как сложный 
биологический процесс, обусловленный ПКС 
клеток лучевой паренхимы в TZ, ориентирован-
ных как в осевом, так и в радиальном направле-
нии. Имеются данные об участии растительных 
гормонов – этилена и ауксина в регуляции об-
разования HW [Hillis, 1987; Nilsson et al., 2002; 
Yang et al., 2004; Lim et al., 2016]. Известно, 
что образование HW у древесных пород в зна-
чительной степени зависит от скорости роста, 
возраста, вида и условий окружающей среды 
[Gjerdrum, 2003], вместе с тем в литературе 
имеется множество данных, что этот процесс 
регулируется молекулярно-генетическими фак-

торами [Yang et al., 2004; Huang et al., 2009; Lim 
et al., 2016; Celedon, Bohlmann, 2017].

В некоторых работах [Yang et al., 2004; Huang 
et al., 2009; Lim et al., 2016; Celedon, Bohlmann, 
2017] показано изменение экспрессии генов 
в ходе образования HW. Транскриптомный ана-
лиз позволил выявить ряд генов – индикаторов 
образования HW, имеющих статистически зна-
чимую дифференциальную экспрессию в TZ, 
по сравнению с SW (табл.). Полученные дан-
ные показывают, что в TZ в большей степени 
экспрессируются те гены, которые участвуют 
в процессах вторичного метаболизма, в ходе 
которых образуются экстрактивные вещества.

В исследованиях, проведенных на растени-
ях Robinia pseudoacacia L. и Juglans nigra, была 
показана корреляция между содержанием экс-
трактивных веществ в TZ и уровнем транскрип-
ции генов, кодирующих ФАЛ (PAL) и ХС (CHS) 
[Magel, Hübner, 1997; Beritognolo et al., 2002]. 
Исследование древесины сосны обыкновенной 

Рис. 4. Основные этапы биогенеза фенилпропаноидов и флавоно-
идов при формировании ядровой древесины:
ФАЛ – фенилаланинаммиаклиаза, 4ГТК – 4-гидроксилаза транс-ко-
ричной кислоты, ФОК – фенолоксидаза, ОМТ – о-метилтрансфераза, 
ХС – халконсинтаза

Fig. 4. Main stages of phenylpropanoids and flavonoids biogenesis 
in the heartwood formation:
ФАЛ – phenylalanine ammonia lyase, 4ГТК – 4-hydroxylase of trans-cinnam-
ic acid, ФОК – phenoloxidase, ОМТ – о-methyltransferase, ХС – chalcone 
synthase
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Гены, гиперэкспрессирующиеся в транзитной зоне по сравнению с заболонью в ходе формирования ядро-
вой древесины
Genes overexpressed in the transition zone compared to sap wood during heartwood formation

Ген
Gene

Название белка
Protein name

Ссылка
Reference

Метаболизм сахарозы
Metabolism of sucrose

SUS Сахарозосинтаза
Sucrose synthase

Yang et al., 2004; Lim et al., 2016

PFK Фосфофруктокиназа
Phosphofructokinase

Lim et al., 2016; Lim, 2017

INV Инвертаза
Invertase

«

FK Фруктокиназа
Fructokinase

«

GPI Глюкозо-6-фосфатизомераза
Glucose-6-phosphate isomerase

«

HK Гексокиназа
Hexokinase

«

Гликолиз
Glycolysis

FBA Фруктозо-1,6-дифосфатальдолаза
Fructose-1,6-diphosphate aldolase

«

TAL Трансальдолаза
Transaldolase

«

TFI Триозофосфатизомераза
Triosephosphate isomerase

«

PGK Фосфоглицераткиназа
Phosphoglycerate kinase

«

ENO Енолаза
Enolase

Yang et al., 2004; Lim et al., 2016; Lim, 2017

Пентозо-фосфатный путь
Pentose-phosphate pathway

G6PDH Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа
Glucose-6-phosphate dehydrogenase

Lim et al., 2016; Lim, 2017

6PGDH 6-фосфоглюконатдегидрогеназа
6-phosphogluconate dehydrogenase

«

TKL/TKT Транскетолаза
Transketolase

«

Глюконеогенез
Gluconeogenesis

PEPCK Фосфоенолпируваткарбоксикиназа
Phosphoenolpyruvate carboxykinase

Yang et al., 2004; Lim et al., 2016; Lim, 2017

Шикиматный путь
Shikimate pathway

DHS 3-дезокси-D-арабиногептулозонат-
7-фосфатсинтаза
3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate 
synthase

Lim et al., 2016; Lim, 2017

DHQS Дегидрохиннатсинтаза
Dehydroquinnate synthase

«

SDH Шикиматдегидрогеназа
Shikimate dehydrogenase

«

SK Шикиматкиназа
Shikimate kinase

«

EPSPS 5-енолпирувилшикимат-3-фосфатсинтаза
5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase

«

CS Хоризматсинтаза
Chorismate synthase

«

CM Хоризматмутаза
Chorismate mutase

«

PDT Префенатдегидратаза
Prephenate dehydratase

«
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Ген
Gene

Название белка
Protein name

Ссылка
Reference

Биогенез фенилпропаноидов и флавоноидов
Biogenesis of phenylpropanoids and flavonoids

PAL Фенилаланинаммиаклиаза
Phenylalanine ammonia lyase

Beritognolo et al., 2002; Yang et al., 2004; Lim et al., 
2016; Celedon, Bohlmann, 2017; Lim, 2017

4CL 4-кумарат-КоА-лигаза
4-coumarate-CoA ligase

Hauch, Magel, 1998; Magel et al., 2000; Beritognolo 
et al., 2002; Lim et al., 2016; Celedon, Bohlmann, 2017

STS Стильбенсинтаза
Stilbene synthase

Lim et al., 2016; Celedon, Bohlmann, 2017; Lim, 2017

OMT О-метилтрансфераза
O-methyl transferase

Yang et al., 2004; Lim et al., 2016;

CHS Халконсинтаза
Chalcone synthase

Magel, Hübner, 1997; Beritognolo et al., 2002

Метаболизм гормонов
Hormone metabolism

Ga2ox Гибберелин-2-оксидаза
Gibberelin-2-oxidase

Lim et al., 2016; Lim, 2017

ACO Аминоциклопропан-1-карбоксилатоксидаза
Aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase

«

SAM S-аденозилметионинсинтаза
S-adenosylmethionine synthase

Yang et al., 2004; Lim et al., 2016; Lim, 2017

Дегидратация и программируемая клеточная смерть
Dehydration and programmed cell death

BFN Бифункциональная эндонуклеаза
Bifunctional endonuclease

Lim et al., 2016; Lim, 2017

DRP Белки, связанные с высыханием растений DRPs 
(Desiccation-Related Protein) 

«

Формирование клеточной стенки и лигнификация
Cell wall formation and lignification

HCT Шикимат-О-гидроксициннамоилтрансфераза
Shikimate-O-hydroxycinnamoyl transferase

«

С3Н Кумарат-3-гидроксилаза
Coumarate-3-hydroxylase

«

CCOMT Каффеоил-КоА-О-метилтрансфераза
Caffeoyl-CoA-O-methyl transferase

Lim et al., 2016; Lim, 2017; Paasela et al., 2017

CCR Циннамоил-КоА-редуктаза
Cinnamoil-CoA reductase

Lim et al., 2016; Lim, 2017

CAD Циннамоил-алкоголь-дегидрогеназа
Cinnamoyl alcohol dehydrogenase

Yang et al., 2004; Lim et al., 2016; Lim, 2017

ABF α-L-арабинофуранозидаза
α-L-arabinofuranosidase

Lim et al., 2016; Lim, 2017

XET Ксилоглюкан-эндотрансгликозилаза
Xyloglucan endotransglycosylase

«

Факторы транскрипции
Transcription factors

MYB MYB-белок (myeloblastosis)
MYB- protein (myeloblastosis) 

«

NAC NAC-доменсодержащий белок
NAC-domain-containing protein

Lim et al., 2016

KNAT3 Гомеодоменсодержащий белок (KNOTTED-like for 
Arabidopsis thaliana)
Homeodomain-containing protein (KNOTTED-like for 
Arabidopsis thaliana) 

Huang et al., 2009

Ответные реакции растений
Plant responses

CHI (Class VII) Хитиназа (Class VII)
Chitinase (Class VII) 

Lim et al., 2016; Lim, 2017

PR10 PR-белок (pathogenesis-related)
PR-protein (pathogenesis-related) 

«

Окончание табл.
Table (continued)
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с использованием транскриптомного анализа 
также выявило повышенный паттерн экспрес-
сии гена PAL, а также генов 4CL, STS, OMT, коди-
рующих 4-кумарат-КоА-лигазу, стильбенсинта-
зу и O-метилтрансферазу соответственно [Yang 
et al., 2004; Lim et al., 2016; Lim, 2017]. Данные 
ферменты играют ключевую роль в биосинтезе 
фенилпропаноидов в TZ, что является особен-
ностью формирования ядровой древесины 
у хвойных пород [Celedon, Bohlmann, 2017].

У растений Pinus sylvestris во время форми-
рования HW также активируются гены биосин-
теза лигнина [Yang et al., 2004; Lim et al., 2016; 
Lim, 2017; Paasela et al., 2017] (табл.). Одним 
из основных компонентов экстрактивных ве-
ществ хвойных пород являются смоляные кис-
лоты, однако в работе Lim c соавторами [2016] 
показано, что экспрессия генов TPS и CYP720B, 
кодирующих дитерпенсинтазу и цитохром 
P450, была выше в SW, по сравнению с TZ, в те-
чение всего года. Полученные данные указы-
вают на то, что смоляные кислоты у P. sylvestris 
загружаются из заболони, а не синтезируются 
в переходной зоне, из чего следует, что фор-
мирование ядровой древесины у данного вида 
относится к типу II [Celedon, Bohlmann, 2017].

На растениях P. sylvestris и Robinia pseudoaca-
cia была показана также гиперэкспрессия генов 
G6PDH, 6PGDH, TKL/TKT, PEPCK, кодирующих 
ферменты гликолиза и ПФП (глюкозо-6-фосфат-
дегидрогеназа, 6-фосфоглюконатдегидрогена-
за, транскетолаза, фосфоенолпируваткарбок-
сикиназа) [Yang et al., 2004; Lim et al., 2016; Lim, 
2017]. Интересными являются данные по уровню 
экспрессии гена, кодирующего СС (SUS), пока-
зано 4–5-кратное ее увеличение в TZ, по сравне-
нию с SW [Yang et al., 2004; Lim et al., 2016; Lim, 
2017]. Активность СС часто рассматривают как 
показатель метаболитической активности расти-
тельных тканей [Winter, Hubner, 2000], что указы-
вает на возможный синтез метаболитов в тран-
зитной зоне еще до начала ПКС.

Наряду с вышеперечисленными генами важ-
ную роль в регуляции ПКС, процессов вторич-
ного метаболизма, ответных реакций, а также 
реакций биосинтеза компонентов вторичной 
клеточной стенки играют факторы транскрип-
ции (ТФ), в частности ТФ с NAC-доменом 
и MYB-доменом [Dubos et al., 2010; Bollhöner 
et al., 2012; Nakano et al., 2015]. В исследова-
нии, проведенном на сосне [Lim et al., 2016; Lim, 
2017], выявлена гиперэкспрессия MYB и NAC 
в TZ по сравнению с SW в течение всего года. 
Было также показано, что экспрессия данных 
ТФ коррелирует с экспрессией генов, вовле-
ченных в биосинтез стильбенов в TZ. В ходе 
работы, проведенной на растениях Juglans nig-

ra L. [Huang et al., 2009], получены данные, сви-
детельствующие также о возможном участии 
в формировании HW еще одного ТФ – KNAT3 
(KNOTTED-likefor Arabidopsis thaliana 3). Выяв-
лено значительное превышение уровня транс-
крипции гена KNAT3 в TZ и внутренних слоях 
заболони по сравнению с внешней заболонью.

Исследования, проведенные на растениях 
разных видов, показали, что при формировании 
HW, так же как и при ПКС, происходит наруше-
ние целостности клеток, фрагментация ядра, 
дегенерация митохондрий, разрушение ваку-
олей и высвобождение фенольных экстрактив-
ных веществ [Hauch, Magel, 1998; Magel et al., 
2000]. В некоторых исследованиях [Farage-Bar-
hom et al., 2008; Bollhöner et al., 2012] имеются 
данные о том, что важным участником регуля-
ции ПКС растений является бифункциональная 
эндонуклеаза, кодируемая геном BFN. Наряду 
с этим на растениях P. sylvestrys показано трид-
цатикратное увеличение экспрессии гена BFN 
в TZ в ходе формирования HW [Lim et al., 2016; 
Lim, 2017]. Гиперэкспрессия гена BFN согласу-
ется с имеющимися данными о ядерной дегра-
дации клеток лучевой паренхимы в TZ. Это сви-
детельствует, что ПКС действительно является 
этапом формирования HW [Taylor et al., 2002; 
Spicer, 2005; Nakada, Fukatsu, 2012].

Имеющиеся в литературе данные указыва-
ют на то, что формированию HW предшествует 
потеря воды в TZ [Rust, 1999; Bergström, 2003; 
Nakada, Fukatsu, 2012]. В исследованиях Lim 
c соавт. [2016, 2017] показано снижение в TZ 
уровня транскрипции генов, кодирующих белки-
аквапорины, связанные с межклеточным тран-
спортом и гомеостазом [Hachez et al., 2006]. 
На фоне снижения экспрессии аквапоринов 
в TZ, по сравнению с заболонью, наблюдается 
превышение уровня транскрипции генов DRP 
(Desiccation-Related Protein), кодирующих бел-
ки, связанные с высыханием растений. Гипер-
экспрессия DRPs защищает клетки переходной 
зоны от дефицита воды в ходе формирования 
HW. Кроме того, в TZ показана высокая, по срав-
нению с заболонью, активность генов PR10 
и CHI, кодирующих PR-белок (pathogenesis-re-
lated) и хитиназу участвующих в защитных реак-
циях растений [Lim et al., 2016; Lim, 2017]. Пока-
зано, что хитиназа участвует также в лигнифика-
ции вторичной клеточной стенки [Grover, 2012].

Заключение

С момента первого описания разных по каче-
ству частей древесины (заболонной и ядровой), 
выявления того, что свойства древесины суще-
ственно зависят от соотношения этих частей, 
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и до настоящего времени у специалистов раз-
ных областей не уменьшался интерес к изуче-
нию процесса формирования ядровой древеси-
ны. В зависимости от развития приборной базы 
и появления современных методов исследова-
ния приоритетными были разные аспекты этой 
проблемы: изучение анатомических особенно-
стей и анализ жизнедеятельности паренхимных 
клеток при формировании ядровой древесины; 
химический состав заболонной и ядровой дре-
весины; биохимические вопросы, включающие 
изучение ферментов углеводного и фенольного 
метаболизма, которые задействованы в форми-
ровании ядровой древесины; изучение экспрес-
сии генов углеводного и фенольного метаболиз-
ма; поиск транскрипционных факторов, регу-
лирующих формирование ядровой древесины; 
изучение образования ядровой древесины с по-
зиций программируемой клеточной смерти.

Несмотря на долгую историю изучения фор-
мирования ядровой древесины, наши знания 
о механизмах, регулирующих ее образование, 
ограничены. Экспериментально трудно наблю-
дать процессы, происходящие в заболони и при-
водящие к образованию ядровой древесины. Это 
связано с невысоким процентом живых клеток 
в пределах переходной зоны и, следовательно, 
малым количеством ДНК и РНК, которые, кроме 
того, имеют низкое качество. Накопление фе-
нольных компонентов в клетках паренхимы также 
затрудняет применение современных биохими-
ческих и молекулярных методов. В связи с этим 
процесс формирования ядровой древесины 
остается малоизученным и требует дальнейшего 
исследования у многих коммерчески важных ви-
дов и основных лесообразующих пород.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания КарНЦ РАН (Институт леса КарНЦ РАН).
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.3

СОПРЯЖЕННОСТЬ КОНФОРМАЦИОННЫХ И ФАЗОВЫХ 
СОСТОЯНИЙ СЫВОРОТОЧНОГО АЛЬБУМИНА В СОЛЕВЫХ 
РАСТВОРАХ ПО ДАННЫМ МЕТОДА ЭПР СПИНОВЫХ МЕТОК

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

Использование сывороточных альбуминов (СА) в модельных системах при иссле-
довании биологической активности химических соединений и наноматериалов, 
а также физико-химических, в частности фазовых, свойств биологических жидко-
стей, в том числе нуклеоплазмы и цитоплазмы живой клетки, требует более глубо-
ких представлений о взаимосвязи конформационных (структурно-динамических) 
состояний белковых молекул с фазовыми состояниями белковых дисперсий в ши-
роком диапазоне температур и составов. Обычно используемые при изучении этой 
взаимосвязи совместное построение и анализ кривой стабильности белка и фазо-
вых диаграмм белкового раствора существенно осложнены в случае сывороточ-
ного альбумина повышенной склонностью этого белка к агрегации. В настоящей 
работе для этих целей предлагается экспериментально-теоретический подход, 
основанный на применении электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) спи-
новых меток (малеимидо-ТЕМПО и дихлортриазин-ТЕМПО), ковалентно связан-
ных с молекулой белка и чувствительных к изменению как структурно-динамиче-
ского состояния белковых молекул, так и фазового состояния белковых растворов 
(дисперсий). Представлены данные о характеристиках подвижности спин-меток 
(времени корреляции, термодинамических функциях, константе равновесия), от-
ражающих состояние внутри- и межмолекулярных взаимодействий молекул СА 
человека. Показано, что переходы на температурных зависимостях этих харак-
теристик от температуры и концентрации NaCl, CaCl2, (NH4)2SO4, сахарозы, поли-
этиленгликоля и тяжелой воды отражают взаимопревращения низко- и высокотем-
пературного конформеров белка и их агрегатов, а также фазовые переходы типа 
жидкость-жидкость, в том числе реентрантные. На основе полученных результатов 
предложена фазовая диаграмма дисперсии СА, описывающая фазовые переходы 
типа жидкость-жидкость вблизи температур холодовой и тепловой денатурации 
с учетом роли нативных конформеров белка, их агрегатов и переходов между ними 
в области физиологических температур.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: белковый раствор; электронный парамагнитный резонанс; 
взаимодействие белков с низко- и высокомолекулярными веществами; фазовая 
диаграмма.
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Введение

Из всего многообразия белков сывороточ-
ные альбумины (СА) наиболее часто служат 
в качестве модельных объектов для анализа 
биологической активности химических сое-
динений и наночастиц в различных областях 
биофизических исследований. К примеру, они 
используются в качестве сенсоров конформа-
ционных и фазовых изменений при взаимодей-
ствии биомолекул с наночастицами различной 
природы при образовании белковой короны 
[Treuel et al., 2014], для функционализации био-
наноконъюгатов [Li et al., 2016], индукции и ин-
гибирования процессов фибриллообразования 
[Zaman et al., 2014]. Это обусловлено как до-
ступностью и дешевизной сывороточных аль-
буминов, так и относительной полнотой знания 
[Ландау, 1981; Peters, 1996] их конформаци-
онного состояния, межмолекулярного взаимо-
действия и фазового поведения в различных 
дисперсиях, моделирующих как состояние мо-
лекулярного краудинга, так и соответствующе-
го микроокружения белков. Особое значение 
это приобретает в свете обнаруженных в по-
следнее время способностей различного типа 
безмембранных органелл в цитоплазме к фазо-

вым переходам (ФП) типа жидкость-жидкость 
(L–L), участником которых обычно являются 
внутренне неупорядоченные белки [Dignon 
et al., 2019]. Хотя молекулярные механизмы та-
ких переходов остаются во многом неизвест-
ными [Shin, Brangwynne, 2017], установлено, 
что склонность к L–L переходам определяется 
термореактивным поведением аминокислот-
ных остатков белковых цепей. Это позволяет 
проводить направленную разработку таких по-
следовательностей с желаемыми свойства-
ми по отношению к нижним (НКТР) и верхним 
(ВКТР) критическим температурам L–L перехо-
дов [Dignon et al., 2019].

Однако часто микроокружение обеспечива-
ется солевым составом. При этом предполага-
ется [Uversky et al., 2001], что потенциал связы-
вания белков с ионами поливалентных металлов 
является важным фактором индуцированных 
металлом конформационных изменений бел-
ка, приводящих к появлению частично сверну-
тых интермедиатов. Даже низкие концентрации 
некоторых металлов могут непосредственно 
вызывать образование фибрилл. В свою оче-
редь, наличие специфических центров связы-
вания ионов и температурные зависимости их 
эффективности определяются аминокислотной 

S. P. Rozhkov, A. S. Goryunov, M. Yu. Krupnova. INTERRELATION OF 
SERUM ALBUMIN CONFORMATIONAL AND PHASE STATES IN SALT 
SOLUTIONS AS STUDIED BY EPR SPIN LABELING

The use of serum albumins (SA) in model systems in the study of the biological activity 
of chemical compounds and nanomaterials, as well as the physicochemical properties, 
in particular, phase properties of biological fluids, including the nucleoplasm and cyto-
plasm of living cells, requires a deeper understanding of the relationship of conformation-
al (structural-dynamic) states of protein molecules with phase states of protein disper-
sions in a wide range of temperatures and compositions. The joint plotting and analysis 
of the protein stability curve and phase diagrams of protein solutions commonly used 
in the study of this relationship are significantly complicated by this protein’s elevated 
tendency to aggregate. In this paper, an experimental-theoretical approach, based 
on the application of the electron spin resonance (ESR) of spin labels (maleimido-TEM-
PO and dichlortriasine-TEMPO spin labels) covalently bound to the protein and sensitive 
to changes in both the structural-dynamic state of protein molecules and the phase state 
of protein dispersions, is proposed for studying this relationship. Data on the mobility cha-
racteristics of the spin labels (correlation times, state functions, equilibrium constants), 
indicating the state of intra- and intermolecular interactions of SA molecules, are present-
ed. Transitions in temperature dependences of these characteristics on the temperature 
and concentration of NaCl, CaCl2, (NH4)2SO4, sucrose, polyethylene glycol, and heavy 
water have been shown to reflect the interconversions of protein conformers and their 
aggregates as well as liquid-liquid phase transitions, including those of a reentrant type. 
Based on the results, a phase diagram of the SA dispersion describing liquid-liquid phase 
transitions in the temperature range of cold and thermal denaturation and taking into ac-
count the role of native protein conformers, their aggregates and transitions between 
them in the physiological interval has been proposed.

K e y w o r d s: protein solution; electron spin resonance; protein interactions with low- 
and high-molecular weight substances; phase diagram.
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последовательностью [Ma, Cui, 2006]. Недавно 
на основе анализа поведения кривых стабиль-
ности белка было установлено, что расположе-
ние в ряду Гоффмейстера анионов и катионов, 
обеспечивающих ион-специфические эффекты 
биомолекулярных реакций, также существен-
но зависит от температуры [Senske et al., 2016]. 
Таким образом, варьируя концентрации различ-
ных солей или рН растворов нативного глобу-
лярного белка, можно менять зарядовое состоя-
ние белка и влиять на его внутреннюю неупоря-
доченность, тем самым регулируя положение 
L–L переходов на фазовой диаграмме. Так, было 
показано [Juarez et al., 2009a], что сывороточ-
ный альбумин человека (САЧ) при уменьшении 
рН и в присутствии солей при комнатных и повы-
шенных температурах способен образовывать 
фибриллы, путь к формированию которых и их 
структура существенно зависят от микроокру-
жения. Эта способность определяется повы-
шенной склонностью альбумина к олигомери-
зации и агрегации в целом. При этом остается 
открытым вопрос о последовательности обра-
зования фибрилл: в один шаг непосредствен-
но из раствора мономеров или в два шага че-
рез предварительное образование олигомеров 
[Juarez et al., 2009b; Auer et al., 2012].

Потенциальные возможности альбумина 
к образованию агрегатов и/или олигомеров, 
наличие фракций белка, отличающихся по типу 
и количеству переносимых низкомолекулярных 
соединений, обусловливает необходимость 
разработки более полной фазовой диаграммы 
(ФД) дисперсии СА, которая увязывала бы его 
структурно динамическое состояние с фазовы-
ми свойствами (термодинамической устойчи-
востью) дисперсии [Zhang et al., 2006].

Мы полагаем, что ФП L–L сопряжены с де-
натурационными переходами, как тепловы-
ми, так и холодовыми. При этом в состоянии 
кластеров (микрофаз) плотной жидкости [Du-
metz et al., 2008; Vekilov, 2012] оказываются 
метастабильные интермедиаты сворачивания 
типа расплавленной и/или предрасплавлен-
ной глобулы [Рожков, Горюнов, 2017, 2019]. 
Как правило, критическая температура высо-
котемпературного перехода (система с НКТР) 
снижается с ростом концентрации электро-
лита [Matsarskaia et al., 2016, 2018], а крити-
ческая температура низкотемпературного пе-
рехода (система с ВКТР) сначала повышается 
в присутствии солей, а затем понижается, как 
это показано экспериментально для лизоцима 
[Grigsby et al., 2001] и теоретически для систе-
мы вода-белок-соль [Rozhkov, Goryunov, 2010, 
2014]. Аналогичные явления наблюдаются 
и в присутствии водорастворимых полимеров 

типа полиэтиленгликолей (ПЭГ) [Wang et al., 
2014], которые часто используются для созда-
ния эффектов молекулярного краудинга.

Кластеры плотной жидкости содержат до ты-
сячи молекул белка и возникают вблизи фазо-
вой границы L–L переходов, являясь результа-
том баланса сил коллоидного взаимодействия: 
короткодействующего потенциала притяжения 
и дальнодействующего отталкивания [Vekilov, 
2012]. В связи с этим общая задача расшиф-
ровки механизмов образования и стабилизации 
кластеров белков как фазовых явлений оказы-
вается тесным образом сопряжена с проблемой 
белкового фолдинга и требует учета особен-
ностей конформационного состояния молекул 
белков в физиологической области температур 
и составов белковых растворов. Как показано 
современными методами с использованием 
Ферстеровского переноса энергии [Aznauryan 
et al., 2013], наряду с молекулами белка в натив-
ном состоянии в области физиологических тем-
ператур всегда присутствует большая фракция 
белка в состоянии, близком к денатурированно-
му. Вместе с тем нативное состояние является 
наиболее стабильным в этом диапазоне, что 
позволяет экспериментальным путем строить 
кривую стабильности белка [Sanfelice, Temussi, 
2016; Alfano et al., 2017], которая представляет 
собой температурную зависимость разности 
свободной энергии между денатурированны-
ми и нативными молекулами ∆GD

N = GD – GN. 
Как следует из ее колоколообразной формы, 
полная дестабилизация нативных частиц про-
исходит в двух нулевых точках ∆GD

N= 0, располо-
женных в области низких и высоких температур, 
а стабилизация (максимум ∆GD

N) – в области 
физиологических температур. Присутствие лю-
бых агентов, (де)стабилизирующих структуру 
белка или воды в растворе, равно как и адсор-
бентов, в первую очередь будет влиять на фор-
му кривой стабилизации, что дает возможность 
изучать и анализировать их активность [Alfano 
et al., 2017].

Одним из методов, которые позволяют 
параллельно изучать как конформационное 
состояние молекул, так и межмолекулярные 
взаимодействия и образование комплексов 
(ассоциатов) белковых молекул в растворе, 
является метод ЭПР спиновых меток и зондов 
[Лихтенштейн, 1974; Кузнецов, 1976; Метод…, 
1979]. Конформационные и фазовые перехо-
ды молекул белка с ковалентно связанными 
спин-метками должны неизбежно сказываться 
на динамических и релаксационных характери-
стиках спин-меток, изменяющихся вслед за ло-
кальными изменениями микровязкости, удель-
ной поверхностной энергии, диэлектрических 
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свойств среды. В настоящей работе использо-
вался основанный на ЭПР спин-меток подход, 
который надежно зарекомендовал себя при из-
учении структурно-динамических свойств как 
белковых молекул, так и их комплексов (ассо-
циатов) [Рожков, Кяйвяряйнен, 1985; Rozhkov, 
Goryunov, 2000; Rozhkov, 2004].

Если молекула белка имеет лишь один центр 
связывания спиновой метки, как в случае спин-
метки ТЕМПО-малеимид на САЧ, возникнет 
возможность, с одной стороны, рассчитать кон-
станту конформационного равновесия между 
состояниями микроокружения и соответству-
ющие значения разности термодинамических 
функций этих состояний, а с другой – оценить 
изменения эффективного расстояния между 
молекулами белка, определяя среднее рассто-
яние диполь-дипольного взаимодействия меж-
ду спин-метками. Это позволяет наблюдать как 
за структурно-динамическим, так и за фазовым 
состоянием дисперсии молекул белка.

Если же молекула белка имеет несколько 
центров связывания спин-метки, как в слу-
чае ТЕМПО-дихлортриазина [Бондарев и др., 
1988], открывается возможность регистриро-
вать трансглобулярные структурные измене-
ния, которые находят свое отражение в пове-
дении кривой стабильности (температурной 
зависимости свободной энергии денатурации) 
макромолекул белка и ее изменений под дей-
ствием физических и химических факторов.

На примере САЧ обсуждаются возможности 
метода для анализа стабильности белка в об-
ласти физиологических температур, позволя-
ющие проводить оценку изменения фазовых 
и конформационных состояний молекул белков, 
индуцируемых электролитами и другими ком-
понентами раствора. При этом рассматривают-
ся также некоторые особенности ФД состояния 
СА, поскольку в теоретическом плане одной 
из важных нерешенных проблем в протеомике 
является разработка глобальных ФД, которые 
учитывали бы всевозможные структуры и пе-
реходы между ними [Buell, 2017]. Поэтому цель 
настоящей работы – методом ЭПР спин-метки 
обнаружить изменения структурного состояния 
растворов САЧ, сопряженные с индуцируемыми 
солью изменениями конформационного состо-
яния макромолекулы САЧ, как локального, так 
и трансглобулярного, и установить их взаимо-
связь с фазовым состоянием раствора. Это по-
зволит на основании полученных результатов, 
а также сложившихся к настоящему времени 
представлений о фазовых свойствах белковых 
систем ответить на более общий вопрос об осо-
бенностях ФД состояний растворов СА, в част-
ности, о положении на ней областей стабильно-

сти конформеров и ассоциатов белка, а также 
о фазовых переходах между этими состояния-
ми, включая L–L ФП.

Материалы и методы

В работе использовались препараты лио-
филизированного порошка необезжиренного 
(5-я фракция) САЧ и спиновые метки на осно-
ве ТЕМПО-малеимида производства компании 
Sigma-Aldrich, а также на основе ТЕМПО-ди-
хлортриазина (2,2,6,6-тетраметил-N-1-оксил-
пиперидин-4-аминодихлортриазин), синтези-
рованная методом, описанным в [Жданов, 
1981]. Фосфатный буфер (рН 7,3), в том чис-
ле содержащий 0,15 M NaCl, для раствора 
САЧ готовили с применением химически чи-
стых реагентов. В работе также использова-
лись тяжелая вода с атомной долей дейтерия 
99,8 %, а также химически чистые сахароза, 
полиэтиленгликоль ММ 40000 (ПЭГ-40), NaCl, 
(NH4)2SO4, NaOH, HCl. Все растворы приготов-
лены на ультрачистой дистиллированной, де-
газированной и деионизованной воде (MilliQ). 
Растворы спин-меченого САЧ (САЧ-СМ) для 
ЭПР спектроскопии получены на основе 1 мM 
исходного раствора в 0,01 М фосфатном бу-
фере + 0,15 M NaCl (рН 7,3) путем разбавления 
до требуемой концентрации в объеме образца 
100–300 мкл. Растворы с разным содержанием 
тяжелой воды получали путем добавления кон-
центрированного раствора белка в буферные 
растворы с соответствующей концентрацией 
D2O. рН растворов доводились до требуемой 
величины в растворах разного состава с ис-
пользованием заготовленных кислых и щелоч-
ных 0,12 М фосфатных буферов. рН всех образ-
цов тщательно контролировался с помощью ка-
либрованного рН-микроэлектрода и рН-метра. 
Измерения в растворах, содержащих D2O, про-
водились при рН, равном рН измеренному, что-
бы гарантировать неизменность электроста-
тического состояния макромолекул. Вязкость 
растворов сахарозы определяли с помощью 
рефрактометра ИРФ-22 и соответствующей 
номограммы. Вязкость растворов сахарозы 
с ПЭГ-40 определяли с использованием виско-
зиметра Оствальда.

Спектры ЭПР САЧ-СМ регистрировались 
на радиоспектрометре ЭПР Х-диапазона Bruker 
EMX 6/1 с термостатируемой ячейкой резона-
тора (± 0,2 °С) при амплитуде модуляции 1 Гс 
и СВЧ мощности 12,6 мВт во избежание на-
сыщения и искажения сигнала. Условия экс-
периментов и модификация САЧ спиновыми 
метками подробно описаны ранее [Рожков, 
Кяйвяряйнен, 1985; Rozhkov, Goryunov, 2000; 
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Rozhkov, 2004]. Важной характеристикой полу-
чаемого спектра спин-метки в области медлен-
ных вращений является наличие двух хорошо 
разрешенных внешних экстремумов, обуслов-
ленных сверхтонким взаимодействием, и цен-
тральной компоненты за счет наложения раз-
личных составляющих сверхтонкой структуры. 
При этом спин-метка может иметь несколько 
центров связывания с белком (как в случае 
с меткой на основе ТЕМПО-дихлортриазина 
на IgG [Бондарев и др., 1988]) или один центр 
связывания (проксил-малеимид на альбумине 
[Pavićević et al., 2017]), но в обоих случаях со-
держать несколько компонент в спектре. Так, 
установлено, что двухкомпонентность спектра 
спин-метки ТЕМПО-малеимида обусловлена 
равновесием двух состояний структуры белка, 
в которых микровязкость и подвижность ради-
кала существенно различаются [Wetzel et al., 
1980]. Константа равновесия К определяется 
конформационными флуктуациями полости 
в структуре белка, где локализуется аминокис-
лотный остаток Цис-34, с которым связывается 
спин-метка. Поскольку концентрация спинов 
(спин-меток) в каждом состоянии пропорци-
ональна площади под соответствующей ком-
понентой сигнала поглощения N ~ kI(∆H)2, где 
k – константа, характеризующая форму линии, 
I и ∆H – амплитуда и ширина широкой (А) и уз-
кой (B) линий спектра соответственно [Пул, 
1970; Rozhkov, Goryunov, 2000], то:

 Kр
эф = I0

A(∆H0)2
A / I0

B(∆H0)2
B, (1)

где Kр
эф – эффективные значения K. Это позво-

ляет рассчитать изменение эффективной эн-
тропии ∆Sэф, энтальпии ∆Hэф и свободной энер-
гии состояния спин-метки в полости.

Расчет времени корреляции диффузии 
спин-метки зависит от выбранной модели ее 
диффузии и отражает диффузию как самой 
спин-метки с частотой ν1 = τR

-1, так и белковой 
глобулы с частотой ν2 = τм

-1. В этом случае из-
меряемое время корреляции τэф ~ ν1

–1 + ν2
–1

 бу-
дет эффективным. Эффективное время корре-
ляции τэф рассчитывали по известной формуле 
[Кузнецов, 1976]:

 τэф = a(1 – S)b 32/Az.

Здесь S = Az*/Az, где Az – половина рассто-
яния по полю между внешними экстремумами 
спектра, соответствующего условию предель-
но медленного вращения спин-метки, а Az* – та 
же величина для спектра исследуемой спин-
метки. Параметры а и b определяются моде-
лью вращения спин-метки и остаточной шири-
ной индивидуальной линии спектра, и в рамках 
используемой нами модели (изотропная или 

слабоанизотропная скачкообразная диффу-
зия) их значения составляют a = 25,5 10–14 Тл/с 
и b = –0,615. Такая модель диффузии выбрана 
потому, что характер вращения белка и мет-
ки совпадает [Кузнецов, 1976]. Если «скачки» 
самой метки могут быть обусловлены конфор-
мационными изменениями ее микроокруже-
ния, то «скачки» макромолекулы можно объ-
яснить с учетом потенциала взаимодействия 
белок-белок. Лишь преодоление потенциаль-
ного барьера взаимодействия «скачком» мо-
жет обеспечить макромолекуле одновременно 
трансляционную диффузию и вращательную 
переориентацию:

 ν = (τэф)–1 = τR
–1 + τм

–1. (2)

Для изотропной модели движения спин-
метки был предложен способ [Кяйвяряйнен, 
1975], позволяющий разделять эффективное 
время корреляции τэф = τR+м на составляющие τR 
и τм, используя зависимости результирующей 
частоты вращения спин-метки от отношения 
Т/η. С учетом закона Стокса – Эйнштейна для 
вращательной диффузии макромолекулы урав-
нение (2) запишется как:

 τR+м
–1 = τR

–1 + 3kT/4π Vм η1,

где η1 – вязкость растворителя, Vм – эффектив-
ный объем белка. При постоянной температуре 
величина τR определяется эффективной ми-
кровязкостью белковой матрицы (η2

эф/T), а τм – 
вязкостью растворителя (η1

эф/T). Если вязкость 
растворителя изменяется в небольших пре-
делах, то изменением собственного времени 
корреляции спин-метки можно пренебречь, 
поскольку микровязкость водно-белковой ма-
трицы на два порядка больше и соответству-
ющее слагаемое вносит практически постоян-
ный вклад в динамику спин-метки независимо 
от вязкости. В этом случае τR+м

–1 ≈ τм
–1, и выра-

жение для наклона зависимости τR+м
–1 от Т/η1 

будет иметь вид:

 ∆(τR+м
–1)/∆(T/η1) = 3k/(4π τм

эф). (3)

В стандартных условиях ((η/T)ст. = 3×10–5 Пз/K) 
величина наклона составит 3×10–5/τм. Лишь 
при значениях вязкости растворителя, сравни-
мых с эффективной микровязкостью белковой 
матрицы, можно ожидать отклонения этой за-
висимости от линейности. Аппроксимация ли-
нейного участка зависимости τR+м

–1 от Т/η к бес-
конечной вязкости в точке пересечения с осью 
ординат дает: τR+м

–1 = τR
–1. Ранее на основе этих 

фактов нами был предложен способ расче-
та значений удельной поверхностной энергии 
в области локализации спиновой метки [Рож-
ков, Горюнов, 2006].
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В то же время наклон экстраполяционных 
зависимостей будет зависеть от Vм, величина 
которого определяется сегментальной под-
вижностью белка. Последнюю, в свою очередь, 
отражает ход кривой стабильности белка ∆GD

N 
от температуры. Чем ближе к экстремуму кри-
вой стабильности (стабильность нативного 
состояния), тем больше эффективный объем 
белка Vм [Royer, Winter, 2011]. По мере умень-
шения стабильности нативного состояния 
(смещения температуры в область как холодо-
вой, так и тепловой денатурации) эффектив-
ный объем уменьшается (подвижность рас-
тет): Vм ~ τм. Если добавление в раствор белка 
сахарозы, стабилизирующей структуру белка 
[Arakawa, Timasheff, 1982; Рожков, 1991], пред-
ставить как приращение эффективной темпе-
ратуры Т/η, то изменение ∆GD

N под влиянием 
сахарозы может быть рассмотрено как инкре-
мент энергии стабилизации │∆GD

N(Т+∆(Т/η)) – 
∆GD

N(Т)│/∆(Т/η). Если приращение приходится 
на максимум кривой энергии стабилизации, 
то наклон будет мал, а Vм будет принимать 
большие значения (Vм ~ τм

эф). Метод ЭПР спин-
метки позволяет регистрировать эти измене-
ния путем построения вязкостных изотерм τм

эф.
Изменение расстояний между парамаг-

нитными центрами в застеклованных (77 К) 
 дисперсиях белков определяли по диполь-ди-
польному уширению линий спектра, используя 
параметр d1/d – отношение суммарной интен-
сивности крайних компонент спектра к интен-
сивности центральной компоненты и соответ-
ствующей номограмме [Лихтенштейн, 1974].

Исследования выполнены на научном обору-
довании Центра коллективного пользования Фе-
дерального исследовательского центра «Карель-
ский научный центр Российской академии наук».

Результаты и обсуждение

На рис. 1 представлены температурные 
зависимости времени корреляции τM

эф для 
САЧ-СМ в фосфатном буферном растворе, 
содержащем 0,15 М NaCl, а также тяжелую 
воду и ПЭГ-40. τM

эф рассчитано по формуле (3) 
на основе параметров спектров ЭПР, получен-
ных для ТЕМПО-дихлортриазиновой спин-мет-
ки, связанной с молекулами САЧ. Для САЧ-СМ 
в буферном растворе с NaCl характер зависи-
мости немонотонный, с выраженным темпера-
турным изменением (переходом) τM

эф в окрест-
ности 33 °С. В то же время в растворе, содер-
жащем D2O, наблюдается два температурных 
перехода – в окрестности 15 и 33 °С (рис. 1/2).

Структурно-динамическое состояние моле-
кул альбумина характеризуется рядом обра-

тимых конформационных переходов в обла-
сти нефизиологических значений рН [Fullerton 
et al., 2006]. Повышение температуры до 55 °С 
также вызывает постепенное и обратимое из-
менение конформации белка на уровне вто-
ричной структуры. Наиболее значимые измене-
ния, обусловленные разворачиванием одного 
из доменов белка, проявляются около 42–43 °С 
[Rezaei et al., 2006; Iosin et al., 2011]. Для обла-
сти 58–65 °С характерно резкое начало дена-
турационных процессов [Borzova et al., 2016]. 
В то же время холодовая денатурация происхо-
дит в области отрицательных температур, при 
этом L–L переход с ВКТР в области положи-
тельных температур наблюдали в присутствии 
ПЭГ [Wang, Annunziata, 2006]).

Сравнительно недавно было обнаружено 
[Bian et al., 2014], что в диапазоне температур 
12–20 °С сывороточный альбумин в растворе 
представлен единственным нативным конфор-
мером А, в то время как в диапазоне темпера-
тур 22–50 °С белок представлен двумя натив-
ными конформерами А и В, причем доля кон-

Рис. 1. Температурные изменения эффективного 
времени вращательной корреляции τM

эф
 молекул 

сывороточного альбумина человека (САЧ), моди-
фицированных спиновой меткой на основе ТЕМПО-
дихлортриазина:
1 – в 0,01 М фосфатном буферном растворе рН 7,3, со-
держащем 0,15 М NaCl; 2 – то же в присутствии 5 % D2O; 
3 – то же, что 1, в присутствии 2 % ПЭГ-40. Концентрация 
САЧ 13 мг/мл. τM

эф пропорционально эффективному объе-
му вращения молекулы САЧ

Fig. 1. Temperature changes of the effective rotational 
correlation time τM

ef of human serum albumin (HSA) mo-
lecule, modified by TEMPO-dychlortriasine based spin 
label:
1 – in 0.01 М phosphate buffer solution pH 7.3, containing 0.15 
M NaCl; 2 – the same in presence of 5 % D2O; 3 – the same as 1 
in presence of 2 % PEG-40. HSA concentration 13 mg/mL. τM

ef 
is proportional to the effective molecule rotation volume of HSA
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формера В растет с температурой. При 58 °С 
и выше происходит спонтанное превращение 
А в В. Эти данные об А и В конформерах по-
зволяют объяснить наличие двух обнаружен-
ных нами максимумов (переходов) в присутст-
вии D2О (рис. 2). Известно, что стабильность 
структуры белка под влиянием D2О возрастает 
в соответствующих интервалах, что указывает 
на важную роль гидратации в стабилизации. 
Кроме того, D2O способствует стабилизации 
мономерной формы белка [Reslan, Kauzer, 
2016]. Конформеры A и B должны иметь соот-
ветствующие кривые стабилизации, что так-
же, вероятно, проявляется в присутствии D2O 
[Braun et al., 2017]. Это означает, что обнару-
женные переходы обусловлены конформаци-
онными превращениями молекул САЧ.

Чтобы рассмотреть взаимосвязь этих прев-
ращений со структурным состоянием диспер-
сии САЧ, была исследована реакция кон-
формеров белка на изменение ионной силы 
растворителя посредством увеличения кон-
центрации солей, обладающих менее (NaCl) 
и более ((NH4)2SO4) выраженной способностью 
«высаливать» САЧ. Под «высаливанием» подра-
зумевается уменьшение термодинамической 

устойчивости дисперсии, содержащей белки 
в соответствующей конформации.

На рис. 2 показаны температурные зави-
симости величины τM

эф при изменении содер-
жания хлорида натрия и сульфата аммония. 
При концентрациях, которые можно отнести 
к диапазону средних, общая тенденция, как 
и по данным рис. 1, заключается в увеличении 
τM

эф с ростом температуры. Однако положение 
перехода смещается в область более низких 
температур. При повышении концентрации 
соли растет низкотемпературный максимум, 
но в области более высоких температур значе-
ния τM

эф уменьшаются, что, вероятно, отражает 
дестабилизацию структуры белка. В области 
«высаливающих» концентраций солей значения 
τM

эф во всем диапазоне температур значитель-
но уменьшаются (рис. 2/2). Похожая тенденция 
наблюдается и в присутствии ПЭГ-40 (рис. 1/3). 
Здесь τM

эф при 5 °С еще ниже – 12 нс, и наблю-
дается фазовое разделение (ФП L–L) раствора, 
проявляющееся как помутнение при достиже-
нии соответствующей температуры и критиче-
ской концентрации белка. Эти особенности по-
ведения τM

эф отражают ФП L–L с верхней крити-
ческой температурой, который регистрируется 
в дисперсии альбумина в таких условиях [Wang, 
Annunziata, 2006].

Значение τM
эф при 5 °С, равное 12 нс, фик-

сировалось ранее в растворах антидинитро-
фенильных антител (IgG-СМ) со спин-меченым 
гаптеном динитрофенилом в присутствии по-
лимеров ПЭГ и декстрана [Рожков, 1984]. При 
этом также наблюдалось помутнение раствора. 
Иммуноглобулины принадлежат к классу бел-
ков с ВКТР [Wang et al., 2014], то есть фазовое 
разделение L–L в дисперсии этих белков про-
исходит при понижении температуры, а крити-
ческая точка сдвигается в сторону более вы-
соких температур с ростом концентрации ПЭГ. 
Таким образом, низкотемпературный переход 
с ВКТР наблюдается как для САЧ-СМ, так и для 
IgG-СM в присутствии ПЭГ.

Другой ФП L–L в дисперсии альбумина – c 
нижней критической температурой – наблю-
дается в присутствии трехвалентных солей 
в диапазоне 15–20 °С [Matsarskaia et al., 2016]. 
В этом случае фазовое разделение идет при 
повышенных температурах, а с ростом концен-
трации соли температура перехода уменьша-
ется. Вероятно, этот же переход имеет место 
и в нашем случае при увеличении концентра-
ции (NH4)2SO4. Такой эффект можно объяснить 
тем, что в условиях фазового разделения наря-
ду с молекулами в исходном нативном состоя-
нии появляются более лабильные конформеры, 
которые группируются в кластеры отдельной 

Рис. 2. Температурные изменения эффективного 
времени вращательной корреляции τM

эф
 молекул сы-

вороточного альбумина человека (САЧ), модифици-
рованных меткой на основе ТЕМПО-дихлортриазина, 
в 0,01 М фосфатном буферном растворе рН 7,3, со-
держащем:
1 – 0,15 М NaCl и 0,6 М (NH4)2 SO4; 2 – 0,15 М NaCl и 1 M 
(NH4)2 SO4; 3 – 0,75 М NaCl. Концентрация САЧ – 30 мг/ мл

Fig. 2. Temperature changes of the effective rotational 
correlation time τM

ef of human serum albumin (HSA) mo-
lecule, modified by TEMPO-dychlortriasine based spin 
label in 0.01 M phosphate buffer solution pH 7.3, con-
taining:
1 – 0.15 М NaCl and 0.6 М (NH4)2SO4; 2 – 0.15 М NaCl and 1 M 
(NH4)2SO4; 3 – 0.75 М NaCl. HSA concentration 30 mg/mL
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фазы при ФП L–L c НКТР. В целом стабильность 
нативного состояния молекул падает, и эффек-
тивный объем молекулы белка Vм ~ τм опреде-
ляется самодиффузией отдельных структурных 
доменов белка, а не макромолекулы в целом. 
С другой стороны, форма спектров ЭПР спин-
метки в условиях помутнения по-прежнему 
указывает на существенную иммобилизацию 
подвижности метки, поскольку она в этом слу-
чае определяется значением времени корреля-
ции τR., которое может существенно возрастать 
в присутствии солей из-за их поверхностно-
инактивных свойств. Это приводит к росту по-
верхностного натяжения и стабилизации соб-
ственной динамики метки в области ее локали-
зации [Рожков, Горюнов, 2006].

Для спин-метки ТЕМПО-малеимида, име-
ющей единственный центр посадки на Цис-34 
молекулы САЧ и флуктуирующей между дву-
мя состояниями с разным микроокружением, 
на основе формулы (1) были рассчитаны эф-
фективные значения разности термодинами-
ческих функций – энтальпии ∆H, энтропии T∆S, 
свободной энергии ∆G между состояниями. 
Результаты расчетов для различных моляр-
ных концентраций NaCl и CaCl2 представлены 
на рис. 3. Значения ∆H, T∆S и ∆G перехода отра-
жают состояния водно-белковой матрицы. Об-
ращает на себя внимание резкое изменение эн-
тальпии и энтропии состояния метки в области 
концентраций NaCl ~ 0,3 M при концентрации 
белка 200 мг/мл. Однако ранее было показано, 
что скачок термодинамических функций про-
исходит при тем меньшей концентрации NaCl, 
чем меньше концентрация белка, т. е. выполня-
ется условие m2/m3 = const [Rozhkov, 2004], где 
m2 и m3 – молярные концентрации белка и соли 
соответственно. Это означает, что переход об-
условлен не только общими молярными концен-
трациями белка и соли, но и их соотношением, 
что подтверждается данными других авторов 
[Braun et al., 2017; Matsarskaia et al., 2018]. В ра-
боте [Rozhkov, Goryunov, 2010] теоретически 
показано, что такое соотношение концентра-
ций компонент характеризует положение линий 
спинодали и бинодали, которыми описывают 
ФП L–L, на ФД системы вода-белок-соль.

Как следует из рис. 3, в присутствии CaCl2 
также наблюдается «скачок» термодинамиче-
ских функций, но он является менее резким 
и происходит при существенно меньших кон-
центрациях ионов. При дальнейшем увеличе-
нии концентрации CaCl2, превышающей 1 М, 
значения ∆S и ∆H уменьшаются, т. е. наблю-
дается как бы обратный переход. Аналогичная 
зависимость получена ранее и для MgCl2 [Рож-
ков, 1997]. При этом в диапазоне концентраций 

1–2 М наблюдался фазовый переход раствора, 
проявляющийся как помутнение при достиже-
нии критической концентрации белка и соли 
(ФП L–L), тогда как дальнейшее повышение 
концентрации соли (> 2 М) приводило к тому, 
что раствор вновь становился прозрачным. 
Именно таким образом проявляются так назы-
ваемые реентрантные (возвратные) фазовые 
переходы, также относящиеся к категории ФП 
L–L [Zhang et al., 2010] и обнаруживаемые в ди-
сперсиях альбумина. Соли трехвалентных ме-
таллов вызывают как прямой, так и возвратный 
фазовый переход уже при малых концентраци-
ях благодаря высоким значениям ионной силы, 
что связано с повышенным зарядом катионов 
и их способностью к сорбции в центрах спе-
цифического связывания на белке. При этом 
зависимость коэффициента активности соли 
от ее ионной силы для них является убывающей 
при низких концентрациях и возрастающей при 
повышении концентрации соли [Герасимов, 
1973]. Это согласуется с изменением раство-
римости белка и его взаимодействия с ионами 

Рис. 3. Эффективные значения термодинамических 
функций состояния водно-белковой матрицы – эн-
тальпии ∆H, энтропии T∆S, свободной энергии ∆G, 
приведенных к 15 °С, для растворов молекул сыво-
роточного альбумина человека (САЧ), модифициро-
ванных меткой на основе ТЕМПО-малеимида, при 
разных молярных концентрациях солей m3:
1, 2, 3 – NaCl; 4, 5, 6 – CaCl2; 1, 4 – ∆H; 2, 5 – T∆S; 3, 6 – ∆G. 
Концентрация САЧ – 110 мг/ мл

Fig. 3. Effective values of the thermodynamic state func-
tions of the water-protein matrix – enthalpy ∆H, entropy 
T∆S, free energy ∆G reduced to 15°С, for the solutions 
of human serum albumin (HSA) molecules, modified by 
TEMPO-maleimide based spin label, at different molar 
salt concentrations m3:
1, 2, 3 – NaCl; 4, 5, 6 – CaCl2; 1, 4 – ∆H; 2, 5 – T∆S; 3,6 – ∆G. 
HSA concentration 110 mg/mL
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электролита. Аналогичный механизм прояв-
ляется и в присутствии двухвалентных ионов 
CaCl2 и MgCl2 [Рожков, 1997], но при их боль-
шей концентрации по сравнению с трехвалент-
ными. В этом случае увеличение активности 
при повышении ионной силы сопровождается 
повышенной сорбцией как трехвалентных ка-
тионов, так и Ca+2

 и Mg+2
 на поверхности белка 

и образованием нового электростатического 
потенциала отталкивания, но уже другого знака 
по сравнению с исходным.

На рис. 4 представлены температурные 
зависимости параметра d1/d, рассчитанно-
го из характеристик спектра ЭПР спин-метки 
ТЕМПО-малеимид, связанной с САЧ, для раз-
ных концентраций NaCl в дисперсии белка. Эти 
зависимости d1/d отражают изменение сред-
него расстояния взаимодействия между спин-
метками (l) в дисперсии (d1/d ~ l–1). Данные по-
лучены на основе измерения диполь-диполь-
ного взаимодействия между спин-метками, 
зависящего от расстояния между ними, на мо-
лекулах белка в условиях полной заморозки 
(остановки диффузии макромолекул) при 77 К 
[Лихтенштейн, 1974]. Для этого образцы, пред-
варительно выдержанные при соответствую-
щей температуре, мгновенно погружали в жид-
кий азот. Предполагается, что каждое фазовое 
состояние дисперсии в определенном диапа-
зоне температур стабильности фазы характе-
ризуется своим средним распределением ди-
полей спин-меток и соответствующим средним 
расстоянием между молекулами белка.

Данные рис. 4 указывают, что расстояние 
между спин-метками увеличивается под влия-
нием возрастающих концентраций NaCl. Наи-
более вероятно, это связано с изменением 
структурного (фазового) состояния раствора 
(дисперсии), что согласуется с данными рис. 3, 
также указывающими на фазовый переход. Ис-
пользуя методику оценки из работы Г. И. Лих-
тенштейна [1974], мы определили, что сред-
нее расстояние между спин-метками в раство-
рах с высокой концентрацией солей на 1–2 нм 
больше, чем в низкосолевых. При этом в диа-
пазоне средних концентраций соли фазовая 
перестройка начинается с высоких темпера-
тур. Естественно предположить, что снача-
ла меняется структура раствора, связанная 
со стабильностью А-конформера САЧ в обла-
сти повышенных температур, поскольку зача-
стую температура и соли действуют симбатно, 
разрушая гидратационный барьер стабилиза-
ции А-конформера. Вместе с тем известно, что 
при комнатных температурах доля олигомеров 
альбумина может составлять до 20 % [Fullerton 
et al., 2006], и скорее всего, это связано с тем, 

что белок находится в состоянии А-конформе-
ра. Возможно, именно постепенное разруше-
ние олигомеров под действием температуры 
и солей будет приводить к увеличению средне-
го расстояния диполь-дипольного взаимодей-
ствия. При этом в области умеренных концен-
траций солей разрушение олигомеров сначала 
будет способствовать росту концентрации мо-
номеров в А-конформации (рост τM

эф в области 
низких температур на рис. 2), а затем превра-
щению А-конформеров в В-конформеры с их 
последующим участием в высокотемператур-
ных ФП L–L с НКТР.

Представленные результаты по соль-инду-
цируемым фазовым переходам в дисперсии 
САЧ-СМ, наряду с данными литературы, позво-
ляют качественно определить на ФД области, 
где могут наблюдаться различные состояния 
белка и его дисперсии, в том числе ассоциаты 
белка и фазовые переходы между этими со-

Рис. 4. Температурные зависимости параметра d1/d 
спектра ЭПР для ТЕМПО-малеимидных спин-меток 
на молекулах сывороточного альбумина человека 
(САЧ) при разных концентрациях NaCl. Линейная ап-
проксимация призвана показать, что в целом темпе-
ратурные зависимости являются убывающими.
1 – 0,001 M NaCl; 2 – 0,01 M NaCl; 3 – 0,15 M NaCl; 4 – 0,5 M 
NaCl; 5 – 1,2 M NaCl. Концентрация САЧ – 50 мг/ мл; 0,001 M 
фосфатный буфер, pH 7,3. Температура регистрации спек-
тра 77 K. d1/d пропорционально среднему расстоянию 
между спин-метками (d1/d ~ l–1)

Fig. 4. Temperature dependences of the ESR spectrum 
parameter d1/d for TEMPO-maleimide spin labels at hu-
man serum albumin (HSA) molecules at different NaCl 
concentrations. The linear approximation is intended 
to show that, in general, the temperature dependences 
are decreasing.
1 – 0.001 M NaCl; 2 – 0.01 M NaCl; 3 – 0.15 M NaCl; 4 – 0.5 M 
NaCl; 5 – 1.2 M NaCl. HSA concentration 50 mg/mL; 0.001 M 
phosphate buffer, pH 7.3. Temperature of the spectrum regis-
tration 77 K. d1/d is proportional to the average distance be-
tween spin labels (d1/d ~ l–1)
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стояниями: L–L ФП [Wang, Annunziata, 2006], 
А и В конформационные состояния [Bian et al., 
2014]; олигомеры белка [Fullerton et al., 2006], 
упорядоченные агрегаты амилоидоподобных 
фибрилл [Juarez et al., 2009a, b].

На рис. 5 в координатах температура – кон-
центрация белка (при фиксированной концент-
рации соли) представлена гипотетическая ФД 
водной дисперсии СА с нижней и верхней кри-
тическими температурами L–L переходов и со-
ответствующими линиями бинодалей. Мы счи-
таем, что условные кривые растворимости кон-
формеров А и В хотя и не совпадают с кривыми 
растворимости белка в целом, но располага-
ются в непосредственной близости. В области 
промежуточных температур линии растворимо-
сти А и В могут пересекать линии растворимо-

сти белка, и это отражает тот факт, что при по-
вышении температуры химический потенциал 
конформера В становится меньше, чем у кон-
формера А, который все больше превращает-
ся в В-форму, а при пониженных температурах, 
напротив, химический потенциал А-конформе-
ра становится ниже и он преобладает в рас-
творе белка. Слева от этих линий конформеры 
образуют истинный раствор, тогда как справа 
от них находится область состояний, в которой 
наблюдается образование соответствующих 
надмолекулярных образований (конденсацион-
ных состояний) в растворе белка. Так, в обла-
сти повышенных температур справа от кривой 
А могут возникать фибриллы белка путем одно-
ступенчатой конденсации, в то время как на ли-
нии бинодали в этой области олигомеры и В-
конформеры белка образуют конденсационные 
структуры в результате ФП L–L, в которых так-
же возможно образование как фибрилл из оли-
гомеров (двухступенчатое фибриллообразо-
вание), так и аморфных агрегатов-сферулитов 
[Adachi et al., 2015]. В результате дестабилиза-
ции конденсационных образований, возника-
ющих при ФП L–L в этой области температур, 
справа от линии бинодали возможно образо-
вание метастабильного состояния, представ-
ленного криволинейными фибриллами. Такие 
структуры были обнаружены на примере лизо-
цима [Miti et al., 2015]. Их растворимость пони-
жается с понижением температуры (кривая 2 
на рис. 5), в то время как растворимость оли-
гомеров повышается (кривая 1 на рис. 5) при 
понижении температуры.

На положение ВКТР и НКТР на температур-
ной шкале существенное влияние могут ока-
зывать изменение концентрации и типов ионов 
солей и водорастворимых полимеров. В соот-
ветствии с распространенными в настоящее 
время представлениями о симбатном действии 
роста температуры и солей на состояние ги-
дратации, мы считаем, что с ростом концентра-
ции солей и полимеров разность НКТР и ВКТР 
может уменьшаться, а при дальнейшем увели-
чении ионной силы – вновь увеличиваться, со-
здавая условия для реентрантных фазовых пе-
реходов. Эта возможность отражена на рис. 5 
кривыми со стрелками рядом с НКТР и ВКТР. 
Таким образом, ФД на рис. 5 представляет воз-
можные фазовые состояния дисперсии при из-
менении ее состава по концентрации как белка, 
так и осмолитов. При этом с ростом концент-
рации соли концентрация белка, при которой 
возможно превращение, уменьшается. При по-
стоянном же составе то или иное конформаци-
онное и фазовое изменение может и не наблю-
даться в заданном диапазоне температур.

Рис. 5. Гипотетическая фазовая диаграмма водно-
солевых растворов сывороточного альбумина в ко-
ординатах температура – концентрация.
А и В – кривые растворимости конформеров белка. Фазо-
вые переходы жидкость-жидкость в области линий бино-
дали (горизонтальные отрезки) соответствуют системам 
с нижней и верхней критическими температурами рас-
творения (НКТР и ВКТР). Пунктирные линии – возможные 
кривые растворимости для олигомеров белка (1) и кри-
волинейных фибрилл (2) в закритической области между 
НКТР и ВКТР. Кривые со стрелками показывают возможные 
изменения температур критических точек при увеличении 
концентрации солей

Fig. 5. A hypothetic phase diagram of serum albumin 
water-salt solutions in temperature – concentration co-
ordinates.
A and B are the solubility curves of protein conformers. Liq-
uid-liquid phase transitions in the region of binodal lines (hori-
zontal segments) correspond to the systems with lower and up-
per critical solution temperatures (LCST and UCST). Dashed 
lines are the probable solution curves for the protein oligomers 
(1) and curved fibrils (2) in the overcritical region between LCST 
and UCST. Arrow curves show possible changes of the critical 
point temperatures when the salt concentration increases
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Заключение

Представлены результаты исследования 
структурно-динамических свойств сыворо-
точного альбумина человека в водных диспер-
сиях методом электронного парамагнитного 
резонанса спиновых меток. В ходе изучения 
взаимосвязи между фазовыми переходами 
в дисперсиях САЧ и конформационным состо-
янием молекул белка получены данные о харак-
теристиках подвижности спин-меток (времени 
корреляции, термодинамических функциях, 
константе равновесия), отражающих состояние 
внутри- и межмолекулярных взаимодействий 
молекул САЧ. На основании данных о зави-
симостях этих характеристик от температуры 
и концентрации NaCl, CaCl2, (NH4)2SO4, поли-
этиленгликоля и тяжелой воды показано, что 
переходы на температурных зависимостях 
времени корреляции τM

эф спин-метки, нахо-
дящейся на молекуле САЧ, отражают взаи-
мопревращения низко- и высокотемператур-
ного конформеров белка и их агрегатов. Под 
влиянием возрастающих концентраций NaCl 
и сульфата аммония стабилизируется низко-
температурный конформер, в том числе и за 
счет индуцируемого солью разрушения бел-
ковых олигомеров. Это проявляется в измене-
нии среднего расстояния между молекулами 
САЧ в дисперсии. При этом дестабилизация 
В-конформера ведет к появлению L–L перехо-
да с НКТР. Зависимость константы равновесия 
структурных состояний белка и рассчитанные 
на ее основе зависимости свободной энергии, 
энтальпии и энтропии от концентрации CaCl2 
отражают реентрантный фазовый переход типа 
L–L с НКТР.

На основе полученных результатов на фазо-
вой диаграмме состояний водной дисперсии 
САЧ определены области термо- и соль-ин-
дуцируемых фазовых переходов L–L, а также 
сопутствующих конформационных состояний 
и надмолекулярных структур белка – класте-
ров, олигомеров и других агрегатов.

Показаны возможности и эффективность 
метода ЭПР спиновых меток для регистрации 
конформационных изменений, а также для ха-
рактеристики сопряженных с этими изменени-
ями фазовых свойств дисперсий белка. В даль-
нейшем данный метод и в целом предложенный 
подход будет использован для изучения взаим-
ного влияния белков и наночастиц различной 
природы, для уточнения и обобщения установ-
ленных особенностей ФД белка. Конформаци-
онные состояния и ассоциаты молекул белка 
могут быть более детально отображены с помо-
щью ФД в координатах температура – химиче-

ский потенциал компонентов, либо температу-
ра – осмотическое давление. Это позволит раз-
работать обобщенную ФД глобулярных белков, 
учитывающую конформационные, в том числе 
денатурированные, состояния белка.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания КарНЦ РАН (0218-2019-0082).
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Zn-ТЕТРАФЕНИЛПОРФИН КАК МОДЕЛЬНАЯ 
СИСТЕМА ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ ВЛИЯНИЯ ПРИРОДЫ 
РАСТВОРИТЕЛЯ НА ТЕРМОДИНАМИКУ АКСИАЛЬНОЙ 
КООРДИНАЦИИ С МЕТАЛЛОПОРФИРИНАМИ

В. П. Андреев1, П. С. Соболев1, Д. О. Зайцев1, Н. Ш. Лебедева2

1 Петрозаводский государственный университет, Россия 
2 Институт химии растворов им. Г. А. Крестова РАН, Иваново, Россия

Методом электронной спектроскопии изучена координация цинк(II)тетрафе-
нилпорфина (Zn-ТФП) с N-оксидами пиридинов в хлористом метилене. Между ло-
гарифмами констант устойчивости комплексов, смещениями максимумов полос 
поглощения Zn-ТФП в электронных спектрах при комплексообразовании, основ-
ностью лиганда и σ-константами Гаммета заместителей наблюдаются линейные 
корреляции. В случае пиридинов в CHCl3, CСl4 и 1,2-дихлорэтане комплексообра-
зование является изоравновесным компенсационным, но с N-оксидами пиридинов 
замена хлороформа (изоэнтальпийный процесс) на хлористый метилен (изорав-
новесный антикомпенсационный процесс) приводит к кардинальным изменениям 
в термодинамике координации. Смена изоэнтальпийного поведения N-оксидов 
пиридинов в хлороформе на антикомпенсационное в хлористом метилене при ко-
ординации с Zn-ТФП может указывать на изменение механизма комплексообра-
зования. Это может быть обусловлено изменением типа гибридизации атома кис-
лорода группы N→O лиганда в зависимости от полярности растворителя. В пользу 
этого предположения говорит тот факт, что координация анилинов с Zn-ТФП в хло-
роформе (как и в случае N-оксидов, возможна перегибридизация атома азота ами-
ногруппы) также является изоэнтальпийным процессом, но в хлористом метилене 
становится изоравновесной в отличие от N-оксидов пиридинов с положительным 
значением β. Нами обнаружены линейные корреляции между константами скоро-
стей реакций пероксидазы хрена в водных растворах с анилинами и константами 
устойчивости комплексов Zn-ТФП с теми же лигандами в хлороформе. Мы наде-
емся, что настоящая работа поможет выяснению важных закономерностей в этой 
области биохимии, в частности термодинамических особенностей функциониро-
вания  пероксидаз.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: комплексообразование; металлопорфины; гетероаромати-
ческие N-оксиды; изоравновесный, изоэнтальпийный, компенсационный и анти-
компенсационный эффекты.

V. P. Andreev, P. S. Sobolev, D. O. Zaitsev, N. Sh. Lebedeva. Zn-TETRA-
PHENYLPORPHINE AS A MODEL SYSTEM FOR STUDYING THE INFLU-
ENCE OF THE NATURE OF THE SOLVENT ON THE THERMODYNAMICS OF 
AXIAL COORDINATION WITH METALLOPORPHYRINS

The coordination of zinc(II)tetraphenylporphine with pyridine N-oxides in methylene chlo-
ride was studied by electron spectroscopy. Linear correlations are observed between 
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Введение

Неослабевающий интерес к координаци-
онным свойствам порфиринов и металлопор-
фиринов (МП) обусловлен прежде всего их 
биологической значимостью. К ним относятся 
различные гемы (железосодержащие произ-
водные протопорфирина IX), являющиеся про-
стетическими группами таких белков и фер-
ментов, как гемоглобин, миоглобин, цитохро-
мы, каталаза, пероксидаза и многих других.

Функционирование всех металлопорфири-
нов in vivo связано с процессами комплексооб-
разования с аксиальными лигандами, природа 
которых изучена к настоящему времени в недо-
статочной степени, что вызвано неустойчиво-
стью природных МП в растворах, сложностью 
исследования межмолекулярных взаимодейст-
вий с их участием и ограниченной чувствитель-
ностью большинства физико-химических мето-
дов исследования [Андреев, Соболев, 2015].

Аксиальная координация – одно из харак-
терных и важнейших свойств МП, сущность 
которого состоит в том, что центральный атом 
металла образует донорно-акцепторные свя-
зи с одним, двумя или большим количеством 
лигандов. Такие важнейшие биологические 
функции металлопорфиринов, как фотосин-
тез, обратимое связывание O2 и многие другие, 
обусловлены в первую очередь их комплексо-
образованием с H2O, O2, H2O2, азотсодержа-
щими гетероциклами, белками и другими мо-
лекулами [Андреева, 1988; Филиппович, 1999; 
Haider et al., 2002; Андреев, Соболев, 2015].

Полагают, что именно процессами аксиаль-
ной координации обусловлена биологическая 
активность некоторых лекарственных веществ. 
Например, такие антималярийные хинолино-
вые препараты, как хинин, хлорохин, амодиа-
хин и мефлохин, дают аддукты с гематином 
(который образуется в малярийном плазмодии 
из гема гемоглобина хозяина), оказывающим 
токсическое действие на малярийный плазмо-
дий [Egan et al., 2000; Laure et al., 2012].

Успешное же использование металлопор-
фиринов в лечебной практике (при создании 
эффективных кровезаменителей, лекарствен-
ных препаратов, транспортных агентов) тре-
бует наличия информации о зависимости вли-
яния природы МП и лиганда на кинетические 
и термодинамические свойства чрезвычайно 
разнообразных природных и модельных пор-
фириновых систем. Особенно это актуально 
в связи с обнаруженным усилением в 7–10 
раз действия ряда лекарственных препаратов, 
вызванных добавлением цинкового комплекса 
протопорфирина [Лебедева и др., 2004]. Одна-
ко термодинамические закономерности ком-
плексообразования МП, несмотря на огромный 
к ним интерес, до настоящего времени изучены 
недостаточно [Андреев, Соболев, 2015; Basak 
et al., 2016; Dezhampanah, Firouzi, 2016].

Гетероароматические N-оксиды, в отличие 
от неокисленных аналогов, обладают уникаль-
ной совокупностью высокой донорной спо-
собности группы N→O и ее пространственной 
доступности. Спектр их биологической актив-
ности чрезвычайно широк: от экологически 
безопасных стимуляторов роста сельскохо-

the logarithms of the stability constants of complexes, shifts of the maximums of Zn-
TPP absorption bands in electronic spectra during complexation, the basicity of the li-
gand, and the Hammett σ constants of the substituent. In the case of pyridines in CHCl3, 
CCl4, and 1,2-dichloroethane, complexation is an isoequilibrium compensation, but 
with N-oxides of pyridines, the replacement of chloroform (isoenthalpic process) with 
methylene chloride (isoequilibrium anticompensation process) leads to drastic changes 
in the thermodynamics of coordination. The change from isoenthalpic behavior of pyridine 
N-oxides in chloroform to anticompensatory behavior in methylene chloride in coordina-
tion with Zn-TPP may indicate a change in the mechanism of complexation. This may be 
due to a change in the type of hybridization of the oxygen atom of the N→O group of the li-
gand depending on the polarity of the solvent. This hypothesis is supported by the fact 
that the coordination of anilines with Zn-TPP in chloroform (like in the case of N-oxides, 
amino-group nitrogen atom rehybridization is possible) is also an isoenthalpic process, 
but it changes to isoequilibrium in methylene chloride, in contrast to pyridine N-oxides 
with a positive β value. We found good linear correlations between the rate constants 
of horseradish peroxidase reactions in aqueous solutions with anilines and the stability 
constants of Zn-TPP complexes with the same ligands in chloroform. We hope that this 
work will help clarify important patterns in this area of biochemistry, in particular the ther-
modynamic features of peroxidase functioning.

K e y w o r d s: complexation; metalloporphyrins; heteroaromatic N-oxides; isoequilibri-
um, isoenthalpic, compensation and anticompensation effects.
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зяйственных растений [Пономаренко, 1999] 
и лекарственных препаратов до чрезвычайно 
мощных мутагенов и канцерогенов [Liu, Guo, 
2001]. Кроме того, следует подчеркнуть, что 
гетероциклические соединения, попадая в ор-
ганизм, подвергаются метаболическим прев-
ращениям, продуктами которых являются 
и N-оксидированные производные, способные 
взаимодействовать с различными порфирино-
выми системами клеток. Например, восстанов-
ление алифатических и гетероароматических 
N-оксидов часто опосредуется гем-содержа-
щими ферментами (такими, как триметиламин 
N-оксидредуктаза) или даже гемом без белко-
вой части. Показано, что N-оксиды 2-н-гептил- 
и 2-н-нонил-4-гидроксихинолина, выделяемые 
бактериями рода Pseudomonas и обладающие 
мощным антибактериальным эффектом, свя-
зываясь с гем-содержащими белками, ингиби-
руют электронный транспорт в мембранах бак-
терий, хлоропластов и митохондрий [Андреев, 
Соболев, 2015].

Материалы и методы

N-оксиды пиридинов синтезировали соглас-
но работе [Ochiai, 1967] путем окисления соот-
ветствующих гетероциклов пергидролем в сре-
де ледяной уксусной кислоты. N-оксид 4-ни-
тропиридина получали нитрованием N-оксида 
пиридина, который также был подвергнут нук-
леофильному замещению нитрогруппы под 
действием метилата натрия с целью синтеза 
N-оксида 4-метоксипиридина. N-оксид 4-сти-
рилпиридина получали конденсацией N-оксида 
4-метилпиридина с бензальдегидом. Раство-
рители (хлороформ и хлористый метилен) очи-
щали согласно работе Гордона и Форда [1976] 
и стабилизировали гексеном-1 (0,1 % по объе-
му) [Lebedeva et al., 2001].

Константы устойчивости Zn-ТФП с N-окси-
дами пиридинов рассчитывали, как описано 
в работе Андреева с соавт. [2018]. Термоди-
намические константы процесса комплексо-
образования рассчитывали на основании зави-
симости значений констант устойчивости при 
различных температурах (эксперименты для 
каждого из лигандов повторяли 4 раза) гра-
фическим методом с учетом формулы (первое 
приближение Улиха) [Физическая…, 1987]:

lnK = –∆H0/RT + ∆S0/R,

предполагая, что в исследуемом узком ин-
тервале температур (283–298 K) значения ∆H0 
и ∆S0 остаются постоянными. Значения вели-
чин ∆H0 и ∆S0 рассчитывали для каждой темпе-
ратурной зависимости К по отдельности, после 

чего находили их среднее значение и стандарт-
ное отклонение.

Результаты и обсуждение

Настоящая работа посвящена сравнению 
комплексообразования Zn-ТФП в хлороформе 
и хлористом метилене с шестью Х-замещенны-
ми N-оксидами пиридинов, где Х = 4-морфо-
лино (1а), 4-MeO (1б), 4-стирил (1в), 3-COOEt 
(1г), 4-CN (1д), 4-NO2 (1е), и предпринята по-
пытка выяснить причины того, что термодина-
мика данного процесса разительно отличается 
от таковой для неокисленных аналогов.

Нами обнаружено, что в случае координации 
N-оксидов пиридинов с Zn-ТФП в хлористом 
метилене, как и в случае пиридинов в хлоро-
форме, 1,2-дихлорэтане и четыреххлористом 
углероде и N-оксидов пиридинов в хлорофор-
ме, между логарифмами констант устойчиво-
сти комплексов (lgK), смещениями максимумов 
(∆λ) полос поглощения Zn-ТФП в электронных 
спектрах при комплексообразовании, основ-
ностью (pKa) лиганда и σ-константами Гаммета 
заместителей наблюдаются линейные корре-
ляции (r = 0,97–0,993) (табл.).

Кроме того, для обоих классов (пиридины 
и их N-оксиды) лигандов при замене хлоро-
форма на хлористый метилен ∆λII уменьшает-
ся, а К возрастает. Особо следует отметить 
тот факт, что при построении корреляции в ко-
ординатах lgK – ∆λ в хлороформе поведение 
3- и 4-замещенных пиридинов и N-оксидов 
пиридинов может быть описано одним и тем 
же уравнением (lgK = 0,272∆λII – 0,623; n = 19, 
r = 0,992), тогда как в хлористом метилене 
их поведение подчиняется двум разным пря-
мым (для пиридинов lgK = 0,382∆λII – 1,58, 
n = 4, r = 0,998; для N-оксидов пиридинов 
lgK = 0,436∆λII – 1,50, n = 6, r = 0,993). Причина 
этого различия неясна.

Однако наиболее сильные отличия при сме-
не растворителя характерны для термодина-
мики координации: для пиридинов в хлоро-
форме, четыреххлористом углероде и 1,2-ди-
хлорэтане (изоравновесная температура Т 
равна 194, 144 и 61 К соответственно), а также 
N-оксидов пиридинов в хлористом метилене 
(∆H0 = –583∆S0–16800, n = 6, r = 0,9813) про-
цессы являются изоравновесными, т. е. при 
смене заместителя в пиридиновом кольце 
∆H0 изменяется пропорционально ∆S0, но для 
N-оксидов пиридинов в хлороформе ∆H0 явля-
ется постоянным (изоэнтальпийный процесс).

При этом ∆S0 для N-оксидов пиридинов 
в хлористом метилене (–2,7…+10,8 Дж/моль·K) 



57

изменяется в более узком диапазоне, чем 
в хлороформе (–5,7…+33,0 Дж/моль·K) (табл.).

Особо отметим, что линейная корреля-
ция между ∆H0 и ∆S0 для координации Zn-ТФП 
с N-оксидами пиридинов в хлористом метилене 
описывается прямой (рис. 1) с отрицательным 
значением β (–583 К), т. е. температурой, при 
которой варьирование заместителя не должно 
приводить к изменению константы равновесия, 
т. к. изменения энтальпии должны точно ком-
пенсироваться изменениями энтропии.

Температурная зависимость ∆G для 
N-оксидов пиридинов подтверждает, что ∆G 
и константы устойчивости при температуре 
около –600 К должны были бы перестать зави-
сеть от структуры N-оксидов пиридинов, а при 
дальнейшем понижении температуры должно 
было бы произойти обращение их зависимости 
от электронных эффектов заместителей в по-
ложениях 3 и 4 пиридинового кольца, напри-
мер, комплекс с N-оксидом 4-нитропиридина 
должен был бы стать более устойчивым, чем 
с N-оксидом 4-морфолинопиридина. С другой 
стороны, зависимость ∆G от σ показывает, что 
для N-оксида, имеющего в пиридиновом коль-

це заместитель с σ ≈ 0,5, ∆G не должно зави-
сеть от температуры.

Еще раз отметим, что подобные рассужде-
ния, характерные для изоравновесных (изотер-
модинамических) процессов, в нашем случае 
отличаются тем, что прямая ∆H – ∆S и величина 
β имеют соответственно отрицательные наклон 
и значение в шкале Кельвина. Согласно дан-
ным таблицы, в хлористом метилене измене-
ния ∆Н при координации Zn-ТФП с N-оксидами 
пиридинов становятся более существенными, 
а ∆S при вариациях структуры лиганда – менее 
значимыми по сравнению с хлороформом.

Линерт писал, что в химии мало тем, в ко-
торых возникло бы столько недоразумений 
и противоречий, как в связи с так называемым 
изокинетическим соотношением (ИКС) или 
компенсационным законом. По его мнению, 
правильная процедура демонстрации ИКС тре-
бует «изучить, есть ли общая точка пересече-
ния в температурной зависимости константы 
равновесия» [Linert et al., 1983]. Учитывая дан-
ное пожелание, мы проверили зависимость 
RlnK – 1/T и подтвердили, что пересечение пря-
мых (рис. 2) должно происходить около –600 К.

Константы устойчивости (К298), термодинамические величины (∆H0, ∆S0) образования молекулярных ком-
плексов Zn-ТФП с гетероароматическими N-оксидами пиридинов в хлористом метилене и хлороформе при 
25 °C, смещения максимумов полос поглощения I и II (∆λI, ∆λII) в спектрах Zn-ТФП при комплексообразова-
нии, константы заместителей (σ) и значения основности (pKa (25 °C)) лигандов в воде при 25 °С
Stability constants (K298), thermodynamic values (∆H0, ∆S0) of the formation of Zn-TPP molecular complexes with 
heteroaromatic pyridine N-oxides in methylene chloride and chloroform at 25°C, shifts of the maximum absorption 
bands I and II (∆λI, ∆λII) in the Zn-TPP spectra during complexation, constants of substituents (σ) and basicity values 
(pKa (25 °C)) of ligands in water at 25 °C

N

Лиганд
N-оксид
Ligand 

N-oxide

К298

pKa (25 
˚C) * σ* ∆λII ∆λI

 – ∆H0, Дж/моль
J/mol

∆S0, Дж/ (моль·K)
J/ (mol·K) 

CH2Cl2

1 1а 32 195 ± 100 3,25 –1 13,9 16,4 22 590 ± 150 10,8 ± 0,6
2 1б 16 027 ± 610 2,05 –0,268 12,7 14,3 21 750 ± 520 7,4 ± 1,4
3 1в 8625 ± 165 1,10 0,06 14 12,4 20 440 ± 960 6,7 ± 3,4
4 1 г 3850 ± 40 - 0,37 12,1 13,8 19 350 ± 580 3,6 ± 2,3
5 1д 366 ± 10 –1,17 0,628 9,3 11,7 15 500 ± 240 –3,2 ± 0,9
6 1е 235 ± 5 –1,7 0,778 8,9 10,7 14 280 ± 230 –2,7 ± 0,76

CHCl3 
**

1 1а 12 020 ± 440 3,25 –1 15,6 18,8 13 470 ± 240 33,0 ± 1,0
2 1б 2470 ± 63 2,05 –0,268 14,5 17,0 13 940 ± 260 19,0 ± 8
3 1в 1142 ± 25 1,10 –0,06 13,4 15,6 13 800 ± 220 12,5 ± 4
4 1 г 454 ± 9 - 0,37 12,4 15,0 13 880 ± 290 4,6 ± 4

5 1д Не обнаружено
n/d –1,17 0,628 10,8 13,4 - -

6 1е 134 ± 3 –1,7 0,778 10,0 12,0 13 740 ± 150 –5,7 ± 4

Примечание. * По: Андреев, Соболев, 2015. ** Данные взяты из нашей работы [Andreev et al., 2014], где описана координа-
ция Zn-ТФП в хлороформе с 18 N-оксидами пиридинов и 13 N-оксидами хинолинов.
Note. * After: Andreev, Sobolev, 2015. ** Data are taken from our work [Andreev et al., 2014] where the coordination of Zn-TPP 
in chloroform with 18 N-oxides of pyridines and 13 N-oxides of quinolines is described.
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В 2016 г. отмечалось, что за почти 90 лет 
было сделано много попыток объяснить эф-
фекты «энтальпийно-энтропийной компенса-
ции» [Pan et al., 2016], но и до сих пор ситуация 
остается сложной и нерешенной. Еще более 
необъяснимы линейные корреляции с отрица-
тельным наклоном прямой в координатах ∆H – 
∆S (антикомпенсационный эффект), которые 
указывают на то, что энтальпия и энтропия из-

меняются в противоположных направлениях 
[Шмид, Сапунов, 1985].

Действительно, для пиридинов в хлорофор-
ме, 1,2-дихлорэтане и CCl4 симбатное увели-
чение ∆H и ∆S (компенсация) приводит к росту 
значений констант устойчивости комплексов. 
Для N-оксидов же пиридинов в хлористом ме-
тилене к увеличению значений констант устой-
чивости комплексов приводит их антибатное 

Рис. 1. Зависимость изменений энтальпий (∆H0) от изменений 
энтропий (∆S0) процессов комплексообразования Zn-ТФП в хло-
ристом метилене
Fig. 1. Dependence of enthalpy changes (∆H0) on entropy changes 
(∆S0) of Zn-TPP complex formation processes in methylene chloride

Рис. 2. Зависимость RlnK от 1/T для процесса координации 
Zn-ТФП с N-оксидами пиридинов в хлористом метилене
Fig. 2. Dependence of RlnK on 1/T for the coordination process 
of Zn-TPP with pyridine N-oxides in methylene chloride
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изменение (∆H падает, антикомпенсация), 
а в хлороформе в случае этих лигандов проис-
ходит только увеличение ∆S (∆H постоянно).

По словам Лю и Гуо, «некомпенсационное 
поведение очень интригует, но для его объяс-
нения не было предложено никакой теории» 
[Liu, Guo, 2001]. Тем не менее в мицеллооб-
разовании гидрофобная гидратация, то есть 
образование «айсбергов» или «мерцающих 
кластеров», окружающих амфифильные ги-
дрофобные хвосты, считается ответственной 
за эффект энтальпийно-энтропийной антиком-
пенсации [Pan et al., 2016].

Грациано поясняет ее реорганизацией во-
дородных связей при взаимодействии раство-
ренных веществ в воде [Graziano, 2004]. Форд 
из статистико-механического анализа бимоле-
кулярной ассоциации галогеналканов, кетонов, 
алканолов, аминов и пр. в газовой фазе дела-
ет вывод о формировании различных режимов 
компенсации как положительных, так и отри-
цательных ∆H – ∆S корреляций [Ford, 2005]. 
Молекулярная модель гидратации предсказы-
вает важность энергии притяжения между рас-
творенным веществом и водой, приводящей 
к антикомпенсации [Gallicchio, 1998; Graziano, 
2004]. Для процесса межмолекулярной ассо-
циации Пиге также сообщает об антикомпен-
сации, возникающей в результате изменения 
(уменьшения) контактных расстояний между 
связанными молекулярными парами в раство-
ре [Piguet, 2011].

Шмид и Хан в 1983 г. на основании всех из-
вестных им работ пришли к выводу, что эффект 
антикомпенсации, который не был бы допущен 
с теоретической точки зрения [Leffler, Grun-
wald, 1963] для элементарной реакции, может 
иметь место, если рассматриваемые констан-
ты равновесия являются составными и отно-
сятся по крайней мере к двум стадиям процес-
са, на которые изменение параметров влияет 
в противоположном направлении, и если при 
этом одна стадия сильно воздействует на об-
щую энергию, а другая – на общую энтропию 
[Schmid, Han, 1983].

В качестве примеров такого способа по-
нимания антикомпенсации авторы приводят 
процесс восстановления комплексов заме-
щенного железа (III) фенантролина железом (II) 
(β = –550 К) [Шмид, Сапунов, 1985; Schmid, Han, 
1983] и ионизацию мета-замещенных фенолов 
(β = –66 К, ∆H0 = –66,2∆S0 + 3332, r = 0,90; тог-
да как ∆G0 = –365∆S0 + 3328, r = 0,996) [Bolton, 
1967]. Второй случай Шмид и Хан объясняют 
тем, что энергия реакции относится главным 
образом к ионизации самой молекулы, тогда 
как энтропия реакции контролируется сольва-

тацией фенолят-аниона. Оттягивание электро-
нов от реакционного центра должно приводить 
к уменьшению ∆H0 и к менее отрицательной 
∆S0. Именно это и обнаружено эксперимен-
тально в данной работе.

Авторы работы [Bolton, 1967] поясняют, что 
доминирующим фактором взаимодействия за-
местителей при ионизации фенолов является 
степень делокализации заряда в бензольном 
кольце аниона феноксида. Чем больше заме-
ститель способен делокализовать заряд, тем 
меньше степень сольватации вокруг функцио-
нальной группы в анионе и тем менее отрица-
тельным становится ∆S0.

Антикомпенсация доказана также для ком-
плексообразования ионов металлов с аминами 
в водной среде [De Marco et al., 1996].

Изотермодинамическое соотношение в се-
рии реакций обычно используют для уста-
новления общности механизма исследуемых 
процессов. Например, в работе [Bel’skii, 2000] 
показано, что для 165 реакций нуклеофильно-
го замещения у насыщенного атома углерода 
с участием анионных нуклеофилов выполняется 
изокинетическое соотношение с Тiso = 6103 К, 
lgkiso = 10,402, которое применимо к констан-
там скорости реакций в протонодонорных и по-
лярных апротонных растворителях, а также 
в смесях этих растворителей.

С другой стороны, смена изоэнтальпийного 
поведения N-оксидов пиридинов в хлорофор-
ме на антикомпенсационное в хлористом ме-
тилене при координации с Zn-ТФП, напротив, 
должна указывать на изменение механизма 
комплексообразования. С точки зрения со-
ставных констант равновесия можно предпо-
ложить, что это (в отличие от пиридинов, где 
меняется лишь значение Тiso) связано со спо-
собностью к некоторому изменению кратно-
сти связи группы N→O и sp3 ↔ sp2 – перегибри-
дизации атома кислорода [Андреев, Соболев, 
2015], степень которых зависит от природы 
растворителя (в пиридиновом кольце неокис-
ленных аналогов для атома азота это исклю-
чено). Возможно, именно это дополнительное 
преобразование молекулы лиганда ответст-
венно за изменение термодинамики процес-
са в целом. Далее же следуют десольватация 
лиганда, образование комплекса с МП и его  
сольватация.

В пользу этого предположения говорит тот 
факт, что координация анилинов (как и в случае 
N-оксидов, возможна перегибридизация атома 
азота аминогруппы [Андреев, 2012]) с Zn-ТФП 
в хлороформе также является изоэнтальпий-
ным процессом [Andreev et al., 2012]. Однако 
наши предварительные экспериментальные 
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данные показывают, что в хлористом метилене 
их комплексообразование становится изорав-
новесным (∆H0 = 519,6∆S0–6893; n = 7, r = 0,99), 
но в отличие от N-оксидов пиридинов – с поло-
жительным значением β.

Следует отметить, что ионизация мета-за-
мещенных фенолов (β = –66 К) также сопрово-
ждается sp3 ↔ sp2 – перегибридизацией атома 
кислорода ОН- группы.

Объяснению полученных различий будет 
посвящена наша дальнейшая работа, причем 
особое внимание будет уделяться явлению 
антикомпенсации.

Заключение

Исследование термодинамики комплексо-
образования природных систем, содержащих 
металлопорфирины, крайне затруднительно 
в связи с их неустойчивостью в растворах вне 
клетки и наличием нескольких конкурирующих 
центров координации, которые могут прини-
мать участие в различных типах химических 
превращений. Поэтому очень часто для подоб-
ных исследований используют более простые 
и устойчивые модельные металлопорфири-
ны (например, Zn-ТФП) в различных органи-
ческих растворителях. Нами ранее показано, 
что между координационными процессами, 
химическими реакциями и биохимическими 
превращениями с участием Zn-ТФП, происхо-
дящими в органических растворителях, вод-
ных растворах и их смесях, существуют про-
стые линейные корреляции [Андреев, Соболев, 
2015]. Например, они обнаружены нами между 
константами скоростей реакций пероксидазы 
хрена в водных растворах с анилинами и кон-
стантами устойчивости комплексов Zn-ТФП 
с теми же лигандами в хлороформе [Andreev, 
Sobolev, 2012]. К сожалению, данные относи-
тельно термодинамических закономерностей 
координации МП с различными классами со-
единений очень немногочисленны и носят си-
стематический характер только в случае взаи-
модействия Zn-ТФП (определены нами мето-
дом электронной спектроскопии для более чем 
200 лигандов).

В настоящей статье отмечается, что тер-
модинамика комплексообразования Zn-ТФП 
с N-оксидами пиридинов (анилинов), в отличие 
от пиридинов, сильно зависит от природы рас-
творителя. Удивительно, что в первом случае 
столь слабое изменение природы растворите-
ля (замена хлороформа на хлористый метилен) 
приводит к поразительно сильным изменени-
ям термодинамики равновесных процессов. 
По-видимому, это обусловлено уникальными 

свойствами исследуемых лигандов (анилинов 
и гетероароматических N-оксидов), способных 
к перегибридизации донорного центра.
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ВЛИЯНИЕ ИОНОВ НИКЕЛЯ НА СЕРДЕЧНУЮ АКТИВНОСТЬ 
МИДИИ MYTILUS EDULIS LINNAEUS, 1758

И. Н. Бахмет1, Д. А. Екимов2

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

Разработан оригинальный программно-аппаратный комплекс «Мидия-7Т» для ди-
стантной непрерывной регистрации сердечной активности моллюсков. Применение 
комплекса позволило оценить влияние ионов никеля (NiCl2×6H2O в концентрации 
500 мкг/л) на сердечную ритмику мидии Mytilus edulis Linnaeus, 1758. Показано 
достоверное понижение частоты сердечных сокращений через 20 минут после до-
бавления тяжелого металла. Кроме того, через тот же временной интервал резко, 
в 20–100 раз, возрастала групповая дисперсия показателей сердечной активности. 
В то же время индивидуальная дисперсия частоты сердечных сокращений увеличи-
валась в 3–10 раз уже через 1 минуту после начала воздействия никеля. Рост дис-
персии показателей сердечной активности свидетельствует о стрессовом характе-
ре воздействия. Предлагается использовать в токсикологических экспериментах 
при оценке реакции сердечной системы моллюсков на тяжелые металлы три пока-
зателя: изменение частоты сердечных сокращений, индивидуальную и групповую 
дисперсии частоты сердечных сокращений. Доказана перспективность примене-
ния разработанного комплекса в экспериментах по оценке реакции сердечной си-
стемы моллюсков на воздействия.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: мидии; Mytilus edulis Linnaeus, 1758; частота сердечных со-
кращений; плетизмограмма; ионы никеля.

I. N. Bakhmet, D. A. Ekimov. EFFECT OF NIKEL IONS ON CARDIAC 
ACTIVITY IN THE BLUE MUSSEL MYTILUS EDULIS LINNAEUS, 1758

The original device and firmware “Blue mussel-7T” was designed for distant continuous 
recording of mollusk cardiac activity. This device allows estimating the effect of nickel ions 
(NiCl2×6H2O in 500 μg/l concentration) on the heart rate in blue mussels Mytilus edu-
lis Linnaeus, 1758. A significant decrease in the heart rate 20 minutes after the addition 
of the heavy metal was shown. Besides, the cross-group variance of the parameter in-
creased sharply (20–100-fold) after the same time interval. At the same time, individual 
variance of the heart rate rose 3–10-fold as soon as 1 minute after nickel had been added. 
The increase in heart rate variance probably testifies to a stressful nature of the impact. 
It is suggested to use three indices in toxicological experiments estimating mollusk car-
diac responses to heavy metals: heart rate change, individual and cross-group variances 
of heart rate indices. The new device and firmware proved to have potential for experi-
menting with the estimation of mollusk cardiac responses to impacts.

K e y w o r d s: blue mussels; Mytilus edulis Linnaeus; 1758; heart rate; plethysmogram; 
nickel ions.
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Введение

Показатели изменения сердечной активно-
сти моллюсков в токсикологических экспери-
ментах активно используются последние 20 лет 
[Marchan et al., 1999; Curtis et al., 2000; Bakhmet 
et al., 2012 и др.]. В указанных работах была 
установлена высокая чувствительность сердеч-
ной активности мидий к меди и кадмию. В то же 
время методика дискретной регистрации пока-
зателей, примененная в этих исследованиях, 
не позволяла установить точное время отклика 
организма моллюсков на начало воздействия 
токсиканта. В результате не было возможности 
оценивать состояние животных в постоянном 
режиме, что приводило к потере значительной 
части информации. Например, возникали про-
блемы при установлении латентного периода 
реакции организма животного на воздействие. 
Кроме того, в предыдущих работах даже на ос-
нове дискретных измерений сердечной актив-
ности был показан флуктуационный характер 
изменений частоты сердечных сокращений 
(ЧСС) мидий при любых резких варьировани-
ях параметров окружающей среды. Очевидно, 
что длительность интервалов времени между 
дискретными измерениями оказывала влияние 
на возможности анализа таких изменений.

Обозначенные проблемы были решены бла-
годаря разработанному в лаборатории эко-
логического мониторинга и моделирования 
Карельского научного центра РАН программ-
но-аппаратному комплексу (ПАК) «Мидия-7Т», 
позволяющему регистрировать сердечный 
ритм моллюсков в непрерывном режиме. Доба-
вим, однако, что аналогичные приборы незави-
симо от данной разработки созданы и в других 
лабораториях [Kholodkevich et al., 2008; Burnett 
et al., 2013], что свидетельствует об актуально-
сти этого направления исследований.

Целью настоящей работы являлась апроба-
ция нового ПАК и усовершенствованной сис-
темы регистрации кардиоактивности, для чего 
в качестве предмета исследования и проводи-
лась оценка влияния ионов никеля (Ni) на сер-
дечную активность мидий Mytilus edulis Linnae-
us, 1758 с применением указанного комплекса. 
Выбор металла объясняется, во-первых, доста-
точно высокой токсичностью (2 класс опасно-
сти, ПДК в воде водных объектов хозяйствен-
но-питьевого и культурно-бытового водополь-
зования – 0,02 мг/л [Гигиенические…, 2003]). 
Более того, для человека ПДК никеля составля-
ет всего 13 мкг/г сырого веса [USFDA…, 1993] 
(для рыб и двустворчатых моллюсков – менее 
5 мг/кг сухого веса [SFT в Molvaer et al., 1997]), 
а двустворчатые моллюски, как известно, могут 

накапливать тяжелые металлы в своих тканях 
в достаточно высоких концентрациях [El-Sikaily 
et al., 2004; Колючкина, Исмаилов, 2011 и др.]. 
Во-вторых, до настоящего времени при иссле-
дованиях влияния никеля на моллюсков приме-
няли либо гидробиологические методы (смерт-
ность, скорость роста, плотности популяций, 
накопление, определение скорости фильтра-
ции) [Calabrese et al., 1977; Watling, Watling, 
1982; Gissi et al., 2016 и др.], либо, гораздо 
реже, биохимические [Anilkumar, Meenak-
shi, 2012; Azizi et al., 2018]. Исследования же 
физиологии моллюсков при воздействии ни-
келя отсутствуют, что подчеркивается в обзо-
рах [Gissi et al., 2016; Aquatic…, 2002]. В нашей 
работе мы попытались частично восполнить 
этот пробел. В-третьих, концентрация никеля 
в Белом море находится ниже аналитического 
минимума [Savinova et al., 2007], что позволяет 
рассматривать мидий данного водоема как ре-
перный объект.

Материалы и методы

Работа выполнена в сентябре 2017 года 
на Беломорской биологической станции «Кар-
теш» им. О. А. Скарлато Зоологического инсти-
тута РАН. Мидий Mytilus edulis Linnaeus, 1758 со-
бирали с установок для культивирования моллю-
сков (глубина 2 м) при температуре воды 10 °С. 
В эксперименте использованы мидии возраста 
2+. Длина раковин варьировала от 31 до 35 мм 
и составила в среднем 33 мм. Перед началом 
наблюдений животных в течение 3 суток аккли-
мировали к лабораторным условиям. Моллю-
сков содержали в аквариумах из оргстекла с аэ-
рируемой морской водой соленостью 25 ‰ при 
постоянном освещении и температуре 10 °С. 
Ежесуточно проводилась частичная смена воды. 
За сутки до начала эксперимента к раковинам 
тестируемых животных приклеили оптические 
сенсоры CNY70 и поместили по 7 особей в два 
аквариума (один – с контрольными моллюска-
ми, второй – с экспериментальными) объемом 
10 литров с постоянной аэрацией.

Регистрацию ЧСС проводили непрерыв-
но в течение 9 часов до воздействия и 5 часов 
после добавления хлорида никеля в аквари-
ум с экспериментальными животными. Никель 
был добавлен на 541-й минуте. Использовалась 
концентрация в 500 мкг/л ионов никеля, что 
соответствует 25 ПДК. Выбор данной концен-
трации обусловлен использованием сходных 
концентраций металла (от 455 до 1126 мкг/л) 
в различных исследованиях [Watling, Watling, 
1982; Stuijfzand et al., 1995]. Добавление метал-
ла было выполнено однократно.
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Запись сердечного ритма осуществлялась 
на два ПАК (один использовался для контроль-
ной группы животных, второй – для экспери-
ментальной). На графиках представлены сред-
ние значения ЧСС моллюсков в каждую минуту. 
Групповая дисперсия рассчитывалась для каж-
дой минуты опыта по ЧСС используемых мол-
люсков. Индивидуальную дисперсию получали 
путем взятия 30 последовательных значений 
ЧСС у отдельной мидии и, соответственно, рас-
чета дисперсии. Нормальность распределения 
определяли по методу Колмогорова – Смир-
нова. При сравнении ЧСС контрольной и экс-
периментальной групп применяли t-критерий 
Стьюдента.

Результаты и обсуждение

До воздействия поллютантом средние ЧСС 
в экспериментальной и контрольной группах 
достоверно не различались между собой (22,3 
и 22,2 уд/мин соответственно). После добав-
ления никеля средние значения ЧСС моллю-
сков экспериментальной группы недостовер-
но снижались через 1 минуту с последующим 
резким падением через 20 минут до 15 уд/мин 
(рис. 1). Наблюдаемая брадикардия отража-
ет понижение уровня метаболизма животных. 
В случае с мидиями это связано прежде всего 
с классической реакцией моллюсков на небла-

гоприятное воздействие, а именно – изоляцией 
от окружающей среды путем закрывания ство-
рок раковины. При этом сердечная активность 
у некоторых особей падает до нулевой отмет-
ки. Далее наблюдались выраженные флукту-
ации сердечного ритма животных (рис. 1), что 
объясняется апериодическим приоткрыванием 
створок раковины мидиями для тестирования 
окружающей воды. В среднем ЧСС экспери-
ментальной группы животных была достовер-
но ниже сердечной активности контрольных 
мидий (t = –38,78; p < 0,001). Таким образом, 
мы наблюдали последующую реакцию моллю-
сков на экспериментальное загрязнение сре-
ды. Сходные результаты отмечались в работах 
с использованием Cu, Zn и As [Bamber, De-
pledge, 1997; Marchan et al., 1999; Curtis et al., 
2000].

Анализ дисперсии ЧСС экспериментальных 
моллюсков показал, что групповая вариабель-
ность сердечной активности резко возрастала 
через 20 минут после воздействия, т. е. через 
тот же временной интервал, что и выраженная 
брадикардия (рис. 2). С другой стороны, инди-
видуальная дисперсия ЧСС повысилась у четы-
рех моллюсков в 3–10 раз уже через одну ми-
нуту после добавления никеля (табл.). Можно 
предположить, что даже такого краткого вре-
менного интервала достаточно для реакции 
мидии на никель.

Рис. 1. ЧСС мидий контрольной и экспериментальной групп (серая и черная линии соответственно). 
Здесь и на рис. 2 черной стрелкой показан момент добавления никеля
Fig. 1. Heart rate of blue mussels of the control and experimental groups (grey and black lines, accordingly). 
Here and in Fig. 2 the black arrow shows the time of nickel addition
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Таким образом, показано, что никель в кон-
центрации 500 мкг/л выраженно воздейству-
ет на сердечную активность мидий. В работе 
установлено, что при исследовании реакции 
сердечной системы моллюсков на тяжелые 
металлы можно использовать три показателя: 
изменение ЧСС, индивидуальную и групповую 
дисперсию ЧСС. При этом именно индивиду-
альная дисперсия, по-видимому, может слу-
жить первичным ответом. Следует подчерк-
нуть, что именно благодаря новому прибору 
и оригинальному программному обеспечению, 
позволяющему осуществлять непрерывную ре-
гистрацию и анализ показателей сердечной ак-
тивности, мы получили возможность рассчиты-

вать вышеуказанную индивидуальную диспер-
сию ЧСС.

Работа выполнялась с соблюдением всех 
международных, национальных и/или институ-
циональных принципов гуманной этики при ис-
пользовании лабораторных животных. Настоя-
щая статья не содержит описания каких-либо 
исследований с участием людей в качестве 
объектов.

Авторы благодарят сотрудников ББС ЗИН 
РАН «Картеш» за неоценимую помощь при сбо-
ре материала и постановке экспериментов.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания КарНЦ РАН (Институт биологии КарНЦ 
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ИЗОЭНЗИМЫ ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ В ТКАНЯХ 
ХИЩНЫХ МЛЕКОПИТАЮЩИХ В ПРОЦЕССЕ 
ПОСТНАТАЛЬНОГО ОНТОГЕНЕЗА

А. Р. Унжаков, Е. П. Антонова, С. Н. Калинина
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Проведено электрофоретическое разделение изоферментов лактатдегидрогена-
зы (ЛДГ, КФ 1.1.1.27) в тканях почек, скелетной мышцы, легких и селезенки у им-
матуронатных щенков норок Neovison vison Schreber и песцов Alopex lagopus L. 
в возрасте 15, 25, 60, 90, 120, 150, 180 и 210 суток после рождения. У молодняка 
норок и песцов – представителей хищных млекопитающих – наиболее значимые 
возрастные перестройки в изоферментных спектрах ЛДГ в исследуемых тканях на-
блюдались в начальный период интенсивного роста и развития животных – в воз-
расте 15–90 суток. В тканях скелетных мышц, легких и селезенки у щенков норок 
обнаружено более высокое содержание М-субъединиц ЛДГ по сравнению с пес-
цами в течение всего постнатального онтогенеза. Изоферментный профиль ЛДГ 
почек у 4-месячных щенков норок и песцов соответствовал таковому 7-месячных 
зрелых животных. Тканевая специфичность набора изоферментов ЛДГ отражает 
метаболический профиль тканей и выявляется уже на ранней стадии постнаталь-
ного онтогенеза.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: лактатдегидрогеназа; изоферменты; млекопитающие; 
Carnivora; постнатальный онтогенез.

A. R. Unzhakov, E. P. Antonova, S. N. Kalinina. LACTATE DEHYDRO-
GENASE ISOENZYMES IN TISSUES OF CARNIVOROUS MAMMALS 
DURING POSTNATAL ONTOGENY

The electrophoretic separation of isoenzymes of lactate dehydrogenase (LDH, EC 
1.1.1.27) was performed in the kidneys, skeletal muscle, lungs and spleen in mink 
Neovison vison Schreber and blue fox Alopex lagopus L. pups at 15, 25, 60, 90, 120, 
150, 180, and 210 days of age. Significant changes in the isoenzyme spectra of LDH 
in the  tissues of mink and blue fox pups were observed in the initial period of the animals’ 
intensive growth and development – at the age of 15–90 days. In the skeletal muscles, 
lungs and spleen, the content of M-subunits of LDH during postnatal ontogeny was 
 higher in mink than in foxes. The isozyme profile of renal LDH in 4-month-old pups of mink 
and blue foxes corresponded to that of 7-month-old animals. The tissue specificity 
of the LDH isoenzyme pattern reflects the metabolic profile of the tissues and is detectable 
already in early developmental stages.

K e y w o r d s: lactate dehydrogenase; isoenzymes; mammals; Carnivora; postnatal on-
togeny.
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Введение

Период онтогенеза у живого организма 
охватывает весь его жизненный цикл от опло-
дотворения до смерти, у млекопитающих вы-
деляют ряд возрастных этапов, которые ха-
рактеризуются своими физиологическими 
и биохимическими особенностями. Прежде 
всего в этом цикле выделяют два основных пе-
риода – пренатальный, или эмбриональный, 
и постнатальный, или постэмбриональный [Бе-
рестов, Кожевникова, 1981]. Постнатальный 
период в свою очередь подразделяется на три 
этапа – роста, зрелости и старости. Период ро-
ста, который у норок и песцов продолжается до 
6-месячного возраста, характеризуется интен-
сивным увеличением массы тела, усиленным 
формированием морфологических, физиоло-
гических и биохимических особенностей орга-
низма, присущих соответствующему виду жи-
вотных [Берестов, Кожевникова, 1981].

Лактатдегидрогеназа (ЛДГ) широко исполь-
зуется в качестве модельного фермента при 
изучении биохимических адаптаций [Hochach-
ka, Somero, 2002; Rossignol et al., 2003; Тю-
тюнник и др., 2005; Ahmad, 2009; Sergina et al., 
2015; Унжаков, Тютюнник, 2016]. Молекула 
фермента представляет собой тетрамер, со-
стоящий из двух типов субъединиц H (от англ. 
heart – сердце) и M (от англ. muscle – мышца), 
комбинация которых в разных вариантах дает 
пять изоферментов: ЛДГ-1 (H4), ЛДГ-2 (H3M1), 
ЛДГ-3 (H2M2), ЛДГ-4 (H1M3) и ЛДГ-5 (M4) [Ho-
chachka, Somero, 2002; Унжаков, Тютюнник, 
2016].

В этом контексте интересны в качестве 
модельных животных норки (Neovison vison) 
и песцы (Alopex lagopus), которые являются 
основными объектами промышленного зверо-
водства. В отличие от большинства домашних 
и сельскохозяйственных животных они нахо-
дятся на сравнительно начальных стадиях до-
местикации и, следовательно, сохранили сте-
реотип метаболизма своих диких предков [Бе-
рестов, Кожевникова, 1981]. В естественной 
среде обитания у этих незрелорождающихся 
млекопитающих, относящихся к отряду Хищные 
(Carnivora), экологические условия жизни раз-
личаются: норки – полуводные представители 
умеренных широт, а песцы – наземные хищни-
ки Арктики [Тютюнник и др., 2005].

Биологической основой онтогенеза являет-
ся переходный процесс в функциональных си-
стемах, характеризующийся определенными 
закономерностями, генетической основой ко-
торого является программированная регрес-
сия одних генов и депрессия других [Новожи-

лов, 2009]. Появление изоферментов ЛДГ ге-
нетически детерминировано, их соотношение 
у взрослых животных является результатом по-
следовательной экспрессии генов, контроли-
рующих синтез тех или иных субъединиц в раз-
витии [Корочкин и др., 1977; Райдер, Тейлор, 
1983; Dowell, Fu, 1994; Ahmad, Hasnain, 2005], 
а окончательное распределение их в тканях 
взрослого организма является основным ито-
гом биохимической дифференцировки. Проме-
жуточные же спектры изоферментов органов, 
характерные для определенных этапов и пост-
натального развития, отражают особенности 
обмена в эти периоды [Райдер, Тейлор, 1983].

Поскольку распределение изоферментов 
ЛДГ может сильно варьировать в зависимо-
сти не только от типа ткани и вида животных, 
но и от стадии онтогенеза индивида, то целью 
настоящей работы явилось изучение возраст-
ных изменений изоферментных спектров ЛДГ 
у норок и песцов в процессе постнатального 
онтогенеза.

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.

Объектами исследований служили щен-
ки американских норок Neovison vison Schre-
ber и голубых песцов Alopex lagopus L., раз-
водимые в условиях клеточного содержания. 
Норки и песцы принадлежали зверохозяйству 
ЗАО «Пряжинское» (Республика Карелия). Все 
экспериментальные процедуры с животными 
выполнялись в соответствии с требованиями 
Комиссии по этике Института биологии КарНЦ 
РАН. Все животные содержались в стандартных 
условиях, кормление и обеспечение водой ad 
libitum. Выявление возрастных особенностей 
изоферментных спектров ЛДГ в тканях почек, 
скелетной мышцы, легких и селезенки прово-
дили у 15-, 25-, 60-, 90-, 120-, 150- и 210-суточ-
ных щенков норок и песцов.

Для исследования изоферментного спект-
ра ЛДГ готовили гомогенаты тканей на 0,05 М 
фосфатном буфере (рН 7,0) и оставляли для 
экстракции фермента на 16–18 ч в холодиль-
нике при +4 °С, затем центрифугировали при 
6000 g в течение 15 мин. Разделение изо-
ферментов ЛДГ осуществляли методом го-
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ризонтального электрофореза на пластин-
ках агарового геля по Вайму [Wieme, 1959] 
с использованием отечественного прибора 
ПЭФ-3 при напряжении 3–4 V/см и силе тока 
50 mA/см. Продолжительность электрофоре-
за составляла 90–120 мин. Методы выделе-
ния, разделения и определения изоферментов 
ЛДГ описаны нами ранее [Унжаков, Тютюнник, 
2016]. Учитывая, что исследуемый фермент 
имеет тетрамерное строение, суммарное со-
держание H- и M-субъединиц рассчитывали со-
ответственно по формулам:

H (%) = ЛДГ-1 (%) + 0,75ЛДГ-2 (%) + 
+ 0,5ЛДГ-3 (%) + 0,25ЛДГ-4 (%);

M (%) = 0,25ЛДГ-2 (%) + 0,5ЛДГ-3 (%) + 
+ 0,75ЛДГ-4 (%) + ЛДГ-5 (%).

Результаты исследований обработаны 
с применением пакетов программ MS  Excel 
и Statgraphics и представлены в виде 
M ± m. Сравнение проводили с применением 
непараметрического критерия (U) Вилкоксо-
на – Манна – Уитни. Статистически значимыми 
считали различия при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

При анализе спектров изоферментов ЛДГ 
почек, скелетной мышцы, легких и селезенки 
у норок и песцов в период роста от 15 до 150 су-
ток и в начальный период зрелости – 210 суток 
(табл. 1–4) выявляются как общие закономер-
ности распределения электрофоретических 
фракций в соответствии с типом метаболизма 
тканей, так и различия, связанные с периодами 
постнатального развития. В исследуемых тка-
нях животных фермент, как правило, представ-
лен пятью молекулярными формами – от «быс-
трой» фракции ЛДГ-1 до «медленного» изофер-
мента ЛДГ-5.

Почки выполняют жизненно важные функ-
ции, влияющие на состояние метаболизма 
в организме животного [Мостофи, Смит, 1972]. 
Основная из них – выведение из организма 
животного нелетучих продуктов метаболизма, 
токсинов. Не менее важна роль почек в под-
держании баланса жидкости и электролитов, 
регуляции артериального давления, кислотно-
щелочного гомеостаза, обмена кальция, эри-
тропоэза [Василевский, 2004]. В связи с мно-
гочисленными функциями почки потребляют 
большое количество кислорода, чем объясня-
ется их интенсивное кровоснабжение.

Кровоснабжение почек у животных осу-
ществляется правой и левой почечными арте-
риями, отходящими от брюшной аорты, кото-

рые в воротах органа делятся дихотомически 
на дорсальные и вентральные ветви. Внутри-
органные артерии почек делятся на междоле-
вые и дуговые, диаметр этих сосудов больше 
у полуводной норки, чем у других наземных 
видов плотоядных – собак, песцов [Тяглова, 
2008]. Возрастные перестройки изоэнзимного 
профиля ЛДГ тканей почек норок в основном 
происходили в первые два месяца их жизни 
(табл. 1). Содержание анодных форм фермента 
(ЛДГ-1 и ЛДГ-2) было наибольшим в этом орга-
не. Их суммарная доля варьировала от 54,7 % 
у 25-суточных до 64,7 % у 60-суточных щенков. 
Статистически значимые изменения изоэнзим-
ного спектра ЛДГ почек норок наблюдались 
у 90-суточных щенков. В это время по сравне-
нию с предыдущим возрастом (2 месяца) уве-
личилось содержание анодного изофермента 
ЛДГ-1 (p < 0,05) при одновременном снижении 
катодного изоэнзима ЛДГ-5. Уже к 4-месячно-
му возрасту (120 суток) изоферментный про-
филь ЛДГ почек норок был близок к таковому 
7-месячных (210 суток) животных с созревшим 
волосяным покровом.

Для тканей почек щенков песцов в отличие 
от норок было характерным высокое суммарное 
содержание как анодных, так и катодных фрак-
ций фермента (табл. 2). У 15-суточных щенков 
суммарное содержание ЛДГ-4 и ЛДГ-5 состав-
ляло почти 50 %, тогда как содержание анод-
ных фракций равнялось 32,8 %. Существенным 
было изменение этого соотношения у 25-су-
точных щенков песцов, в результате чего коэф-
фициент отношения содержания ЛДГ-5/ЛДГ-1 
снизился в 2 раза по сравнению с предыдущим 
возрастом. Значение данного коэффициента 
на протяжении всего онтогенеза держалось 
в пределах 0,7–0,9 и лишь у пятимесячных щен-
ков поднялось до 1,2. Изоферментный профиль 
ЛДГ тканей почек 4-месячных песцов был близ-
ким к таковому 7-месячных животных. В тканях 
почек содержание анаэробных М-субъединиц 
ЛДГ у щенков песцов было выше, чем у норок, 
на протяжении всего онтогенеза.

Скелетные мышцы составляют около 40 % 
массы тела животных, выполняя жизненно 
важные функции в локомоции. Исследованная 
нами двуглавая мышца бедра m. biceps femoris 
содержит мышечные волокна двух типов с пре-
обладанием быстрых гликолитических [Harri-
son et al., 1997; Ishida et al., 2017]. Эти мышцы 
используют преимущественно анаэробную си-
стему энергообразования, способствующую 
образованию лактата.

В отличие от почек в скелетной мышце прео-
бладали М-субъединицы ЛДГ на всех изученных 
этапах онтогенеза норок и песцов (табл. 1, 2). 
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Таблица 1. Возрастные изменения изоферментных спектров ЛДГ в тканях почек норок и песцов
Table 1. Age-related changes in the isoenzyme spectra of LDH in the tissues of the kidneys of minks and Arctic foxes

Возраст, cутки
Age, days

Фракции / Fractions, % %
ЛДГ-1 ЛДГ-2 ЛДГ-3 ЛДГ-4 ЛДГ-5 Н М
LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5

Норки / Minks
15 (n=5) 30,8 ± 2,0 31,1 ± 0,7 26,4 ± 1,7 7,2 ± 0,8 4,5 ± 1,3 69,1 30,9
25 (n=6) 26,8 ± 1,5 27,9 ± 1,0 25,8 ± 0,8 11,0 ± 1,3 8,5 ± 0,7 63,4 36,6
60 (n=5) 34,0 ± 1,4 32,7 ± 0,3 21,2 ± 1,1 4,1 ± 0,5 8,0 ± 1,0 70,1 29,9
90 (n=6) 42,2 ± 2,1* 33,3 ± 1,2 19,3 ± 2,4 4,0 ± 1,2 1,2 ± 0,9* 77,8 22,2
120 (n=6) 44,4 ± 2,0 33,7 ± 0,9 13,8 ± 2,3 3,5 ± 0,4 4,6 ± 1,2 77,4 22,6
150 (n=5) 41,5 ± 1,6 35,8 ± 0,9 18,7 ± 1,0 1,9 ± 0,8 2,1 ± 0,6 78,2 21,8
210 (n=35) 44,0 ± 1,4 31,4 ± 0,8 16,6 ± 1,1 4,2 ± 0,7 3,8 ± 0,5 76,9 23,1

Песцы / Arctic foxes
15 (n=5) 19,7 ± 1,9 13,1 ± 1,7 18,0 ± 0,8 21,4 ± 2,1 27,8 ± 2,4 43,9 56,1
25 (n=5) 28,4 ± 0,9** 20,6 ± 1,0** 17,4 ± 0,8 13,0 ± 1,4* 20,6 ± 0,7 55,8 44,2
60 (n=6) 32,4 ± 1,7 16,4 ± 0,9 13,1 ± 0,9 13,2 ± 1,5 24,9 ± 1,1 54,6 45,4
90 (n=9) 26,1 ± 0,7** 14,7 ± 0,8 18,8 ± 0,7** 16,4 ± 0,6 24,0 ± 0,9 50,6 49,4
120 (n=6) 35,9 ± 3,2 15,2 ± 3,4 7,0 ± 2,2** 10,8 ± 1,6 31,1 ± 4,9 53,5 16,5
150 (n=6) 30,5 ± 1,3 13,5 ± 1,0 7,6 ± 1,1 11,5 ± 0,6 36,9 ± 2,3 47,3 52,7
210 (n=21) 36,9 ± 1,4 15,0 ± 1,0 7,3 ± 0,6 10,1 ± 0,8 30,7 ± 1,9 54,3 45,7

Примечание. Здесь и в табл. 2–4 различия достоверны по отношению к предыдущему возрасту: * – p < 0,05; ** – p < 0,01; 
*** – p < 0,001.
Note. Here and in Tab. 2–4 differences are significant in relation to the previous age: * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001.

Таблица 2. Возрастные изменения изоферментных спектров ЛДГ в тканях скелетной мышцы норок и песцов
Table 2. Age-related changes in the isoenzyme spectra of LDH in the skeletal muscle tissue of minks and Arctic foxes

Возраст, cутки
Age, days

Фракции / Fractions, % %
ЛДГ-1 ЛДГ-2 ЛДГ-3 ЛДГ-4 ЛДГ-5 Н М
LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5

Норки / Minks
15 (n=5) 0,7 ± 0,7 10,5 ± 2, 28,4 ± 2,8 29,8 ± 2,2 30,6 ± 3,5 30,2 69,8
25 (n=6) 0,9 ± 0,4 7,4 ± 1,1 21,5 ± 1,5 33,5 ± 0,9 36,7 ± 2,0 25,6 74,4
60 (n=5) 0,4 ± 0,3 5,3 ± 1,2 17,7 ± 2,0 23,0 ± 2,5 53,6 ± 4,3* 19,0 81,0
90 (n=6) 0 2,1 ± 0,8 16,7 ± 1,1 22,8 ± 2,3 58,4 ± 1,8 15,6 84,4
120 (n=6) 0,8 ± 0,5 6,4 ± 2,3 17,2 ± 1,9 22,4 ± 3,5 53,2 ± 2,5 19,8 80,2
150 (n=5) 0,5 ± 0,3 10,2 ± 1,0 25,3 ± 2,7 15,6 ± 1,4 48,4 ± 3,0 24,7 75,3
210 (n=35) 2,4 ± 0,2 6,1 ± 0,7 16,6 ± 1,3 17,6 ± 0,9 57,3 ± 2,4 19,7 80,3

Песцы / Arctic foxes
15 (n=5) 0 2,8 ± 1,2 10,3 ± 2,9 20,1 ± 2,5 66,8 ± 3,2 12,3 87,7
25 (n=5) 5,2 ± 2,3 11,0 ± 0,9** 16,1 ± 1,9 15,8 ± 3,0 51,9 ± 3,3 25,4 74,6
60 (n=6) 4,7 ± 1,0 12,6 ± 2,1 11,3 ± 1,7 13,0 ± 2,2 58,4 ± 3,5 23,0 77,0
90 (n=9) 5,2 ± 0,7 14,7 ± 1,8 8,6 ± 1,3 9,2 ± 2,2 62,3 ± 3,8 22,8 77,2
120 (n=6) 6,9 ± 1,7 9,6 ± 2,0 3,0 ± 0,9 10,8 ± 1,4 69,7 ± 4,2 18,3 81,7
150 (n=6) 10,6 ± 2,0 14,0 ± 1,6 7,4 ± 2,0 13,9 ± 1,5 54,1 ± 1,9** 28,3 71,7
210 (n=21) 3,1 ± 1,4 17,1 ± 2,5 21,1 ± 2,4 12,7 ± 1,7 46,0 ± 5,3 29,7 70,3

Изоферментный спектр ЛДГ скелетных мышц 
норок в ходе индивидуального развития пре-
терпевал изменения. В возрасте 15 суток при-
мерно равным и значительным было содержа-
ние трех фракций – ЛДГ-3, ЛДГ-4, ЛДГ-5. Ка-
ждая из них составляла около 30 %. Наиболее 
существенные сдвиги наблюдались у щенков 

в возрасте двух месяцев. В 60-суточном возра-
сте достоверно увеличилось количество изо-
фермента ЛДГ-5 (p < 0,05). C 2-месячного воз-
раста спектр ЛДГ скелетных мышц становится 
довольно стабильным. У 3-месячных щенков 
изоферментный профиль ЛДГ не отличался 
от такового у взрослых норок.
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У растущих щенков песцов, как и у норок, 
в изоферментном спектре ЛДГ тканей скелет-
ных мышц преобладающим являлось суммар-
ное содержание катодных форм ЛДГ. Но если 
у норок с возрастом доля ЛДГ-5 постепенно 
нарастала, то у песцов она преобладала во все 
исследуемые периоды онтогенеза (табл. 2). 
Начиная с 25-суточного возраста содержание 
М-субъединиц ЛДГ в скелетных мышцах у но-
рок сохранялось более высоким, чем у песцов. 
Тенденция возрастных изменений содержания 
М-субъединиц ЛДГ в скелетных мышцах у но-
рок и песцов была разнонаправленной. Так, 
если у норок содержание М-субъединиц ЛДГ 
в скелетных мышцах постепенно повышалось 
в онтогенезе, то у песцов – снижалось. Воз-
можно, эти видовые различия связаны с эколо-
гическими особенностями видов.

Основным органом, обеспечивающим газо-
обмен в организме млекопитающих, являют-
ся легкие [Гирфанов, Гирфанова, 2013]. Изо-
ферментный профиль ЛДГ тканей легких во 
все возрастные этапы, начиная с 25-суточного 
возраста, у щенков норок и песцов в основном 
был представлен пятью фракциями фермен-
та с преобладанием трех фракций – ЛДГ-3, 
ЛДГ-4 и ЛДГ-5 (табл. 3). Ранний онтогенез (до 
60 суток) норок характеризовался низкими 
значениями или отсутствием в изофермент-
ном профиле ЛДГ тканей легких первой фрак-
ции фермента (табл. 3). При этом у щенков 

норок наибольшим было содержание ЛДГ-5 
в изоферментном спектре ЛДГ в течение все-
го исследованного периода постнатального 
онтогенеза.

В подсосный период у 15- и 25-суточных 
песцов содержание изоферментов ЛДГ-3 
и ЛДГ-5 в легких было приблизительно рав-
ным и значительным. В период после отсад-
ки от матерей у двухмесячных щенков песцов 
в изоферментном спектре ЛДГ легких прои-
зошли существенные перестройки. В три раза 
увеличилось содержание ЛДГ-1 (p < 0,001) 
и на треть по сравнению с месячным возра-
стом упало процентное содержание ЛДГ-3 при 
стабильном фоне ЛДГ-5. В результате этих 
перестроек коэффициент соотношения со-
держания ЛДГ-5/ЛДГ-1 в легких упал в 3 раза 
и стал наименьшим за весь период постнаталь-
ного развития. Значимые перестройки изо-
энзимного спектра ЛДГ легких наблюдались 
и у 4-месячных песцов, когда на треть увели-
чилось содержание ЛДГ-5 (p < 0,001) и упало 
количество фракций ЛДГ-1 (p < 0,05) и ЛДГ-2 
(p < 0,05). Изоферментный спектр ЛДГ легких 
шестимесячных щенков отличался от такового 
семимесячных песцов более высоким содер-
жанием ЛДГ-5 и низким ЛДГ-1. В тканях легких 
также обнаружено более высокое содержание 
М-субъединиц ЛДГ у норок, чем у песцов, в те-
чение всего исследованного периода постна-
тального онтогенеза (табл. 3).

Таблица 3. Изменения изоферментных спектров ЛДГ в тканях легких норок и песцов в процессе постнаталь-
ного онтогенеза
Table 3. Changes in the isoenzyme spectra of LDH in the tissues of the lungs of minks and Arctic foxes during post-
natal ontogenesis

Фракции / Fractions, % %

Возраст, cутки
Age, days

ЛДГ-1 ЛДГ-2 ЛДГ-3 ЛДГ-4 ЛДГ-5 Н М
LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5

Норки / Minks
15 (n=5) 0 12,6 ± 2,7 28,5 ± 3,7 18,8 ± 1,5 40,2 ± 5,4 28,3 71,7
25 (n=6) 1,1 ± 0,6 6,1 ± 2,1 20,4 ± 1,7 18,3 ± 2,4 54,2 ± 3,8 20,5 79,5
60 (n=5) 7,8 ± 0,6 12,1 ± 1,1 17,7 ± 1,6 9,0 ± 1,2 53,4 ± 2,3 28,0 72,0
90 (n=6) 2,1 ± 0,4 2,4 ± 1,6 19,1 ± 3,6 24,8 ± 3,0 51,7 ± 5,1 19,7 80,3
120 (n=6) 2,6 ± 1,9 4,1 ± 1,7 16,7 ± 0,8 21,1 ± 1,4 55,5 ± 3,0 19,3 80,7
150 (n=5) 1,9 ± 0,9 5,4 ± 1,2 26,3 ± 2,0 15,4 ± 2,4 50,9 ± 2,7 23,0 77,0
210 (n=35) 3,1 ± 0,5 6,8 ± 1,1 29,7 ± 2,5 33,7 ± 3,1 26,7 ± 2,2 31,5 68,5

Песцы / Arctic foxes
15 (n=5) 7,2 ± 1,9 18,3 ± 4,1 26,1 ± 2,3 16,7 ± 3,7 31,8 ± 2,6 38,1 61,9
25 (n=5) 7,3 ± 2,0 24,8 ± 3,0 31,0 ± 1,0 11,7 ± 1,3 25,2 ± 3,4 44,3 55,7
60 (n=6) 21,1 ± 2,8*** 19,8 ± 1,6 21,1 ± 1,7** 12,9 ± 0,8 25,2 ± 2,6 49,7 50,3
90 (n=9) 12,8 ± 0,8 19,2 ± 0,8 22,0 ± 0,9 17,2 ± 0,5 28,9 ± 1,3 42,5 57,5
120 (n=6) 3,6 ± 1,6* 14,1 ± 1,7* 21,6 ± 1,3 17,5 ± 2,8 43,2 ± 1,9*** 29,4 70,6
150 (n=6) 6,7 ± 1,6 20,6 ± 0,4 22,9 ± 0,4 12,6 ± 1,0 37,2 ± 1,8 36,8 63,2
210 (n=21) 17,0 ± 1,9 22,5 ± 0,9 21,8 ± 1,4 14,1 ± 1,3 24,7 ± 2,3 48,3 51,7
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Селезенка является крупнейшим перифе-
рическим органом иммуногенеза, который во 
многом определяет иммунный статус: состоя-
ние врожденного и приобретенного иммуните-
та, гуморального и клеточного его звена, каче-
ство и количество лимфоидных клеток в орга-
низме животных и человека [Капитонова и др., 
2007]. Этот непарный паренхиматозный орган 
способствует физиологической адаптации сис-
темы кровообращения к различным нагрузкам 
[Schulte-Hostedde et al., 2012; Аксёнова и др., 
2018]. Особенно важную роль в депонирова-
нии клеток и выработке иммунитета селезенка 
играет в постнатальном онтогенезе [Капитоно-
ва и др., 2007]. Известно, что в селезенке про-
исходит депонирование зрелых клеток крови, 
фагоцитоз инородных частиц, обезвреживание 
токсинов, дозревание лимфоцитов и переро-
ждение моноцитов в макрофаги. Кроме того, 
в селезенке разрушаются старые эритроциты 
и тромбоциты.

В изоферментном профиле ЛДГ тканей се-
лезенки наблюдался высокий уровень трех 
фракций (ЛДГ-3, ЛДГ-4, ЛДГ-5) у норок и че-
тырех фракций (ЛДГ-2, ЛДГ-3, ЛДГ-4, ЛДГ-5) 
у песцов на протяжении всех изученных этапов 
индивидуального развития (табл. 5). Ранний 
онтогенез у норок характеризовался отсутст-
вием или следами ЛДГ-1 и высоким уровнем 
ЛДГ-5 в селезенке, в позднем онтогенезе чет-

ко проявилась первая фракция ЛДГ, а содер-
жание ЛДГ-5 было ниже, чем в ранний период 
развития. Изоферментный спектр ЛДГ тканей 
норок был близок к дефинитивному уже у трех-
месячных животных.

В изоферментном профиле ЛДГ тканей се-
лезенки песцов присутствовали все пять фрак-
ций фермента (табл. 3). Во все возрастные пе-
риоды онтогенеза у песцов преобладающей 
являлась гибридная фракция ЛДГ-3, содер-
жание которой варьировало от 33,7 ± 3,8 % 
у 15-суточных до 41,2 ± 1,1 % у 210-суточных 
животных. Существенные перестройки в изо-
ферментном спектре ЛДГ тканей селезенки 
произошли у двухмесячных щенков. В этот пе-
риод у них почти на треть снизилось количество 
ЛДГ-5 по сравнению с месячными щенками при 
одновременном увеличении фракции ЛДГ-1. 
В результате этих изменений коэффициент со-
отношения содержания ЛДГ-5/ЛДГ-1 снизился 
до 2,0 и стал на порядок ниже, чем у 15-суточ-
ных щенков (23,1).

Так же как и в почках, на протяжении всего 
онтогенеза содержание М-субъединиц ЛДГ 
в селезенке щенков норок было выше, чем 
у песцов (табл. 4). В селезенке у щенков норок 
оно постепенно нарастало к 30-суточному воз-
расту до 84,6 %, а в дальнейшем уменьшалось 
до 68,8 %. У песцов в этом органе в раннем он-
тогенезе наблюдалось снижение М-субъеди-

Таблица 4. Изменения изоферментных спектров ЛДГ в тканях селезенки норок и песцов в процессе постна-
тального онтогенеза
Table 4. Changes in the isoenzyme spectra of LDH in the tissues of the spleen of minks and Arctic foxes during post-
natal ontogenesis

Фракции / Fractions, % %

Возраст, cутки
Age, days

ЛДГ-1 ЛДГ-2 ЛДГ-3 ЛДГ-4 ЛДГ-5 Н М
LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5

Норки / Minks
15 (n=5) 0,9 ± 0,1 7,6 ± 1,3 25,5 ± 3,2 29,4 ± 1,4 36,5 ± 5,1 26,8 73,2
25 (n=5) 0 3,6 ± 0,9 21,1 ± 3,4 26,7 ± 1,3 48,7 ± 4,0 19,9 80,1
60 (n=6) 2,8 ± 0,8 8,7 ± 1,6 23,5 ± 1,1 22,4 ± 2,4 42,5 ± 4,2 26,7 73,3
90 (n=6) 3,9 ± 1,0 9,5 ± 0,9 30,2 ± 2,0 20,2 ± 2,2 36,3 ± 2,9 31,2 68,8
120 (n=5) 3,8 ± 0,8 9,4 ± 1,3 22,9 ± 2,2 25.4 ± 2,2 38,5 ± 1,5 28,7 71,3
150 (n=5) 3,7 ± 1,1 13,2 ± 0,9 28,8 ± 1,3 23,7 ± 1,6 30,7 ± 2,8 33,9 66,1
210 (n=35) 3,2 ± 0,4 19,0 ± 1,2 38,0 ± 1,4 25,8 ± 1,5 14,0 ± 1,7 42,9 57,1

Песцы / Arctic foxes
15 (n=5) 1,3 ± 0,9 13,7 ± 2,9 33,7 ± 3,8 20,6 ± 2,0 30,7 ± 3,1 33,6 66,4
25 (n=6) 5,7 ± 1,4 18,3 ± 2,6 35,3 ± 1,4 15,3 ± 1,3 25,3 ± 1,0 41,0 59,0
60 (n=6) 8,8 ± 2,8 21,9 ± 1,3 35,3 ± 1,4 16,5 ± 2,0 17,6 ± 1,5* 46,9 53,1
90 (n=9) 2,2 ± 0,4* 23,3 ± 0,8 35,4 ± 0,7 17,7 ± 1,0 21,4 ± 0,4 41,8 58,2
120 (n=6) 2,9 ± 1,9 24,1 ± 2,6 37,4 ± 1,1 16,4 ± 1,8 19,2 ± 1,9 43,8 56,2
150 (n=6) 3,7 ± 1,1 24,5 ± 0,9 34,9 ± 0,9 16,4 ± 0,9 20,4 ± 0,7 43,7 56,3
210 (n=21) 2,7 ± 0,7 25,2 ± 1,5 41,2 ± 1,1 18,5 ± 0,8 12,4 ± 1,8 46,8 53,2
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ниц ЛДГ, а затем после небольшого повышения 
происходила стабилизация их уровня.

Результаты нашего исследования показы-
вают существование некоторых видовых и воз-
растных различий в распределении тканевых 
фракций ЛДГ в процессе постнатального онто-
генеза у двух видов – норки и песца (табл. 1–4). 
Эти хищные млекопитающие относительно не-
большие по размеру: средняя масса тела поло-
возрелого самца песца 3,5 кг, самки – 3 кг; нор-
ки мельче: самцы – до 3 кг, самки – до 1,9 кг. Как 
и другие представители хищных, норки и пес-
цы относятся к незрелорождающимся живот-
ным. Масса новорожденных норчат колеблет-
ся в пределах 6–10 г, щенков песцов – 60–90 г 
[Терновский, Терновская, 1994; Федорова, 
2007; Чащухин, 2009]. Детеныши рождаются 
слепыми, беззубыми, лишены выраженного 
волосяного покрова. Глаза у норчат открыва-
ются примерно в месячном возрасте, а у щен-
ков песцов уже на 14–15-е сутки. Молочные 
зубы прорезаются в 16–20-суточном возрасте. 
В конце четвертой декады от рождения молод-
няк норки становится способным к потребле-
нию кормов животного происхождения. Темпы 
роста и развития высоки. Масса щенков песца 
в возрасте 1 мес. составляет 580–690 г (самки) 
и 630–750 г (самцы), в 2 мес. – соответственно 
1,6–1,7 и 1,7–2,0 кг.

Известно, что процесс доместикации ос-
новных объектов пушного звероводства, пред-
ставителей отряда Хищные – норок и песцов – 
продолжается всего 80–100 лет, но протекает 
во много раз быстрее, чем это было прежде 
с другими сельскохозяйственными и домашни-
ми животными [Берестов, Кожевникова, 1981; 
Федорова, 2007]. За период разведения эти 
млекопитающие претерпели ряд значительных 
изменений, прежде всего касающихся хозяй-
ственно полезных признаков – окраска воло-
сяного покрова, размеры и масса тела. Однако 
животные в основном сохранили динамический 
стереотип своих диких предков – сезонность 
размножения, линьки волосяного покрова, ди-
намику метаболизма и специфику питания. 
Строгая сезонная цикличность размножения 
фермерских норок и песцов является одним 
из консервативных признаков, сохранившихся 
в ходе доместикации [Берестов, Кожевникова, 
1981]. Моноэстричность (способность давать 
потомство только раз в год) этих животных – 
биологическое свойство, обеспечивающее вы-
живаемость щенков только при рождении вес-
ной, быстром и интенсивном росте и развитии 
в летний период и полном созревании организ-
ма осенью. Считается, что основным внешним 
синхронизатором этого внутреннего биоритма 

является свет, поскольку действие этого клю-
чевого сигнального фактора было наиболее 
стабильным в течение всего периода эволюции 
[Клочков и др., 2010].

Различия в экологии видов в прошлом (сре-
да обитания, тип питания и др.) отражают-
ся на особенностях функционирования ряда 
физиологических систем фермерских норок 
и песцов. По образу жизни в природе норку 
логично относить к млекопитающим, приспо-
собившимся к околоводному обитанию в при-
брежной зоне континентальных водоемов 
[Терновский, Терновская, 1994]. Она не толь-
ко быстро передвигается по суше, пробегая 
в сутки более 20 км, но и хорошо плавает и ны-
ряет. Норка способна проплывать под водой 
до 20–25 м, погружаться на глубину 3 м и даже 
глубже [Чащухин, 2009]. Высокая подвижность 
хищника связана с тем, что пища через отно-
сительно короткий кишечник проходит быстро, 
норке постоянно приходится преследовать но-
вую добычу.

Онтогенетические изменения активности 
ферментов связаны с особенностями метабо-
лизма, который в процессе индивидуального 
развития животных претерпевает закономер-
ные количественные и качественные измене-
ния. Это выражается в начальном коротком 
подъеме, а затем медленном неравномерном 
снижении напряженности биоэнергетики, из-
менении соотношения анаболизма и катабо-
лизма и возрастании на протяжении жизни дис-
пропорции между интенсивностью процессов 
синтеза и распада [Махинько, Никитин, 1975]. 
На первых этапах постнатального онтогенеза 
основным источником энергообеспечения яв-
ляется гликолиз. По мере взросления организ-
ма его доля в энергопродукции падает [Кор-
ниенко, 1979]. Такая зависимость характерна 
для тех органов, энергетическое обеспечение 
и функции которых в большей мере зависят 
от гликолитического распада углеводов.

Отмеченные нами в процессе постнаталь-
ного онтогенеза тканевые особенности рас-
пределения изоферментов ЛДГ и различаются 
в зависимости от видовой принадлежности. 
Аэробные изоферменты ЛДГ, относящихся 
к Н-субъединицам, доминируют исключительно 
в тканях почек у норок. У песцов в тканях таких 
органов, как почки, легкие и селезенка, в кото-
рых периодически создаются как аэробные, так 
и анаэробные условия, одновременное присут-
ствие Н- и М-субъединиц является наиболее 
выгодным – в этом случае большая часть мо-
лекул ЛДГ будет относиться к гибридному типу. 
В скелетных мышцах с преимущественно анаэ-
робной системой энергообразования преобла-
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дают «мышечные» субъединицы у обоих иссле-
дованных видов хищных млекопитающих.

Таким образом, при сравнительном ана-
лизе изоферментных профилей ЛДГ органов 
исследованных млекопитающих обнаружены 
межвидовые особенности в распределении 
изоферментов – в преобладании анаэробных 
M-субъединиц ЛДГ в тканях скелетных мышц, 
легких и селезенки у полуводных норок по срав-
нению с наземными песцами в течение всего 
процесса постнатального онтогенеза. Повы-
шенная способность к анаэробному ресинтезу 
АТФ и восстановительных эквивалентов, как 
видно, сложилась у норок в ходе длительной 
эволюции в связи с необходимостью функци-
онирования в условиях вынужденной гипоксии 
при нырянии. Тканевая специфичность изо-
ферментных спектров ЛДГ наблюдается у но-
рок и песцов уже в первый месяц жизни и отра-
жает метаболический профиль тканей. В пери-
од раннего онтогенеза норок и песцов (первые 
три месяца жизни) в основном завершается 
формирование изоферментных спектров ЛДГ 
исследуемых органов в соответствии с типом 
метаболизма тканей. Причем становление ор-
ганных спектров изоферментов ЛДГ идет син-
хронно с созреванием ряда морфофункцио-
нальных систем у этих незрелорождающихся 
хищников [Аксёнова и др., 2018]. У щенков но-
рок и песцов наиболее значимые перестройки 
изоферментных спектров ЛДГ в исследуемых 
тканях наблюдались в начальный период ин-
тенсивного роста и развития животных – в воз-
расте 15–90 суток.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания КарНЦ РАН (0218-2019-0073).
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ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ АДАПТАЦИИ: ВРЕМЯ НАЧАЛА 
ЦВЕТЕНИЯ И СТЕПЕНЬ ПОКОЯ СЕМЯН У ARABIDOPSIS 
THALIANA СЕВЕРНЫХ ПРИРОДНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ

М. В. Зарецкая, О. М. Федоренко, О. Н. Лебедева
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Работа посвящена проблеме генетических основ адаптации растений. Изучены 
адаптивно значимые признаки модельного вида Arabidopsis thaliana – потреб-
ность в яровизации, время начала цветения и сроки прорастания семян – у расте-
ний северных природных популяций (Карелия). Выявлены особенности экспрес-
сии генов FLC и VIN3, контролирующих эти признаки. Установлен низкий уровень 
транскриптов мРНК FLC у неяровизированных растений на стадии розетки с по-
следующим усилением экспрессии на 10–30-й день яровизации, что отличается 
от данных других исследователей. Первоначально низкий уровень транскриптов 
мРНК VIN3 у неяровизированных растений неожиданно повышается в некоторых 
популяциях в процессе яровизации на 20-й день, в отличие от данных литературы. 
Показано, что для массового перехода к цветению растений из популяций север-
ной периферии ареала вида в бассейне Онежского озера требуется более дли-
тельная (9-недельная) яровизация по сравнению с растениями из более мягкого 
климата островов Ладоги (6 недель низких температур). Изучение степени покоя 
семян, влияющего на сроки их прорастания, показало, что в условиях холодного 
климата семена A. thaliana имеют более сильный покой при высокой летней темпе-
ратуре (22 °С) по сравнению с прохладной температурой осени (10 °С). Это обес-
печивает их прорастание осенью и цветение весной после окончания яровизации. 
Предполагается, что у Arabidopsis thaliana карельских популяций, расположенных 
на северной периферии ареала вида, одним из механизмов адаптации растений 
к холодному климату является адаптивная плейотропия, выражающаяся в особен-
ностях экспрессии генов FLC и VIN3, контролирующих сроки прорастания семян 
осенью и цветения растений весной, после яровизации, что обеспечивает как вы-
живание всходов, так и максимальный репродуктивный успех.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: адаптация; Arabidopsis thaliana; северные природные по-
пуляции; время начала цветения; яровизация; покой семян; экспрессия генов FLC 
и VIN3.

M. V. Zaretskaya, O. M. Fedorenko, O. N. Lebedeva. GENETIC 
GROUNDS FOR ADAPTATION: FLOWERING ONSET TIME AND DEGREE 
OF SEED DORMANCY IN NORTHERN NATURAL ARABIDOPSIS THALIANA 
POPULATIONS

The study deals with genetic grounds for plant adaptation. Important adaptive traits 
of a model species, Arabidopsis thaliana, were studied: demand for vernalization, tim-
ing of flowering onset and of seed germination in plants in northern natural populations 
(Karelia). Specific expression patterns of the genes FLC and VIN3, which control these 
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Введение

Вопросы адаптации к условиям окружающей 
среды имеют первостепенное значение для 
живых организмов. Особенно это актуально 
на границах ареалов видов. У однолетних ра-
стений кроме времени начала цветения адап-
тивно значимым является и время прорастания 
семян, зависящее от периода их покоя. Эти два 
ключевых события должны происходить строго 
в определенные сроки, чтобы обеспечить вы-
живание всходов и максимальный репродук-
тивный успех. На Arabidopsis thaliana, класси-
ческом модельном объекте, показано, что ген 
FLC (FLOWERING LOCUS C), являющийся клю-
чевым компонентом регуляторной сети иници-
ации цветения, регулирует также и сроки про-
растания семян, контролируя их покой [Chiang 
et al., 2009; Chen, Penfield, 2018]. Хотя многое 
известно о сезонной и генетической регуляции 
времени цветения, гораздо меньше известно 
об экологической и генетической основе про-
растания, более раннем переходе в развитии 
растения.

В последнее время получены данные, кото-
рые указывают на зависимость периода покоя 
семян и их способность к прорастанию от уров-
ня экспрессии гена FLC в созревающих на ма-
теринском растении семенах. Предполагается, 
что ген FLC опосредованно (с участием генов 
АР1, FT и SOC1, контролирующих зацветание) 
влияет на синтез и катаболизм гормонов гиббе-
реллина и абсцизовой кислоты, что определяет 
длительность покоя семян и их способность 
к прорастанию [Choi et al., 2009; Chen, Penfield, 

2018]. Экспрессия FLC контролируется раз-
личными активаторами и репрессорами. Авто-
номный путь регуляции времени начала цвете-
ния конститутивно контролирует подавление 
экспрессии FLC для стимуляции цветения [He 
et al., 2003; Ausin et al., 2004]. Ген FRI (FRIGIDA) 
кодирует белок FRI, являющийся основным ак-
тиватором FLC [Johanson et al., 2000]. Эффект 
активации FLC под действием FRI доминирует 
над супрессирующим эффектом генов-регу-
ляторов автономного пути, однако может быть 
преодолен влиянием низких температур (яро-
визацией) [Schmitz, Amasino, 2007]. У A. thali-
ana сезонные изменения температуры опреде-
ляются с помощью эпигенетического статуса 
гена FLC. Длительный период холода способст-
вует экспрессии антисмысловых транскриптов 
в FLC, известных как COOLAIR, которые обес-
печивают «молчание» транскрипции mRNA FLC 
путем набора PRC2-комплексов и депониро-
вания хроматиновых меток H3 K27me3 [Chen, 
Penfield, 2018].

К настоящему времени сложилось мнение, 
что условия окружающей среды, с которыми 
сталкиваются материнские растения, влияют 
на поведение потомства [Marshall, Uller, 2007; 
English et al., 2015; Auge et al., 2017]. Так, тем-
пературные условия перед цветением расте-
ний заметно влияют на состояние покоя семян 
и, соответственно, на сроки их прорастания. 
В течение репродуктивного развития A. thali-
ana материнское растение использует белок 
FLC для модулирования периода покоя семен-
ного потомства в ответ на температуру и таким 
образом передает сезонную информацию по-

traits, were revealed. A low transcription level of FLC mRNA in non-vernalized plants at 
the rosette stage was detected, followed by a rise in expression on the 10th 30th days of ver-
nalization, which differs from the data reported by other researchers. The initially low level 
of VIN3 mRNA transcripts in non-vernalized plants rose unexpectedly in some popula-
tions on the 20th day of the vernalization process, in contrast to data in the literature. It has 
been shown that a longer (9-week) vernalization is needed for a massive flowering onset 
in plants from populations in the northern periphery of the species range in Lake Onego 
catchment area as compared to 6 weeks of cold exposure for plants from the milder cli-
mate of Lake Ladoga islands. A study of the seeds’ degree of dormancy, which affects 
the timing of germination, showed that in colder climates A. thaliana seeds go deeper into 
dormancy at a high summer temperature (22 °С) compared to a cool autumn tempera-
ture (10 °С). This ensures their germination in the autumn and flowering in the spring, 
after the end of vernalization. Supposedly, one of the mechanisms for plant adaptation 
to a cold climate in Karelian Arabidopsis thaliana populations, growing in the northern 
periphery of the species range, is adaptive pleiotropy, exhibited in the peculiar expres-
sion patterns of the FLC and VIN3 genes, which control the timing of seed germination 
in autumn and flowering in spring, after vernalization, providing for both seedling survival 
and maximum reproductive success.

K e y w o r d s: adaptation; Arabidopsis thaliana; northern natural populations; flowering 
onset time; vernalization; seed dormancy; FLC and VIN3 gene expression.
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томству [Chen et al., 2014; Chen, Penfield, 2018]. 
Также известно, что естественная аллельная 
изменчивость FLC и уровень экспрессии этого 
гена связаны с естественной изменчивостью 
температурозависимого прорастания семян 
[Chiang et al., 2009] и что большинство генов 
яровизационного пути влияют на прорастание 
семян и их реакцию на материнскую яровиза-
цию [Auge et al., 2017]. Однако остается еще 
много неясного в генетических механизмах ре-
гуляции покоя семян; по некоторым вопросам 
между исследователями нет единого мнения, 
а результаты противоречивы.

Многие экотипы A. thaliana северных широт 
представляют собой поздние зимние однолет-
ние растения, у которых семена прорастают 
при прохладной температуре осенью и откла-
дывают цветение до окончания яровизации 
[Chiang et al., 2009]. В яровизационно-опосре-
дованном переходе к цветению озимых форм 
растений A. thaliana ведущую роль играют два 
гена – FLC и VIN3 (VERNALIZATION INSENSITIVE 
3) [Kim, Sung, 2013; Lee et al., 2015], при этом 
VIN3 необходим для запуска молекулярного 
механизма модификации хроматина FLC [Adri-
an et al., 2009; Andrés, Coupland, 2012]. Таким 
образом, целью работы явилось изучение гене-
тических и эпигенетических механизмов конт-
роля адаптивно значимых признаков растений 
A. thaliana (времени начала цветения, потреб-
ности в яровизации и степени покоя семян) 
на северной периферии ареала вида. В зада-
чи исследования входило: 1) изучение влия-
ния длительности яровизации на сокращение 
времени до начала цветения растений север-
ных природных популяций; 2) изучение степе-
ни покоя семян при различных температурных 
условиях выращивания материнских расте-
ний и проращивания семян; 3) оценка уровня 
транскрипционной активности генов FLC и VIN3 
до холодового воздействия и в процессе яро-
визации различной продолжительности.

Материалы и методы

Растительный материал. В работе исполь-
зовали растения A. thaliana, выращенные из со-
бранных в природе семян северных природных 
популяций, находящихся в Карелии. Изучение 
влияния продолжительности яровизации на со-
кращение времени до начала цветения расте-
ний и изучение степени покоя семян проводили 
на популяциях бассейна Онежского озера (попу-
ляции сельских поселений Царевичи, Шуйская, 
Кончезеро и популяции островов Радколье, 
Большой Климецкий) и более южных популяциях 
островов Ладожского озера (Валаам, Маркатси-

мансаари, Пиени-Сартосаари). Для определе-
ния уровня экспрессии генов FLC и VIN3 отобра-
ны популяции, различающиеся по времени на-
чала цветения отдельных растений и по реакции 
их на яровизацию. Проанализированы растения 
двух карельских популяций, представленных 
поздноцветущими формами (Кончезеро и Шуй-
ская), и одной смешанной по времени цвете-
ния – ранние и поздние формы – популяции (Ца-
ревичи). В качестве контроля использована ран-
нецветущая линия – Ler (Landsberg erecta).

Выращивание растений в лабораторных 
условиях проводили по общепринятым мето-
дикам культивирования арабидопсиса [Ива-
нов и др., 1966]. Семена, собранные во время 
экспедиции 2015 г., высевали в чашки Петри 
и проращивали на простой среде по Гихнеру – 
Велеминскому, которая готовилась на основе 
8% агар-агара с добавлением растворов макро-
элементов: KNO3; MgSO4×7H2O; Ca(NO3)2×4H2O; 
K2HPO4; FeSO4×7H2O; ЭДТА (натриевая соль) 
и микроэлементов. Растения в чашках Петри 
выращивали под люминесцентными лампами 
при температуре 22–24 °С и круглосуточном ос-
вещении (10 000 лк). Для моделирования при-
родных условий в лаборатории яровизировали 
14-дневные проростки (стадия розетки) в чашках 
Петри при 2–4 °С в течение 10, 20, 30, 40 или 63 
(9 недель) дней. После яровизации по 40 расте-
ний каждой популяции пересаживали из чашек 
Петри в почву (смесь земли и песка 1:1) и выра-
щивали в тех же условиях, что и до яровизации, 
для определения времени начала цветения.

Анализ экспрессии генов FLC и VIN3 прово-
дили на 14-дневных проростках до яровиза-
ции или после нее (14 + 10, 20 … 63 дня). Для 
изучения степени покоя свежесобранных се-
мян материнские растения выращивали в ла-
бораторных условиях при 22 °С, как описано 
выше, или использовали растения, выросшие 
в природной среде, среднесуточная темпе-
ратура июня 2019 г. ~ 15 °С. Свежесобранные 
семена в количестве 200 шт. (50×4 повторно-
сти) для каждой популяции высевали на второй 
день и выращивали в чашках Петри на агаризо-
ванной питательной среде, как описано выше, 
в камере искусственного климата при 10 или 
22 °С, 16-часовом фотопериоде и освещении 
10 000 лк. О степени покоя семян судили по их 
всхожести на 10-й день.

Анализ уровня транскриптов генов. Вы-
деление суммарной РНК из листьев растений 
осуществлялось с использованием набора Ex-
tractRNA («Евроген», Россия) по методике про-
изводителя. Навеску листьев 50 мг гомогени-
зировали в лизирующем буфере ExtractRNA. 
Депротеинизацию проводили с помощью хло-
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роформа. Тотальную РНК осаждали в этиловом 
спирте. Качество и количество РНК определя-
ли на спектрофотометре Smart Spec (Bio-Rad, 
США). Выделенную РНК обрабатывали ДНКа-
зой (1 e. a.). Первую цепь кДНК синтезировали 
с помощью набора для обратной транскрипции 
MMLV RT kit («Евроген», Россия). Содержание 
мРНК генов FLC и VIN3 оценивали методом ПЦР 
в режиме реального времени с интеркалирую-
щим красителем SYBR Green на приборе iCycler 
iQ5 (Bio-Rad, США) с набором для ПЦР-РВ («Ев-
роген», Россия). Для определения уровня экс-
прессии генов каждую ПЦР проводили три раза, 
на трех независимых образцах кДНК. Последо-
вательности праймеров для анализа экспрес-
сии: FLC f: 5’-GCCAAGAAGACC-GAACTCATGTT-
GA-3’, r: 5’-CAACCGCCGATTTAAGGTGGCTA-3’; 
VIN3 f: 5’-AGAAGCTGTGTTCTCAGGCAATGG-3’, 
r: 5’-TCTTCGTCCTTCGACTTTCGACAAA-3’. Ана-
лиз относительного содержания транскрип-
тов проводился с помощью метода 2-∆∆Ct [Livak, 
Schmittgen, 2001], основанного на нормализа-
ции данных по экспрессии относительно двух 
референсных генов. В качестве референсных 
использованы гены 18sRNA и UBQ10. После-
довательности праймеров референсных ге-
нов: 18sRNA f: 5’-TGCCCGTTGCTCTGA-TGA-3’, 
r: 5’-GGATGTGGTAGCCGTTTCT-3’; UBQ10 f: 
5’-TCTTCTTTATCATCGCTTCG-3’, r: 5’-GCTCAA-
CACTTTCGCTACAT-3’. О специфичности фраг-
ментов судили по кривым плавления.

Статистическая обработка данных.  Экс-
периментальные данные обрабатывали с ис-
пользованием статистических программ Mic-
rosoft Excel и Statgraphics 2.1 (ANOVA). Досто-
верность различий содержания мРНК генов 
FLC и VIN3 в листьях растений разных популя-
ций и между отдельными группами растений 
по длительности яровизации оценивали с по-
мощью непараметрического критерия Манна – 
Уитни (U-тест).

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользова-
ния Федерального исследовательского центра 
«Карельский научный центр Российской акаде- 
мии наук».

Результаты и обсуждение

Влияние длительности яровизации 
на сокращение времени до начала  
цветения растений в карельских  
популяциях A. thaliana

Как показали предыдущие наши иссле-
дования, карельские популяции A. thaliana 
представлены в основном поздноцветущи-

ми формами растений, которым для цветения 
требуется продолжительный период низких 
температур. При этом увеличение длительно-
сти холодового воздействия приводит к со-
кращению доли поздно зацветающих растений 
и реакция на яровизацию различной продолжи-
тельности у растений отдельных популяций не-
одинакова [Федоренко и др., 2012; Курбидаева 
и др., 2013]. Растения A. thaliana популяций се-
верных широт, как правило, требуют очень дли-
тельной яровизации [Kuittinen et al., 1997; Shin-
do et al., 2006]. Так, образцы, собранные в Се-
верной Швеции (Lov-1) на северной границе 
ареала арабидопсиса (62,5° с. ш.), нуждаются 
в трех месяцах яровизации для ускорения цве-
тения [Duncan et al., 2015]. Локус FRI наиболее 
часто отвечает за потребность в яровизации 
среди поздних экотипов Центральной Европы 
и Скандинавии и является доминантным у них 
[Clarke, Dean, 1994]. Ранее было показано, что 
эффект позднего цветения FRI-локуса полно-
стью элиминируется 40-дневной холодовой 
обработкой [Lee, Amasino, 1995]. Однако для 
некоторых экотипов северных широт эпигене-
тическое замолкание экспрессии FLC, с помо-
щью накопления триметилированных гистонов 
H3 K27me3 в FLC-хроматине, идет более мед-
ленно и 40-дневная яровизация не приводит 
к стабильной репрессии FLC. Для них требует-
ся более длительная, до 12 недель, яровизация 
[Coustham et al., 2012; Duncan et al., 2015].

В связи с этим мы увеличили время яровиза-
ции растений карельских популяций A. thaliana до 
9 недель (63 дня) и яровизировали 14-дневные 
проростки на стадии розетки (рис. 1, 2). Некото-
рое ускорение начала цветения растений в попу-
ляциях бассейна Онежского озера при 40-днев-
ной яровизации, по сравнению с 63-дневной, 
по-видимому, связано с тем, что более короткая 
яровизация проводилась на намоченных семе-
нах. В этом случае время роста растений 14 дней 
до стадии розетки отсутствует. Результаты по-
казали, что 9-недельная яровизация растений 
из популяций бассейна Онежского озера приве-
ла к более синхронному зацветанию всех расте-
ний в короткие сроки – 30–45 дней по сравнению 
с 40-дневной яровизацией (рис. 1). В популяциях 
бассейна Ладожского озера более длительная 
яровизация не привела к подобному эффекту: 
время начала цветения осталось почти на преж-
нем уровне (рис. 2). Возможно, это связано 
с тем, что популяции бассейна Ладожского озе-
ра находятся примерно на 200 км южнее популя-
ций бассейна Онежского озера, в более мягком 
климате, и яровизация в течение 40 дней доста-
точна для растений этого региона, чтобы пере-
вести ген FLC в репрессивное состояние.
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Изучение степени покоя свежесозревших 
семян растений A. thaliana карельских 
популяций

В природных условиях озимые формы 
A. thaliana переживают зиму на стадии розет-

ки. В таком случае созревшие семена должны 
прорастать осенью, при прохладной темпера-
туре. Чтобы выявить адаптационные возможно-
сти растений, необходимо насколько возможно 
достоверное моделирование природных усло-
вий в лаборатории, в частности это относится 
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Рис. 1. Влияние длительности яровизации на время начала цветения растений 
A. thaliana карельских популяций бассейна Онежского озера.
40-дневная яровизация проводилась на намоченных семенах в чашках Петри, и начало 
цветения отсчитывалось с момента перемещения их в тепло.
63-дневная яровизация растений здесь и обе яровизации, представленные на рис. 2, осу-
ществлялись на стадии розетки, поэтому число дней до начала цветения складывалось 
из 14 дней роста растений до яровизации и количества дней после их яровизации

Fig. 1. Impact of the vernalization duration on the timing of flowering onset of A. thali-
ana plants of the Karelian populations of the Lake Onega basin.
The 40-day vernalization was carried out on wet seeds in Petri dishes, and the timing of flowering 
onset was counted from the moment they were transferred to warmth.
The 63-day vernalization of plants here and both vernalization periods shown in Fig. 2, were car-
ried out at the rosette stage, so the number of days before the flowering onset was the sum 
of 14 days of plant growth before vernalization and the number of days after their vernalization
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к выбору температуры. Для получения сопоста-
вимых результатов с данными других исследо-
вателей [Chiang et al., 2009; Chen et al., 2014; 
Chen, Penfield, 2018] прорастание семян оце-
нивали при 22 °С (летняя температура) и 10 °С 
(среднесуточная температура осенью). Эта же 
температурная ситуация соответствует кли-
матическим нормам тех районов Карелии, где 
находятся исследуемые популяции. Посколь-
ку известно, что температурные условия со-
зревания семян также влияют на их состояние 
покоя [Chen et al., 2014; Chen, Penfield, 2018], 
оценивали всхожесть семян от материнских 
растений, выращенных в лаборатории при 
22 °С, и от растений, выросших в природной 
среде при среднесуточной температуре июня 
2019 г. в пригороде Петрозаводска ~ 15 °С. 
Изучение степени покоя свежесозревших се-
мян A. thaliana карельских популяций показа-

ло, что у растений, выросших в лабораторных 
условиях (при 22 °С), в четырех популяциях 
всхожесть семян высокая как при 10, так и при 
22 °С (в среднем около 78 %) (табл. 1), а в трех 
популяциях покой семян значительно выше 
при 22 °С (всхожесть от 0 до 9,5 %) по сравне-
нию с 10 °С (всхожесть в среднем 82,8 %). Так 
же ведет себя и раноцветущая линия Ler, име-
ющая слабый аллель flc (всхожесть семян при 
10 °С – 56 %, при 22 °С – 7 %). При этом как 
в первую, так и во вторую группу попали расте-
ния независимо от принадлежности их попу-
ляций к бассейну Онежского озера или более 
южного Ладожского. В популяции Кончезеро 
всхожесть семян оказалась низкой при обо-
их условиях проращивания, но немного выше 
при 10 °С. У растений, выросших в природной 
среде, покой семян выше при 22 °С (всхожесть 
от 1,5 до 10,5 %) по сравнению с 10 °С (всхо-
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Рис. 2. Влияние длительности яровизации на время начала цветения расте-
ний A. thaliana карельских популяций бассейна Ладожского озера
Fig. 2. Impact of the vernalization duration on the timing of flowering onset 
of A. thaliana plants of the Karelian populations of the Lake Ladoga basin
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жесть в среднем 46,0 %) (табл. 1). Интересно, 
что по данным Chiang с соавт. [2009], когда 
растения линии Ler росли при 15 °С, соответ-
ствующих реальным климатическим условиям 
весны или осени, их свежесозревшие семена 
демонстрировали высокую степень покоя как 
при 22, так и при 10 °С. Результаты исследова-
ния позволяют предположить, что, по-видимо-
му, растения, выросшие в прохладных услови-
ях северного лета, формируют более сильный 
покой семян при 22 °С по сравнению с 10 °С, 
и это способствует их прорастанию осе-
нью, а не летом, и цветению после окончания  
яровизации.

Анализ транскрипционной активности генов 
FLC и VIN3

Анализ экспрессии генов FLC и VIN3, конт-
ролирующих генетический механизм перехода 
к цветению и формирования периода покоя се-
мян в карельских популяциях A. thaliana, пока-
зал, что результаты, полученные в настоящем 
исследовании на яровизированных розетках 
растений, оказались согласующимися с данны-
ми, полученными нами ранее, при яровизации 
намоченных семян [Федоренко и др., 2019]. 
То есть в обоих случаях карельские популяции 
проявили своеобразие (рис. 3). В частности, 
показан низкий уровень экспрессии FLC у не-
яровизированных растений, что отличается 
от данных других исследователей [Saleh et al., 

2008; Sheldon et al., 2008; Chiang et al., 2009; 
Heo, Sung, 2011]. Предполагается, что это мо-
жет быть связано с чрезмерной активностью 
генов-регуляторов автономного пути, оказы-
вающих супрессирующий эффект на экспрес-
сию FLC – FCA, FY, PCFS4; REF6; FLD, FVE [Aus-
in et al., 2004]. Далее, как видно на диаграмме 
(рис. 3), идет усиление транскрипционной ак-
тивности гена на 10-й день яровизации в по-
пуляции Кончезеро, на 20-й день в популяции 
Царевичи и на 30-й день в популяции Шуйская, 
с последующим снижением ее к 40-му дню яро-
визации. Такой неожиданный подъем может 
объясняться генетическими особенностями 
поздноцветущих растений A. thaliana карель-
ских популяций, а снижение экспрессии FLC 
к 40-му дню яровизации согласуется с резуль-
татами других исследователей [Saleh et al., 
2008; Sheldon et al., 2008; Heo, Sung, 2011].

Транскрипционный уровень VIN3, низкий 
у неяровизированных растений, показал пик 
экспрессии на 10-й и 20-й день яровизации 
в популяциях Царевичи и Шуйская соответст-
венно, что отличается от результатов других 
исследователей [Sung, Amasino, 2004; Jiang 
et al., 2008; Heo, Sung, 2011], и на 40-й день 
в популяции Кончезеро, согласно данным 
литературы. Следует отметить, однако, что 
хотя уровень экспрессии FLC и VIN3 у неяро-
визированных растений карельских популя-
ций низкий, тем не менее показаны различия 
по транскрипционной активности этих локусов 

Таблица 1. Прорастание свежесозревших семян A. thaliana из карельских популяций (в %) при различных 
условиях выращивания
Table 1. Germination of freshly ripe seeds of A. thaliana from Karelian populations (in %) under different growing 
conditions

Популяция
Population 10 °С 22 °С

Материнские растения выращены в лаборатории  / Maternal plants grown in the laboratory (22 °C)
Шуйская / Shuiskaya
Маркатсимансаари / Markatsimansaari
Радколье / Radcolier
Б. Климецкий / B. Klimetsky

Царевичи / Tsarevichi
Валаам / Valaam
Пиени-Сартосаари / Pieni-Sartosaari

Кончезеро / Konchezero

84,5
97,5

                       72,5 } Ср.= 78,3
58,5

76,5
                       95,0 } Ср.= 82,8

77,0

10,0

70,0
67,5

                       91,5 } Ср.= 77,5
81,0

1,5
                    0 } Ср.= 3,7

9,5

0,5
Ler 56,0 7,0

Материнские растения росли в природной среде / Maternal plants grew in natural environment (~ 15 °С) 
Шуйская / Shuiskaya
Косалма / Kosalma
Среднее / Srednee

54,5
37,5
46,0

1,5
10,5
6,0

Примечание. В полевых условиях в 2019 г. удалось собрать семена растений только из двух популяций.
Note. In 2019, it was possible to collect plant seeds only from two populations in the field conditions.
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Рис. 3. Относительный уровень экспрессии генов FLC и VIN3 у растений A. thaliana карель-
ских популяций на разных стадиях яровизации.
По оси Х – продолжительность яровизации: nv – без яровизации; 10, 20 … 62 – длительность ярови-
зации в сутках. По оси Y – уровень транскриптов генов в относительных единицах. Значимость разли-
чий неяровизированных растений (nv) с яровизированными: * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001

Fig. 3. Relative level of expression of genes FLC and VIN3 in A. thaliana plants of Karelian popu-
lations at different stages of vernalization.
X-axis – duration of vernalization: nv – without vernalization; 10, 20… 62 – duration of vernalization, days. 
Y-axis – level of gene transcripts, relative units. Significance of differences between non-vernalized plants 
(nv) and vernalized plants: * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001

между растениями популяции Царевичи и ра-
стениями других популяций (Кончезеро, Шуй-
ская) и Ler (табл. 2). Возможно, это связано 
с тем, что популяция Царевичи представлена 
как позднецветущими растениями, так и ран-
нецветущими, а популяции Кончезеро и Шуй-
ская – только позднецветущими растениями. 
Таким образом, особенности экспрессии генов 
FLC и VIN3 в северных природных популяциях, 
выявленные нами ранее при яровизации намо-
ченных семян, сохраняются при моделировании 
условий эксперимента, близких к природным, 
при яровизации растений A. thaliana на стадии  
розетки.

Заключение

В результате проведенного исследования 
показано, что у A. thaliana карельских популя-
ций, расположенных на северной периферии 
ареала вида, одним из механизмов адаптации 
растений к холодному климату является адап-
тивная плейотропия, выражающаяся в особен-
ностях экспрессии генов FLC и VIN3, контроли-
рующих потребность в яровизации различной 
продолжительности, сроки прорастания семян 
и время цветения растений. В частности, уста-
новлен низкий уровень транскриптов мРНК 
FLC у неяровизированных растений на стадии 
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розетки с последующим усилением экспрес-
сии на 10–30-й день яровизации, что отлича-
ется от данных других исследователей [Saleh 
et al., 2008; Sheldon et al., 2008; Chiang et al., 
2009; Heo, Sung, 2011]. Первоначально низкий 
уровень транскриптов мРНК VIN3 у растений 
неожиданно повышается в процессе яровиза-
ции на 20-й день в двух популяциях (Царевичи 
и Шуйская) в отличие от данных литературы 
[Sung, Amasino, 2004; Jiang et al., 2008; Heo, 
Sung, 2011]. Северные природные популяции 
A. thaliana представлены в основном позднец-
ветущими формами растений. Однако, как по-
казали исследования, для массового перехода 
к цветению растений из популяций северной 
периферии ареала вида в бассейне Онежского 
озера требуется более длительная (9-недель-
ная) яровизация по сравнению с растениями 
из более мягкого климата островов Ладожско-
го озера (6 недель низких температур). Изуче-
ние степени покоя семян, влияющего на сроки 
их прорастания, показало, что в условиях хо-
лодного климата семена A. thaliana имеют бо-
лее сильный покой при высокой летней темпе-
ратуре (22 °С) по сравнению с прохладной тем-
пературой осени (10 °С). Это обеспечивает их 
прорастание осенью и цветение весной, после 
окончания яровизации.

Таким образом, выявленные особенности 
экспрессии генов FLC и VIN3 A. thaliana ка-
рельских популяций, по-видимому, обеспечи-
вают такие фенологические характеристики 
растений, которые делают возможным выжи-
вание всходов и максимальный репродуктив-
ный успех, что фактически является примером 
адаптивной плейотропии, способствующей 
местной адаптации в условиях холодного кли-
мата. Полученные результаты частично отлича-
ются от данных других исследователей [Shel-
don et al., 2008; Chiang et al., 2009; Heo, Sung, 
2011] и могут быть связаны с генетическими 

особенностями поздноцветущих растений 
A. thaliana карельских популяций.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания КарНЦ РАН (0218-2019-0077).
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ВЛИЯНИЕ МЕТИЛЖАСМОНАТА НА ПРОЦЕСС 
ХОЛОДОВОЙ АДАПТАЦИИ ПШЕНИЦЫ

Е. С. Холопцева, А. А. Игнатенко, В. В. Таланова  , А. Ф. Титов
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН»,  
Петрозаводск, Россия

Исследовали влияние метилжасмоната (МЖ) на морозоустойчивость, фотосин-
тетическую и дыхательную активность, водный обмен растений пшеницы (Triticum 
aestivum L.) подвергнутых действию низкой закаливающей температуры (4 °С). 
Установлено, что в условиях закаливания под влиянием МЖ наблюдается боль-
ший прирост морозоустойчивости растений, чем без него, усиливается накопле-
ние сухой биомассы побегов и корней. Кроме того, предобработка проростков МЖ 
способствовала поддержанию более высокой интенсивности нетто-фотосинтеза 
и транспирации, а также увеличивала устьичную проводимость в период закалива-
ния. В присутствии МЖ отмечено повышение интенсивности темнового дыхания, 
что приводило к росту величины соотношения дыхания и истинного фотосинтеза 
(Rd/Pg). На основании полученных результатов сделан вывод о положительном вли-
янии МЖ на процесс холодовой адаптации растений пшеницы, которое обусловле-
но его регулирующим воздействием на основные физиологические  процессы.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Triticum aestivum L.; метилжасмонат; морозоустойчивость; 
фотосинтез; устьичная проводимость; транспирация; рост.

E. S. Kholoptseva, A. A. Ignatenko, V. V. Talanova , A. F. Titov. METHYL 
JASMONATE EFFECT ON THE PROCESS OF COLD ADAPTATION IN WHEAT

The effect of methyl jasmonate (MeJA) on frost resistance, photosynthetic and respirato-
ry activity, and water metabolism in wheat plants (Triticum aestivum L.) exposed to a low 
hardening temperature (4 °С) was studied. It was found that under hardening conditions, 
treatment with MeJA led to a greater increase in the plants’ frost resistance than without 
it, and also augmented dry shoot and root biomass gain. In addition, pretreatment with 
MeJA helped the seedlings maintain a higher rate of net photosynthesis and transpira-
tion, and increased stomatal conductance during the hardening period. Also, the rate 
of dark respiration was observed to rise in the presence of MeJA, leading an increase 
in the ratio of respiration to gross photosynthesis (Rd/Pg). Based on the obtained results, 
it was concluded that MeJA had a positive effect on the cold adaptation of wheat plants, 
which is due to its regulatory effect on the main physiological processes.

K e y w o r d s: Triticum aestivum L.; methyl jasmonate; frost resistance; photosynthesis; 
stomatal conductance; transpiration; growth.
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Введение

Жасмоновую кислоту (ЖАК) и ее производ-
ные, в том числе метиловый эфир ЖАК (МЖ), 
относят к физиологически активным соеди-
нениям, которые обнаружены практически во 
всех органах растений и участвуют в процессах 
их роста и развития [Kazan, 2015; Ahmad et al., 
2016; Huang et al., 2017]. Наряду с этим жасмо-
наты являются одним из звеньев защитной си-
стемы растений, обеспечивающей поддержа-
ние их жизнедеятельности в неблагоприятных 
условиях. Например, хорошо известно, что они 
играют ключевую роль в повышении устойчиво-
сти растений к патогенам и вредителям, вызы-
вающим механические повреждения их тканей 
[Васюкова и др., 2009; Ahmad et al., 2016]. По-
казано также, что экзогенная ЖАК или ее про-
изводные способны повышать устойчивость 
растений не только к биотическим, но и к абио-
тическим стресс-факторам [Kazan, 2015; 
Shahzad et al., 2015; Huang et al., 2017]. В част-
ности, имеются данные о позитивном влиянии 
экзогенных жасмонатов на устойчивость расте-
ний к патогену Phytophtora infestans [Максимов 
и др., 2011], солевому стрессу [Ефимова и др., 
2019], засухе [Ma et al., 2014], UV-B облучению 
[Quan et al., 2018] и тяжелым металлам [Sharma 
et al., 2013]. При этом установлено, что защит-
ное действие этих веществ связано со стаби-
лизацией основных физиологических процес-
сов, включая рост, фотосинтез, дыхание, вод-
ный обмен и др.

Что касается участия жасмонатов в реак-
ции растений на действие низких температур, 
то таких данных в литературе относительно не-
много. Показано, в частности, что под влияни-
ем ЖАК и ее производных снижается негатив-
ный эффект холодового стресса на растения 
арабидопсиса [Hu et al., 2013], гороха [Shahzad 
et al., 2015], кукурузы [Battal et al., 2008], огурца 
[Li et al., 2012] и перца [Moradmand et al., 2015], 
благодаря их участию в поддержании основных 
физиологических процессов, гормонального 
баланса, сохранении нативной ультраструкту-
ры клеток, активизации работы антиоксидант-
ной системы и др. При этом стоит подчеркнуть, 
что положительная роль жасмонатов в холодо-
устойчивости растений продемонстрирована 
главным образом на плодах [Aghdam, Bod-
bodak, 2013]. Тогда как их участие в процес-
се низкотемпературной адаптации интактных 
растений практически не изучено. Более того, 
единичны сведения о регуляции ЖАК и ее 
производными важнейших физиологических 
процессов – фотосинтеза, дыхания и роста, 
играющих ключевую роль в приспособлении 

растений к неблагоприятным температурным 
условиям [Moradmand et al., 2015; Shahzad 
et al., 2015].

Учитывая вышесказанное, целью данного 
исследования явилось изучение способности 
экзогенного МЖ создавать через регуляцию 
основных физиологических процессов более 
благоприятные условия для холодовой адапта-
ции растений пшеницы.

Материалы и методы

Опыты проводили с проростками озимой 
пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Москов-
ская 39, выращенными в рулонах фильтро-
вальной бумаги на модифицированном пита-
тельном растворе Кнопа с добавлением мик-
роэлементов при факторостатных условиях: 
температуре воздуха 22 °С, его относитель-
ной влажности 60–70 %, освещенности ФАР 
180 мкмоль/(м2 с) и фотопериоде 14 ч. По до-
стижении недельного возраста проростки 
опытного варианта помещали на раствор МЖ 
(1 мкМ) и выдерживали на нем в течение 1 сут 
при 22 °С. Затем растения помещали на 7 сут 
в холодовую камеру (4 °С) на питательный рас-
твор с МЖ или без него. Контрольными счи-
тали растения недельного возраста, которые 
не подвергались обработке МЖ и находились 
в течение всего эксперимента при 22 °С. Вы-
бор концентрации МЖ (1 мкМ) основан на ре-
зультатах предварительных экспериментов 
[Игнатенко, 2019].

О морозоустойчивости проростков судили 
по температуре (ЛТ50, °С), вызывающей гибель 
50 % палисадных клеток паренхимы листовых 
высечек после их тестирующего 5-минутного 
промораживания в термоэлектрическом ми-
крохолодильнике ТЖР-02/-20 («Интерм», Рос-
сия) при последовательном снижении темпе-
ратуры с интервалом 0,4 °С [Балагурова и др., 
1982]. Жизнеспособность клеток после промо-
раживания определяли с помощью светового 
микроскопа (ЛОМО, Россия) по деструкции 
хлоропластов и коагуляции цитоплазмы.

Накопление сырой и сухой биомассы про-
ростков анализировали в соответствии с об-
щепринятой методикой [Рогожин, Рогожина, 
2013].

Показатели СО2- и водного обмена анализи-
ровали с помощью портативной системы для 
исследования СО2-газообмена и водяных па-
ров HCM-1000 (Walz, Германия), соединенной 
с листовой камерой при контролируемых усло-
виях освещенности, температуры и влажности 
воздуха. Измерения интенсивности нетто-фо-
тосинтеза, устьичной проводимости и транспи-



94

рации проводили на свету. Темновое дыхание 
листьев определяли по скорости СО2-газооб-
мена после 30-минутного выдерживания ра-
стений в темноте. Рассчитывали отношение 
темнового дыхания к истинному фотосинте-
зу (Rd/Pg). Величина истинного фотосинтеза 
определялась как сумма интенсивности види-
мого фотосинтеза (Pn) и темнового дыхания 
(Rd) [Рахманкулова, 2002].

Биологическая повторность в пределах каж-
дого варианта опыта составляла для разных 
показателей от 5 до 10 растений. Весь опыт по-
вторяли трижды. Статистическую значимость 
различий между средними оценивали на осно-
вании t-критерия Стьюдента. В статье обсужда-
ются величины, статистически различающиеся 
при р < 0,05.

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

Результаты

Анализ морозоустойчивости растений пше-
ницы показал, что под влиянием температуры 
4 °С она постепенно увеличивалась и к концу 
опыта (7 сут) превышала исходный уровень 
примерно в 1,5 раза (рис. 1). Что касается про-
ростков, обработанных МЖ, их морозоустойчи-
вость повышалась еще до начала низкотемпе-
ратурного воздействия (при 22 °С), а в услови-

ях действия температуры 4 °С она была выше, 
чем в варианте закаливания без МЖ (рис. 1).

Накопление сырой (табл. 1) и сухой (табл. 2) 
биомассы побегов и корней растений пшеницы 
при действии температуры 4 °С первоначально 
тормозилось, но в дальнейшем (3–7 сут) воз-
обновлялось. Под влиянием МЖ накопление 
сырой биомассы побегов и корней пшеницы 
в условиях холодового закаливания усилива-
лось (табл. 1). В частности, на 7-е сутки опыта 
сырая биомасса корней у необработанных про-
ростков относительно исходного уровня повы-
шалась на 15 %, тогда как в варианте с МЖ – 
на 24 % (табл. 1).

Вместе с тем у проростков, обработанных 
МЖ, в условиях действия температуры 4 °С 
несколько увеличивалось накопление сухой 
биомассы побегов и корней (табл. 2). Так, на-
пример, на 7-е сутки опыта сухая биомасса 
побегов и корней у необработанных растений 
относительно исходного уровня увеличилась 
на 42 и 29 % соответственно, а в присутствии 
МЖ – на 47 % и у побегов, и у корней пшеницы 
(табл. 2).

Оценка интенсивности фотосинтеза пока-
зала, что уже через 1 сутки от начала действия 
температуры 4 °С происходит ее значительное 
(примерно в 2 раза относительно контроля) 
снижение (рис. 2). Причем уменьшение дан-
ного показателя отмечено в обоих вариантах 
(с МЖ и без МЖ). С увеличением продолжи-
тельности низкотемпературного воздействия 
интенсивность нетто-фотосинтеза у необрабо-

Рис. 1. Устойчивость клеток листа пшеницы к промораживанию при 
действии МЖ (1 мкМ) и температуры 4 °С.
Здесь и на рис. 2–4: 1 – 22 °С, 2 – 22 °С+МЖ, 3 – 4 °С, 4 – 4 °С+МЖ

Fig. 1. Tolerance of wheat leaf cells to freezing under the action of MeJA 
(1 μM) and a temperature of 4°C.
Here and in Fig. 2–4: 1 – 22 °С, 2 – 22 °C+MeJA, 3 – 4 °C, 4 – 4 °C+MeJA
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танных проростков практически не изменялась, 
тогда как под влиянием МЖ начиная с 3-х суток 
от начала охлаждения наблюдалось ее некото-
рое повышение (рис. 2).

Исследование интенсивности темнового 
дыхания показало, что оно резко (более чем в 2 
раза относительно контроля) снижается уже че-
рез 1 сутки действия температуры 4 °С (рис. 3). 
С увеличением продолжительности низкотем-

пературного воздействия темновое дыхание 
постепенно увеличивалось, однако на 7-е сут-
ки опыта так и не достигало контрольных зна-
чений. Под влиянием МЖ его интенсивность 
поддерживалась на более высоком уровне, чем 
у необработанных проростков, в течение всего 
периода действия температуры 4 °С (рис. 3).

Анализ изменения соотношения темнового 
дыхания листьев (Rd) к истинному фотосин-

Таблица 1. Сырая биомасса побегов и корней пшеницы при действии МЖ (1 мкМ) и температуры 4 °С
Table 1. The fresh biomass of wheat shoots and roots under the action of MeJA (1 μM) and a temperature of 4 °C

Экспозиция, сут
Exposition,

days

Сырая биомасса побегов, мг
Fresh biomass of shoots, mg

Сырая биомасса корней, мг
Fresh biomass of roots, mg

4 °С 4 °С+МЖ
4 °С+MeJA 4 °С 4 °С+МЖ

4 °С+MeJA
0 140,6 ± 3,3 149,6 ± 2,5* 51,7 ± 2,0 52,7 ± 1,5
1 144,9 ± 3,2 152,9 ± 4,4 53,8 ± 2,0 55,7 ± 2,7
2 145,9 ± 3,0 161,9 ± 4,8* 55,3 ± 2,0 58,1 ± 4,4
3 152,0 ± 3,0 164,3 ± 4,9* 57,9 ± 2,0 60,2 ± 2,5
7 164,4 ± 3,6 176,9 ± 5,3 59,5 ± 1,9 65,5 ± 1,8*

Примечание. Здесь и в табл. 2: * – отличия между вариантами 4 °С и 4 °С+МЖ статистически значимы при p < 0,05.
Note. Here and in Tab. 2: * – differences between options 4 °C and 4 °C+MJ are statistically significant at p < 0,05.

Таблица 2. Сухая биомасса побегов и корней пшеницы при действии МЖ (1 мкМ) и температуры 4 °С
Table 2. The dry biomass of wheat shoots and roots under the action of MeJA (1 μM) and a temperature of 4 °C

Экспозиция, сут
Exposition,

days

Сухая биомасса побегов, мг
Dry biomass of shoots, mg

Сухая биомасса корня, мг
Dry biomass of roots, mg

4 °С 4 °С+МЖ
4 °С+MeJA 4 °С 4 °С+МЖ

4 °С+MeJA
0 14,0 ± 0,4 14,7 ± 0,3 4,9 ± 0,3 4,9 ± 0,2
1 15,0 ± 0,4 15,9 ± 0,5 5,0 ± 0,3 5,3 ± 0,3
2 15,6 ± 0,4 16,5 ± 0,1 5,2 ± 0,2 5,8 ± 0,4
3 16,3 ± 0,6 17,9 ± 0,5* 5,8 ± 0,4 6,7 ± 0,4*
7 19,9 ± 0,5 21,6 ± 0,5* 6,3 ± 0,1 7,2 ± 0,4*

Рис. 2. Интенсивность нетто-фотосинтеза листьев пшеницы при дейст-
вии МЖ (1 мкМ) и температуры 4 °С
Fig. 2. The visible photosynthesis intensity of wheat leaves under the action 
of MeJA (1 μM) and a temperature of 4 °C
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тезу (Pg) показал, что в условиях холодового 
закаливания величина Rd/Pg несколько увели-
чивалась на 3-и сутки опыта, а затем (5–7 сут) 
оставалась на достигнутом уровне (рис. 4). Под 
влиянием МЖ величина Rd/Pg значительно по-
вышалась (примерно на 30 % по отношению 
к контролю) в первые сутки действия темпе-
ратуры 4 °С, существенно превышая при этом 
таковую у необработанных растений (рис. 4). 
В дальнейшем этот показатель поддерживался 
на достигнутом уровне, снижаясь к концу опыта 
(7 сут) до контрольных значений.

Исследования показали, что устьичная про-
водимость (рис. 5) и интенсивность транспира-
ции (рис. 6) резко снижались уже через сутки 
от начала действия на проростки пшеницы тем-

пературы 4 °С. С увеличением продолжитель-
ности закаливания эти показатели практически 
не изменялись и на 7-е сутки опыта были ниже 
исходного уровня на 45 % (устьичная проводи-
мость) и 75 % (интенсивность транспирации).

У растений, обработанных МЖ, проводи-
мость устьиц в течение всего эксперимен-
та была выше (в среднем более чем на 30 %) 
по сравнению с вариантом, в котором растения 
не подвергались подобной обработке (рис. 5). 
Интенсивность транспирации в присутствии 
МЖ с увеличением продолжительности дейст-
вия температуры 4 °С постепенно снижалась, 
но, так же как и в случае с устьичной проводи-
мостью, на протяжении всего опыта превыша-
ла таковую у необработанных растений (рис. 6).

Рис. 3. Интенсивность темнового дыхания листьев пшеницы при 
действии МЖ (1 мкМ) и температуры 4 °С
Fig. 3. The dark respiration intensity in the wheat leaves under the ac-
tion of MeJA (1 μM) and a temperature of 4 °C

Рис. 4. Соотношение темнового дыхания и истинного фотосинте-
за (Rd/Pg) у растений пшеницы при действии МЖ (1 мкМ) и тем-
пературы 4 °С
Fig. 4. The ratio of dark respiration and gross photosynthesis (Rd/Pg) 
in wheat plants under the action of MeJA (1 μM) and a temperature 
of 4 °C
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Обсуждение

К настоящему времени появилось достаточ-
но много данных, свидетельствующих о сни-
жении под влиянием жасмонатов негативного 
действия низких температур на теплолюбивые 
растения [Battal et al., 2008; Sayyari et al., 2011; 
Li et al., 2012]. В отличие от этого сведения 
о роли ЖАК и ее производных в механизмах 
низкотемпературной адаптации холодостойких 
растений единичны [Hu et al., 2013; Shahzad 
et al., 2015]. Результаты нашего исследова-
ния указывают на то, что МЖ влияет на моро-
зоустойчивость растений озимой пшеницы. 
У проростков, обработанных МЖ, в течение 
всего периода закаливания зафиксирована бо-

лее высокая морозоустойчивость по сравне-
нию с растениями, которые не подвергались 
подобной обработке.

Как известно, интегральной характеристи-
кой физиологического состояния растений 
и тех условий, в которых они находятся, явля-
ется их рост. В ответ на действие низких тем-
ператур ростовые процессы, как правило, тор-
мозятся [Чиркова, 2002]. Более того, в случае 
холодостойких растений замедление роста яв-
ляется необходимым условием для их успеш-
ной адаптации к низким температурам, по-
скольку позволяет накапливать резервные со-
единения, выполняющие различные функции, 
в том числе криопротекторную [Трунова, 2007; 
Theocharis et al., 2012]. В нашем исследовании 

Рис. 5. Устьичная проводимость листьев пшеницы при действии МЖ 
(1 мкМ) и температуры 4 °C
Fig. 5. The stomatal conductance of wheat leaves under the action 
of MeJA (1 μM) and a temperature of 4 °C

Рис. 6. Интенсивность транспирации листьев пшеницы при действии 
МЖ (1 мкМ) и температуры 4 °С
Fig. 6. The transpiration intensity of wheat leaves under the action of MeJA 
(1 μM) and a temperature of 4 °C
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действие низкой температуры 4 °С первона-
чально вызывало торможение ростовых про-
цессов у проростков озимой пшеницы. Одна-
ко к концу опыта их рост возобновлялся, а МЖ 
в условиях закаливания оказывал ростстимули-
рующий эффект: под его влиянием обнаружено 
усиление накопления сухой биомассы. Отме-
тим, что положительное влияние жасмонатов 
на ростовые процессы растений ранее отмеча-
ли и другие исследователи [Li et al., 2012].

Указанная стимуляция ростовых процес-
сов, по всей видимости, была обусловлена из-
менением под влиянием МЖ интенсивности 
нетто-фотосинтеза. Так, у проростков, кото-
рые предварительно не были обработаны МЖ, 
при действии низкой температуры наблюда-
лось значительное снижение фотосинтети-
ческой активности, которая оставалась ниже 
контрольных значений в течение всего опыта. 
Резкое уменьшение интенсивности фотосинте-
за у растений в низкотемпературных условиях 
могло быть связано со снижением активности 
ферментов цикла Кальвина и/или ингибиро-
ванием флоэмного транспорта [Попов и др., 
2019]. У проростков, обработанных МЖ, при 
температуре 4 °С также зафиксировано сниже-
ние интенсивности нетто-фотосинтеза, однако 
необходимо подчеркнуть, что в течение всего 
периода закаливания этот показатель поддер-
живался на более высоком уровне, чем в вари-
анте закаливания без МЖ. Более того, в отли-
чие от варианта, где растения не подвергались 
обработке МЖ, в варианте с МЖ к концу опыта 
фотосинтетическая активность даже несколько 
возрастала.

Повышение интенсивности фотосинте-
за в условиях действия низкой температуры, 
по-видимому, было связано с участием МЖ 
в регуляции устьичной проводимости и интен-
сивности транспирации листьев пшеницы. Так, 
под влиянием температуры 4 °С эти показатели 
у контрольных (без МЖ) и у опытных (с МЖ) ра-
стений значительно снижались, что, вероятно, 
было обусловлено быстрым закрыванием усть-
иц. При этом, как показывают исследования, 
холодостойкие растения могут поддерживать 
градиент водного потенциала и при закрытых 
устьицах, а уменьшение устьичной проводи-
мости и транспирации направлено на то, что-
бы избежать обезвоживания клеток и тканей 
в условиях гипотермии [Reynolds et al., 2005]. 
Причиной снижения этих показателей мог-
ло стать усиленное накопление под влиянием 
холода АБК, которое отмечено в целом ряде 
работ [Smoleńska-Sym et al., 1995; Шакирова 
и др., 2005; Gusta et al., 2005; Титов, Таланова, 
2009]. В этом случае, выступая в качестве анти-

транспиранта, АБК вызывает закрывание усть-
иц, защищая тем самым растения от потери 
воды. Что касается варианта, в котором расте-
ния пшеницы находились на растворе с добав-
лением МЖ, устьичная проводимость и интен-
сивность транспирации при действии низкой 
температуры также снижались, но при этом 
на протяжении всего опыта превышали анало-
гичные показатели в контроле (закаливание без 
МЖ). Полученные данные корреспондируются 
с результатами других авторов, которые пока-
зали, что жасмонаты влияют на работу устьич-
ного аппарата посредством регуляции содер-
жания активных форм кислорода (АФК), ионов 
кальция и оксида азота [Munemasa et al., 2007, 
2011; Ma et al., 2014; Ollas, Dodd, 2016; Quan 
et al., 2018; Yastreb et al., 2018]. При этом дей-
ствие ЖАК и ее производных на устьица может 
быть сходным с АБК и приводить к их закрыва-
нию [Munemasa et al., 2007, 2011] или, напро-
тив, вызывать повышение устьичной проводи-
мости [Quan et al., 2018]. Это, в свою очередь, 
может зависеть от вида и состояния растения, 
способа и длительности обработки жасмоната-
ми, их концентрации, а также от типа воздейст-
вующего стресс-фактора.

Обнаруженное в ходе наших исследований 
повышение устьичной проводимости и интен-
сивности транспирации у растений пшеницы 
под влиянием МЖ при действии низкой темпе-
ратуры также, возможно, было связано с уве-
личением содержания осморегулирующих ве-
ществ, в частности, свободного пролина. Так, 
нами ранее показано, что обработка озимой 
пшеницы МЖ в условиях низкотемпературно-
го закаливания вызывала повышение уровня 
пролина и экспрессии генов P5CS и P5CR, ко-
дирующих ферменты его синтеза [Игнатенко, 
2019]. Накопление пролина в клетках растений 
приводило к восстановлению осмотического 
потенциала и в конечном итоге способствовало 
увеличению оводненности клеток, в том числе 
замыкающих клеток устьиц.

Отметим также, что повышение фотосинте-
тической активности в присутствии МЖ в усло-
виях действия холода, помимо его участия 
в регуляции водного обмена пшеницы, могло 
быть обусловлено влиянием МЖ на фотосин-
тетический аппарат растений. Об этом, в част-
ности, свидетельствуют результаты иссле-
дований, в которых показано, что жасмонаты 
способствуют поддержанию более высокого 
уровня фотосинтетических пигментов у ра-
стений, испытывающих действие низкой тем-
пературы [Moradmand et al., 2015], засоления 
[Ефимова и др., 2019] или ионов меди [Poonam 
et al., 2013]. Исходя из этого можно предполо-
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жить, что в наших опытах МЖ наряду с повыше-
нием устьичной проводимости оказывал также 
положительное влияние на фотосинтетический 
аппарат пшеницы, способствуя тем самым уси-
лению накопления сухой биомассы.

Ростстимулирующий эффект МЖ на про-
ростки пшеницы при действии низкой темпера-
туры мог быть также связан с его участием в ре-
гуляции дыхания. Так, в частности, у растений 
пшеницы, не подвергавшихся обработке МЖ, 
в ответ на холодовое воздействие отмечено 
значительное снижение интенсивности темно-
вого дыхания, которое с увеличением продол-
жительности закаливания несколько повыша-
лось. Последнее, в свою очередь, очевидно, 
послужило причиной роста соотношения Rd/Pg, 
являющегося показателем сбалансированно-
сти основных физиологических процессов в ра-
стениях [Рахманкулова, 2002]. Как показывают 
исследования, в оптимальных условиях величи-
на Rd/Pg довольно постоянная [Головко, 1999]. 
Но при изменении внешних условий наблюдает-
ся изменение Rd/Pg, как правило, в сторону его 
увеличения в результате повышения доли ды-
хательных затрат на процесс адаптации и/или 
снижения интенсивности фотосинтеза [Рахман-
кулова, 2002; Икконен и др., 2018]. При этом 
растения с высоким адаптивным потенциалом, 
к которым относится озимая пшеница, способ-
ны поддерживать относительное постоянство 
величины Rd/Pg [Головко, 1999; Икконен и др., 
2018]. В нашем эксперименте стабилизация 
данного показателя у растений пшеницы отме-
чена в конце опыта (5–7 сут).

Что касается растений, обработанных МЖ, 
то в их листьях обнаружен более высокий уро-
вень темнового дыхания, интенсивность кото-
рого с увеличением продолжительности низ-
котемпературного закаливания возрастала. 
Усиление дыхания под влиянием МЖ, по всей 
видимости, было направлено на увеличение ко-
личества интермедиатов и энергии, необходи-
мых для более успешной адаптации растений 
в условиях действия холода. Одновременно 
с повышением интенсивности темнового ды-
хания значительно (особенно в первые сутки 
действия холода) увеличивалось соотношение 
Rd/Pg. Последнее, очевидно, было обуслов-
лено прежде всего снижением интенсивности 
фотосинтеза в ответ на действие низкой тем-
пературы. Кроме того, увеличение интенсив-
ности темнового дыхания под влиянием МЖ 
могло быть следствием активизации альтерна-
тивной оксидазы (АО), осуществляющей в том 
числе и антиоксидантную функцию. Так, напри-
мер, ранее было показано, что обработка МЖ 
плодов перца [Fung et al., 2004] и томата [Fung 

et al., 2006] увеличивает содержание мРНК 
гена AOX, кодирующего АО, и это способству-
ет снижению низкотемпературных поврежде-
ний. Как известно, действие низких температур 
на растения вызывает усиление генерации в их 
клетках АФК [Колупаев и др., 2018]. Активиза-
ция альтернативной оксидазы, в свою очередь, 
способствует рассеиванию неиспользуемой 
в обмене веществ энергии и ведет к уменьше-
нию уровня АФК в клетках растений. Не исклю-
чено, что в нашем случае обработка растений 
пшеницы МЖ содействовала усилению актив-
ности альтернативной оксидазы, что вырази-
лось в повышении интенсивности темнового 
дыхания и, соответственно, величины Rd/Pg. 
К концу опыта (7 сут) интенсивность темново-
го дыхания в листьях растений пшеницы, об-
работанных МЖ, снижалась, а интенсивность 
фотосинтеза, напротив, увеличивалась. Пре-
обладание ассимиляции CO2 над процессами 
дыхания и расходования энергетически емких 
соединений привело к уменьшению дыхатель-
ной составляющей в процессе газообмена 
и снижению величины Rd/Pg до контрольных 
значений. В конечном итоге это способствова-
ло не только накоплению сухой биомассы побе-
гов и корней проростков пшеницы, но и благо-
приятствовало дополнительному приросту их 
холодоустойчивости.

Таким образом, проведенные исследования 
свидетельствуют о том, что МЖ положительно 
влияет на процесс холодовой адаптации ра-
стений пшеницы. Очевидно, его защитная роль 
при действии низкой положительной темпера-
туры на проростки обусловлена, наряду с дру-
гими возможными механизмами, регуляцией 
основных физиологических процессов, а имен-
но поддержанием более высокой интенсив-
ности транспирации, фотосинтеза и дыхания. 
Это, в свою очередь, не только обеспечивает 
возобновление ростовых процессов, но и спо-
собствует повышению морозоустойчивости ра-
стений пшеницы.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания КарНЦ РАН (0218-2019-0074).
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АДАПТИВНЫЕ ВОЗМОЖНОСТИ TRITICUM AESTIVUM L. 
(POACEAE) ПРИ НИЗКОТЕМПЕРАТУРНЫХ 
ВОЗДЕЙСТВИЯХ РАЗНОЙ ИНТЕНСИВНОСТИ

Ю. В. Венжик1, Е. С. Холопцева2, А. А. Игнатенко2, В. В. Таланова  2

1 Институт физиологии растений им. К. А. Тимирязева РАН, Москва, Россия 
2 Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Проведен сравнительный анализ изменения ряда показателей роста, водного об-
мена и устойчивости недельных проростков озимой пшеницы с. Московская 39 
в процессе их адаптации к закаливающим низкотемпературным воздействиям 
разной интенсивности (12, 8 и 4 °С). Изучены сырая и сухая биомасса корней и по-
бегов, оводненность тканей, устьичная проводимость и транспирация, устойчи-
вость клеток листьев к промораживанию. Наибольшие изменения отмечены под 
влиянием температуры 4 °С, вызывающей максимальный прирост устойчивости. 
Выявлено, что при этой температуре почти полностью тормозилось накопление 
сырой биомассы, но продолжалось накопление сухой биомассы побегов, сни-
жались оводненность, интенсивность транспирации и устьичной проводимости 
листьев. Температура 12 °С, вызывающая минимальный прирост устойчивости, 
приводила к наименьшим изменениям изученных показателей, а вариант с темпе-
ратурой 8 °С занимал промежуточное положение. Сделан вывод о том, что между 
интенсивностью низкотемпературного воздействия, уровнем устойчивости, до-
стигаемым при закаливании растений пшеницы низкими положительными темпе-
ратурами, и степенью проявления адаптивных изменений существует очевидная 
зависимость: чем более значимые и глубокие адаптивные изменения происходят 
в растительном организме под влиянием низкотемпературного воздействия, тем 
большую устойчивость к холоду способны развивать растения в этих условиях. 
Следовательно, программа адаптации озимых злаков к холоду будет реализовы-
ваться наиболее полно именно при той температуре, которая способствует форми-
рованию максимального уровня устойчивости.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Triticum aestivum L.; холодоустойчивость; низкие температу-
ры; рост; водный обмен.

Yu. V. Venzhik, E. S. Kholoptseva, A. A. Ignatenko, V. V. Talanova . 
ADAPTIVE CAPACITIES OF TRITICUM AESTIVUM L. (POACEAE) UNDER 
LOW TEMPERATURE IMPACTS OF VARYING INTENSITY

A comparative analysis of changes in a number of indicators of growth, water ex-
change and cold tolerance in week-old seedlings of winter wheat cv. Moskovskaya 39 
in the process of their adaptation to low-temperature hardening of different intensities 
(12, 8, and 4 °C) was carried out. The fresh and dry biomass of roots and shoots, the wa-
ter content of tissues, the rate of stomatal conductance and transpiration, and the to-
lerance of leaf cells to freezing were studied. The greatest changes were noted under 
exposure to 4 °C temperature, which caused the maximum increase in cold tolerance. It 
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Введение

Адаптация озимых злаков к низким темпе-
ратурам, как известно, затрагивает метаболи-
ческие, биохимические, структурные процессы 
в растительном организме [Huner et al., 1998; 
Kratsh, Wise, 2000; Ensminger et al., 2006; Тру-
нова, 2007]. Под влиянием холода у озимых 
злаков снижаются интенсивность фотосин-
теза, водного обмена, тормозятся ростовые 
процессы [Климов и др., 1997; Трунова, 2007; 
Венжик и др., 2011; Crosatti et al., 2013; Rihan 
et al., 2017]. При этом в растительном орга-
низме устанавливается баланс между ростом, 
фотосинтезом и дыханием, позволяющий нака-
пливать в клетках энергоемкие вещества – ли-
пиды и углеводы, способствующие адаптации 
[Климов, 1987, 2008; Трунова, 2007; Crosatti 
et al., 2013; John et al., 2016; Rihan et al., 2017]. 
Практически одновременно у озимых злаков, 
как и у большинства холодостойких растений, 
происходит структурная реорганизация клеток: 
их размеры увеличиваются, так же как и разме-
ры и количество хлоропластов и митохондрий 
в них, уменьшается объем вакуоли, формиру-
ются хлоропласты так называемого светового 
типа, приспособленные к функционированию 
в условиях холода [Климов и др., 1992, 1997; 
Трунова, Астахова, 1998; Трунова, 2007; Yu et al., 
2011; Венжик и др., 2012; Venzhik et al., 2019]. 
Эти и другие адаптивные изменения, проис-
ходящие в клетках и тканях холодостойких ра-
стений под влиянием низких положительных 
температур [Rihan et al., 2017; Ding et al., 2019; 
Ritonga, Chen, 2020], как правило, сопровожда-
ются формированием повышенной устойчиво-
сти к холоду, для индукции которой в условиях 
контролируемой среды обычно используют 
температуры, оптимальные с точки зрения за-
каливающего эффекта [Титов и др., 2006]. Од-
нако динамика устойчивости и степень реали-

зации сопутствующих адаптивных изменений, 
происходящих в растительном организме при 
температурах, оказывающих на растения мень-
ший закаливающий эффект, исследованы гора-
здо хуже, хотя такого рода данные представля-
ют самостоятельный интерес. Таким образом, 
можно предположить, что существует взаи-
мосвязь (и/или зависимость) между уровнем 
холодостойкости, который развивают расте-
ния под влиянием закаливающих воздействий 
разной интенсивности, и степенью проявления 
тех или иных адаптивных изменений. В связи 
с этим цель данного исследования – сравни-
тельный анализ изменения некоторых показа-
телей роста, водного обмена, а также холодо-
устойчивости растений пшеницы, подвергнутых 
закаливающим низкотемпературным воздейст-
виям разной интенсивности.

Материалы и методы

В качестве объекта исследования использо-
вали проростки пшеницы (Triticum aestivum L., 
Poaceae) морозостойкого сорта Москов-
ская 39, выращенные в рулонах фильтроваль-
ной бумаги на модифицированном питатель-
ном растворе Кнопа в камере искусственного 
климата при температуре воздуха 22 °С, его 
относительной влажности 60–70 %, освещен-
ности ФАР 180 мкмоль/м2 с и фотопериоде 
14 ч. По достижении недельного возраста ра-
стения пшеницы разделяли на четыре группы 
и в течение 7 сут подвергали действию низких 
закаливающих температур 4, 8 и 12 °С, сохра-
няя прочие условия неизменными. В качестве 
контрольного варианта использовали расте-
ния, которые в течение всего опыта оставались 
при температуре 22 °С. Выбор интенсивности 
и продолжительности низкотемпературных 
воздействий основан на результатах предыду-
щих исследований [Титов и др., 2006].

was found that the accumulation of fresh biomass was almost completely inhibited at this 
temperature, but the accumulation of dry biomass of shoots continued, the water con-
tent, the rate of transpiration and stomatal conductance of leaves decreased. The tem-
perature of 12 °С, causing a minimum increase in tolerance, led to the smallest changes 
in the studied parameters, and the treatment with 8 °С occupied an intermediate posi-
tion. It is concluded that there is an obvious relationship between the level of tolerance 
achieved by hardening at low positive temperatures and the degree of manifestation 
of adaptive changes: the more significant and profound are the adaptive changes that oc-
cur in a plant organism under the influence of low-temperature exposure, the greater cold 
tolerance the plants are able to acquire under these conditions. Consequently, the pro-
gram of adaptation of winter cereals to the cold will be realized the most fully precisely at 
the temperature that fosters the formation of a maximum level of tolerance.

K e y w o r d s: Triticum aestivum L.; cold tolerance; low temperatures; growth; water ex-
change.



106

Об устойчивости проростков судили по тем-
пературе (ЛТ50), вызывающей гибель 50 % па-
лисадных клеток паренхимы листовых высе-
чек после их 5-минутного промораживания 
в термоэлектрическом микрохолодильнике 
ТЖР-02/–20 («Интерм», Россия) при последо-
вательном снижении температуры проморажи-
вания с интервалом 0,4 °С [Балагурова и др., 
1982]. Жизнеспособность клеток определяли 
с помощью светового микроскопа Микмед-2 
(ЛОМО, Россия) с объективом ×40 по деструк-
ции хлоропластов и коагуляции цитоплазмы.

Рост растений оценивали по накоплению 
сырой и сухой биомассы корней и побегов 
в соответствии со стандартной методикой, 
оводненность тканей рассчитывали по обще-
принятой формуле [Рогожин, Рогожина, 2013]. 
Интенсивность транспирации и устьичную про-
водимость листьев изучали с помощью порта-
тивной фотосинтетической системы НСМ-1000 
(Walz, Германия).

Повторность при оценке устойчивости и упо-
мянутых выше физиологических показателей 
в пределах одного варианта 3–6-кратная. Каж-
дый опыт повторяли не менее 3 раз. В таблицах 
и на графиках приведены средние арифме-
тические значения и их стандартные ошибки. 
Статистическую значимость различий между 
средними оценивали на основании t-критерия 

Стьюдента. В статье обсуждаются величины, 
статистически значимые при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

Проведенное исследование показало, что 
устойчивость клеток листьев пшеницы к промо-
раживанию при всех изученных температурах 
(12, 8 и 4 °С) существенно возрастает, но ве-
личина прироста зависит от интенсивности 
закаливающего воздействия. Так, наибольший 
прирост холодоустойчивости был зафиксиро-
ван при температуре 4 °С, наименьший – при 
12 °С, а температура 8 °С оказывала средний 
закаливающий эффект на проростки пшеницы 
(рис. 1).

Отметим, что согласно представлениям 
о делении температур на зоны (фоновая, зака-
ливающая и повреждающая) все три изученные 
нами температуры относятся к зоне закалива-
ния [Дроздов, Курец, 2003; Титов и др., 2006]. 
Однако температура 12 °С наиболее близка 
к фоновой зоне, которая у озимой пшеницы, 
как правило, начинается с 15–16 °С. В то же 
время температура 4 °С располагается на гра-
нице с зоной повреждения, у озимых злаков 
близкой к 0 °С [Дроздов, Курец, 2003; Титов 
и др., 2006]. Именно этим обстоятельством 
объясняется разный прирост устойчивости под 

-9

-8

-7

-6

-5

-4
Контроль 12 8 4

У
ст

ой
чи

во
ст

ь 
к 

пр
ом

ор
аж

ив
ан

ию
 (Л

Т 5
0)

, °
С

Температура воздействия, °С

*

*
*

Рис. 1. Устойчивость клеток листьев пшеницы к промораживанию 
при низкотемпературных воздействиях разной интенсивности 
(12, 8 и 4 °С).
Здесь и далее на рисунках и в таблицах в качестве контрольного вариан-
та представлены данные о проростках того же возраста, выращенных при 
22 °С; * – отличия от контрольного уровня статистически значимы при 
p < 0,05

Fig. 1. Tolerance of wheat leaf cells to freezing under low temperature 
influences of different intensity (12, 8 and 4 °С).
Here and further in the figures and tables the data on seedlings of the same 
age grown at 22°C are presented as the control level; * – differences from 
the control level are statistically significant at p < 0.05
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влиянием изученных воздействий. Очевидно, 
что величина прироста устойчивости возраста-
ет с понижением температуры в пределах зоны 
холодового закаливания от 12 до 4 °С, то есть 
с продвижением от температур, близких к фо-
новым, до температур, расположенных на гра-
нице с повреждающими.

Кроме того, выбранные температурные ре-
жимы заметно тормозили накопление биомас-
сы растений. При этом корни и побеги пше-
ницы по-разному реагировали на холодовые 
воздействия. Так, накопление сырой биомассы 
корней пшеницы снижалось (по сравнению 
с контрольными проростками) при всех вари-
антах низкотемпературного воздействия не-
зависимо от его интенсивности, в то время как 
снижение сырой биомассы побегов было тем 
больше, чем ниже была температура закалива-
ния (рис. 2, А). Сходным образом изменялось 
и накопление сухой биомассы корней и побе-

гов растений пшеницы (рис. 2, Б). Отношение 
сухой биомассы корней к сырой существенно 
не изменялось под влиянием холода, но неко-
торое увеличение этого же показателя для по-
бегов наблюдалось при действии температуры 
4 °С (табл. 1).

Похожая тенденция отмечена для изме-
нения оводненности тканей пшеницы: если 
оводненность корней практически не зависела 
от температуры закаливания, то оводненность 
побегов снижалась только под влиянием тем-
пературы 4 °С (табл. 1). Отметим также, что все 
низкотемпературные воздействия приводи-
ли к снижению интенсивности устьичной про-
водимости и транспирации листьев пшеницы 
(рис. 3; табл. 2).

Важно подчеркнуть адаптивный характер вы-
явленных изменений, происходящих у пшеницы 
под влиянием температурных воздействий раз-
ной интенсивности. Так, торможение накопле-
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Рис. 2. Cырая (А) и сухая (Б) биомасса корней и побегов пшеницы при низкотемпературных воздей-
ствиях разной интенсивности (12, 8 и 4 °С)
Fig. 2. Fresh (A) and dry (B) biomass of wheat roots and shoots under low temperature influences of diffe-
rent intensity (12, 8 and 4 °С)

Таблица 1. Показатели роста и водного обмена растений пшеницы при низкотемпературных воздействиях 
разной интенсивности (12, 8 и 4 °С)
Table 1. Indicators of growth and water exchange of wheat under low temperature influences of different intensity 
(12, 8 and 4 °С)

Показатели
Indicators

Контроль
Control

Температура воздействия 
Exposure temperature, °С

12 8 4
Сухая / сырая масса корней
Dry / fresh weight of roots 0,11 ± 0,1 0,11 ± 0,1 0,10 ± 0,1 0,12 ± 0,1

Сухая / сырая масса побегов
Dry / fresh weight of shoots 0,12 ± 0,1 0,11 ± 0,1 0,13 ± 0,1 0,15 ± 0,1

Оводненность тканей корней, %
Water content of root tissues, % 89,4 ± 0,3 88,3 ± 0,4 87,0 ± 0,5 88,0 ± 0,6

Оводненность тканей побегов, %
Water content of shoot tissues, % 88,1 ± 0,3 89,1 ± 0,2 87,5 ± 0,1 85,1 ± 0,5*
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ния биомассы растений свидетельствует об ин-
гибировании ростовых процессов, которое 
необходимо для поддержания работы фото-
синтетического аппарата у озимых злаков при 
адаптации к холоду [Hurry et al., 1995; Климов 
и др., 1997; Ensminger et al., 2006; Rihan et al., 
2017]. Накопление сухой биомассы побегов под 
влиянием холода связано, скорее всего, со сни-
жением оводненности тканей, которое, в свою 
очередь, может свидетельствовать о перерас-
пределении воды в клетках, а именно об умень-
шении объема вакуоли и «разрастании» цито-

плазмы, в которой накапливаются осмолитики 
(углеводы, липиды и др.), выполняющие кроме 
прочих криопротекторную функцию [Трунова, 
2007; Yu et al., 2011; Janmohammadi et al., 2012; 
Theocharis et al., 2012; Ritonga, Chen, 2020]. 
Снижение транспирации и устьичной проводи-
мости листьев пшеницы под влиянием низкой 
температуры, вероятно, связано с быстрым за-
крытием устьиц, позволяющим избежать обез-
воживания тканей [Mahadjan, Tuteja, 2005; Rey-
nolds et al., 2005], а также со снижением массы 
корневой системы и способности поглощать 
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Таблица 2. Количественная оценка изменения показателей устойчивости, роста и водного обмена растений 
пшеницы в процессе адаптации к низкотемпературным воздействиям разной интенсивности
Table 2. Quantification of changes in the tolerance, growth and water exchange indicators of wheat in the process 
of adaptation to low temperature influences of different intensity

Показатель, %
Indicator, %

Контроль
Control

Температура воздействия / Exposure temperature, °С
12 8 4

Устойчивость
Tolerance 100 123 146 154

Сырая биомасса корня
Fresh weight of roots 171 113 113 113

Сырая биомасса побега
Fresh weight of shoots 197 169 139 106

Сухая биомасса корня
Dry weight of roots 173 135 125 135

Сухая биомасса побега
Dry weight of shoots 218 175 158 152

Транспирация
Transpiration 100 60 39 41

Устьичная проводимость
Stomatal conductance 100 72 61 46

Примечание. Значения показателей приведены в % от значений исходного уровня, измеренных на недельных проростках 
до начала температурного воздействия.
Note. *The values of the indicators are given in percents of the initial level, taken as 100 %. The values of the initial level were mea-
sured on week-old seedlings before the start of temperature exposure.

Рис. 3. Интенсивность транспирации (А) и устьичной проводимости (Б) листьев пшеницы при низ-
котемпературных воздействиях разной интенсивности (12, 8 и 4 °С)
Fig. 3. Intensity of transpiration (A) and stomatal conductance (B) of wheat leaves under low temperature 
influences of different intensity (12, 8 and 4 °С)
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воду и питательные вещества. Полученные дан-
ные хорошо соотносятся с представлениями 
о том, что выживание холодостойких растений 
в условиях действия низких температур в пер-
вую очередь определяется их способностью 
«перепрограммировать» направленность ос-
новных метаболических процессов в организме 
[Ensminger et al., 2006; Theocharis et al., 2012; 
Gusta, Wisnievski, 2013].

Важно, что практически для всех изученных 
показателей максимальная степень их измене-
ния отмечена при температуре 4 °С (табл. 2). 
По крайней мере это касается изменений, про-
исходящих в побегах пшеницы, в то время как 
реакция корней в меньшей степени зависела 
от интенсивности температурного воздействия. 
Причиной этого может быть разная приспосо-
бленность корней и побегов к температурному 
фактору. Как правило, корневая система расте-
ний, в отличие от надземных органов, не испы-
тывает в процессе активной вегетации резких 
и значительных по амплитуде колебаний тем-
пературы среды, поэтому считается, что при-
способительные возможности корней по срав-
нению с надземными органами ограничены 
[Родченко и др., 1988]. Кроме того, как показы-
вают исследования, устойчивость клеток корня 
пшеницы под влиянием закаливающей темпе-
ратуры непосредственно на корневую систему 
не только не увеличивается, но в ряде случаев 
даже снижается [Титов, Таланова, 2011], и это 
подтверждает ограниченность адаптационных 
возможностей корневой системы.

Таким образом, установлено, что реакция 
растений пшеницы на температурные воздей-
ствия 4, 8 и 12 °С сопровождается рядом адап-
тивных изменений, степень проявления кото-
рых во многом зависит от интенсивности зака-
ливания. Наибольшие изменения отмечены при 
температуре 4 °С, вызывающей максимальный 
прирост устойчивости. При этой температуре 
почти полностью тормозилось накопление сы-
рой биомассы растений, хотя накопление су-
хой биомассы продолжалось, увеличивалось 
соотношение сухой биомассы побегов к сы-
рой, снижались оводненность, интенсивность 
транспирации и устьичной проводимости ли-
стьев. Температура 12 °С вызывала минималь-
ный прирост устойчивости и приводила к наи-
меньшим изменениям изученных показателей, 
а вариант с температурой 8 °С занимал проме-
жуточное положение.

Заключение

В целом полученные данные позволяют сде-
лать вывод, что существует зависимость между 

интенсивностью низкотемпературного воздей-
ствия и степенью реализации адаптивных воз-
можностей озимых злаков, а следовательно, 
и уровнем холодоустойчивости, достигаемым 
при их закаливании. Чем ниже температура 
в зоне закаливания, тем более значительные 
адаптивные изменения происходят в расти-
тельном организме и тем большую устойчи-
вость к действию низких температур способны 
развивать растения. Наиболее полно програм-
ма адаптации озимых злаков к холоду реализу-
ется под влиянием температуры, вызывающей 
максимальный прирост устойчивости.

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользова-
ния Федерального исследовательского цен-
тра «Карельский научный центр Российской 
академии наук» при финансовой поддержке 
из средств федерального бюджета на выпол-
нение государственного задания КарНЦ РАН 
(0218-2019-0074).
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ВЛИЯНИЕ ПОЧВЕННЫХ УСЛОВИЙ СРЕДНЕТАЕЖНОГО СОСНЯКА 
ЛИШАЙНИКОВОГО НА РОСТ И ПОКАЗАТЕЛИ МИНЕРАЛЬНОГО 
И ВОДНОГО РЕЖИМА СОСНЫ ОБЫКНОВЕННОЙ

Т. А. Сазонова, В. Б. Придача
Институт леса КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Основными лимитирующими рост растений абиотическими факторами в условиях 
сосняков лишайниковых таежной зоны европейской территории России являются 
недостаток воды и элементов минерального питания в почве. Целью работы была 
оценка влияния условий внешней среды на функциональные показатели деревь-
ев сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.) разной интенсивности роста в условиях 
среднетаежного сосняка лишайникового. Для решения поставленной задачи про-
ведены многолетние исследования параметров водного (предрассветный и днев-
ной водный потенциал охвоенного побега) и минерального (содержание азота, 
фосфора, калия и их соотношение в ксилемном соке и хвое) обмена одновозраст-
ных деревьев сосны обыкновенной разной жизненности в условиях сосняка лишай-
никового (Южная Карелия). Полученные данные использовали для сравнитель-
ной характеристики функционального состояния господствующих и угнетенных 
деревьев в разных условиях внешней среды. В условиях умеренного увлажнения 
почвы отмечена стабилизация характеристик минерального и водного обмена де-
ревьев обеих групп. Снижение запасов влаги в корнеобитаемых горизонтах почвы 
при длительной засухе усиливает физиологическую гетерогенность деревьев сос-
ны обыкновенной разного жизненного состояния в пределах одного фитоценоза. 
Результаты исследования позволяют предположить, что в сосняке лишайниковом 
комплекс фитоценотических факторов в большей степени влияет на интенсивность 
ростовых процессов и их продолжительность и в меньшей степени – на показате-
ли минерального и водного обмена деревьев сосны обыкновенной. Обсуждаются 
механизмы адаптации деревьев сосны обыкновенной к разным условиям почвен-
ного увлажнения.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Pinus sylvestris; дифференциация деревьев; водный потен-
циал; биогенные макроэлементы, песчаные олиготрофные почвы; засуха.

T. A. Sazonova, V. B. Pridacha. THE EFFECT OF SOIL CONDITIONS ON 
GROWTH AND PARAMETERS OF THE MINERAL AND WATER METABOLISM 
IN SCOTS PINE IN A MIDDLE-TAIGA LICHEN-TYPE PINE FOREST

The main abiotic factors limiting plant growth in lichen-type pine forests in the taiga 
zone of European Russia are the lack of water and mineral nutrients in the soil. The aim 
of this work was to assess the effect of environmental conditions on the functional indi-
cators in Scots pine trees (Pinus sylvestris L.) of varying growth rates in a middle-taiga 
lichen-type pine forest. To this end, long-term studies of water (pre-dawn and daytime 
water potential of foliated shoot) and mineral (the content of nitrogen, phosphorus, po-
tassium and their ratio in xylem sap and needles) exchange parameters in Scots pine 



114

Введение

В настоящее время вопрос об ответных ре-
акциях различных видов древесных растений 
на изменения условий природной среды явля-
ется актуальным в свете прогнозируемых из-
менений климата [IPCC…, 2013; FAO…, 2020]. 
Одним из ведущих природных факторов, ока-
зывающих существенное влияние на рост 
и развитие растений, является почвенное пи-
тание [Lambers, Oliveira, 2019]. В последние 
десятилетия в условиях таежной зоны отмеча-
ют наиболее выраженный рост температуры 
приземного слоя воздуха, изменение режи-
ма осадков, а также увеличение повторяемо-
сти аномальных погодных явлений [Allen et al., 
2010; Ольчев и др., 2017]. Повышение темпе-
ратуры воздуха в сочетании с атмосферной за-
сухой оказывает существенное влияние на ги-
дрологический режим почв лесных биогеоце-
нозов [Fatichi et al., 2016; Kučera et al., 2020], 
особенно песчаных автоморфных почв с уров-
нем залегания грунтовых вод более 1,5–2,0 м 
[Гаель, Смирнова, 1999]. В условиях почвенной 
засухи происходит существенное снижение 
доступности питательных веществ для дре-
весных растений [Kreuzwieser, Gessler, 2010] 
вследствие уменьшения минерализации орга-
нического вещества почв и подвижности ионов, 
изменения поглощающей способности корней. 
Длительный дефицит питательных элементов 
на фоне засухи разной интенсивности и про-
должительности может привести к гибели де-
рева вследствие нарушения согласованности 
его углеродного и водного баланса [McDowell 
et al., 2008]. В контексте изложенной проблемы 
представляется особенно важным проведение 
полевых исследований для выявления диапа-
зона экологических факторов и характера его 
влияния на функциональное состояние древес-
ных растений бореальных лесов.

Одной из основных лесообразующих пород 
Европейского Севера является сосна обыкно-

венная (Pinus sylvestris L.). В частности, на тер-
ритории Республики Карелия сосновые леса 
занимают 64 % лесопокрытой площади [Разно-
образие…, 2003]. Широкое распространение 
сосны на территории Евразии в областях, кон-
трастных по климатическим и лесораститель-
ным условиям, свидетельствует о невысокой 
требовательности ее к почвенному плодородию, 
теплу и низкой чувствительности к засухам [Ор-
лов, Кошельков, 1971; Рысин, 2015]. Обладая 
такой широкой географической амплитудой, 
сосна является полиморфным видом, образу-
ющим множество форм и разновидностей как 
в пределах одной популяции, так и в пределах 
географических зон и ареала [Козубов, Мурато-
ва, 1986; Ильинов, Раевский, 2016].

Условия произрастания в лесных биогеоце-
нозах таежной зоны существенно различаются. 
Так, например, в экологических рядах сосновых 
лесов на автоморфных и гидроморфных почвах 
Карелии [Казимиров, 1995] в сосняках чернич-
ных с хорошей влагообеспеченностью почв 
[Сазонова и др., 2017], в которых содержится 
наибольшее количество элементов минераль-
ного питания в доступных растениям формах 
[Морозова, Федорец, 1992], основным лими-
тирующим рост растений абиотическим фак-
тором является свет [Цельникер и др., 1993], 
в сосняках лишайниковых – прежде всего недо-
статок воды и элементов минерального пита-
ния в почве, тогда как в сосняках сфагновых – 
напротив, избыточное увлажнение и недоста-
точная аэрация почв при дефиците подвижных 
форм минеральных элементов [Саковец и др., 
2000; Придача, Сазонова, 2010]. Контрастные 
условия обитания обусловливают различия 
биологической продуктивности фитоценозов 
[Усольцев, 2007], что проявляется в структуре 
и распределении подземной и надземной фи-
томассы древесных растений.

Вместе с тем дифференциация одновоз-
растных деревьев по габитуально-морфологи-
ческим характеристикам может происходить 

trees of the same age but different vitality were carried out in a lichen-type pine forest 
(Southern Karelia). The data obtained were used to compare the functional state of domi-
nant and suppressed trees in different environmental conditions. Where soil moisture con-
tent was moderate, mineral and water exchange characteristics in trees of both groups 
steadied out. A decrease in soil moisture reserves during prolonged drought heightened 
the vitality-specific physiological heterogeneity in Scots pine trees within the same plant 
community. The results of the study suggest that the complex of phytocoenotic factors 
in a lichen-type pine forest has more effect on the growth rate and duration than on the mi-
neral and water metabolism parameters of Scots pine trees. Mechanisms for the adapta-
tion of Scots pine trees to different soil moisture conditions are discussed.

K e y w o r d s: Pinus sylvestris L.; tree differentiation; water potential; macronutrients; 
sandy oligotrophic soils; drought.
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и в пределах одного фитоценоза [Габукова 
и др., 1991; Dobbertin, 2005] вследствие про-
странственной неоднородности светового ре-
жима и пестроты почвенного покрова, в частно-
сти неравномерной увлажненности, плотности 
и трофности почвы, что, в свою очередь, при-
водит к лидирующему положению одних дере-
вьев и, напротив, угнетенному состоянию дру-
гих. Эти факты позволяют нам предположить 
физиологическую гетерогенность одновоз-
растных деревьев разной интенсивности роста 
в пределах одного фитоценоза. В этой связи 
целью работы была оценка влияния эдафиче-
ских условий на функциональные показатели 
одновозрастных деревьев сосны обыкновен-
ной (Pinus sylvestris L.) разной интенсивности 
роста в условиях среднетаежного сосняка ли-
шайникового в Южной Карелии.

Материалы и методы

Исследования проводили в сосновом дре-
востое европейской части средней тайги в Юж-
ной Карелии (62°13ʹ с. ш. 34°10ʹ в. д.) в течение 
ряда вегетационных периодов (май–сентябрь) 
1981–1984, 1988–1989, 1997 и 2010 гг. Проб-
ная площадь размером 20×20 м была заложена 
в сосняке лишайниковом естественного проис-
хождения, относящемся к V классу бонитета, 

с сомкнутостью древостоя 0,57. Средний воз-
раст деревьев составил 30 лет, высота – 5 м, 
диаметр – 7,3 см, запас древесины 22,8 м3 га-1, 
текущий прирост древесины – 2,2 м3. Подлесок 
отсутствует, доминантами напочвенного по-
крова являются Cladonia rangiferina (L.) и Cal-
luna vulgaris (L.). Почва песчаная поверхност-
но-подзолистая, сформировавшаяся на флю-
виогляциальных песках. Рельеф равнинный, 
микрорельеф не выражен. Основная масса 
корней сосредоточена на глубине 0–20 см. Уро-
вень залегания грунтовых вод ниже 5 м [Сазо-
нова и др., 2011].

Объектами исследования послужили дере-
вья сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.) од-
ной возрастной группы (25–35 лет), но разной 
интенсивности роста: быстрорастущие дере-
вья верхнего полога (господствующие) и мед-
леннорастущие деревья нижнего полога (угне-
тенные), различающиеся по величине годичных 
приростов и относящиеся соответственно к II 
и IV классам роста и развития. Для исследо-
вания горизонтальной структуры фитоценоза 
при закладке пробной площади было выполне-
но картирование древостоя (рис. 1). В период 
окончания интенсивного роста (июль) прове-
ден сплошной перечет деревьев с измерением 
их высоты, диаметров кроны и ствола на высо-
те 0,1 и 1,3 м.

Рис. 1. Пространственное распределение угнетенных (закрашенный 
круг) и господствующих (незакрашенный круг) деревьев сосны обыкно-
венной на пробной площади сосняка лишайникового
Fig. 1. Spatial distribution of oppressed (filled circle) and dominant (open cir-
cle) Scots pine trees on a sample plot in a lichen pine forest
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Функциональное состояние растений оце-
нивали по показателям водного и минерально-
го обменов. В качестве показателей влагообе-
спеченности растений использовали величины 
предрассветных (Ψmax, МПа) и дневных (Ψmin, 
МПа) водных потенциалов охвоенных побегов. 
Водные потенциалы охвоенных побегов сосны 
измеряли с помощью камеры давления [Са-
зонова и др., 2011] с точностью определения 
0,05 МПа. Наблюдения проводили для 10 де-
ревьев каждой группы роста; с каждого дерева 
отбирали по три побега со средней части кро-
ны. Одновременно с измерением показателей 
водообмена растения проводили исследо-
вание запасов влаги в почве. Влажность поч-
вы определяли весовым методом [Теория…, 
2006]. Микрометеорологические наблюдения 
проводили по стандартным методикам [Сазо-
нова и др., 2011].

Отбор ксилемного сока и однолетней хвои 
для анализа химического элементного состава 
проводили в соответствии с фенологическим 
развитием сосны в фазу начала роста (май), 
интенсивного роста (июнь), окончания роста 
(июль) и периода покоя (сентябрь). Для сбора 
ксилемного сока использовали камеру давле-
ния, конструкция которой была аналогична ис-
пользуемой для определения водных потенци-
алов побегов [Сазонова и др., 2011]. Используя 
сжатый азот, ступенчато повышали давление 
в камере, добиваясь стекания сока. Собранный 
ксилемный сок и хвою анализировали отдельно 
для каждого дерева. Определение содержания 

азота (N) выполняли с помощью элементного 
анализатора РЕ-2400 (Perkin Elmer, США); ка-
лия (K) – методом атомно-эмиссионной спек-
трофотометрии на атомно-абсорбционном 
спектрофотометре АА-7000 (Shimadzu, Япо-
ния); фосфора (P) – спектрофотометрическим 
методом с молибденовой синью с помощью 
СФ-2000 («ОКБ Спектр», Россия) в трехкратной 
повторности.

Величину удельной листовой поверхности 
(SLA, см2 г-1) вычисляли по отношению площа-
ди хвои к сухой массе. Площадь хвои определя-
ли по методу Ю. Л. Цельникер [1982].

Для обработки результатов применяли ме-
тоды вариационной статистики [Glantz, Slinker, 
2003; Ивантер, Коросов, 2011]. Статистиче-
скую обработку данных проводили с использо-
ванием программы Statistica 10 (StatSoft Inc.). 
На графиках и в таблице приведены средние 
значения и их стандартные ошибки. Разные 
буквы в таблице указывают на существенные 
различия средних значений при сравнении 
экспериментальных групп. Для оценки сущест-
венных различий между средними величинами 
использовали критерий Тьюки. Статистически 
значимыми считали различия при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

Проведенный анализ горизонтальной 
(рис. 1) и вертикальной (рис. 2) структуры сос-
няка лишайникового выявил разнородность 
морфометрических характеристик деревьев 

Рис. 2. Частотное распределение деревьев сосны обыкновенной по ступеням 
диаметра (D0,1) и высоты (Н) на пробной площади сосняка лишайникового
Fig. 2. Frequency distribution of Scots pine trees by steps of diameter (D0,1) 
and height (H) on a sample plot in a lichen pine forest



117

сосны одного возраста и показал преоблада-
ние в древостое угнетенных деревьев с мень-
шей высотой и диаметром ствола по сравне-
нию с господствующими деревьями. Значения 
SLA хвои господствующих (43,76 ± 1,36 см2 г-1) 
и угнетенных (63,56 ± 1,62 см2 г-1) деревьев так-
же существенно различались (р < 0,05).

В работе Н. Г. Балыкова с соавт. [1989], вы-
полненной на тех же объектах, показано, что 
85 % фитомассы соснового древостоя состав-
ляют деревья с диаметром 80–130 мм на уров-
не 0,1 м высоты дерева, однако их количество 
в 5 раз меньше числа деревьев с величиной 
D0,1 ниже 80 мм. При этом установлено сход-
ство сроков начала процесса роста в толщи-
ну у деревьев разного жизненного состояния, 
однако окончание роста господствующих ра-
стений происходило на 10–15 дней позже, чем 
у угнетенных. Схожую закономерность отмеча-
ют и для сосновых фитоценозов разной про-
дуктивности, когда увеличение продолжитель-
ности и интенсивности деления клеток камбия 
в более благоприятных эдафических условиях 
приводит к возрастанию годичного радиаль-
ного прироста ствола [Кищенко, Вантенкова, 
2014]. Средние значения массы ствола и про-
дуктивности для господствующих (D0,1 > 80 мм) 
и угнетенных (D0,1 < 80 мм) деревьев сосны со-
ставили 10 и 0,4 кг, 0,25 и 0,013 кг в год соот-
ветственно [Балыков и др., 1989]. Важно отме-
тить, что невысокая численность господствую-
щих деревьев, а также их слабая сомкнутость 
не оказывали значительного затеняющего вли-
яния на угнетенные деревья. Очевидно, диф-
ференциация деревьев по жизненному состо-
янию в исследуемом сосняке лишайниковом 
обусловлена прежде всего почвенными усло-
виями, в частности гидротермическим режи-
мом и уровнем минерального питания.

Если по морфометрическим параметрам 
у растений разной жизненности отмечены су-
щественные различия, то сравнение их физио-
логических показателей оказалось более слож-
ным и зависящим в первую очередь от условий 
увлажнения. Наши многолетние исследования 
в лишайниковом типе леса позволили выделить 
периоды умеренного увлажнения и засухи, от-
личающиеся по напряженности метеоусловий 
[Сазонова, Придача, 2015]. При этом перио-
ды атмосферной засухи, сопровождающиеся 
снижением запасов влаги в горизонтах почвы 
0–50 см до 15–16 мм и более, были редкими 
и непродолжительными. В основном запасы 
общей влаги в корнеобитаемых горизонтах 
почвы (0–50 см) сосняка лишайникового в те-
чение ряда вегетационных периодов превыша-
ли 28 мм, что хорошо согласуется с данными 

по гидротермическому режиму почв сосновых 
лесов Карелии [Еруков, Власкова, 1986].

В этих условиях, используя величины Ψ 
охвоенных побегов как показатели водного де-
фицита [Kramer, Boyer, 1995], провели оценку 
жизненного состояния деревьев сосны. Сопо-
ставление усредненных за вегетационный пе-
риод величин Ψmax и Ψmin охвоенных побегов гос-
подствующих и угнетенных деревьев (табл.), 
полученных в условиях умеренного увлажне-
ния, не выявило значимых различий (р > 0,05). 
Этот факт свидетельствует, что формирование 
минимального и максимального водного дефи-
цита, характеризуемого величинами Ψmax и Ψmin, 
не было связано с жизненным состоянием де-
рева, поскольку больший водный дефицит мог 
быть у господствующего дерева и меньший – 
у угнетенного, и наоборот. Ранее также отме-
чали [Pridacha et al., 2011; Sepúlveda, John-
stone, 2019] отсутствие тесной взаимосвязи 
визуально определенного жизненного состоя-
ния дерева и его физиологических характери-
стик. При этом диапазон вариабельности Ψmax 
(–0,3…–0,7 МПа) был одинаковым для деревьев 
разного жизненного состояния и для данного 
уровня почвенной влагообеспеченности не был 
связан с изменениями запасов влаги в почве. 
Вариации Ψmax были обусловлены изменени-
ями запасов влаги в самом растении. В зави-
симости от погодных условий расход влаги 
на транспирацию, так же как и степень ее вос-
полнения к предрассветному часу могут быть 
разными [Сазонова, Кайбияйнен, 1994; Сазо-
нова и др., 2017], что и отражает в данном слу-
чае изменчивость величины Ψmax. Вместе с тем 
сопоставление полученных величин Ψmin у дере-
вьев разной интенсивности роста с выявленной 
нами ранее [Сазонова и др., 2005] пороговой 
величиной для сосны (–1,15 ± 0,11 МПа), при 
которой происходит устьичное ограничение 
транспирации, свидетельствовало о наличии 
у деревьев сосны разного жизненного состоя-
ния «нормального» водного дефицита. Важно 
отметить, что при абсолютных значениях Ψmin, 
превышающих пороговое, сильнее и продол-
жительнее будет и ограничение транспирации. 
Подобное явление депрессии транспирации 
у Pinus sylvestris наблюдается вплоть до сниже-
ния значений Ψmin до –1,5 МПа [Сазонова и др., 
2017, 2019].

Для роста и развития древесного растения 
является важным не только наличие и доступ-
ность влаги, но и обеспеченность его элемен-
тами минерального питания [Lambers, Oliveira, 
2019]. Проведенный анализ влияния жизнен-
ного состояния дерева на содержание (Nx, Px, 
Kx) и соотношение N : P : K в ксилемном соке 
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также показал отсутствие значимых различий 
(р > 0,5) показателей, полученных в условиях 
умеренного увлажнения (табл.). Отмеченная 
нами стабилизация соотношения N : P : K в кси-
лемном соке растений разных групп, вероятно, 
свидетельствует о сбалансированности основ-
ных обменных процессов у деревьев разного 
жизненного состояния [Сазонова, Придача, 
2002]. Ранее проведенные на этих же экспери-
ментальных объектах исследования содержа-
ния азотных [Чернобровкина, Успенская, 1988] 
и углеводных [Кайбияйнен, Софронова, 2003] 
соединений также показали независимость их 
содержания от жизненного состояния дерева. 
Таким образом, в условиях умеренного увлаж-
нения в сосняке лишайниковом можно отме-
тить стабилизацию показателей минерального 
и водного обмена деревьев обеих групп, что 
свидетельствует о сходстве функционального 
статуса растений сосны разного габитуса.

Вместе с тем в условиях длительной засухи 
при снижении запасов влаги в корнеобитаемых 
горизонтах почвы (0–50 см) сосняка лишай-
никового ниже 16 мм (рис. 3) наряду с усиле-

нием дефицита доступных растениям форм 
элементов минерального питания [Морозова, 
Федорец, 1992] у угнетенных деревьев про-
исходит большее снижение величины Ψmax до 
–1,39 ± 0,05 МПа по сравнению с господст-
вующими деревьями, значения Ψmax которых 
не превышали –0,75 МПа. При восполнении 
почвенных влагозапасов дождевыми осадками 
нами отмечено уменьшение водного дефици-
та, в частности повышение значений Ψmax, как 
у господствующих, так и у угнетенных деревь-
ев: –0,58 ± 0,06 и –0,57 ± 0,05 МПа соответст-
венно [Сазонова, Придача, 2015]. Этот факт 
можно объяснить особенностями вертикаль-
но-фракционной структуры фитомассы угне-
тенных и господствующих деревьев, где у пер-
вых происходит формирование большей доли 
массы хвои, а у вторых – стволовой древесины 
в общей массе дерева [Балыков и др., 1989]. 
В засуху вследствие относительно большей 
ассимиляционной поверхности, свидетельст-
вом которой являются рассчитанные нами ве-
личины SLA, угнетенные растения испытывают 
и больший транспирационный расход воды, 

Средние за вегетацию величины показателей водного и минерального обмена деревьев сосны обыкновен-
ной разного жизненного состояния в сосняке лишайниковом
Average values of water and mineral metabolism indices for the growing season in Scots pine trees of different vitality 
in a lichen pine forest

Показатель
Index

Жизненное состояние дерева
Tree vitality

Господствующее
Dominant

Угнетенное
Oppressed

Ψmax, МПа
Pre-dawn water potential, MPa –0,47 ± 0,03а –0,49 ± 0,03а

Ψmin, МПа
Daytime water potential, MPa –1,15 ± 0,04а –1,19 ± 0,05а

Nx, мг л-1

Nitrogen content in xylem sap, mg l-1 31,7 ± 1,8а 30,2 ± 1,5а

Px, мг л-1

Phosphorus content in xylem sap, mg l-1 10,6 ± 0,6а 10,9 ± 0,4а

Kx, мг л-1

Potassium content in xylem sap, mg l-1 53,4 ± 2,9а 51,0 ± 2,6а

NN : P : K, %
N of ratio N : P : K in xylem sap, % 33 ± 1,5а 33 ± 1,2а

PN : P : K, %
Р of ratio N : P : K in xylem sap, % 11 ± 0,8а 12 ± 0,9а

KN : P : K, %
К of ratio N : P : K in xylem sap, % 56 ± 2,1а 55 ± 2,2а

Nn, г м-2

Nitrogen content per unit needle area, g m-2 2,85 ± 0,11а 1,89 ± 0,04b

Pn, г м-2

Phosphorus content per unit needle area, g m-2 0,38 ± 0,02а 0,24 ± 0,01b

Kn, г м-2

Potassium content per unit needle area, g m-2 1,0 ± 0,07а 0,49 ± 0,04b

Примечание. В пределах каждого показателя разные буквы указывают на достоверность различий средних значений при 
уровне значимости р < 0,05.
Note. Within each parameter, different letters indicate the significance of differences in average values at р < 0.05.
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который не успевают восстановить вследствие 
перехвата почвенной влаги корнями господст-
вующих деревьев. Наличие водного стресса, 
хоть и непродолжительного, может быть при-
чиной замедленного роста сосен и в конечном 
счете низких продукционных показателей угне-
тенных деревьев по сравнению с господствую-
щими растениями.

Следовательно, влияние различий в микро-
климатических условиях произрастания от-
дельного растения в фитоценозе отражается 
прежде всего на его ростовой функции. Извест-
но, что в процессе роста и развития древесных 
растений у них формируется сбалансирован-
ная система водного транспорта [Кайбияйнен, 
Хари, 1985]. Для исследуемых нами деревьев 
сосны показана линейная зависимость меж-
ду площадью поперечного сечения заболони 
ствола под кроной (Sc) и суммой площадей всех 
проводящих влагу корней, между Sc и суммой 
площадей всех проводящих влагу ветвей [Хари 
и др., 1985], а также между Sc и массой хвои 
[Кайбияйнен и др., 1986]. В условиях умерен-
ного увлажнения удельные величины содержа-
ния N, P и K в единице объема ксилемы, а так-
же уровень водного дефицита (Ψmin и Ψmax) были 
сходными у деревьев разного жизненного со-
стояния. Следовательно, у растений в данных 
условиях среды формируется такая структура 

фитомассы хвои, ветвей, стволов и корней, ко-
торую растение данного вида может обеспе-
чить необходимым для его нормальной жизне-
деятельности количеством воды и элементов 
минерального питания. Можно предположить, 
что господствующие деревья, превосходящие 
по морфометрическим показателям угнетен-
ные растения, поглощают большее количество 
воды и элементов минерального питания в рас-
чете на целое дерево, что и обеспечивает им 
возможность большего прироста фитомассы 
за вегетационный период. В пользу этого также 
указывают рассчитанные нами удельные зна-
чения содержания биогенных элементов (Nn, 
Pn, Kn) на единицу площади ассимиляционной 
поверхности (табл.), которые были в 1,5–2 раза 
больше у господствующих деревьев, чем 
у угнетенных растений.

Заключение

Дефицит ресурсов в сосняке лишайнико-
вом, являющемся одним из наиболее бедных 
по содержанию минеральных элементов в поч-
ве и их доступности для растений по сравне-
нию с другими суходольными типами леса [Мо-
розова, Федорец, 1992], а также возникающие 
в отдельные периоды времени почвенные «за-
сухи» привели к значительной дифференциа-

Рис. 3. Зависимость предрассветного водного потенциала (Ψmax) охвоенных 
побегов господствующих (1) и угнетенных (2) деревьев сосны обыкновенной 
от запасов влаги в корнеобитаемых горизонтах почвы (0–50 см) сосняка ли-
шайникового
Fig. 3. Dependence of predawn water potential (Ψmax) of foliated shoots in the domi-
nant (1) and oppressed (2) Scots pine trees on the moisture reserves in the root-in-
habited soil horizons (0–50 cm) in a lichen pine forest
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ции деревьев сосны в древостое. В условиях 
умеренного увлажнения у деревьев разной ин-
тенсивности роста отмечены схожие значения 
показателей водного и минерального обмена. 
Однако в условиях дефицита почвенной вла-
ги угнетенные растения испытывали больший 
водный стресс по сравнению с господствую-
щими деревьями. Таким образом, в сосняке 
лишайниковом комплекс фитоценотических 
факторов в большей степени влияет на интен-
сивность ростовых процессов и их продолжи-
тельность и в меньшей степени – на показатели 
водного и минерального обмена деревьев сос-
ны разной жизненности. Можно предположить, 
что изменение структуры фитомассы поглоща-
ющих, проводящих и ассимиляционных орга-
нов у деревьев сосны разной жизненности яв-
ляется адаптивной реакцией для поддержания 
стабильности их физиологических характери-
стик, что обеспечивает им устойчивое функци-
онирование при варьировании различных усло-
вий внешней среды.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
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и при частичной финансовой поддержке РФФИ 
(гранты 09-04-00299-а и 13-04-00827-а).

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
Федерального исследовательского центра 
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 581.1

О ЗАВИСИМОСТИ РЕАКЦИИ РАСТЕНИЙ 
НА КРАТКОВРЕМЕННЫЕ ЕЖЕСУТОЧНЫЕ ПОНИЖЕНИЯ 
ТЕМПЕРАТУРЫ ОТ ФОТОПЕРИОДА И ПРИНАДЛЕЖНОСТИ 
К ФОТОПЕРИОДИЧЕСКОЙ ГРУППЕ

Т. Г. Шибаева, А. Ф. Титов
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

В работе обобщены и систематизированы собственные и литературные данные, 
позволяющие судить о наличии или отсутствии зависимости реакции растений 
на кратковременные ежесуточные понижения температуры (дроп-воздействия) 
от фотопериода и принадлежности к фотопериодической группе (длиннодневные, 
фотопериодически нейтральные и короткодневные). Применение дроп-воздейст-
вий является одним из альтернативных применению ретардантов способов управ-
ления ростом растений с целью получения более компактных форм при выращи-
вании овощных и цветочных (горшечных и клумбовых) культур. Ранее считалось, 
что длиннодневные растения являются менее отзывчивыми на дроп-воздействия, 
чем короткодневные. Однако на основании анализа имеющихся данных сделан вы-
вод, что реакция растений на дроп-воздействия не зависит от их принадлежности 
к определенной фотопериодической группе. Прежде всего она определяется усло-
виями проведения опыта, а именно продолжительностью фотопериода. В част-
ности, наибольший эффект дроп-воздействий на компактность растений прояв-
ляется в условиях короткого фотопериода. С увеличением фотопериода эффект 
дроп-воздействий ослабевает или вообще отсутствует. Для проявления эффекта 
дроп-воздействий в условиях длинных фотопериодов, как правило, требуются бо-
лее длительные низкотемпературные воздействия. Предполагается, что это связа-
но с усилением синтеза гиббереллинов при увеличении фотопериода, свойствен-
ным растениям всех фотопериодических групп.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: низкая температура; фотопериод; длиннодневные и корот-
кодневные растения.

T. G. Shibaeva, A. F. Titov. PLANT RESPONSES TO A SHORT-TERM DAILY 
TEMPERATURE DROP: EFFECT OF PHOTOPERIOD AND COMPARISON OF 
PLANTS FROM DIFFERENT PHOTOPERIODIC GROUPS

The paper summarizes and systematizes authors’ own and literary data indicating whether 
or not the plant response to short-term daily temperature drops depends on the photo-



125

Введение

Одним из альтернативных применению ре-
тардантов способов управления ростом расте-
ний с целью получения более компактных форм 
при выращивании овощных и цветочных (гор-
шечных и клумбовых) культур является примене-
ние кратковременных ежесуточных понижений 
температуры (дроп-воздействия, от англ. drop – 
падение) [Myster, Moe, 1995; Runcle, 2009; Berg-
strand, 2017]. В многочисленных работах пока-
зано, что дроп-воздействия оказывают влияние 
на габитус растений в условиях разных фото-
периодов (короткого, нейтрального и длинно-
го) [Mortensen, Moe, 1992a; Ueber, Hendriks, 
1992; Moe et al., 1995; Спиридонова и др., 2010]. 
В то же время эксперименты, проведенные с бо-
лее чем двадцатью различными видами и сор-
тами растений, указывают на то, что эффектив-
ность дроп-воздействий в плане торможения 
линейного роста может зависеть от продолжи-
тельности фотопериода [Myster, Moe, 1995]. 
Однако результаты работ по изучению влияния 
переменных температур в условиях разных фо-
топериодов трудно сопоставлять из-за разных 
параметров дроп-воздействий (продолжитель-
ность, интенсивность, время суток).

Обобщая данные о критической длине дня 
для инициации цветения при разных темпе-
ратурах, еще в 1960 г. было высказано пред-
положение, что в своем влиянии на фотопе-
риодизм высокие температуры эквивалентны 
свету, а низкие – темноте [Schwemmle, 1960]. 
Это предположение до сих пор вызывает ди-
скуссии, однако несомненно то, что высокие 
и низкие температуры способны оказывать зна-
чительное влияние на темновые и светозависи-
мые процессы, участвующие в фотопериоди-
ческой реакции растений, а степень их влияния 
зависит от многих факторов – интенсивности 
температуры и продолжительности ее дейст-

вия, вида растения, продолжительности фото-
периода и др. Нужно отметить, что под фото-
периодическим контролем находится не только 
переход растений к цветению, но и многие дру-
гие процессы, например, рост стебля в длину, 
формирование листовой пластинки, ветвление, 
синтез пигментов, клубнеобразование, половое 
созревание [Hillman, 1962].

Результаты, полученные в ряде работ с ра-
стениями, принадлежащими к разным фотопе-
риодическим группам, показывают, что дроп-
воздействия влияют, хотя и в разной степени, 
на габитус растений, приводя к образованию 
более компактной формы как у длиннодневных 
(ДДР), так и у фотопериодически нейтраль-
ных (НДР) и короткодневных (КДР) растений 
[Cuijpers, Vogelezang, 1992; Moe, Mortensen, 
1992; Grindal, Moe, 1994; Cockshull et al., 1995; 
Moe et al., 1995]. Хотя имеется и другая точка 
зрения, согласно которой ДДР являются менее 
отзывчивыми на дроп-воздействия, чем КДР 
[Mortensen, Moe, 1992а; Moe et al., 1995].

В связи с вышеизложенным цель данной ра-
боты заключалась в обобщении и систематиза-
ции имеющихся собственных и литературных 
данных с целью выявления: а) влияния фото-
периода на реакцию растений на дроп-воз-
действия и б) особенностей реакции растений, 
принадлежащих к разным фотопериодическим 
группам, на дроп-воздействия в условиях раз-
ных фотопериодов.

Влияние фотопериода на реакцию 
растений на дроп-воздействия

Опыты, проведенные на растениях огурца 
(Cucumis sativus L.) в условиях разных фотопе-
риодов (8, 12 и 16 ч с сохранением интеграла 
дневного освещения), показали, что 2-часовые 
дроп-воздействия (12 °С) в конце ночи вызыва-
ют уменьшение линейных размеров растений 

period and photoperiodic group (long-day, neutral, and short-day plants). A daily short-
term temperature drop is used as an alternative to the growth retardants method of plant 
height control to produce compact vegetable and bedding transplants and ornamental 
plants. It was previously thought that long-day plants are less responsive to a temperature 
drop than short-day plants. Based on the analysis of the available data, it was concluded 
that plant response to a temperature drop does not depend on their belonging to a cer-
tain photoperiodic group, but is primarily determined by the conditions of the experiment, 
namely, the duration of the photoperiod. In particular, the greatest morphogenic effect 
of a temperature drop is manifested in a short photoperiod. As the photoperiod increases, 
the effect of a temperature drop gets weaker or is absent. For the effects of a temperature 
drop to be manifested under long photoperiods, longer temperature decreases are usu-
ally  required. This is probably due to increased synthesis of gibberellins with an increase 
in photoperiod, which is characteristic of plants of all photoperiodic groups.

К e y w o r d s: low temperature; photoperiod; long-day plants; short-day plants.
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при любом фотопериоде [Sysoeva et al., 1999]. 
Однако при увеличении продолжительности 
фотопериода с 8 до 12 и 16 ч эффективность 
2-часовых воздействий снижалась и более 
эффективными для получения компактных ра-
стений оказались 6-часовые дроп-воздейст-
вия. Влияние 2- и 6-часовых дроп-воздействий 
(12 °С) в условиях фотопериодов 8, 12, 16 и 24 ч 
на бутонизацию и цветение петунии (Petunia × 
hybrida) и бархатцев (Tagetes erecta L.) пока-
зали, что дроп-воздействия значительно уско-
ряют развитие растений в условиях короткого 
фотопериода, но с увеличением его продолжи-
тельности (с 8 до 16 ч) этот эффект снижается, 
а при 24-часовом фотопериоде отсутствует 
[Спиридонова и др., 2010]. Результаты опытов, 
проведенных с растениями огурца, баклажана 
(Solanum melongena L.), сладкого перца (Capsi-
cum annuum L.) и томата (Solanum lycopersicum 
L.) в условиях двух длинных фотопериодов (16 
и 24 ч), также показали, что влияние 2-часовых 
дроп-воздействий (10 °С) на линейные разме-
ры и накопление биомассы растений было ме-
нее выраженным при более длительном фото-
периоде [Шибаева, 2019].

Таким образом, из анализа имеющихся работ 
можно заключить, что в условиях длинных фо-
топериодов влияние дроп-воздействий на ли-
нейные размеры растений менее выражено или 
вообще отсутствует по сравнению с короткими 
фотопериодами. При увеличении длительно-
сти фотопериода для получения компактных 
растений требуются более продолжительные 
дроп-воздействия. Вероятно, это связано с уча-
стием гиббереллинов (ГА) в реакции растений 
на дроп-воздействия [Myster et al., 1997; Grindal 
et al., 1998]. Судя по имеющимся данным, гра-
диент температур оказывает влияние на синтез 
ГА или на чувствительность тканей к ГА, что мо-
жет приводить к изменениям длины стебля [Er-
win et al., 1989; Moe et al., 1991], в частности, за 
счет блокирования синтеза на этапе превраще-
ния ГА19 в ГА20, контролируемое ГА19-оксидазой 
[Langton, Cockshull, 1997]. Это превращение за-
висит от интенсивности света и продолжитель-
ности светового периода [Zeevaart et al., 1991]. 
Увеличение фотопериода приводит к усилению 
синтеза ГА, причем как у короткодневных [Oden, 
Heide, 1989], так и у длиннодневных [Zeevaart 
et al., 1991] растений. Можно предположить, 
что дроп-воздействия в сочетании с коротким 
фотопериодом приводят к снижению содержа-
ния биоактивных ГА, что приводит к снижению 
скорости роста стебля, а для получения такого 
эффекта при длинном фотопериоде требуется 
более продолжительное низкотемпературное 
воздействие.

Реакция на дроп-воздействия растений 
разных фотопериодических групп

Результаты опытов, проведенных с расте-
ниями разных фотопериодических групп (КДР 
хризантема Chrysanthemum carinatum Schoubs, 
НДР бархатцы Tagetes erecta и ДДР петуния Pe-
tunia × hybrida) в условиях разных (8, 12 и 16 ч) 
фотопериодов [Спиридонова и др., 2010; Мар-
ковская и др., 2013], не выявили определенной 
закономерности в реакции растений на дроп-
воздействия в зависимости от их принадлежно-
сти к той или иной фотопериодической группе.

На основании относительно немногочи-
сленных экспериментов, проведенных в раз-
ных условиях, ранее был сделан вывод, что 
длиннодневные растения менее отзывчивы 
на дроп-воздействия, чем короткодневные 
[Mortensen, Moe, 1992а; Moe et al., 1995]. Ана-
лиз литературы по влиянию дроп-воздействий 
на растения, принадлежащие к разным фото-
периодическим группам, показывает, что мень-
шая отзывчивость ДДР на дроп-воздействия, 
возможно, связана не с их принадлежностью 
к фотопериодической группе, а с условиями 
проведения экспериментов. Так, в большин-
стве опытов (табл.) КДР выращивали и под-
вергали дроп-воздействиям в условиях ко-
роткого дня [Moe, Mortensen, 1992; Moe et al., 
1992; Ueber, Hendriks, 1992, 1997; Bakken, 
Moe, 1995; Vogelezang, 1997], а ДДР – в усло-
виях длинного дня [Cuijpers, Vogelezang, 1992; 
Moe et al., 1992; Mortensen, Moe, 1992a, b; Tutty 
et al., 1994; Сockshull et al., 1995; Ihlebekk et al., 
1995]. Однако известно, что фотопериод влия-
ет на реакцию растений на дроп-воздействия 
таким образом, что увеличение фотопериода 
приводит к усилению синтеза гиббереллинов, 
тем самым нивелируя реакцию на дроп-воз-
действия у растений всех фотопериодических 
групп. Примером подтверждения предположе-
ния о том, что меньшая реакция ДДР на дроп-
воздействия связана не с их принадлежностью 
к фотопериодической группе, а с условиями 
проведения опытов в условиях длинного дня, 
служат результаты опытов с КДР пуансетти-
ей (Euphorbia pulcherrima Willd.), хризантемой 
(Chrysanthemum L.) и бегонией (Begonia × tu-
berhybrida pendula), которые в условиях ней-
трального или длинного фотопериода показали 
отсутствие у них типичной реакции на дроп-
воздействия (табл.). Кроме того, и отсутствие 
реакции у КДР каланхоэ (Kalanchoe blossfel-
diana Poelln.) и бальзамина (Impatien shawkeri 
W. Bull) на дроп-воздействия [Mortensen, Moe, 
1992a, b], скорее всего, объясняется тем, что 
опыты проводились в условиях длинного (16 ч) 
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Влияние дроп-воздействий* на рост растений разных фотопериодических групп
Effect of a temperature drop* on the growth of plants from different photoperiodic groups

Вид растения
Plant species

КД/ДД** Эффекты
Effect

Автор(ы)
Author(s) 

Короткодневные растения
Short-day plants

Euphorbia pulcherrima Willd. 
ex Klotzseh

КД Уменьшение высоты растения 
и длины черешков
Decrease in plant height and petiole 
length

Moe, Mortensen, 1992;
Moe et al., 1992; Ueber, Hendriks, 
1992, 1997

ДД Отсутствуют
None

Cockshull et al., 1995

Begonia × hiemalis Fortsch КД Уменьшение высоты растения, 
длины черешков и цветоносов
Decrease in plant height, length 
of petioles and flower stalks

Moe, Mortensen, 1992; Bakken, Moe, 
1995; Vogelezang, 1997

Begonia × tuberhybrida 
pendula

ДД Слабый эффект на высоту растения
Weak effect on plant height

Mortensen, Moe, 1992a

Chrysanthemum L. sp. ДД Слабый эффект на высоту растения
Weak effect on plant height

Cuijpers, Vogelezang, 1992; Tutty 
et al., 1994;
Сockshull et al., 1995

Impatiens hawker W. Bull ДД Отсутствуют
None

Mortensen, Moe, 1992a;
Moe et al., 1992

Kalanchoe blossfeldiana 
Poelln.

ДД Увеличение длины стебля 
и цветоносов
Increase in the length of the stem 
and flower stalks

Mortensen, Moe, 1992b

Нейтральнодневные растения
Day-neutral plants

Cucumis sativus L. КД, Уменьшение высоты растения 
и длины черешков
Decrease in plant height and petiole 
length

Grimstad, 1993, 1995;
Sysoeva et al., 1997, 1999; 
Марковская и др., 2013/ 
Markovskaya et al., 2013

Pisum sativum L. КД Уменьшение высоты растения
Decrease in plant height

Stavang et al., 2007

Pelargonium L¢Hér ex Ait. ДД Слабый эффект на высоту растения
Weak effect on plant height

Mortensen, Moe, 1992a;
Moe et al., 1992

Solanum lycopersicum L. ДД Уменьшение высоты растения 
и длины черешков
Decrease in plant height and petiole 
length

Grimstad, 1993, 1995; Шибаева 
и др., 2020 / Shibaeva et al., 2020

Длиннодневные растения
Long-day plants

Fuchsia × hybrida Hort. ex 
Vilm.

КД Уменьшение высоты растения
Decrease in plant height

Mortensen, Moe, 1992a;
Vogelezang, 1997

Campanula isophylla Moretti ДД Слабый эффект на высоту растения
Weak effect on plant height

Ihlebekk et al., 1995

Melissa officinalis L. ДД Слабый эффект на высоту растения
Weak effect on plant height

Moe et al., 1992

Petunia × hybrida ДД Отсутствуют
None

Mortensen, Moe, 1992a
Moe et al., 1992

Salvia splendens Selloe ex 
Schult.

ДД Отсутствуют
None

Mortensen, Moe, 1992a

Tagetes patula L. ДД Отсутствуют
None

Mortensen, Moe, 1992a

Verbena elegans Kunth ДД Отсутствуют
None

Moe et al., 1992

Примечание. *Продолжительность дроп-воздействий от 1,5 до 6 ч, снижение температуры на 6–10 °С. **КД – короткий 
день, ДД – длинный день.
Note. *Duration of the drop impact from 1.5 to 6 hours, temperature decrease by 6–10 °С. **КД – short day, ДД – long day.



128

фотопериода. У ДДР фуксии (Fuchsia × hybrid 
Hort. ex Vilm.) при коротком и нейтральном 
фотопериоде дроп-воздействия приводили 
к уменьшению высоты растения [Mortensen, 
Moe, 1992a; Vogelezang, 1997]. Во всех осталь-
ных известных случаях ДДР подвергались 
дроп-воздействиям в условиях длинного дня 
и эффекты не наблюдались (табл.), на основа-
нии чего сделан вывод об их меньшей чувстви-
тельности к дроп-воздействиям.

Изучение динамики удлинения стебля 
в дневное и ночное время в условиях короткого 
и длинного дня показало, что она может суще-
ственно различаться у разных видов растений, 
но это тоже не связано с их принадлежностью 
к определенной фотопериодической группе 
[Bertram, Karlsen, 1994]. Очевидно, в реакции 
растений на дроп-воздействия значитель-
ную роль может играть и видоспецифичность, 
не связанная с принадлежностью растения 
к той или иной фотопериодической группе.

Заключение

Анализ результатов опытов, проведенных 
разными авторами с растениями разных фо-
топериодических групп (короткодневными, 
нейтральными и длиннодневными) в условиях 
разных фотопериодов, позволяет заключить, 
что реакция растений на дроп-воздействия 
не зависит от их принадлежности к определен-
ной фотопериодической группе, а прежде все-
го определяется условиями проведения опыта, 
а именно продолжительностью фотопериода. 
Наибольший эффект дроп-воздействий на ком-
пактность растений проявляется в условиях 
короткого фотопериода. С увеличением фото-
периода эффект дроп-воздействий ослабевает 
или вообще отсутствует. Для проявления эф-
фекта дроп-воздействий в условиях длинных 
фотопериодов, как правило, требуются более 
длительные низкотемпературные воздействия. 
Вероятно, это связано с усилением синтеза 
гиббереллинов при увеличении фотопериода, 
что свойственно растениям всех фотопериоди-
ческих групп.
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ния Федерального исследовательского цен-
тра «Карельский научный центр Российской 
академии наук» при финансовой поддержке 
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(0218-2019-0074) и при частичной поддержке 
Российского фонда фундаментальных иссле-
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ВЛИЯНИЕ ДЕФИЦИТА ЦИНКА НА ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИЙ 
АППАРАТ ПРОРОСТКОВ ОЗИМОЙ ПШЕНИЦЫ

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

В условиях контролируемой среды изучено влияние дефицита цинка на некоторые 
показатели роста и фотосинтетического аппарата (ФСА) 7-дневных проростков 
озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Московская 39. Показано, что на ран-
них фазах развития недостаток цинка в корнеобитаемой среде не влияет явным 
образом на высоту и накопление сухой биомассы побега растений, однако оказы-
вает негативное воздействие на ряд показателей ФСА. В частности, у проростков 
уменьшалась площадь листовой пластинки 1-го листа, снижались количество фо-
тосинтетических пигментов (хлорофиллов и каротиноидов) и устьичная проводи-
мость. Вместе с тем при дефиците микроэлемента отмечено перераспределение 
хлорофиллов в сторону светособирающих комплексов фотосистем (ССК), направ-
ленное на усиление светопоглощения. Достоверных же изменений соотношения 
хлорофиллов (а/b) и активности фотосистемы II (ФС II), определяемой по пока-
зателю Fv/Fm, характеризующему потенциальный квантовый выход фотохимиче-
ской активности ФС II, не обнаружено. Кроме того, у проростков, испытывающих 
дефицит цинка, на высоком уровне поддерживалась скорость фотосинтеза, а так-
же сохранялась целостность клеточных мембран, что во многом обеспечивало их 
нормальный рост и накопление сухой биомассы. Высказано предположение, что 
отрицательное влияние дефицита цинка на ряд показателей ФСА у проростков мо-
жет в дальнейшем являться одной из причин указанного в литературе снижения се-
менной продуктивности пшеницы в этих условиях.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: озимая пшеница; дефицит цинка; фотосинтетический аппа-
рат; высота побега; биомасса побега.

N. M. Kaznina, Yu. V. Batova, G. F. Laidinen, A. F. Titov. EFFECT OF ZINC 
DEFICIENCY ON THE PHOTOSYNTHETIC APPARATUS OF WINTER WHEAT 
SEEDLINGS

The effect of zinc deficiency on the photosynthetic apparatus (PSA) of 7-day-old winter 
wheat seedlings (Triticum aestivum L.) cv. Moskovskaya 39 was studied in a controlled 
environment. It was shown that in the early phases of seedling development, the lack 
of zinc in the root environment did not have a tangible effect on shoot height and accumu-
lation of dry biomass, but negatively affected a number of PSA parameters. In particular, 
the 1st leaf area, the content of photosynthetic pigments (chlorophylls and carotenoids), 
and stomatal conductance decreased. At the same time, where the micronutrient was 
in deficit, chlorophylls were redistributed towards the light-harvesting complexes (LHC) 
of photosystems to promote light absorption. No significant changes were found in the ra-
tio of chlorophylls (a/b) and the photosystem II (PS II) activity determined from the pa-
rameter Fv/Fm, which characterizes the potential quantum yield of PS II photochemical 
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Введение

Пшеница является одной из важнейших 
продовольственных культур во многих странах 
мира. В настоящее время ее посевы занима-
ют свыше 200 миллионов гектаров сельскохо-
зяйственных площадей, находящихся в разных 
природно-климатических условиях [Филипс, 
Нортон, 2012]. Неслучайно современные сорта 
и гибридные линии пшеницы характеризуются 
не только высокой продуктивностью, но и обла-
дают высоким адаптивным потенциалом. Вме-
сте с тем отмечается, что среди зер новых зла-
ков именно пшеница наиболее требовательна 
к условиям минерального питания и недостаток 
макро- и микроэлементов в почве приводит 
к снижению ее продуктивности и значительным 
потерям урожая [Агафонов и др., 2012].

В настоящее время обнаружено, что самым 
распространенным и наиболее опасным для 
растений нарушением микроэлементного со-
става почвы является недостаток в ней цинка, 
связанный с многоплановой ролью этого ми-
кроэлемента в клеточном метаболизме [Mar-
schner, 1995; Hänsch, Mendel, 2009]. У злаков 
дефицит цинка в почве вызывает целый ряд из-
менений в фотосинтетическом аппарате (ФСА), 
в том числе редукцию хлоропластов, снижение 
содержания фотосинтетических пигментов, на-
рушение работы устьичного аппарата, замед-
ление скорости фотосинтеза [Hajiboland, Bei-
ramzadeh, 2008; Chen et al., 2008; Höller et al., 
2014]. Однако указанные признаки дефицита 
цинка обнаруживаются, как правило, только 
в фазы кущения или выхода в трубку [Alloway, 
2004; Höller et al., 2014]. Поэтому большинство 
имеющихся экспериментальных данных, каса-
ющихся влияния недостатка цинка на ФСА, по-
лучено именно в эти фазы онтогенеза. Вместе 
с тем известно, что габитус растения и его про-
дуктивность во многом зависят от активности 
ФСА на более ранних фазах развития.

Учитывая вышесказанное, целью данной 
работы явилось изучение влияния дефицита 
цинка на ФСА 7-дневных проростков озимой 
пшеницы.

Материалы и методы

Объектом исследования служили про-
ростки озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) 
с. Московская 39, которые выращивали в ка-
мере искусственного климата в рулонах филь-
тровальной бумаги при температуре 22 °С, от-
носительной влажности воздуха 60–70 %, ФАР 
100 мкмоль/(м2·с), 14-часовом фотопериоде, 
на питательном растворе Хогланда – Арнона 
с добавлением микроэлементов, в том числе 
цинка в оптимальной (2 мкМ) концентрации 
(контроль). В опытном варианте цинк в пита-
тельный раствор не добавлялся. Спустя 7 сут 
у проростков оценивали следующие показате-
ли, характеризующие ФСА: площадь листовой 
пластинки 1-го листа, содержание хлорофил-
лов и каротиноидов, отношение хлорофиллов 
(a/b), доля хлорофиллов в светособирающих 
комплексах (ССК), фотохимическая активность 
фотосистемы II (ФС II), интенсивность фото-
синтеза, устьичная проводимость. Помимо 
этого у проростков измеряли высоту побега 
(от корневой шейки до наиболее высокой точки 
листа) и сухую биомассу побега, а также прони-
цаемость мембран клеток листа.

Площадь листовой пластинки рассчитыва-
ли по формуле S = 2/3ld, где l – длина, d – ши-
рина листовой пластинки [Аникиев, Кутузов, 
1961]. Сухую биомассу побега измеряли по-
сле высушивания при 105 °С до постоянного 
веса. Содержание хлорофиллов (а и b) и каро-
тиноидов определяли на спектрофотометре 
СФ-2000 («Спектр», Россия), экстрагируя аце-
тоном [Шлык, 1971]. Долю хлорофиллов в ССК 
от их общей суммы рассчитывали с учетом 
того, что весь хлорофилл b находится в ССК, 
а отношение хлорофиллов a/b в ССК равно 1,2 
[Lichtenthaler, 1987]. Потенциальный кванто-
вый выход фотохимической активности ФС II 
(Fv/Fm) измеряли после 20-минутной темновой 
адаптации листьев с использованием анализа-
тора фотосинтеза с импульсно-модулирован-
ным освещением MINI-PAM (Walz, Германия). 
Устьичную проводимость и интенсивность 
фотосинтеза определяли на установке для ис-

activity. In addition, the rate of photosynthesis was maintained at a high level in seed-
lings deficient in zinc, and the integrity of cell membranes was maintained, which largely 
ensured their normal growth and accumulation of dry biomass. It is hypothesized that 
the negative effect of zinc deficiency on a number of PSA parameters in seedlings may 
subsequently be one of the reasons for the decrease in wheat seed productivity reported 
in the literature under these conditions.

K e y w o r d s: winter wheat; zinc deficiency; photosynthetic apparatus; shoot height; 
shoot biomass.
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следования СО2-газообмена и водяных паров 
HСM-1000 (Walz, Германия). О проницаемо-
сти мембран судили по выходу электролитов 
из тканей листа с использованием кондуктоме-
трического метода (кондуктометр HANNA, Ита-
лия) [Гришенкова, Лукаткин, 2005].

Каждый вариант опыта состоял из трех по-
вторностей, по 10 растений в каждой. Для из-
мерения разных показателей биологическая 
повторность в пределах каждого варианта 
опыта составляла от 3 до 10 растений, анали-
тическая повторность 3–4-кратная. Весь опыт 
повторяли дважды. Достоверность различий 
оценивали с помощью критерия Стьюдента при 
р < 0,05.

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

Результаты и обсуждение

Проведенные исследования показали, что 
на ранних фазах развития пшеницы недоста-
ток цинка в корнеобитаемой среде не оказы-
вает негативного воздействия на рост побега, 
однако отрицательно влияет на некоторые по-
казатели ФСА. В частности, спустя 7 сут экс-
позиции проростки опытного варианта имели 

практически равную с контрольными высоту 
и сухую биомассу побега. При этом площадь 
листовой пластинки 1-го листа у опытных про-
ростков оказалась меньше на 12 % по сравне-
нию с контрольными (табл.). Уменьшение раз-
меров листьев при недостатке цинка отмеча-
лось ранее и другими авторами. Полагают, что 
подобный эффект во многом является следст-
вием задержки деления меристематических 
клеток, находящихся у злаков в основании ли-
ста [Hossian et al., 1997]. Это происходит из-за 
нарушения биосинтеза РНК [Удрис, Нейланд, 
1981] и/или снижения уровня ИУК, синтез кото-
рой при отсутствии металла заметно тормозит-
ся [Broadley et al., 2007]. Уменьшение разме-
ров 1-го листа, обнаруженное в нашем опыте, 
может в дальнейшем отрицательно сказаться 
на формировании последующих листьев и в це-
лом на продуктивности растения, поскольку 
у злаков именно 1-й лист является основным 
донором ассимилятов для 2-го и 3-го листьев. 

Анализ содержания пигментов выявил от-
четливо выраженное снижение общего количе-
ства хлорофиллов (а+b) в листьях опытных ра-
стений по сравнению с контрольными (табл.). 
Однако соотношение хлорофиллов (а/b) в обо-
их вариантах опыта оказалось практически рав-
ным. По данным Р. Balashouri [1995], уменьше-
ние количества зеленых пигментов при дефи-
ците цинка связано со снижением активности 

Влияние дефицита цинка в корнеобитаемой среде на некоторые показатели роста и активности фотосинте-
тического аппарата у проростков озимой пшеницы сорта Московская 39
Effect of zinc deficiency on some parameters of growth and photosynthetic apparatus activity in winter wheat plants 
сv. Moskovskaya 39

Показатель
Parameter

Контроль
Control

Опыт
Experiment

Высота побега, см
Shoot height, sm 17,76 ± 0,31 15,59 ± 0,73

Площадь листа, см2

Leaf area, cm2 3,26 ± 0,07 2,86 ± 0,18*

Сухая биомасса побега, мг
Dry shoot biomass, mg 12,93 ± 0,86 12,31 ± 0,82

Общее содержание хлорофиллов (a+b), мг/г сырой массы
Total chlorophyll content (a+b), mg/g fw 1,88 ± 0,01 1,77 ± 0,01*

Соотношение хлорофиллов (a/b)
Chlorophyll ratio (a/b) 2,04 ± 0,050 1,95 ± 0,007

Содержание каротиноидов, мг/г сырой массы
Carotenoid content, mg/g fw 0,34 ± 0,004 0,28 ± 0,003*

Содержание хлорофиллов в CCK, % от общего количества
Chlorophyll content in light-harvesting complexes,% of the total amount 72,44 ± 1,22 74,40 ± 0,20*

Fv/Fm 0,79 ± 0,002 0,78 ± 0,001

Выход электролитов, % от полного выхода
Electrolytes leakage, % of total 4,02 ± 0,05 3,32 ± 0,04

Примечание. * Различия с контролем достоверны при р < 0,05.
Note. * Differences with the control are significant at p < 0.05.
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ряда ферментов, участвующих в биосинтезе 
хлорофилла. Отсутствие же изменений в соот-
ношении хлорофиллов указывает на сохране-
ние оптимального распределения хлорофил-
лов между отдельными хлорофилл-содержа-
щими комплексами [Рубин, Кренделева, 2003]. 
Также были обнаружены изменения в рас-
пределении зеленых пигментов по пулам ССК 
и фотосистем. Значимое увеличение доли хло-
рофиллов в ССК у проростков опытного вари-
анта, по-видимому, направлено на улучшение 
светопоглощения.

Помимо зеленых пигментов при дефици-
те металла уменьшалось (на 18 % по сравне-
нию с контролем) и содержание каротиноидов 
(табл.). Причины такого снижения при дефи-
ците цинка пока неясны. Однако известно, что 
уменьшение содержания этих пигментов может 
отрицательно сказываться на активности фото-
синтетических процессов. Это связано с целым 
рядом важнейших функций, которые выполня-
ют каротиноиды, – в том числе антенной (дей-
ствуя в качестве дополнительных «светосбор-
щиков»), а также антиоксидантной (защищая 
клетки от окислительного стресса) [Lichten-
thaller, 1987; Мокроносов и др., 2006].

В ряде работ указывается на наблюдаемые 
при дефиците цинка изменения, затрагива-
ющие световую фазу фотосинтеза [Römheld, 
Marschner, 1991; Wang, Jin, 2005; Chen et al., 
2008]. Однако в нашем исследовании ка-
ких-либо нарушений в работе ФС II обнаруже-
но не было, о чем свидетельствует отсутствие 
достоверных изменений (по сравнению с конт-

ролем) величины показателя потенциального 
квантового выхода фотохимической активно-
сти ФС II (Fv/Fm) (табл.).

В ходе наших исследований также выявлено, 
что у проростков, испытывающих дефицит цин-
ка в корнеобитаемой среде, заметно (на 23 % 
по сравнению с контролем) снижается устьич-
ная проводимость (рис.). Аналогичные данные 
получены ранее и другими авторами, в частно-
сти, в опытах с рисом [Chen et al., 2008; Hajibo-
land, Beiramzadeh, 2008], кукурузой [Wang et al., 
2009] и тритикале [Arough et al., 2016]. Пред-
полагается, что уменьшение устьичной прово-
димости при недостатке этого микроэлемента 
может быть связано с нарушением устьичного 
движения вследствие снижения активности од-
ного из важных цинксодержащих ферментов – 
карбоангидразы, некоторые изоформы кото-
рой (αКА1 и βКА4) участвуют в контроле газооб-
мена между листьями растений и атмосферой 
[Hu et al., 2010].

В ряде исследований отмечается торможе-
ние скорости фотосинтеза у растений при не-
достатке цинка, что является следствием изме-
нений и/или нарушений в ФСА [Li et al., 2013; 
Munirah et al., 2015]. Однако все эти данные 
получены на растениях, находящихся на позд-
них фазах развития [Alloway, 2004; Höller et al., 
2014]. В наших исследованиях у опытных про-
ростков замедления скорости фотосинте-
за не наблюдалось, несмотря на снижение 
содержания фотосинтетических пигментов 
и уменьшение устьичной проводимости (рис.). 
Как известно, одним из условий поддержания 

Влияние дефицита цинка в корнеобитаемой среде на устьичную проводимость (а) и скорость фотосинте-
за (б) у проростков озимой пшеницы сорта Московская 39
Effect of zinc deficiency on stomatal conductance (а) and photosynthesis rate (б) in winter wheat plants 
сv. Moskovskaya 39
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высокой скорости фотосинтеза в стрессовых 
условиях является сохранение проницаемо-
сти клеточных мембран. В нашем случае уве-
личения проницаемости мембран у опытных 
проростков (по отношению к контрольным) 
не происходило, о чем свидетельствует отсут-
ствие значимых изменений величины выхода 
электролитов из клеток (табл.). Аналогичные 
данные обнаружены, к примеру, у устойчивых 
к дефициту цинка сортов риса, что корреспон-
дировалось с высокой скоростью фотосинтеза 
[Chen et al., 2008].

Заключение

Проведенные исследования показали, что 
недостаток цинка в корнеобитаемой среде 
уже на ранних фазах развития озимой пшени-
цы оказывает отрицательное влияние на ФСА. 
У 7-дневных проростков, испытывающих де-
фицит цинка, уменьшается площадь 1-го ли-
ста, снижаются содержание фотосинтетиче-
ских пигментов и устьичная проводимость. 
Вместе с тем перераспределение хлорофил-
лов в сторону ССК, направленное на усиле-
ние светопоглощения, сохранение активности 
ФС II и целостности клеточных мембран ли-
ста, способствует поддержанию в этих усло-
виях необходимой скорости фотосинтеза, что, 
по крайней мере отчасти, обеспечивает актив-
ный рост побега растений и накопление ими 
сухой биомассы. Тем не менее обнаруженные 
нами в условиях дефицита цинка отрицатель-
ные изменения ряда параметров ФСА пшени-
цы с большой долей вероятности могут в даль-
нейшем негативно отразиться на семенной 
продуктивности растений, что подтверждается 
имеющимися в литературе данными [Alloway, 
2004; Höller et al., 2014; Khattak et al., 2015; 
Ma et al., 2017].

Финансовое обеспечение исследова-
ний осуществлялось из средств федераль-
ного бюджета на выполнение государствен-
ного задания КарНЦ РАН (0218-2019-0074) 
и при финансовой поддержке гранта РФФИ 
(№ 20-516-00016 Бел_а).
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ОБЩИЙ ПОРЯДОК РАСПОЛОЖЕНИЯ ЧАСТЕЙ СТАТЬИ

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

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 (с указанием почтового индекса) на русском и англий-
ском языке; должности, ученые звания, ученые степени авторов; адрес электронной почты каждого автора; 
телефон для контактов с авторами статьи (можно один на всех авторов).

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

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

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

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

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

ТАБЛИЦЫ нумеруются в порядке упоминания их в тексте, каждая таблица имеет свой заголовок. Заго-
ловки таблиц, заголовки и содержание столбцов, строк, а также примечания приводятся на русском и ан-
глийском языках. На полях бумажного экземпляра рукописи (слева) карандашом указываются места рас-
положения 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 повторении цифр в столбцах нужно их повторять, при повторении слов – в столбцах ставить кавычки. 
Таблицы могут быть книжной или альбомной ориентации (при соблюдении вышеуказанных параметров  
страницы).

РИСУНКИ при первичной подаче материала в редакцию вставляются в общий текстовый файл. При 
сдаче материала, принятого в печать, все рисунки должны быть представлены в виде отдельных фай-
лов в формате T I F F  ( * . T I F )  и л и  J P G. Графические материалы должны быть снабжены распе-
чатками с указанием желательного размера рисунка, пожеланий и требований к конкретным иллю-
страциям. На каждый рисунок 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, элек-

* Названия видов приводятся на латинском языке КУРСИВОМ, в скобках указываются высшие таксоны (семейства), 
 к  которым относятся объекты исследования.
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тронного трансмиссионного и сканирующего), должны сопровождаться масштабными линейками, при-
чем в подрисуночных подписях надо указать длину линейки. Приводить данные о кратности увеличения 
необязательно, поскольку при публикации рисунков 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 названия-
ми физико-географических объектов и разной фактурой для воды и суши. В углу карты желательна врезка 
с мелкомасштабной картой, где был бы указан участок, увеличенный 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 
латинское без фамилии автора и года опубликования, например, для брюхоногого моллюска Margarites 
groenlandicits (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. Библиографические описания русскоязычных работ да-
ются 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 переводной версии источника можно указать ее. Описания прочих работ приводятся на языке 
оригинала. Для составления списка рекомендуется использование бесплатных онлайн-сервисов транслите-
рации, вариант BSI.

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

ОБРАЗЕЦ ОФОРМЛЕНИЯ 1-Й СТРАНИЦЫ

УДК 631.53.027.32:635.63

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ РЕЖИМОВ ПРЕДПОСЕВНОГО ЗАКАЛИВАНИЯ СЕМЯН  
НА ХОЛОДОУСТОЙЧИВОСТЬ РАСТЕНИЙ ОГУРЦА

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

1 Институт биологии Карельского научного центра РАН

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

Аннотация на русском языке

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

Аннотация на английском языке

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

ОБРАЗЕЦ ОФОРМЛЕНИЯ ТАБЛИЦЫ

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

Показатель 
Index

Контроль
Control

Охлаждение 
проростков

Seedling chilling

Охлаждение 
корней

Root chilling
Площадь среза хлоропласта, мкм2

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

Площадь среза митохондрии, мкм2

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

Площадь среза пероксисомы, мкм2

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

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

9 ± 1 8 ± 1 10 ± 1

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

8 ± 1 8 ± 1 10 ± 1

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

2 ± 0,3 2 ± 0,3 3 ± 0,4

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

ОБРАЗЕЦ ОФОРМЛЕНИЯ ПОДПИСИ К РИСУНКУ

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

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

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