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Фенотипическая пластичность (способность одного генотипа производить разные 
фенотипы в зависимости от условий) играет в эволюции важную, но до сих пор слабо 
изученную и часто недооцениваемую роль. Как адаптивная, так и неадаптивная феноти-
пическая пластичность влияет на силу и направленность отбора, действующего на попу-
ляцию, и может, в зависимости от ситуации, ускорять или замедлять адаптивную эволю-
цию, дивергенцию и видообразование. Фенотипическая пластичность также влияет на 
направленность эволюции, причем направление пластических и эволюционных измене-
ний может совпадать (генетическая ассимиляция), а может быть противоположным (ге-
нетическая компенсация). Особой формой фенотипической пластичности являются из-
менения фенотипа организма-хозяина, обусловленные изменениями симбиотической 
микробиоты. В обзоре рассмотрены основные формы фенотипической пластичности и 
современные данные об их влиянии на направленность и скорость эволюции. Особое 
внимание уделено новым экспериментальным данным, включая результаты, полученные 
в ходе долгосрочного эволюционного эксперимента на Drosophila melanogaster, проводи-
мого на кафедре биологической эволюции биологического факультета МГУ. 

Ключевые слова: фенотипическая пластичность, модификационная изменчивость, эво-
люция, адаптация, дивергенция, генетическая ассимиляция, экспериментальная эволюция, 
обзор.

Фенотипической пластичностью (ФП) назы-
вают способность одного и того же генотипа про-
изводить разные фенотипы в зависимости от усло-
вий среды. ФП в той или иной мере подвержены 
практически все признаки, поскольку фенотип 
в целом и все его компоненты развиваются в ходе 
онтогенеза в результате сложного взаимодействия 
генетических и средовых факторов [1], а также 
“онтогенетического шума” [2]. 

Важная эволюционная роль ФП подчеркива-
лась ранними эволюционистами [3–5], однако 
в дальнейшем она часто недооценивалась. Посколь-
ку фенотипические изменения, вызываемые средой, 
не сказываются непосредственно на передаваемых 
потомкам генах и не могут быть напрямую “впи-
саны” в геном, теоретические работы и учебники 
по эволюции нередко не уделяли ФП должного 
внимания [1]. В последнее время среди эволюцио-
нистов наметилось возрождение интереса к ФП 
[1, 6–9], в том числе в рамках новой дисциплины — 
экологической биологии развития (эко-дево), изуча-
ющей влияние среды на онтогенез [10–11].

Экспериментальное изучение эволюции — быст-
ро развивающееся направление, способное пролить 
свет на многие спорные вопросы, включая эволю-
ционную роль ФП [12]. Однако экспериментально 
подтвержденных случаев влияния ФП на скорость 

и направленность эволюции до сих пор известно 
немного. В данном обзоре мы рассмотрим основ-
ные формы ФП, которые можно классифицировать 
по их влиянию на приспособленность и общий 
уровень фенотипической изменчивости, и обсудим 
их эволюционную роль, уделяя особое внимание 
новым экспериментальным данным.

1. Отбор и ФП

Естественный отбор является главным факто-
ром, определяющим эволюцию популяций и видов. 
Под его воздействием меняется генный состав по-
пуляций, что является ключевым моментом эво-
люционных изменений. Эти представления были 
детально разработаны еще в рамках классической 
синтетической (или генетической) теории эволюции 
(СТЭ), сложившейся к середине XX века в резуль-
тате синтеза генетики и дарвинизма. В простейших 
эволюционно-генетических моделях отбор непо-
средственно воздействует на гены, изменяя их час-
тоты в популяции. Однако следует учитывать, что 
в действительности фенотип развивается в резуль-
тате сложного взаимодействия генов и среды, а 
оценка отбором генотипов обычно происходит 
в ходе взаимодействия особей, т.е отбор или эли-
минация генов определяется взаимодействием фе-
нотипов. Простейшие модели применимы лишь 
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тогда, когда проявление признаков, т.е. фенотип, 
задается исключительно генотипом, а внешняя среда 
и онтогенез не сказываются на их изменчивости. 
Этому требованию удовлетворяют лишь так назы-
ваемые “менделевские” признаки, для которых ха-
рактерно практически однозначное соответствие 
между генотипом и фенотипом. В природе такие 
признаки встречаются крайне редко. В подавляю-
щем большинстве случаев на проявление признака 
помимо генотипа влияет внешняя среда и особен-
ности онтогенеза.

Их строгое соотношение описывается в основ-
ной модели генетики количественных признаков, 
которая предполагает, что конкретное выражение 
(значение) признака особи задается ее генотипом, 
но при этом воздействие негенетических факторов, 
влияющих на ход онтогенеза, смещает это значе-
ние. Таких факторов, как внешних, так и собствен-
но онтогенетических, может быть множество, и 
тогда вклад каждого из них оказывается случайным 
и незначительным. В результате распределение 
фенотипов при заданном генотипе должно иметь 
вид нормального распределения с определенной 
дисперсией [13]. Эта дисперсия и будет являться 
мерой ФП, поскольку отражает степень уклонения 
фенотипа при заданном генотипе.

Из генетики количественных признаков также 
известно, что величина ответа на отбор, т.е. селек-
ционный сдвиг, определяется отношением аддитив-
ной генетической изменчивости к негенетической 
изменчивости. Последняя, по существу, и может 
рассматриваться в качестве меры ФП. Если ФП по 
данному признаку отсутствует, то отбор непосред-
ственно воздействует на генотипы, и селекционный 
сдвиг будет большим. Этому условию соответству-
ют упомянутые выше “менделевские” признаки. 
Но в большинстве случаев на проявление признака 
оказывают влияние как генетические, так и негене-
тические факторы, поэтому в популяции наблю-
дается как генетическая, так и негенетическая из-
менчивость (ФП). В результате в общем случае ФП 
уменьшает ответ на отбор, причем независимо от 
направления действия его вектора.

Приведенная выше модель предполагает одно 
важное допущение: негенетические факторы, воздей-
ствующие на признак, подчиняются нормальному 
распределению. В результате сильные отклонения 
признака при заданном генотипе встречаются зна-
чительно реже, чем малые отклонения, а направле-
ния отклонений симметричны относительно сред-
него значения, которое задает генотип особи. По этой 
причине суммарно сила воздействия факторов, 
увеличивающих значение признака, должна быть 
равной силе воздействия факторов, уменьшающих 
его значение. Модель также подразумевает, что 
у особей с разными генотипами должны быть оди-
наковые отклонения при одинаковом воздействии 
на их онтогенез внешних факторов, т.е. у них долж-
на быть одинаковая ФП.

В реальных популяциях наблюдаются суще-
ственные отклонения от данного общего случая. 
Во-первых, разные генотипы могут по-разному 
реагировать на внешние воздействия, т.е. разные 
генотипы обладают разной ФП. Во-вторых, харак-
тер воздействия негенетических факторов может 
не подчиняться нормальному распределению. На-
пример, популяция может занимать две или более 
сильно различающиеся экологические ниши, а ниши 
с промежуточными условиями могут отсутствовать. 
В результате распределение признаков у особей при 
заданном генотипе может приближаться к дискрет-
ному, а не нормальному типу, поскольку на фор-
мирование признака будут воздействовать только 
сильно различающиеся дискретные факторы внеш-
ней среды. Если речь идет о процессе адаптации 
к новым условиям обитания, то направление фе-
нотипического сдвига в разных условиях может 
совпадать или не совпадать с направлением отбора 
в новой нише или оно вообще не будет с ним свя-
зано. При таком подходе роль ФП представляется 
не такой однозначной, как это было ранее описано. 
Ниже будут более подробно рассмотрены различ-
ные варианты соотношения между направлением 
ФП и векторами отбора в ходе адаптации к разли-
чающимся условиям обитания.

Роль отбора в формировании ФП изучена не-
достаточно, а существующие данные имеют отры-
вочный характер. Например, было показано, что 
головастики Rana sylvatica, воспитанные в присут-
ствии личинок стрекоз, демонстрируют сдвиг тех 
же фенотипических признаков и в том же направ-
лении, в котором происходит сдвиг в результате 
дифференциальной элиминации, если личинкам 
стрекоз предоставлена возможность питаться голо-
вастиками [14]. Т.е. отбору оказались подвержены 
наиболее пластичные признаки. Авторы делают 
вывод, что пластичность признаков определяется 
наличием или отсутствием хищников в водоеме, 
поскольку головастики, воспитывавшиеся в при-
сутствии личинок стрекоз, имеют более низкие по-
казатели жизнеспособности, чем головастики, раз-
вивавшиеся изолированно от этих хищников.

Эффективность влияния отбора на уменьшение 
ФП была продемонстрирована в серии экспери-
ментов с растениями Arabidopsis thaliana, которые 
выращивали в различных условиях затенения [15]. 
Опыт был поставлен в четырех вариантах: развитие 
растения при постоянном затенении, развитие без 
затенения, затенение до выхода растения в стрелку 
с последующим развитием без затенения, развитие 
без затенения до выхода в стрелку с последующим 
затенением. Оказалось, что у одних признаков по-
ложительный селекционный сдвиг сопровождался 
уменьшением ФП, а у других отрицательный селек-
ционный сдвиг не сопровождался изменением ФП.

В некоторых эволюционных экспериментах на 
дрозофиле и мышах было показано, что в ходе от-
бора происходит повышение ФП по отбираемому 
признаку [16]. Авторы предполагают, что в этом 
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случае отбору могут подвергаться аллели, обеспе-
чивающие высокую ФП.

Наконец, математические модели предсказы-
вают сохранение ФП на низком уровне по при-
знакам, связанным с половым отбором, который 
обеспечивает соответствие половых партнеров при 
спаривании [17].

К сожалению, недостаток фактических дан-
ных в настоящее время не позволяет описать зако-
номерности формирования ФП под действием от-
бора и иных эволюционных факторов.

2. Влияние среды на устойчивость онтогенеза 
и изменчивость. Стабилизирующая 

и дестабилизирующая ФП

Колебания условий среды могут влиять на устой-
чивость онтогенеза и изменять масштаб наблюда-
емой ФП. Эти изменения можно трактовать как 
стабилизирующую (канализирующую) или дестаби-
лизирующую (диверсифицирующую) ФП. Умерен-
ные стрессовые воздействия среды могут снижать 
изменчивость. Например, у Caenorhabditis elegans 
тепловой шок, повышая уровень экспрессии ша-
перонов, подавляет фенотипическое проявление 
(снижает пенетрантность) ряда вредных мутаций, 
тем самым повышая устойчивость развития [18]. 
Это случай стабилизирующего средового воздей-
ствия на онтогенез и фенотип. Стабилизирующая 
ФП (как и адаптивная ФП, см. ниже) способствует 
накоплению скрытой генетической изменчивости, 
которая может проявиться при смене условий и 
повышать шансы популяции на успешную адапта-
цию. Экспериментальное подтверждение положи-
тельного влияния скрытой изменчивости на при-
способляемость было получено в эволюционном 
эксперименте на искусственных репликаторах — 
рибозимах, способных к дарвиновской эволюции 
in vitro [19]. 

Средовые воздействия, нарушающие работу 
стабилизирующих механизмов и обратных связей 
в ходе онтогенеза, могут приводить к дестабилиза-
ции развития, что проявляется в росте флуктуиру-
ющей асимметрии [20, 21] или во взрывном про-
явлении скрытой изменчивости, которая при этом 
становится материалом для отбора [22, 23]. На-
пример, у рыб Astyanax mexicanus, представленных 
слепыми пещерными и зрячими поверхностными 
популяциями, переход из поверхностных водоемов 
в пещерные приводит к снижению экспрессии 
шаперона Hsp90. Показано, что ключевую роль 
в этом играет пониженная электрическая проводи-
мость пещерных вод, хотя конкретные механизмы 
влияния электропроводимости воды на экспрес-
сию Hsp90 остались невыясненными. Снижение 
экспрессии Hsp90 ведет к проявлению скрытой из-
менчивости по размеру глаз: появляются особи как 
с резко увеличенными, так и с редуцированными 
глазами (пример дестабилизирующей ФП). Новые 
фенотипы могут быть быстро стабилизированы 

при помощи скрещиваний и отбора: так, потомство 
от скрещивания особей с минимальным размером 
глаз демонстрирует этот признак даже при ненару-
шенной экспрессии Hsp90. В пещерных водоемах 
особи с редуцированными глазами имеют селек-
тивное преимущество. По-видимому, дестабили-
зирующая ФП сыграла ключевую роль в редукции 
глаз у пещерных популяций [24].

3. Адаптивная ФП как фактор, 
замедляющий эволюцию

Если рассматривать не уровень изменчивости 
в целом, а конкретные изменения, с той или иной 
вероятностью вызываемые средовым воздействием, 
то случаи ФП удобно классифицировать по их 
влиянию на приспособленность. Соответственно, 
ФП может быть неадаптивной, нейтральной или 
адаптивной (в последнем случае говорят об “адап-
тивных модификациях”). Например, если в усло-
виях дефицита пищи мелкие особи размножаются 
эффективнее, чем крупные, то замедление роста 
в ответ на голодание — это адаптивная ФП. Если 
же особи, сумевшие, невзирая на скудное пита-
ние, вырасти большими, размножаются лучше мел-
ких, то же само ненаследственное изменение сле-
дует классифицировать как неадаптивную ФП. 

Адаптивная ФП может тормозить адаптивную 
эволюцию. Если признак в новых условиях авто-
матически смещается в “выгодную” сторону, при-
ближая фенотип к оптимуму при неизменном ге-
номе, то влияние генетического полиморфизма на 
признак будет замаскировано адаптивной модифи-
кацией, а действие отбора на аллели, влияющие 
на признак, будет ослаблено. Таким образом, адап-
тивная ФП может подменять собой “обычную”, 
генетически обусловленную, адаптацию [1, 9, 25], 
в том числе в эволюционных экспериментах [16]. 

Способность к адаптивным модификациям во 
многих случаях является результатом предшеству-
ющей адаптивной эволюции [26]. Для организмов, 
обитающих в гетерогенной среде, способность при 
неизменном геноме формировать оптимальный 
фенотип в любых условиях могла бы стать “иде-
альной адаптацией”. Поэтому относительная ред-
кость адаптивной ФП в природе некоторыми ав-
торами рассматривается как парадокс, требующий 
объяснения [27]. Моделирование показывает, что 
путь, по которому пойдет эволюция в гетерогенной 
среде — в сторону генетической диверсификации 
и формирования множества специализированных 
форм с низкой ФП или в сторону расширения 
нормы реакции и развития адаптивной ФП при ми-
нимальной генетической дивергенции — зависит 
от многих параметров, таких как характер простран-
ственно-временной гетерогенности среды, подвиж-
ность и способность к расселению организмов, а 
также генетическая архитектура признаков, влия-
ющих на приспособленность [27, 28].
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4. Адаптивная ФП как фактор, направляющий 
и ускоряющий эволюцию. Генетическая ассимиляция

Адаптивная ФП может не только тормозить 
адаптивную эволюцию, но и ускорять и направ-
лять ее за счет таких механизмов, как генетическая 
ассимиляция и эффект Болдуина [4, 5, 29]. Генети-
ческая ассимиляция адаптивного пластического 
изменения может произойти под действием отбо-
ра, если в популяции исходно существует наслед-
ственная изменчивость по способности к такой 
модификации [30, 31]. Ускорение адаптивной эво-
люции при этом обеспечивается за счет того, что 
не нужно дожидаться, пока произойдет мутация, 
смещающая фенотип в сторону оптимума [1, 32].

Предложена основанная на онтогенетической 
пластичности модель видообразования, согласно 
которой новые адаптивные признаки возникают 
сначала как модификации, а затем подвергаются 
генетической ассимиляции в местах обитания с аль-
тернативными условиями, что может привести к 
распаду пластичного предкового вида на два (или 
более) специализированных и непластичных вида-
потомка [8, 9, 33]. Возможно, по этой схеме шла 
эволюция саламандр рода Ambystoma, у которых не 
выходящие на сушу педоморфные формы и на-
земные метаморфы исходно были двумя альтерна-
тивными фенотипами, определяемыми средой (раз-
мером водоема); в дальнейшем некоторые виды 
стали облигатными педоморфами, а другие — об-
лигатными метаморфами [34]. 

Кроме того, ФП может способствовать видо-
образованию, ускоряя развитие презиготической 
репродуктивной изоляции, если затрагивает при-
знаки, прямо или косвенно связанные с поиском 
и выбором полового партнера [1, 35, 36].

В ходе проводимого нами эволюционного экс-
перимента на Drosophila melanogaster подтвердилась 
возможность быстрой генетической ассимиляции 
адаптивных модификаций в процессе адаптации 
к неблагоприятным условиям. Подопытные линии 
культивируются на разных кормовых средах, в том 
числе на нормальной (благоприятной) среде Н (ли-
ния Мн) и обедненной среде на основе крахмала 
К (линия Мк). Переход неадаптированных мух на 
среду К стимулирует интенсивную откладку яиц 
молодыми самками, а также ускоренное репродук-
тивное старение, повышенную смертность и сокра-
щение средней продолжительности жизни. Из этих 
пластических изменений первое является адаптив-
ным, поскольку при высокой смертности селектив-
ное преимущество получают особи, успевающие 
эффективно размножиться в молодости. За год 
адаптации к обедненной среде (20–25 поколений) 
в линии Мк произошла генетическая ассимиля-
ция повышенной ранней плодовитости. Этот при-
знак стал наследственным и проявляется теперь 
на обеих кормовых средах у мух Мк, в том числе 
выращенных на среде Н, а также у гибридов от 
скрещивания Мк с Мн [37]. 

Стабилизирующий отбор, повышающий устой-
чивость реализации оптимального в данных усло-
виях фенотипа — не единственный возможный 
механизм генетической ассимиляции. Ассимиля-
ция может происходить “пассивным” путем в ре-
зультате мутационной деградации регуляторных 
механизмов, переключающих онтогенез на альтер-
нативный путь (например, если они долго не ис-
пользуются из-за стабильности среды). Моделиро-
вание эволюции онтогенеза, представляемого как 
сложная сеть регуляторных взаимодействий, по-
казало, что возможен дополнительный механизм, 
в основе которого лежит отбор на устойчивость 
(канализацию) онтогенеза как такового, без при-
вязки к тому, насколько близок к оптимуму полу-
чающийся в итоге фенотип [38]. Этот механизм 
допускает генетическую ассимиляцию нейтральных 
модификаций, т.е. вариантов пластичного признака, 
которые ничем не лучше других его вариантов и 
сами по себе не дают селективного преимущества [31].

Неадаптивные модификации могут подвер-
гаться генетической ассимиляции, по-видимому, 
лишь за счет “хитчхайкинга”, если они скоррели-
рованы с полезными признаками. Однако есть 
один особый случай: эволюция ускоренного ста-
рения под действием высокой неизбирательной 
смертности (например, при попадании в неблаго-
приятные условия). Сокращение продолжитель-
ности жизни в неблагоприятных условиях — при-
мер неадаптивной ФП. Однако эволюционный 
эффект этого пластического изменения необычен: 
оно выводит поздние стадии жизненного цикла 
из-под действия отбора и позволяет свободно на-
капливаться мутациям с поздно проявляющимися 
вредными эффектами (в том числе плейотропным 
аллелям, повышающим приспособленность в мо-
лодости ценой снижения приспособленности в стар-
шем возрасте). В условиях высокой смертности 
вредные эффекты таких мутаций просто не успе-
вают проявиться в фенотипе и поэтому отбор не 
может помешать их накоплению [39, 40]. В резуль-
тате происходит генетическая ассимиляция неадап-
тивного пластического изменения — сокращения 
продолжительности жизни, которое становится на-
следственным, после чего будет проявляться даже 
в благоприятных условиях. В нашем эволюционном 
эксперименте это произошло с мухами Мк, адап-
тировавшимися к обедненной кормовой среде на 
основе крахмала: результатом высокой смертности 
стало наследуемое сокращение продолжительности 
жизни [37]. Впрочем, если смертность избирательна 
и существует наследственная изменчивость по устой-
чивости к фактору, вызывающему смертность, то 
усиление последней может привести к обратному 
эффекту — увеличению продолжительности жизни 
[41, 42], что можно интерпретировать как пример 
генетической компенсации (см. ниже).

Некоторые российские эволюционисты асбо-
лютизируют роль дестабилизирующей и адаптивной 
ФП, полагая, что новые адаптации и виды всегда 
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возникают по схеме “изменение среды — дестаби-
лизация онтогенеза — появление новых, в том 
числе адаптивных фенотипов при неизменном ге-
номе — генетическая ассимиляция”. Так, в работе 
Шишкина на стр. 181 утверждается, что “эволюци-
онные изменения начинаются с фенотипа и распро-
страняются по мере их стабилизации в направлении 
генома, а не наоборот” [43]. Эти взгляды позицио-
нируются как особая “эпигенетическая теория 
эволюции”, принципиально несовместимая с клас-
сическими представлениями, согласно которым 
эволюционные изменения начинаются с генотипа 
[43–46]. На наш взгляд, для абсолютизации дан-
ного сценария нет оснований, поскольку существует 
множество примеров хорошо изученных эволю-
ционных событий, которые явно шли не по этой 
схеме [47]. Вряд ли оправдано и столь резкое про-
тивопоставление “эпигенетической теории” обще-
принятым взглядам. В англоязычной литературе 
очень близкие идеи и подкрепляющие их факты 
обсуждаются в конструктивном ключе как разви-
вающие, но вовсе не отменяющие классические 
взгляды [1, 8, 9, 48].

5. Неадаптивная ФП как фактор, 
замедляющий эволюцию

Подобно адаптивной ФП, неадаптивная ФП 
тоже может как замедлять, так и ускорять эволю-
цию в зависимости от обстоятельств. Простейший 
пример неадаптивной ФП — снижение плодови-
тости, сексуальной привлекательности, уровня 
иммунной защиты или других влияющих на при-
способленность параметров фенотипа при измене-
нии среды. Такие пластические изменения могут 
блокировать адаптацию, ставя под угрозу само вы-
живание популяции в новых условиях. 

Даже если популяция выживет и начнет адап-
тироваться к неблагоприятной среде, формирую-
щиеся адаптации поначалу будут замаскированы 
неадаптивной ФП. Это может привести к тому, что 
мигранты из благоприятных местообитаний, не 
имеющие генетических адаптаций к данной среде, 
тем не менее, будут побеждать в конкуренции и 
вытеснять адаптированных аборигенов. Идея о воз-
можности такого механизма негативного влияния 
неадаптивной ФП на адаптацию и дивергенцию 
высказывалась ранее [9], однако, насколько нам 
известно, не имела экспериментальных подтверж-
дений. Нам удалось их получить в рамках упомя-
нутого выше эволюционного эксперимента [49]. 
После 10 поколений экспериментальной эволю-
ции линии Мн и Мк продемонстрировали разли-
чия по приспособленности к кормовым средам Н 
и К, кажущиеся парадоксальными: они проигры-
вают в конкуренции чужакам на “своей” среде и 
побеждают на “чужой”. Мы предположили, что 
низкая приспособленность мух Мк к среде К объяс-
няется материнским эффектом (“эффектом голод-
ной матери”), представляющим собой вариант 

неадаптивной ФП. Возможно, мухи Мк в действи-
тельности выработали адаптации к среде К, кото-
рые, однако, маскируются тем, что самки, выра-
щенные на обедненной среде, производят яйца 
с меньшим запасом дефицитных веществ. Вышед-
шие из таких яиц личинки успешно развиваются 
на богатой среде Н, но отстают в развитии на обед-
ненной среде К. Для проверки гипотезы была оце-
нена приспособленность мух, в течение одного 
поколения выращивавшихся на среде Н с целью 
устранения неадаптивной ФП. В соответствии 
с ожиданиями, после этой процедуры мухи Мк 
продемонстрировали повышенную приспособлен-
ность к среде К по сравнению с Мн. Этот резуль-
тат согласуется с идеей о том, что неадаптивная 
ФП может маскировать адаптацию к неблагопри-
ятной среде и препятствовать дивергенции, позво-
ляя мигрантам из благоприятных местообитаний 
выигрывать в конкуренции на неблагоприятных 
субстратах у резидентных особей, уже имеющих 
адаптации к ним [49].

6. Неадаптивная ФП как фактор, ускоряющий 
эволюцию. Генетическая компенсация

Неадаптивная ФП может не только замедлять 
адаптивную эволюцию, но и ускорять ее; направ-
ленность пластических и эволюционных изменений 
в этом случае будет противоположной. Предпола-
гаемый механизм основан на том, что неадаптив-
ная ФП смещает признак в сторону, противопо-
ложную оптимуму, тем самым усиливая действие 
отбора на признак. Такой отбор называют “отбо-
ром против градиента среды” (countergradient se-
lection). Например, для многих пойкилотермных 
животных характерно замедление развития при по-
нижении температуры. Это не способствует адапта-
ции к высоким широтам, где из-за короткого лета 
выгодно, наоборот, развиваться быстрее. В такой 
ситуации неадаптивная ФП способствует усиле-
нию отбора на ускоренное развитие. В результате 
происходит “генетическая компенсация”: неадап-
тивные пластические изменения компенсируются 
адаптивными наследственными [50]. Так может сло-
житься ситуация, когда популяции, адаптированные 
к жизни в холодных и теплых районах, демонстри-
руют сходный темп развития в своих естественных 
местообитаниях, но в одинаковых температурных 
условиях адаптированные к холоду особи будут раз-
виваться быстрее. Это явление называют “крипти-
ческой эволюцией”, поскольку генетически раз-
личающиеся популяции демонстрируют сходный 
фенотип в естественных для них условиях. Данный 
термин приложим и к описанной выше ситуации, 
когда адаптация к неблагоприятной кормовой 
среде маскируется неадаптивной ФП.

Убедительное подтверждение того, что неадап-
тивная ФП может направлять эволюцию в сторону, 
противоположную направленности пластических из-
менений, получено в ходе изучения тринидадских 
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гуппи (Poecilia reticulata), ставших классическим 
объектом эволюционных исследований благодаря 
работам Д. Эндлера и Д. Резника. Направленность 
отбора, действующего на P. reticulata, зависит от 
наличия или отсутствия хищников (цихлид Cre-
nicichla frenata). Хищники осуществляют отбор на 
ускоренное половое созревание и покровительствен-
ную окраску. Если хищников нет, главным факто-
ром отбора становится внутривидовая конкуренция, 
и тогда преимущество получают поздно созреваю-
щие особи и ярко окрашенные самцы [51, 52]. Эти 
различия основаны на изменении экспрессии мно-
жества генов. Было выявлено 135 генов, экспрес-
сия которых сходным образом изменилась у разных 
популяций, независимо друг от друга освоивших 
водоёмы без хищников. Эти генетически обуслов-
ленные и, по-видимому, адаптивные изменения 
были сопоставлены с пластическими изменениями 
экспрессии тех же генов, которые происходят у рыб, 
адаптированных к присутствию хищников, если 
поместить их в воду, где запах хищника отсутствует. 
Оказалось, что у большинства (89%) рассматрива-
емых генов пластическое изменение экспрессии 
направлено в сторону, противоположную эволю-
ционно выгодной [53]. Таким образом, почти вся 
выявленная ФП оказалась неадаптивной. Разуме-
ется, это не значит, что неадаптивность внутренне 
присуща ФП. Направленность пластических из-
менений экспрессии, скорее всего, случайна (не 
зависит от собственного влияния на приспособ-
ленность). Гуппи в природе редко переселяются 
в новый водоем, где количество хищников сильно 
отличается от привычного. Поэтому отбор не мог 
обеспечить гуппи надежным механизмом адаптив-
ной ФП. Однако от направленности пластических 
изменений зависит дальнейший ход эволюции. Если 
пластическое изменение оказалось неадаптивным, 
отбор сильнее действует на признак, смещая его 
в сторону оптимума. Данная интерпретация согла-
суется с тем, что у популяций, адаптированных 
к отсутствию хищников, пластичность уровня 
экспрессии изученных генов понижена. Поскольку 
эта пластичность неадаптивна, отбор работает про-
тив нее, сужая норму реакции [53].

8. Изменения симбиотической микробиоты 
как особый случай ФП

Важную роль в жизни многоклеточных орга-
низмов играет симбиотическая микробиота, кото-
рая может передаваться от родителей к потомкам, 
но может и относительно быстро меняться при смене 
условий [54]. В частности, микробиом D. melano-
gaster влияет на скорость роста личинок, их выжи-
ваемость в неблагоприятных условиях, продолжи-
тельность жизни имаго и эффективность использо-
вания кормовых субстратов [55–57]. Мухи переносят 
бактериальные и дрожжевые клетки в кишечнике 
и на поверхности тела, а поедание личинками суб-

страта, на котором жили их родители, обеспечивает 
передачу микробиома в ряду поколений [56, 57]. 

В ходе эволюционного эксперимента на D. me-
lanogaster нами получены данные, указывающие 
на важный вклад изменений микробиома в адапта-
цию мух к кормовой среде с высоким (4%) содер-
жанием NaCl. Для диких D. melanogaster концентра-
ция соли в корме, превышающая 2%, является 
неблагоприятным фактором, вызывающим задерж-
ку развития личинок и повышенную смертность. 
Однако за несколько десятков поколений лабора-
торные линии D. melanogaster могут приспособиться 
к концентрациям NaCl до 6-8% [5, 58]. Этот ре-
зультат подтвердился в ходе нашего эксперимента 
[59]. Для проверки гипотезы о вкладе микробиоты 
в адаптацию мы сравнили эффективность размно-
жения и скорость развития D. melanogaster на солё-
ной кормовой среде, на которую был предвари-
тельно нанесен гомогенат мух из адаптированных 
к ней лабораторных линий (Мс) либо из контроль-
ных линий (Мн). Оказалось, что присутствие гомо-
гената мух Мс повышает эффективность размно-
жения мух на солёном корме и ускоряет развитие 
личинок. Этот результат согласуется с предполо-
жением о вкладе микробиоты в адаптацию D. me-
lanogaster к солёному корму.

Адаптации, обусловленные изменениями мик-
робиоты, можно рассматривать как особый случай 
адаптивной ФП (поскольку фенотип организма-
хозяина меняется при неизменном геноме под 
влиянием среды). Они должны отличаться от “обыч-
ных” генетических адаптаций пониженной насле-
дуемостью и неустойчивостью. Хотя микробиота 
D. melanogaster передается от родителей к потомкам 
благодаря питанию личинок субстратом, на кото-
ром жили родители, ее состав меняется при смене 
кормового субстрата [56]. Подобно обычной ФП, 
такие адаптации могут влиять на эволюцию орга-
низма-хозяина. Быстрые адаптивные изменения 
микробиома, облегчающие выживание хозяина 
в неблагоприятных условиях, могут служить “эво-
люционным буфером”, ослабляя действие отбора 
и замедляя эволюцию хозяина. 

Может показаться, что обычные адаптивные 
модификации принципиально отличаются от “адап-
таций за счет микробиома” тем, что первые не на-
следуются, а вторые могут наследоваться путем 
вертикальной передачи симбионтов. Интересно, 
что адаптации, наследуемые таким способом, спо-
собны к “квазиламарковской” эволюции: микро-
биом, изменившийся в течение жизни родителя, 
может быть непосредственно передан потомку [60]. 
Однако в ряде случаев всё это справедливо и для 
обычной ФП, не связанной с микробиомом. На-
пример, прижизненные модификации поведенче-
ских признаков, составляющих важную часть фе-
нотипа высших животных, могут наследоваться 
посредством социального обучения [61], с возмож-
ностью генетической ассимиляции за счёт эффекта 
Болдуина [29]. Для ряда пластических изменений 
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показана возможность наследования за счёт мате-
ринских эффектов [62] или эпигенетических мо-
дификаций генома [63]. 

ФП, основанная на изменениях микробиома, 
может быть и неадаптивной, со всеми вытекающи-
ми следствиями. Яркий пример — влияние кишеч-
ных бактерий на социальное поведение млекопита-
ющих. Для потомства самок мышей, питавшихся 
жирной пищей, характерно нарушенное социаль-
ное поведение. Причина — в снижении численно-
сти бактерии Lactobacillus reuteri в кишечнике са-
мок, которые передают изменённую микробиоту 
потомству во время вскармливания. Недостаток 
L. reuteri ведет к недоразвитию окситоцинэргиче-
ских нейронов гипоталамуса у мышат; это снижает 
реакцию дофаминэргических нейронов вентраль-
ной области покрышки (VTA) на социальные сти-
мулы; как следствие, у животных пропадает инте-
рес к общению. Эти патологические симптомы не 

развиваются, если мышатам начиная с трёхнедель-
ного возраста добавлять L. reuteri в питьевую воду 
[64]. Выводы, полученные в экспериментах на 
мышах, могут иметь значение и для людей [65].

Таким образом, эволюционная роль ФП, по-
видимому, важнее и разнообразнее, чем считалось 
в течение ряда десятилетий после торжества цент-
ральной догмы. Тот факт, что пластические измене-
ния не могут быть напрямую “вписаны” в геном, 
не означает, что они несущественны для эволюции 
и могут игнорироваться в учебниках и обобщаю-
щих трудах по эволюционной биологии. Изучение 
эволюционной роли ФП по существу только на-
чинается. Экспериментальная эволюция является 
одним из перспективных подходов, позволяющим 
в деталях проследить влияние ФП на ход адапта-
ции организмов к изменчивым условиям среды.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-14-00330).
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Phenotypic plasticity, i.e., the ability of a genotype to produce various phenotypes in re-
sponse to changes in the environment, plays an important, although poorly understood and of-
ten underestimated, role in evolution. Both adaptive and non-adaptive phenotypic plasticity 
modulate the strength and direction of selection acting on population and can, depending on con-
ditions, either accelerate or inhibit adaptation, divergence and speciation. Phenotypic plasticity 
also affects the direction of evolutionary change which can either coincide with the direction of 
plastic changes (genetic assimilation) or be the opposite (genetic compensation). A special case 
of phenotypic plasticity is phenotypic change of the host caused by changes in its symbiotic micro-
biota. In the current review, we discuss the main forms of phenotypic plasticity and the current 
data on their impact on the rate and direction of evolutionary change. Special attention is paid to 
the results of recent experimental work, including the long-term evolutionary experiment on 
Drosophila melanogaster which is being held at the Department of Evolutionary Biology, School 
of Biology, Moscow State University.
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В статье представлены сведения о среднем возрасте смерти (CВC) 54256 профессио-
нально занимавшихся научно-исследовательской работой мужчин, отнесенных к одному 
из шести научных направлений: физика, химия, математика, экономика, медицина и 
биология, гуманитарные науки. Дополнительно изучено влияние преподавательской де-
ятельности ученых разных специальностей на СВС и долгожительство. Отдельно рас-
смотрены данные об умерших членах Российской академии наук, а также Академии наук 
СССР (1724–2013 гг.). Минимальным СВС оказался у математиков (71,2±0,21 года), а 
максимальным — у учёных-экономистов (74,6±0,26 года). Относительное число дожив-
ших до 90 лет и более либо до 100 лет и более было минимальным также у математиков: 
7,59% и 0,37%, соответственно, а максимальным — у экономистов — 10,26% и 0,96%, со-
ответственно. Показатели СВС и доля долгожителей среди ученых, получивших обще-
ственное признание, варьируют в зависимости от научной специальности. Среди членов 
Российской академии наук и Академии наук СССР наибольший СВС также был у эко-
номистов (74,7±1,05 года), а минимальный — у математиков (70,6±0,74 года). У учёных, 
совмещающих исследовательскую работу с преподаванием в университете или коллед-
же, СВС оказался на 3,5 года больше, чем у тех, кто не был вовлечен в преподаватель-
скую деятельность. При этом, “прибавка” в годах была весьма значительной — от 3,1 
года у экономистов и гуманитариев до 4,9 лет у математиков. Результаты исследования 
позволяют сделать вывод о том, что интенсивный научный труд способствует увеличе-
нию продолжительности жизни и долголетию. 

Ключевые слова: средний возраст смерти, долгожительство, учёные, преподаватели, 
члены Российской академии наук.

Среди факторов, определяющих темп старе-
ния и продолжительность жизни человека, наряду 
с генетическими факторами существенную роль 
играют особенности образа жизни, включающие 
географические факторы (широта, высота над уров-
нем моря, регион, проживание в городе или сель-
ской местности), уровень доходов, доступность 
медицинской помощи, образование и др. [1–3]. 
В последние годы все больший интерес привлекают 
данные о признаках ускоренного старения у пред-
ставителей самых разных профессий [1, 2, 4–6]. 
С другой стороны, имеются данные о большей про-
должительности жизни у людей с высоким социаль-
но-экономическим статусом, в частности у лауреа-
тов Нобелевской премии, членов национальных 
академий наук, известных писателей, музыкантов 
и актеров [3, 7–12]. В серии работ нами были вы-
явлены существенные различия в среднем возрас-
те смерти (СВС) и долголетии представителей раз-
личных творческих специальностей (литераторов, 
музыкантов, художников, артистов, ученых) [12–14]. 

Разработана и собрана база данных, включающая 
сведения о датах рождения и смерти более 250 тыс. 
человек разных профессий и специальностей, в том 
числе более 50 тыс., основным видом занятий ко-
торых являлась научная работа. Полученные дан-
ные свидетельствуют о том, что высокий интеллект 
и образование способствуют большей продолжи-
тельности жизни и долголетию.

Материал и методы

Источниками информации о датах рождения 
и смерти служили электронные версии “Большой 
советской энциклопедии” и “Большой русской био-
графической энциклопедии” [15, 16], включавшие 
все биографические сведения из “Русского био-
графического словаря” А.А. Половцова, “Большого 
энциклопедического словаря” издания Брокгауза и 
Ефрона, “Военной энциклопедии” издания И.В. Сы-
тина, а также материалы из “Критико-биографиче-
ского словаря русских писателей и учёных” С.А. Вен-
герова, Энциклопедического словаря Русского 
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биографического института Гранат, “Еврейской 
энциклопедии” издания Брокгауза и Ефрона. Ис-
точником основной части информации были сайты 
Википедии “По странам” и “По алфавиту”, отно-
сящиеся к учёным, а также сайты “Родившиеся 
в… году” (с I в. н.э. до 1910 г. включительно) и сайты 
“Умершие в… году” (с 1910 г. до 12 декабря 2015 г. 
включительно) [http://ru.wikipedia.org]. В базу дан-
ных включались все люди с установленными годами 
рождения и смерти: всего в нее вошли сведения 
о 54 256 учёных. Учитывая многообразие научных 
дисциплин, весь контингент разделили на шесть 
выборок (категорий), объединявших близкие по про-
фессиональным характеристикам специализации: 
физика (физика, механика, астрономия, геология), 
химия, математика, экономика, медицина и биоло-
гия, гуманитарные науки (философия, филология, 
история, социология, география, искусствоведение). 
В случае, если ученый работал в двух дисциплинах, 
он учитывался в каждой. Дополнительно было изуче-
но влияние преподавательской деятельности ученых 
разных специальностей на их СВС и долгожитель-
ство. Отдельно рассмотрены данные об умерших 
членах Российской академии наук (РАН), включая 
членов Академии наук (АН) СССР (в том числе и 
о действительных членах и членах-корреспондентах), 
со времени ее основания в 1724 г. до объединения 
с РАМН и РАСХН в 2013 г. В работе использованы 
“грубые” показатели без стандартизации по исто-
рическому периоду, стране и т.д. Для каждой катего-
рии рассчитывали СВС. Достоверность различий 
показателей между группами определяли с помо-
щью методов Фишера–Стьюдента и χ2 [17].

Результаты и обсуждение

Характер распределения СВС для всей когорты 
учёных, представленного на рисунке, свидетель-
ствует о его близости к распределению Гумбеля [17]. 
Некоторое отличие теоретического распределения 

от наблюдаемого в нашей выборке в области ма-
лых возрастов (<25 лет) легко учитывается введе-
нием обрезающей функции. CВС 54256 мужчин — 
представителей разных наук — составил 72,0 года 
(табл. 1). Минимальным СВС оказался у матема-
тиков (71,2±0,21 года), а максимальным — у учё-
ных-экономистов (74,6±0,26 года). Относительное 
число доживших до 90 лет и более либо до 100 лет 
и более было минимальным также у математиков: 
7,59% и 0,37%, соответственно, а максимальным 
у экономистов — 10,26% и 0,96%, соответственно. 
Показатели СВС и доля долгожителей среди ученых, 
получивших общественное признание, варьируют 
в зависимости от научной специальности. Среди 
членов РАН и АН СССР наибольшим СВС также 
был у экономистов (74,7±1,05 года), а минималь-
ным — у математиков (70,6±0,74 года) (табл. 2). 
Интересно, что СВС 423 выдающихся экономи-
стов США на 2,3 года выше, чем у 177 выдающихся 
американских математиков (68,6±0,596 и 66,62±
±1,07, соответственно) [18]. 

В ряде исследований показано, что высокий 
социальный статус положительно согласуется с дол-
голетием [1, 2, 19]. Показатель СВС лауреатов Но-
белевской премии на 6,3 года превышает таковой 
у отечественных академиков и на 8,5 лет — у про-
чих учёных [8].

Ранее нами была обнаружена положительная 
корреляция СВС со степенью общественного при-
знания ученого (лауреаты Нобелевской премии > 
академики РАН > члены-корреспонденты РАН > 
прочие ученые) в физике, химии и медицине/биоло-
гии, тогда как среди представителей гуманитарных 
дисциплин такой зависимости не наблюдалось [12, 
19]. По данным В.Г. Берёзкина и А.Л. Буляницы [11], 
средняя продолжительность жизни академиков АН 
СССР и РАН (75 лет), по сравнению с этим показа-
телем для нобелевских лауреатов-мужчин, меньше 
на 2,8 года, а членов-корреспондентов (72 года) — 

Таблица 1

Средний возраст смерти и относительное число долгожителей среди мужчин-учёных разных специальностей 
(указаны ошибки среднего)

Категория Количество
Средний возраст 

смерти, лет

Прожившие 90 и более лет Прожившие 100 и более лет

абс. % абс. %

Физика 8831 73,6±0,14* 863 9,77 53 0,60

Химия 3654 73,4±0,22* 373 10,21 21 0,57

Математика 4925 71,2±0,21* 374 7,59 18 0,37

Экономика 2593 74,6±0,26 266 10,26 25 0,96

Медицина и биология 14 351 71,7±0,12* 1199 8,35 83 0,58

Гуманитарные науки 24 895 71,5±0,09* 1929 7,75 184 0,74

Всего 54 256 72,0±0,06 4563 8,41 365 0,67

Различие с показателем для учёных-экономистов достоверно, * — p < 0,001.
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на 5,7 года [6], тогда как в Российской Федерации 

показатель средней ожидаемой продолжительно-

сти жизни для мужского населения в 1988–1989 гг. 

составил 64,4 года. Поскольку подавляющее боль-

шинство нобелевских лауреатов жили и живут в США, 

это обстоятельство, естественно, сказывается на та-

ких различиях в показателях продолжительности 

жизни. Долголетие членов РАН не следует переоце-

нивать. Несмотря на то, что продолжительность 

жизни у академической элиты на 2–3 года превы-

шала её показатель для всех российских мужчин 

с высшим образованием, она была на 3,5 года мень-

ше, чем у членов Королевского общества Велико-

британии (академии наук Великобритании) и на 

1,5–3 года меньше, чем у шведов, занятых умствен-

ным трудом [10].

Биологический возраст 70-летних шведов, рож-

денных в 1922 г., оцениваемый по психометриче-

ским тестам, оказался достоверно меньшим по срав-

нению с таковым у 70-летних, рожденных в 1906/

1907 гг., что соответствовало более высокому уровню 

образования [20]. Доказано, что получившие выс-

шее образование живут дольше и меньше болеют 

[21]. Установлено, что мозг без нагрузки стареет 

гораздо быстрее [22]. Ожидаемая продолжитель-

ность жизни лиц, окончивших колледж, превышала 

на 6 лет соответствующий показатель для лиц, не 

имеющих высшего образования [1]. Однако на Оки-

наве 18% мужчин и 42% женщин в возрасте 100 и 

более лет никогда не посещали школу; это свиде-

тельствует о том, что высокий уровень образова-

ния — не универсальный фактор, способствующий 

долголетию во всех регионах [25]. В ряде исследо-

ваний выявлена существенная взаимосвязь уровня 

коэффициента интеллекта IQ (Intelligence Quo-

tient), состояния здоровья человека и показателей 

смертности [23, 24]. IQ определяет поведение че-

ловека, которое зачастую служит причиной разных 

заболеваний. Среди лиц с высоким уровнем IQ от-
носительное число прекративших курение было 
большим, чем среди тех, у которых умственные спо-
собности были ниже среднего. Следует отметить, 
что IQ влияет на продолжительность жизни вне 
зависимости от социальных факторов.

Различия в показателях продолжительности 
жизни между учеными разных специальностей мо-
гут быть обусловлены как уровнем жизни (образова-
ние у экономистов и “чистых” математиков оди-
наковое, но уровень доходов у первых может быть 
существенно выше), так и особенностями их про-
фессиональной деятельности (например, профес-
сиональные вредности) и, возможно, уровнем интел-
лекта. Этот вопрос требует специального изучения. 
Недавно было показано, что у лиц с высоким уров-
нем образования теломеры (конечные участки хро-
мосом) длиннее, чем у малообразованных [26–29].

Довольно неожиданным наблюдением стало 
обнаружение зависимости между преподаванием 
и долгожительством. Как можно судить по данным, 
представленным в табл. 3, у учёных, совмещающих 
исследовательскую работу с преподаванием в уни-
верситете или колледже, СВС был на 3,5 года боль-
шим, чем у тех, кто не был вовлечен в преподава-
тельскую деятельность. При этом “прибавка” в годах 
оказалась весьма значительной — от 3,1 года у эко-
номистов и гуманитариев до 4,9 лет у математиков. 
Можно предположить, что моральное удовлетворе-
ние учёного, испытываемое им при передаче своих 
знаний молодежи, самым положительным обра-
зом сказывается на его здоровье и долголетии [30].

В последние годы заметно выросло число учё-
ных, проживших 100 и более лет [31]. До начала 
ХХ века был зарегистрирован лишь один европей-
ский учёный, перешагнувший 100-летний рубеж: 
иностранный член-корреспондент РАН француз 
Мишель Шеврёль (1786–1889). К концу ХХ века их 
уже насчитывалось 34 [31]. Следует отметить, что 

Таблица 2

Средний возраст смерти и относительное число долгожителей среди мужчин членов РАН и АН СССР разных специальностей 
(указаны ошибки среднего)

Категория Количество
Средний возраст 

смерти, лет

Прожившие 90 и более лет Прожившие 100 и более лет

абс. % абс. %

Физика 1144 73,6±0,35 86 7,52 2 0,17

Химия 402 73,2±0,60 35 8,71 2 0,50

Математика 319 70,6±0,74* 17 5,33 1 0,31

Экономика 105 74,7±1,05 6 5,71 1 0,95

Медицина и биология 535 72,4±0,52* 36 6,73 0 0

Гуманитарные науки 1011 71,7±0,36* 42 4,15 2 0,20

Всего 3148 72,4±0,21 192 6,10 7 0,22

Различие с показателем для экономистов достоверно, * — p < 0,001.
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эта выборка далеко не полная, поскольку в ней не 
представлены данные о учёных этой категории из 
Китая, Японии и Индии. В нашей базе данных име-
ются сведения о 365 мужчинах–учёных, проживших 
100 и более лет (табл. 1). Среди ученых-мужчин, 
родившихся до 31.12.1899 (33 389 человек), пере-

жили 100 лет 173 (0,52%). Среди родившихся после 
01.01.1900 (20 867 человек), — 192 (0,92%). В табл. 4 
представлены члены РАН и АН СССР, прожившие 
100 и более лет. 

Полагают, что лица, прожившие 100 лет и бо-
лее, представляют собой лучший пример успешного 

Таблица 3

Средний возраст смерти и относительное число долгожителей мужчин-учёных разных специальностей с учетом преподавательской 
деятельности (указаны ошибки среднего)

Категория Преподавание Количество

Средний возраст 
смерти, лет

Прожившие 90 
и более лет

Прожившие 100 
и более лет

M± m Δ абс. % абс. %

Физика Да 3541 75,5±0,22 432 12,20 23 0,65

Нет 5290 72,3±0,19* –3,2 431 8,15 30 0,57

Химия Да 1748 75,5±0,31 224 12,81 10 0,57

Нет 1906 71,5±0,32* –4,0 149 7,82 11 0,58

Математика Да 3022 73,1±0,24 268 8,87 14 0,46

Нет 1903 68,2±0,35* –4,9 106 5,57 4 0,21

Экономика Да 1126 76,3±0,36 120 10,66 8 0,71

Нет 1467 73,2±0,37* –3,1 146 9,95 17 1,16

Медицина и биология Да 5847 74,3±0,17 679 11,61 48 0,82

Нет 8504 69,8±0,16* –4,5 520 6,11 35 0,41

Гуманитарные науки Да 12740 73,1±0,12 1149 9,02 121 0,95

Нет 12155 70,0±0,13* –3,1 780 6,42 63 0,52

Всего Да 25447 73,8±0,08 2609 10,25 213 0,84

Нет 28809 70,3±0,09* -3,5 1954 6,78 152 0,53

Различие с показателями для учёных-преподавателей той же специальности достоверно, * — p < 0,001.

Рисунок. Гистограмма распределения среднего возраста смерти (в годах) мужчин-учёных (n = 54 256).
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старения, поскольку у них практически отсутствуют 
основные ассоциированные со старением заболе-
вания, а если они и развиваются, то значительно 
позднее [2, 32]. Можно также предположить, что 
люди с более высоким уровнем образования эконо-
мически находились в более привилегированном 
положении, что позволяло обеспечивать лучшее 
состояние здоровья и предупреждать заболевания 
[1, 10].

Полученные нами данные подтверждают мысль 
о том, что высокий интеллект и образование спо-
собствуют большей продолжительности жизни и 
долголетию. 

“Что может человек предпринять против смер-
ти и ее предтечи — старости? Единственным ору-
жием человека… может быть только разум в его 
высшем проявлении — в науке!” — заметил 100 лет 
назад приват-доцент Петроградского университета 
П.Ю. Шмидт [33]. Исследования последних лет 

полностью подтверждают этот тезис нашего сооте-
чественника [34] и позволяют предположить, что 
интенсивный научный труд является фактором, 
способствующим долголетию. Значительный объем 
созданной базы данных о продолжительности жиз-
ни лиц разных творческих профессий требует углуб-
ленного анализа материала с привлечением мате-
матиков, генетиков, физиологов и психологов. 
В зарубежной литературе встречаются отдельные 
работы подобного рода, однако объем выборок 
в них несравнимо меньший, что позволяет пола-
гать, что дальнейшие исследования в этом направ-
лении могут дать высокоприоритетные результаты.

Авторы выражают глубокую признательность 
программисту А.С. Чиркову, создавшему систему 
получения и обработки информации, без которой 
выполнение этой работы было бы невозможным, 
и проф. Л.М. Баскину за критические замечания 
и ценные советы.

Таблица 4

Члены РАН (академики и члены-корреспонденты), прожившие 100 лет и более

№ Фамилия, имя Годы жизни Возраст, лет Специальность

1 Никольский Сергей Михайлович (академик) 1905–2012 107 Математика

2 Шеврёль Мишель Эжен (иностранный член-корреспондент) 1786–1889 102 Химия

3 Доллежаль Николай Антонович (академик) 1899–2000 101 Энергетика

4 Шпак Владимир Степанович (академик) 1909–2009 100 Химия

5 Пистолькорс Александр Александрович (член-корреспондент) 1896–1996 100 Радиотехника

6 Дружинин Николай Михайлович (академик) 1886–1986 100 История, политэко-
номия

7 Шанидзе Акакий Гаврилович (член-корреспондент) 1887–1987 100 Филология
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The article provides information on the mean age of death (MAD) of 54256 men engaged 

professionally in research work and assigned to one of six categories: physics, chemistry, mathe-

matics, economics, medicine and biology, humanities. In addition, the effect of teaching activity 

of scientists of different specialties on MAD and longevity was evaluated. Special attention has 

been paid to the analysis of MAD for members of the Russian Academy of Sciences, including 

members of the Academy of Sciences of the USSR (1724–2013). The minimum MAD was 

found for scientists involved in mathematics (72.1±0.21 years) and the maximum MAD — for 

economists (74.6±0.26 years). The relative numbers of surviving ≥90 years and ≥100 years were 

minimal for mathematicians (7.59% and 0.37%, respectively), while economists had the maxi-

mum values of these parameters (10.26% and 0.96%, respectively). Indicators of MAD and the 

proportion of centenarians among the scientists, who received public recognition, strongly de-

pended on the specialty. Among the members of the Russian Academy of Sciences, the highest 

MAD also belonged to economists (74.7±1.05 years) and the lowest — to mathematicians 

(70.6±0.74 years). MAD was 3.5 years higher for scientists involved in teaching in university or 

college in comparison with those who were not involved in the teaching activities. In this case, 
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the “gain” was very high, ranging from 3.1 years for economists to 4.9 years for mathematicians. 

The results of the study allow to conclude that intensive scientific work contributes to an increase 

in life expectancy and longevity.

Keywords: mean age of death, longevity, scientists, teachers, members of the Russian Academy 

of Sciences.
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В ряде экспериментальных и эпидемиологических исследований получены доказа-
тельства того, что здоровье и темп старения организма могут в значительной степени за-
висеть от условий, в которых проходит его раннее развитие. В работах последних лет по-
лучены данные, свидетельствующие о том, что эффекты, являющиеся последствием 
стрессов в раннем онтогенезе, могут наследоваться трансгенерационно, обусловливая 
изменения различных характеристик в последующих поколениях. Показано, что ключевую 
роль в реализации подобных трансгенерационных эффектов могут играть эпигенетиче-
ские факторы, связанные с регуляцией генетической экспрессии, в том числе метилиро-
вание ДНК, модификации гистонов хроматина и микроРНК. До последнего времени 
считалось общепринятым, что в ходе гаметогенеза и эмбриогенеза происходит полное 
стирание эпигенетических меток. В последние годы, однако, в ряде работ получены дан-
ные, свидетельствующие о том, что в некоторых случаях эпигенетические модификации, 
индуцированные на протяжении жизни организма, могут стираться не полностью и пе-
редаваться его потомкам, влияя на их фенотипические проявления в ряду поколений. 
В обзоре приведены данные эпидемиологических и экспериментальных исследований, 
свидетельствующих о возможности трансгенерационного наследования продолжитель-
ности жизни и ассоциированных с долгожительством признаков.

Ключевые слова: продолжительность жизни, эпигенетика, регуляция генетической 
экспрессии, программирование в период развития, трансгенерационное наследование, обзор.

Биологические механизмы, определяющие темп 
старения и продолжительность жизни (ПЖ) чело-
века, в последние годы являются предметом ак-
тивного изучения. Традиционно геронтологические 
исследования в основном посвящены изучению 
образа жизни взрослого организма как основного 
фактора, определяющего скорость старения и дол-
говечность. Тем не менее, полученные на протяже-
нии двух последних десятилетий данные экспери-
ментальных, эпидемиологических и клинических 
исследований свидетельствуют о том, что склон-
ность к определенным возрастным хроническим 
заболеваниям может быть “запрограммирована” 
ещё на начальных этапах жизни организма [1–3]. 
Это связано с тем, что период развития всех жи-
вых существ характеризуется высокой степенью 
пластичности, обеспечивающей возможность фор-
мирования различных фенотипов на основе одного 
и того же генотипа в зависимости от условий 
окружающей среды на ранних стадиях онтогенеза. 
В большом количестве эпидемиологических иссле-
дований выявлено, что риск возникновения различ-
ных хронических заболеваний позднего возраста 
(в том числе метаболических и сердечно-сосудистых 
патологий, а также рака) в значительной степени 
может зависеть от особенностей питания матери, 
курения и инфекций во время беременности и в 
первые месяцы после рождения ребенка [3]. По-

казано, что неблагоприятные воздействия различ-
ных факторов окружающей среды могут модули-
ровать профили экспрессии многих генов, влияя 
тем самым на рост и развитие плода [2, 3]. Такие 
изменения транскрипционной активности генов 
могут устойчиво воспроизводиться в ряду клеточ-
ных поколений, долговременно влияя на фенотип 
и, в том случае, если условия последующей жизни 
организма совпадают с условиями, в которых про-
ходило его раннее развитие, способствуют его адап-
тации и повышают шансы на выживание. В том 
же случае, если между условиями, в которых прохо-
дит раннее развитие организма, и теми, в которых 
он оказывается в последующей жизни, существует 
несоответствие, это может впоследствии привести 
к возникновению хронических заболеваний и сокра-
щению жизни [2]. На основе этих предположений 
была сформулирована гипотеза “онтогенетического 
программирования” хронических заболеваний (De-
velopmental Origins of Health and Disease (DOHaD) 
hypothesis). В последние годы получены доказатель-
ства того, что от условий раннего развития может 
зависеть не только склонность к возрастным патоло-
гиям, но и темп старения как таковой и даже ПЖ [4].

В соответствии с доминирующей в научной 
среде точкой зрения, наиболее вероятной причи-
ной онтогенетического программирования болезней 
взрослой жизни являются процессы, происходящие 
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на уровне эпигенетической регуляции активности 
генов. Эпигенетика может быть определена как 
изучение митотически и/или мейотически насле-
дуемых изменений экспрессии генов, которые не 
являются следствием изменений в последователь-
ности нуклеотидов, входящих в состав ДНК [5]. 
Основные известные на сегодняшний день эпиге-
нетические механизмы включают в себя метилиро-
вание ДНК, модификации гистонов и регуляцию 
на уровне микроРНК [1–3]. У млекопитающих эпи-
генетические метки устанавливаются на ранних 
стадиях развития и остаются относительно неиз-
менными в течение онтогенеза [6]. Однако имеются 
доказательства того, что эпигенетические моди-
фикации могут происходить на протяжении всего 
жизненного цикла индивида. Так, выявлено, что 
в процессе старения происходит тотальное демети-
лирование ДНК в различных тканях позвоночных 
[7]. Предполагается, что эти процессы могут при-
водить к увеличению нестабильности генома с воз-
растом [7, 8]. Доказательства возрастных эпигене-
тических изменений были продемонстрированы 
в исследованиях, осуществленных на монозиготных 
близнецах. В этих работах показано, что различия 
в эпигенетических характеристиках близнецов, 
включая метилирование ДНК и ацетилирование 
гистонов, увеличиваются с возрастом. На основе 
этих данных сформулирована концепция ассоции-
рованного с возрастом “эпигенетического дрейфа” 
(age-associated epigenetic drift), который может воз-
никать не случайно, а соответственно влиянию 
определенных средовых факторов на определен-
ных этапах онтогенеза [9].

За последние два десятилетия получены доказа-
тельства того, что индуцированные теми или иными 
факторами окружающей среды эффекты, связан-
ные с онтогенетическим программированием, мо-
гут сохраняться и трансгенерационно (т.е. в ряду 
последующих поколений). В рамках традиционных 
представлений подобные эффекты принято объяс-
нять либо индукцией изменений на генетическом 
уровне, либо долговременным сохранением тех же 
неблагоприятных условий, которые изначально 
привели к их возникновению. Тем не менее, полу-
чено много данных, демонстрирующих, что к воз-
никновению таких долговременно сохраняющихся 
эффектов могут приводить индуцированные теми 
или иными стрессами изменения на уровне эпиге-
нетической регуляции активности генов, переда-
ющиеся от предков потомкам [10, 11]. Такой тип 
наследования в современной научной литературе 
принято называть “мягким наследованием” (soft 
inheritance) в отличие от “жесткого наследования” 
(hard inheritance) посредством генетического мате-
риала, остающегося неизменным на протяжении 
поколений, за исключением случаев стохастически 
возникающих мутаций [12]. Многие авторы счита-
ют роль “мягкого наследования” в процессах, про-
исходящих на уровне популяций разных видов, 
несущественной. Появляется, однако, все больше 

доказательств того, что этот тип наследования ши-
роко распространен и может оказывать существен-
ное влияние на различные биологические процес-
сы — от адаптации на индивидуальном уровне до 
эволюционных процессов на уровне популяций [6, 
13]. В частности, во многих экспериментах, осуще-
ствленных на грызунах, морских свинках и овцах, 
выявлено, что количественные и качественные ха-
рактеристики  питания самок во время беремен-
ности и лактации могут влиять на обмен веществ 
и темп старения их потомков на протяжении не-
скольких поколений [14]. Необходимо, однако, от-
метить, что, в то время как онтогенетическое про-
граммирование заболеваний взрослого возраста 
описано во многих научных публикациях, эффекты 
трансгенерационного программирования особен-
ностей старения и ПЖ до сих пор зафиксированы 
только в немногих работах. Целью этого краткого 
обзора является описание концептуального базиса, 
а также экспериментальных и эпидемиологических 
исследований, результаты которых свидетельствуют 
о том, что условия ранней жизни могут программи-
ровать состояние здоровья и ПЖ взрослых особей 
не только в поколении, непосредственно подверг-
шемся воздействию определенных факторов окру-
жающей среды, но и в последующих генерациях.

Трансгенерационное программирование 
продолжительности жизни и ассоциированных 

с долгожительством признаков: эпидемиологические 
и демографические доказательства

В ряде эпидемиологических и демографических 
исследований, касающихся популяций разных стран, 
получены данные, свидетельствующие о возмож-
ности трансгенерационной передачи эффектов, 
индуцированных стрессами в раннем онтогенезе 
родительского поколения. Так, выявлено, что по-
томки женщин, которые подверглись воздействию 
голода 1944–1945 гг. в Голландии (“Dutch Hunger 
Winter”) во время своего внутриутробного разви-
тия, в 1,8 раз чаще имели проблемы со здоровьем 
в дальнейшей жизни, чем потомки женщин, не под-
вергшихся голоданию [15]. Впоследствии Винен-
даль с соавт. показали, что потомки внутриутробно 
пострадавших от недоедания отцов (но не матерей) 
имели во взрослом возрасте существенно больший 
вес и индекс массы тела, чем потомки родителей, 
которые не пострадали от голода [16]. При изуче-
нии долговременных последствий голода в Китае 
в 1959–1961 гг. (“Great China Famine”) выявлено, 
что потомки родителей, родившихся во время го-
лода, были существенно ниже (мальчики на 1,89 см 
и девочки на 1,78 см), чем дети родителей, не под-
вергшихся голоду в период их раннего развития 
[17]. По мнению авторов, это могло негативно по-
влиять на статус их здоровья как в детстве, так и во 
взрослом возрасте. Подтверждения возможности 
передачи подобных эффектов в ряду поколения 
получены и при исследовании младенцев, внутри-
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утробное развитие матерей которых пришлось на 
период поста во время Рамадана. Такие младенцы 
имели меньший рост и вес, а также меньший раз-
мер плаценты (что может приводить к повышен-
ному риску возникновения кардио-метаболических 
патологий во взрослом возрасте), чем те, внутри-
утробное развитие матерей которых происходило 
в другое время [18]. В некоторых работах также 
получены подтверждения того, что возникновение 
эпигенетических модификаций в родительских и 
прародительских поколениях может в значитель-
ной степени влиять на риск семейного рака раз-
личных локализаций [19].

Данные ряда исследований свидетельствуют 
о том, что эффекты, связанные с онтогенетическим 
программированием, могут также влиять на воз-
раст-зависимую смертность и ПЖ людей. В цикле 
работ, осуществленных на когортах, родившихся 
в 1890, 1905 и 1920 гг. в округе Оверкаликс (Over-
kalix) на территории северной Швеции, обнаружено, 
что питание людей на протяжении препубертат-
ного периода развития (9–12 лет) может в значи-
тельной степени влиять на уровень смертности и 
ПЖ их внуков [20–23]. Оказалось, что долговеч-
ность потомков зависит от качества питания их 
предков (дедушек и бабушек) на протяжении пе-
риода медленного роста, предшествующего периоду 
быстрого увеличения скорости роста во время пу-
бертата. Было также установлено, что переедание 
людей на протяжении этого возрастного периода 
может уменьшить ПЖ их внуков. Кроме того, 
продемонстрировано, что умеренное питание отца 
и умеренно обильное питание матери ассоцииро-
вано со сниженным риском смерти от сердечно-
сосудистой патологии у их потомков. Более того, 
уровень смертности вследствие диабета был уве-
личен в 4 раза, если дед по отцовской линии полу-
чал неограниченное количество пищи в течение 
периода медленного роста [20]. Позднее была вы-
явлена трансгенерационная связь между качеством 
и количеством питания в начале жизни бабушки и 
дедушки по отцовской линии и ПЖ внуков, что 
проявлялось, прежде всего, в увеличении риска 
смерти от сердечно-сосудистых заболеваний и диа-
бета у людей, чьи бабушки и дедушки переедали 
во время медленного роста [22–24]. Эта связь имела 
гендерные особенности: характеристики питания 
бабушек по отцовской линии влияли на риск 
смертности у внучек, а дедушек по отцовской ли-
нии — у внуков [22, 23]. В недавней работе той же 
исследовательской группы продемонстрировано, 
что резкие изменения (от одного года к другому) 
характеристик питания во время медленного роста 
обоих предков по материнской линии, а также де-
душек по отцовской линии не влияют на смерт-
ность их потомков [25]. Если же подобные изме-
нения питания претерпевали перед половым со-
зреванием бабушки по отцовской линии, их внуки 
имели существенно повышенный риск смерти от 
сердечно-сосудистых заболеваний. По мнению 

авторов, эти эффекты вряд ли могут объясняться 
особенностями образа жизни или селективными 
(генетическими) процессами. Наиболее вероятным 
объяснением, по их мнению, является перенос 
определенной информации посредством эпигене-
тических меток, сохраняющихся на Х-хромосоме 
сперматозоида в процессе мейоза [25], а также пе-
редачей этой информации при помощи некодиру-
ющих микроРНК [26].

В исследовании, осуществленном в Швеции, 
в качестве “индикатора” неблагоприятных усло-
вий развития использовалась незаконнорожден-
ность, по очевидным причинам связанная с более 
низким социально-экономическим уровнем жизни, 
чем в случае рождения в полных семьях. В этой 
работе выявлено, что уровень смертности мужчин 
и женщин, рожденных вне брака в начале двадца-
того века, был во взрослом возрасте существенно 
выше, чем у людей, рожденных в законном браке 
[27]. У мужчин из этой группы также было меньше 
шансов дожить до 80 лет по сравнению с теми, кто 
был рожден в браке. Подобные тенденции были 
также свойственны их детям и внукам.

Получены также доказательства того, что 
к трансгенерационным эффектам, влияющим на 
здоровье человека, может приводить и воздей-
ствие факторов, не имеющих прямого отношения 
к питанию, в частности, наличие токсинов в окру-
жающей среде во время развития ребенка. Подобные 
данные получены в отношении диэтилстилбестро-
ла — синтетического нестероидного эстрогена, ко-
торый был использован в период между 1938 и 
1971 гг. для предотвращения выкидышей и других 
осложнений беременности, но применение кото-
рого, как оказалось, приводит к серьезным побоч-
ным эффектам, и поэтому было запрещено в США 
и других странах. Было выявлено, что женщины, 
бабушки которых по материнской линии прини-
мали во время ранней беременности диэтилстил-
бестрол, имеют повышенный риск развития рака 
яичников [28]. К трансгенерационным эффектам 
в отношении здоровья людей может приводить и 
воздействие никотина. В уже упоминавшемся ра-
нее исследовании установили, что курение жите-
лей шведского округа Оверкаликс в период препу-
бертата привело к увеличению индекса массы тела 
их детей в 9-летнем возрасте [22]. Этот эффект, 
однако, проявлялся только у мальчиков; у девочек 
он выражен не был. В работе Нортстона с соавт. 
[29] было показано, что курение мальчиков на про-
тяжении этого периода развития также приводит 
к повышению риска ожирения их сыновей в под-
ростковом возрасте.

Результаты эпидемиологических исследований, 
свидетельствующие о возможности трансгенера-
ционных эффектов, связанных с онтогенетиче-
ским программированием характеристик здоровья 
и возраст-зависимой смертности людей, приведены 
в табл. 1.
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Изучение эпигенетических механизмов 
трансгенерационного наследования в 
экспериментальных исследованиях

Одной из основных особенностей трансгене-

рационного (эпигенетического) наследования яв-

ляется то, что, как правило, выраженность этих 

эффектов постепенно уменьшается и сходит на нет 

в течение 3–4 поколений [30]. Известно, что при 

переходе от одного поколения к другому происхо-

дит очищение от накопленной в течение прошед-

шего отрезка жизни эпигенетической информации. 

Например, у млекопитающих на стадиях позднего 

гаметогенеза и имплантации бластоцисты проис-

ходит практически полное деметилирование гено-

ма с последующим метилированием de novo [31]. 

Однако в последние годы накапливается все боль-

ше свидетельств того, что некоторые эпигенетиче-

ские метки могут сохраняться в ходе этих “волн 

деметилирования/метилирования” и воспроизво-

диться у потомков на протяжении нескольких по-

следующих поколений [10–13]. Некоторые авторы 

высказывают предположение, что подобный вид 

наследования может иметь адаптивное значение и 

позволяет популяциям быстрее приспосабливаться 

в случае резких изменений условий их обитания 

[32]. В качестве наиболее вероятных механизмов, 

обусловливающих трансгенерационное эпигенети-

ческое наследование, рассматриваются изменения 

на уровне метилирования ДНК, модификации ги-

стонов, воздействие определенных факторов, ло-

кализованных в цитоплазме (прежде всего, малых 

регуляторных РНК) [32], а также прионов [33].

В последующих разделах будут описаны ре-

зультаты исследований, посвященных изучению 

механизмов, определяющих трансгенерационное 

наследование ПЖ и ассоциированных с долгожи-

тельством признаков, на различных модельных 

объектах.

Нематода

Возможность трансгенерационного эпигенети-

ческого наследования ПЖ у нематоды Caenorhab-
ditis elegans продемонстрирована в статье Грира и 

соавт., опубликованной в 2011 г. в журнале Nature 

[34]. В этой работе показано, что некоторые моди-

фикации гистонов, а именно — изменения в комп-

лексе H3K4me3 в родительском поколении, могут 

влиять на ПЖ последующих поколений нематод. 

Авторы скрещивали долгоживущих мутантных са-

мок, носителей модифицированного комплекса 

H3K4me3, с самцами дикого типа для получения 

гетерозиготных потомков F1. Потомки поколения 

F2 были получены в результате самооплодотворе-

ния гетерозиготных червей F1, что дало возможность 

в результате расщепления потомков выделить как 

гетерозиготных нематод, так и гомозиготных му-

Таблица 1

Данные исследований, демонстрирующих влияние на здоровье и продолжительность жизни людей 
трансгенерационных программирующих эффектов неблагоприятных условий в ранней жизни

Ситуация (условие, фактор) Стадия онтогенеза Поколение Последствия для здоровья Источник

Голод в Голландии 1944–1945 гг. Внутриутробное развитие F2 Плохое состояние здоровья 
в дальнейшей жизни

[15]

Недостаточное питание Пренатальное развитие F1 Ожирение [16]

Переедание Период медленного роста F2 Ухудшение выживаемости [18]

Недоедание Период медленного роста F2 Увеличение уровня смертности [22]

Переедание Период медленного роста F2 Высокий уровень преждевременной 
смерти

[23]

Резкие изменения характеристик 
питания 

Период медленного роста F1 Повышенный уровень смертности 
от сердечно-сосудистых заболеваний

[25]

Незаконнорождённость Детство F0-F2 Повышенный риск смертности 
во взрослом возрасте

[27]

Приём диэтилстилбестрола Ранняя беременность F2 Повышенный риск развития рака 
яичников

[28]

Курение Период медленного роста F1 Повышение индекса массы тела [22]

Курение Период медленного роста F1 Ожирение в подростковом возрасте [29]
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тантов или особей дикого типа. Поколения F3–F5 
были созданы аналогичным образом. Неожиданно 
было выявлено, что потомкам этих скрещиваний 
в поколениях F2–F4, генетически принадлежащим 
к дикому типу, был присущ “долгоживущий” фе-
нотип, сходный с таковым у их мутантных пред-
ков. Полногеномное профилирование транскрип-
тома червей показало, что долгоживущие мутанты 
и представители дикого типа F2–F4, произошедшие 
от них, демонстрируют сходный уровень транс-
крипционной активности многих генов. Этот эф-
фект сходил на нет только в поколении F5, в кото-
ром была восстановлена нормальная для нематод 
ПЖ. Позже в своем аналитическом обзоре Лим и 
Бруне [35] высказали предположение, что эффек-
ты, подобные тем, которые наблюдались в этом 
исследовании, с наибольшей вероятностью можно 
объяснить влиянием микроРНК или специфиче-
ских транскрипционных факторов, от которых за-
висит уровень экспрессии ассоциированных с ПЖ 
генов, хотя нельзя исключать и воздействие дру-
гих факторов, например, прионов.

Плодовая мушка

Трансгенерационные эффекты в отношении ПЖ 
выявлены в недавнем исследовании, осуществлен-
ном на плодовой мушке Drosophila melanogaster [36]. 
В этой работе мушек после вылупления из куколок 
содержали на пищевой смеси с различным соот-
ношением белков и углеводов. Диета как с пони-
женным содержанием белка, так и с существенно 
повышенным, уменьшала ПЖ потомков. В то же 
время, содержание на корме с умеренно увеличен-
ным содержанием белка приводило к значитель-
ному увеличению ПЖ мушек, причем этот эффект 
сохранялся в поколениях F1–F3. Подобные транс-
генерационные эффекты были выявлены и в от-
ношении репродуктивной активности насекомых. 
Данкан с соавт. в своем недавнем исследовании 
изучили механизмы, предположительно влияющие 
на процессы трансгенерационного наследования 
у Drosophila [37]. Они показали, что разведение са-
мок на пищевой смеси с высоким содержанием 
сахара приводит к существенному изменению со-
става тела личинок их потомков, а также к увели-
чению проявлений ожирения и модификации экс-
прессии генов, играющих важную роль в контроле 
метаболических процессов, на протяжении после-
дующих двух поколений.

Лучепёрая аквариумная рыбка

В исследовании Ломбо с соавт. [38] обьектом 
исследования была лучепёрая аквариумная рыбка 
(Zebrafish). Взрослые самцы на протяжении периода 
сперматогенеза были подвергнуты действию бис-
фенола А (BPA), а затем скрещены с интактными 
самками. Потомки этих скрещиваний в поколениях 
F1 и F2 характеризовались выраженным увеличе-

нием частоты патологий сердца. Также в поколе-
нии F1 выявлено существенное снижение транс-
крипционной активности пяти генов, играющих 
важную роль в развитии сердца у рыбок. Также 
в поколениях F0 и F1 в сперме самцов был понижен 
уровень экспрессии генов, принимающих участие 
в раннем развитии. В частности, у этих рыбок был 
существенно изменен инсулиновый сигналинг 
(как известно, играющий важную роль в процессах, 
определяющих потенциал долгожительства [39]) 
за счет снижения экспрессии бета-субъединицы 
инсулинового рецептора.

Мускусная утка

Трансгенерационные эффекты в отношении 
метаболических показателей, в значительной сте-
пени влияющих на ПЖ, выявлены и у птиц. В не-
давнем исследовании, реализованном на мускус-
ной утке (Muscovy duck), было изучено влияние на 
потомков дефицита метионина, играющего, как 
известно, ключевую роль в процессе метилирова-
ния ДНК [8]. Показано, что дефицит этого компо-
нента в пище самок может влиять на фенотипиче-
ские проявления у их потомков в поколении F2. 
В частности, это привело к уменьшению массы тела 
птиц, увеличению у них уровня глюкозы и тригли-
церидов в плазме крови [40].

Грызуны

Экспериментальные доказательства, свидетель-
ствующие о возможности трансгенерационного 
эпигенетическиого наследования характеристик, 
в значительной мере ассоциированных с долгожи-
тельством, получены и в исследованиях, осущест-
вленных на грызунах. Потомки самцов мышей, 
содержащихся на корме с низким содержанием 
белка, характеризовались увеличенным уровнем 
экспрессии многих генов, вовлеченных в синтез 
липидов и холестерина, в сравнении с потомками 
контрольных животных. Измененными также ока-
зались и характеристики метилирования многих 
генов, в том числе ключевого регулятора липидного 
обмена Ppara [41]. В другом исследовании индук-
ция предиабетического состояния у самцов мы-
шей привела к увеличению риска развития диабета 
у их потомков [42]. Эти эффекты сопровождались 
модуляцией уровня экспрессии генов, вовлеченных 
в метаболизм глюкозы и инсулиновый сигналинг, 
в бета-клетках поджелудочной железы, а также из-
менениями характеристик метилирования этих ге-
нов. Кроме того, у потомков мышей с преддиабетом 
были в значительной степени трансформированы 
характеристики метилома спермы, и эти измене-
ния в значительной степени совпадали с модифика-
циями, выявленными в бета-клетках. В исследова-
нии Котурбаша с соавт. [43] выявлено глобальное 
снижение метилирования генома, а также накоп-
ление разрывов ДНК в клетках тимуса у потомков 
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облученных мышей. По мнению авторов, такие 
изменения могут свидетельствовать о дестабилиза-
ции генома и увеличении в ряду поколений риска 
возникновения новообразований у потомков об-
лученных животных.

Экспериментальные подтверждения возмож-
ности трансгенерационного наследования харак-
теристик, ассоциированных с долгожительством, 
получены также в исследованиях, осуществленных 
на крысах. Так, было выявлено, что воздействие 
винклозолина (фунгицида, обладающего антиан-
дрогенной активностью) на протяжении крити-
ческого периода эмбрионального развития увели-
чивает риск серьезных нарушений во взрослом 
возрасте, включая бесплодие, образование опухо-
лей, болезни почек и нарушения иммунитета, не 
только у особей, непосредственно подвергнутых 
воздействию винклозолина, но и у их потомков 
в течение четырех поколений [44]. Эти эффекты 
сопровождались отклонениями характеристик ме-
тилирования ДНК различных генов в сперме, со-
храняющимися в течение нескольких поколений. 
В более позднем исследовании у потомков (F3) жи-
вотных, подвергнутых воздействию винклозолина, 
с помощью полногеномного анализа метилирова-
ния ДНК спермы также было выявлено 16 генов 
с выраженными изменениями параметров метилиро-
вания ДНК [45]. К подобным трансгенерационным 
эффектам в отношении склонности к заболеваниям 

взрослого возраста у крыс, сопровождавшимся 
эпигенетическими изменениями на уровне мети-
лирования ДНК спермы, привело и пренатальное 
воздействие других токсических соединений — ди-
оксина [46], эндокринных дизрапторов, использу-
ющихся при изготовлении пластмасс, в том числе 
бисфенола А (BPA), диэтилгексилфталата (DEHP) 
и дибутилфталата (DBP) [47], а также пестицида 
метоксихлора [48]. В более позднем исследовании 
этого же коллектива авторов воздействие инсекти-
цида дихлордифенилтрихлорметана (ДДТ) на бере-
менных самок привело к возникновению ожире-
ния и ассоциированных с ним заболеваний более 
чем у 50% их потомков (как самцов, так и самок) 
в поколении F3. Авторы также выявили в этом по-
колении изменения характеристик метилирования 
ДНК генов, имеющих отношение к развитию ожи-
рения и метаболического синдрома [49]. Результаты 
исследований, демонстрирующих трансгенераци-
онные программирующие эффекты в отношении 
ПЖ и ассоциированных с долгожительством при-
знаков у экспериментальных животных, представ-
лены в табл. 2.

К настоящему времени накоплено большое 
количество экспериментальных и эпидемиологиче-
ских данных, свидетельствующих о возможности 
трансгенерационного сохранения эпигенетических 
модификаций, индуцированных стрессовыми воз-
действиями пищевой и иной природы во время 

Таблица 2

Данные исследований, демонстрирующих трансгенерационные программирующие эффекты в отношении 
продолжительности жизни и ассоциированных с долгожительством признаков у экспериментальных животных

Модельный организм Ситуация (условие, фактор) Поколение Последствия для здоровья Источник

Caenorhabditis elegans Мутация F2–F4 Увеличенная ПЖ [34]

Drosophila melanogaster 

Сниженное отношение “белки/уг-
леводы” в пищевой смеси

Умеренно увеличенное отношение 
“белки/углеводы” в пищевой смеси

F1–F3

F1–F3

Уменьшенная ПЖ

Увеличенная ПЖ
[36]

Drosophila melanogaster Повышенное содержание сахара 
в пищевой смеси самок

F2–F3 Ожирение, метаболические наруше-
ния

[37]

Zebrafish Воздействие бисфенола А F1–F2 Увеличение уровня патологий сердца [38]

Muscovy duck Дефицит метионина в корме самок F2 Уменьшение массы тела и увеличе-
ние уровня глюкозы и триглицери-
дов в плазме крови

[40]

Мышь Сниженное содержание белка 
в корме самцов

F1 Нарушенный синтез липидов и холе-
стерина

[41]

Мышь Индукция преддиабета у самцов F1 Диабет; нарушения метаболизма 
глюкозы и инсулинового сигналинга

[42]

Мышь Рентгеновское облучение F1 Дестабилизация генома в клетках 
тимуса

[43]

Крыса Воздействие винклозолина в пре-
натальный период 

F2–F5 Бесплодие, опухоли, болезни почек, 
нарушения иммунитета

[44]

Крыса Воздействие ДДТ в пренатальный 
период 

F3 Ожирение и ассоциированные с ним 
заболевания

[49]
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раннего развития организма. От этих процессов, 
в частности, могут зависеть склонность к возраст-
ным патологиям, а также особенности старения и 
ПЖ организма [10–14]. В то же время значимость 
этих процессов для детерминации темпа старения 
в сопоставлении со значимостью традиционно рас-
сматриваемых генетических факторов и условий 
средового окружения остается неизвестной. Для 
того чтобы определить потенциальное значение 
мягкого (эпигенетического) наследования в детер-
минации темпа старения и потенциала долголе-
тия, в работах будущих лет предстоит ответить на 
некоторые вопросы, важные для понимания роли 
негенетического наследования. Некоторые из этих 
вопросов представлены ниже. Большинство из них 
рассматривались неоднократно, но до сегодняш-
него дня ответы были получены лишь частично, по-
этому эти вопросы до сих пор являются предметом 
оживленных дискуссий.

– Насколько распространено трансгенераци-
онное эпигенетическое наследование?

– Какова относительная важность “мягкого” 
(негенетического) наследования по сравнению 
с “жестким” (генетическим)?

– На протяжении скольких поколений могут 
воспроизводиться трансгенерационные эффекты?

– Почему трансгенерационные эффекты схо-
дят на нет через несколько поколений?

– Может ли наследование по эпигенетическому 

механизму влиять на генетическое наследование?

– Каким образом системные (на уровне целого 

организма) сигналы могут быть переданы от сома-

тических клеток к генеративным и воздействовать 

на них?

– Являются ли механизмы, лежащие в основе 

трансгенерационного эпигенетического наследо-

вания, идентичными у различных видов?

Наиболее важным в этом контексте является 

вопрос о механизмах, обусловливающих трансге-

нерационное эпигенетическое наследование ПЖ. 

Предполагается, что в их число могут входить ме-

тилирование ДНК, модификации гистонов и из-

менение экспрессии малых некодирующих РНК, 

которые, в свою очередь, регулируют экспрессию 

генов, ассоциированных с долгожительством [50]. 

Идентификация молекулярных механизмов, лежа-

щих в основе трансгенерационного наследования 

хронических заболеваний позднего возраста и ПЖ 

людей, может иметь большое значение для системы 

здравоохранения. Это позволит обеспечить более 

полное представление о факторах риска и этиоло-

гических механизмах патологических процессов, а 

также разработать новые терапевтические подходы 

к лечению заболеваний.
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A number of experimental and epidemiological investigations have provided evidence that 
the health status and aging rate may largely depend on the conditions in which an organism’s 
early development takes place. In several recent studies, data are obtained suggesting that the ef-
fects of stresses in an early development can be inherited transgenerationally, causing changes of 
various characteristics in subsequent generations. There have been shown that epigenetic regula-
tion of genetic expression, including DNA methylation, histone and microRNAs modifications, 
can play a key role in transgenerational inheritance. Until now, it has been generally accepted 
that the complete erasure of epigenetic marks takes place during the gametogenesis and early 
embryogenesis. In recent years, however, data were provided demonstrating that epigenetic 
marks could be not erased completely during these periods of early ontogenesis and some of 
them can likely be transmitted to the descendants of several generations affecting their pheno-
type. In this review, the data of epidemiological and experimental studies are provided showing 
the possibility of inheritance of life expectancy and associated with longevity traits in several 
generations.
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В обзоре кратко описываются основные типы аутофагии — макроаутофагия, микро-
аутофагия и шаперон-опосредованная аутофагия. Анализируются данные о характере 
влияния аутофагии на возникновение некоторых патологических процессов и старение 
у различных организмов. Отмечается, что такое влияние, как правило (хоть и не всегда), 
является положительным. Рассматриваются результаты исследований данного феномена 
в экспериментах на мышах, нематодах, дрозофилах, бактериях, дрожжах и культурах кле-
ток высших организмов. Подчеркивается очевидная связь активации аутофагии с огра-
ничением клеточной пролиферации, которую авторы считают основной причиной накоп-
ления с возрастом различных дефектов (наиболее важные из них — повреждения ДНК) 
в клетках и тканях, что приводит к увеличению вероятности смерти, т.е. к старению. За-
ключается, что изучение роли аутофагии в процессе старения наиболее целесообразно 
проводить на моделях хронологического старения дрожжей или “стационарного старе-
ния” клеточных культур.

Ключевые слова: аутофагия, цитогеронтология, репликативное старение, “стацио-
нарное старение”, постмитотические клетки, ограничение клеточной пролиферации, обзор.

Аутофагия переводится с греческого как “са-
мопоедание”, что вполне отражает суть процесса — 
различные цитоплазматические субстраты клетки 
доставляются в её лизосомы, где происходит их 
разрушение. Существует три основных типа ауто-
фагии, которые различаются объёмом поглощае-
мых субстратов и механизмом доставки элементов 
цитоплазмы в лизосомы. Наиболее изученной явля-
ется макроаутофагия (МАФ), в результате которой 
происходит деградация органелл клетки и круп-
ных макромолекул, для чего образуются специаль-
ные мембранные структуры — аутофаголизосомы. 
Сначала участок цитоплазмы с поврежденными 
субстратами поглощается двумембранным образо-
ванием — фагофорой, затем фагофора замыкается 
и становится аутофагосомой, после чего она сли-
вается с лизосомой и в результате формируется ау-
тофаголизосома. С помощью МАФ клетка может 
обновлять внутриклеточный неядерный материал 
[1], разрушая старые структуры и создавая из по-
лученных в ходе “переваривания” строительных 
блоков новые.

При микроаутофагии участки лизосом образуют 
впячивания и поглощают таким образом неболь-
шие структуры и макромолекулы, аутофагосомы не 
образуются. Другое название микроаутофагии — 
базальная аутофагия [2], так как этот процесс под-
держивается в клетках на постоянном уровне. 
Мик роаутофагию клетки также используют, когда 
им не хватает энергии. Именно так, переваривая 
небольшие участки цитоплазмы, получают энергию 
дрожжи [3].

Шаперон-опосредованная аутофагия не требует 
перестройки мембраны лизосом — “испорчен-
ные” белки переносятся в лизосомы при участии 
белков-шаперонов [4]. Только растворимые цито-
зольные белки могут быть транспортированы таким 
способом, причём эти белки должны пройти через 
процесс развёртывания (unfolding), чтобы попасть 
внутрь лизосомы [5]. Активность МАФ и шаперон-
опосредованной аутофагии резко возрастает в от-
вет на стресс, это помогает клеткам адаптироваться 
к условиям окружающей среды [2].

С помощью МАФ могут также поглощаться и 
перевариваться патогенные микроорганизмы (бак-
терии, вирусы, микоплазмы), этот частный случай 
называется ксенофагией [6].

МАФ подвержены все клеточные структуры, 
но особенно большое значение имеет “перевари-
вание” митохондрий (митофагия) [4, 7], так как 
контроль качества этих органелл является необхо-
димым условием долгого существования клетки. 
С МАФ тесно связан процесс митохондриального 
биогенеза, в некоторых случаях образование но-
вых митохондрий возможно только с использова-
нием строительных блоков, полученных клеткой 
из “старых” митохондрий [4].

За последние десять лет интерес исследова-
телей, в том числе и геронтологов, к аутофагии 
значительно возрос. По-видимому, именно этот 
процесс помогает клеткам избавиться от “испор-
ченных” органелл, появляющихся в них при старе-
нии. Кроме того, целый ряд фактов свидетельствует 
о влиянии аутофагии на продолжительность жизни 
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и старение. Известно, что её активность уменьша-
ется с возрастом, а многие возрастные патологии 
связаны с нарушением этого процесса [1, 4]. Сти-
мулирование аутофагии может обеспечивать омо-
лаживающий эффект [8]. Также известно, что влия-
ние ограничения питания на продолжительность 
жизни опосредуется в значительной степени через 
аутофагию [1]. На наш взгляд, действие этого про-
цесса на продолжительность жизни ограничено. 
Клетки могут получать питательные вещества за 
счёт переваривания собственной цитоплазмы, они 
также могут удалять повреждённые органеллы и 
макромолекулы и обновлять их, но в случае, если 
повреждения образуются в ДНК — главной ма-
трице клетки, аутофагия становится бесполезной.

В настоящем обзоре мы хотели бы кратко рас-
смотреть данные о связи аутофагии (главным об-
разом, МАФ) со старением организмов или клеточ-
ных культур, а также изложить некоторые наши 
соображения, касающиеся как интерпретации дан-
ных, получаемых при исследовании аутофагии в ци-
тогеронтологических экспериментах, так и мето-
дологии таких исследований.

Аутофагия и старение

Согласно определению, которого мы придер-
живаемся, старение — это совокупность возрастных 
изменений организма, приводящих к увеличению 
вероятности его смерти [9-12]. Со временем спо-
собность организма противостоять воздействию 
окружающей среды падает, ухудшается способность 
сопротивляться инфекциям, увеличивается риск 
развития возрастных болезней. Вероятно, снижение 
активности аутофагии вносит свой вклад во все 
эти изменения.

Положительное влияние аутофагии на продол-
жительность жизни было показано на модельных 
организмах. Фармакологические манипуляции, свя-
занные с ингибированием комплекса TOR (target 
of rapamycin), которые (как и ограничение питания) 
продлевают жизнь Caenorhabditis elegans и Drosophila 
melanogaster, активируют аутофагию [13, 14]. Гене-
тическое ингибирование аутофагии у C. elegans 
приводит к тому, что продолжительность жизни 
не увеличивается при ограничении питания [15]. 
D. melanogaster, имеющие мутации в регулирующих 
аутофагию генах Atg7 и Atg8a (Atg — autophagy-
related genes), гиперчувствительны к окислитель-
ному стрессу и имеют более короткую продолжи-
тельность жизни, чем контрольные мушки [16, 17]. 
Усиление же экспрессии гена Atg8a, напротив, уве-
личивает их среднюю продолжительность жизни и 
устойчивость к окислительному стрессу [17]. У му-
тантов по гену Atg7 наблюдается развитие нейро-
дегенеративных патологий [16]. Кроме того, в нерв-
ной ткани D. melanogaster происходит возрастное 
снижение экспрессии генов аутофагии, которое 
влечёт за собой накопление маркёров нейродеге-
неративной патологии [17]. Нокаут генов Atg5 и 

Atg7 в мозге приводит к образованию включений 
в цитоплазме нейронов у мышей; подобные вклю-
чения накапливаются в мозге при старении [18, 19]. 
Кроме того, было продемонстрировано, что эти 
гены необходимы для нормального функциониро-
вания центральной нервной системы — дефицит 
Atg5 приводит к нарушениям в моторике [18], а де-
фицит Atg7 — к нарушениям координации и к мас-
совой потере нейронов в коре мозжечка и больших 
полушарий мозга у мышей [19]. В другой работе 
было показано, что нокаут гена Atg7 в скелетной 
мускулатуре мышей приводит к атрофии мышеч-
ных волокон и развитию в них процессов деграда-
ции. У таких животных происходят накопление 
белковых агрегатов, повреждённых митохондрий 
и мембранных структур, а также растяжение сар-
коплазматического ретикулума, вакуолизация ци-
топлазмы и апоптоз в миоцитах [20]. Таким образом, 
поддержание активности аутофагии на определен-
ном уровне — совершенно необходимое условие 
для нормального физиологического функциони-
рования скелетных мышц и нейронов.

В стареющих клетках накапливаются повреж-
денные макромолекулы и органеллы [21, 22], этот 
материал является балластом, и клетке сложно от 
него избавиться. Причиной накопления подобного 
“мусора”, видимо, является в том числе и ухудше-
ние аутофагии [23]. Необходимо подчеркнуть, что 
обновление клеточного материала с помощью МАФ 
крайне важно для постмитотических клеток, кото-
рые не могут делиться и обновлять таким способом 
своё содержимое. Сердечно-сосудистые и нейро-
дегенеративные заболевания развиваются с воз-
растом как раз из-за того, что кардиомиоциты и 
нейроны накапливают в течение жизни организма 
балласт из белков и сломанных органелл. “Чистка” 
клеток с помощью аутофагии может помочь этим 
клеткам функционировать дольше.

Рассмотрим, как работает аутофагия в случае 
со скелетными мышечными клетками. С возрас-
том мышечные волокна теряют клетки и атрофи-
руются, это происходит из-за дисбаланса синтеза 
и распада белков [24]. При голодании, нарушении 
иннервации или травмах, как и при старении, так-
же происходит избыточная активация катаболиче-
ских путей, что приводит к потере мышечной мас-
сы, поэтому логично было бы предположить, что 
аутофагия скорее наносит вред мышечным волок-
нам, чем защищает их. Однако данные упомянутой 
выше работы Масиеро и Сандри [20] противоре-
чат этому предположению. Нейроны в ещё большей 
степени подвержены накоплению деградировавших 
белков с возрастом [24]. Основные возрастные 
нейродегенеративные заболевания людей — болезнь 
Альцгеймера, болезнь Паркинсона, хорея Хан-
тингтона — связаны с накоплением “балласта” в 
нервных клетках [1, 25]. Было обнаружено, что при 
болезни Альцгеймера β-амилоид накапливается 
в аутофагосомах, но слияния аутофагосом с лизо-
сомами не происходит, вследствие чего пептид не 
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разрушается, как это должно происходить в нор-
мальных нервных клетках. Как на мышах с нейро-
дегенеративными повреждениями, так и на пло-
довых мушках, для которых разработана модель 
болезни Хантингтона, было показано, что количе-
ство агрегатов мутантного белка хангтингтина 
уменьшается, если индуцировать аутофагию [26]. 
В процесс избавления нервных клеток от “испор-
ченных” органелл и белков вовлечены как МАФ, 
так и шаперон-опосредованная аутофагия. Поддер-
жание этих типов аутофагии в “старых” нервных 
клетках на том же уровне, что и в “молодых”, ве-
роятно, помогло бы избежать развития нейродеге-
неративных заболеваний.

Тем не менее, существует точка зрения, соглас-
но которой аутофагии приписывают отрицатель-
ную роль в жизнедеятельности организма. Раковые 
клетки могут использовать этот процесс для вы-
живания — например, после химиотерапии [27]. 
Было установлено, что воздействие противоопухо-
левых препаратов на клетки опухоли молочной 
железы и рака толстой кишки активирует аутофа-
гию [28]. В то же время, для борьбы с опухолями 
некоторых типов используют ингибиторы аутофа-
гии [29]. На наш взгляд, это лишний раз доказы-
вает, что аутофагия — универсальный процесс, ко-
торый помогает выживать любым клеткам. Как уже 
упоминалось в нашей предыдущей работе [30], 
важно различать влияние фактора на отдельные 
клетки внутри организма и влияние на сам орга-
низм. Например, переход клетки в “старческое” 
(senescent) состояние, с одной стороны, помогает 
организму, так как клетка не становится раковой, 
с другой — “старых” клеток становится много и 
они нарушают работу тканей и органов [31]. В слу-
чае, когда злокачественная опухоль уже образо-
валась, аутофагия не сможет помочь организму. 
Однако этот процесс могут использовать и нор-
мальные клетки, особенно он нужен нейронам, 
кардиомиоцитам и долгоживущим иммунным клет-
кам памяти [4]. Мы всё же склонны считать, что 
аутофагия — это способ защиты клеток от небла-
гоприятных условий, а не инструмент для запуска 
их гибели.

Аутофагия, клеточное старение 
и ограничение пролиферации

В цитогеронтологии существуют две основ-
ные модели клеточного старения — модель Хейф-
лика (репликативное старение) [32, 33] и “стацио-
нарное старение” клеточных культур [21, 34–37]. 
При классическом репликативном старении “по 
Хейфлику” подсчитывают количество делений, 
которое совершили клетки. Нормальные клетки 
спустя определенное количество пассажей пере-
стают делиться и становятся “состарившимися” 
(senescent), так как их теломеры сильно укорачи-
ваются. На сегодняшний день часто используют 
модель, в которой клетки делают “сенесцентными”, 

повреждая их, чтобы они не могли делиться. Это — 
так называемое стресс-индуцированное прежде-
временное старение (СИПС) [31, 35, 38]. Подоб-
ная постановка вопроса позволяет использовать 
в экспериментах не только нормальные, но и транс-
формированные клетки. Нужно заметить, что сто-
ронники данной модели считают, что и аутофагия, 
и СИПС защищают организм от рака [39]. Суще-
ствует также точка зрения, согласно которой ауто-
фагия может служить пусковым механизмом, ко-
торый активирует повреждение ДНК и запускает 
тем самым СИПС [40]. Нам кажется, что аутофа-
гия в норме не должна индуцировать подобный 
процесс, этот эффект скорее связан с избыточной 
активацией аутофагии, которую вызывают, созда-
вая не вполне физиологические условия (напри-
мер, используя химиотерапию). 

В качестве модельного объекта для изучения 
аутофагии часто используют дрожжи, являющиеся 
одноклеточными эукариотическими организма-
ми, причём эксперименты преимущественно про-
водят в рамках хронологической модели старения, 
когда клетки достигают стационарной фазы роста 
и их пролиферация останавливается [41, 42]. Ак-
тивация МАФ продлевает жизнь “хронологически 
стареющим” дрожжам [43, 44], а её подавление 
приводит к преждевременной гибели клеток [45]. 
Ограничение количества аминокислот в питатель-
ной среде приводит к увеличению продолжитель-
ности жизни Saccharomyces cerevisiae, но при нару-
шении процесса аутофагии этот эффект исчезает 
[46]. Таким образом, эффект ограничения питания 
у дрожжей, вероятно, опосредуется через аутофа-
гию. Также доказано, что короткоживушие мутанты 
S. cerevisiae имеют мутации в генах Atg [46]. 

У бактерий существует механизм, сходный по 
принципу с аутофагией эукариот, который проявля-
ется в уменьшении размеров клеток (“dwarfing”), 
так как часть цитоплазмы подвергается “перева-
риванию”. Этот процесс активируется также в ста-
ционарной фазе роста культуры [47] и помогает 
клеткам выжить в условиях нехватки питательных 
веществ.

“Стационарное старение” культур клеток мно-
гоклеточных организмов сходно с хронологиче-
ским старением у дрожжей [42]. Клетки становятся 
“старыми” в стационарной фазе роста, когда куль-
тура достигает монослоя, в результате чего под 
действием контактного торможения останавлива-
ется пролиферация. Данная модельная система 
базируется на концепции, согласно которой огра-
ничение пролиферации приводит к накоплению 
макромолекулярных повреждений в клетках культу-
ры, сходных с повреждениями, накапливающимися 
в постмитотичсеских клетках многоклеточного 
организма с возрастом [21, 22, 48, 49]. В наших 
собственных экспериментах [50] мы неоднократно 
наблюдали вакуолизацию цитоплазмы “стацио-
нарно старых” трансформированных клеток ки-
тайского хомячка или нормальных фибробластов 
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человека, что свидетельствует о процессе активного 
переваривания цитоплазматического материала, 
когда органеллы и макромолекулы внутри клеток 
приобретают множество дефектов. Однако в ли-
шенных возможности размножаться клетках про-
цесс деградации продолжается, поэтому аутофагия 
рано или поздно перестает их “выручать”. Если 
в постмитотической клетке повреждаются не ци-
топлазматические структуры, а ядерные — и, что 
наиболее важно, ДНК, - то предотвратить нега-
тивные последствия подобных нарушений для 
клеток может лишь система репарации ДНК, но и 
она не может устранить абсолютно все ошибки. 
Впрочем, если в цитоплазме не будет повреждён-
ных митохондрий, то и избыточного образования 
активных форм кислорода не произойдёт, а зна-
чит, снизится риск повреждения ДНК. Следует всё 
же подчеркнуть, что существуют организмы, кото-
рые идут другим путём — они просто сбрасывают 
клетки, которые накопили дефекты и заменяют их 
новыми. Именно так поступает пресноводная гидра 
[51]. За счёт высокой скорости пролиферации в ор-
ганизме гидры происходит “разбавление” испор-
ченных клеток новыми. Для высших организмов 
и, в первую очередь человека, этот способ не го-
дится, так как именно наличие высокодифферен-
цированных клеточных популяций обеспечивает 
нормальное функционирование особи, поэтому та-
ким организмам приходится искать способ для 

устранения дефектов в постмитотических клетках. 
Однако даже в жизни гидры аутофагия играет важ-
ную роль, помогая полипу выживать при голодании 
[52], подавляющем обновление клеток организма.

На наш взгляд, запускать МАФ лучше всего 
естественным путем, а не используя вещества, ими-
тирующие эффект ограничения питания — рапами-
цин, ресвератрол и др., так как со временем к ним 
может развиваться привыкание [30, 53]. Именно 
таким естественным путем это процесс активиру-
ется в нашей модели “стационарного клеточного 
старения”.

Заключение

Таким образом, несмотря на то, что существует 
мнение об аутофагии как о негативном регуляторе 
жизнедеятельности, доказательств её полезности 
(в том числе и “геронтологической”) всё же боль-
ше. Все типы аутофагии тем или иным способом 
влияют на продолжительность жизни, продлевая 
её. Так как аутофагия имеет большое значение для 
постмитотических клеток, то исследование роли 
этого процесса в детерминации продолжительно-
сти жизни и регуляции старения организмов на 
модели “стационарного старения” клеточных куль-
тур, когда пролиферация клеток остановлена с по-
мощью контактного торможения, представляется 
наиболее целесообразным.
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GERONTOLOGY

SOME REMARKS ON THE RELATIONSHIP BETWEEN AUTOPHAGY, 
CELL AGING, AND CELL PROLIFERATION RESTRICTION

G.V. Morgunova*, A.A. Klebanov, A.N. Khokhlov

Evolutionary Cytogerontology Sector, School of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskiye gory 1-12, Moscow, 119234, Russia 

*e-mail: morgunova@mail.bio.msu.ru

In the review the main types of autophagy (macroautophagy, microautophagy, and chaperone-
mediated autophagy) are shortly described. Data about character of influence of autophagy on 
the aging process and on the development of some neurodegenerative diseases in various organisms 
are analyzed. It is noted that this effect is usually (though not always) beneficial. Results of inves-
tigations of the phenomenon in experiments on mice, nematodes, fruit flies, bacteria, yeasts, and 
higher organisms’ cell cultures are considered. Obvious relationship between autophagy activa-
tion and cell proliferation restriction is emphasized. The latter the authors believe to be the main 
cause of age-related accumulation in cells and tissues of various defects (the most important — 
DNA damage) that leads to the increase of death probability — i.e., to aging. It is concluded that 
studies of the role of autophagy in the aging process on the models of chronological aging in 
yeast or stationary phase aging of cell cultures could be considered as the most appropriate 
approach to the problem solution. 

Keywords: autophagy, cytogerontology, replicative aging, stationary phase aging, postmitotic 
cells, cell proliferation restriction, review.
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Получены микроносители на основе фиброина шёлка. Микроносители могут ис-
пользоваться в качестве субстрата для культивирования клеток, для доставки клеток при 
проведении клеточной терапии, а также для создания тканеинженерных конструкций. 
Фиброиновые микроносители были минерализованы, что привело к появлению кри-
сталлов фосфата кальция на их поверхности. Способность минерализованных и не ми-
нерализованных микроносителей поддерживать остеогенную дифференцировку остео-
бластоподобных клеток линии MG-63 была оценена по уровню активности щелочной 
фосфатазы, раннего маркера остеогенеза. Было показано, что клетки активно пролифе-
рировали на поверхности как минерализованных, так и немодифицированных микроно-
сителей. Культивирование MG-63 на поверхности фиброиновых микроносителей при-
водило к повышению активности щелочной фосфатазы, что указывало на остеогенную 
дифференцировку клеток MG-63 в отсутствие индукторов. Уровень щелочной фосфатазы 
был выше при использовании минерализованных микроносителей. При традиционном 
двухмерном культивировании клеток MG-63 активность щелочной фосфатазы была 
близка к нулевому уровню. В отличие от традиционного монослойного культивирования 
при использовании микроносителей клетки находятся в трехмерных условиях, более 
близких к физиологическим. Это может оказывать значительное влияние на их морфоло-
гию и функциональные свойства. В ходе работы также были охарактеризованы механи-
ческие свойства пористых скаффолдов, использованных для получения микроносителей.

Ключевые слова: фиброин, остеогенная дифференцировка, минерализация, трёхмерное 
культивирование, микроноситель.

Микроносители — это частицы, размеры ко-
торых, как правило, не превышают 500 мкм, ис-
пользуемые для культивирования субстрат-зави-
симых клеток. Микроносители характеризуются 
высоким соотношением площадь/объем и могут ис-
пользоваться для динамического культивирования 
клеток в биореакторах [1]. Такие системы исполь-
зуются для наработки клеток [2] или клеточных 
продуктов [3]. Микроносители позволяют наращи-
вать большие количества клеток для терапевтиче-
ского использования [4]. Культивирование клеток 
на микроносителях из биодеградируемых материа-
лов дает возможность трансплантировать клетки 
без снятия с подложки. В этом случае клетки луч-
ше сохраняют жизнеспособность, что обеспечивает 

большую эффективность клеточной терапии [2].
Также биодеградируемые микроносители могут быть 
использованы для доставки и контролируемого вы-
свобождения неклеточных терапевтических пре-
паратов [5].

Микроносители в сочетании с остеогенными 
клетками могут применяться для восстановления 
дефектов кости [6]. Также они могут быть исполь-
зованы для получения макроскопических ткане-
инженерных конструкций [7].

Остеогенная дифференцировка стимулируется 
растворимыми индукторами остеогенеза, однако 
известно, что физическая и химическая структура 
поверхности биоматериала может влиять на про-
лиферацию и дифференцировку клеток [8].
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Шёлк имеет долгую историю применения в ме-
дицине в качестве шовного материала, а сравни-
тельно недавно нашел применение в тканевой ин-
женерии. Фиброин шёлка тутового шелкопряда 
Bombyx mori также может быть использован в каче-
стве материала для микроносителей. Данный мате-
риал не токсичен, характеризуется высокой биосов-
местимостью и способностью к биорезорбции [9]. 
Ранее нами было показано, что микроносители на 
основе фиброина шёлка поддерживают адгезию и 
пролиферацию фибробластов и кератиноцитов — 
основных клеток, участвующих в регенерации кожи 
[10, 11].

Механические свойства фиброина позволяют 
изготавливать из него скаффолды, являющиеся ос-
новой тканеинженерных конструкций для регене-
рации костной ткани [12]. Показано, что имплан-
тация скаффолда на основе фиброина приводит 
к существенному ускорению регенерации дефекта 
кости [13].

В данной работе было продемонстрировано сти-
мулирование остеогенной активности клеток линии 
MG-63 в условиях трёхмерного культивирования 
на фиброиновых микроносителях и минерализован-
ных фиброиновых микроносителях, а также изуче-
ны механические свойства пористых скаффолдов, 
на основе которых получены исследуемые микро-
носители. 

Материалы и методы

Изготовление скаффолдов и микроносителей. 
Скаффолды изготавливали из водного раствора 
фиброина (20 мг/мл). 

Микроносители получали путем криоизмельче-
ния пористых матриксов [11]. Полученную суспен-
зию калибровали через лабораторные сита с диамет-
ром отверстий 500, 250 и 100 мкм (ООО “Крафт”, 
Россия). Для дальнейшей работы использовали 
фракцию частиц размером 100–250 мкм.

Минерализация микроносителей. Минерализа-
цию микроносителей проводили путем осаждения 
фосфата кальция [14]. Процесс был разделен на две 
стадии: прекальцификация и кальцификация. Для 
стадии прекальцификации готовили раствор, содер-
жащий 4 г NaCl, 0,139 г CaCl2, 0,152 г MgCl2·6H2O, 
0,176 г NaHCO3 и 0,089 г Na2HPO4·2H2O в 100 мл 
воды очищенной на установке MilliQ, (“Milli-
pore”, Франция). Все соли производства Sigma-Al-
drich, Германия. Раствор насыщали углекислым 
газом при 37°С. Микрочастицы помещали в при-
готовленный раствор и инкубировали при 37°С 
в течение суток.

Раствор для проведения кальцификации, содер-
жащий 4 г NaCl, 0,139 г CaCl2, 0,03 г MgCl2·6H2O, 
0,088 г NaHCO3 и 0,089 г Na2HPO4·2H2O в 100 мл 
воды насыщали углекислым газом при 50°С. Ми-
крочастицы помещали в приготовленный раствор 
и инкубировали при 50°С в течение суток.

Минерализацию оценивали по окрашиванию 
фосфата кальция ализариновым красным (ARS). 

Для этого микрочастицы помещали в 0,5%-ный 
раствор ARS (Panreac, Испания) при рН = 4,1–4,3 
и инкубировали в темноте в течение часа. Далее 
образцы отмывали водой и изучали на инвертиро-
ванном микроскопе Axiovert 200M LSM510 META 
(Carl Zeiss, Германия).

Культивирование MG-63 на микроносителях. 
Клетки линии MG-63 культивировали в среде 
Eagle’s minimal essential medium (ЕМЕМ) произ-
водства Lonza, (Бельгия), содержащей 1% Non-
Essential Amino Acid (NEAA) производства Lonza 
(Бельгия) и 10% фетальной бычьей сыворотки (ФБС) 
производства HyClone (США). Микроносители 
стерилизовали 70%-ным спиртом и отмывали сре-
дой ЕМЕМ. В лунки 96-луночной круглодонной 
плашки вносили по 50 мкл суспензии микроноси-
телей и по 40 тыс. клеток MG-63 в 50 мкл в среды. 
Инкубировали 6 ч, затем переносили в лунки 
24-луночной плашки в 1 мл культуральной среды. 
Клетки на микроносителях культивировали при 
37°С в присутствии 5% СО2. Среду меняли каждые 
3 сут.

Изучение клеток на поверхности микроносите-
лей методом конфокальной микроскопии. На 1 и 4 сут 
культивирования клетки на микроносителях фик-
сировали 4%-ным формальдегидом. Ядра клеток 
окрашивали Sytox green (Sigma-Aldrich, Германия). 
Образцы изучали на микроскопе Eclipse Ti-E с кон-
фокальным модулем А1 (Nikon Corporation, Япо-
ния) с объективом Plan Apo VC DIC N2 с 20-ти-
кратным увеличением и лазером с длиной волны 
488 нм. Диаметр конфокальной диафрагмы, уста-
новки лазера и анализирующих фильтров настра-
ивали согласно рекомендации производителей. 
Получали серии оптических срезов по всей тол-
щине микроносителя. 

Определение активности щелочной фосфатазы 
при культивировании MG-63 на микроносителях на 
основе фиброина. Остеогенная дифференцировка 
клеток оценивалась по уровню активности щелоч-
ной фосфатазы (ALP) на 7 сут культивирования на 
микроносителях. В качестве контроля использовали 
клетки, выращенные на культуральном пластике 
(двухмерные условия). Клетки лизировали в рас-
творе TGT (50 мМ Tris, 100 мМ глицина и 0,1% 
Triton X-100, рН 10,5). В лунки с лизатом вносили 
по 100 мкл раствора бесцветного p-нитрофенил-
фосфата 10 мг/мл, инкубировали в темноте в тече-
ние 30 мин, затем реакцию останавливали, добавляя 
в лунки по 50 мкл 0,2 М NaOH. Под воздействием 
ALP от нитрофенил-фосфата отщепляется фос-
фатная группа, в результате чего образуется p-нит-
рофенол, имеющий желтый цвет. Активность щелоч-
ной фосфатазы оценивали по оптической плотности 
раствора при 405 нм.

Реология матриксов из фиброина. Эксперименты 
по изучению механических свойств проводились 
на реометре Anton Paar MCR 302 (Австрия). Ис-
следования проводились на влажных образцах. 
Реометр был оборудован измерительной системой 
плита/плита. Типичная толщина исследуемых об-
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разцов составила 3–4 мм (это на порядок больше 
характерного размера пор), диаметр — 2,5 см. Сна-
чала проводили амплитудный тест, чтобы опреде-
лить диапазон линейной вязкоупругости при угловой 
частоте 10 рад/с. Процедура выбора расстояния 
между двумя плитами (зазора), при котором свой-
ства образца измеряются корректно, была анало-
гична описанной ранее [15]. После измерения ха-
рактерного диапазона линейной вязкоупругости 
(0,3%) и оптимального зазора (относительная дефор-
мация 0,1–0,3) на другом образце проводили частот-

ный тест при угловой частоте от 0,1 до 100 рад/с. 
Во всех тестах измеряли модули сохранения G’ и 
потерь G’’, а также их отношение — коэффициент 
демпфирования (тангенс механических потерь):

tan(δ) = G"/G'.

Результаты и обсуждение

Из фиброиновых скаффолдов были получены 
микроносители. Микроносители представляли из 
себя фрагменты пористых матриксов размером от 
100 до 250 мкм (рис. 1, А). 

Микроносители были подвергнуты минерали-
зации фосфатом кальция. Окрашивание ARS под-
твердило наличие минерализации (рис. 1, Б). По-
верхность минерализованных микроносителей была 
покрыта кристаллами фосфата кальция, что уве-
личивало eё шероховатость (рис. 1, Б).

Для оценки способности микроносителей 
поддерживать остеогенную дифференцировку ис-
пользовали клетки остеосаркомы человека MG-63. 
Клетки этой линии проявляют свойства остеоблас-
тов и часто используются для модельного изуче-
ния остеогенеза [16]. При культивировании как на 
фиброиновых, так и на минерализованных фиб-
роиновых микроносителях клетки MG-63 активно 
пролиферировали на поверхности микрочастиц 
(рис. 2, А–Г). Данный результат согласуется с рабо-

Рис. 1. Микрофотографии микроносителей, окрашенных али-
зариновым красным, в проходящем свете: А — фиброиновый 
микроноситель; Б — минерализованный микроноситель на 

основе фиброина

Рис. 2. А–Г — увеличение количества клеток на поверхности фиброиновых (А, Б) и минерализованных (В, Г) микроносителей 
на первые (А, В) и четвёртые (Б, Г) сутки культивирования (представлены изображения ядер клеток, окрашенных Sytox green, 
наложенные на изображения частиц в проходящем свете); Д — активность щелочной фосфатазы при культивировании MG-63 

на микроносителях и в двухмерных условиях. 
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той, в которой было продемонстрировано увеличе-
ние скорости адгезии и пролиферации первичной 
культуры мышиных эмбриональных фибробластов 
на поверхности минерализованных трёхмерных по-
ристых фиброиновых скаффолдов [17]. 

Трёхмерные условия, создаваемые микроно-
сителями, являются одним из факторов, способ-
ствующих индукции остеогенеза. Так, человеческие 
мезенхимальные стволовые клетки (МСК) могут 
спонтанно дифференцироваться по остеогенной 
линии на микроносителях с коллагеновым покры-
тием [18]. На рис. 2, Д представлены данные по 
определению активности щелочной фосфатазы, 
раннего маркера остеогенеза, при культивирова-
нии MG-63 на пластике в трёхмерных условиях: 
на фиброиновых микроносителях и минерализо-
ванных фиброиновых микроносителях в среде без 
добавления индукторов остеогенеза. 

Уровень активности щелочной фосфатазы при 
культивировании клеток на микроносителях, как 
минерализованных, так и немодифицированных, 
оказался значительно выше, чем на культуральном 
пластике (рис. 2, Д). Кроме того, минерализация 
также вызывает повышение уровня активности 
щелочной фосфатазы (р<0,05). Следовательно, ми-
нерализация микроносителей способствует ин-
дукции остеогенеза. Одна из возможных причин 
этого — изменение жёсткости субстрата. На колла-
геновых матриксах было показано, что минерали-
зация приводит к увеличению жёсткости матрик-
сов [19]. Жёсткость субстрата может оказывать 
значительное влияние на функции клеток. На при-
мере МСК было показано, что эффективность ад-
гезии выше на мягких субстратах, в то время как 
остеогенная дифференцировка более выражена на 
жёстких субстратах [20].

Также на остеогенную дифференцировку может 
оказывать влияние присутствие фосфата кальция 
на поверхности микроносителей. Было показано, 
что остеобластоподобные клетки MG-63 и МСК, 
культивируемые на поверхности, сформированной 
из фосфата кальция, способны дифференциро-
ваться по остеогенной линии in vitro без добавле-
ния индукторов остеогенеза, чего не происходит 
при культивировании клеток на пластике. Авторы 
предположили, что такое влияние фосфата кальция 
опосредовано повышенной адсорбцией некоторых 
белков к поверхности [8].

Минерализация поверхности микроносителей 
привела к появлению шероховатости (рис. 1, Б), 
что было показано с помощью сканирующей элек-
тронной микроскопии (данные не представлены). 
Наличие шероховатости также является одним из 
факторов, стимулирующих остеогенез [21]. 

Изучение механических свойств субстрата яв-
ляется важной задачей, поскольку эти свойства 
оказывают существенное влияние, например, на ско-
рость миграции клеток [22], а также на экспрессию 
генов, клеточное развитие [23] и выживаемость [24].

В данной работе для описания механических 
характеристик матриксов использовали ротацион-
ную реометрию для характеристики вязкоупруго-
сти образца. Чтобы определить диапазон линейной 
вязкоупругости, обычно используют амплитудный 
тест, а для измерения зависимости свойств мате-
риала от частоты воздействия — частотный тест 
[25]. В случае с пористыми образцами, находящи-
мися во влажном состоянии, добавляется еще 
один важный шаг — выбор зазора между плитами, 
при котором проводятся измерения. При слишком 
большом зазоре растет вероятность проскальзыва-
ния плиты по поверхности образца. При слишком 
маленьком зазоре возможно выталкивание воды 
из пор образца, а также изменение морфологии 
(уменьшение общего объема пор), что может влиять 
на измеряемые механические свойства [15]. 

Величина зазора (g) связана с относительной 
деформацией образца (ε) по формуле: 

ε = (g0 – g)/g0,

где g0 — точка контакта образца с плитой реометра, 
т.е. величина зазора, при котором нормальная сила, 
действующая на верхнюю плиту, равна нулю. При 
разных значениях зазора (и, соответственно, дефор-
мации) проводили амплитудный тест для регистра-
ции изменения коэффициента демпфирования 
(tan(δ)) при сжатии образца. 

Зависимость коэффициента демпфирования от 
относительной деформации представлена на рис. 3, А. 
Аналогичная зависимость наблюдалась на гидро-
гелях из поли-2-гидроксиэтилметакрилата [15]. 
На них было показано, что выбор зазора (относи-
тельной деформации) по коэффициенту демпфи-
рования может быть более удобным, чем по значе-
ниям G' и G". При относительной деформации от 
0 до 0,1 значение tan(δ) падало, что говорит об 
улучшении контакта плиты с поверхностью образца. 
Далее на графике возникало плато, которое соот-
ветствует стабильному контакту образца и плиты. 
В качестве оптимальных значений относительной 
деформации выбирали середину этого плато, при-
близительно 0,2. Бóльшую деформацию не исполь-
зовали, т.к. при ней происходит выталкивание 
воды из образца и сжатие пор. 

Типичные результаты измерения вязкоупру-
гих свойств матриксов из фиброина представлены 
на рис. 3, Б. Показано, что матриксы из фиброина 
представляют собой вязкоупругие тела, так как мо-
дуль сохранения G' выше, чем модуль потерь G"; 
среднее значение модуля сохранения при угловой 
частоте в 10 рад/с составило 5,9±1,1 кПа, а модуля 
потерь — 0,8±0,2 кПа (усреднение по результатам 
измерений, проведенных на пяти образцах).

Результаты частотного теста (рис. 3, Б) пока-
зали, что при увеличении частоты воздействия на 
образец значения модулей сохранения и потерь 
возрастали, однако G" увеличивался в меньшей 
степени. С уменьшением угловой частоты проис-
ходит уменьшение модуля сохранения G' и в мень-
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шей степени модуля потерь G". Это говорит о том, 
что матриксы из фиброина не являются полностью 
сшитыми полимерами, для которых значения G' и 
G" практически неизменны в широком диапазоне 
частот [25]. 

Таким образом, проведённые исследования 
показали, что разработанные нами фиброиновые 
микроносители являются превосходным субстра-
том для культивирования различных типов клеток, 
в том числе и остеогенных. За счет сложной формы, 
большой площади поверхности, микрорельефа и 
подходящих механических свойств микроносители 
формируют условия, способствующие остеоген-
ной дифференцировке в отсутствие индукторов. 
Минерализация микроносителей приводит к улуч-
шению остеогенных свойств субстрата, что может 
быть связано с появлением шероховатости на по-
верхности микроносителей, увеличением их жёст-
кости или остеиндуктивными свойствами фосфата 
кальция. Разработанные нами фиброиновые скаф-
фолды, как в виде микроносителей, так и в виде 

обьемных пористых матриксов имеют большие 
перспективы в области тканевой инженерии реге-
нерации костной ткани.

Работа осуществляется при поддержке Мини-
стерства образования и науки Российской федера-
ции в рамках Федеральной целевой программы 
“Исследования и разработки по приоритетным 
направлениям развития научно-технологического 
комплекса России на 2014–2020 годы” по Согла-
шению по предоставлении субсидии от 27 ноября 
2014 г. № 14.604.21.0148 “Биорезорбируемые микро-
носители для доставки клеток в область заживления 
и регенерации ран”, уникальный идентификатор 
соглашения RFMEFI60414X0148.

Работа выполнена с использованием оборудо-
вания, приобретенного за счет средств Программы 
развития Московского университета и на обору-
довании центра коллективного пользования Мос-
ковского государственного университета имени 
М.В. Ломоносова при финансовой поддержке Ми-
нистерства образования и науки РФ. 

Рис. 3. А — зависимость коэффициента демпфирования от относительной деформации; Б — зависимость модуля сохранения 
(G') и модуля потерь (G") от частоты воздействия. 
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METHODS

INDUCTION OF OSTEOGENIC DIFFERENTIATION OF OSTEOBLAST-LIKE CELLS 
MG-63 DURING 3D CULTIVATION ON FIBROIN MICROCARRIERS

M.S. Kotliarova1,*, V.A. Zhuikov2, Y.V. Chudinova1,2, D.D. Khaidapova3, A.M. Moisenovich4, 
A.S. Kon’kov1, L.A. Safonova1,5, M.M. Bobrova1,5, A.Y. Arkhipova4, A.V. Goncharenko4, K.V. Shaitan1
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Leninskiye Gory 1–12, Moscow, 119234, Russia;

2 Research Center of Biotechnology, RAS, Leninsky prosp. 33–2, Moscow, 119071, Russia;
3 Department of Soil Physics and Reclamation, School of Soil Science, Lomonosov Moscow State 

University, Leninskiye Gory 1–12, Moscow, 119234, Russia;
4 Laboratory of Confocal Microscopy, School of Biology, Lomonosov Moscow State University, 

Leninskiye Gory 1–12, Moscow, 119234, Russia;
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We have developed microcarriers made from silk fibroins. Microcarriers can be used as a 
substrate for cell cultivation and cell delivery during cell-based therapy, and for the construction 
of bioengineered tissue. Fibroin microcarriers were mineralized, which led to the appearance of 
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calcium phosphate crystals on their surface. The ability of mineralized and non-mineralized mi-
crocarriers to support osteogenic differentiation of the osteoblast-like cell line MG-63 was esti-
mated by alkaline phosphatase activity, an early marker of bone formation. The experiment 
showed cells actively proliferating on the surface of both mineralized and non-modified micro-
carriers. Culturing MG-63 on the surface of fibroin microcarriers resulted in an increase of alka-
line phosphatase activity indicative of osteogenic differentiation of MG-63 cells in the absence 
of inductors. The level of alkaline phosphatase was higher when mineralized microcarriers were 
used. Alkaline phosphatase activity of MG-63 cells cultivated using traditional two-dimensional 
approaches were close to zero. As opposed to conventional monolayer culturing, microcarriers 
culture cells in a three-dimensional environment that is closer to physiological conditions. This 
can have a significant impact on their morphology and functional properties. During this study 
we also characterized mechanical properties of porous scaffolds used for microcarriers.

Keywords: fibroin, osteogenic differentiation, mineralization, three-dimensional culture, micro-
carrier.
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МИКОЛОГИЯ И АЛЬГОЛОГИЯ

УДК: 582.282:581.95

НОВЫЕ ДЛЯ БЕЛОГО МОРЯ ВИДЫ МОРСКИХ ГРИБОВ

Е.Н. Бубнова

Беломорская биостанция имени Н.А. Перцова, биологический факультет, Московский государственный 
университет имени М.В. Ломоносова; Россия, 184042, Карельская республика, пос. Приморский

e-mail: katya.bubnova@wsbs-msu.ru

При исследовании морской микобиоты растительных остатков в окрестностях Бе-
ломорской биостанции им. Н.А. Перцова были обнаружены многочисленные грибы, два 
из них являются новыми для Белого моря. Остатки приморских галофитов собирали 
в августе 2009 и 2015 гг. в зоне выбросов; работу проводили методами прямого наблюде-
ния. Новый для Белого моря вид Phaeosphaeria neomaritima (R.V. Gessner et Kohlm.) 
Shoemaker et C.E. Babc. найден на 11 фрагментах, в основном на остатках приморского 
растения Juncus atrofuscus (ситник чёрно-бурый). P. neomaritima был обнаружен как в 2009 г., 
так и в 2015 г., в разных точках исследованного участка. Аскокарпы гриба были недозре-
лыми, видимо, на Белом море они созревают позднее середины августа. Второй вид, 
Pleospora triglochinicola Webster. является новым не только для Белого, но и для всех морей 
России. Он был обнаружен на 12 фрагментах галофита Triglochin maritima (триостенник 
приморский), в оба года исследования, в разных точках исследованного участка. Оче-
видно, оба вида являются обычными на исследованной территории. В статье приводятся 
описания и фотографии находок, а также обсуждается экология и общее распростране-
ние данных видов.

Ключевые слова: морские грибы, аскомицеты, растительные остатки, Белое море, 
Phaeosphaeria neomaritima, Pleospora triglochinicola.

Исследования микобиоты Белого моря были 
начаты в 1961 г. в окрестностях Беломорской био-
станции имени Н.А. Перцова (ББС) в Кандалакш-
ском заливе. За прошедшие годы здесь в различ-
ных экотопах было обнаружено более 300 видов 
грибов и грибоподобных организмов [1]. В настоя-
щее время этот участок Белого моря является од-
ним из наиболее полно обследованных микологами 
районов Мирового океана. На территории России 
проводились многочисленные исследования гри-
бов не только на Белом море, но и в некоторых 
районах Чёрного [2], Охотского и Японского [3] 
морей. В Российских морях изучают микобиоту 
в основном донных и литоральных грунтов и тал-
ломов водорослей-макрофитов; в Чёрном и Япон-
ском морях — также погружённой в воду древесины. 
Грибы, ассоциированные с прибрежной раститель-
ностью, очень слабо изучены во всех морях Рос-
сии [1, 2, 3]. Приморские галофиты являются важ-
ным компонентом прибрежных экосистем Белого 
моря, массово заселяющими среднюю и верхнюю 
литораль [4]. В ходе работ мы обнаружили, что на 
остатках этих растений в окрестностях ББС при-
сутствуют многочисленные аскокарпы и другие 
структуры грибов, а сами эти остатки пронизаны 
мицелием. Была проведена работа по выявлению 
видового состава этих грибов, в результате кото-
рой выяснилось, что среди них присутствуют пред-
ставители двух видов, неизвестных ранее для Бе-
лого моря, а один из них неизвестен также и для 
других морей России.

Материалы и методы

Материалами для нашего исследования по-
служили перезимовавшие остатки высших расте-
ний, произрастающих в приливно-отливной зоне. 
Хотя сами эти растения обитают на верхней и сред-
ней литорали, их остатки выносятся к верхней 
границе литорали, в зону выбросов, где они и были 
собраны. Работы проводили в первой половине ав-
густа 2009 и 2015 гг. в ближайших окрестностях ББС. 
Общая длина обследованного участка побережья 
составила примерно 1,6 км. Начало участка, к за-
паду от ББС, — “Черные Щели” (66°33'10,7" с.ш., 
33°05'22,6" в.д.), окончание, к востоку от ББС, — 
“Еремеевский порог” (66°32'6"  с.ш., 33°07'03" в.д.). 
На выбранном участке собирали растительные 
остатки с признаками присутствия грибов, помеща-
ли их в бумажные пакеты, и не позднее, чем через 
две недели, проводили видовую идентификацию 
без инкубации, с использованием бинокулярной 
лупы и микроскопа [5, 6]. Для большинства образ-
цов растительных остатков удалось установить их 
видовую принадлежность [4]. Всего было собрано 
122 фрагмента таких растительных остатков, на 
которых были выявлены 18 различных морфоти-
пов грибов. Часть из них — уже известные для 
данного района виды [1], часть — сомнительные 
виды, не поддающиеся морфологической иденти-
фикации и требующие дальнейших исследований 
(Phomas pp., Alternarias pp., Puccinia cf. littoralis). 
Два из идентифицированных видов оказались но-
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выми для микобиоты Белого моря; для них сдела-
ны описания и микрофотографии с помощью фо-
токамеры и микроскопа Leica (Германия).

Результаты и обсуждение

Ниже приведены классификация и морфоло-
гические описания обнаруженных видов.

Phaeosphaeria neomaritima (R.V. Gessner & Kohlm.) 
Shoemaker & C.E. Babc.

Syn.: Heptameria maritima (Cooke & Plowr.) Cooke
Leptosphaeria maritima (Cooke & Plowr.) Sacc.
Leptosphaeria neomaritima R.V. Gessner & Kohlm.
Sphaeria maritima Cooke & Plowr.
Аскокарпы темно-коричневые, почти чёрные, 

округлые, около 0,2–0,3 мм в диаметре, одиноч-
ные. В исследованном материале большинство из 
них были полупогружены в субстрат, немногие 
поднимались из него (рис. 1, А). Некоторые аско-
карпы были с хорошо заметной шейкой (папил-
лой). Псевдопарафизы присутствовали, многочис-
ленные в области остиолы, простые, нитевидные, 
септированные. Сумки булавовидные, удлинён-
ные, восьмиспоровые, длиной 100–140 мкм и ши-
риной 10–28 мкм, с довольно толстыми, хорошо 
различимыми стенками, битуникатные (рис. 1, Б). 
Споры длиной 30–42 мкм и шириной 6–12 мкм, 
овально-веретеновидные, некоторые слегка изо-
гнутые, в основном с 4–5 септами. У многих спор 
хорошо заметно, что третья клетка с конца немного 
толще остальных (рис. 1, В; рис. 1, Г). В исследо-
ванном материале большинство спор были гиали-
новыми, лишь единичные имели жёлтовато-ко-
ричневую окраску. Вокруг спор хорошо заметен 
слизистый чехол, 2–3 мкм толщиной. Признаки 
исследованных изолятов хорошо укладываются 
в описание вида, известное из литературы [5, 6].

Ph. neomaritima был обнаружен на 11 фрагмен-
тах растительных остатков, в основном — на стеб-
лях Juncus atrofuscus Rupr., а также на 4 неиденти-

фицированных фрагментах. Он был обнаружен как 
в 2009, так и в 2015 гг. в разных точках исследован-
ного участка. Видимо, он является здесь весьма 
обычным. В исследованном материале большинство 
структур размножения были уже сформированны-
ми, но ещё недозрелыми. В частности, к таким 
ювенильным признакам относятся погружённые 
в субстрат псевдотеции и несформированная окрас-
ка спор [5]. Очевидно, в условиях Белого моря 
окончательное созревание спор данного вида про-
исходит позднее середины августа, и, возможно, 
связано с плодоношением и отмиранием растений-
хозяев.

По литературным данным, Ph. neomaritima яв-
ляется сапротрофом на разлагающихся стеблях 
видов из родов Juncus и Spartina в Атлантическом 
океане: на побережьях Англии, США (от Флориды 
до Вирджинии) и Канады [5]. Кроме того, Ph. neo-
maritima встречается на побережье Румынии и в се-
веро-западной части Чёрного моря [2, 7]. Другие 
публикации, в которых упоминается данный вид — 
это обзоры по биоразнообразию морских грибов 
[6, 8], и филогенетические построения [9]. В этих 
работах не содержится сведений о новых наход-
ках, а все морфологические описания приводятся 
по более ранним источникам [5]. Тем не менее, 
Ph. neomaritima, видимо, имеет широкую распро-
странённость от субтропических до субарктических 
вод. Наши находки являются самыми северными 
из известных, кроме того, это первые находки на 
новом хозяине — J. atrofuscus.

Pleospora triglochinicola Webster

Anamorph.: Stemphylium triglochinicola Sutton & 
Pirozynski

Syn.: Pleospora maritima Rehm
Аскокарпы практически чёрные, округлые, 

около 0,5 мм в диаметре, одиночные, некоторые 
приплюснутые; в исследованном материале при-

Рис. 1. Phaeosphaeria neomaritima. А — стебель Juncus atrofuscus с аскокарпами гриба, Б — сумка с разорванной внешней оболоч-
кой, В — гиалиновая незрелая спора, Г — окрашенная аскоспора; длина линейки: А — 1 мм, Б, В, Г — 10 мкм.
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сутствовали как полупогружённые в субстрат, так 
и расположенные на его поверхности. Приплюс-
нутыми выглядели аскокарпы, расположенные на 
поверхности субстрата (рис. 2, А). На аскокарпах 
хорошо заметна шейка (папилла); лучше она вид-
на на полупогружённых в субстрат. Псевдопара-
физы немногочисленные, простые, нитевидные. 
Сумки булавовидные, заметно расширенные, 
восьмиспоровые, длиной 160–180 мкм и шириной 
40–45 мкм, с толстыми, хорошо различимыми 
стенками, битуникатные (рис. 2, Б). Споры дли-
ной 50–60 мкм, шириной 18–24 мкм, муральные, 
почти овальные, с расширением к верхнему концу. 
В исследованном материале большинство спор имели 
жёлто-коричневую окраску (рис. 2, В; рис. 2, Г). 
У всех спор хорошо заметен толстый слизистый 
чехол. Конидиальная стадия не была обнаружена. 
Признаки исследованных нами изолятов хорошо 
укладываются в описание данного вида, известное 
из литературы [5, 6, 10].

P. triglochinicola был обнаружен на 12 фрагмен-
тах растительных остатков, все они были отнесены 
нами к стеблям Triglochin maritima L. [4]. Данный 
вид присутствовал в сборах фрагментов растений 
в 2009 и 2015 гг., в разных точках исследованного 
участка, в двух из них он был обнаружен и в 2009, 
и в 2015 гг. Очевидно, данный вид является здесь 
весьма обычным. Большинство структур размно-
жения были созревшими, некоторые псевдотеции 
уже пустыми. Таким образом, спороношение дан-
ного вида в условиях Белого моря, видимо, прихо-
дится на конец июля–август.

Впервые данный вид был описан на перези-
мовавших соцветиях Triglochin maritima, собранных 
в январе 1969 г. на восточном побережье Англии 
[10]. В материале содержались незрелые аскокар-
пы, описание вида было сделано после инкубации. 
В этой же работе установлена связь данного вида 
с анаморфным видом Stemphylium triglochinicola. Из-

вестно о находках в Атлантическом океане (Дания) 
и Северном Ледовитом океане (Норвегия); в каче-
стве единственного хозяина указывается T. mariti-
ma [5]. Более поздние упоминания P. triglochinicola 
крайне немногочисленны и не содержат новых 
находок. Это обзор морской микобиоты Европы, 
выпущенный в 2006 г. [9] и две работы 2009 г. — 
статья, посвященная филогении части представи-
телей рода Pleospora [11], и обзор разнообразия мор-
ских грибов [6]. В целом, можно предположить, 
что данный вид может быть обычным в местах 
произрастания его хозяина, Триглохина — в боре-
альных и арктических, а возможно, также и в более 
тёплых водах.

Таким образом, впервые в Белом море мы об-
наружили двух представителей порядка Pleospora-
les класса Dothideomycetes: Phaeosphaeria neomaritima 
из семейства Phaeosphaeriaceae и Pleospora triglo-
chinicola из семейства Pleosporaceae [12]. Второй из 
обнаруженных видов является новым для морей 
России. Незначительное число упоминаний обна-
руженных нами видов, скорее всего, связано с тем, 
что остатки маршевых галофитов являются не очень 
популярным субстратом при исследованиях мор-
ской микобиоты. Большинство морских миколо-
гических работ проводились и проводятся с такими 
субстратами, как погружённая в море древесина 
или донные грунты [5, 6]. Вместе с тем, даже ре-
зультаты небольшого исследования, проведённого 
на ограниченном участке побережья, позволяют 
предполагать, что эти виды — обычные обитатели 
в районах, где есть галофитная литоральная расти-
тельность. Таких районов в холодных водах до-
вольно много, и растительность приморских мар-
шей является важным компонентом прибрежных 
экосистем [4].

Работа выполнена при частичной (анализ дан-
ных, обработка фотографий) финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-50-00029).

Рис. 2. Pleospora triglochinicola. А — стебель Triglochin maritima с аскокарпами гриба, Б — вскрывшаяся сумка с разорванной вну-
тренней оболочкой, В и Г — аскоспоры; длина линейки: А — 1 мм, Б, В, Г — 20 мкм.
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MICOLOGY AND ALGOLOGY 

TWO MARINE FUNGI NEW FOR THE WHITE SEA

E.N. Bubnova

N.A. Pertsov White Sea Biological Station, Lomonosov Moscow State University, Primorsky sett., 
Karelia Republic, 184042, Russia

e-mail: katya.bubnova@wsbs-msu.ru

In the study of marine mycobiota of decaying plant materials near the N.A. Pertsov White 
Sea Biological Station numerous fungi were found, two of them are new to the White Sea. Resi-
dues of littoral halophytes were collected in August 2009 and 2015 in the supralittoral area; the 
work carried out by non-cultural methods. New to the White Sea species Phaeosphaeria neoma-
ritima (R.V. Gessner et Kohlm.) Shoemaker et C.E. Babc. were found on 11 fragments, mostly 
on the residues of halophyte plants Juncus atrofuscus (rush). P. neomaritima was detected in both 
years the research in different points of the investigated area. Ascocarps of this fungus were im-
mature. Apparently, on the White Sea they mature later than mid-August. The second species, 
Pleospora triglochinicola Webster., it is new not only for White Sea, but for all Russian Seas. It was 
found in the 12 fragments of halophyte Triglochin maritima (triglochin), in both year of the study, 
on different points of investigated area. Obviously, both species are common in the study area. 
The article contains descriptions and photographs of findings, as well as discussion on the envi-
ronmental and geographical distribution of these species.

Key words: marine fungi, ascomycetes, plant materials, White Sea, Phaeosphaeria neomariti-
ma, Pleospora triglochinicola.
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МИКОЛОГИЯ И АЛЬГОЛОГИЯ

УДК 577.151.52:582.284

ШТАММОВАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ СИНТЕЗА СПЕЦИФИЧЕСКИХ 
МОЛОКОСВЁРТЫВАЮЩИХ ПРОТЕИНАЗ У БАЗИДИАЛЬНОГО ГРИБА 

IRPEX LACTEUS 

  О.В. Чемерис*, В.В. Рашевский, К.А. Галкова, М.И. Бойко

кафедра физиологии растений биологического факультета ГОУ ВПО “Донецкий национальный университет”; 
Украина, 83050, г. Донецк, ул. Щорса, д. 46

*e-mail: chemeris07@rambler.ru

Изучена способность к синтезу протеиназ молокосвёртывающего (сычужного) дей-
ствия у 8 штаммов базидиального гриба Irpex lacteus. Установлено, что исследованные 
штаммы I. lacteus отличаются между собой по ферментативной активности культураль-
ной жидкости. Максимальная молокосвёртывающая активность штаммов I. lacteus 2425, 
2426 и 2427 наблюдалась в экспоненциальную фазу роста на 15-е сутки культивирования 
на глюкозо-пептонной среде. Данные штаммы I. lacteus являются наиболее перспектив-
ными продуцентами энзимов сычужного действия для дальнейшего исследования и 
практического использования. Штаммы I. lacteus 2421, 2422, 2423, 2424 и 2428 проявили 
более низкие значения ферментативной активности и требуют дополнительных иссле-
дований по подбору оптимальных условий культивирования. 

Ключевые слова: базидиомицет Irpex lacteus, штаммы, молокосвёртывающая (сычуж-
ная) активность, экзопротеиназы, продуцент, культуральная жидкость.

В последнее время учёные уделяют особое вни-
мание исследованию протеолитических фермен-
тов высших базидиальных грибов [1–4], которые 
широко используются во многих странах мира. 
Наиболее актуальными являются исследования, 
связанные с поиском и получением заменителей 
сычужного фермента животного происхождения — 
реннина (химозина). Замена общепризнанного, но 
слишком дорогого сычужного (молокосвёртываю-
щего) фермента микробными или грибными про-
теазами узкого специфического действия, является 
экономически выгодным и перспективным направ-
лением сыроварения [5, 6].

Многочисленные исследования показали, что 
базидиальные грибы являются активными проду-
центами протеиназ сычужного действия, которые 
по своим свойствам не уступают ферментам живот-
ного происхождения [7–10]. Наиболее активными 
продуцентами реннина являются грибы Phellinus 
chrysoloma, Kuehneromyces mutabilis и Ganoderma ap-
planatum [7], Schizophyllum commune [11], Irpex lacteus 
[5, 6, 12], Pleurotus ostreatus [13], Cerrena sp. и Copri-
nus lagopides [14]. Большинство базидиомицетов не 
спороносят в культуре и являются съедобными. 
Особый интерес представляет собой возможность 
использования культуральной жидкости таких гри-
бов для получения ферментных препаратов — про-
теиназ молокосвёртывающего действия.

Исследований по выделению заменителей сы-
чуга из высших грибов проведено недостаточно. 
Японскими учёными были исследованы 44 штамма 
базидиомицетов на способность синтезировать мо-
локосвёртывающий фермент. Было установлено, 

что два вида грибов — Irpex lacteus и Fomitopsis pini-
cola — образуют протеиназы, которые являются 
хорошими заменителями сычужных энзимов [9]. 
Причем гриб I. lacteus является наиболее перспек-
тивным, так как его культуральная жидкость пока-
зала высокую активность ферментов сычужного 
действия, а по характеру действия ферментный 
препарат наиболее близок к животному реннину.

Ежегодно выделяется большое количество 
штаммов чистых культур базидиомицетов. Однако 
только некоторые представители из этих выделен-
ных штаммов могут составить конкуренцию сы-
чужному ферменту и быть перспективными для 
дальнейших исследований. Разные штаммы одного 
вида гриба могут проявлять значительную измен-
чивость в процессах синтеза биологически актив-
ных веществ. 

В связи с этим целью наших исследований 
была оценка штаммовой изменчивости новых 
штаммов базидиального гриба I. lacteus к синтезу 
фермента сычужного (молокосвёртывающего) дей-
ствия и отбор среди них наиболее активных про-
дуцентов.

Материалы и методы

Объекты исследования и условия культивирова-
ния. Скрининг продуцентов ферментов молоко-
свёртывающего действия проводили на 8 штаммах 
базидиального гриба I. lacteus (Fr.) Fr. 2421, 2422, 
2423, 2424, 2425, 2426, 2427, 2428 и з коллекции 
культур шляпочных грибов Института ботаники 
имени Н.Г. Холодного НАН Украины (Националь-
ное достояние Украины).
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Штаммы гриба культивировали глубинным спо-
собом в статических условиях на жидкой питатель-
ной среде следующего состава (г/л): глюкоза — 10, 
пептон — 3, MgSO4•7H2O – 0,5, KH2PO4 – 0,6, 
K2HPO4 – 0,4, CaCl2 – 0,05, ZnSO4•7H2O – 0,001 
(“Реахим”, Россия). Кислотность питательной среды 
доводили до значения рН 4,0 с помощью 10 %-го 
раствора HCl. Культивирование штаммов прово-
дили при температурах, оптимальных для роста.

Определение молокосвертывающей активности 
культуральной жидкости. Активность протеиназ 
молокосвёртывающего действия в культуральной 
жидкости штаммов I. lacteus проводили через каж-
дые 5 сут, начиная с 5-х и заканчивая 25-ми сут 
культивирования, по методу Каваи и Мукаи [9]. За 
единицу молокосвёртывающей активности (МСА) 
принимали такое количество фермента, которое 
створаживает 100 мл молока за 40 мин при 35°С.

Определение белка в культуральной жидкости. 
Содержание белка в культуральной жидкости опре-
деляли спектрофотометрическим методом на спек-
трофотометре СФ-46 (ЛОМО, Россия) [15], ис-
пользуя формулу Лайне [16]. 

Определение абсолютно сухой биомассы. Накоп-
ление биомассы штаммов I. lacteus определяли 
весовым методом. Мицелий штаммов отделяли 
фильтрованием от культуральной жидкости и вы-
сушивали при 105°С до постоянного веса.

Статистическая обработка экспериментальных 
данных. Все исследования проводили в трехкратной 
повторности. Статистическую обработку получен-
ных данных осуществляли с помощью дисперси-
онного анализа, а сравнение средних арифметиче-
ских величин — с помощью критерия Дункана [17].

Результаты и обсуждение 

На рис. 1 предс тавлено распределение моло-
косвёртывающей активности культуральной жид-
кости исследованных штаммов I. lacteus по времени. 
На 5-е сут культивирования молокосвёртывающая 
активность культуральной жидкости штаммов I. lac-
teus составляет 18,87–135,16 Е/мл. При этом для 
штаммов I. lacteus 2421, 2422, 2424, 2425 уровень 
ферментативной активности ниже, чем для штам-
мов 2423, 2426, 2427 и 2428. На 10-е сутки культи-
вирования штаммов I. lacteus 2421, 2422, 2423, 2424, 
2425 молокосвёртывающая активность их культу-
ральной жидкости возрастает в два и более раз; 
для штамма 2428, напротив, наблюдается сниже-
ние активности почти в два раза; а для штаммов 
I. lacteus 2426 и 2427 максимальная активность фер-
мента приходится на 5-е сут, на 10-е сут происходит 
её снижение. При дальнейшем культивировании 
молокосвёртывающая активность культуральной 
жидкости штаммов данного гриба повышается. 
Повышение уровня ферментативной активности 
на 30% отмечается для штаммов 2421, 2424, сни-
жение — для штамма 2423. Максимальные значения 

уровня молокосвёртывающей активности культу-
ральной жидкости (210,74–290,18 Е/мл) зафикси-
рованы для штаммов I. lacteus 2425, 2426 и 2427 на 
15-е сут культивирования. Дальнейшее культиви-
рование гриба I. lacteus приводит к постепенному 
снижению молокосвёртывающей активности про-
теиназ штаммов 2421, 2422, 2425, 2426 и 2427. Для 
штамма 2428 ферментативная активность культу-
ральной жидкости значительно снижается. Ис-
ключение составляют штаммы I. lacteus 2423 и 2424, 
уровень сычужной активности которых повыша-
ется на 25-е сут культивирования до значений 
212,52 Е/мл и 220,45 Е/мл, соответственно. Полу-
ченные результаты свидетельствуют о том, что 
штаммы одного гриба отличаются по синтезу спе-
цифического молокосвёртывающего фермента. Та-
кая изменчивость может быть следствием разли-
чия условий, необходимых для культивирования 
штаммов гриба I. lacteus, — начальные значения 
рН питательной среды одинаковые, а температур-
ные режимы, необходимые для оптимального роста, 
различаются. Изученные штаммы можно условно 
разделить на две группы. Первая группа — штаммы 
2425, 2426, 2427, проявляющие высокую молокосвёр-
тывающую активность на уровне 210–290 Е/мл, 
вторая группа — штаммы 2421, 2422, 2423, 2424, 
2428 с низкой активностью на уровне 100–150 Е/мл. 
В то же время анализ литературы показал, что 
штаммы гриба I. lacteus значительно превышают 
показатели культур Coprinus lagopides и Cerrena sp., 
отобранных в качестве потенциальных продуцен-
тов молокосвёртывающих ферментов [14].

Содержание белка в культуральной жидкости 
исследуемых штаммов показано на рис. 2. Можно 
отметить, что на 5-е сут культивирования базидио-
мицета уровень содержания белка соответствует 
уровню контроля или ниже его, что указывает на 
использование белка грибом. При дальнейшем 
выращивании грибов на 10-е и 15-е сут происхо-
дит значительное повышение белка в культураль-
ной жидкости штаммов I. lacteus 2423, 2425, 2426 и 
2427. Именно в этот период наблюдается высокая 
молокосвёртывающая активность культуральной 
жидкости изученных штаммов, что свидетельствует 
об активном синтезе экзопротеиназ молокосвёр-
тывающего действия. Для штаммов I. lacteus 2421, 
2422, 2424 и 2428 наряду с синтезом экзопротеиназ 
сычужного действия происходит и активное по-
требление белка, содержащегося в исходной пита-
тельной среде. 

На рис. 3 представлены данные накопления 
абсолютно сухой биомассы исследуемыми штам-
мами I. lacteus. Установлено, что активный рост 
базидиомицетов приходится на 5–25 сут. Экспо-
ненциальная фаза роста мицелия наблюдается на 
5–15 сут культивирования. Именно в этот период 
происходит значительное повышение молокосвёр-
тывающей активности культуральной жидкости 
штаммов I. lacteus. Для штаммов 2421, 2422, 2423 
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Рис. 1. Молокосвертывающая активность культуральной жидкости штаммов Irpex lacteus: 
1 — 5-е сутки, 2 — 10-е сутки, 3 — 15-е сутки, 4 — 20-е сутки, 5 — 25-е сутки

Рис. 2. Содержание белка в культуральной жидкости штаммов Irpex lacteus:
1 — 5-е сутки, 2 — 10-е сутки, 3 — 15-е сутки, 4 — 20-е сутки, 5 — 25-е сутки, 6 — контроль 

характерен выход на стационарную фазу роста ба-
зидиомицета на 10-е сут. Для штаммов 2424 и 2428 
I. lacteus на 25-е сут культивирования наблюдается 
достоверное уменьшение накопления биомассы, 
что указывает на процессы автолиза. Также было 
установлено, что в процессе культивирования 

штаммов I. lacteus рН культуральной жидкости не-
значительно смещается в слабокислую сторону — 
к значениям 5,0, что, вероятно, связано с выделе-
нием в преобладающем количестве метаболитов 
со слабощелочными свойствами. Необходимо от-
метить, что высокий выход биомассы изученных 
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штаммов не совпадает с максимальными значе-
ниями молокосвёртывающей активности культу-
ральной жидкости. 

Таким образом, исследованные штаммы I. lac-
teus проявляют индив  идуальные особенности син-
теза экзопротеиназ сычужного действия. При этом 
среди 8 штаммов гриба наиболее активными про-
дуцентами молокосвёртывающего фермента яв-
ляются штаммы гриба I. lacteus 2425, 2426 и 24  27, 
поэтому они представляют теоретический и прак-
тический интерес для дальнейших исследований. 

Максимальный выход экзопротеиназ молокосвёр-
тывающего действия наблюдается на 15-е сут куль-
тивирования штаммов I. lacteus в период экспо-
ненциальной фазы роста. Для штаммов I. lacteus 
2421, 2422, 2423, 2424 и 2428 определены более 
низкие значения ферментативной активности куль-
туральной жидкости и быстрый выход на стационар-
ную фазу роста. Возможно, что создание оптималь-
ных условий культивирования для этих штаммов 
будет способствовать повышению синтеза экзо-
фермента молокосвёртывающего действия.

Рис. 3. Накопление абсолютно сухой биомассы штаммами Irpex lacteus: 
1 — 5-е сутки, 2 — 10-е сутки, 3 — 15-е сутки, 4 — 20-е сутки, 5 — 25-е сутки
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MYCOLOGY AND ALGOLOGY

VARIABILITY OF STRAINS OF BASIDIOMYCETES IRPEX LACTEUS TO SYNTHESIS OF 
SPECIFIC MILK-CLOTTING PROTEINASES

O.V. Chemeris*, V.V. Rashevskiy, K.A. Galkova, M.I. Boyko

Department of Plant Physiology, School of Biology, SEI HPE “Donetsk National University”, 
Shchorsa ul. 46, Donetsk, 83050, Ukraine

*e-mail: chemeris07@rambler.ru

The ability to synthesize of milk-clotting (rennet) proteinase in 8 strains basidiomycetes 
I. lacteus was studied. It is found that the investigated strains of I. lacteus differ in enzyme activity 
of the culture liquid. Maximum milk-clotting activity of strains I. lacteus 2425, 2426 and 2427 
was observed in the exponential growth phase on the 15th day of cultivation on glucose-peptone 
medium. These strains of I. lacteus are the most perspective producers of the milk-clotting en-
zymes for further research and practical application. Strains of I. lacteus 2421, 2422, 2423, 2424 
and 2428 showed lower values of enzymatic activity and require additional research on the selec-
tion of the optimal culture conditions.

Keywords: basidial fungus Irpex lacteus, strains, milk-clotting (rennet) activity, exoproteinases, 
producer, cultural filtrate.
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Биотестированием на модели бактериальной люминесценции в течение 30 мин ис-
следованы характеристики четырёх природных образцов воды городской и сельской среды 
и эффективность их очистки новым реагентом — ферратом калия K2FeO4. Выявлено, что 
два образца воды, взятых в городской местности, были токсичны, а два других (один из 
городской и один из сельской среды) — нетоксичны. Многочисленные данные по нарас-
танию показателя индекса токсичности во времени, полученные этим методом, позво-
лили судить о химической природе веществ, содержащихся в исследуемых образцах 
воды. Токсичные природные образцы воды, вероятно, содержали тяжёлые металлы и хо-
рошо очищались ферратом калия, одним из механизмов действия которого является их 
адсорбция. В нетоксичных исследуемых природных образцах воды при внесении в них 
феррата калия, вероятно, были образованы токсичные комплексы с органическими сое-
динениями, содержащимися в воде. Данные ориентируют на дальнейшие исследования 
свойств феррата калия при комплексообразовании его с органическими соединениями. 
Биотестирование на основе бактериальной люминесценции является перспективным 
экспресс — методом для оценки свойств различных источников воды (их интегральной 
токсичности и предположительного химического состава), а также характеристик новых 
реагентов для их очистки (эффективных концентраций, бактерицидности и механизмов 
действия во взаимосвязи с тяжелыми металлами и органическими веществами воды).

Ключевые слова: биотестирование, бактериальная люминесценция, реагент очистки 
воды, феррат калия, токсичность воды.

Очистка как питьевой, так и промышленно-тех-
нической (отходы производства тяжёлых металлов, 
промышленные аварии, природные катаклизмы 
и пр.) воды является научной и практической про-
блемой. Широко используют биологические мето-
ды очистки воды от биоразлагаемых органических 
веществ, соединений азота, фосфора, серы и др., но 
они недостаточно активны при загрязнении грун-
товых вод диоксинами и их производными, фос-
фонатными пестицидами, добавками к бензину 
и т.д. [1]. На биологических станциях очистки воды 
не всегда подвергаются уничтожению микроорга-
низмы, компоненты средств гигиены человека, 
бытовой химии, фармацевтических препаратов и 
проч. Они представляют опасность, обладая пато-
генным, канцерогенным или мутагенным действи-
ем. Для очистки воды используют хлор, гипохлорит 
натрия, диоксид хлора, озон, перекись водорода, 
реактив Фентона и др. Одни из них загрязняют 
окружающую среду хлором, другие могут приво-
дить к образованию более токсичных продуктов, 
чем исходные поллютанты, а газообразные окис-
лители ограничены объемами источников воды. 
Перспективным методом очистки воды является 
применение ферратов, щелочных металлов много-

функционального действия [2]. Ферраты (VI), обла-
дая окисляющим и дезинфицирующим действием, 
разлагают многие токсичные химические веще-
ства до малотоксичных продуктов и вызывают ги-
бель микроорганизмов. Продуктом разложения 
ферратов в растворе является малотоксичный гид-
роксид железа, который выделяется в виде колло-
идных агрегатов с очень развитой поверхностью, 
адсорбирующих ионы тяжелых металлов и частицы 
органических остатков. Их коагулирующее дей-
ствие обеспечивает дополнительную очистку воды 
путём сорбции многих поллютантов. Эффективность 
ферратов для очистки воды показана на примере 
таких промышленных отходов, как сероводород, 
аммиак, цианиды и тиоцианаты, тиоацетамид и 
тиомочевина и др. В настоящее время активно про-
водятся исследования физико-химических свойств 
ферратов (VI) и синтезируются новые препараты, 
в частности, феррат калия [3, 4]. Для разработки 
технологии применения ферратов в целях очистки 
воды в промышленном масштабе принципиально 
важна характеристика их токсикологических свойств 
с выбором удобных объектов биотестирования. 
В связи с этим метод биотестирования на основе 
бактериальной люминесценции успешно зареко-
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мендовал себя в экспресс-оценке действия физи-
ческих факторов, химических веществ и их смесей, 
в экологическом мониторинге объектов окружаю-
щей среды [5–7]. 

В данной работе на примере образцов воды 
городской и сельской среды с использованием экс-
пресс-метода на основе бактериальной люминес-
ценции исследованы некоторые свойства реагента 
химической очистки воды, феррата калия — K2FeO4 
(эффективные концентрации, предположительный 
механизм взаимодействия с природными загряз-
нителями воды, бактерицидные свойства).

Материалы и методы 

Биотестирование осуществляли с использова-
нием генно-инженерного штамма Escherichia coli 
K12 TG1 с созданным светящимся фенотипом, 
обеспеченным встроенным lux-опероном морских 
светящихся бактерий Photobacterium leiognathi 54D10. 
Штамм получен и хранится на кафедре микробио-
логии биологического факультета МГУ имени 
М.В. Ломоносова и известен как биосенсор тест-
системы “Эколюм-06” [8]. В биотестировании ис-
пользовали лиофильновысушенные клетки бакте-
рий после регидратации в течение 30 мин в 10 мл 
охлажденной стерильной дистиллированной воды 
(pH 7,4) и разведении до стандартных суспензий. 

Плотность бактериальных суспензий опреде-
ляли нефелометрически (λ = 670 нм) на фотоколо-
риметре KF77 (Польша) и выражали числом клеток 
в 1 мл (кл/мл) на калибровочной кривой. 

Определение pH водных образцов осуществля-
ли потенциометрически.

Используемый реагент для очистки воды фер-
рат калия получен в лаборатории ядерно-химиче-
ских методов кафедры радиохимии химического 
факультета МГУ имени М.В. Ломоносова, содер-
жание K2FeO4 > 95% [3]. 

Природные образцы воды отбирали из сель-
ских и городских источников в ранний весенний 
период: 1 — исходный образец воды из реки Десны 
в бассейне реки Москвы и аналогичный образец 
воды после внесения феррата калия до концентра-
ции 21,6 мкг/мл; 2 –исходный образец воды из 
ручья на суглинистой почве в Хорошевском районе 
города Москвы, 2– аналогичный образец воды 
после внесения феррата калия до концентрации 
44,8 мкг/мл; 3 — исходный образец воды из ручья 
в чернозёмном сельском районе около города 
Истра, 3 — аналогичный образец воды после вне-
сения феррата калия в концентрации 32 мкг/мл; 
4а — исходный образец смеси снега и воды, взя-
тый в районе МГУ имени М.В. Ломоносова, 4б — 
аналогичный образец воды после внесения феррата 
калия в концентрации 51,2 мкг/мл. Образцы тща-
тельно перемешивали и до биотестирования хранили 
в течение двух недель при комнатной температуре 
(18–20°С). Выбор природных водных образцов, 
время их хранения и использование концентра-
ций феррата калия для обработки выбраны произ-

вольно. При этом исходили из возможности оце-
нить эффективность вносимых концентраций и 
стабильность бактерицидных свойств реагента 
очистки воды. 

Интенсивность свечения бактерий (в имп/сек) 
регистрировали с помощью люминометра “Био-
токс-6МС” (Россия). 

Измерение интегральной токсичности исход-
ных образцов воды и аналогичных параллельных 
образцов воды с ферратом калия после их одинако-
вого хранения проводили при комнатной темпера-
туре (20°С) в течение 5, 15 и 30 мин. В пробирки 
(объёмом 1,5 мл) наливали 0,1 мл суспензии кле-
ток бактерий и 0,9 мл исследуемого раствора воды. 
В исследуемые и контрольные образцы вносили 
6,5•107 клеток биосенсора/мл.

Все исследуемые образцы воды оценивали в двух 
вариантах эксперимента, отличающихся контро-
лями. В первом варианте использовали один об-
щий контроль (К), содержащий 0,1 мл суспензии 
клеток бактерий и 0,9 мл дистиллированной воды. 
К каждому опытному образцу (О) добавляли 0,1 мл 
суспензии клеток бактерий и 0,9 мл исследуемого 
раствора как с ферратом калия, так и без него. Во 
втором варианте оценивали непосредственно вклад 
реагента в очистку воды в используемых концент-
рациях. В контрольную пробирку вносили 0,1 мл 
суспензии клеток биосенсора и 0,9 мл исследуе-
мой воды. Опытные образцы были аналогичны 
контрольным, но с ферратом калия. Анализ осу-
ществляли при фиксированном времени экспози-
ции каждого контрольного и опытного образца 
воды, одновременно регистрируя их интенсивность 
люминесценции в трёх повторностях. 

Индекс токсичности (T) во времени взаимо-
действия биосенсора с исследуемым образцом 
воды определялся автоматически на люминометре 
“Биотокс” по формуле: Т = 100•(Iк – I)/Iк, где Iк 
и I — интенсивность свечения контроля и опыта, 
соответственно. Оценку токсичности классифи-
цировали по трём группам: величина Т<20 — об-
разец нетоксичен; Т>20, но <50 — образец токси-
чен; Т>50 — образец очень токсичен. Иногда 
наблюдали стимуляцию свечения тест-организма, 
т.е. величина Т с отрицательным знаком. 

Бактерицидные свойства феррата калия, со-
держащегося в образцах воды — 1, 2, 3 и 4, оцени-
вали по выживаемости светящихся клеток бакте-
рий (по числу КОЕ — колониеобразующих 
единиц), выросших на агаризованной среде LB 
(Лурия-Бертани) со 100 мкг/мл ампициллина в те-
чение 24 ч при 32°С. Исследовали образцы воды, 
обработанные ферратом калия, после двух недель 
их хранения и биотестирования (30 мин).

Результаты и обсуждение

Феррат калия, известный как сильный окис-
литель, через 14 сут хранения в природных образ-
цах воды утратил дезинфицирующие свойства. В об-
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разцах воды (1–4), предварительно обработанных 
этим реагентом, через 30 мин взаимодействия 
с клетками светящихся грамотрицательных бакте-
рий Escherichia coli K12 TG1 наблюдали сохране-
ние их жизнеспособности (по числу КОЕ).

Все образцы воды (исходные и опытные) имели 
рН 7,0–7,4, что соответствовало рекомендациям 
использования данного метода биотестирования [8]. 

Результаты данных оценки токсичности при-
родных образцов воды (1–4) и аналогичных об-
разцов воды, обработанных ферратом калия, отра-
жены на рис. 1. Т исходных образцов воды 1 и 2 
к 30 мин анализа составляли 50 и 40, соответствен-
но, т.е. выявлена их токсичность. Феррат калия 
в концентрациях 21,6 мкг/мл и 44,8 мкг/мл очистил 
образцы воды 1 и 2, соответственно, которые ста-
ли нетоксичными (рис.1). По характеру увеличе-
ния Т с возрастанием времени биотестирования 
(5, 15, 30 мин) можно предполагать, что исходные 
образцы воды 1 и 2 содержали тяжёлые металлы 
[8]. Одним из механизмов действия феррата ка-
лия, как реагента очистки воды, является адсорбция 
тяжёлых металлов продуктом разложения ферра-
тов — гидроксидом железа [2]. На основании из-
вестных литературных и полученных нами данных 
можно предположить, что природные образцы воды 
1 и 2 были загрязнены тяжёлыми металлами и 
очищены по известному механизму действия фер-
рата калия, адсорбирующего тяжёлые металлы. 
Нами было выявлено, что природные образцы 
воды 3 и 4 нетоксичны. Образец воды 4 вызывал 
незначительную (величина Т ≈ –10) стимуляцию 
свечения биосенсора (рис. 1). Однако нетоксич-
ные образцы воды 3 и 4 в аналогичных образцах 3 
и 4, обработанных ферратом калия в концентра-
циях 32,0 мкг/мл и 51,2 мкг/мл, соответственно, 
стали токсичными (величины Т ≈ 40). Показатели 
токсичности этих образцов воды практически не 
менялись в течение 30 мин (рис. 1), что может 
косвенно свидетельствовать о наличии в них ве-
ществ органической природы [8]. Токсичность об-
разцов воды 3 и 4, обработанных ферратом калия, 
вероятно, вызвана взаимодействием токсичного 
соединения реагента с веществами органической 
природы, содержащимися в исходных нетоксичных 
образцах (рис. 1).

Непосредственное действие феррата калия на 
исследуемые образцы воды (вклад в токсичность) 
выявляли во втором варианте эксперимента, ис-
пользуя в качестве каждого контрольного образца 
(К) природный воды к каждому аналогичному опыт-
ному, обработанному ферратом калия (рис. 2). Фер-
рат калия в образцах воды 1 и 2 чётко проявляет 

себя как реагент очистки воды от загрязнителей 
природных образцов. При этом наблюдали стимуля-
цию интенсивности свечения тест-объекта (рис. 2). 
Нужно отметить факт проявления токсичности 
воды (образцы 3 и 4) после обработки ферратом 
калия (рис. 1). При этом выявлено, что сам феррат 
калия в концентрации 32 мкг/мл не оказывает не-
посредственного действия на токсичность воды 
образца 3 (рис. 2). Токсичность воды, очевидно, 
вызывает образованный комплекс реагента с ка-
ким-либо органическим веществом, содержащимся 
в этом природном образце воды (рис. 1). Токсич-
ность образца воды 4, обработанном ферратом ка-
лия в концентрации 51,2 мкг/мл, возможно, связана 
как с действием реагента, образующего токсиче-
ское соединение с органическим соединением 
этой природной воды, так и с избыточным коли-
чеством реагента (рис. 2). При этом наблюдаем 
непосредственное незначительное влияние именно 
феррата калия в образце 4 (Т ≈ 45 — рис. 1 и 
Т ≈ 30 — рис. 2). На рис. 2 видно, что феррат калия 
вызывает стимуляцию свечения бактериального 
биосенсора (за исключением случая с образцом 4). 

Стимуляция интенсивности люминесценции 
у светящихся бактерий при действии многих ве-
ществ в низких концентрациях отмечена ранее 
многими авторами [9]. Механизм стимуляции не 
ясен, что затрудняет интерпретацию результатов. 
При этом в рекомендациях к анализам при биоте-
стировании на основе бактериальной люминес-
ценции предлагают делать вывод об отсутствии 
токсичности исследуемых образцов [8]. Однако 
при действии веществ, приводящем к значитель-
ному стимулированию интенсивности свечения 
бактериального биотеста, стимуляция функциони-
рования их люминесцентной системы может быть 
связана с конкуренцией их дыхательной системы 
за восстановленный флавин. Вследствие этого про-
исходит подавление транспорта электронов в ды-
хательной цепи соответственно, поток электронов 
в этой цепи снижается, эквивалентно возрастая 
в цепи люминесцентной системы. В результате 
интенсивность биолюминесценции повышается, а 
регистрируемый в этот момент Т приобретает от-
рицательное значение [9]. Следует отметить, что 
широко известно понятие гормезиса, когда раз-
личные вещества в малой концентрации, действуя 
на некоторые функции организма, вызывают сти-
муляцию разных функций [10]. Некоторые иссле-
дователи считают нетоксичным стимулирующее 
действие ксенобиотиков до уровня 30% [11]. 

Таким образом, биотестирование в течение 
30 мин с использованием тест–системы на основе 
бактериальной люминесценции позволило выявить 

Рис. 1. Оценка индекса токсичности природных образцов воды (1–4) и аналогичных образцов воды, обработанных ферратом калия 
(1*–4*), с использованием тест-системы на основе бактериальной люминесценции. В качестве контрольного образца — дистил-
лированная вода. Обозначения. Образцы воды: 1 — из реки Десны; 2 – из ручья на суглинистой почве Хорошевского района города 
Москвы; 3 —из ручья в чернозёмном сельском районе около города Истра, 4 — смесь снега и воды, взятая в районе МГУ имени 

М.В. Ломоносова
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качество исследуемой природной воды (токсич-
ность, химический состав предполагаемых веществ) 
и изучить некоторые свойства феррата калия (ак-
тивные концентрации, время хранения, возможный 
механизм его действия как реагента очистки воды, 
в зависимости от химического состава воды). Дан-
ные могут ориентировать исследователей на изуче-
ние особенностей комплексообразования феррата 
калия с органическими веществами. Биотестиро-
вания на основе бактериальной люминесценции 
можно рассматривать как перспективный экспресс-
метод для сравнения различных реагентов очистки 
воды, подбора эффективных концентраций и оцен-
ки стабильности и времени обработки исследуе-
мый образов.

В заключение мы хотели бы отметить досто-
инство используемого метода биотестирования на 
основе бактериальной люминесценции. Основными 
преимуществами люминесцентного бактериаль-
ного теста перед другими биотестами являются: 

– быстрота (время анализа 5–30 мин); 
– хорошая корреляция результатов анализов 

с данными других биотестов. Показатель острой 
токсичности ЕС50 (концентрация ксенобиотика при 
тушении интенсивности люминесценции бактерий 
на 50%) имеет коэффициент корреляции с LD50 
для эукариотных биотестов от 0,8 до 0,95 [7]; 

– малый объем анализируемого образца (1–
0,1 мл и менее); точность и воспроизводимость ре-
зультатов (ошибка не более 10%); 

– оценка метаболического статуса бактериаль-
ной клетки как характеристики целостного орга-
низма, а не только показателя функционирования 
люминесцентной системы; 

– автоматическое определение Т исследуемых 
ксенобиотиков с помощью современных люмино-
метров; 

– удобство и простота анализа (небольшое число 
подготовительных операций, автоматическое опре-
деление Т в люминометре); 

– стабильность и стандартность лиофильно вы-
сушенных клеток биотеста; 

– безвредность технологии; 
– выяснение характера токсического действия 

ксенобиотика (временный или постоянный эф-
фекты); 

– выявление аккумулирующего, аддитивного 
или синергетического действия двух и более ксе-
нобиотиков; 

– определение химической природы образца. 
По характеру изменения Т в процессе биотестиро-
вания (5, 15, 30 мин) можно делать предположе-
ние о химической природе исследуемого образца 
(тяжёлые металлы приводят к резкому возрастанию 

Рис. 2. Непосредственный вклад феррата калия при оценке индекса токсичности каждого образца воды (1–4). В качестве конт-
рольного образца — аналогичные природные образцы воды без феррата калия. Обозначения: Образцы воды, обработанные фер-
ратом калия: 1 — из реки Десны; 2 — из ручья на суглинистой почве Хорошевского района города Москвы; 3 — из ручья в черно-

зёмном сельском районе около города Истра, 4 — смесь снега и воды, взятая в районе МГУ имени М.В. Ломоносова
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токсичности, у органических соединений токсич-
ность возрастает постепенно с последующей ста-
билизацией или с некоторым их снижением); 

– доступность и экономичность оценки дей-
ствия физических факторов (например, биологиче-
ские эффекты действия ионизирующей радиации, 
нетеплового электромагнитного излучения) и ток-
сичности химических веществ, а также их смесей; 

– широкая возможность проведения анализа 
и санитарно-гигиенического контроля в лаборатор-
ных и полевых условиях для регулярного монито-
ринга в режиме реального времени или в системе 
on-line как отдельных образцов, так и объектов 
окружающей среды (воды, почвы, воздуха); 

– использование как модельных организмов 
с более широкой возможностью изучения свойств 
используемых ксенобиотиков и механизмових дей-
ствия на биологические системы [9, 12].

Значительное тушение люминесценции бак-
терий при действии на них токсичных ксенобио-
тиков свидетельствует о рисках их использования. 
Однако связь гибели бактерий действия ксенобио-
тика с его значительной токсичностью (полное ту-
шение люминесценции) наблюдают лишь в случае 
потери жизнеспособности бактерий (мёртвые бакте-
рии не люминесцируют) и проверяют дополнитель-
ными микробиологическими методами [13, 14, 15]. 

В ряде стран сертифицированы тест-системы 
на основе бактериальной люминесценции под раз-
ными торговыми марками. В России сертифици-
рован тест с использованием морских люминес-
центных бактерий Photobacterium phosphoreum [16]. 
На основе природных морских светящихся бакте-
рий и генно-инженерных штаммов Escherichia coli 
K12 TG1 с клонированными в них lux–оперонами 
из разных природных светящихся бактерий полу-
чены биосенсоры тест-систем “Эколюм” [8]. Ген-
но-инженерные биотесты этих люминесцентных 
бактерий с созданным светящимся фенотипом по-
зволяют проводить анализ без осмопротектора 
(раствора NaCl) и при более высоких температурах 
(до 37°С), чем используемые биотесты морских 
светящихся бактерий (15°С). Методики измере-
ний интегральной токсичности воды, почв, воз-
душной среды, химических материалов и изделий 
с помощью тест–системы “Эколюм” имеют сви-
детельство о метрологической аттестации (4/7-93), 
зарегистрированы в Департаменте Госсанэпиднад-
зора РФ (№ 11-1/131-09, 11-1/132-09, 11-1/133-09, 
11-1/134-09) и Госкомэкологии — сертификат Гос-
стандарта России № 01.19.231/2001. Они внедрены 
на территории РФ в природоохранных организа-
циях, органах санитарно-эпидемиологического 
надзора и ориентированы на использование реакти-
вов и оборудования отечественного производства. 
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EVALUATION OF PROPERTIES FERRATE POTASSIUM AS REAGENT WATER 
PURIFICATION USING THE METHOD BACTERIAL BIOLUMINESCENCE TESTING
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Biotesting on bacterial luminescence model for 30 minutes investigated characteristics of 
four samples of natural water in urban and rural environment and the effectiveness of new purifi-
cation agent — potassium ferrate K2FeO4 were studied. It was revealed that two samples of water 
from urban areas were toxic, while the other two (one from urban and one from rural environ-
ment) — are non-toxic. Numerous data received concerning the increase in the time toxicity in-
dex allow us to make reasonable conclusions about the chemical nature of substances containing 
in the test water samples. Toxic natural water samples is likely to contain heavy metals and are 
well cleaned potassium ferrate on the mechanism of their sorption by the product of ferrates de-
gradation. In non-toxic natural water samples investigated under addition of potassium ferrate 
were probably formed complexes with the toxic organic compounds contained in water. These 
are oriented to further study the properties of potassium ferrate complexes with organic com-
pounds. The bioassay based on the bacterial luminescence is a promising method for the rapid 
evaluation of the properties of various water sources (and their putative integral toxicity of the 
chemical composition), and cleaning them of new reagents (effective concentrations of bacteri-
cidal and mechanisms of action in connection with heavy metals and organic substances of the 
water).

Keywords: bioassay, bacterial luminescence, water purification agent, potassium ferrate, water 
toxicity.
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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ НЕТРАНСКРИБИРУЕМОГО 
СПЕЙСЕРА 5S-рДНК У HIPPOPHAE RHAMNOIDES L.
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Амплификация нетранскрибируемого спейсера 5S-рДНК облепихи крушиновид-
ной (Hippophae rhamnoides L.) с помощью праймеров, подобранных на фланги соседних 
кодирующих областей, показала наличие единичного фрагмента. Данный фрагмент был 
клонирован и секвенирован. Было обнаружено, что длина нетраскрибируемого спейсера 
облепихи составляет 807 п.о. Анализ последовательности показал высокий уровень го-
мологии с ранее описанными микросателлитными локусами облепихи, лоха серебристого 
(Elaeagnus angustifolia L.) и джузгуна (Calligonum mongolicum Turcz.), включающими мотив 
(GA)9. Полученные результаты могут быть полезны для дальнейшего изучения организа-
ции генов рибосомной РНК.

Ключевые слова: 5S-рДНК, нетраскрибируемый спейсер, микросателлитный локус, 
Hippophae rhamnoides L., Elaeagnus angustifolia L., Calligonum mongolicum Turcz.

У большинства животных и семенных растений 
гены, кодирующие рибосомную РНК 5S-субъеди-
ницы, организованы в виде кластеров, состоящих 
из мономеров, располагающихся тандемно по прин-
ципу “голова-хвост” [1–3]. Каждый мономер вклю-
чает в себя консервативную 120-нуклеотидную ко-
дирующую область и нетраскрибируемый спейсер 
(NTS), длина и нуклеотидный состав которого, 
как правило, различаются у разных видов [4–6]. 
Полиморфизм NTS 5S-рДНК используют для фи-
логенетических исследований, анализа гибридов и 
разработки видоспецифичных маркеров [7, 8]. Бла-
годаря тому, что кодирующие участки кластеров 
5S-рДНК консервативны, можно провести ампли-
фикацию NTS у широкого круга видов с помощью 
одной и той же пары праймеров, подобранной на 
фланги генов (рисунок). Часто используют системы 
праймеров, разработанные Пендасом и др. (1995); 
Брауном и Карлсоном (1997); Шмидтом (1994) [4, 
9, 10].

Облепиха крушиновидная (Hippophae rhamnoides 
L., 2n = 24) — двудомный многоствольный кустар-
ник (реже дерево) семейства Elaeagnaceae, имею-
щий обширный ареал преимущественно в северном 
полушарии Евразии и использующийся в качестве 
плодовой и лекарственной культуры [11]. Для био-
логической науки это растение интересно тем, что 
в его кариотипе имеются половые хромосомы. Было 
показано, что обычно в паре половых хромосом 
Y-хромосома короче X-хромосомы. Однако среди 
генотипов H. rhamnoides, произрастающих на тер-
ритории Румынии, встречаются такие, у которых 
Y-хромосома значительно длиннее X-хро мосомы 
[12]. Молекулярно-генетическому и цитогенетиче-
скому изучению облепихи крушиновидной посвя-
щено не так много работ. Известно, что размер ее 

генома составляет ~2,55×109 п.о./2C [13]. Для иден-
тификации пола растений облепихи были предло-
жены только маркёры на основе случайно ампли-
фицируемой полиморфной ДНК (RAPD-мар кёры). 
Также предпринимались попытки использования 
RAPD и других видов молекулярных маркёров для 
изучения полиморфизма облепихи [11]. 

Локусы 5S-рДНК у облепихи ещё не изучены. 
Данная работа является первым сообщением о по-
следовательности NTS 5S-рДНК облепихи.

Материалы и методы

В работе использовались образцы облепихи 
крушиновидной сорта Ломоносовская, любезно 
предоставленные сектором дендрологии Ботаниче-
ского сада МГУ. ДНК выделяли из молодых листьев 
облепихи согласно методике Дойл и Дойл 1990 [14]. 
Амплификацию NTS 5S-рДНК проводили на амп-
лификаторе C1000 Touch™ Thermal Cycler (Вio-Rad, 
США), используя систему праймеров 5S1/5S2 [8] 
и программу: 1) 94°С — 5 мин; 2) 30 циклов (94°С — 
20 с, 60°С — 20 с, 72°С — 20 с.); 3) 72°С — 10 мин. 
Электрофоретическое разделение продуктов ам-
плификации осуществляли в 1,5%-ном агарозном 
геле при 5 В/см и фотографировали с помощью 
системы гель-документации Gel Doc XR+ (Вio-Rad, 
США). Продукт полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) очищали с помощью набора GenJet™ PCR 
Purification Kit (Fermentas, Латвия) и клонировали 
в векторе pGEM-T Vector Easy (Promega, США) 
согласно инструкциям производителей. Отбор кло-
нов со вставками осуществляли с помощью бело-
голубой селекции, размер вставок определяли с по-
мощью ПЦР со стандартными праймерами M13. 
Из отобранных клонов выделяли плазмидную ДНК 
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с помощью GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fer-
mentas, Латвия) и секвенировали на секвенаторе ABI 
3139xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). 
Секвенирование проводили по 3 раза с каждого из 
М13-праймеров. Анализ последовательностей про-
водили с помощью программного обеспечения 
GenDoc [15] и BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi).

Результаты и обсуждение

Амплификация с праймерами 5S1/5S2 на мат-
рице тотальной геномной ДНК Hippophae rhamnoi-
des L. показала наличие единичного фрагмента 

длиной около 900 п.о. (рисунок). После клониро-
вания ПЦР-продукта вставки 10 отобранных кло-
нов были секвенированы. Идентичность получен-
ных последовательностей составляла 97–98%, что 
характерно для эволюционно зрелых видов, у ко-
торых давно произошла гомогенизация нетранс-
крибируемых спейсеров 5S-рДНК. Консенсусная 
807-нуклеотидная последовательность NTS 5S-рДНК 
Hippophae rhamnoides L. была размещена в базе 
данных Genbank (KX010422).

Анализ полученной последовательности NTS 
5S-рДНК Hippophae rhamnoides L. показал наличие 
восьминуклеотидного ТАТА-подобного мотива, 

Рисунок. Организация локусов 5S-рДНК и система праймеров для амплификации NTS (a); электрофоретическая детекция про-
дуктов ПЦР с праймерами 5S1/5S2 на матрице тотал ьной ДНК H. rhamnoides L., маркер молекулярного веса (100 bp DNA Ladder 
Jena Bioscience GmbH, Германия) (б); выравнивание последовательности NTS 5S-рДНК H. rhamnoides L. (КХ010422) и гомоло-
гичных микросателлитных локусов H. rhamnoides L. (GQ241403), Elaeagnus angustifolia (JQ820109) и Calligonum mongolicum Turcz. 

(FG561322), жирной линией выделен мотив (GA)9 (в)
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расположенного на расстоянии 26 п.о. до начала 
гена 5S-рРНК (рисунок). Наличие таких мотивов, 
схожих с классической последовательностью ТАТА-
бокса, распространённого промотора архей и эука-
риот, является структурно-функциональной особен-
ностью многих ранее описанных NTS 5S-рДНК. 

Ещё одной особенностью NTS 5S-рДНК Hip-
pophae rhamnoides L. является присутствие микро-
сателлитного локуса (GA)9 в позиции –252/–235 
от начала гена 5S-рРНК. Среди растений подоб-
ное явление (но с другими микросателлитными 
мотивами) описано лишь у Populus deltoides (мотив 
(GAA)10–13) и ещё у нескольких видов тополей, а 
также у Lens culinaris (мотив (TA)6–21) [9, 16, 17]. 
Поэтому можно заключить, что NTS 5S-рДНК 
с микросателлитным мотивом (GA)9 у растений 
найден впервые. Наличие микросателлитного мо-
тива в последовательности NTS 5S-рДНК, однако, 
часто встречается у рыб: (GCT)10 у Potamotrygon 
motoro [18], (CA)13 у Merluccius albus [19], (GCT)8–11 
у Micropterus salmoides [20], (CA)48 у Molva molva [21], 
(CA)14 у Aulopus japonicus [22], (TTTG)5 у Danio rerio 
[23] и др. Широко известно, что NTS 5S-рДНК, 
как и многие другие спейсерные последовательно-
сти генома, являются эволюционно пластичными 
регионами. Эта пластичность обусловлена тем, что 
мутационные изменения в этих регионах не ока-
зывают существенного влияния на функцию син-
теза 5S-рРНК и, закрепляясь, достаточно быстро 
накапливаются. Появление микросателлитных по-
второв в NTS 5S-рДНК у облепихи, так же, как и 
у рассмотренных выше рыб и растений — это один 
из частных случаев данного процесса.

BLAST-анализ NTS 5S-рДНК Hippophae rham-
noides L. выявил высокий уровень гомологии до-
статочно протяженных участков изучаемой после-
довательности с ранее секвенированными микро-

сателлитными локусами Hippophae rhamnoides L. 
(Elaeagnaceae) [11], Elaeagnus angustifolia (Elaeagna-
ceae) [24] и Calligonum mongolicum Turcz. (Polygona-
ceae) [25] (рисунок; таблица). Во всех этих последо-
вательностях также присутствует тандемный мотив 
(GA)

9. 

Таблица

Идентичность участков NTS 5SрДНК H. rhamnoides L. 
и гомологичных микросателлитных локусов

Название 
локуса

Вид

Длина участка, 
гомологичного NTS 

5S-рДНК H. 
rhamnoides L., п.о.

Идентич-
ность, %

GQ241403 Hippophae 
rhamnoides L.

529 93

JQ820109 Elaeagnus 
angustifolia

238 92

FJ561322 Calligonum 
mongolicum 
Turcz.

239 89

Данная работа является первым шагом в изуче-
нии локусов 5S-рДНК у облепихи и её сородичей 
и может быть востребована при установлении моле-
кулярно-филогенетических отношений между ви-
дами Elaeagnaceae, а также внести вклад в понима-
ние организации генов 5S-рРНК у растений.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке ведущих научных школ Российской Федерации 
(Грант Президента № НШ-8315.2016.11) и с исполь-
зованием уникальной научной установки “Комплекс 
для проведения междисциплинарных исследований 
в области сравнительной и функциональной гено-
мики растений”.
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MOLECULAR GENETIC FEATURES OF 5S rDNA NON-TRANSCRIBED SPACER 
IN HIPPOPHAE RHAMNOIDES L.

O.S. Alexandrov*, A.V. Evtukhov, I.I. Kiselev, G.I. Karlov

Centre for Molecular Biotechnology, Russian State Agrarian University — Moscow Timiryazev 
Agricultural Academy; Timiryazevskaya ul. 49, Moscow, 127550, Russia
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Amplification of sea buckthorn Hippophae rhamnoides L. 5S rDNA non-transcribed spacer 
with coding border anneal primers showed existence of single fragment. The fragment was 
cloned and sequenced. It was shown that length of the Hippophae rhamnoides L. 5S rDNA non-
transcribed spacer is 807 bp. Analysis of the sequence allowed to detect a high homology with 
early described microsatellite locuses of Hippophae rhamnoides L., russian olive Elaeagnus angus-
tifolia L. and Calligonum mongolicum Turcz., that include a (GA)9 motif. These results may be 
useful to study a ribosomal RNA gene organization. 

Keywords: 5S rDNA, non-transcribed spacer, microsatellite locus, Hippophae rhamnoides L., 
Elaeagnus angustifolia L., Calligonum mongolicum Turcz.
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ПОИСК МИШЕНЕЙ ДЛЯ ГОССИПОЛА В СОСТАВЕ БЕЛКА PARP1
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PARP1 представляет собой ключевой фермент, участвующий в репарации ДНК, ре-
пликации и транскрипции, а ингибиторы PARP1 рассматриваются как перспективные 
противоопухолевые препараты, действующие как химио- и радиосенсибилизаторы при 
традиционной терапии злокачественных образований. Ранее было обнаружено, что при-
родный полифенол из хлопчатника — госсипол — способен ингибировать PARP1, но 
точный механизм его действия остается неизвестным. В данной работе проводили поиск 
мишеней действия госсипола, используя серию мутантов PARP1, лишенных домена BRCT 
или содержащих различные мутации в Zn3-домене. Ингибирование госсиполом PARP1 
сравнивали с действием олапариба — ингибитора PARP1, c известным механизмом дей-
ствия, направленным на каталитический центр PARP1. Было показано, что ни домен BRCT, 
ни какой-либо из трех Zn-доменов не требуются для ингибирования госсиполом катали-
тической активности PARP1, поскольку данный ингибитор проявлял сходную актив-
ность по отношению как к нативному, так и к мутантным вариантам PARP1. Полученные 
данные противоречат высказанному ранее предположению, согласно которому, мишенью 
для действия госсипола является BRCT-домен PARP1. Таким образом, мишенью действия 
госсипола, видимо, являются другие домены или междоменные участки белка PARP1.

Ключевые слова: PARP1, олапариб, госсипол, BRCT-домен, Zn3-домен, WGR-домен, 
поли(АДФ-рибозил)ирование.

Белки поли(АДФ-рибоза)-полимераз (PARP) 
являются ядерными и цитоплазматическими фер-
ментами, которые расщепляют НАД+ до никоти-
намида и АДФ-рибозы с образованием длинных и 
разветвленных полимеров АДФ-рибозы на белках-
мишенях, включая топоизомеразы, гистоны и PARP 
[1]. За исключением гистонов, поли(АДФ-рибоза)-
полимераза 1 (PARP1) является самым распростра-
ненным ядерным белком (1–2 миллиона молекул 
на клетку). Именно он ответственен за продукцию 
примерно 90% полимеров АДФ-рибозы в клетке 
[2, 3]. Поли(АДФ-рибозил)ирование является ре-
гулятором клеточного цикла, репликации, старения 
и гибели клетки, моделирования структуры хрома-
тина, транскрипции генов и др. [4, 5]. Белок PARP1 
мышей и человека (Рис. 1А; молекулярный вес — 
116 кДа) имеет модульную структуру с тремя круп-
ными функциональными областями: ДНК-связы-
вающей, автомодификации и каталитической [6, 7]. 
Область связывания с ДНК содержит три домена 
цинковых пальцев (Zn1, Zn2, Zn3), которые свя-
зываются с одноцепочечными или двухцепочеч-
ными разрывами в ДНК-цепи, а также с линкер-
ной ДНК в хроматине [8]. Третий цинковый палец 
(Zn3), обнаруженный в области 250–350 а.о, явля-
ется уникальным и отличается по структуре и функ-
циям от Zn1 и Zn2 [9, 10]: он не только участвует 

в активации PARP в ответ на повреждение ДНК, 
но также играет определенную роль в компактиза-
ции хроматина [11] [11]. Биохимические исследо-
вания демонстрируют, что Zn3 служит связующим 
звеном между ДНК-связывающей областью и WGR-
доменом области автомодификации, в результате 
такого взаимодействия происходит стимуляция ка-
талитической активности PARP1 [12]. Область авто-
модификации, расположенная в центральной части 
PARP1, содержит BRCT-домен (от breast cancer 
type 1 C Terminus) и WGR-домен, обогащенный 
остатками Trp (W), Gly (G) и Arg (R). BRCT обес-
печивает белок-белковое взаимодействие и обычно 
содержится в белках, участвующих в репарации ДНК 
и контроле клеточного цикла [13]. Домен BRCT 
требуется для взаимодействия PARP1 с различными 
белками-партнерами, включая XRCC1 [14], hUbc9 
[15], гистонами [16], oct-1 [17], и YY1 [18]. Авто-
модификация (поли(АДФ-рибозил)ирование са-
мого PARP1) может регулировать взаимодействие 
между PARP1 и его партнерами. BRCT-домен яв-
ляется потенциальной мишенью для действия раз-
личных низкомолекулярных ингибиторов, способ-
ных нарушать белок-белковые взаимодействия [19]. 
Мотив WGR вовлечен в формирование междо-
менных контактов. Каталитическая область 
PARP1 содержит два домена — спиральный (HD) 
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и АДФ-рибозил-трансферазный. Как правило, имен-
но каталитическая область является мишенью дей-
ствия ингибиторов PARP1. Ингибиторы PARP1 
рассматриваются в качестве перспективных про-
тивоопухолевых агентов [20], действующих как 
химио- и радиосенсибилизаторы при традицион-
ной терапии злокачественных образований. Кроме 
того, ингибиторы PARP1 могут использоваться как 
самостоятельные лекарственные средства против 
опухолей, в которых нарушены определенные пути 
репарации ДНК. Экспрессия PARP1 повышена при 
меланомах, раке легкого, молочной железы и дру-
гих опухолевых заболеваниях. При этом повышен-
ный уровень экспрессии считается прогностиче-
ским признаком, связанным с худшим прогнозом 
выживаемости. 

Практически все существующие ингибиторы 
PARP1 ориентированы на связывание с каталити-
ческим доменом PARP1 и конкуренцию с НАД+. 

Следует отметить, что НАД+ является кофактором, 
который взаимодействует со многими ферментами, 
вовлеченными во множество клеточных процессов, 
поэтому конкуренция с НАД+ приводит к высокой 
токсичности. Эта основная причина, по которой 
многие ингибиторы PARP1 не прошли испытания 
и сошли с дистанции уже на I и II стадиях клини-
ческих исследований. Среди ингибиторов PARP1, 
дошедших до III стадии и одобренных как Евро-
пейской комиссией, так и Управлением по конт-
ролю качества пищевых продуктов и лекарственных 
средств США к применению в клинике, находится 
олапариб (выпускаемый под названием Lynparza™ 
“AstraZeneca”), однако применение олапариба из-
за ряда побочных эффектов ограничено пациент-
ками с диагнозом “рак яичников с мутацией BRC”, 
чувствительными к препаратам платины. Поскольку 
использование ингибиторов, ориентированных на 
каталитический домен PARP1, демонстрирует высо-

Рисунок. Анализ мишеней для госсипола в составе белка PARP1. А. Конструкты Полноразмерный PARP1 и его различные му-
тантные варианты. (1) PARP1, (2) PARP1, содержащий мутации в домене Zn3 (L348D/V350D), (3) PARP1 с делетированным до-
меном BRCT (ΔBRCT). Б. Структуры олапариба и госсипола. В. Вестерн-блот с моноклональными антителами к поли(АДФ)ри-
бозе, показывающий эффективность авто-модификации PARP1 и его вариантов ΔBRCT и L348D/V350D (Zn3) в отсутствие 
ингибиторов олапариба и госсипола. Г. Вестерн-блот с моноклональными антителами к поли(АДФ)рибозе, показывающий эф-
фективность авто-модификации PARP1, его варианта ΔBRCT и мутанта по Zn3 в присутствии ингибиторов олапариба и госси-
пола. Д. Вестерн-блот с моноклональными антителами к поли(АДФ)рибозе, показывающий эффективность авто-модификации 
PARP1 активированного с помощью ДНК или гистона Н4 в отсутствие и в присутствии ингибиторов олапариба и госсипола. 

Эффективность действия обоих ингибиторов не зависит от механизма активации PARP1 
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кую токсичность, перспективным подходом к созда-
нию новых, менее токсичных ингибиторов PARP1, 
является поиск соединений, направленных на дру-
гие функциональные домены данного белка. 

Госсипол может связываться с PARP1 и инги-
бировать его активность [19]. Госсипол является 
природным полифенолом из хлопчатника, обла-
дающим мультифункциональными свойствами, в 
частности — противовирусной, противомикробной, 
противопротозойной, антиоксидантной, противо-
опухолевой активностью [21]. З. На и др. [19] пред-
положили, что механизм ингибирующего PARP1 
действия госсипола связан не с ингибированием 
активного центра фермента, а со взаимодействием 
с BRCT-доменами двух молекул PARP1, в резуль-
тате которого происходит сшивка двух молекул фер-
мента и фиксация конформации доменов PARP1, 
которая препятствует реализации каталитической 
активности. Однако авторы данной работы не 
исследовали роль BRCT-домена в контексте пол-
норазмерного белка PARP1 и поэтому многие пред-
положения выглядит достаточно спорными. В на-
стоящей работе, с помощью мутантов PARP1, были 
проверены потенциальные мишени действия гос-
сипола. 

Материалы и методы 

Полноразмерный PARP1 и его мутанты по до-
менам BRCT и Zn3 получали по методике, опи-
санной ранее [22]. Схема используемых белков и 
мутантов представлена на рис. 1, А. Одноцепочеч-
ную ДНК (Sigma, США) обрабатывали ультразву-
ком в течение 1 ч для внесения разрывов. ДНК 
с разрывами использовали для активации PARP1. 
Для иммуноблоттинга использовали моноклональ-
ные антитела 10H (аnti-PAR, Tulip Biolabs). Гистон 
H4 получали, как описано ранее [23]. В работе ис-
пользовали госсипол (Santa Cruz Biotechnology, 
США, CAS 303-45-7) и олапариб (Santa Cruz Bio-
technology, США, CAS 763113-22-0) (формулы 
представлены на рис. 1, Б). Активацию PARP1 про-
водили следующим образом: 1 пМ белка PARP1 
смешивали с 100 нг ssДНК или 1 мкг гистона Н4 
в присутствии 1 мкМ НАД+ (отдельно или в ком-
бинации с 10 пМ ингибитора — олапариба или 
госсипола) в общем объёме 15 мкл. Реакционную 
смесь инкубировали 40 мин, реакцию останавли-
вали добавлением 5 мкл 4-кратного буфера Лемли 
для нанесения образцов. Оценку поли(АДФ-рибо-
зил)ирования PARP1 в присутствии ингибиторов 
проводили с помощью иммуноблоттинга. Вначале 
образцы в 4-кратном буфера Лемли разделяли 
в 4–12% NuPAGE геле в MOPS (3-[N-Морфолино]
пропансульфоновая кислота) буфере (Invitrogen, 
США) в течение 45 мин, а затем проводили пере-
нос на поливинилиденфторидную мембрану при 
4°C в течение 2 ч при 240 мA. Мембрану блокиро-
вали PBS-Tween, содержащим 5% сухого молока, 
в течение 1 ч при комнатной температуре, отмы-
вали и затем инкубировали с 10 мл 10H аnti-PAR 

антител (1:2000 разбавленных в PBS-Tween, содер-
жащем 5% сухого молока) в течение 1 ч, отмывали 
три раза по 10 мин в PBS-Tween и инкубировали 
с 10 мл козьих антивидовых мышиных вторичных 
антител, конъюгированных с пероксидазой хрена 
(1:5000 разбавленных в PBS-Tween, содержащем 
5% сухого молока) в течение 1 ч, отмывали три раза 
по 10 мин в PBS-Tween. Продукты иммуноблот-
тинга выявляли с помощью ECL-реагента (Sigma, 
США).

Результаты 

Анализ влияния олапариба и госсипола (рис. 1, В) 
на каталитическую активность PARP1 показал, что 
эти вещества в разной степени ингибируют реак-
цию поли(АДФ рибозил)ирования (PAR): олапа-
риб — полностью блокирует, а госсипол — лишь 
частично (рис. 1, В, рис. 1, Г). Для того чтобы оце-
нить роль домена BRCT в ингибировании PARP1 
использовали мутант PARP1, содержащий деле-
цию всего домена BRCT (ΔBRCT) (рис. 1, А, кон-
струкция 3). Несмотря на то, что домен BRCT яв-
ляется частью области автомодификации белка 
PARP1, его удаление не устраняет полностью спо-
собность к автомодификации белка (рис. 1, В, до-
рожка 4). Олапариб полностью ингибировал авто-
модификацию ΔBRCT белка, а госсипол — лишь 
частично (рис. 1, Г). Таким образом, оба вещества 
проявляют сходную активность по отношению 
как к нативному, так и к мутантному PARP1, что 
указывает, на то, что удаление BRCT-домена не 
влияет на активность ингибиторов. В случае с ола-
парибом, мишенью которого является каталити-
ческий центр фермента, такой результат был ожи-
даем, однако, для госсипола, мишенью которого 
может являться BRCT-домен, как описано в работе 
[19], результат оказался неожиданным.

Дальнейший поиск мишеней действия госси-
пола был проведен с использованием мутантов по 
Zn3-домену (рис. 1, А, конструкция 2), поскольку 
данная область также вовлечена в формирование 
междоменных взаимодействий внутри PARP1, а 
госсипол может нарушать такие взаимодействия. 
Для исследования использовали мутант по Zn3 
с двумя мутациями Zn3 L348D/V350D в области 
PARP1, важной для компактизации хроматина [11]. 
Результаты показали, что мутантный белок также 
остается функционально активным (рис. 1, В) и его 
PAR-активность ингибируется в присутствии гос-
сипола сходным образом (рис. 1, Г, дорожки 6, 7). 
Таким образом, BRCT- и Zn3-домены не являются 
мишенями действия госсипола. 

В двух предыдущих сериях экспериментов ак-
тивировали PARP1 путем смешивания с ДНК с од-
ноцепочечным разрывом. Далее, сравнивали спо-
собность госсипола ингибировать активацию PARP1, 
вызванную ДНК, с Н4-зависимой активацией 
(рис. 1, Д, дорожки 4,8) Видно, что госсипол инак-
тивирует как ДНК-зависимую, так и Н4-зависимую 
автомодификацию PARP1, при этом эффект гос-
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сипола в последнем случае — более выраженный. 
Поскольку в Н4-зависимой автомодификации PARP1 
не участвует ни один из цинковых пальцев PARP1, 
для действия госсипола эти домены не требуются. 

Обсуждение результатов

На основаниях предыдущих исследований, была 
выказана гипотеза, что госсипол селективно свя-
зывается с BRCT-доменами двух молекул PARP1, 
вызывая димеризацию белка [19]. Такая белок-
белковая сшивка госсиполом “фиксирует” PARP1 
и не дает изменять конформацию внутри доменов; 
при этом PARP1 теряет свою каталитическую ак-
тивность. Ряд исследований, указывает на то, что 
для активации PARP1, должно произойти конфор-
мационное изменение, в ходе которого происходит 
освобождение кармана активного центра от доме-
на, “блокирующего” его [12, 24]. Это важное пред-
положение о существовании ингибитора PARP1, 
действие которого не основано на ингибировании 
каталитической активности, могло бы положить 
основу для получения нового класса веществ. Что-
бы проверить гипотезу об узнавании госсиполом 
BRCT-домена PARP1, мы использовали BRCT-му-
танты. В наших экспериментах, разница между 
действием госсипола в отношении нативного и 
мутантного PARP1 не наблюдалась, что, указывает 
на то, что BRCT-домен не является мишенью дей-
ствия госсипола. Расхождение полученных нами 
данных с предыдущими работами [19] вероятно, 
связано с тем, что в них был использован изоли-
рованный BRCT-домен, а в наших экспериментах 
рассматривали BRCT-домен в контексте всего белка 
PARP1. Поиск других мишеней действия госсипола 
в составе белка PARP1 был связан с использова-

нием мутантов по Zn3-домену и другим цинковым 
пальцам. Исследования продемонстрировали, что 
ни один из цинковых пальцев также не является 
мишенью действия госсипола.

В дальнейшем, эксперименты могут быть на-
правлены на поиск мишеней госсипола в других 
доменах PARP1. В рамках данной работы исследо-
вали действие госсипола на мутантах только по 
четырем доменам PARP1: трём цинковым пальцам 
и BRCT, при этом неизученными остались другие 
области PARP1, например, домен WGR. Не ис-
ключено, что госсипол действует не на конкретный 
домен, а на интерфейс из нескольких доменов. По 
отдельности домены PARP1 не функционируют пол-
ноценно, и часто работают вместе, чтобы осуще-
ствить определенную функцию. Например, Zn3- и 
WGR-домены действуют кооперативно, в резуль-
тате чего сначала происходит связывание с ДНК, а 
затем конформационная перестройка белка PARP1 
и стимуляция каталитического домена [12]. Экс-
периментальный подход, предложенный в данной 
работе, позволяет исследовать различные веще-
ства, ингибирующая активность которых направ-
лена за пределы каталитического домена PARP1. 
Настоящее исследование способствует лучшему 
пониманию сложного механизма активации PARP 
и дальнейшему поиску терапевтических веществ — 
ингибиторов PARP1 c новыми активностями.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Федеральной целевой программы “Исследования 
и разработки по приоритетным направлениям 
развития научно-технологического комплекса Рос-
сии на 2014–2020 годы” (соглашение Минобрнауки 
России № 14.604.21.0063, RFMEFI60414X0063) (экс-
перименты с ингибиторами PARP1 и грантом NIH 
GM58650 (отработка методик).
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EVALUATING PARP1 DOMAINS AS GOSSYPOL TARGETS

S. Gross1, E.Yu. Kotova1, N.V. Maluchenko2,*, J.M. Pascal3, V.M. Studitsky1,2
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Poly ADP-ribose polymerase 1 (PARP1) is an important enzyme, which is involved in 
DNA repair, replication, and transcription. Prospective anti-cancer drug gossypol inhibits hu-
man PARP1, but the mechanism of inhibition remains unknown. Previously it has been shown 
that gossypol interacts with purified BRCA1 C-terminus (BRCT) domain in vitro, but it remains 
unclear whether it inhibits PARP1 through BRCT domain in the context of the full length pro-
tein. Here it is shown that the BRCT domain within the full-length PARP1 protein is not re-
quired for inhibition of catalytic activity of PARP1 by gossypol. Our data obtained using a series 
of PARP1 mutations and H4-dependent pathway of PARP1 activation also show that Zinc fin-
gers, the DNA binding domains of PARP1, are not involved in the inhibition of PARP1 catalytic 
activity by gossypol. Thus the likely candidate target(s) for gossypol action are other domains of 
PARP1 or interdomain linkers. 

Keywords: PARP1, olaparib, gossypol, BRCT domain, Zn3 domain, WGR-domain, poly ADP-
ribosylation.
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КАРНОЗИН ПРЕДОТВРАЩАЕТ РАЗВИТИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА 
В УСЛОВИЯХ ТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ КАДМИЯ
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В работе исследовано защитное действие природного дипептида карнозина на анти-
оксидантную систему крыс в условиях окислительного стресса, вызванного хрониче-
ским введением кадмия. Окислительный статус экспериментальных животных оценивали 
по ряду информативных параметров железо-индуцированной хемилюминесценции. По-
казано, что введение кадмия в течение 7 сут приводит к снижению длительности латент-
ного периода хемилюминесценции в ткани мозга, печени и плазме крови, свидетельству-
ющему об истощении системы эндогенной антиоксидантной защиты. Введение крысам 
карнозина одновременно с кадмием приводило к значительному повышению уровня ан-
тиоксидантной защиты в плазме крови, печени и мозге животных. Вместе с тем карнозин 
предотвращал нарастание содержания липидных гидроперекисей в мозге и препятствовал 
развитию перекисного окисления липидов в печени и плазме крови животных. Механизм 
протекторного действия карнозина в условиях индукции системного окислительного 
стресса кадмием исследовали на культуре клеток нейробластомы человека SH-SY5Y. 
Внесение в инкубационную среду кадмия в итоговой концентрации 5 мкМ снижало жиз-
неспособность клеток культуры, определяемую с помощью МТТ-теста; внесение одновре-
менно с кадмием карнозина (итоговая концентрация 0,25 мМ) при 24-часовой инкубации 
приводило к повышению жизнеспособности клеток. При этом в конечной концентра-
ции 1 мМ карнозин эффективно препятствовал развитию некротических повреждений 
клеток нейробластомы, подавляя образование активных форм кислорода, измеренных 
методом проточной цитометрии. Полученные результаты указывают на способность 
карнозина препятствовать развитию окислительного стресса в условиях токсического 
действия кадмия.

Ключевые слова: карнозин, кадмий, окислительный стресс, крысы Wistar, железо-инду-
цированная хемилюминесценция, нейробластома человека SH-SY5Y, АФК, жизнеспособность, 
клеточная смерть.

Кадмий является одним из наиболее токсичных 
и канцерогенных тяжелых металлов. Он рассматри-
вается как серьезный экологический и промышлен-
ный загрязнитель и может представлять значитель-
ную опасность для здоровья людей и животных 
даже в низких дозах, так как накапливается в тка-
нях организма и имеет долгий период полувыведе-
ния [1]. Кадмий присутствует в воздухе промыш-
ленных предприятий, в различных выбросах от 
производства, в пищевых продуктах и сигаретном 
дыме [2]. Воздействие кадмия может вызывать по-
ражение многих органов и тканей, включая ЦНС, 
что приводит к различным патологиям [3, 4]. Кадмий 
является этиологическим фактором нейродегенера-
тивных заболеваний, таких как болезни Альцгейме-
ра и Паркинсона [5]. Он вызывает неврологические 
изменения в организме человека и животных, что 
приводит к снижению внимания, обонятельной 
дисфункции и дефициту памяти [6], вызывает раз-

дражительность и снижает способность к обучению 
[7]. Хроническое воздействие кадмия на крыс при-
водит к изменению количества форменных элемен-
тов крови, а также усилению процессов перекис-
ного окисления липидов (ПОЛ) в плазме крови [8]. 
Потенциальный механизм токсичности кадмия за-
ключается в способности индуцировать генерацию 
активных форм кислорода (АФК), что приводит 
к истощению резервов антиоксидантной системы 
[9, 10, 11], развитию окислительного стресса (ОС), 
митохондриальной дисфункции и апоптозу [12, 13]. 
Особенно значимыми эти процессы являются для 
нервной системы, что связано с избирательной чув-
ствительностью клеток возбудимых тканей к окис-
лительной деструкции [14, 15].

Многие низкомолекулярные антиоксиданты 
(аскорбиновая кислота, альфа-токоферол, глута-
тион, гистидин-содержащие дипептиды и другие), 
способны не только перехватывать активные ра-
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дикалы, но и хелатировать ионы металлов, снижая 
при этом их каталитическую активность в процес-
сах продукции АФК и активных форм азота [11].

Карнозин (β-аланил-L-гистидин) является эф-
фективным протектором клеток и тканей от ОС, 
сочетающим как прямое антиоксидантное действие, 
так и косвенное, выраженное в модулировании ак-
тивности вовлеченных в развитие ОС ферментов и 
NMDA-рецепторов [16]. Он нормализует физио-
логические параметры, нарушенные острой гипо-
барической гипоксией [17]. Карнозин и его аналоги 
могут образовывать комплексы с двухвалентными 
металлами: медью, кобальтом, магнием, цинком, кад-
мием [18]. Среди природных антиоксидантов кар-
нозин отличается способностью проникать через 
гематоэнцефалический барьер в ткань мозга [19].

В то же время в литературе отсутствуют дан-
ные, касающиеся системного протекторного дей-
ствия карнозина в условиях интоксикации кадмием 
экспериментальных животных, а также недоста-
точно изучены механизмы защитного действия 
карнозина в условиях токсического воздействия 
кадмия на клеточные культуры. В связи с вышеска-
занным изучение способности карнозина в условиях 
токсического действия кадмия препятствовать раз-
витию ОС в тканях, наиболее подверженных окис-
лительным повреждениям, представляется актуаль-
ной задачей.

Целью данной работы явилось изучение про-
текторного действия природного антиоксиданта 
карнозина на эндогенный антиоксидантный статус 
и состояние процессов ПОЛ в плазме крови, печени 
и мозге крыс Wistar в условиях токсического дей-
ствия кадмия с оценкой механизмов защиты в опы-
тах in vitro на клеточной культуре нейробластомы 
человека SH-SY5Y.

Материалы и методы

Эксперименты in vivo. Экспериментальные ис-
следования были проведены на 27 крысах самцах 
Wistar в возрасте 8 мес с массой тела 280–300 г, ко-
торые содержались в стандартных условиях вива-
рия при 12-часовом суточном цикле “день/ночь” 
и свободном доступе к воде и пище.

Крысам внутрибрюшинно в течение 7 сут вво-
дили хлорид кадмия (1 мкМ, из расчёта 1 мл/кг массы 
тела) и карнозин (100 мг/мл, из расчета 1 мл/кг 
массы) (Hamari Chemicals Ltd., Япония), приго-
товленные на физиологическом растворе.

Протокол эксперимента

Крыс разделили на 4 группы:
1 — контрольные животные: две инъекции 

физиологического раствора с интервалом 3 ч; 
2 — карнозин: первая инъекция — физиологи-

ческий раствор, вторая через 3 ч — карнозин; 
3 — кадмий: первая инъекция — кадмий, вто-

рая через 3 ч — физиологический раствор; 
4 — кадмий + карнозин: первая инъекция — 

кадмий, вторая через 3 ч — карнозин. 

На седьмые сутки животных декапитировали и 
отбирали пробы плазмы крови, печени и большие 
полушария головного мозга. В кровь добавляли 
1%-ный раствор гепарина, чтобы предотвратить её 
свертывание, затем кровь центрифугировали 10 мин 
при 3000 g и отбирали плазму. Все полученные об-
разцы замораживали в жидком азоте и хранили 
при –80ºС до дальнейшего использования.

Метод железо-индуцированной хемилюминесцен-
ции (ХЛ) биологических образцов. Состояние процес-
сов ПОЛ и уровень эндогенной антиоксидантной 
защиты исследовали с помощью метода, предло-
женного Ю.А. Владимировым и адаптированного 
применительно к прибору “Luminometer-1251” 
(LKB, Швеция) [20]. Анализировали следующие 
параметры: быструю вспышку ХЛ (h), интенсив-
ность которой характеризует уровень предобразо-
ванных продуктов ПОЛ; латентный период (τ), 
свидетельствующий о резистентности субстрата 
к дальнейшему окислению, отражающую эндо-
генный антиоксидантный потенциал; максималь-
но возможную интенсивность ХЛ (Н), связанную 
с дальнейшим окислением ионов двухвалентного 
железа и накоплением продуктов ПОЛ. 

Подготовка образцов к анализу. Плазму крови 
размораживали в термостате при 37ºС. К 0,05 мл 
плазмы добавляли 0,85 мл фосфатного буфера. 
Навеску ткани (большие полушария головного 
мозга, печень) гомогенизировали в присутствии 
фосфатного буфера (60 мМ КН2РО4 и 105 мМ КСl 
при рН 7,45); к 0,1 мл 10%-ного тканевого гомоге-
ната добавляли 0,8 мл фосфатного буфера. 

Регистрация показателей. Кювету с получен-
ной суспензией помещали в измерительную камеру 
прибора (разогретую до 37ºС с постоянным переме-
шиванием) и регистрировали показания фоновых 
величин. Для инициирования хемилюминесценции 
с помощью диспенсера в кювету вносили 0,1 мл 
раствора двухвалентного железа (FeSO4•7Н2О) 
в конечной концентрации 2,5 мМ и регистрировали 
кривую люминесценции. 

Эксперименты in vitro. Экспериментальные ис-
следования были проведены на клеточной культуре 
нейробластомы человека SH-SY5Y (ATCC, США). 

Клетки культивировали на смеси сред Игла 
MEM (minimal essential medium) с солями Эрла 
с глутамином (ПанЭко, Россия) и F-12 без глута-
мина (ПанЭко, Россия) в пропорции 1:1, с добав-
лением 1%-ного раствора пенициллина-стрепто-
мицина (ПанЭко, Россия) и 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки (PAA Laboratories, США). Куль-
туру содержали в клеточном инкубаторе (ShelLab) 
при 37ºС, 90% влажности, 5% CO2. Каждые 3 сут 
производили замену среды. Клетки каждые 7–8 сут 
пересевали в зависимости от интенсивности роста. 

Для определения дозо-зависимого эффекта 
токсичности кадмия спустя 3 сут после пассажа 
к клеткам добавлялся хлорид кадмия в концентра-
циях 10 нM–10 мM. Для определения протектор-
ного действия карнозина к кадмию в выбранной 
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концентрации добавлялся карнозин в концентра-
циях 0,25–5 мM (МТТ-тест) и 1 мМ (проточная 
цитометрия). Во всех случаях клетки инкубирова-
ли 24 ч.

МТТ-тест. Количество жизнеспособных клеток 
определяли в 96-луночных планшетах с помощью 
реагента МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенилтетразолийбромид) на спектрофотометре 
для микропланшетов Synergy H4 при длинах волн 
570 и 660 нм [21]. Уровень сигнала в контрольных 
лунках принимали за 100%.

Определение доли мертвых клеток и уровня АФК. 
Долю мертвых клеток и уровень АФК в клеточной 
популяции определяли на проточном цитометре 
FACSCalibur (BDBiosciences, США) с использова-
нием иодида пропидия — PI (Invitrogen) и 2’,7’-
дихлордигидрофлуоресцеин диацетата — DCFН2-DA 
(Invitrogen) соответственно. Иодид пропидия и 
DCFН2-DA добавляли в конечных концентрациях 
10 мкМ за 3 мин и за 30 мин до измерения соот-
ветственно. 

Оценивали полученные из гистограмм данные, 
по оси ординат откладывали количество событий, 
по оси абсцисс — распределение флуоресценции 
иодида пропидия и DCFН2-DA. Данные обраба-
тывали в программе CellQuestPro (BD, США). 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с помощью непараметриче-
ского критерия U Манна–Уитни.

Результаты и обсуждение

Влияние кадмия на процессы ПОЛ и антиокси-
дантный статус в плазме крови, печени и ткани 
мозга животных. В мозге крыс, получавших кадмий, 
отмечалось повышение уровня липидных гидро-
перекисей (h, мB) на 9%, в плазме крови и печени 
уровень липидных гидроперекисей колебался в пре-
делах контрольных величин. Значительное повыше-

ние максимальной интенсивности ПОЛ (Н, мB) 
отмечалось в плазме крови (на 41%) и печени крыс 
(на 15%); в мозге достоверного изменения отмече-
но не было. При этом длительность латентного 
периода ХЛ (τ) в плазме крови снижалась на 40%, 
в печени — на 49%, а в мозге — на 41% (рис. 1).

Оценка протекторного действия карнозина на 
процессы ПОЛ и антиоксидантный статус в плазме 
крови, печени и ткани мозга в условиях длительного 
введения кадмия. Введение карнозина интактным 
животным не оказывало существенного влияния 
на изучаемые параметры в плазме крови. При этом 
в печени карнозин повышал длительность латент-
ного периода ХЛ на 11%, а в мозге снижал уровень 
липидных гидроперекисей на 10% относительно 
контроля.

Ежедневное введение карнозина через 3 ч после 
кадмия в течение 7 сут способствовало снижению 
уровня липидных гидроперекисей в мозге до конт-
рольных значений. Максимальная интенсивность 
ПОЛ в печени снижалась до контрольных значе-
ний, в то время как в плазме крови этот показа-
тель снижался на 13% относительно животных, 
получавших кадмий, но оставался повышенным 
относительно интактных животных. При этом дли-
тельность латентного периода ХЛ в плазме крови 
повышалась до контрольных величин, в мозге и 
печени — до 92–93%. 

Оценка защитного действия карнозина на жиз-
неспособность клеток. В предварительных экспе-
риментах по оценке дозозависимого влияния кад-
мия на жизнеспособность клеток была подобрана 
его концентрация равная 5 мкМ, которая в усло-
виях 24-часовой инкубации достоверно снижала 
оцениваемое по МТТ-тесту количество выживших 
клеток на 25% [23]. Добавление карнозина в инку-
бационную среду, содержащую кадмий, приводило 
к увеличению количества жизнеспособных клеток. 
Наиболее выраженное защитное действие карно-

зина проявлялось при его концентра-
ции, равной 0,25 мМ. 

Оценка защитного действия карнози-
на на гибель клеток и уровень АФК. Было 
установлено, что в присутствии 10 мкМ 
кадмия доля мертвых клеток, увеличи-
вается в среднем на 64% (рис. 2, А), 
а уровень АФК на 40% (рис. 2, Б). При 
этом внесение в культуральную среду 
1 мМ карнозина эффективно препят-
ствовало развитию некротических по-
вреждений клеток и снижало их смерт-
ность на 51%. Также карнозин в этих 
условиях обеспечивал подавление про-
дукции АФК. Основанием для выбора 
эффективной протекторной дозы карно-
зина послужили данные проведенных 
ранее исследований [24, 25], в которых 
по результатам ХЛ было показано, что 
карнозин в конечной концентрации 1 мМ 
снижает на 50% содержание предобра-
зованных липидных гидроперекисей.

Рис. 1. Влияние кадмия и карнозина при хроническом введении крысам на дли-
тельность латентного периода хемилюминесценции в плазме крови и в тканях 
мозга и печени. Значения у контрольной группы животных приняты за 100%. 
* — р<0,05 по отношению к контрольной группе; # — р<0,05 по отношению 

к группе животных, получавших кадмий
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Полученные данные свидетельствуют о том, 
что в организме животных на фоне системного 
введения кадмия происходит значительное сни-
жение активности эндогенной антиоксидантной 
системы защиты и развитие окислительных про-
цессов, которые проявлялись в повышении мак-
симальной интенсивности ПОЛ в плазме и печени 
животных и в повышении уровня липидных гид-
роперекисей в мозге животных. Избирательное уве-
личение уровня липидных гидроперекисей в мозге 
указывает на его более высокую чувствительность 
к окислительным повреждениям, обусловленную 
токсичностью кадмия. Введение карнозина в этих 
условиях способствовало значительному повыше-
нию уровня антиоксидантной защиты в плазме 
крови, печени и мозге животных на фоне предот-
вращения роста липидных гидроперекисей в мозге 
и развития процессов ПОЛ в печени и плазме 
крови. 

Важным аспектом действия карнозина явля-
ется не только способность предотвращать разви-
тие ОС в патологических условиях, но и регулиро-
вать окислительный баланс в организме здоровых 
животных. Так, введение карнозина интактным жи-
вотным способствовало повышению уровня эндо-

генной антиоксидантной защиты на 8%, 11% и 5% 
в мозге, печени и плазме крови соответственно. 

На культуре клеток нейробластомы человека 
SH-SY5Y было обнаружено, что при токсическом 
воздействии кадмия карнозин в концентрации 
0,25 мМ в культуральной среде значительно уве-
личивает жизнеспособность клеток, определяемую 
с помощью МТТ-теста, а в концентрации, равной 
1 мМ, как было установлено с помощью метода 
проточной цитометрии, снижает их смертность и 
предотвращает образование АФК. Полученные дан-
ные свидетельствуют о прямом антиоксидантном 
действии карнозина в условиях токсичности кадмия.

В целом полученные результаты указывают на 
способность карнозина препятствовать развитию 
окислительного стресса в условиях токсического 
действия кадмия как на уровне целого организма, 
так и отдельных органов. При этом протекторное 
действие карнозина обусловлено его способностью 
препятствовать образованию АФК и предотвращать 
гибель клеток, обусловленную некротическими про-
цессами. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (проект № 16-04-01416а).

Рис. 2. Влияние 1 мM карнозина на долю мертвых клеток (А) и уровень АФК (Б), в клетках нейробластомы человека SH-SY5Y 
в условиях интоксикации 10 мкМ хлорида кадмия. Значения, полученные для интактных клеток, приняты за 100%. * — p<0,05 

по отношению к интактным клеткам, # — по отношению к клетками, к которым добавлен кадмий
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PHYSIOLOGY

CARNOSINE PREVENTS THE DEVELOPMENT OF OXIDATIVE STRESS IN THE 
CONDITIONS OF TOXIC ACTION OF CADMIUM

О.I. Kulikova1,2, *, Т.N. Fedorova1, S.L. Stvolinsky1, V.S. Orlova2, А.N. Inozemtsev3
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3 Department of Higher Nervous Activity, School of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskiye Gory 1-12, Moscow, 119234, Russia 
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Protective effect of the natural dipeptide carnosine on the antioxidant system of rats in con-
ditions of oxidative stress caused by the chronic cadmium administration was investigated. Oxi-
dative status of experimental animals were evaluated on a number of informative parameters of 
iron-induced chemiluminescence. It is shown that the introduction of cadmium for 7 days re-
duces the duration of the latent period of chemiluminescence in the brain, liver and blood plas-
ma suggesting the depletion of endogenous antioxidant defense. Co-exposure to carnosine and 
cadmium led to significant increase in the level of antioxidant protection in plasma, liver and 
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brain of animals. Carnosine also prevented the increase of lipid hydroperoxides in the brain and 
prevented the development of lipid peroxidation content in liver and plasma of animals. Mecha-
nism of the protective effect of carnosine in conditions of oxidative stress inducing by cadmium 
administration shown on human neuroblastoma SH-SY5Y cell culture. Adding to the incubation 
medium to a final concentration of cadmium 5 μM reduced cell viability of a culture that was de-
termined by MTT assay; simultaneously introducing carnosine (0.25 mM final concentration) 
with cadmium resulted in increased cell viability at 24 hours of incubation. Thus carnosine in a 
final concentration of 1 mM effectively prevented the development of necrotic lesions neuroblasto-
ma cells, inhibiting the formation of reactive oxygen species as measured by flow cytometry. The 
results indicate the ability of carnosine to prevent the development of oxidative stress under the 
toxic action of cadmium.

Keywords: carnosine, cadmium, oxidative stress, Wistar rats, iron-induced chemiluminescence, 
human neuroblastoma SH-SY5Y, ROS, viability, cell death.
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НЕЙРОТРОФИЧЕСКОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ ГОЛОВНОГО МОЗГА В ОНТОГЕНЕЗЕ 
И ПРИ РАЗВИТИИ НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ
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Нейротрофические факторы мозга играют ключевую роль в онтогенетических изме-
нениях функционирования нервной системы. За шесть десятилетий активных исследо-
ваний структуры и функций белков семейства нейротрофинов наиболее полно охаракте-
ризованы фактор роста нервов (NGF) и мозговой нейротрофический фактор (BDNF). 
Сложная координация синтеза, транспорта, секреции и взаимодействия пронейротро-
финов и зрелых нейротрофинов, а также их рецепторов — белков семейства Trk — тиро-
зинкиназы и p75NTR-рецептора — обусловливает широкий спектр их биологической 
активности. В эмбриогенезе нейротрофические факторы принимают участие в становле-
нии нервной системы, регулируя как деление, дифференцировку, выживание, миграцию 
и рост нейронов и их отростков, так и запуск апоптоза. В зрелом мозге нейротрофины 
участвуют в поддержании функционального состояния нейронов и глиальных клеток, 
регуляции синаптической пластичности. Закономерно, что развитие характерных для 
старения и нейродегенеративных заболеваний процессов тесно связано с изменением 
нейротрофического обеспечения головного мозга, обусловленным как нарушением ме-
таболизма нейротрофинов, так и модификацией их доступности вследствие изменения 
микроокружения нейронов. Как перспективный подход к терапии нейродегенеративных 
расстройств рассматривается восстановление баланса нейротрофических факторов в мозге.

Ключевые слова: нейротрофические факторы, мозг, нейродегенеративные заболевания, 
старение, онтогенез, обзор.

Нейротрофические факторы мозга обеспечи-
вают формирование и поддержание активности 
нейрональных клеток и нейронных сетей в онто-
генезе, выступая, таким образом, как одно из цен-
тральных звеньев в функционировании нервной 
системы [1]. Нейротрофины составляют семей-
ство секреторных белков, в которое входят фактор 
роста нервов (NGF), мозговой нейротрофический 
фактор (BDNF), нейротрофин-3 (NT-3) и нейро-
трофин-4 (NT-4) [2]. Синтезируются нейротрофи-
ческие факторы в виде белков-предшественников, 
пронейротрофинов. В онтогенезе зрелые нейро-
трофины, взаимодействуя со специфическими ти-
розинкиназными (Trk) рецепторами, регулируют 
деление клеток, их миграцию, дифференцировку, 
установление и поддержание активности межкле-
точных контактов в нервной системе [3]. Про-
нейротрофины, взаимодействуя с универсальным 
p75NTR-рецептором, регулируют запуск апоптоза [4]. 
Сложная координация синтеза, транспорта, секре-
ции и взаимодействия нейротрофинов и их рецеп-
торов, а также разнообразие сплайсинговых форм 
этих белков обусловливают широкий спектр их 
биологической активности.

Снижение функциональных возможностей моз-
га, в том числе способности к обучению и памяти, 
рост вероятности развития нейродегенеративных 
заболеваний — неизбежные проявления старения, 

критический возраст манифестации и масштабы 
которых существенно различаются [5, 6]. Развитие 
характерных для старения и нейродегенеративных 
заболеваний процессов тесно связано с изменением 
нейротрофического обеспечения головного мозга, 
обусловленным как нарушением метаболизма ней-
ротрофинов, так и модификацией их доступности 
вследствие изменения микроокружения нейронов 
[7]. В условиях увеличения продолжительности 
жизни и связанного с ним роста числа людей, стра-
дающих нейродегенеративными заболеваниями, вы-
яснение фундаментальных механизмов, иницииру-
ющих нарушения нейротрофического обеспечения 
мозга с возрастом, а также разработка способов 
его коррекции приобрели особую актуальность.

Общая характеристика семейства 
нейротрофинов и их рецепторов

Впервые белок семейства нейротрофинов, NGF, 
был обнаружен нейробиологом Леви-Монтальчини 
и эмбриологом Гамбургером в 1953 г. [8] и выделен 
биохимиком Коэном в 1956 г. [9]. За шесть десяти-
летий активного исследования структуры и функ-
ций нейротрофических факторов и их рецепторов 
были хорошо охарактеризованы два белка семей-
ства нейротрофинов — NGF и BDNF [1]. Как и 
большинство трофических факторов, нейротрофи-
ны синтезируются в эндоплазматическом ретику-
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луме в виде белков-предшественников, проней-
ротрофинов (proNGF и proBDNF), образующих 
прочно связанные дисульфидными мостиками 
гомодимеры [10]. Про-домены нейротрофинов 
необходимы для приобретения ими правильной 
конформации и эффективного внутриклеточного 
транспорта белков [11], осуществляемого с помо-
щью сортилина — трансмембранного рецептора, 
расположенного на мембране аппарата Гольджи [12]. 
Сортилин связывается с про-доменами нейротро-
финов и осуществляет их корректную сортировку 
в транспортные везикулы. Транспорт мРНК нейро-
трофинов, в частности, BDNF, зависит от сплайсин-
гового варианта: мРНК с короткой 3’-нетрансли-
руемой областью транслируются в теле нейрона, 
поддерживая базальный уровень BDNF, а мРНК 
с длинной 3’-нетранслируемой областью транс-
портируются в дендриты, где происходит трансля-
ция [13].

Решающую роль во взаимодействии нейротро-
фических факторов с рецепторами и в их последу-
ющей биологической активности играет протео-
литическое расщепление пронейротрофинов [3]. 
Димерные пронейротрофины либо секретируются 
в виде белков-предшественников, либо подверга-
ются посттрансляционной обработке с отщепле-
нием N-концевого про-домена и высвобождением 
зрелого димерного белка (mNGF или mBDNF). 
Про-домены нейротрофинов также подвергаются 
протеолитическому расщеплению, за исключением 
BDNF, у которого отщеплённый про-домен секре-
тируется вместе со зрелой формой белка [2, 11].

В “не-нейрональных” тканях все нейротро-
фины секретируются конститутивно, для нейронов 
же наряду с конститутивной секрецией характерна 
зависящая от нейрональной активности регулируе-
мая секреция BDNF и NGF. При этом зрелая фор-
ма нейротрофинов секретируется конститутивно, 
а пронейротрофины — регулируемо [14, 15]. Так, 
в ответ на физиологические стимулы, такие, как 
вызванная долговременной депрессией низкочас-
тотная стимуляция, секретируется незрелая форма 
BDNF. Внеклеточный proBDNF подвергается гид-
ролизу тканевым активатором плазминогена, в ре-
зультате чего происходит отщепление про-домена 
и высвобождение зрелого нейротрофина. Усиление 
секреции тканевого активатора плазминогена в от-
вет на долговременную потенциацию обеспечивает 
увеличение содержания зрелой формы BDNF во 
внеклеточном пространстве. Внеклеточный гидро-
лиз proBDNF необходим для индукции долговре-
менной потенциации, а внутриклеточный — уча-
ствует в её поддержании. Регулируемая секреция 
BDNF также вовлекается в NMDA-зависимые фор-
мы синаптической пластичности [12, 15].

Специфическими рецепторами зрелых нейро-
трофинов являются белки семейства Trk — тирозин-
киназы. При этом NGF преимущественно связыва-
ется с TrkA, BDNF и NT4 — с TrkB, а NT3 — с TrkC 
и, с меньшей аффинностью, с TrkA [2, 3]. В ре-

зультате взаимодействия с нейротрофином Trk-ре-
цептор димеризуется, аутофосфорилируется, запус-
кает сигнальные каскады, направленные на деление, 
выживание, дифференцировку нервных клеток и 
рост их отростков (рисунок), и затем подвергается 
эндоцитозу. Эндоцитозные пузырьки либо встраи-
ваются обратно в клеточную мембрану, обеспечи-
вая рециркуляцию Trk-рецепторов, либо форми-
руют сигнальные эндосомы, свойства которых 
меняются после интернализации и во время ретро-
градного транспорта [16]. Это становится причи-
ной различия сигнальных каскадов, запускаемых 
активированными Trk-рецепторами с поверхности 
клетки и из сигнальной эндосомы [15]. Динамиче-
ское равновесие встраивания в мембрану и ретро-
градного транспорта Trk-рецепторов определяет 
силу и продолжительность клеточного ответа на 
нейротрофические факторы [17].

Помимо полноразмерной формы Trk-рецеп-
торов (Full Length Trk, FL-Trk), в нейронах присут-
ствуют образованные в результате альтернативного 
сплайсинга укороченные формы Trk-рецепторов, 
у которых отсутствует внутриклеточный тирозин-
киназный домен [18]. Укороченные формы Trk-ре-
цепторов являются конкурентными ингибиторами 
FL-Trk-рецепторов: их связывание с соответству-
ющими нейротрофинами снижает доступность 
лигандов для FL-Trk-рецепторов, а в результате их 
димеризации с полноразмерными рецепторами об-
разуются нефункциональные гетеродимеры [17, 19].

Все зрелые нейротрофины также связываются 
с трансмембранным рецептором p75NTR, принад-
лежащим к суперсемейству рецепторов фактора 
некроза опухоли TNF. Однако аффинность связыва-
ния зрелых нейротрофинов с p75NTR-рецептором 
существенно ниже, чем при их взаимодействии 
с Trk-рецепторами [20]. Принципиально важно, что 
p75NTR-рецептор со значительно более высокой 
аффинностью связывает пронейротрофины, и это 
взаимодействие регулирует запуск апоптоза (рису-
нок) [2, 3]. После связывания с лигандом р75NTR 
димеризуется, подвергается расщеплению α-сек-
ретазой с высвобождением внеклеточного домена 
и С-концевого фрагмента и дальнейшему внутри-
мембранному расщеплению γ-секретазой с высво-
бождением и фосфорилированием внутриклеточ-
ного домена [21, 22]. p75NTR содержит два сайта 
фосфорилирования: остатки тирозина в 337 и 
366 позициях внутриклеточного домена. Выжива-
нию нейронов способствует фосфорилирование 
тирозина в позиции 337, а запуску апоптоза — 
в позиции 366 [23, 24].

p75NTR не обладает собственной каталитиче-
ской активностью [25], но в активированном со-
стоянии способен запускать различные сигналь-
ные пути, при этом выбор конкретного каскада 
определяется мембранным окружением рецептора. 
Так, р75NTR, взаимодействуя с Trk-рецепторами, 
потенцирует их влияние на выживание нейронов 
и рост отростков; с сортилином — запускает внут-
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риклеточный каскад, приводящий к апоптозу; 
с Nogo-R (рецептором к ретикулону-4, глико-
протеину миелина) и Lingo-1 (функциональным 
компонентом Nogo-R-сигнального комплекса) — 
ингибирует регенерацию аксонов. Запуск внутри-
клеточным доменом p75NTR сигнальных путей, регу-

лирующих апоптоз, может происходить не только 
при активации рецептора, но и конститутивно [26, 27].

Коэкспрессия р75NTR с Trk-рецепторами уве-
личивает аффинность и специфичность их связы-
вания с соответствующими нейротрофинами [4], 
однако вопрос о структуре комплекса р75NTR-Trk-

Рисунок. Сигнальные каскады, запускаемые взаимодействием нейротрофинов и их рецепторов. Связывание нейротрофина с внекле-
точным доменом Trk-рецептора приводит к димеризации рецептора, активации внутриклеточного тирозинкиназного домена и 
аутофосфорилированию тирозиновых остатков, которые становятся местами связывания с адаптерными белками. К фосфорили-
рованным тирозинам присоединяется адаптерный белок Shc, который, в свою очередь, вовлекает в каскад белок Grb2. Shc-Grb2 
активируют путь Ras-MAPK через SOS-белок, а также путь PI3K-Akt через белок GAB1. Фосфорилирование других тирозинов 
вовлекает в каскад ФЛC , что приводит к образованию инозитолтрифосфата и диацилглицерина, а также повышению внутри-
клеточного уровня Ca2+ и запуску дальнейших сигнальных каскадов — активации САМК и ПКC. Взаимодействие рецептора 
p75NTR с Trk-рецепторами приводит к усилению Trk-опосредованных сигнальных путей PI3K-Akt. Запускаемые Trk-рецептором 
сигнальные пути контролируют различные аспекты функционирования клетки, включая выживание, дифференцировку, рост и 
синаптическую пластичность. Также p75NTR может способствовать выживанию клеток, активируя NF-κB за счёт ассоциации 
между RIP2 и TRAF6. В то же время, в ответ на связывание с пронейротрофином p75NTR-рецептор индуцирует сфингомиелазу и 
взаимодействует с белками NRAGE, TRAF6 и NRIF, что приводит к активации JNK и апоптозу. Также выход внутриклеточного 
калия через GIRK-каналы и взаимодействие активированного p75NTR-рецептора с белком NADE способствуют запуску апоптоза. 
Обозначения: Akt — протеинкиназа В; CAMK — Ca2+/кальмодулин-зависимая протеинкиназа; ERK — внеклеточная сигнал-ре-
гулируемая киназа; GAB1 — ассоциированный Grb2 белок-1; GIRK — связанный с G-белком внутренне ректифицирующий ка-
лиевый канал; Grb2 - белок, связанный с рецептором ростовых факторов 2; IP3 — инозитол-1,4,5-трифосфат; JNK — c-Jun-N-
концевая киназа; MEK — киназа митоген-активируемой протеинкиназы; NADE — ассоциированный с p75NTR белок, запускающий 
клеточную гибель; NF-κB — ядерный фактор κB; NRAGE — гомолог ассоциированного с меланомой антигена; NRIF — фактор, 
взаимодействующий с рецептором нейротрофинов; PDK1 — 3-фосфоинозитид-зависимая протеинкиназа 1; PI3K — фосфат-
идилинозитол-3-киназа; Raf — киназа MEK; Ras — малая ГТФаза; RIP2 — взаимодействующая с рецептором серинтреонинки-
наза 2; Shc — адапторный белок, содержащий домен Src гомологии; SOS — фактор обмена гуаниннуклеотида для Ras-белка; 
TRAF6 — фактор 6, ассоциированный с рецептором фактора некроза опухолей; ДАГ — диацилглицерин; ПКC — протеинкиназа C; 

Ф — фосфат; ФЛCγ — фосфолипаза Cγ
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нейротрофин остаётся открытым. Известно, что 
для образования высокоаффинного комплекса не 
требуется лиганд-связывающий домен р75NTR-ре-
цептора [28]. Возможно, p75NTR оказывает на Trk-
рецепторы аллостерическое действие. Помимо этого, 
p75NTR замедляет интернализацию и убиквитини-
рование комплекса TrkA-NGF, продлевая нахожде-
ние TrkA-рецептора на клеточной мембране [11, 27]. 
В отсутствие нейротрофинов p75NTR связывается 
с β-амилоидом и DR6 (белком, принадлежащим 
к суперсемейству TNF и активирующим апоптоз), 
что приводит к формированию олигомерного комп-
лекса доменов смерти, активации каспазы-3 и за-
пуску апоптоза [29].

Сортилин также способен связывать проней-
ротрофины, но с низкой афинностью. Однако 
взаимодействие внеклеточных доменов сортилина 
и p75NTR приводит к образованию рецепторного 
комплекса, который способен связывать проней-
ротрофины в субнаномолярных концентрациях, 
при этом зрелый домен пронейротрофина связы-
вается с p75NTR, а про-домен — с сортилином. 
Именно через комплекс p75NTR-сортилин проней-
ротрофины вызывают проапоптотические эффекты 
[20, 30].

Рецепторы нейротрофинов расположены на 
пре- и постсинаптической мембранах, на мембране 
тела нейрона и вдоль его аксона [12]. TrkA экс-
прессируется главным образом в сенсорных и сим-
патических нейронах периферической нервной 
системы (ПНС), в мозжечке и в популяциях холи-
нергических нейронов коры, перегородки и базаль-
ных отделов переднего мозга [31, 32]. TrkB экспрес-
сируется почти всеми нейронами центральной 
нервной системы (ЦНС), а также астроцитами 
[33, 34]. TrkC присутствует на мембране нейронов 
и шванновских клеток мозжечка и коры головного 
мозга, а также на синаптических мембранах мото-
нейронов [31, 35]. p75NTR широко экспрессируется 
в ЦНС и ПНС как нейронами, так и глиальными 
клетками, в том числе — активированными астро-
цитами [32].

Роль нейротрофических факторов и их рецепторов 
в онтогенетических изменениях нервной системы

Нейротрофические факторы играют ключевую 
роль в определении судьбы нейронов в эмбриоге-
незе. Они способствуют пролиферации, дифферен-
цировке и росту нервных клеток и их отростков, а 
также выживанию и запуску клеточной гибели 
нейронов, образовавших и не образовавших, соот-
ветственно, связи с клетками-мишенями [34]. В не-
которых ганглиях ПНС и определённых областях 
ЦНС апоптозу подвергается до 50% нейронов; при 
этом гибнущие апоптозом нейроны способствуют 
пролиферации соседних клеток [36].

Гибель нейронов происходит при замыкании 
нервной пластинки в нервную трубку, элиминиро-
вании функционирующих на определённых этапах 

эмбриогенеза сигнальных центров. Апоптозу под-
вергаются нейроны, отростки которых не смогли 
образовать функционально правильных связей, а 
также клетки с анеуплоидией и другими дефектами 
репликации и митоза [36]. Апоптоз избыточных 
нейронов, образованных в эмбриогенезе, необходим 
для оптимизации размеров нервной системы [34].

Ключевую роль в запуске программируемой 
клеточной гибели, как отмечалось выше, играют 
взаимодействие пронейротрофинов с p75NTR-ре-
цептором и образование лиганд-рецепторного 
комплекса с сортилином. p75NTR опосредует кле-
точную гибель в основном постмитотических ней-
ронов. В то же время в делящихся клетках p75NTR 
запускает сигнальные каскады, способствующие 
клеточному выживанию. В шванновских клетках 
BDNF, связываясь с p75NTR, контролирует их ми-
грацию вдоль аксона [27].

Зависимость выживания и развития нейронов 
от нейротрофинов в ПНС и ЦНС различна: нейро-
трофические факторы, секретирующиеся клетками-
мишенями, необходимы для выживания сенсор-
ных и симпатических нейронов в ПНС, в то время 
как в ЦНС нейротрофины не являются необходи-
мыми для выживания клеток, но поддерживают 
функционирование нейронов. Различия в пути 
развития нейронов ПНС и ЦНС в отсутствие ней-
ротрофических факторов и в ответ на них может 
объяснять разница в экспрессии рецепторов ней-
ротрофинов. В отсутствие лигандов TrkA- и TrkC-
рецепторы конститутивно запускают сигнальный 
путь программируемой клеточной гибели нейронов, 
в то время как отсутствие BDNF, лиганда TrkB-ре-
цептора, к апоптозу не приводит [37]. Причиной 
различного влияния отсутствия нейротрофинов на 
выживаемость нейронов может являться положе-
ние рецепторов на клеточной мембране: колока-
лизация TrkA- и TrkC-рецепторов с р75NTR проис-
ходит в липидных рафтах, а TrkB-рецептора — вне 
липидных рафтов. При взаимодействии TrkA- и 
TrkC-рецепторов с p75NTR происходит его протеолиз 
и взаимодействие с колокализованными в рафтах 
проапоптотическими факторами, в том числе — 
с комплексом DISC, активация которого приво-
дит к запуску внешнего пути апоптоза [38]. TrkB-
рецепторы транслоцируются в липидные рафты 
только при активации, что способствует повыше-
нию синаптической активности [15]. Для запуска 
каскада клеточной гибели TrkA- и TrkC-рецеп-
торам не требуется наличие тирозинкиназного до-
мена, поэтому укороченная форма Trk-рецепторов 
также может вносить вклад в этот процесс [37].

В развивающейся нервной системе гамма-
аминомасляная кислота (ГАМК), взаимодействуя 
с ГАМКА-рецепторами, служит трофическим сиг-
налом для возбуждающих нейронов: активация 
ГАМКА-рецепторов приводит к деполяризации 
плазматической мембраны, пролиферации, мигра-
ции, дифференцировке нейронов и образованию 
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нервных сетей, а также временному повышению 
внутриклеточной концентрации Са2+. Повышен-
ный уровень Са2+, в свою очередь, облегчает экзо-
цитоз BDNF. Активация BDNF-TrkB-сигнального 
пути замедляет эндоцитоз ГАМКА-рецепторов. Та-
ким образом, в развивающихся нейронах устанав-
ливается положительная обратная связь между 
усилением активности ГАМКА-рецепторов и по-
вышением уровня BDNF. После созревания ней-
ронов активация ГАМКА-рецепторов приводит 
к гиперполяризациии, и петля положительной об-
ратной связи с BDNF исчезает [39].

В эмбриональный период BDNF регулирует 
формирование нейронов зрительных путей: уро-
вень фосфорилирования TrkB-рецептора, отража-
ющий степень его активности, повышен в нейро-
нах зрительной коры [40]. Также BDNF участвует 
в формировании нейрональных сетей, ответствен-
ных за пищевое поведение, способствует выжива-
нию окситоцинергических нейронов [41]. BDNF и 
TrkB-рецептор экспрессируются в чёрном веществе 
головного мозга, запуская сигнальные пути, необ-
ходимые для развития и поддержания популяций 
дофаминергических нейронов [42].

Подавляющее большинство нейронов ПНС об-
разуется из нейрональных клеток нервного гребня. 
Предшественники нервных клеток образуются в 
ганглиях ПНС тремя перекрывающимися волнами: 
первыми образуются предшественники афферент-
ных нейронов проприо- и механорецепторов с мие-
линизированными аксонами, вторыми –предше-
ственники ноцицепторов и механорецепторов 
с немиелинизированными аксонами, а третьими — 
мультипотентные предшественники сенсорных 
нейронов. Trk-рецепторы необходимы для разви-
тия различных типов сенсорных нейронов: TrkA-
рецепторы требуются для развития ноцицепторов, 
TrkB-рецепторы — для механорецепторов, TrkC-
рецепторы — для проприорецепторов. Специали-
зация и специфика функционирования сенсорных 
нейронов во время эмбрионального развития и 
в зрелом мозге зависят от сигнальных путей, за-
пускаемых различными нейротрофинами через 
специфические рецепторы [43].

NGF на ранних стадиях эмбриогенеза присут-
ствует в эпидермисе и дерме кожи, регулирует об-
разование ноцицептивных С-волокон [44]. NGF и 
NT-3 способны активировать TrkA-рецептор, но 
к формированию сигнальной эндосомы приводит 
только взаимодействие NGF с рецептором, тогда 
как комплекс NT-3–TrkA распадается в кислой 
среде ранних эндосом. Образование NGF проис-
ходит только в клетках-мишенях нейронов, NT-3 — 
в эндотелии сосудов [16]. Для выживания и под-
держания незрелого состояния нейронов, аксоны 
которых ещё не достигли тканей-мишеней, требу-
ется NT-3. Отсутствие этого нейротрофина при-
водит к преждевременному созреванию нейронов 
и истощению пула нейрональных клеток-предше-

ственников [43]. По достижении аксонами тканей-
мишеней дальнейшее выживание нейронов и на-
правление роста аксонов поддерживаются NGF. 
Принимая во внимание повышенную специфич-
ность связывания TrkA-рецептора c NGF в присут-
ствии р75NTR-рецептора, полагают, что переклю-
чателем специфичности связывания становится 
р75NTR, контролирующий ответ нейронов на свя-
зывание различных нейротрофинов с одним и тем 
же рецептором [27]. Таким образом, NT-3 вызывает 
локальные эффекты, направляя рост аксонов сен-
сорных и симпатических нейронов ПНС к тканям-
мишеням, тогда как NGF, повышая экспрессию мо-
лекул клеточной адгезии в нейронах, осуществляет 
более тонкую регуляцию роста аксонов по направ-
лению к клеткам-мишеням [16].

Главной функцией BDNF в зрелом мозге яв-
ляется модулирование синаптической пластично-
сти. Нейротрофин вызывает структурные и функ-
циональные изменения как возбуждающих, так и 
тормозящих синапсов, вызывает краткосрочные 
и долговременные эффекты. Различия в эффектах 
BDNF обусловлены не только его формой (proBDNF 
и mBDNF оказывают противоположное действие), 
но и особенностями доставки к нейронам. Быстрое 
и кратковременное повышение концентрации BDNF 
приводит к значительной, но непродолжительной 
активации TrkB-рецептора и, как следствие, к вре-
менным эффектам в плане действия на синапти-
ческую пластичность. Хроническое повышение 
уровня нейротрофина приводит к медленной, но 
долговременной активации TrkB-рецептора, при 
этом значительный пул активированных рецепто-
ров рециркулирует обратно к клеточной мембране. 
Также кратковременное и долговременное повы-
шение концентрации BDNF оказывает различное 
действие на морфологию синапсов: острое повы-
шение его уровня приводит к удлинению аксонов 
и набуханию дендритных шипиков, тогда как хро-
ническое повышение — к ветвлению дендритов и 
образованию на них филоподий [15]. Эффекты, 
вызываемые BDNF в синапсах, зависят также от 
типов пре- и постсинаптического нейронов. В воз-
буждающем глутаматергическом синапсе BDNF 
способствует активации возбуждающего, но не тор-
мозящего постсинаптического нейрона. В тормо-
зящем ГАМК-ергическом синапсе BDNF подав-
ляет синаптическую передачу на возбуждающий 
постсинаптический нейрон [45]. BDNF модулирует 
встраивание тормозящих нейронов в нейронные 
сети ЦНС [40].

Трансляция мРНК BDNF и NTRK2 (гена TrkB-
рецептора) может осуществляться в синаптических 
везикулах, что приводит к локальному повышению 
уровня их белковых продуктов только в активном 
синапсе. Таким образом, запуск сигнальных путей 
активированными TrkB-рецепторами происходит 
селективно в активных синапсах и не происходит 
в соседних, неактивных синапсах. Нейрональная 
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активность способствует дальнейшей встройке со-
держащих TrkB-рецептор синаптических пузырь-
ков в клеточную мембрану, а также транслокации 
мРНК TrkB-рецептора в дендриты [15].

BDNF является необходимым регулятором 
клеточных процессов, лежащих в основе памяти 
и познания, так как этот белок играет ключевую 
роль в формировании долговременной потенциа-
ции [15] — как её ранней, так и поздней стадии. 
На ранней стадии долговременной потенциации 
активация NMDA-рецепторов к глутамату приво-
дит к повышению внутриклеточной концентрации 
Ca2+. Взаимодействие BDNF с TrkB-рецептором 
также приводит к повышению внутриклеточной 
концентрации Ca2+ за счет активации фосфолипа-
зы Cγ. В пресинаптических нейронах активация 
фосфолипазы Cγ усиливает экзоцитоз синаптиче-
ских везикул, повышая концентрацию глутамата в 
синаптической щели. Активация сигнального пути 
BDNF-TrkB приводит к интенсификации транспорта 
белка постсинаптического уплотнения (PSD-95), 
необходимого для активации NMDA-глутаматерги-
ческих рецепторов и обеспечения синаптической 
пластичности. Эти молекулярные события стано-
вятся основой для поздней стадии долговременной 
потенциации [40]. В то же время, proBDNF, акти-
вируя p75NTR, препятствует реконсолидации вос-
поминаний и способствует их исчезновению [15].

p75NTR играет ключевую роль в ослаблении 
синаптических связей и развитии долговременной 
депрессии. Поскольку запускаемые глутаматом сиг-
нальные пути необходимы для формирования дол-
говременной депрессии, p75NTR опосредует свои 
эффекты через NMDA- и AMPA-рецепторы к глута-
мату [15]. p75NTR участвует в регуляции роста аксо-
нов: его связывание с пронейротрофинами моду-
лирует активность белков семейства Rho-ГТФаз, 
контролирующих реорганизацию актинового цито-
скелета, и повышает активность каспазы-3 и ка-
спазы-6 в пределах аксонального конуса роста, 
что приводит к ретракции аксона, но не приводит 
к апоптозу. Таким образом, активация p75NTR при-
водит к разрушению аксонального конуса роста, 
предотвращая рост аксона в неправильном направ-
лении [27, 34]. В то же время proBDNF, активируя 
p75NTR-рецептор, ингибирует миграцию нейронов, 
стимулирует сокращение аксонов, снижает интен-
сивность роста дендритов и плотность дендритных 
шипиков [15].

NGF принимает участие в передаче болевой 
чувствительности (повышает продукцию вещества Р, 
основного нейромедиатора боли). Он необходим 
для экспрессии специфических для ноцицепции 
ионных каналов и сенситизации рецепторов. При-
чина сенситизации ноцицепторов — вызванное 
NGF быстрое и долговременное увеличение си-
наптической пластичности между чувствительными 
и вставочными нейронами. Также NGF является 
одним из факторов, способствующих дегрануля-
ции тучных клеток, содержимое гранул которых, 

в свою очередь, приводит к дальнейшему высвобож-
дению NGF, что становится причиной гипералге-
зии. В ЦНС сенситизация нейронов, участвующих 
в передаче и обработке болевой чувствительности, 
вызывается высвобождаемым активированной 
микроглией BDNF [44].

BDNF принимает участие в регуляции энерге-
тического метаболизма: в гипоталамусе экспрессия 
этого нейротрофина высока и строго регулируется 
энергетическим статусом. Уровень BDNF макси-
мален в вентромедиальном ядре гипоталамуса, ре-
гулирующем синтез глюкагона [46]. Повышение 
уровня глюкозы в крови приводит к быстрому по-
вышению уровня BDNF и TrkB-рецептора в вен-
тромедиальном ядре гипоталамуса [41]. BDNF 
опосредует анорексигенные эффекты, вызываемые 
активированной меланокортиновой системой [47]. 
В паравентрикулярном ядре гипоталамуса, играю-
щем ключевую роль в поддержании гомеостаза [48], 
BDNF повышает уровни кортикотропин-рилизинг-
гормона [49] и урокортина, пептидного гормона 
из семейства кортиколиберинов. Кортикотропин-
рилизинг-гормон и урокортин, в свою очередь, 
снижают аппетит. В аркуатном ядре гипоталамуса 
BDNF модулирует синаптическую пластичность 
нейронов, регулирующих потребление пищи. Он 
также участвует в регуляции энергетического ме-
таболизма на периферии: синтезируется в гладкой 
и скелетной мускулатуре и жировой ткани [50, 51]. 
При этом в белой жировой ткани BDNF вовлечён 
в регуляцию активации транскрипционной про-
граммы бурого жира и, как следствие, термогенеза 
[41, 52]. Синтезируемый в гепатоцитах BDNF по-
вышает их чувствительность к инсулину, снижая 
уровень глюкозы в крови. Гедоническая гиперфа-
гия у мутантных по BDNF животных частично 
объясняется тем, что нарушение запускаемых BDNF 
сигнальных путей в дофаминергических нейронах 
покрышки среднего мозга приводит к подавлению 
активности системы вознаграждения мозга. Вве-
дение NGF в желудочки мозга приводит к дозоза-
висимой гипофагии и потере веса [41, 53].

Изменение уровня нейротрофинов является 
частью нейронального ответа на стероидные гор-
моны: взаимодействие эстрадиола с эстрогеновыми 
рецепторами в нейронах и астроцитах приводит 
к повышению уровня мРНК BDNF в нейронах [49]. 
Активация эстрогеновых рецепторов ГАМК-ерги-
ческих тормозных нейронов коры мозга эстрадио-
лом приводит к их торможению и растормаживанию 
BDNF-экспрессирующих нейронов, что способ-
ствует повышению уровня BDNF [54]. Прогестерон 
повышает продукцию BDNF двумя путями: взаи-
модействие гормона с ядерными рецепторами при-
водит к увеличению синтеза нейротрофина, а с 
мембранными рецепторами — облегчает его се-
крецию. При травме прогестерон способствует 
сдвигу соотношения proNGF/mNGF в направле-
нии зрелого нейротрофина [55].
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Изменение нейротрофического обеспечения мозга 
при развитии нейродегенеративных заболеваний

Широкий спектр биологической активности 
нейротрофинов, их участие в регуляции всех аспек-
тов жизнедеятельности нейронов позволяют пред-
полагать, что изменение нейротрофического обес-
печения мозга может являться как причиной, так 
и следствием развития нейродегенеративных про-
цессов. При нейродегенеративных расстройствах 
различного генеза наблюдается тенденция к сме-
щению баланса пронейротрофины/зрелые нейро-
трофины в направлении преобладания незрелых 
форм белков [56], при этом содержание Trk-рецеп-
торов снижается, а экспрессия p75NTR-рецептора 
повышается [57].

Болезнь Альцгеймера (БА) — наиболее рас-
пространённая форма сенильной деменции. Клю-
чевыми событиями в патогенезе заболевания ста-
новятся гиперпродукция белка-предшественника 
β-амилоида (APP), накопление его токсических 
форм и образование амилоидных бляшек в мозге, 
гиперфосфорилирование тау-белка и формирование 
нейрофибриллярных клубков, гибель нейронов и 
синапсов [58, 59]. Закономерно, что развитие ха-
рактерных для БА процессов сопровождается из-
менением нейротрофического обеспечения мозга, 
о чем свидетельствует снижение в мозге, спинно-
мозговой жидкости и крови пациентов с БА уровня 
BDNF [60, 61]. BDNF принимает участие в регуля-
ции процессинга APP, стимулируя его метаболизм 
по неамилоидогенному пути, поэтому снижение 
уровня нейротрофина способствует накоплению 
токсических форм β-амилоида [62]. В процессинге 
APP и р75NTR-рецептора участвуют одни и те же 
ферменты — α- и γ-секретаза — поэтому следствием 
гиперпродукции APP становится накопление вы-
зывающего клеточную гибель С-концевого фраг-
мента белка р75NTR на клеточной мембране [63]. 
Кроме того, β-амилоид напрямую связывается с вне-
клеточным доменом р75NTR-рецептора [64]. Вызван-
ная этим молекулярным событием активация внут-
риклеточного домена смерти р75NTR приводит к 
гибели нейронов, опосредованной запуском каска-
дов каспазы-3 и каспазы-8, образованием активных 
форм кислорода и индукцией окислительного стресса 
[64, 65]. Характерным событием при развитии БА 
становится гиперфосфорилирование стабилизиру-
ющего микротрубочки тау-белка, что приводит 
к нарушению аксонального транспорта [66]. Посколь-
ку ретроградный транспорт активированных ней-
ротрофическими факторами Trk-рецепторов играет 
ключевую роль в запуске сигнальных каскадов вы-
живания нейронов, его нарушение приводит к ги-
бели нейронов [16].

Одними из первых при развитии БА поража-
ются холинергические нейроны базальных отделов 
головного мозга [67], основным нейротрофическим 
фактором для которых является NGF [7]. Показа-
но, что р75NTR-рецептор коэкспрессируется в этих 

же отделах мозга [15]. Изменение баланса proNGF/
mNGF в направлении пронейротрофина и гипер-
экспрессия р75NTR-рецептора способствуют запуску 
процесса гибели холинергических нейронов. Таким 
образом, нарушения сигнальных путей нейротро-
финов вносят вклад в патогенез БА, связывая ги-
бель холинергических нейронов, амилоидную пато-
логию и таупатию в единый механизм [7]. Однако 
важно отметить, что развитие БА сопровождается 
активацией процессов, направленных на компен-
сацию нарушений нейротрофического обеспече-
ния: увеличением секреции BDNF астроцитами и 
микроглией в ответ на внеклеточную агрегацию 
β-амилоида и образование амилоидных бляшек 
[68, 69].

Болезнь Паркинсона (БП) — нейродегенера-
тивное заболевание, характеризующееся внеклеточ-
ной агрегацией белка α-синуклеина с образованием 
телец Леви, мутацией в гене тау-белка, гибелью до-
фаминергических нейронов в чёрном веществе го-
ловного мозга и снижением содержания дофамина 
в стриатуме [70]. Гиперэкспрессия α-синуклеина 
при БП подавляет продукцию нейротрофинов: со-
держание BDNF и NGF в чёрном веществе голов-
ного мозга больных БП снижено [60, 71]. В то же 
время экспрессия p75NTR-рецептора, напротив, 
в нейронах чёрного вещества головного мозга уси-
ливается, что способствует гибели дофаминергиче-
ских нейронов [72]. При этом уровень BDNF снижен 
в стриатуме и, в меньшей степени, — во фронталь-
ной коре и мозжечке [73, 74]. Важно отметить, что 
у пациентов с БП уровень BDNF в спинномозговой 
жидкости и крови понижен на ранних стадиях забо-
левания и растёт по мере его прогрессии [75, 76]. 
При этом на поздних стадиях БП повышение уровня 
BDNF положительно коррелирует с моторными 
нарушениями, что может отражать активацию 
компенсаторной реакции [61].

Болезнь Хантингтона (БХ) вызывает мутация 
в гене HTT транскрипционного фактора хантинг-
тина, приводящая к его агрегации, образованию 
внутриклеточных включений и, как следствие, нару-
шению нейронального транспорта [77]. Наиболее 
выраженные изменения нейротрофического обес-
печения при БХ развиваются в стриатуме: уровни 
BDNF и FL-TrkB-рецептора снижаются, тогда как 
уровни укороченной формы TrkB-рецептора и 
p75NTR-рецептора повышаются [78, 79]. Снижение 
уровня BDNF также может быть обусловлено на-
рушением его транскрипции, в регуляции которой 
участвует хантингтин. Мутация в гене хантингти-
на, с одной стороны, приводит к нарушению спо-
собности белка связываться с промотором II гена 
BDNF, с другой стороны, — к взаимодействию 
с транскрипционным фактором СВР (белок, связы-
вающий CREB) и подавлению его активности [80]. 
К снижению содержания BDNF в стриатуме так-
же приводит нарушение аксонального транспорта: 
синтезированный в коре нейротрофин антероград-
но транспортируется в подкорковые структуры, в том 
числе — в стриатум [77].
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При боковом амиотрофическом склерозе — 
нейродегенеративном заболевании, характеризу-
ющемся дегенерацией и гибелью мотонейронов — 
значительно повышено содержание запускающего 
апоптоз p75NTR-рецептора в мотонейронах [72].

Таким образом, патогенез нейродегенеративных 
заболеваний тесно связан с нарушением сигналь-
ных путей нейротрофических факторов и баланса 
пронейротрофинов и зрелых нейротрофинов, а так-
же их рецепторов. Закономерно, что в последние 
годы растёт число исследований, направленных на 
оценку эффективности терапии таких болезней, 
основанной на восстановлении нейротрофического 
обеспечения нейронов [81, 82]. Как перспектив-
ный подход в этом направлении рассматривается 
активация Trk-рецепторов их агонистами и сниже-
ние активности p75NTR-сигнального пути. Так, ак-
тивация BDNF/TrkB сигнального пути в чёрном 
веществе головного мозга при БП приводит к уве-
личению экспрессии дофаминового рецептора D3, 
образованию новых дофаминергических волокон 
и, как следствие, ослаблению симптомов заболе-
вания, т.е. к улучшению моторики и мышечного 

тонуса [83, 84]. Активация NGF/TrkA-сигнального 
пути при механических повреждениях головного и 
спинного мозга предотвращает вызванный нейро-
токсинами апоптоз сенсорных и симпатических 
нейронов [85]. В опытах in vitro было показано, что 
добавление NGF и BDNF активирует ферменты 
антиоксидантной защиты. Экзогенный NGF по-
вышает экспрессию каталазы и глутатионперок-
сидазы [86, 87], а экзогенный BDNF стимулирует 
активность глутатионредуктазы [85]. Снижение 
активности p75NTR-рецептора при боковом амио-
трофическом склерозе способствует выживанию 
мотонейронов [72]. Восстановление нарушений 
нейротрофического обеспечения мозга преждевре-
менно стареющих крыс OXYS мелатонином пода-
вило развитие у них признаков БА — накопление 
токсических форм β-амилоида и гиперфосфорили-
рование тау-белка [88, 89]. Таким образом, восста-
новление нейротрофического обеспечения нейронов 
может рассматриваться как перспективный под-
ход к терапии нейродегенеративных расстройств.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 16-15-10005).
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BRAIN NEUROTROPHIC SUPPLEMENTATION IN ONTHOGENESIS 
AND DURING DEVELOPMENT OF NEURODEGENERATIVE DISEASES

E.A. Rudnitskaya1, N.G. Kolosova1,2, N.A. Stefanova1,*

1 Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
Lavrentyeva pr. 10, Novosibirsk, 630090, Russia;

2 Novosibirsk State University, Pirogova ul. 2, Novosibirsk, 630090, Russia;
*e-mail: stefanovan@bionet.nsc.ru

Neurotrophic factors play a key role in ontogenetic changes of the nervous system function-
ing. In six decades of active studying of neurotrophic structure and function the most well char-
acterized neurotrophic factors among other neurotrophins are nerve growth factor (NGF) and 
brain-derived neurotrophic factor (BDNF). Complex coordination of synthesis, transport, se-
cretion and interaction of proneurotrophins and mature neurotrophins as well as its receptors — 
tyrosine kinase Trk receptors and p75NTR receptor — leads to a wide range of its biological activi-
ties. In embryogenesis, neurotrophic factors are involved in the formation of the nervous system 
regulating the division, differentiation, survival, growth and migration of neurons and neurites as 
well as the apoptosis. In the mature brain neurotrophins are involved in maintaining the func-
tional state of neurons and glial cells and regulation of synaptic plasticity. Therefore, develop-
ment of processes associated with advanced age and neurodegenerative diseases is closely related 
to impairments of neurotrophic supplementation of the brain. Such impairments may be caused 
by disturbances in neurotrophic metabolism as well as modification of its availability due to 
changes in neuronal microenvironment. Restoring of the balance of neurotrophic factors is con-
sidered as a promising approach to the treatment of neurodegenerative disorders.

Keywords: neurotrophic factors, brain, neurodegenerative diseases, aging, ontogenesis, review.

Сведения об авторах

Рудницкая Екатерина Александровна — аспирант сектора молекулярных механизмов 
старения ИЦиГ СО РАН. Тел.: 8-383-363-49-80; e-mail: rudnickaya@bionet.nsc.ru

Колосова Наталия Гориславовна — докт. биол. наук, проф., зав. сектором молекулярных 
механизмов старения ИЦиГ СО РАН. Тел.: 8-383-363-49-80; e-mail: kolosova@bionet.nsc.ru

Стефанова Наталья Анатольевна — докт. биол. наук, ст. науч. сотр. сектора молеку-
лярных механизмов старения ИЦиГ СО РАН. Тел.: 8-383-363-49-80; e-mail: stefanovan@
bionet.nsc.ru



 83ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2016. № 4

ФИЗИОЛОГИЯ

УДК 57.024 

O СВЯЗИ ИНДИВИДУАЛЬНЫХ ХАРАКТЕРИСТИК 
ЭЛЕКТРОЭНЦЕФАЛОГРАММЫ С УРОВНЕМ ИНТЕЛЛЕКТА

Е.П. Станкова*, И.Ю. Мышкин

 Кафедра физиологии человека и животных, факультет биологии и экологии, Ярославский государственный 
университет имени П.Г. Демидова; Россия, 150057, г. Ярославль, Матросова пр-д, д. 9

*e-mail: stankova-katia@yandex.ru

Работа посвящена изучению связи между индивидуальными особенностями элек-
троэнцефалограммы (ЭЭГ), зарегистрированной в состоянии спокойного бодрствования, 
и уровнем невербального интеллекта. В исследовании приняли участие 77 студентов 
Ярославского государственного университета имени П.Г. Демидова. При анализе связей 
IQ со спектральными характеристиками тета-, альфа- и двух диапазонов бета-ритмов ЭЭГ 
выявлено, что амплитуда и мощность альфа- и низкочастотного бета-ритмов положи-
тельно связаны с успешностью решения теста невербальных интеллектуальных способ-
ностей. Разнообразие периодических режимов мозга оценивали с помощью корреляци-
онной размерности ЭЭГ (CD). Корреляционная размерность является количественной 
характеристикой аттрактора нелинейно-динамической системы, дающей информацию 
о степени сложности ее поведения. Нами установлено, что величина корреляционной 
размерности положительно связана с уровнем интеллекта. Для изучения периодичности 
сигнала ЭЭГ использовали автокорреляционный анализ. Показано, что длительность 
автокоррелограммы имеет отрицательную связь с IQ, а размах графика автокорреляци-
онной функции положительно связан с коэффициентом интеллекта. Получено регрес-
сионное уравнение, позволяющее прогнозировать уровень невербального интеллекта на 
основе мощности тета- и бета-ритмов, индексов альфа-ритма, амплитуды и автокорре-
ляционных характеристик сигнала ЭЭГ.

Ключевые слова: ЭЭГ, альфа-ритм, бета-ритм, тета-ритм, автокорреляционный 
анализ ЭЭГ, корреляционная размерность ЭЭГ, интеллект.

В настоящее время одной из наиболее акту-
альных проблем психофизиологии считают поиск 
объективных критериев успешности когнитивной 
деятельности, в том числе и интеллекта. Начиная 
с работ Ч. Спирмена, психологи английской школы 
исследования интеллекта предполагают, что суще-
ствует некий общий фактор, который влияет на 
успешность прохождения испытуемым большин-
ства тестов способностей. Ч. Спирмен назвал этот 
фактор генеральным, или “фактором G”, в рабо-
тах Р. Кеттела это –“подвижный интеллект”. На 
сегодняшний день концепция интеллекта Г. Ай-
зенка является, на наш взгляд, наиболее развитой. 
В ней наиболее фундаментальный аспект интел-
лекта, который служит физиологической основой 
познавательного поведения, был назван биологи-
ческим интеллектом [1]. 

В противоположность социальному и психо-
метрическому интеллекту, биологический мало 
зависит от влияния среды, а в основном связан 
с генетически определенными задатками. Логично 
предположить, что, если существует биологиче-
ский интеллект, то он каким-то образом связан 
с особенностями строения или работы головного 
мозга. Поэтому одной из важнейших проблем фи-
зиологии и психофизиологии является определе-
ние особенностей функционирования головного 

мозга, которые определяют тот или иной уровень 
интеллекта. В ряде исследований показано, что 
индивидуальные характеристики электроэнцефало-
граммы (ЭЭГ) во многом определены генетически 
и могут быть использованы для изучения когни-
тивных способностей [2]. 

Несмотря на большое количество публикаций, 
отражающих связь когнитивных процессов с осо-
бенностями электрической активности мозга, во-
прос о существовании чётких электрофизиологи-
ческих биомаркёров процессов интеллекта далёк 
от своего решения.

Во-первых, трудности в интерпретации полу-
ченных результатов обусловлены использованием 
различных когнитивных тестов. Особенности элек-
трической активности мозга по-разному влияют 
на различную тестовую деятельность [3], поэтому 
в данной работе мы использовали тест свободный 
от влияния культуры, который не требует ни мате-
матических навыков, ни обращения к аппарату 
долговременной памяти.

Во-вторых, большинство современных иссле-
дований, посвященных изучению связи уровня 
интеллекта с особенностями организации элек-
трической активности мозга, затрагивают лишь 
спектральные характеристики ЭЭГ [4–7]. Однако 
спектральные характеристики не дают информа-
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ции о периодичности сигнала ЭЭГ, его сложности 
и временной динамике. Было показано, что в струк-
туре ЭЭГ помимо регулярных составляющих, мож-
но выявить хаотическую составляющую, которая 
не является шумом и отражает сложность органи-
зации электрической активности мозга. Изучать 
её можно методами нелинейной динамики, в том 
числе используя корреляционную размерность вос-
становленного аттрактора ЭЭГ [8]

Современные литературные данные свиде-
тельствуют в пользу того, что фоновая активность 
мозга во многом определяет характер его вызван-
ной активности [9], поэтому в данной работе мы 
остановились на изучении электрической активно-
сти мозга в состоянии спокойного бодрствования. 
Целью настоящего исследования стало изучение 
связи между индивидуальными особенностями 
ЭЭГ и уровнем интеллекта. Для комплексного из-
учения ЭЭГ мы применили как линейные, так и 
нелинейные методы анализа, и связали особенно-
сти фоновой электрической активности с успеш-
ностью решения теста на интеллект. 

Материалы и методы

В исследовании приняли участие 77 человек 
в возрасте от 19 до 26 лет обоего пола. Все испытуе-
мые были студентами Ярославского государствен-
ного университета имени П.Г. Демидова и дали 
письменное информированное согласие на участие 
в исследовании. Регистрация ЭЭГ проводилась в со-
стоянии спокойного бодрствования с закрытыми 
глазами. Применялся монополярный способ отве-
дения с ипсилатеральным референтным ушным 
электродом (А1, А2). Восемь пар активных электро-
дов располагались в соответствии с международной 
системой “10–20” в переднелобных (Fp1, Fp2), 
лобных (F3, F4), нижнелобных (F7, F8), центральных 
(C3, C4), теменных (P3, P4), затылочных (O1, O2), 
височных (T3, T4) и задневисочных (T5, T6) отве-
дениях. Запись проводилась с помощью исследо-
вательского комплекса “Нейрон-Спектр-4/ВПМ” 
(Нейрософт, Россия). Частота опроса составляла 
500 Гц, полоса пропускания от 0,5 до 35 Гц. Сопро-
тивление электродов не превышало 20 кОм. После 
удаления артефактов на основе визуального анализа 
записи, она подвергалась четырём видам анализа: 
спектральному, амплитудному, автокорреляцион-
ному и вычислению корреляционной размерности 
ЭЭГ. Первые три вида анализа были реализованы 
с помощью программного обеспечения “Нейрон-
спектр.NET” (Нейрософт, Россия). Для анализа вы-
бирали 20 эпох продолжительностью 5 сек. Спект-
ральный и амплитудный анализы производили 
в следующих частотных диапазонах ЭЭГ: тета-ритм 
(4–8 Гц), альфа-ритм (8–14 Гц), низкочастотный 
бета-ритм (14–20 Гц), высокочастотный бета-ритм 
(20–35 Гц). Помимо амплитуд отдельных ритмиче-
ских составляющих оценивали общую амплитуду 
сигнала ЭЭГ. Автокорреляционный анализ прово-

дили на отрезках 500 мс. Корреляционная размер-
ность является количественной характеристикой 
аттрактора нелинейно-динамической системы, даю-
щей информацию о степени сложности ее поведе-
ния. Корреляционная размерность ЭЭГ косвенно 
характеризует разнообразие периодических режимов 
мозга. Её рассчитывали с помощью программного 
обеспечения, разработанного в ЯрГУ по алгоритму 
Грассбергера-Прокаччиа [10]. Для вычисления кор-
реляционной размерности восстановленного ат-
трактора ЭЭГ использовали 40000 отсчетов (1 мин 
20 сек чистой записи). На этом отрезке сигнала 
размещали 800 эпох длительностью 122 мс. 

Оценку невербального интеллекта проводили 
с помощью теста “Домино”. Основным элемен-
том всех тестовых заданий является изображение 
фишек домино, расположенных в соответствии 
с различными закономерностями. Одна из фишек 
(последняя в ряду) “пустая”, обозначается пунктир-
ным контуром. Испытуемый должен был выявить 
принцип, согласно которому выстроены фишки, 
и определить ту фишку, которую следует поставить 
на место, обозначенное пунктиром. Тест “Доми-
но” относится к тестам интеллекта, свободным от 
влияния культуры и не требует арифметических 
способностей. Проверку нормальности распреде-
ления проводили с использованием критерия Ша-
пиро-Уилка. Считали, что данные подчиняются 
закону нормального распределения, при p>0,05.

Для сокращения количества первичных ана-
лизируемых данных ЭЭГ, а также для изучения их 
структуры применяли факторный анализ. После-
дующий анализ проводили с данными, для кото-
рых главный фактор объяснял более 66% дисперсии 
значений. Редукцию данных проводили по каждому 
отведению, а затем по всему исследуемому диапа-
зону ЭЭГ.

Связь между параметрами оценивали по коэф-
фициенту корреляции Пирсона. Уровень значимости 
принимали равным p<0,05.

При составлении модели, прогнозирующей уро-
вень интеллекта, применяли множественный ре-
грессионный анализ методом последовательного 
исключения переменных. Уровень значимости ко-
эффициентов в уравнении составлял p<0,05. Вы-
числяли коэффициент множественной корреляции 
и коэффициент детерминации.

Проверку адекватности регрессионной модели 
проводили методом построения ROC-кривой (re-
ceiver operating characteristic). Этот график позво-
ляет оценить точность бинарной классификации. 
Он показывает зависимость числа истинно положи-
тельных примеров от числа ложно отрицательных 
примеров. Качество регрессионной модели можно 
оценить на основании площади под ROC-кривой 
(area under curve, AUC), чем больше площадь, тем 
лучшей прогностической способностью обладает 
модель. Построение ROC-кривой, вычисление пло-
щади под кривой, чувствительности и специфич-
ности модели производили в программе MedCalc 
Statistical.
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Результаты и обсуждение

Из 77 обследованных нами испытуемых 15 об-
ладали интеллектом выше среднего (>110 баллов 
по тесту “Домино”, согласно руководству к тесту), 
один человек обладал интеллектом ниже среднего 
(<90 баллов). Средний бал интеллекта в выборке 
составил 104±7.

При качественной оценке спектров мощности 
сигнала ЭЭГ мы обнаружили следующую законо-
мерность. У всех испытуемых, обладающих невер-
бальным интеллектом выше среднего, альфа-ритм 
на ЭЭГ был хорошо выражен, а спектр мощности 
чаще всего характеризовался бимодальным или 
полимодальным затылочным и теменным альфа-
ритмом. Такие спектры были обнаружены у 11 из 
15 обследованных, и лишь у четырёх испытуемых 
можно было наблюдать мономодальный альфа-ритм. 

У испытуемых со средним уровнем интеллекта 
не было выявлено преобладания какого-либо опре-
деленного типа спектров альфа-ритма. Таким об-
разом, на основании качественного анализа можно 
предположить наличие связи между разнообрази-
ем генераторов ритмов в альфа-диапазоне ЭЭГ и 
показателем интеллекта. 

При анализе связей уровня интеллекта со 
спектральными параметрами ЭЭГ было установ-
лено, что IQ был связан с амплитудой, мощностью 
и индексом альфа-ритма ЭЭГ в затылочных (O1, 
O2), теменных (P3, P4), центральных (C3, C4), ви-
сочных (T3, T4) и левом задневисочном (T5) отве-
дениях. Значимые коэффициенты корреляции со-
ставили от +0,25 до +0,33 (рис. 1). 

Аналогичные данные были получены для низ-
кочастотного бета-ритма (14–20 Гц). Его амплитуда 
и мощность были положительно связаны с коэф-
фициентом интеллекта в затылочных (O1, O2), те-
менных (P3, P4), центральных (C3, C4), левом 
лобном (F3) и левом задневисочном (T5) отведе-
ниях (рис. 2). Коэффициенты корреляции соста-
вили от +0,25 до +0,36.

В обоих случаях максимальное значение ко-
эффициентов корреляции наблюдалось в централь-
ных и теменных отведениях, при этом для правого 
полушария величина связи была меньше, чем для 
левого.

При нелинейном анализе ЭЭГ была обнару-
жена положительная связь уровня интеллекта с раз-
нообразием периодических режимов мозга в левом 
переднелобном и правом лобном отведении. Коэф-
фициент корреляции Пирсона между результатами 
теста “Домино” и корреляционной размерностью 
ЭЭГ составил в обоих случаях +0,23. Таким обра-
зом, чем более “сложным” был паттерн сигнала ЭЭГ 
во фронтальных и префронтальных отведениях, 
тем выше был уровень интеллекта испытуемых. 

Положительную связь уровня интеллекта с раз-
махом (амплитудой) графика автокорреляционной 
функции наблюдали в левых лобном, центральном, 
теменном и височном отведениях (рис. 3, А, Б). 
Размах автокорреляционной функции в целом мо-

жет характеризовать степень сходства одного участ-
ка ЭЭГ с отрезком той же записи, сдвинутым на 
определенный промежуток времени. Нами также 
показана отрицательная связь времени первого 
пересечения с нулем (рис. 3, В) и максимального 
интервала автокорреляционной функции с уровнем 
интеллекта. Эти параметры характеризуют время 
затухания автокорреляционной функции, и, сле-
довательно, устойчивость периодики. Периодика 
на автокоррелограмме затухает тем быстрее, чем 
больше процесс отличается от истинно периоди-
ческого. Чем более регулярным был альфа-ритм 
ЭЭГ на коротких временных интервалах, порядка 
нескольких десятых секунды, и чем чаще изменя-
лась динамика сигнала ЭЭГ испытуемого, тем выше 
был уровень интеллекта обследованных студентов. 
Мы предполагаем, что такой характер сигнала 
ЭЭГ отражает модуляцию альфа-ритма в веретена.

Значимые коэффициенты корреляции IQ cо 
всеми выше описанными параметрами ЭЭГ нахо-
дились в пределах от +0,23 до +0,36. Следователь-
но, каждый из описанных параметров в отдельно-
сти может объяснить лишь около 10% дисперсии 
изучаемого признака. Поэтому для более полной 
характеристики связи ЭЭГ и IQ целесообразно ис-
пользовать комплекс показателей сигнала одно-
временно. Для этого нами было составлено урав-
нение регрессии. Коэффициент множественной 
регрессии составил уже 0,59, а коэффициент де-
терминации — 0,35. Таким образом, уравнение 
объясняет 35 процентов дисперсии коэффициента 
интеллекта в выборке.

Полученная регрессионная модель, позволяет 
предсказать уровень интеллекта на основе мощно-
сти тета- и бета-ритмов, индексов альфа-ритма, 
амплитуды и автокорреляционных характеристик 
сигнала ЭЭГ.

 IQ = 100,19 – 0,18a – (0,36b – 0,25c) – 0,36d + 
 0,18e + 13,43f, (1)

где a — мощность тета-ритма в отведении F4; b — 
индекс альфа ритма в отведении С4; с — индекс 
альфа ритма в отведении T4; d — мощность высо-
кочастотного бета-ритма в отведении T6; e — мак-
симальная амплитуда сигнала ЭЭГ в отведении Р3; 
f — максимальный размах автокорреляционной 
функции в отведении С3.

Уровень значимости уравнения p<0,00002.
На прогнозируемый уровень интеллекта поло-

жительно влияют амплитуда ЭЭГ в правом темен-
ном отведении, уменьшение градиента индекса 
альфа-ритма от правых центрального к височному 
отведению и размах автокоррелограммы ЭЭГ в ле-
вом центральном отведении. Отрицательно связаны 
с уровнем интеллекта выраженность тета-ритма 
в правом лобном отведении и мощность высоко-
частотного компонента бета-ритма в правом задне-
височном отведении на фоновой ЭЭГ испытуемого.

Мы проверили, насколько хорошо модель мо-
жет разделить испытуемых на два класса — испы-
туемых со средним интеллектом и с интеллектом 
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Рис. 3. Коэффициенты корреляции между IQ и максимальным размахом графика функции автокорреляции (А), средним размахом 
графика функции автокорреляции (Б), временем первого пересечения с нулём графика функции автокорреляции (В) (p < 0,05)

Рис. 1. Коэффициенты корреляции между IQ и максимальной амплитудой альфа-ритма (А), мощностью альфа-ритма (Б), 
индексом альфа-ритма (В) (p < 0,05) 

Рис. 2. Коэффициенты корреляции между IQ и амплитудой (А) и мощностью (Б) 
низкочастотного бета-ритма (p < 0,05)
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выше среднего. Для этого оценили площадь под 
ROC-кривой. Она составила 0,91, что может ха-
рактеризовать качество нашей модели как отлич-
ное. Значение точки отсечения составило 107, т.е. 
если модель предсказывает уровень IQ, равный 107, 
таких испытуемых следует относить в группу с ин-
теллектом выше среднего. При этом параметр чув-
ствительности составил 80, а специфичности — 84. 
Чувствительность модели показывает, насколько 
хорошо она может выявить лиц, обладающих высо-
ким интеллектом. Однако слишком чувствительная 
модель будет относить к группе одаренных даже 
тех испытуемых, которые таковыми не являются. 
Специфичность модели характеризует её способ-
ность выявлять лиц, не обладающих высоким ин-
теллектом. В данном случае чувствительность и спе-
цифичность сбалансированы и достаточно высоки.

Одной из переменных уравнения, позволяю-
щего предсказать уровень интеллекта, являлась 
максимальная амплитуда сигнала ЭЭГ. Чем больше 
она была, тем больше был IQ испытуемого. Сум-
марная амплитуда ЭЭГ зависит как от количества 
нейронных генераторов ЭЭГ, так и от их фазовой 
синхронизации [5]. Учитывая современные гипо-
тезы о том, что временная и пространственная 
структура фоновой активности головного мозга 
определяют его вызванную активность [9], можно 
предположить, что высокий уровень синхрониза-
ции нейронных популяций в состоянии спокой-
ного бодрствования наилучшим образом подготав-
ливает их к восприятию и обработке информации 
при активном бодрствовании. Однако частота, на 
которой происходит синхронизация нейронной ак-
тивности, имеет существенной влияние на уровень 
интеллекта.

Полученные данные о положительной связи 
параметров альфа-ритма и низкочастотного бета-
ритма с уровнем интеллекта согласуется с данны-
ми литературы о том, что выраженность на фоно-
вой ЭЭГ ритмической составляющей с частотой 
8–13 Гц положительно связана с успешностью ре-
шения когнитивных задач [7, 11]. В литературе по-
казано, что ритмическая активность в нижнем аль-
фа-диапазоне связана с функцией внимания, в то 
время как высокочастотный альфа-ритм отражает 
способность обрабатывать семантическую инфор-
мацию [12]. Поэтому сдвиг фоновой электриче-
ской активности мозга в сторону более медленных 
ритмов сопровождается снижением продуктивно-
сти познавательной деятельности [13]. По данным 
литературы высокочастотный альфа-ритм и низ-
кочастотный бета-ритм имеют сходные корково-
подкорковые генераторы и отражают работу системы 
“таламус — островковая доля — поясная извили-
на” [14], поэтому можно предположить, что эти 
два ритма имеют сходную функциональную роль. 
Так как процесс решения теста “Домино” требовал 
осмысленной обработки поступающей информа-
ции, можно сделать вывод о том, что ЭЭГ одарен-
ных испытуемых должна характеризоваться выра-
женной электрической активностью в диапазонах 

высокочастотного альфа-ритма и низкочастотного 
бета-ритма.

В то же время, IQ увеличивается по мере сни-
жения выраженности тета-ритма и высокочастот-
ного бета-ритма на ЭЭГ. Высокочастотный бета-
ритм больше характерен для состояния активного 
бодрствования и находится в реципрокных отно-
шениях с альфа-ритмом. Поэтому наличие на фо-
новой ЭЭГ высокочастотного бета-ритма говорит 
об отсутствии синхронизации и нейронных ансамб-
лей. Отрицательная связь уровня интеллекта с вы-
раженностью тета-ритма может быть объяснена 
с позиций ограничений, которые тета-ритм накла-
дывает на процессы внимания. Установлено, что, 
в отличие от здоровых испытуемых, подростки, 
страдающие синдромом дефицита внимания, харак-
теризуются повышенной выраженностью тета-ритма 
в лобных отведениях, при этом преимущественно 
с левой стороны [15]. Наши данные об обратном 
влиянии альфа- и тета-ритмов на уровень интел-
лекта подтверждают данные, представленные в ли-
тературе [16]. 

В данном исследовании для оценки уровня 
интеллекта нам было важно найти такие измеряе-
мые величины, которые характеризовали бы систем-
ные процессы в головном мозге. Для этих целей 
мы использовали корреляционную размерность 
восстановленного аттрактора ЭЭГ. По данным ли-
тературы, при помощи этой величины можно су-
дить, насколько генерализованно протекают про-
цессы в головном мозге или насколько вариативна 
его деятельность [17]. Нами была продемонстри-
рована положительная связь между величиной 
корреляционной размерности и уровнем интел-
лекта. Можно прийти к выводу о том, что величи-
на корреляционной размерности может служить 
непосредственным показателем уровня интеллек-
та, так как отражает лабильность нейродинамики 
мозга. Данные автокорреляционного анализа по-
казали, что чем выше интеллект испытуемых, тем 
больше электрическая активность мозга отличается 
от истинно периодической. В целом, на основании 
анализа связи IQ со спектрами мощности ЭЭГ, 
c корреляционной размерностью и автокорреляци-
онными характеристиками можно предположить, 
что сигнал ЭЭГ интеллектуально одаренных ис-
пытуемых должен иметь сложную временную 
структуру.

Таким образом, показано, что амплитуда и 
мощность альфа- и низкочастотного бета-ритмов 
фоновой ЭЭГ положительно связаны с уровнем 
интеллекта, как и корреляционная размерность ЭЭГ 
во фронтальных отведениях. Амплитуда автокор-
релограммы ЭЭГ положительно связана с уровнем 
невербального интеллекта испытуемого, длитель-
ность автокоррелограммы ЭЭГ отрицательно свя-
зана с IQ. Получено уравнение регрессии, пред-
сказывающее уровень невербального интеллекта 
на основании мощности тета- и бета-ритмов, ин-
дексов альфа-ритма, амплитуды и автокорреляци-
онных характеристик сигнала ЭЭГ. 
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ASSOCIATION BETWEEN INDIVIDUAL EEG CHARACTERISTICS 
AND LEVEL OF INTELLIGENCE
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The aim of the study was to investigate the relationship between individual characteristics the 
electroencephalogram in the resting state and the level of non-verbal intelligence. The study in-
volved 77 students of Yaroslavl State University. Analyzing the relationship between IQ and spectral 
parameters of EEG theta, alpha and two sub bands of beta oscillations, we have found out that am-
plitude and power of alpha band EEG oscillations and low frequency beta bend EEG oscillations 
were positively correlated with test performance. The variety of brain periodic regimes was assessed 
by using correlation dimension of EEG. The correlation dimension can be used to quantify the de-
gree of complexity of nonlinear dynamical system. It was found to be EEG correlation dimension 
was positively associated with the level of intelligence. To study the periodicity of the EEG signal 
was used the autocorrelation EEG analysis. It was shown that autocorrelogram duration was nega-
tively associated with non-verbal intelligence level, and autocorrelogram amplitude was positively 
associated with IQ. We have deduced the regression equation which allows to predict the level of 
non-verbal intelligence based on individual EEG characteristics.

Keywords: EEG, alpha-band oscillations, beta-band oscillations, theta-band oscillations, EEG 
autocorrelation analysis, correlation dimension, intelligence.

Сведения об авторах

Станкова Екатерина Петровна — аспирант кафедры физиологии человека и живот-
ных факультета биологии и экологии Ярославского государственного университета име-
ни П.Г. Демидова. Тел. 8-485-244-29-28; e-mail: stankova-katia@yandex.ru

Мышкин Иван Юрьевич — докт. биол. наук, проф. кафедры физиологии человека и 
животных факультета биологии и экологии Ярославского государственного университе-
та имени П.Г. Демидова. Тел. 8-485-244-29-28; e-mail: myshkin-iwan@yandex.ru



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /All
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments false
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage false
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Impact
    /LucidaConsole
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TimesNewRomanMT-ExtraBold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages false
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<


    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e55464e1a65876863768467e5770b548c62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc666e901a554652d965874ef6768467e5770b548c52175370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>



    /HUN <>
    /ITA (Utilizzare queste impostazioni per creare documenti Adobe PDF adatti per visualizzare e stampare documenti aziendali in modo affidabile. I documenti PDF creati possono essere aperti con Acrobat e Adobe Reader 6.0 e versioni successive.)
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020be44c988b2c8c2a40020bb38c11cb97c0020c548c815c801c73cb85c0020bcf4ace00020c778c1c4d558b2940020b3700020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken waarmee zakelijke documenten betrouwbaar kunnen worden weergegeven en afgedrukt. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 6.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>

    /SKY <>

    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>

    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for reliable viewing and printing of business documents.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /RUS <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [300 300]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


