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НЕПОЛНОЦЕННОЕ ПИТАНИЕ В РАННЕЙ ЖИЗНИ И РИСК 
РАЗВИТИЯ ДИАБЕТА 2-ГО ТИПА: ТЕОРЕТИЧЕСКИЙ БАЗИС 

И ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИЕ ДОКАЗАТЕЛЬСТВА
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Получены многочисленные экспериментальные и эпидемиологические доказатель-
ства того, что недостаточное питание во время раннего развития может влиять на риск 
развития метаболических патологий во взрослой жизни, включая сахарный диабет 2-го 
типа (СД2Т). Большая часть эпидемиологических доказательств подобной связи получе-
на в квазиэкспериментальных исследованиях (“естественных экспериментах”), реализо-
ванных в популяциях разных стран мира. В этих исследованиях показано, что воздей-
ствие голода в течение пренатального и/или раннего постнатального развития связано с 
повышенным риском развития СД2Т во взрослой жизни. В качестве основного механиз-
ма, за счёт которого реализуется связь между воздействием голода в ранней жизни и по-
вышенным риском СД2Т у взрослых людей, рассматривается эпигенетическая регуля-
ция активности генов. Предполагается, что пренатальное воздействие голода может 
вызывать устойчивые эпигенетические изменения, которые имеют адаптивное значение 
на протяжении раннего постнатального развития, но предрасполагают к метаболиче-
ским нарушениям, включая СД2Т, в дальнейшей жизни. В представленном обзоре обоб-
щены и обсуждены данные квазиэкспериментальных исследований, свидетельствующие 
о возможности раннего программирования риска СД2Т.

Ключевые слова: сахарный диабет 2-го типа, голод, натуральные эксперименты, ква-
зиэкспериментальные исследования, эпигенетика, обзор

Сахарный диабет 2-го типа (СД2Т) является 
одним из наиболее распространенных хронических 
заболеваний, представляющих серьёзную социаль-
ную и экономическую проблему в большинстве со-
временных стран, независимо от уровня их разви-
тия. Как известно, данная патология обусловлена 
возникновением резистентности тканей к инсулину 
в результате сниженной физической активности и 
ожирения, которые свойственны многим людям 
в старости. СД2Т принято считать “диабетом взрос-
лых”, так как обычно он развивается у людей сред-
него и старшего возраста. Как правило, данное забо-
левание возникает после 40 лет, хотя в последние 
годы его всё чаще диагностируют у более молодых 
пациентов [1]. Быстрый рост распространенности 
ожирения, возникающего вследствие высококало-
рийного питания и малоподвижного образа жизни, 
является ключевой причиной глобальной пандемии 
СД2Т в последние десятилетия. В настоящее время 
415 миллионов человек (около 9% взрослого насе-
ления планеты) страдают от этого заболевания. 
Ожидается, что в течение следующего десятилетия 
количество больных СД2Т может возрасти до 
642 миллионов человек [2]. Ключевую роль в этио-
логии данной патологии играет генетическая пред-
расположенность. Однако резкое увеличение частоты 

диагностируемого СД2Т во всём мире невозможно 
объяснить сугубо генетическими факторами, по-
скольку генетическая структура популяций не может 
настолько существенно изменяться на протяжении 
относительно короткого исторического периода. 
Очевидно, что эти процессы обусловлены прежде 
всего изменением условий жизни современных 
людей [3].

Накапливается всё больше экспериментальных 
и эпидемиологических подтверждений того, что на 
риск возникновения СД2Т могут оказывать влия-
ние не только факторы окружающей среды (в пер-
вую очередь – образ жизни) во взрослом возрасте, 
но и условия, в которых проходит раннее развитие 
человека [3]. Явным доказательством этого может 
служить, например, исследование, осуществленное 
на семьях индейцев Пима, в которых дети рожда-
лись до и после того, как матерям поставили диаг-
ноз СД2Т [4]. Полученные данные свидетельству-
ют о том, что дети, рожденные после того, как 
их матерям был поставлен диагноз СД2Т, имели 
в 3,7 раз более высокий риск развития этой пато-
логии по сравнению с детьми, рожденными до воз-
никновения диабета у их матерей, несмотря на то, 
что они жили в сходных условиях всю оставшуюся 
жизнь.
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В представленном обзоре приведены резуль-
таты квазиэкспериментальных исследований (“на-
туральных экспериментов”), свидетельствующие 
о том, что склонность к развитию СД2Т во взрос-
лой жизни может определяться неполноценным 
питанием в период раннего развития человека.

1. Пищевое программирование СД2Т 
в раннем онтогенезе: концептуальный базис

Согласно гипотезе “раннего программирова-
ния” потенциала здоровья и склонности к патоло-
гии во взрослой жизни (“Developmental Origins of 
Health and Disease (DOHaD) hypothesis”), которая за 
последние десятилетия была подтверждена резуль-
татами многих исследований, организм в период 
развития может адаптироваться к неблагоприятным 
условиям окружающей среды. Результатом этих адап-
таций может стать предрасположенность к различ-
ным патологическим состояниям во взрослом воз-
расте [5]. В частности, неполноценное питание в 
ранней жизни может приводить к морфологиче-
ским и функциональным изменениям в ключевых 
органах, участвующих в регуляции метаболизма, 
в том числе и в мозге, печени, жировой ткани, 
мышцах, поджелудочной железе [6]. В настоящее 
время такие изменения относят к “прогностиче-
ским адаптивным откликам” (“predictive adaptive 
responses”, PARs) [7]. Воздействие неблагоприятных 
факторов окружающей среды, таких как неполно-
ценное или несбалансированное питание на стадии 
внутриутробного развития, может в долгосрочной 
перспективе “программировать” аппетит и пище-
вое поведение, а также формирование жировой 
ткани и дисфункцию бета-клеток поджелудочной 
железы развивающегося плода [3]. В результате 
этих процессов развивающийся организм может 
быть адаптирован к условиям неполноценного пи-
тания вследствие снижения продукции инсулина 
и возникновения инсулинорезистентности.

Согласно гипотезе “экономного фенотипа” 
(“thrifty phenotype”) [8], такого рода метаболиче-
ские адаптации после рождения могут обеспечить 
повышение выживаемости в условиях дефицита пи-
щевых ресурсов вследствие способности генериро-
вать запас жира, который может быть использован 
во время периодов голодания. Однако подобные 
метаболические адаптации могут предрасполагать 
к развитию СД2Т в условиях нормального или, тем 
более, избыточного питания. При ограничении 
поступления пищевых ресурсов во время беремен-
ности, развитие организма в утробе матери замед-
ляется. Этот процесс называют внутриутробной за-
держкой роста (ВУЗР). В условиях ВУЗР адаптация 
плода к недостаточному питанию реализуется с по-
мощью различных механизмов, имеющих отно-
шение к энергетическому обмену и метаболизму 
глюкозы, а именно: повышение чувствительности 
к инсулину для утилизации глюкозы, увеличение 
в печени интенсивности глюконеогенеза, сниже-

ние чувствительности к инсулину в мышцах и на-
рушение развития поджелудочной железы [9]. Все 
эти механизмы способствуют выживаемости плода 
в условиях ВУЗР с помощью оптимизации как про-
дуцирования, так и использования энергии, сниже-
ния потребности в аминокислотах и анаболических 
гормонах, а также стимуляции глюконеогенеза 
для поддержания уровня глюкозы в жизненно важ-
ных органах – прежде всего, в сердце и мозге. Такие 
адаптивные изменения приводят к асимметричному 
снижению темпов роста отдельных органов плода, 
что выражается главным образом в ухудшении раз-
вития мышечной массы, подкожной клетчатки и 
костной ткани [9]. Подобные приспособления по-
зволяют эмбриональным тканям плода в условиях 
ВУЗР поддерживать энергозависимые функции ме-
таболизма за счёт снижения интенсивности роста 
в условиях пониженного потребления питательных 
веществ. Если эти адаптивные изменения сохраня-
ются или индуцируются на более поздних этапах 
жизни, они могут способствовать чрезмерному 
потреблению энергии и замедлению обмена веществ 
в условиях, когда количество питательных веществ 
увеличивается, способствуя тем самым возникно-
вению резистентности к инсулину, ожирению и 
СД2Т в зрелом возрасте [9–11].

В ранних исследованиях, посвященных изуче-
нию долговременных последствий неполноценного 
питания в ранней жизни для последующего здоровья 
человека, в качестве основного показателя, свиде-
тельствующего о ВУЗР, использовали вес при рож-
дении. На основании полученных данных был сде-
лан вывод, что, во-первых, сниженная величина 
этого показателя является фактором риска разви-
тия СД2Т, а во-вторых, существует обратная ли-
нейная коррелятивная связь между массой тела 
при рождении и вероятностью возникновения за-
болевания во взрослом возрасте [12]. Низкий вес 
при рождении стали использовать в качестве пре-
диктора не только склонности к СД2Т, но и других 
ассоциированных с СД2Т патологических состоя-
ний в последующей жизни, в том числе нарушений 
распределения жира [13], липидного профиля, ар-
териального давления и резистентности к инсулину 
[14], регуляции гипоталамо-гипофизарно-надпо-
чечниковой оси [15], а также возникновения ишеми-
ческой болезни сердца [16]. Более поздние исследо-
вания, однако, продемонстрировали, что корреляция 
между массой тела при рождении и риском развития 
СД2Т не является линейной, а имеет U-образную 
форму. Увеличенный вес при рождении (>4000 г) 
оказался связан с повышенным риском развития 
данной патологии в той же степени, что и снижен-
ный вес (<2500 г) [17].

На сегодняшний день связь между низким ве-
сом при рождении и риском СД2Т в более позднем 
возрасте изучена наиболее полно. Эта ассоциация 
в значительной степени связана с так называемым 
“догоняющим” (“catch-up”) ростом младенцев, чье 
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НЕПОЛНОЦЕННОЕ ПИТАНИЕ В РАННЕЙ ЖИЗНИ И РИСК РАЗВИТИЯ ДИАБЕТА 2-ГО ТИПА

внутриутробное развитие происходит в условиях 
ВУЗР. Догоняющий рост приводит к непропорцио-
нально высокой скорости увеличения массы жиро-
вой ткани по сравнению с другими тканями [18]. 
Эти процессы реализуются прежде всего за счёт 
подавления термогенеза и развития “экономного 
фенотипа”, характеризующегося резистентностью 
к инсулину и лептину. У детей, рожденных отно-
сительно малыми для своего гестационного воз-
раста, выявлены аномалии в оси гормон роста/ин-
сулиноподобный фактор роста-1 (Insulin-like growth 
factor-1, IGF-1), которые, как известно, играют 
значительную роль в процессах роста и развития 
человеческого организма [19]. Подобные анома-
лии IGF-1 у таких детей, характеризующихся “до-
гоняющим ростом”, как полагают, тесно связаны 
с метаболическими нарушениями, особенно СД2Т, 
в более поздней жизни.

Молекулярные механизмы, задействованные 
в процессе онтогенетического пищевого програм-
мирования СД2Т, до сих пор полностью не изуче-
ны. Во многих недавних исследованиях получены 
убедительные доказательства того, что наиболее ве-
роятным механизмом связи между неблагоприят-
ными условиями раннего развития и негативными 
последствиями для здоровья во взрослой жизни, 
являются изменения в эпигенетической регуляции 
экспрессии генов (наследственные изменения функ-
ции генов без изменения последовательности вхо-
дящих в их состав нуклеотидов) [20]. Основными 
эпигенетическими механизмами являются метили-
рование ДНК и посттрансляционные модифика-
ции гистонов, а также регулирование при помощи 
некодирующих РНК (микроРНК и макроРНК) 
[21]. Доказательства в пользу ключевой роли ме-
тилирования ДНК и других эпигенетических ме-
ханизмов в этиологии СД2Т и ожирения получены 
в большом количестве исследований, осуществлен-
ных на различных моделях экспериментальных 
животных [22]. Так, употребление пищи с высоким 
содержанием жиров приводило к выраженным из-
менениям ключевых эпигенетических меток в мета-
болических тканях. У людей, страдающих ожирени-
ем и СД2Т, выявлены эпигенетические изменения 
ассоциированных с этими патологиями генов.

В концепции “онтогенетического программи-
рования” потенциала здоровья и склонности к пато-
логии во взрослой жизни важным моментом является 
то, что наиболее интенсивные эпигенетические пе-
рестройки происходят в период внутриутробного 
развития. Эти перестройки необходимы для реализа-
ции процессов пролиферации и дифференцировки 
клеток. На протяжении этого периода эпигеном 
является наиболее восприимчивым к действию фак-
торов окружающей среды [23]. 

Результаты многочисленных исследований по-
зволяют предположить, что эпигенетические изме-
нения, индуцированные влиянием определенных 
факторов среды на стадии развития, могут “им-

принтироваться” и воспроизводиться спустя деся-
тилетия, долгосрочно влияя на метаболические 
процессы [24]. Эти процессы могут иметь важное 
значение в этиологии СД2Т. Показано, что суще-
ственную роль в патогенезе СД2Т играют измене-
ния уровня экспрессии генов, участвующих в раз-
личных нарушениях метаболизма глюкозы, таких 
как дисфункция β-клеток, нарушение толерант-
ности к глюкозе и инсулинорезистентность [25]. 
У пациентов с СД2Т в периферической крови и 
островках Лангерганса выявлены специфические 
маркеры метилирования ДНК этих генов [26].

2. Квазиэкспериментальные исследования раннего 
программирования сахарного диабета 2-го типа

Многочисленные доказательства зависимости 
состояния здоровья взрослых людей от условий их 
раннего развития получены в квазиэксперименталь-
ных исследованиях, например, при изучении дол-
говременных последствий голода в ранней жизни 
[27]. В следующих разделах рассматриваются эм-
пирические данные, полученные в исследованиях 
такого типа, осуществлённых в разных странах.

2.1. Голод в Голландии 1944–1945 гг.

На сегодняшний день наиболее полно изуче-
ны долгосрочные последствия голода в Голландии 
1944–1945 гг. (“Dutch Hunger Winter”). Этот голод, 
вызванный осуществленным нацистами эмбарго 
на ввоз продовольствия, был распространён на тер-
ритории западных Нидерландов с ноября 1944 г. 
по май 1945 г. В то время как нормальный дневной 
рацион составляет 2000 ккал для женщин и 2500 ккал 
для мужчин, на территориях, охваченных голодом 
в Голландии, средние дневные рационы не превы-
шали 700 ккал на человека [28]. Важно отметить, 
что до и после этого периода голландская популя-
ция питалась полноценно.

Пренатальное воздействие голода в Голландии 
привело к долговременным выраженным наруше-
ниям метаболизма, таким как увеличение концент-
рации липидов в плазме крови и индекса массы тела 
(ИМТ), а также к повышенному риску ожирения 
и сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ) в более 
позднем возрасте (см. обзоры [28–30]). Показано, 
что выраженность негативных последствий голода 
в значительной степени зависела от периода, на 
протяжении которого люди подвергались его воз-
действию. Наиболее уязвимыми в этом отношении 
оказались ранние стадии внутриутробного разви-
тия [28–31]. Детство и препубертатный возраст 
также оказались периодами, характеризующимися 
повышенной чувствительностью, хотя и в несколько 
меньшей степени.

Повышенный риск заболевания СД2Т выявлен 
у людей, подвергшихся воздействию голода в Гол-
ландии в возрасте до 21 года [32]. У женщин, сооб-
щивших об умеренном уровне голодания в детстве 
и молодом возрасте, риск СД2Т оказался на 36% 
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выше, а у тех, которые подверглись воздействию 
более сильного голода, на 64% выше, чем у женщин, 
не подвергшихся голоду. Повышенная вероятность 
развития СД2Т и заболеваний периферических ар-
терий в возрасте 60–76 лет выявлена также у гол-
ландских женщин (но не мужчин), которые голодали 
в возрасте 11–14 лет [33].

В исследованиях, посвященных изучению дол-
говременных последствий голода в Голландии, по-
лучены доказательства того, что изменение пара-
метров здоровья сопровождалось выраженными 
перестройками на эпигенетическом уровне. Хотя 
и не было обнаружено связи пренатального воз-
действия голода с уровнем общего метилирования 
ДНК в зрелом возрасте [34], метилирование от-
дельных генов оказалось существенно измененным 
у людей, подвергшихся влиянию голода во время 
внутриутробного развития. Хэйджманс и др. [31] 
изучали уровни метилирования импринтированного 
гена, кодирующего инсулиноподобный фактор 
роста-2 (Insulin-like growth factor-2, IGF-2), кото-
рый, как известно, играет важную роль в росте и 
развитии человека. Этот ген был выбран для ана-
лиза, поскольку характеристики его метилирова-
ния являются неизменными во взрослом возрасте, 
в связи с чем IGF2 является хорошим кандидатом 
для проведения подобного типа исследования. 
В данной работе люди, матери которых голодали 
во время первого триместра беременности, имели 
значительно более низкие уровни метилирования 
гена IGF2 через 60 лет после голода по сравнению 
с контрольными лицами. В последующем исследо-
вании этих же авторов были изучены характеристи-
ки метилирования 15 генов, вовлеченных в развитие 
метаболических и сердечно-сосудистых нарушений 
[35]. Уровни метилирования шести из этих генов 
(GNASAS, IL10, LEP, ABCA1, INSIGF и MEG3) ока-
зались в значительной степени связаны с внутри-
утробным воздействием голода.

2.2. Периоды голода в Австрии 
на протяжении 20-го века

Данные исследований, посвящённых отдален-
ным последствиям голода в Голландии, были позд-
нее подтверждены результатами изучения популяций 
других стран, в частности, Австрии. Население этой 
страны в 20-м веке трижды подверглось голоду: 
первый из этих периодов явился следствием рас-
пада в 1918–1919 гг. Австро-Венгерской империи, 
второй стал результатом экономического кризиса 
1938 г., вызванного неурожаем и продовольствен-
ным эмбарго, введенным нацистской Германией, 
а третий произошел в 1946–1947 гг. после оконча-
ния Второй мировой войны. При анализе данных 
о 325 тыс. больных СД2Т Тернер и соавт. [36] об-
наружили, что повышенный риск этого заболева-
ния свойственен тем людям, которые родились 
в Австрии во время или сразу же после какого-либо 
из этих эпизодов голода. Например, у тех граждан 

Австрии, которые родились в 1919–1921 гг., риск 
заболеть СД2Т оказался на 40% большим, чем у тех, 
кто родились в 1918 или 1922 гг. При этом риск 
возникновения данной патологии был практически 
неизменным у обитателей регионов, которые были 
незначительно затронуты голодом. Кроме того, по-
казатели распространенности СД2Т в существен-
ной степени коррелировали с уровнем экономи-
ческого развития различных областей государства. 
Авторы исследования сделали вывод, что получен-
ные ими данные свидетельствуют о ключевой роли 
факторов окружающей среды в период от зачатия 
до раннего детства в этиологии СД2Т. Среди этих 
средовых триггеров вклад неполноценного пита-
ния, без сомнения, является одним из наиболь-
ших, хотя не может быть исключена также роль 
других факторов, таких, как спровоцированный го-
лодом стресс и инфекционные агенты, в том числе 
и переносимые грызунами вирусные заболевания 
[37]. Однако, основываясь на полученных в этом 
исследовании данных, авторы сделали вывод, что 
“голодовая гипотеза” является наиболее вероят-
ным объяснением наблюдаемых эффектов [36, 38].

2.3. Голод в Украине 1932–1933 гг.

В недавнем исследовании осуществлено изуче-
ние ассоциации пренатального воздействия голода 
с риском СД2Т в большой когорте (n = 43150) лю-
дей, родившихся в Украине до, во время и после 
голода 1932–1933 гг. [39]. Как известно, этот голод 
был результатом коллективизации (принудительного 
объединения единоличных крестьянских хозяйств 
в коллективные хозяйства) в начале 1930-х гг., про-
водимой правительством Советского Союза. Данный 
процесс привел к гибели нескольких миллионов 
человек с 10-кратным увеличением уровня смерт-
ности в апреле–июле 1933 г. по сравнению с перио-
дами до и после голода.

Риск СД2Т у людей, родившихся в первой по-
ловине 1934 г. в регионах, подвергшихся наиболее 
мощному влиянию голода, оказался на 47% выше, 
чем у людей, родившихся до и после голода. У тех, 
кто родились в регионах с умеренно тяжелым уров-
нем голода, он был на 26% выше, а у тех, кто роди-
лись в областях, не затронутых голодом, не был 
увеличен. Выявленные ассоциации оказались сход-
ными у мужчин и женщин. На основании получен-
ных данных высказано предположение о том, что 
ранние стадии внутриутробного развития являются 
критическим периодом, на протяжении которого 
неполноценное питание приводит к формированию 
эпигенетических адаптаций, способствующих раз-
витию СД2Т впоследствии.

2.4. Блокада Ленинграда 1941–1944 гг.

Блокада Ленинграда (современный Санкт-Пе-
тербург) в 1941–1944 гг. спровоцировала голодную 
смерть миллионов жителей города. Обусловленное 
осадой голодание привело к снижению массы тела 
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людей при рождении до 500–600 г [40]. Однако 

при изучении показателей здоровья у 549 индиви-

дов, рожденных в Ленинграде до или во время 

блокады, не было выявлено проявлений дислипи-

демии, нарушений толерантности к глюкозе, ги-

пертонии и повышенного риска ССЗ во взрослом 

возрасте [41, 42]. Неблагоприятное влияние не-

полноценного питания во время раннего развития 

проявлялось у этих людей только в эндотелиаль-

ной дисфункции и более выраженной, чем в норме, 

связью повышенного ИМТ с кровяным давлени-

ем. Такие результаты кажутся противоречащими 

концепции “экономного фенотипа”, так как внут-

риутробное недоедание не было связано с нечув-

ствительностью к глюкозе во взрослом возрасте. 

Эти данные не согласуются и с результатами, полу-

ченными при изучении голода в Голландии. Возмож-

ное объяснение данного противоречия высказано 

некоторыми авторами, которые предполагают, что 

исследование долговременных последствий бло-

кады Ленинграда осложняется тем, что питание 

детей, выживших во время блокады, в отличие от 

ситуации в Голландии, продолжало оставаться не-

полноценным и в последующие годы [43]. Таким 

образом, у этих людей не было несоответствия 

(“mismatch”) между пренатальными и постнаталь-

ными условиями развития, что, согласно гипотезе 

“экономного фенотипа” [8], является определяю-

щим для возникновения неадекватных приспосо-

бительных изменений, влияющих на последую-

щий риск развития хронических заболеваний.

В более поздних исследованиях, однако, связь 

между голоданием в начале жизни во время блокады 

Ленинграда и риском развития СД2Т во взрослом 

возрасте была выявлена. Так, у женщин, родив-

шихся в Ленинграде во время блокады, обнаружены 

рост заболеваемости и снижение возраста мани-

фестации СД2Т без ожирения [44]. Эта группа ха-

рактеризовалась более высокой частотой метабо-

лических нарушений и их сердечно-сосудистых 

последствий, таких как артериальная гипертония 

и атеросклероз коронарных и сонных артерий, а 

также артерий головного мозга [45]. Сходные про-

блемы со здоровьем были также продемонстриро-

ваны в когортах людей, подвергшихся воздействию 

голода во время блокады Ленинграда в детстве и 

в препубертатном периоде. Так, женщины, пережив-

шие голод в возрасте 6–8 лет, и мужчины, пере-

жившие голод в возрасте 9–15 лет, характеризова-

лись повышением систолического артериального 

давления во взрослой жизни по сравнению с кон-

трольными (не голодавшими во время блокады) 

жителями того же региона. Кроме того, женщины 

и мужчины, пострадавшие от голода в возрасте 6–8 

и 9–15 лет соответственно, характеризовались по-

вышенной смертностью от ишемической болезни 

сердца и цереброваскулярных заболеваний [46].

2.5. Голод в Китае 1959–1961 гг.

Наиболее активно в настоящее время изуча-
ются долгосрочные последствия голода в Китае 
(“Great Leap Forward Famine”) в 1959–1961 гг. Этот 
широкомасштабный голод охватил значительную 
часть территории Китая в конце 1950-х гг. после 
радикальной реформы сельского хозяйства, обычно 
именуемой “Большим скачком”. Голод привел 
к смерти 25–30 миллионов человек и уменьшению 
рождаемости на 30–35 миллионов [47]. Нужно от-
метить, что в работах, посвященных изучению 
долгосрочных последствий “Великого китайского 
голода” есть методологическое ограничение, свя-
занное с невозможностью определения точного 
периода воздействия голода. Эта особенность от-
личает исследования в Китае от аналогичных, про-
водимых в Голландии и Украине.

Одним из наиболее очевидных результатов 
при изучении долговременных последствий голода 
в Китае является выраженное увеличение распро-
страненности СД2Т и связанных с ним нарушений 
обмена веществ у людей, родившихся в период го-
лода по сравнению с людьми, рождёнными после 
голода [48]. В частности, 3,9-кратное повышение 
риска гипергликемии выявлено у жителей наибо-
лее пострадавших от голода областей, чьи матери 
неполноценно питались на протяжении их внутри-
утробного развития, по сравнению с людьми, не 
пострадавшими от голода. Подобные различия не 
были выражены в менее пострадавших регионах. 
Примечательно, что риск гипергликемии был 
в 7,6 раз выше у пострадавших от голода жителей 
Китая, которые перешли в ходе жизни на диету за-
падного типа, и в 6,2 раза выше у тех, которые во 
взрослом возрасте имели более высокий экономи-
ческий статус, чем у людей, не подвергшихся воз-
действию голода [49]. Несколько позднее в иссле-
довании Ванг и соавт. [50] было показано, что 
воздействие голода как на протяжении пренаталь-
ного развития, так и в детстве приводит к более 
высокому риску возникновения СД2Т в зрелом воз-
расте (в 1,5 и 1,8 раза соответственно), чем у людей 
из контрольной группы. У подвергшихся голоду 
лиц, проживающих в регионах Китая с высоким 
уровнем экономического развития, выявлен на 47% 
более высокий риск развития СД2Т, чем у жителей 
экономически менее развитых регионов. Наиболее 
выраженная связь между голодом во время раннего 
развития и риском СД2Т у взрослых выявлена при 
изучении мужчин, пострадавших от неполноцен-
ного питания внутриутробно, а также женщин, 
подвергшихся голоду в детстве. Выраженная зави-
симость распространенности СД2Т в отдельных 
регионах Китая от интенсивности голода во время 
раннего развития выявлена и в последующем иссле-
довании тех же авторов [51]. Лица, подвергшиеся 
воздействию сильного голода на стадии внутриут-
робного развития и в детстве, имели значительно 
более высокие риски СД2Т (1,90 и 1,44 соответ-
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ственно), чем те, которые проживали на террито-
рии менее пострадавших регионов. В 1,44 раза бо-
лее высокий риск СД2Т был выявлен у людей, 
подвергшихся воздействию голода в период сред-
него детства, а также в 1,5 раза более высокий риск 
гипергликемии – у тех, которые пострадали от го-
лода как в среднем, так и в позднем детстве [52]. 
Примечательно, что те лица, которые испытали 
более сильный голод в детстве, имели на 38% более 
высокий риск СД2Т, чем те, кто подвергся менее 
суровому голоду. Интересно, что подобная связь 
была выявлена только у женщин, но не у мужчин. 
Подобного рода гендерные различия наблюдались 
и для риска развития гипергликемии.

В недавнем исследовании получены свидетель-
ства того, что эффекты программирования СД2Т 
могут не только возникать в результате внутриутроб-
ного воздействия голода (то есть в поколении F1), 
но и передаваться поколению F2 [53]. Так, воздей-
ствие голода на развивающийся плод привело 
к 1,75-кратному повышению риска СД2Т и 1,93-
кратному – гипергликемии во взрослом возрасте 
в поколении F1. При этом потомки поколения F2 
имели повышенный в 2,02 раза риск развития ги-
пергликемии во взрослом возрасте по сравнению 
с потомками не подвергавшихся воздействию го-
лода людей. Эти данные свидетельствуют о том, 
что эффекты, индуцированные неполноценным 
питанием во время раннего развития, могут переда-
ваться трансгенерационно (посредством зародыше-
вой линии) в ряду поколений, приводя к повышен-
ной склонности к СД2Т у потомков подвергшихся 
воздействию голода лиц.

2.6. Голод в Нигерии 1967–1970 гг.

Голод в Нигерии (“Biafran Famine”) явился след-
ствием гражданской войны, охватившей эту страну 
в 1967–1970 гг. Из 1–3 миллионов жертв войны 
только около 10% погибли непосредственно от во-
енных действий, а подавляющее большинство 
умерло от голода [54]. Хульт и др. [55] изучили риски 
возникновения гипертонии, избыточного веса и 
нарушения толерантности к глюкозе по истечении 
сорока лет после пренатального воздействия голода. 
Изученная когорта (n = 1339) состояла из взрос-
лых лиц, родившихся до (1965–1967), во время 
(1968–1970), или после (1971–1973) периода голода. 
Воздействие голода на протяжении пренатального 
и постнатального периодов развития оказалось 
в значительной степени ассоциировано с выра-
женным повышением систолического и диастоли-
ческого артериального давления, уровня глюкозы 
в крови и с увеличением обхвата талии во взрослом 
возрасте. Кроме того, людям, подвергнувшимся го-
лоду во время раннего развития, были свойственны 
существенно повышенный риск систолической ги-
пертензии, нарушенная толерантность к глюкозе 
и избыточная масса тела по сравнению с лицами, 
которые родились после голода. 

2.7. Холокост 1939–1945 гг.

Как известно, во время Холокоста было унич-
тожено около шести миллионов евреев. Этот период 
сопровождался голоданием и хроническим стрес-
сом подвергнутого преследованию населения раз-
ных стран Европы. В недавнем исследовании при 
помощи анкет самооценки здоровья осуществлено 
определение параметров, характеризующих статус 
здоровья и склонность к хроническим заболева-
ниям у 70 евреев, родившихся в странах, подконт-
рольных нацистам в период 1940–1945 гг., а также 
230 соответствующих по возрасту и полу лиц, ро-
дившихся в Израиле (контрольная группа) [56]. 
Пострадавшие от голода в период Холокоста лица 
имели повышенный риск метаболических наруше-
ний, в том числе высокие значения ИМТ, 1,46-
кратное увеличение риска гипертонии, 1,58-крат-
ное – дислипидемии, и 1,89-кратное – СД2Т по 
сравнению с контрольной группой. Выявленные 
ассоциации были впоследствии подтверждены в ис-
следовании, включавшем бóльшие группы участ-
ников (пострадавшие: n = 653; не пострадавшие: 
n = 433) [57]. У пострадавших во время Холокоста 
лиц выявлено существенное повышение риска ги-
пертензии, СД2Т, метаболического синдрома и со-
судистых заболеваний.

3. Сезонность рождения

Сезон рождения может быть использован в ква-
зиэкспериментальных исследованиях при изучении 
связи между воздействиями в ранней жизни (в том 
числе и пищевыми) и показателями здоровья в бо-
лее позднем возрасте. В качестве удобного для со-
поставления индекса в подобных исследованиях 
часто используют месяц рождения людей. Оправ-
данность применения подобного подхода связана 
с тем, что на протяжении первой половины про-
шлого века, когда родилось большинство людей, 
включаемых в подобные исследования, существо-
вали выраженные сезонные колебания в доступ-
ности основных важных компонентов питания, 
особенно в развивающихся странах [58]. Сезонные 
колебания присущи и другим факторам, потенци-
ально вовлеченным в процессы раннего программи-
рования СД2Т. К числу этих факторов относятся 
температура [59], инфекции [60], длина светового 
дня и, соответственно, синтез мелатонина и вита-
мина D [61], а также физическая активность матери 
[62] и употребление ею алкоголя [63]. Продемон-
стрировано, что связанные с сезоном года условия 
в значительной степени влияют на некоторые жиз-
ненно важные показатели, в том числе вес людей 
при рождении. В регионах высокой и низкой ши-
роты дети, родившиеся зимой, имеют сниженный 
вес по сравнению с детьми, родившимися летом. 
В средних широтах, наоборот, дети, родившиеся ле-
том, характеризуются сниженной массой тела [64].

Во многих исследованиях важная роль сезон-
ности рождения выявлена для различных аспектов 
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метаболического синдрома, включая высокое сис-
толическое артериальное давление [65], ожирение 
[66, 67], а также дислипидемию, инсулинорезис-
тентность и ССЗ [68]. Роль сезонности рождения 
неоднократно показана для аутоиммунного сахар-
ного диабета 1-го типа [69]. Для СД2Т до послед-
него времени влияние сезонности рождения было 
отмечено лишь в нескольких исследованиях, осу-
ществлённых на небольших выборках, в том числе 
в работах, проведенных на 155 афроамериканских 
подростках в США [70] и на 282 взрослых людях 
в Нидерландах [71]. 

Наиболее очевидные доказательства роли се-
зонных факторов во время раннего развития 
в этиологии СД2Т получены в недавнем исследова-
нии, реализованном на популяции Украины [72]. 
В нем было показано, что те лица, которые роди-
лись в апреле и мае, имеют повышенный риск раз-
вития СД2Т. Большая часть внутриутробного раз-
вития этих людей в странах умеренного климата, 
к которым относится и Украина, проходит в усло-
виях частичного дефицита определенных пище-
вых компонентов – с поздней осени до ранней 
весны, а первые месяцы после рождения – в усло-
виях относительно богатого пищевыми ресурсами 
теплого сезона года. У людей, рожденных в ноябре 
и декабре, внутриутробное развитие которых при-
ходилось на благополучные в пищевом отношении 
месяцы года, а младенчество – на период относи-
тельного дефицита пищевых компонентов (зима–
весна), напротив, наблюдалось снижение риска 
СД2Т во взрослой жизни. Эти данные хорошо со-
гласуются с гипотезой “экономного фенотипа” [8]. 
Обнаруженная сезонность рождения оказалась сход-
ной у больных сахарным диабетом 1-го и 2-го типа, 
что свидетельствует о возможной роли одних и тех 
же факторов окружающей среды в этиологии обеих 
этих патологий [73].

В недавнем исследовании, осуществленном в 
Дании, доказательств связи сезона рождения с по-
следующим риском развития СД2Т обнаружено 
не было [74]. Авторы предположили, что разницу 
в эффектах, выявленных в Дании и Украине, можно 
объяснить прежде всего различиями в уровне эко-
номического развития этих стран. Действительно, 
сезонные колебания климатических условий и ре-
жима питания на протяжении исследованного пе-
риода были намного более выраженными в Украине, 
чем в более развитой экономически Дании.

Одним из возможных объяснений сезонного 
программирования заболеваний взрослого возраста 
является индукция устойчивых эпигенетических 
изменений, имеющих адаптивное значение во время 
раннего постнатального развития, но предраспола-
гающих к развитию хронических заболеваний, в том 
числе и метаболического синдрома, на более позд-
них этапах жизни. Доказательства индукции таких 
изменений получены в недавнем широкомасштаб-
ном исследовании эпигенома (EWAS), осуществлен-

ном Локетом и соавт. [75]. В этой работе выявлены 
зависящие от сезона рождения изменения мети-
лирования 92 CpG-динуклеотидов. Большинство 
этих дифференциально метилированных сайтов были 
выявлены в генах, имеющих отношение к регуляции 
клеточного цикла, развития и апоптоза. Примеча-
тельно, что ассоциированные с сезоном рождения 
модели метилирования отсутствовали у новорож-
денных. Это дает основания предположить, что 
они возникают на более поздних этапах развития 
организма. В более позднем исследовании Дугуэ и 
соавт. [76] не смогли подтвердить эти результаты, 
хотя авторы также предположили, что изменения 
в метилировании ДНК могут опосредовать влия-
ние сезона рождения на риск заболеваний в даль-
нейшей жизни.

4. Выводы и перспективы 
дальнейших исследований

В последние годы тенденция к резкому повы-
шению заболеваемости СД2Т стала серьёзной про-
блемой во всем мире. Метаболический синдром и 
связанные с ним факторы риска, включая дисли-
пидемию, повышенное кровяное давление, нару-
шения метаболизма глюкозы и СД2Т, относятся 
к ведущим причинам смертности как в развитых, 
так и в развивающихся странах. Распространено 
мнение, что риск данной патологии зависит, в ос-
новном, от генетической предрасположенности и 
образа жизни. Тем не менее, генетические факто-
ры, несомненно, определяющие индивидуальную 
восприимчивость к развитию ожирения и СД2Т, 
могут объяснить существующую тенденцию к рез-
кому росту распространенности СД2Т лишь час-
тично [22, 77].

В ряде недавних исследований показано, что 
неполноценное питание и стрессы в начале жизни 
являются важными факторами, определяющими 
риск СД2Т и связанных с ним нарушений во взрос-
лом возрасте. Результаты некоторых работ свиде-
тельствуют о том, что развитие этих патологиче-
ских состояний в значительной степени зависит 
от эпигенетической регуляции экспрессии генов. 
Известно, что индуцированные стрессами на про-
тяжении ранних стадий развития эпигенетические 
изменения могут сохраняться долгосрочно, оказы-
вая влияние на различные фенотипические харак-
теристики организма. Подобное “эпигенетическое 
программирование” может долгосрочно влиять на 
метаболические функции, и, при наличии генети-
ческой предрасположенности, приводить к СД2Т 
на поздних этапах жизни [78].

Особенности питания на протяжении прена-
тального и постнатального периодов развития явля-
ются, безусловно, ключевым фактором, влияющим 
на риск СД2Т и других проявлений метаболиче-
ского синдрома у взрослых людей. Доказательства 
связи между неполноценным питанием в ранней 
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жизни и метаболическими нарушениями у взрос-
лых людей выявлены во многих исследованиях. 
Например, показана связь между неполноценным 
пренатальным питанием во время голода в Голлан-
дии и факторами риска СД2Т, такими как нарушен-
ная толерантность к глюкозе, атерогенный липид-
ный профиль и ожирение во взрослом возрасте 
[28–30]. Кроме того, у потомков, рождённых от ма-
терей, голодавших во время беременности, выяв-
лены измененные характеристики метилирования 
генов, включая те, которые связаны с патогенезом 
СД2Т [31, 35]. Эти данные указывают на важность 
эпигенетических процессов в качестве посредни-

ков между воздействием голода во время раннего 
развития и риском метаболической патологии в 
последующей жизни. Результаты этих исследова-
ний свидетельствуют о том, что акцент на очень 
ранних сроках беременности, возможно, даже на 
преконцепционном периоде, может стать важным 
фактором профилактики СД2Т [79]. Кроме того, 
поскольку эпигенетические изменения, в отличие 
от генетических, являются потенциально обрати-
мыми [80], использование препаратов, позволяю-
щих модифицировать эпигеном, может обеспечить 
новый подход к профилактике и лечению СД2Т и 
связанных с ним нарушений.
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MALNUTRITION IN EARLY LIFE AND RISK OF TYPE 2 DIABETES: 
THEORETICAL BASIS AND EPIDEMIOLOGICAL EVIDENCE
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D.F. Chebotarev State Institute of Gerontology NAMS of Ukraine, Vyshgorodskaya ul., 67, Kiev 
04114, Ukraine

*e-mail: vaiserman@geront.kiev.ua

There is both animal and human evidence that inadequate nutrition during early develop-
ment may affect risk for developing metabolic pathologies in adult life including type 2 diabetes 
(T2D). In populations of different countries, most findings indicating a causative relationship 
between undernutrition early in life and subsequent risk for T2D have been obtained from quasi-
experimental investigations (“natural experiments”). Exposure to famine throughout prenatal 
and/or early postnatal development was shown to be associated with higher risk of T2D in many 
populations around the world. The epigenetic regulation of gene activity has been highlighted as 
a major mechanism linking early-life famine exposure and adult T2D. Prenatal exposure to the 
famine can induce persistent epigenetic alterations that have adaptive significance in early post-
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natal development but may predispose to metabolic dysfunctions including T2D in later life. In 
this review, findings from quasi-experimental studies on the developmental programming of T2D 
are summarized and discussed.

Keywords: type 2 diabetes, famine, natural experiment, quasi-experimental design, epigenetics, 
review

Сведения об авторах

Забуга Оксана Геннадьевна – канд. биол. наук, мл. науч. сотр. лаборатории эпигене-
тики ГУ “Институт геронтологии им. Д.Ф. Чеботарева НАМН Украины”, Киев. Тел.: 
+ 38 (044) 431-05-58; e-mail: narelem12@gmail.com

Вайсерман Александр Михайлович – докт. мед. наук, зав. лабораторией эпигенетики 
ГУ “Институт геронтологии им. Д.Ф. Чеботарева НАМН Украины”, Киев. Тел.: 
+ 38 (044) 431-05-58; e-mail: vaiserman@geront.kiev.ua

НЕПОЛНОЦЕННОЕ ПИТАНИЕ В РАННЕЙ ЖИЗНИ И РИСК РАЗВИТИЯ ДИАБЕТА 2-ГО ТИПА



 58 ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. Т. 72. № 2. С. 58–62

ГЕРОНТОЛОГИЯ

УДК 576.35:57.017.6 

pH КУЛЬТУРАЛЬНОЙ СРЕДЫ И “СТАЦИОНАРНОЕ”/ХРОНОЛОГИЧЕСКОЕ 
СТАРЕНИЕ РАЗЛИЧНЫХ КЛЕТОК

Г.В. Моргунова1, А.А. Клебанов1, Ф. Маротта2, А.Н. Хохлов1,*

1Сектор эволюционной цитогеронтологии, биологический факультет, Московский государственный 
университет имени М.В. Ломоносова, Россия, 119234, Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12;

2ReGenera Research Group for Aging Intervention and San Babila Clinic, Corso Matteotti 1/A, 20121 Milano, Italy
*e-mail: khokhlov@mail.bio.msu.ru

Существует точка зрения, согласно которой хронологическое старение (ХС) дрож-
жей и “стационарное” старение (СС) культивируемых клеток человека и животных явля-
ются следствием закисления ростовой среды. Однако целый ряд появившихся в послед-
нее время работ свидетельствует о том, что этот процесс хотя и влияет в определенной 
степени на скорость “старения” клеток в стационарной фазе, но не определяет его пол-
ностью. По-видимому, определяющим фактором здесь является ограничение клеточной 
пролиферации, которое приводит к “старению” клеток даже в физиологически опти-
мальных условиях. При ХС дрожжей и при СС клеток млекопитающих ростовая среда 
закисляется до pH≤4. Если не допускать накопления кислоты в среде, можно увеличить 
продолжительность жизни культуры, однако клетки всё равно будут вымирать, только 
с меньшей скоростью. Наблюдаемые эффекты закисления среды при ХС и СС могут 
объясняться активацией высоко консервативных сигнальных путей роста, приводящих 
к развитию окислительного стресса, а эти процессы, в свою очередь, могут быть вовлечены в 
старение многоклеточных организмов и связаны с возникновением у них возрастных за-
болеваний. Ранее мы изучали влияние буферной ёмкости культуральной среды на СС 
трансформированных клеток китайского хомячка. Было установлено, что наличие в среде 
HEPES в концентрации 20 мМ не влияет на скорость роста клеток. При этом ростовые 
кривые выходили на “плато” в один и тот же день. Однако в среде с HEPES клетки, с од-
ной стороны, достигали меньшей насыщающей плотности, чем в контроле (т.е. были 
“старше” согласно критериям геронтологической клеточно-кинетической модели), а с дру-
гой – претерпевали СС с гораздо меньшей скоростью (но все равно “старели”). Можно 
полагать, что внеклеточный рН, который, кстати, хорошо коррелирует с внутриклеточ-
ным, является хотя и важным (концепция И.А. Аршавского о роли ацидотической альте-
рации в старении), но не ключевым фактором, определяющим выживание клеток в ста-
ционарной культуре.

Ключевые слова: pH ростовой среды, буферная ёмкость, клеточные культуры, “стацио-
нарное старение”, хронологическое старение, обзор 

Некоторое время назад на странице А.Н. Хох-
лова на портале ResearchGate появился коммента-
рий к его статье «Какое старение у дрожжей “пра-
вильное”?» [1]. Согласно точке зрения автора этого 
комментария, Д.А. Кнорре, феномен хронологи-
ческого старения (ХС) представляет собой лишь 
артефакт, связанный с закислением ростовой среды 
и легко устраняемый с помощью различных аген-
тов, стабилизирующих pH. В связи с этим, по мне-
нию Кнорре, модель ХС непригодна для изучения 
старения многоклеточных организмов, а сам фено-
мен (применительно, по-видимому, к любым клеточ-
ным культурам) представляет собой лишь процесс 
выживания клеток в стационарной фазе роста при 
“неестественных” условиях культивирования.

Модель “стационарного старения” (СС, англо-
язычный вариант – stationary phase aging) различ-
ных клеток животных и человека на протяжении 
многих лет используется в секторе эволюционной 

цитогеронтологии биологического факультета МГУ 
как для изучения механизмов старения, так и для 
тестирования потенциальных геропротекторов и 
геропромоторов [2]. Она основывается на идее, 
согласно которой ограничение клеточной проли-
ферации приводит к накоплению макромолеку-
лярных повреждений в клетках культуры, сходных 
с повреждениями, накапливающимися в постми-
тотических клетках многоклеточного организма 
с возрастом [3–5]. В случае целого организма этот 
процесс (главным образом – накопление повреж-
дений ДНК) инициирует нарушение функциони-
рования органов и тканей, а это, в свою очередь, 
приводит к возрастанию вероятности смерти, т.е. 
к старению.

Собственно, обе упомянутые модельные системы 
(ХС и СС) фактически относятся к одному и тому 
же феномену, хотя для дрожжей чаще применяется 
термин ХС, а для животных клеток – СС.  И ХС, и 



 59

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. Т. 72. № 2

рН КУЛЬТУРНОЙ СРЕДЫ И “СТАЦИОНАРНОЕ”/ХРОНОЛОГИЧЕСКОЕ СТАРЕНИЕ КЛЕТОК

СС обычно противопоставляются репликативному 
старению, выражающемуся в “возрастных” изме-
нениях нормальных клеток по мере исчерпания 
ими митотического потенциала (феномен Хейф-
лика).  При этом у обоих подходов к цитогеронто-
логическим исследованиям есть свои сторонники 
и противники [6–8]. Интересно также отметить, 
что феномен ХС/СС, судя по всему, свойствен и 
прокариотическим клеткам [9–12].

Суть ещё одной цитогеронтологической моде-
ли, применяемой для тестирования геропротекто-
ров и геропромоторов и названной одним из нас 
клеточно-кинетической [13], заключается в том, что 
по изменению кинетики роста клеток в культуре 
(в пределах одного пассажа) под действием того 
или иного фактора делается вывод о возможном 
характере его влияния на процесс старения. При 
этом наиболее информативным параметром явля-
ется насыщающая плотность культуры (“плато” 
на кривой роста). Чем больше этот показатель, 
тем более “молодыми” считаются исследуемые 
клетки. Данный подход основан на том обстоятель-
стве, что чем больше возраст донора нормальных 
фибробластов человека или их “возраст” in vitro, 
тем ниже “плато” на кривой их роста в культуре 
в пределах одного пассажа [14, 15]. Так вот, суще-
ствуют данные о том, что этот показатель снижается 
при уменьшении pH культуральной среды в случае 
диплоидных фибробластов человека [16, 17]. Кроме 
того, пролиферативная активность культивируе-
мых клеток тесно связана с величиной внутрикле-
точного и внеклеточного pH [18, 19]. Известно 
также, что при трансформации фибробластов китай-
ского хомячка происходит увеличение внутрикле-
точного pH [20]. Существует даже целая концеп-
ция “ацидотического сдвига кислотно-щелочного 
гомеостаза” при старении in vivo [21], связываю-
щая возрастное ухудшение функциональных воз-
можностей клеток с уменьшением pH тканей. Все 
это позволяет предполагать наличие тесной связи 
между клеточным старением и вне- и внутрикле-
точным pH.

Ещё в 1985 г. Акатов и соавт. продемонстриро-
вали [18], что насыщающая плотность культуры 
трансформированных клеток китайского хомячка 
сильно зависит от pH ростовой среды (чем меньше 
pH, тем меньше насыщающая плотность). В этой 
связи в наших собственных экспериментах [22], 
проведенных ещё 20 лет назад на клетках той же 
самой линии, мы попробовали оценить влияние 
изменения (прямо с момента посева) буферной 
ёмкости культуральной среды (путём добавки бу-
фера HEPES до конечной концентрации 20 мМ в 
обычную среду Игла с 10% сыворотки крупного 
рогатого скота) на кинетику роста и СС культуры 
в герметически закрытых культуральных флаконах. 
Контрольная культура росла на такой же среде, но 
без HEPES. В опыте и контроле скорость роста 
клеток была приблизительно одинакова, причём 
кривые выходили на “плато” в один и тот же день. 

Однако в среде с HEPES клетки достигали мень-
шей насыщающей плотности, чем в контроле, что 
позволило считать их, согласно принципам кле-
точно-кинетической модели [13], более “старыми”, 
чем контрольные. В то же время, в среде с HEPES 
клетки “стационарно старели” (т.е. погибали в ста-
ционарной фазе роста) с гораздо меньшей скоро-
стью. Мы предположили, что HEPES в определен-
ной степени токсичен для исследованных клеток, 
а замедление СС было связано как с большей сред-
ней жизнеспособностью клеток, выживших в ре-
зультате селекции, так и с замедленным истощением 
культуральной среды при пониженной плотности 
культуры.

Надо сказать, что имеющиеся в настоящий мо-
мент данные о влиянии pH культуральной среды 
на ХС или СС весьма неоднозначны. Известно, 
что при ХС дрожжей происходит накопление ук-
сусной кислоты в культуральной среде, а при СС 
клеток млекопитающих – лактата. Считается, что 
именно вследствие этого среда закисляется до pH≤4 
[23–25]. Впрочем, существует и альтернативная точка 
зрения (А.Д. Виноградов, личное сообщение), со-
гласно которой: 1) процесс гликолиза – превраще-
ние глюкозы в две молекулы лактата, сопряженный 
с образованием двух молекул АТФ, сам по себе НЕ 
приводит к закислению: отщепление протонов от 
молочной кислоты стехиометрически компенси-
руется их связыванием при фосорилировании АДФ 
до АТФ при pH>7. Наблюдаемое закисление росто-
вой среды обусловлено, по-видимому, различными 
АТФ-потребляющими (“АТФазными”) реакция-
ми, сопровождающимися выделением протонов; 
2) при образовании ацетата дрожжами закисление 
может происходить, а может и НЕ происходить, и 
определяется это, по-видимому, другими особен-
ностями метаболизма в стационарной клеточной 
культуре. В обоих случаях значительную роль могут, 
в частности, играть выделение и поглощение CO2.

Тем не менее, независимо от конкретных меха-
низмов закисления ростовой среды, оно действи-
тельно происходит в стационарной клеточной куль-
туре и, судя по всему, вносит определенный вклад 
в ХС/СС [23–26]. По данным Мураками с соавт. [23], 
ограничение питания или буферизация среды до 
pH 6.0 замедляют ХС дрожжей. Однако результаты 
изучения возможного влияния буферизации среды 
роста дрожжей при ХС на их дальнейшее реплика-
тивное старение (известно, что ХС ускоряет по-
следующее репликативное старение дрожжей [27]) 
выглядят противоречивыми. По одним данным 
[25], такое воздействие с помощью защелачивания 
способствует замедлению последующего реплика-
тивного старения, а по другим [28] – никак на 
него не влияет.

Отдельно хотелось бы остановиться на статье 
Леонтьевой и Благосклонного, опубликованной 
в 2011 г. [24]. В ней совершенно правильно прово-
дятся параллели между ХС дрожжей и СС культур 
клеток млекопитающих. Правда, нас несколько уди-
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вила точка зрения авторов, согласно которой они 
провели такие параллели ВПЕРВЫЕ. Идея изучения 
механизмов старения на стационарных культурах 
самых разных клеток (включая нормальные и транс-
формированные клетки человека и животных) была 
сформулирована нами ещё в 80–90-х годах про-
шлого века [3, 29] и неоднократно упоминалась во 
многих наших последующих публикациях [30–33]. 
Тем более приятно, что данный подход получил 
одобрение и в нескольких последовавших коммен-
тариях к статье Леонтьевой и Благосклонного, опуб-
ликованных известными специалистами в области 
клеточного старения [34–37].

Хотелось бы обратить внимание на одно важ-
ное заключение, которое сделали в своей работе 
Леонтьева и Благосклонный. Они установили, что 
рапамицин (по-видимому, за счёт подавления об-
разования лактата) продлевает жизнь “стационарно 
старым” клеткам. Количество живых клеток при 
этом остаётся таким же, как и при их культивиро-
вании без ингибитора TOR (target of rapamycin), но 
в культуре с рапамицином значительно увеличи-
вается количество клеток, способных к делению. 
Таким образом, получается, что при CC происхо-
дит активация тех же самых метаболических сиг-
нальных путей, что и при старении высших орга-
низмов, и важную роль в этом процессе играет, 
вероятно, закисление (возможно, происходящее, 
тем не менее, без участия лактата – см. выше). Ра-
нее мы уже писали о связи аутофагии с клеточным 
старением и ограничением клеточной пролифера-
ции [38]. Активация аутофагии путём ингибирова-
ния TOR, видимо, позволяет клеткам перейти на 
“экономный” режим питания и, как следствие, 
производить меньше продуктов метаболизма угле-
водов, образование которых в конечном итоге и 
приводит к закислению среды.

Основной вывод, который, как нам кажется, 
можно сделать из перечисленных статей, заключа-
ется в том, что, если не допускать накопления кис-
лоты в ростовой среде (как дрожжей, так и клеток 
млекопитающих), можно увеличить продолжитель-
ность жизни культуры, однако клетки всё равно 
будут вымирать, хотя и с меньшей скоростью. Ин-
тересно, что в наших экспериментах по изучению 
СС клеток млекопитающих в герметически закры-
тых культуральных флаконах они “стареют по Гом-
пертцу” [2]. В то же время в некоторых работах, 
посвящённых влиянию буферной ёмкости росто-
вой среды на кинетику ХС дрожжей [26, 39], на 
графиках отчётливо видно, что в отсутствие “нор-

мализаторов” pH клетки просто быстро погибают 
“по экспоненте”, т.е. никакого старения нет. По-
этому не исключено, что только ПОСЛЕ буфери-
зации среды эти клетки переходят в режим “нор-
мального” ХС. Похожая, хотя и не полностью, 
картина наблюдается на соответствующих графи-
ках в статье Леонтьевой и Благосклонного [24]. 
К сожалению, мы не смогли обнаружить в данной 
работе упоминания об использованной при куль-
тивировании концентрации CO

2. В то же время, 
именно углекислотный буфер в ростовой среде, на 
наш взгляд, определяет ситуацию с динамикой pH 
при культивировании.

По-видимому, наблюдаемые эффекты закисле-
ния среды могут объясняться активацией высоко 
консервативных сигнальных путей роста, приво-
дящих к развитию окислительного стресса, а эти 
процессы, в свою очередь, могут быть вовлечены 
в старение многоклеточных организмов и связаны 
с возникновением у них возрастных заболеваний 
[24, 39, 40].

Можно полагать, что внеклеточный рН, кото-
рый, кстати, хорошо коррелирует с внутриклеточ-
ным, является хотя и важным (упомянутая выше 
концепция И.А. Аршавского о роли ацидотической 
альтерации в старении), но не ключевым факто-
ром, определяющим выживание клеток в стацио-
нарной культуре.

И последнее, что хотелось бы отметить. Как 
следует из упоминавшегося в начале статьи ком-
ментария Д.А. Кнорре, он считает модели ХС и СС 
неподходящими для изучения механизмов старе-
ния высших организмов, ибо они отражают лишь 
выживание клеток в стационарной фазе роста при 
“неестественных” условиях культивирования. В этой 
связи необходимо подчеркнуть, что, как нам пред-
ставляется, ВСЕ модельные системы функциони-
руют в неестественных условиях. Если условия есте-
ственные, то это уже не модель! Другое дело, что 
“неестественные” условия должны ПО ВОЗМОЖ-
НОСТИ моделировать то, что происходит в целом 
многоклеточном организме [41, 42]. И нам кажет-
ся, что закисление культуральной среды при ХС 
или СС является как раз таким, “правильным”, 
фактором.

Авторы благодарны А.Д. Виноградову за цен-
ные замечания, высказанные при обсуждении ру-
кописи статьи.

Работа выполнена в рамках государственного 
задания МГУ, ч. 2 (фундаментальные научные ис-
следования, № АААА-А16-116021660098-8).
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There is a point of view that the chronological aging (CA) of yeast and the stationary phase 
aging (SPA) of cultured animal and human cells are a consequence of growth medium acidifica-
tion. However, a number of recent publications indicate that the process influences, to a certain 
extent, on the rate of “aging” of cells in the stationary phase of growth but does not determines it 
completely.  Apparently, the key factor in this case is the cell proliferation restriction which leads 
to “aging” of the cells even under physiologically optimal conditions. During yeast CA and SPA 
of mammalian cells the medium is getting acidified to pH≤4. Preventing the medium acidifica-
tion could make it possible to increase the culture life span, but the cells will still die out, albeit at 
a slower rate. Effects of the medium acidification observed during CA and SPA can be explained 
by the activation of highly conserved growth signaling pathways leading to the oxidative stress de-
velopment; these processes, in turn, can be involved in aging of multicellular organisms and play 
a role in their age-related diseases. A while ago we studied the effect of buffer capacity of growth 
medium on SPA of transformed Chinese hamster cells. We found that HEPES at 20 mM had no 
effect on the cell growth, and both control and experimental growth curves reached plateau level 
on the same day. However, the cells grown with HEPES, on the one hand, reached lower satura-
tion density than the control ones (i.e., were “older” in terms of the gerontological cell kinetics 
model), and on the other – underwent SPA at much slower rate (though still were “getting 
older”). It can be assumed that extracellular pH which, by the way, is well correlated with intra-
cellular pH, is very important (I.A. Arshavsky’s concept on a role of the acidic alteration in aging) 
but not the key factor determining survival of cells in a stationary culture.

Keywords: growth medium pH, buffer capacity, cell cultures, stationary phase aging, chronological 
aging, review
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ВИДОВОЙ СОСТАВ ДИАТОМОВЫХ ВОДОРОСЛЕЙ ВО ЛЬДУ ПРОЛИВА 
ВЕЛИКАЯ САЛМА БЕЛОГО МОРЯ ПЕРЕД ВЕСЕННИМ ЦВЕТЕНИЕМ 
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Видовой состав диатомовых водорослей льдов пролива Великая Салма Кандалакш-
ского залива Белого моря был исследован на пяти станциях в марте 2013 и марте 2014 гг. – 
в период, предшествующий весеннему цветению. Солёность подлёдной воды и толщина 
ледового покрова на станциях в 2013 и 2014 гг. достоверно не отличались. Во льду пролива 
Великая Салма обнаружено 59 таксонов диатомовых водорослей разного ранга (47 видов 
и 12 надвидовых таксонов), что составляет 61% от числа таксонов диатомей, обнаруженных 
во льдах пролива в течение всего ледового периода и 22% от видового богатства ледовых 
диатомей всего Белого моря. Виды Stenoneis obtuserostrata (Hustedt) Poulin и Gyrosigma con-
cilians (Cleve) Okolodkov идентифицированы во льду Белого моря впервые. Индекс сход-
ства Шимкевича-Симпсона между парами станций с достоверно различающимся составом 
ледовых диатомовых водорослей колебался в пределах от 0,44 до 0,80.

Ключевые слова: Белое море, диатомовые водоросли, криофлора, Stenoneis obtuserostrata, 
Gyrosigma concilians

Водоросли и цианобактерии, населяющие льды, 
играют важную роль в потоках вещества и энергии 
в полярных экосистемах [1, 2]. Вклад ледовых фото-
автотрофов в первичную продукцию достигает 57% 
в Центральной Арктике [2]. Первичная продукция, 
создаваемая ледовыми водорослями и цианобакте-
риями, используется планктонными и бентосными 
животными [3]. Диатомовые водоросли – наибо-
лее разнообразная группа фотоавтотрофов, насе-
ляющих морской лёд [4] и дающая основной вклад 
в суммарную биомассу ледовых водорослей [5]. 

Наблюдаемое в течение последних десятиле-
тий потепление в Арктике [6] ведёт к уменьшению 
общей площади ледового покрова, его толщины и 
увеличению доли однолетних льдов [7]. Изменения 
ледового покрова могут сказаться как на составе 
первичных продуцентов во льду, так и на величине 
их первичной продукции [8, 9]. В связи с этим ис-
следования биоты однолетних льдов, а такими как 
раз и являются сезонные льды Белого моря, при-
обретают все большую значимость.

Ледовый покров субарктического Белого моря 
является сезонным и существует 4–5 мес. [10]. В де-
кабре происходит увеличение площади и толщины 
льда, в феврале и марте – его относительная стаби-
лизация, а в апреле и мае – таяние ледового покрова. 

К настоящему времени накоплены достаточно 
обширные сведения о биоте льдов Белого моря [8, 
10, 11]. Ранее проведенные исследования в проливе 
Великая Салма Кандалакшского залива показали, 
что величина биомассы водорослей, населяющих 
льды, достигает максимальных значений в апреле 
[11]. Для видового состава и обилия ледовых водо-

рослей характерна выраженная пространственно-
временная вариабельность, что определяет необ-
ходимость ежегодного изучения альгофлоры льдов 
в разных районах моря.

Цель настоящей работы состояла в выявлении 
таксономического состава диатомовых водорослей 
льдов пролива Великая Салма Кандалакшского 
залива Белого моря в марте 2013 г. и марте 2014 г. – 
в период, предшествующий весеннему цветению 
ледовых водорослей, а также в проведении сравни-
тельного анализа выявленного состава диатомей 
с таковым арктических морей.

Материалы и методы

Работу проводили в проливе Великая Салма 
в марте 2013 и марте 2014 гг. на базе Беломорской 
биологической станции им. Н.А. Перцова (ББС) 
МГУ имени М.В. Ломоносова. Отбор проб прово-
дился на пяти станциях (рис. 1). 

На каждой станции отбирали 1–2 керна льда 
с помощью кольцевого бура с внутренним диамет-
ром 15 см. Каждый керн делили на части для сокра-
щения времени таяния льда. Части керна помещали 
в отдельные пластиковые ёмкости и растапливали 
при комнатной температуре с добавлением не менее 
1 л профильтрованной через мембранный фильтр 
(диаметр пор 2 мкм) и стерилизованной морской 
воды для предотвращения повреждения клеток во-
дорослей в результате осмотического шока [12]. 
Пробы растаявшего льда концентрировали методом 
обратной фильтрации и фиксировали раствором 
Люголя. Определение видового состава диатомовых 
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водорослей в сконцентрированных пробах прово-
дили под световым микроскопом МИКМЕД-1 
(ЛОМО, Россия) при увеличении 100–400x. Для 
более точной идентификации были приготовлены 
постоянные препараты для просмотра на световом 
и электронном (CAMScan, Великобритания) микро-
скопах. Для выжигания органического содержимого 
клеток использовали как H2O2 (15%), так и концент-
рированную H2SO4 с добавлением K2Cr2O7 [13].  

Солёность проб льда, растаявшего без добав-
ления морской воды, а также проб подлёдной воды 
определяли с помощью кондуктометра Cond 3150i 
(WTW, Германия).

Сходство видового состава фитоценозов оце-
нивали с помощью коэффициента Шимкевича–
Симпсона (S):

S = a /[a + min (b, c)],

где a – число общих видов, встреченных в обоих 
сравниваемых фитоценозах, min (b, c) – наимень-
шее число видов, встреченных только в одном из 
сравниваемых фитоценозов. При анализе сходства 
группы Navicula spp. и Nitzschia spp., включающие 
различные неидентифицированные виды соответ-
ствующих родов, были исключены из анализа.

Результаты и обсуждение

Абиотические факторы. Согласно данным ме-
теорологической станции ББС среднесуточная 
температура воздуха в феврале и марте была выше 
в 2014 г., чем в 2013 г. Однако толщина ледового 

покрова на станциях достоверно не различалась 
в 2013 и 2014 гг. (табл. 1). 

Таблица 1

Толщина льда (ТЛ, см) и снежного покрова (СП, см), солёность 
подлёдной воды (Sвод., ‰) на станциях отбора ледовых кернов

Станция Год ТЛ, см СП, см Sвод, ‰

1
2013 70,5 9 24,9

2014 58 1 25,6

2
2013 33 10 25,5

2014 26 < 1 25,5

3
2013 21,5 9 24,5

2014 49 3 24,5

4
2013 55 25 22,0

2014 52 0,5 21,9

5
2013 47 20 26,6

2014 45 5 26,7

Глубина моря на станциях варьировала от 2 до 
6 м. Солёность подлёдной воды изменялась в пре-
делах 21,9–26,7 ‰. Солёность проб растаявшего 
льда варьировала от 0,2 ‰ до 5,2 ‰ Нижний слой 
кернов (1–2 см) со станции 4 (2013 и 2014 гг.) и стан-
ции 5 (2014 г.) имел визуально различимую коричне-
вую окраску, что свидетельствует о высоком содержа-
нии водорослей. Согласно литературным данным, 

Рис. 1. Схема расположения станций отбора проб: 1 – кут Кислой губы; 2 – мыс Киндо; 3 – бухта ББС МГУ; 4 – Ермолинская 
губа; 5 – Ругозёрская губа
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Таблица 2

Список диатомовых водорослей, обнаруженных во льду на станциях в проливе Великая Салма Белого моря, 
и их экологическая приуроченность (ЭП)

Вид* ЭП**
Станции

1 2 3 4 5

Coscinodiscophyceae

Melosira arctica Dickie Л + + +

Mediophyceae

Attheya septentrionalis (Østrup) Crawford Пл, Л + + + +

Chaetoceros cf. socialis H.S. Lauder Пл + + +

Chaetoceros holsaticus F.Schütt Пл +

Chaetoceros sp. – + + +

Skeletonema costatum (Greville) Cleve Пл +

Skeletonema cf. marinoi Sarno & Zingone Пл +

Thalassiosira hyalina (Grunow) Gran Пл +

Thalassiosira nordenskioeldii Cleve Пл +

Thalassiosira pacifica Gran & Angst Пл +

Thalassiosira sp. – + + + +

Bacillariophyceae

Cocconeis sp. – + + +

Bacillariophyceae gen. sp. – + + + + +

Cylindrotheca closterium (Ehrenberg) Reimann & Lewin Пл, Л, Б + + + + +

Diploneis litoralis (Donkin) Cleve Б + + +

Diploneis litoralis var. clathrata (Østrup) Cleve Б + +

Entomoneis alata (Ehrenberg) Ehrenberg Л + +

Entomoneis kjellmanii (Cleve) Poulin & Cardinal Л +

Entomoneis paludosa (W. Smith) Poulin & Cardinal Л, Б + +

Entomoneis paludosa var. hyperborea (Grunow) Poulin & Cardinal Л, Б + +

Entomoneis sp. – + +

Fallacia forcipata var. densestriata (A.W.F.Schmidt) Gogorev Л, Пл, Б +

Fragilariopsis cylindrus (Grunow) Kriegera Пл, Л + + +

Fragilariopsis oceanica (Cleve) Haslea Пл + + +

Fragilariopsis sp. – + +

Gomphonema exiguum var. arctica (Grunow) Cleve Б +

Gomphonema sp. – +

Gyrosigma concilians (Cleve) Okolodkov Л +

Haslea sp. – +

Licmophora sp. – +

Lyrella sp. – +

Martyana martyi (H ribaud-Joseph) Round Б +

Navicula algida Grunow Л +

ВИДОВОЙ СОСТАВ ДИАТОМОВЫХ ВОДОРОСЛЕЙ ВО ЛЬДУ ПРОЛИВА ВЕЛИКАЯ САЛМА
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Вид* ЭП**
Станции

1 2 3 4 5

Navicula directa (W. Smith) Ralfs Л, Пл, Б + + +

Navicula granii (Jørgensen) Gran Пл +

Navicula cf. kariana var. detersa Grunow Пл, Л + +

Navicula pelagica Cleve Л, Пл + + + + +

Navicula transitans Cleve Л + + +

Navicula transitans var. derasa (Grunow) Cleve Л, Б +

Navicula cf. valida Cleve & Grunow Пл + + +

Navicula spp. – + + + + +

Nitzschia frigida Grunow Л + + + + +

Nitzschia neofrigida Medlin Л, Пл + + +

Nitzschia cf. polaris Grunow Пл, Л +

Nitzschia cf. sinuata (Thwaites) Grunow Пл + + +

Nitzschia cf. subtilis (K tzing) Grunow Пр, Пл +

Nitzschia tryblionella Hantzsch Пл +

Nitzschia spp. – + + + + +

Pauliella taeniata (Grunow) Round & Basson Пл, Л + +

Pinnularia quadratarea (Schmidt) Cleve Пл, Л + + +

Pinnularia quadratarea var. bicontracta ( strup) Heiden Пл +

Pleurosigma angulatum (J.T.Quekett) W.Smith Пл +

Pleurosigma elongatum W.Smith Пл +

Pleurosigma cf. normanii Ralfs Пл +

Pleurosigma stuxbergii Cleve & Grunow Л + +

Pseudo-nitzschia cf. seriata (Cleve) H. Peragallo Пл +

Stenoneis obtuserostrata (Hustedt) Poulin Л, Пл +

Tetracyclus cf. lacustris Ralfs Пр, Б +

Tryblionella cf. littoralis (Grunow) D.G.Mann Пл +

Примечание: * – приведено с учётом последних таксономических изменений [14], ** – приведено согласно [15].
Условные обозначения: Б – бентосные, Л – ледовые, Пл – планктонные, Пр – пресноводные. 

Окончание табл. 2

наибольшие  значения суммарной биомассы ледо-
вых водорослей отмечаются в апреле [11]. Таким 
образом, наши исследования, проведенные в марте, 
пришлись на начало периода активного роста во-
дорослей и накопления биомассы.

Таксономический состав диатомей. Всего в ве-
сенних льдах пролива Великая Салма было обнару-
жено 59 таксонов диатомовых водорослей разного 
ранга (табл. 2). Часть водорослей определена до рода 
или на уровне более высокого таксономического 
ранга. Для таких форм приоритетное местообита-
ние не определено. Из идентифицированных до 
вида диатомей 23 вида являются типично ледовыми 

либо лёд входит в число их приоритетных место-
обитаний. Планктонные диатомеи (18 видов) со-
ставляли значительную часть (38%) от общего числа 
идентифицированных до вида диатомей.

Встреченные нами 59 таксонов диатомовых 
водорослей составляют 61% от числа таксонов диа-
томей, обнаруженных в проливе в течение всего 
ледового периода (97 таксонов, [11]), и 22% от ви-
дового богатства ледовых диатомей всего Белого 
моря (272 таксона, [5]).

По числу видов преобладали пеннатные формы 
(Bacillariophyceae, 38 видов), что характерно для 
ледовых водорослей всей морской Арктики [4]. 
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Впервые во льду Белого моря идентифициро-
ваны два вида – Stenoneis obtuserostrata и Gyrosigma 
concilians (станция 2) (рис. 2 и 3). Эти диатомеи от-
мечались во льдах арктических шельфовых морей – 
Чукотского, Восточно-Сибирского, Лаптевых [16]. 
G. concilians идентифицирована также и во льду Ба-
ренцева моря [16].

Интегральная биомасса водорослей во льду Бе-
лого моря колебалась от 2,5 до 38,4 мгС/м2. Вклад 
диатомей составлял 58–90%. Колониальные виды 
пеннатных диатомей Nitzschia frigida, Navicula pela-
gica и Fragilariopsis cylindrus, а также крупноклеточ-
ная Pleurosigma stuxbergii доминировали на разных 
станциях. Высокое обилие этих видов характерно 
для льдов Арктики [16]. В тоже время на станции 2 
(2013 г.) значительный вклад в биомассу вносила 
водоросль Thalassiosira sp. Доминирование видов 
рода Thalassiosira не является характерным для льдов 
Арктики, однако ранее уже отмечалось в прибреж-
ных льдах Кандалакшского залива [11].

Сходство таксономического состава диатомей 
на разных станциях. Наибольшее число таксонов 
выявлено на станции 4 (38), наименьшее – на стан-
ции 3 (13). 

Состав диатомовых водорослей на разных стан-
циях достоверно различался, за исключением пар 
станций 1 и 3, 4 и 5. Индекс сходства Шимкеви-
ча–Симпсона между парами станций с достоверно 
различающимся составом ледовых диатомей соста-
вил 0,44–0,80. Сообщество диатомовых водорослей 
станции 2 имело наименьшее сходство с исследуе-
мыми сообществами остальных станций. Это, по-
видимому, обусловлено расположением станции 2 
на открытом участке пролива, где ледовый покров 
в наибольшей степени подвергается деформации [11]. 

Таблица 3

Коэффициент сходства Шимкевича-Симпсона таксономическо-
го состава диатомей во льдах пролива Великая Салма

Станции 1 2 3 4

2 0,47**

3 0,64^ 0,73*

4 0,60** 0,44** 0,64**

5 0,67* 0,52* 0,73* 0,80^

Условные обозначения: * – различия достоверны при 
р = 0,05; ** – различия достоверны при р=0,01; ^ – различия 
недостоверны.

В целом для сообществ ледовых водорослей харак-
терна выраженная пространственная изменчивость 
состава и структуры. Мезомасштабную (сотни мет-

Рис. 2. Электронные микрофотографии Stenoneis obtuserostrata 
(Hustedt) Poulin: а – общий вид створки; б – концевая часть 
створки; в – центральная часть створки. Масштабный отре-

зок: а, б – 10 мкм, в – 1 мкм

Рис. 3. Электронные микрофотографии Gyrosigma concilians 
(Cleve) Okolodkov: а – общий вид створки; б – центральная 

часть створки. Масштабный отрезок: а – 10 мкм, б – 3 мкм
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ров – километры) изменчивость определяет совокуп-
ность факторов, основными из которых являются: 
условия освещённости, зависящие от толщины льда 
и снежного покрова [17–19], концентрация био-
генных элементов [17, 20], солёность и температура 
[21], пористость льда и морфология его нижней по-
верхности [22, 23], а также генезис и физическая 
деформация ледового покрова [18].

Изменчивость ледовых сообществ в масштабе 
тысяч километров можно проиллюстрировать на 
примере сравнительного анализа состава ледовых 
диатомей в проливе Великая Салма субарктиче-
ского Белого моря (настоящая работа) и в при-
брежных льдах арктического моря Бофорта в пе-
риод перехода от зимы к весне [24]. Сравнение 
показало,  что таксономический состав диатомей 
достоверно различается (р = 0,01), коэффициент 
сходства составил 0,45. Среди общих для обоих 
районов видов и разновидностей диатомей (всего 21) 
преобладали те, чьим приоритетным местообита-
нием является лёд. 

Аналогичный анализ выявил ещё меньшее сход-
ство между диатомовыми льда в проливе Великая 
Салма и вблизи Северного полюса летом [25]. Ин-
декс сходства составил 0,26. Общими для обоих 
районов являлись ледовые (Nitzschia frigida, Nitzschia 
neofrigida, Melosira arctica, Fallacia forcipata var. 
densestriata Fragilariopsis cylindrus, Navicula algida, 
Navicula directa, Cylindrotheca closterium, Navicula 
transitans, Navicula transitans var. derasa, Pinnularia 

quadratarea), планктонные (Thalassiosira nordenski-
oeldii) и бентосные (Diploneis litoralis var. clathrata) 
диатомеи. 

Таким образом, во льду пролива Великая Салма 
Кандалакшского залива Белого моря в предшеству-
ющий цветению ледовых водорослей период (март, 
2013 и 2014 гг.) обнаружено 47 видов и 12 таксонов 
более высокого ранга диатомовых водорослей, что 
составляет 61% от числа таксонов диатомей, обна-
руженных во льдах пролива в течение всего ледо-
вого периода и 22% от видового богатства ледовых 
диатомей всего Белого моря.

Впервые во льду Белого моря идентифициро-
ваны диатомеи Stenoneis obtuserostrata и Gyrosigma 
concilians, которые ранее отмечались во льдах арк-
тических шельфовых морей.

Таксономический состав диатомовых водорос-
лей во льдах характеризовался выраженной мезо-
масштабной пространственной неоднородностью. 
Сходство между парами станций с достоверно раз-
личающим составом ледовых диатомей составляло 
0,44–0,80.
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HYDROBIOLOGY

DIATOMS IN THE ICE OF VELIKAYA SALMA STRAIGHT OF THE WHITE SEA BEFORE 
THE SPRING ALGAL BLOOM

V.A. Kudryavtseva*, T.A. Belevich, L.S. Zhitina

Department of Hydrobiology, School of Biology, Lomonosov Moscow State University,
Leninskiye gory 1–12, Moscow, 119234, Russia

*e-mail: white-out@yandex.ru

Diatom species composition in the ice of Velikaya Salma straight of Kandalaksha bay of the 
White Sea was studied in 5 stations in March, 2013–2014 – prior to the spring algal bloom. Un-
der-ice water salinity and ice thickness did not differ significantly between the two years. In total 
59 diatom taxa (47 species and 12 taxa of higher taxonomic ranks) were found in the ice of Ve-
likaya Salma straight, which makes 61% of the number of diatom taxa found in Velikaya Salma 
ice during the whole ice period and 22% of all the White Sea ice species. Species Stenoneis obtu-
serostrata (Hustedt) Poulin and Gyrosigma concilians (Cleve) Okolodkov were identified in the 
White Sea ice for the first time. Szymkiewicz-Simpson similarity coefficient for pairs of the sta-
tions with significant difference was 0.44–0.80.  

Key words: White sea, diatoms, ice algae, Stenoneis obtuserostrata, Gyrosigma concilians.
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МИКОЛОГИЯ И АЛЬГОЛОГИЯ

УДК 581.2+58.01/.07  

АНОМАЛИИ РАННИХ СТАДИЙ РАЗВИТИЯ ERYSIPHE GRAMINIS TRITICI 
ПРИ ОКИСЛИТЕЛЬНОМ СТРЕССЕ 

Г.А. Аветисян*, Т.В. Аветисян

Главный ботанический сад им. Н.В. Цицина РАН, Россия, 127276, г. Москва, ул. Ботаническая, д. 4
*e-mail: avetisyang@yandex.ru

Исследовали влияние окислительного стресса на начальные этапы взаимодействия 
возбудителя мучнистой росы пшеницы и растения-хозяина. Показано, что воздействие 
перекисью водорода и 3-амино-1,2,4-триазолом приводит к образованию аномальных 
ростковых трубок и нежизнеспособных колоний на поверхности листьев пшеницы. Яв-
ления, которые наблюдали при моделировании окислительного стресса путём воздей-
ствия прооксидантами, сходны с теми, которые ранее были описаны для устойчивых 
растений. Это  позволяет предположить, что причиной аномального развития патогена 
на растениях может быть воздействие активных форм кислорода, возникающих в устой-
чивом растении в процессе защитных реакций.

Ключевые слова: активные формы кислорода, мучнистая роса, инфекционные струк-
туры, перекись водорода, 3-амино-1,2,4-триазол,  пшеница, окислительный стресс 

В последние годы процесс первичной инфек-
ции мучнисторосяными грибами изучался наиболее 
интенсивно, так как соответствующие исследова-
ния свидетельствуют о важности ранних стадий 
инфицирования для процесса развития заболевания 
[1, 2]. Первые этапы взаимоотношений  растения-
пшеницы и мучнисторосяного гриба зависят от спо-
собности патогена максимально реализовывать 
патологический процесс, т.е. процесс прорастания 
конидий и дифференциацию инфекционных струк-
тур, обеспечивающих заражение растения и даль-
нейшее развитие болезни [3, 4].

Процесс заражения пшеницы мучнистой росой 
состоит из ряда стадий. Конидия мучнисторося-
ного гриба, попадая на поверхность листа растения, 
образует вначале первичную ростковую трубку и 
затем аппрессориальную ростковую трубку, фор-
мирующую аппрессорий [5]. В случае восприим-
чивости растения к грибному патогену примерно 
через 24 ч после инокуляции внутри эпидермальной 
клетки растения-хозяина образуется гаустория, ко-
торая поглощает питательные вещества из клетки 
хозяина. Дальнейшее развитие гриба сопровожда-
ется ростом гиф мицелия и образованием гаусто-
рий второго, третьего и т.д. порядков [6].  

Развитие патогена на устойчивых растениях 
имеет свои особенности. При несовместимых ком-
бинациях наблюдаются различные отклонения 
в дифференциации инфекционных структур пато-
гена. Эти нарушения ведут к изоляции возбудителя 
болезни уже на первых этапах патогенеза, что спо-
собствует снижению инфекционной нагрузки.

Исследования последних лет показали важную 
роль в патогенезе мучнистой росы злаков активных 

форм кислорода (АФК), которые являются посред-
никами активации иммунного ответа растения, а 
также участвуют в контроле структурной органи-
зации клеточной стенки [7, 8, 9]. Многими иссле-
дователями было установлено, что окислительный 
стресс влияет на ранние стадии развития Erysiphe 
graminis [2, 10]. 

В задачу данной работы входило изучение 
особенностей ранних стадий развития возбудителя 
мучнистой росы пшеницы под влиянием окисли-
тельного стресса. Окислительный стресс моделиро-
вали перекисью водорода и 3-амино-1,2,4-триа-
золом (3-АТА), который способствует повышению 
количества эндогенной перекиси водорода посред-
ством ингибирования пероксидазы и каталазы [11].

Материалы и методы

Для экспериментов были использованы рас-
тения мягкой пшеницы Triticum aestivum L.  и возбу-
дитель мучнистой росы пшеницы Erysiphe graminis 
DC. f. sp. tritici Marchal.

Семена растений пшеницы выращивали при 
температуре 20–22°С на растворе Кнопа в рулонах 
из фильтровальной бумаги. Пятнадцатидневные 
проростки пшеницы инокулировали конидиями 
E. graminis, культуру которой поддерживали на 
восприимчивой пшенице. Инфицированные отде-
ленные листья проростков пшеницы инкубировали 
в чашках Петри с водными растворами перекиси 
водорода и 3-АТА абаксиальной стороной вверх. 
В контроле использовали дистиллированную воду.

На 5–6-е сут после инфицирования число ви-
димых колоний возбудителя мучнистой росы под-
считывали с помощью бинокулярной лупы на не-
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скольких участках поверхности листа растения 
площадью 1 см2 каждый. Для каждого варианта 
опыта вычисляли среднюю плотность колоний на 
15–30 препаратах.  

Изучали влияние окислительного стресса и 
его предполагаемый защитный эффект на разных 
стадиях патогенеза. Исследуемые вещества вноси-
ли в среду инкубации отделенных листьев через 
определенные промежутки после инфицирования 
и на ограниченный период. Были выбраны кон-
центрации 4 мМ и 10 мМ для 3-АТА и 5 мМ для 
перекиси водорода как минимальные концентра-
ции с выраженным ингибированием развития муч-
нисторосяного гриба. 

Динамику развития и дифференциации инфек-
ционных структур возбудителя мучнистой росы ис-
следовали  с применением  сканирующей электрон-
ной микроскопии (СЭМ). Для этого был отобран 
растительный материал на 3-9-е сут после инфи-
цирования. Образцы листовой ткани исследовали 
с помощью сканирующего электронного микро-
скопа LEO-1430 VP (Carl Zeiss, Германия) без хи-
мической фиксации в условиях низкого вакуума 
(VP-режим) при комнатной температуре или в ус-
ловиях высокого вакуума при –30 oС c примене-
нием замораживающей приставки Deben UK (Ве-
ликобритания). 

При сравнении результатов исследования конт-
рольной и экспериментальной групп, а также из-
менений показателей в разные периоды времени ис-
пользовали критерий Уилкоксона. Различия между 
значениями параметров считали достоверными 
при р<0,05. 

Результаты и обсуждение

Конидии E. graminis, попадая на поверхность 
листьев пшеницы, прорастают, образуя первичную 
ростковую трубку и аппрессорий в течение 24–48 ч 

после инокуляции (рисунок, а). К концу данного 
периода внутри клетки эпидермиса растения-хо-
зяина, как правило, образуется  гаустория, служащая  
для поглощения питательных веществ. Через 48 ч 
в контроле у нормально развивающихся конидий 
можно наблюдать  одну или несколько ростковых 
трубок, которые затем удлиняются, развиваясь в гифы  
эктофитного мицелия и формируя микроколонию 
(рисунок, б). Через 72 ч после инфицирования были 
заметны развитые колонии с гифами длиной до 
400–450 мкм (рисунок, в).  

Различия в формировании инфекционных струк-
тур гриба можно обнаружить уже через 24 ч после 
заражения. Так, воздействие 3-АТА увеличивало  
количество конидий, не способных к прорастанию 
(рисунок, д) или образующих аномальные инфек-
ционные структуры (рисунок, е). К моменту обра-
зования в контроле развитых колоний с многочис-
ленными конидиеносцами (рисунок, г) в вариантах 
с сильным ингибированием развития мучнистой 
росы в единичных случаях наблюдали только мик-
роколонии. При этом они имели, как правило, мно-
гочисленные утолщенные и, вероятно, не функцио-
нирующие ростковые трубки (рисунок, е). При 
высоких концентрациях 3-АТА наблюдали образо-
вание множества зачатков гиф, не развивающихся 
в дальнейшем. 

 Развитие возбудителя мучнистой росы в при-
сутствии перекиси водорода имело свои особенно-
сти. При концентрациях данного вещества 0,5–5 мМ  
наблюдали образование конидий с большим коли-
чеством ростковых трубок (рисунок, ж)  или удли-
ненной аппрессориальной ростковой трубкой (ри-
сунок, з). При использовании 10 мМ перекиси 
водорода развитие патогена останавливалось на ста-
дии формирования аппрессория и дальнейшего 
образования колоний не происходило.

Ранее нами было показано, что обработка от-
деленных листьев пшеницы как 3-АТА, так и пе-

Рисунок. Этапы развития Erysiphe graminis на листьях пшеницы (СЭМ, 48–72 ч после инфицирования): а, б, в – контроль; г, д, е – 
при обработке инфицированных листьев пшеницы 3-амино-1,2,4-триазолом; ж, з – при обработке инфицированных листьев 

пшеницы перекисью водорода 
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рекисью водорода ингибирует развитие колоний 
патогена [12]. При увеличении концентрации дан-
ных веществ ингибирующая активность также воз-
растала, а высокие концентрации (10 мМ и более 
для 3-АТА и 5 мМ и более для перекиси водорода) 
полностью предотвращали развитие колоний па-
тогена. 

Далее нами были проведены исследования, 
направленные на изучение влияния окислитель-
ного стресса на разные этапы развития мучнисто-
росяного гриба (таблица). В варианте с постоянным 
присутствием 3-АТА в среде инкубации листьев 
наблюдали сильное ингибирование числа коло-
ний. При этом более высокая концентрация ока-
зывала более сильное действие. В остальных вари-
антах 3-АТА вносили на период 24 ч на первые, 
вторые и третьи сутки после инфицирования. Как 
видно из представленных данных, все варианты 
с обработкой 3-АТА в течение ограниченного вре-
мени также показали достоверное ингибирование 
инфекции (р<0,001).  При этом наиболее сильное 
действие наблюдали на ранних этапах инфициро-
вания (1 сут), что соответствует стадиям прораста-
ния конидии, образования аппрессория и первич-
ной гаустории. При обработке листьев пшеницы 
перекисью водорода также происходило достовер-
ное ингибирование роста патогена, а в варианте 
с постоянным присутствием перекиси водорода 
во время всего эксперимента концентрация 5 мМ 
практически полностью предотвращала появление 
колоний.

Таблица 

Влияние длительности применения 3-АТА и Н2О2 на развитие 
колоний мучнистой росы пшеницы на адаксиальной стороне 

листа (суммарное число колоний в расчете на 1 см2, повторность 
15–30 препаратов). Данные представлены в виде средних 

арифметических значений и стандартных ошибок среднего

Время
Концентрация 3-АТА

Концентрация 
Н2О2

4 мМ 10 мМ 5 мМ

1 сут 7,7±1,3 1,3±0,2 1,2±0,2

2 сут 9,5±1,3 4,3±0,5 10,0±0,8

3 сут  8,7±1,0 3,6±0,7 5,3±0,4

С 1 по 3 сут 6,3±0,5 0,8±0,2 0,2±0,1

Контроль (Н2О) 17,2±1,6 12,2±1,4 15,1±0,9

Необходимо отметить сходные тенденции во 
времени применения обоих исследуемых веществ. 
Так, наибольшую активность наблюдали в тех ва-
риантах с краткосрочной инкубацией в течение 24 ч 
в присутствии 3-АТА и экзогенной перекиси водо-
рода, где данные вещества вносили в первые сутки 
после инфицирования. При их внесении на вторые 
сутки наблюдали менее выраженное ингибирова-
ние. При обработке на третьи сутки ингибирую-
щее действие вновь несколько усиливалось. 

Исследования последних лет показали, что 
характер патогенеза мучнистой росы злаков в зна-
чительной степени зависит от окислительного ме-
таболизма [2, 7, 13]. Помимо непосредственного 
токсического воздействия на клетки патогена АФК 
действуют в качестве сигнальных молекул, прини-
мая участие в индукции локальной и системной 
приобретенной устойчивости [14]. Активация кис-
лорода является одним из самых ранних ответов 
растительной клетки на инфицирование. Время су-
щественного повышения уровня АФК, т.е. время 
реакции растения на инфицирование, на началь-
ных стадиях патогенеза играет важную роль, по-
скольку от него зависит момент включения актив-
ных защитных реакций растения.

В наших опытах экзогенная перекись водорода 
и 3-АТА ингибировали развитие мучнисторосяного 
патогена, существенно снижали интенсивность 
образования колоний и повышали устойчивость 
пшеницы к возбудителю мучнистой росы. Патоген-
ингибирующая активность данных веществ воз-
растала с увеличением концентрации, и высокие 
концентрации полностью предотвращали развитие 
колоний патогена. По-видимому, ингибирующее 
действие экзогенных прооксидантов в определен-
ной мере соответствует представлениям о защит-
ной роли АФК при патогенезе.

Поскольку АФК обладают токсичностью не 
только по отношению к патогену, но и по  отноше-
нию к самому растению-хозяину, в клетках расте-
ния их количество строго регулируется при участии 
антиоксидантных систем. Антиоксидантные защит-
ные механизмы лимитируют продолжительность 
жизни АФК, защищая клетку от вредного воздей-
ствия перекиси водорода, образованной при вос-
становлении молекулярного кислорода. Таким об-
разом, увеличение количества перекиси водорода 
ограничено во времени. Наряду с интенсивностью 
образования АФК время начала и время оконча-
ния окислительного “взрыва”, по-видимому, играют 
важную и до сих пор мало исследованную роль 
в регуляции иммунного ответа клетки хозяина.

В наших опытах данный аспект действия АФК 
моделировали путем кратковременного внесения 
экзогенных прооксидантов в разные сроки после 
инокуляции патогена. Показано, что продолжитель-
ность воздействия данными веществами оказывает 
влияние на величину ингибирующего эффекта. 
При этом стадии развития мучнисторосяного па-
тогена, соответствующие первым и третьим суткам 
после инфицирования, имеют большую чувстви-
тельность, или, наоборот, стадии развития патогена, 
протекающие на вторые сутки, более устойчивы 
к ингибированию. По-видимому, большее ослабле-
ние ингибирования на вторые сутки в случае пере-
киси водорода можно объяснить её быстрым раз-
ложением после окончания инкубации. В то же 
время, накопленное в течение 2 сут количество 
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3-АТА продолжает действовать и в последующий 
период, когда патоген вновь оказывается чувстви-
тельным к ингибитору. 

Развитие мицелия мучнисторосяных грибов 
злаков происходит на поверхности листьев расте-
ний. Этот факт облегчает исследование данного 
патогена с помощью СЭМ. Как показали наши 
исследования, обработка перекисью водорода и 
3-АТА ингибирует формирование колоний возбу-
дителя мучнистой росы и подавляет рост патогена 
на ранних стадиях развития. Аномальная диффе-
ренциация инфекционных структур возбудителя 
мучнистой росы также происходила при концен-
трациях 3-АТА и экзогенной перекиси водорода, 
близких к тем, которые ингибировали развитие 
видимых невооруженным глазом колоний. 

Как известно, некоторые соединения могут 
оказывать влияние на раннее развитие фитопато-
генных грибов и вызывать появление аномальных 
инфекционных структур. Например, подавление 
апрессориального развития происходило у некро-
трофного гриба Cochliobolus miyabeanus при обра-
ботке метилглиоксаль бис-гуанилгидразоном, ин-
гибитором синтеза полиаминов [15]. 

В наших экспериментах при воздействии пере-
кисью водорода и 3-АТА происходило замедление 
роста мучнисторосяного патогена. В обоих случаях 
наблюдали появление конидий с большим коли-
чеством ростковых трубок – аномалии, которые 
редко встречаются у контрольных растений. Вместе 
с тем при использовании 3-АТА происходило не-
характерное для перекиси водорода образование 

множества зачатков гиф при высоких концентра-
циях и утолщенных коротких гиф при низких 
концентрациях.  При использовании перекиси во-
дорода даже в достаточно высоких концентрациях, 
полностью или почти полностью ингибирующих 
развитие колоний, наблюдали большое количество 
аппрессориев внешне нормальной морфологии.

Таким образом, особенности взаимного рас-
познавания растения и патогена могут проявляться 
уже на ранней стадии взаимодействия. Предприня-
тые нами исследования показали, что некоторые 
черты воздействия на мучнисторосяной патоген, 
характерные для перекиси водорода или общие 
для перекиси водорода и 3-АТА, а именно, появ-
ление аномально длинных аппрессориев или рост-
ковых трубок, характерны также для развития 
данного патогена на листьях устойчивых растений 
[16]. Количество аппрессориев с нормальной мор-
фологией коррелирует с плотностью колоний воз-
будителя мучнистой росы. Это свидетельствует о том, 
что нарушение дифференциации инфекционных 
структур приводит к снижению точек контакта 
с растением и при аномалиях ростковых трубок 
происходит дальнейший поиск мест новых кон-
тактов, при этом проникновение в эпидермальную 
клетку растения-хозяина и образование гаустории 
не происходят. Полученные нами данные позво-
ляют предположить, что причиной аномального 
развития мучнисторосяного патогена на листьях 
пшеницы может быть воздействие АФК, возника-
ющих в устойчивом растении при прохождении 
защитных реакций.
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We report on investigation of early stage interactions between powdery mildew pathogen 
and host plant. We demonstrated that treatment of wheat leaves with various concentrations of 
hydrogen peroxide and 3-amino-1,2,4-triazole resulted in formation of morphological anoma-
lies of germ tubes and non-viable colonies on host plant leaves. The observed effect of oxidative 
stress on germination anomalies of powdery mildew is similar to previously reported interactions 
between the pathogen and mildew resistant plants.  Based on this work we conclude that abnor-
mal infectious structure formation of wheat powdery mildew may be associated with increased 
presence of reactive oxygen species during plant defense responses.

Key words: active oxygen species, powdery mildew pathogen, infectious structures, hydrogen 
peroxide, 3-amino-1,2,4-triazole, wheat, oxidative stress
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Терапевтические препараты антител по применению и производству занимают на 
мировом фармацевтическом рынке второе место после вакцин. Наиболее распростра-
ненными терапевтическими антителами являются моноклональные антитела (МАт) 
IgG-изотипа, продуцируемые в эукариотических клетках СНО. В последнее время зна-
чительный интерес вызывает возможность разработки терапевтических препаратов на 
основе антител IgA-изотипа, способных проявлять широкий спектр эффекторных функ-
ций на слизистых оболочках человека. Для исследования уровня экспрессии иммуногло-
булинов A (IgA) в клетках млекопитающих был сконструирован набор бипромоторных 
(CMV, EF1α) векторов, содержащих вариабельные области тяжёлой и лёгкой цепей чело-
веческого антитела FI6v3 против гемагглютинина вируса гриппа А, константные домены 
IgA1 тяжёлой и лёгкой (каппа-типа) цепей антитела человека. Полученные экспресси-
онные векторы отличались друг от друга различной ориентацией промоторов, а также 
наличием или отсутствием интронов. Два варианта полноразмерных тяжёлых и лёгких 
цепей были клонированы в экспрессионный вектор в однонаправленной и разнонаправ-
ленной ориентациях. Полученными плазмидами трансфицировали клетки CHO-DG44 и 
HEK-293T. Уровень продукции антител был определён при помощи иммуноферментного 
анализа для стабильной трансфекции клеток CHO-DG44 и HEK-293T. Результаты экспе-
риментов свидетельствуют о существенном увеличении продукции антител FI6v3-IgA1 
при трансфекции эукариотических клеток плазмидой pBiPr-ABIgA1FI6-Iht с интронами 
в тяжёлой цепи IgA1 и с однонаправленной ориентацией промоторов.

Ключевые слова: бипромоторный вектор, вирус гриппа А, интроны, ориентация промо-
торов, эукариотическая экспрессия, моноклональные антитела IgA1

В последнее время иммунотерапия с исполь-
зованием рекомбинантных антител становится всё 
более распространенной. Методы продукции и 
очистки антител человека изотипа IgG1 хорошо 
изучены и широко применяются, однако в послед-
ние годы увеличивается внимание и к применению 
антител изотипа IgA в связи с их высоким потен-
циалом для терапии инфекционных и опухолевых 
заболеваний [1]. 

Хотя функционально IgA сходен с IgG, основ-
ной функцией IgA является защита слизистых 
оболочек дыхательной, пищеварительной и моче-
половой систем. Молекулярная структура мономер-
ного IgA (гетеротетрамер H2L2) близка к строению 
антител других изотипов [2]. В сыворотке крови 
антитела изотипа IgA преимущественно мономерны, 

однако на слизистых оболочках функционируют 
как димеры, образующиеся за счёт дисульфидных 
связей на С-концах тяжёлых цепей, J-цепи и се-
креторного компонента. Антитела IgA имеют оба 
сайта N- и О-гликозилирования [3], что наклады-
вает некоторые ограничения на выбор систем для 
их продукции

Важным представляется тот факт, что именно 
димерные IgA-антитела выполняют особые эф-
фекторные функции, что выгодно отличает их от 
мономерных форм IgA и IgG. 

Антитела IgA связываются с другим набором 
клеточных рецепторов по сравнению с антителами 
IgG и поэтому их фармакокинетика выгодно от-
личается от таковой для IgG [4]. Было показано, 
что антитела IgA обладают более выраженной спо-
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собностью, чем антитела IgG, уменьшать образо-
вание вирусных бляшек с гетерологичными подти-
пами вирусов гриппа. Это подтверждает разницу 
в антивирусном потенциале IgA и IgG [5]. Ранее 
было показано, что IgA может очень эффективно 
нейтрализовать вирусы в вирус-инфицированных 
секреторных эпителиальных клетках. Поэтому вы-
раженное участие IgA-антител в иммунном ответе 
может быть особенно важным в случае высокопа-
тогенных штаммов, когда наибольшие осложнения 
связаны с неконтролируемыми воспалительными 
реакциями [6, 7]. 

Однако, несмотря на уникальные характери-
стики и терапевтический потенциал, антитела IgA 
исследованы не очень подробно. Основными про-
блемами, затрудняющими работу с ними, являются 
недостаточная разработанность методов биосин-
теза и очистки, а также трудности с получением 
достаточного количества рекомбинантных антител 
для исследований in vivo. Если необходимый для 
клинических исследований уровень антител IgG 
человека обычно достигается в стандартно разрабо-
танных экспрессионных системах клеток млеко-
питающих, в которых добиваются посттрансляци-
онных модификаций и типов гликозилирования, 
свойственных антителам человека, то для IgA отсут-
ствует единый подход к конструированию системы 
их экспрессии. В связи с этим большое практиче-
ское значение приобретает оптимизация стандарт-
ных методов продукции IgA. К сожалению, боль-
шинство предыдущих работ по изучению влияния 
конструкций векторов на экспрессию в клетках 
млекопитающих было проведено для IgG. Так, од-
ним из аспектов исследования было изучение ре-
гулируемой экспрессии тяжёлой и лёгкой цепей 
IgG. Трансфекция эукариотических клеток двумя 
независимыми плазмидами, содержащими одну из 
цепей, выявила выраженную зависимость экспрес-
сии от сайта интеграции [8], что влияло на соот-
ношение тяжёлой и лёгкой цепей при экспрессии. 
Известно, что для стабильной экспрессии в клет-
ках CHO экспрессионный вектор должен обеспе-
чивать соотношение “тяжёлая цепь : лёгкая цепь” 
менее чем 1:2, что делает возможным получение 
большой фракции клеточных клонов с высоким 
уровнем экспрессии моноклональных антител [9]. 
Более эффективным для продукции IgG в клетках 
млекопитающих оказался вектор, содержащий би-
цистронную конструкцию [10, 11]. Был изучен 
уровень продукции рекомбинантного IgG при раз-
личном дизайне экспрессионных векторов при 
транзиентной и стабильной экспрессии в клетках 
HEK-293T, CHO-K1(13) и CHO-DG44 [12–15]. 

Одним из преимуществ использования анти-
тел IgA в качестве терапевтического средства про-
тив гриппа является их мукозальное применение. 
Ранее было выделено моноклональное антитело 
FI6, узнающее гемагглютинин всех 16 серотипов и 
нейтрализующее группы 1 и 2 вируса гриппа А [16]. 

Получение терапевтических средств на основе 
IgA-антител требует разработки стабильных высо-
копродуктивных клеточных линий. В связи с этим 
получение новых оптимизированных конструкций 
экспрессионных векторов и исследование их влия-
ния на продуктивность рекомбинантных IgA-ан-
тител имеют важное значение. Цель настоящей 
работы заключалась в усовершенствовании эука-
риотического вектора для повышения уровня экс-
прессии IgА на основе вариабельных доменов ан-
титела FI6 к гемагглютинину вируса гриппа А 
в клетках млекопитающих. В задачи исследования 
также входило выяснение влияния наличия ин-
тронов в области константного домена тяжёлой 
цепи на уровень продукции рекомбинантных ан-
тител при трансфекции эукариотических клеток 
соответствующим вектором. 

Материалы и методы

Создание экспрессионных плазмид для продук-
ции рекомбинантных антител в клетках млекопи-
тающих. Для получения гена лёгкой цепи антитела 
FI6v3 [16] с секреторным пептидом антитела F10 
[17] с помощью метода полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) на матрице плазмиды pOpti-F10L-MluI 
[18] получали фрагменты, содержащие последова-
тельности секреторного пептида F10L и констант-
ного домена легкой каппа-цепи [17–19]. Аналогично 
на матрице ранее сконструированной плазмиды 
pTrc99A-stIIFI6LH [20] получали фрагмент, содер-
жащий последовательность вариабельного домена 
антитела FI6v3. Последовательности объединяли 
с помощью метода ПЦР с использованием корот-
ких перекрывающихся последовательностей (SOE-
PCR), результирующий фрагмент обрабатывали 
рестриктазами NheI и XhoI и клонировали по дан-
ным сайтам в экспрессионный вектор pOpti-F10L-
MluI [18], полученный на основе pOptiVEC™-TOPO® 

(Invitrogen).
Для получения гена вариабельной области тя-

желой цепи FI6v3 с секреторным пептидом F10H 
на матрице плазмид pTrc99A-stIIFI6LH [20] и 
pcDNA3.3-H [18] получали фрагменты, содержа-
щие кодирующие последовательности вариабель-
ного домена тяжёлой цепи FI6v3 и секреторного 
пептида F10H [17], соответственно, после чего со-
стыковали последовательности с помощью метода 
ПЦР с удлинённым перекрытием (SOE-PCR). Полу-
ченный фрагмент обрабатывали рестриктазами NheI 
и Bsp120I, клонировали в плазмиду pcDNA3.3-H 
[18] и секвенировали, получая таким образом плаз-
миду pcDNA3.3-FI6HG1. 

На матрице геномной ДНК человека с помощью 
ПЦР получали фрагменты, содержащие отдельные 
экзоны IgA1, которые клонировали в pAL-TA (Ев-
роген, Россия), и секвенировали. Для получения 
кодирующей последовательности изотипа IgA1 
с помощью ПЦР на матрице полученных клонов 
отдельно синтезировали последовательности каж-
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дого из трёх экзонов IgA1. Полученные 
фрагменты объединяли с помощью метода 
ПЦР с удлинённым перекрытием. Одно-
временно удаляли сайт рестрикции XhoI во 
втором экзоне гена с помощью сайт-на-
правленного мутагенеза. Результирующий 
фрагмент обрабатывали рестриктазами SacI и 
XhoI. Затем полученный фрагмент совмест-
но с фрагментом NheI-Bsp120I из плазмиды 
pcDNA3.3-FI6HG1 клонировали по сайтам 
узнавания рестриктаз NheI и XhoI в промежу-
точный вектор pSK+/hEF1-HTLV-BGH [18], 
содержащий гибридный промотор hEF1-
HTLV и сайт полиаденилирования BGH, 
получая плазмиду pSK-EF1-FI6HA1-BGH. 
Фрагмент MluI-MluI из плазмиды pSK-EF1-
FI6HA1-BGH, содержащий ген тяжёлой цепи 
антитела FI6 изотипа IgA1 c секреторным 
пептидом F10, был поставлен под контроль 
промотора hEF1-HTLV и содержал сайт по-
лиаденилирования BGH. В результате дан-
ного клонирования были получены две раз-
ные конструкции, отличающиеся по типу 
ориентаций – с однонаправленной (pBiPr-
ABIgA1FI6-ht,) и разнонаправленной (pBi-
Pr-ABIgA1FI6-hh) транскрипцией генов тя-
жёлой и лёгкой цепей антитела. Далее 
в тексте однонаправленная ориентация про-
моторов (ht) обозначается как “голова-
хвост”, а разнонаправленная (hh) – “голова-
голова”. Схематическое изображение плазмид 
приведено на рис. 1 А, Б.

Кодирующую последовательность кон-
стантных доменов гена IgA, состоящую из 
экзонов, разделённых двумя интронами, 
получали в два этапа. На первом этапе, ис-
пользуя геномную ДНК человека в качестве 
матрицы, получали два фрагмента с помо-
щью ПЦР с праймерами для удаления сайта 
рестрикции XhoI во втором экзоне IgA1 и 
праймерами, ограничивающими нуклеотид-
ную последовательность константных доме-
нов IgA1, которые клонировали в pAL-TA 
(Евроген, Россия) и секвенировали. На вто-
ром этапе на матрице клонов с помощью 
ПЦР с теми же праймерами получали два 
фрагмента с одновременным удалением 
сайта рестрикции XhoI во втором экзоне 
гена, фрагменты объединяли с использова-
нием метода ПЦР с удлинённым перекры-
тием. Клонирование проводили аналогично 
схеме для кодирующей последовательности 
IgA1 без интронов (см. выше). В результате 
также было получено две разные конструк-
ции, отличающиеся по типу ориентации – 
с однонаправленной (pBiPr-ABIgA1FI6-Iht) 
и разнонаправленной (pBiPr-ABIgA1FI6-Ihh) 
транскрипцией генов тяжёлой и лёгкой це- Р
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пей антитела. Схематическое изображение плаз-
мид приведено на рис. 1 В, Г.

Получение препаратов плазмидной ДНК для 
трансфекции. Плазмидную ДНК нарабатывали в 
клетках E. coli штамма Nova Blue (DE3) (Novagen, 
США) и выделяли с помощью набора “Plasmid 
Miniprep” (Евроген, Россия). Концентрацию полу-
ченной плазмиды определяли спектрофотометри-
чески по поглощению при длине волны 260 нм на 
приборе “Implen NanoPhotometer® P200” (Implen 
GmbH, Германия). Чистоту и линейность плазмиды 
определяли с помощью электрофореза в 0,6%-ном 
агарозном геле (рис. 2). Плазмидную ДНК линеа-
ризовали с помощью рестриктазы Ple19I (НПО 
“СибЭнзим”, Россия).

Трансфекция. Клетки CHO-DG44 (dhfr-) (Ther-
mo Fisher Scientific, США) выращивали с использо-
ванием стандартной среды IMDM (Iscove’s Modified 
Dulbecco’s Medium, Gibco, США) c использованием 
10% эмбриональной сыворотки крупного рогатого 
скота (HI FBS, Gibco, США), а клетки HEK-293T – 
на среде DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium, Gibco, США) c использованием 10% эмбрио-
нальной сыворотки крупного рогатого скота (HI FBS, 
Gibco, США) в СО2-инкубаторе при 96%-ной влаж-
ности, 37°С и 8% СО2.

Для стабильной трансфекции исходные клетки, 
достигшие ≥90% сомкнутого монослоя, высевали 
в количестве 400 000 клеток/лунку. Измерение кон-
центрации клеток и их жизнеспособности прово-
дилось с использованием 0,04%-ного раствора три-
панового синего (Gibco, США) в камере Горяева. 
Клетки выращивали в 6-луночных планшетах (Grei-
ner Bio-One, Германия) по достижению ими 80–90% 
сомкнутого монослоя. Трансфекцию исходных кле-
ток проводили с применением трансфицирующего 
реагента Lipofectamine-3000 Transfection Kit (Invit-
rogen, США) по стандартному протоколу, представ-
ленному производителем. Клетки, в которые добав-
ляли реагент Lipofectamine-3000 при отсутствии 
плазмидной ДНК, являлись отрицательным контро-
лем на каждом планшете. Трансфекция проводилась 
четырьмя вариантами плазмид: pBiPr-ABIgA1FI6-hh, 
pBiPr-ABIgA1FI6-Iht, pBiPr-ABIgA1FI6-Ihh, pBiPr-
ABIgA1FI6-ht (рис. 1).

После проведения трансфекции клетки инку-
бировали в течение 72 ч. Во временные интервалы 
24, 48 и 72 ч (для определения наиболее эффек-
тивного времени после трансфекции) были взяты 
пробы для иммуноферментного анализа (ИФА).

Иммуноферментный анализ. Экспрессию IgA 
определяли методом непрямого ИФА. На 96-лу-
ночные планшеты в качестве антигена наносились 
моноклональные антитела мыши к каппа-домену 
лёгкой цепи иммуноглобулинов человека (Биа-
лекса, Россия) в количестве 0,5 мкг/лунку. При 
проведении анализа использовали Anti-Human IgA 
(a-chain specific) (Sigma, США), коньюгированные 
с пероксидазой хрена. В качестве стандарта исполь-
зовали IgA из сыворотки человека (Sigma, США).

Результаты и обсуждение 

Для экспрессии рекомбинантного IgА были 
сконструированы экспрессионные бипромоторные 
плазмиды: pBiPr-ABIgA1FI6-hh, pBiPr-ABIgA1FI6-ht, 
pBiPr-ABIgA1FI6-Ihh, pBiPr-ABIgA1FI6-Iht. В ходе 
конструирования ген лёгкой цепи был поставлен 
под контроль промотора CMV и сигнала полиаде-
нилирования TKpA, ген тяжёлой цепи – под кон-
троль рекомбинантного промотора HEF1-HTLV и 
сигнала полиаденилирования BGH. Присутствие 
лидерных пептидов на N-концевых частях лёгкой 
и тяжёлой цепей позволяло осуществлять секре-
цию иммуноглобулина непосредственно в культу-

Рис. 2. Электрофореграмма линеаризованных экспрессион-
ных плазмид. 1 – маркер молекулярных масс (O’GeneRuler 
1kb DNA ladder Fermentas, 250 bp – 10kb), 2 – плазмида pBiPr-
ABIgA1FI6-hh, 3 – плазмида pBiPr-ABIgA1FI6-Iht, 4 – плаз-
мида pBiPr-ABIgA1FI6-Ihh, 5 – плазмида pBiPr-ABIgA1FI6-ht
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ральную среду. В ходе клонирования тяжёлой цепи 
в экспрессионный вектор по сайту MluI были полу-
чены два типа ориентации (рис. 1): с однонаправлен-
ной (ht) и разнонаправленной (hh) транскрипцией. 
Для осуществления селекции трансфицированных 
клеток в средах без гипоксантина и тимидина экс-
прессионный вектор содержал ген дигидрофолат-
редуктазы (ДГФР). Данный ген располагался на 
мРНК лёгкой цепи на расстоянии 650 п.н. от гена 
лёгкой цепи по ходу транскрипции. Трансляция гена 
ДГФР обеспечивалась с помощью IRES-элемента, 
который располагался против хода транскрипции 
гена ДГФР.

Наряду с влиянием ориентации промоторов было 
также изучено влияние интронов в константном 
домене IgA на экспрессию антител. Для сравнения 
полученных плазмидных конструкций были исполь-
зованы два вида эукариотических клеток: CHO-
DG44 – как наиболее часто используемые при по-
лучении терапевтических антител, а также клетки 
человека линии HEK-293T. Использование HEK-
293T было обусловлено тем, что процесс гликози-
лирования в клетках человека отличен от такового 
в клетках китайского хомячка. Так, было показа-
но, что клетки СНО продуцируют гликан преиму-
щественно трёхветвистой структуры, тогда как сы-
вороточный IgA человека обладает в основном 
двухветвистой структурой, что приводит к разнице 
в продуцировании IgA [15].

Результаты ИФА для проб, отобранных через 24, 
48 и 72 ч (рис. 3), показали преимущество экспрес-
сии в клетках HEK-293T по сравнению с экспрес-
сией в CHO-DG44 в случае трансфекции серией 
плазмид, не содержащих интроны в константных 
регионах IgA1. При этом, если при трансфекции 
плазмидой с ориентацией направления транскрип-
ции “голова-голова” разница между двумя типами 
клеток была незначительна, для ориентации “голо-
ва-хвост” уровень экспрессии в клетках HEK-293T 
оказался в 2 раза бóльшим, чем в клетках CHO-DG44. 
Однако наилучший уровень экспрессии антител был 
получен при трансфекции плазмидой с ориента-
цией направления транскрипции “голова-хвост” 
как для CHO-DG44, так и для HEK-293T. Резуль-
таты по экспрессии антител, полученные при 
трансфекции плазмидами, содержащими интроны 
в области константных доменов IgA1, также про-
демонстрировали, что максимальный уровень до-
стигается для варианта “голова-хвост” при экспрес-

ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ ЭУКАРИОТИЧЕСКИХ ВЕКТОРОВ РАЗЛИЧНЫХ КОНСТРУКЦИЙ

Рис. 3. Концентрация антител IgA1 в культуральной среде по-
сле трансфекции клеток CHO-DG44 и HEK-293T различными 
конструкциями плазмид через 24, 48 и 72 ч. Определение кон-
центрации антител IgA1 в культуральной среде осуществляли 

методом ИФА

сии в обеих клеточных линиях. При этом, если 
уровень экспрессии антител при трансфекции плаз-
мидой с разнонаправленной ориентацией в клет-
ках китайского хомячка составил 5,5 мг/л, то для 
варианта с однонаправленной транскрипцией – 
17 мг/л. Таким образом, уровень экспрессии анти-
тел во втором случае был выше в 3 раза. 

Результаты экспериментов показали, что для 
обоих типов клеток наблюдаются одинаковые за-
кономерности влияния направления промоторов 
и наличия интронов на уровень биосинтеза анти-
тел изотипа IgA1. При этом максимальные резуль-
таты продемонстрировал вариант трансфекции 
экспрессионной плазмидой, содержащей интроны 
и однонаправленную ориентацию транскрипции.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке субсидии (Соглашение № 14.607.21.0060), вы-
деляемой Министерством образования и науки 
Российской Федерации в рамках реализации фе-
деральной целевой программы “Исследования и 
разработки по приоритетным направлениям раз-
вития научно-технологического комплекса России 
на 2014–2020 годы” (Уникальный идентификатор 
проекта RFMEFI60714X0060).
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Production and application of therapeutic monoclonal antibodies take second place in the 
global pharmaceutical market after vaccines. Nowadays the IgG1 is one of the prevailing mono-
clonal antibodies type for the therapeutic use that are produced in CHO cells. Recently the pos-
sibility of developing therapeutic drugs based on antibodies of IgA-isotype has demonstrated a 
broad range of effector functions on human mucous membranes, which has caused a significant 
interest in this research field. In our research about level of IgA1 antibody expression in mammal 
cells, we designed a set of bipromoter (CMV, EF1α) vectors containing variable regions of heavy 
chain (VH) and light chain (VL) genes from human monoclonal antibody FI6v3 against influen-
za A virus, constant regions IgA1 of heavy and light chains of human antibody (with or without 
introns). The vectors differed in mutual orientation of promoters and presence or lack of introns. 
Two versions of the full-length light and heavy chains were cloned in eukaryotic expressing vector 
in “head-head”/ “head-tail” orientations and then transfected into HEK-293T and CHO/dhfr-
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cells. The level of antibody production was determined using ELISA test for transfection of CHO 
DG44 and HEK-293T cell culture. The results of the experiments showed a significant increase 
in the production of FI6v3-IgA1 antibodies when eukaryotic cells were transfected with a plas-
mid pBiPr-ABIgA1FI6-Iht containing introns in constant regions of IgA1 and with orientation 
of transcription in the “head-tail” direction.

Key words: Bi-promoter vector, influenza A virus, introns, promoters of different orientation, 
eukaryotic expression, monoclonal antibody IgA1 
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МОЛЕКУЛЯРНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ ПРОСТРАНСТВЕННОЙ СТРУКТУРЫ 
ТЕТРАМЕРИЗАЦИОННОГО ДОМЕНА КАЛИЕВОГО КАНАЛА Kv10.2 ЧЕЛОВЕКА 

В РАЗЛИЧНЫХ ОЛИГОМЕРНЫХ СОСТОЯНИЯХ
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Потенциал-управляемый калиевый канал Kv10.2 экспрессируется в нервной систе-
ме, однако его функции и участие в развитии болезней человека остаются мало изучен-
ными. Мутации канала Kv10.2 были обнаружены при эпилептической энцефалопатии и 
аутизме. Моделирование пространственной структуры канала является важным инстру-
ментом для получения информации о молекулярных аспектах его функционирования и 
механизмах, ответственных за патогенез. В настоящей работе выполнено молекулярное 
моделирование спирального фрагмента C-концевого домена канала Kv10.2 человека 
(hEAG2) в димерной, тримерной и тетрамерной формах. Стабильность всех форм под-
тверждена расчётами методом молекулярной динамики. Выявлены контакты и взаимо-
действия, стабилизирующие структуру.

Ключевые слова: потенциал-управляемый калиевый канал Kv10.2, олигомеризация, лей-
циновая застёжка, суперспираль, молекулярное моделирование, молекулярная динамика

Потенциал-управляемые калиевые каналы конт-
ролируют перенос ионов K+ через клеточную мемб-
рану и играют ключевую роль в возбудимых и не-
возбудимых клетках. Канал Kv10.2 (кодируемый 
геном KCNH5) принадлежит семейству ether-a-go-go 
(EAG) и экспрессируется в нервной системе [1]. 

Мутации каналов семейства EAG вызывают 
нарушение синаптической пластичности и памяти 
[2]. Нарушения функционирования канала Kv10.2 
наблюдались при развитии эпилептической энцефа-
лопатии и аутистических расстройствах [3], а также 
в процессе возникновения и развития опухолей [2]. 
Несмотря на предпринятые попытки исследования 
канала Kv10.2, его функционирование в нервной 
системе и вовлеченность в развитие заболеваний че-
ловека остаются недостаточно изученными [3, 4].

Анализ гена KCNH5, клонированного незадолго 
до завершения проекта “Геном человека” [5, 6], 
показал, что канал Kv10.2 обладает топологией, 
сходной с другими калиевыми потенциал-управ-
ляемыми каналами (Kv): шесть трансмембранных 
спиралей в каждой из четырёх субъединиц. Струк-
тура цитоплазматического домена потенциал-управ-
ляемых каналов сильно варьирует между различными 
семействами [7]. C-концевой домен необходим для 
корректной сборки тетрамерного канала [8], при-
чём межспиральные взаимодействия определяют 
не только стабильность, но и селективность муль-
тимеризации [9]. Показано, что С-концевой до-
мен канала Kv7.1, гомологичного семейству EAG, 
имеет две функциональные части, причём прокси-
мальная половина ответственна за экспрессию, сво-

рачивание и проницаемость канала, а дистальная – 
за направление сворачивания и специфичность 
связывания с партнерами [10]. 

Информация о пространственной структуре 
мембранных белков, в т.ч. ионных каналов, а также 
их комплексов с различными лигандами является 
важным условием для понимания механизмов функ-
ционирования этих белков. До недавнего времени 
структура калиевых каналов семейства EAG была 
неизвестна, хотя и был предпринят ряд попыток 
моделирования [3, 11–13]. Теперь же ситуация ко-
ренным образом изменилась, поскольку была рас-
шифрована структура большей части гомологич-
ного канала Kv10.1 (EAG1) [14], которая может быть 
использована для моделирования взаимодействия 
каналов семейства EAG с блокаторами [15]. В то 
же время, структура протяженного С-концевого 
участка канала EAG2 (723–988 а.о.) по-прежнему 
остается неизвестной. Ранее мы показали, что пол-
норазмерные каналы Kv10.2 образуют кластеры, ко-
торые солокализуются с актиновым цитоскелетом 
[7]. Недавно мы установили, что каналы Kv10.2 
с удаленным N-концевым доменом также способны 
к кластеризации [16]. Логично предположить, что 
во взаимодействии с актином принимают участие 
С-концевые фрагменты каналов. 

Для того, чтобы понять, как спиральные фраг-
менты C-концевого домена канала Kv10.2 олиго-
меризуются в составе полноразмерного канала,  
мы провели моделирование структуры этого фраг-
мента в димерной, тримерной и тетрамерной формах. 
Для анализа стабильности полученных олигомеров 
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МОЛЕКУЛЯРНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ ПРОСТРАНСТВЕННОЙ СТРУКТУРЫ ДОМЕНА КАЛИЕВОГО КАНАЛА 

использовали расчёты методом молекулярной ди-
намики (МД), что позволило установить контакты 
и взаимодействия, стабилизирующие структуру оли-
гомеров. Результаты проведенной работы могут быть 
использованы для анализа влияния возникающих 
мутаций на структуру и функционирование канала 
EAG2.

Материалы и методы

Построение идеальных α-спиралей, сборка пуч-
ков параллельных спиралей и визуализация струк-
тур выполнены в программе Maestro (Schrödinger, 
LLC). Расчёты методом МД выполнены в програм-
ме Gromacs [17] с использованием силового поля 
CHARMM22. Конформеры извлечены из равновес-
ного участка траектории с шагом 100 пс. Для каж-
дого конформера выполнены расчёты параметров 
суперспиралей с помощью программы TWISTER [18] 
и энергии взаимодействия с помощью программ 
APBS [19] и FoldX [20]. Для предсказания олиго-
мерного состояния суперспирали на основе её ами-
нокислотной последовательности использован веб-
сервис LOGICOIL [21].

Результаты и обсуждение

C-концевой спиральный фрагмент внутрикле-
точного домена канала Kv10.2 (EAG2) содержит 
пять гептадных повторов, характерных для супер-
спиралей (рисунок, А). Для анализа степени оли-
гомеризации этого фрагмента мы использовали 
методы молекулярного моделирования. Структур-
ные модели фрагмента в конформации α-спирали 
были построены de novo, а затем объединены с об-
разованием димера, тримера и тетрамера. Для по-
лученных моделей была проведена оптимизация и 
последующий расчёт методом МД в водном рас-
творе в течение 15 нс. Во всех случаях произошло 
образование стабильных левозакрученных супер-
спиралей (рисунок, Б, В, Г).

Геометрические параметры суперспиралей яв-
ляются характеристиками плотности их упаковки 
и стабильности. Мы сопоставили параметры мо-
дельных суперспиралей с параметрами аналогич-
ных суперспиралей, пространственная структура 
которых известна: димерной формой тропомиозина 
(pdb-код 3u1a [22]), а также тримерной (pdb-код 
3hfe [23]) и тетрамерной (pdb-код 3bj4 [10]) фор-
мами C-концевого спирального фрагмента калие-
вого канала Kv7.1 (табл. 1). Хорошее соответствие 
радиусов модельных суперспиралей радиусам супер-
спиралей в экспериментально полученных струк-
турах говорит о достижении плотной упаковки 
модельных спиралей в процессе расчёта. В то же 
время такие параметры суперспирали, как шаг и 
вычисляемое на его основе число остатков на ви-
ток, в модельных суперспиралях демонстрируют 
значительно большие значения по сравнению с экс-
периментально полученными. Гораздо большим 

оказывается и разброс этих параметров, причиной 
которого, по-видимому, является несимметричность 
отдельных конформеров модельных суперспиралей, 
вызванная значительной подвижностью суперспи-
ралей в процессе расчёта. Как и в случае с тример-
ной и тетрамерной формами канала Kv7.1, мень-
ший шаг суперспирали позволяет предположить, 
что тримерная форма канала Kv10.2 имеет более 
плотную закрутку вокруг оси суперспирали. Между 
тем параметры индивидуальных α-спиралей (число 
остатков на виток, шаг спиралей и т.п.) во всех мо-
делях являются практически идентичными.

Поддержание стабильности олигомерной струк-
туры суперспиралей обеспечивается большим ко-
личеством полярных и ионных взаимодействий и 
гидрофобных контактов. Последние обусловлены 
гидрофобными остатками мотива “лейциновой 
застежки” (Leu910, Val913, Leu917, Ile921, Leu924, 
Met928, Leu931, Val935, Leu939, Leu942) (рисунок, A), 
и их стремление минимизировать свои контакты 

Рисунок. Структура C-концевого спирального фрагмента вну-
триклеточного домена канала Kv10.2 (hEAG2) (908–948 а.о.). 
Первичная структура и обозначения остатков по суперспи-
ральному регистру (гидрофобные остатки и соответствующие 
позиции, преимущественно a и d, показаны жирным шриф-
том) (А). Остатки R и E из мотива R-h-x-x-h-E (см. текст) от-
мечены ромбами. Представлены общий вид пространствен-
ной структуры (Б, В, Г), ионные и водородные связи остатков 
Arg927 и Glu932 (Д, Е, Ж) и  контакты остатков Met928 и 
Leu931 (З, И, К) для димерной, тримерной и тетрамерной су-
перспиралей соответственно. В обозначении остатков первая 

буква соответствует субъединице
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с полярным растворителем является движущей си-
лой олигомеризации. Водородные и ионные связи 
образуются между заряженными остатками спира-
лей, в число которых входят Glu912, Lys914, Glu916, 
Lys918, Glu920, Arg927 и Glu932 (рисунок, А). Нужно 
заметить, что образование таких связей в димерах 
бывает стерически затруднено ввиду расположения 
объёмных гидрофобных остатков между заряжен-
ными (Рисунок, Д, З).

Непосредственной характеристикой, позволя-
ющей оценить стабильность той или иной олиго-
мерной формы, является энергия взаимодействия 
в олигомере в расчёте на один мономер. Результаты 
расчёта этой энергии, выполненные с помощью 
программ APBS [19] и FoldX [20] (табл. 1), не позво-
ляют отдать предпочтение какой-либо из форм. 
Представляется достоверной лишь меньшая энергия 
взаимодействия в димере по сравнению с тетраме-
ром, что согласуется с большей экспонированно-
стью гидрофобных остатков и затрудненным об-
разованием водородных и ионных связей между 
спиралями в димере.

Аналогичный результат на качественном уровне 
может быть получен на основе анализа самой ами-
нокислотной последовательности (табл. 2). Мень-
шая степень олигомеризации в сочетании с мень-
шей длиной вовлеченной α-спирали ранее была 
обнаружена и для аналогичного фрагмента канала 
Kv7.1 [23].

Ранее предполагалось, что признаком склон-
ности спиралей к тримеризации является наличие 
мотива R-h-x-x-h-E (где R – остаток аргинина, h – 
гидрофобный остаток, x – произвольный остаток, 
E – остаток глутамата), консервативного среди су-
перспиралей, для которых характерно тримерное 

состояние [24] (рисунок, А). В то же время, к настоя-
щему времени известно как минимум две структуры, 
содержащие мотив R-h-x-x-h-E и закристаллизо-
ванные в тетрамерном состоянии – это структуры 
фрагмента канала Kv7.1 (pdb-код 3bj4 [10]) и Kv7.4 
(pdb-код 2ovc [25]).

Таблица 2

Зависимость предсказываемой степени олигомеризации 
C-концевого спирального фрагмента канала Kv10.2 от порогового 

значения вероятности суперспирализации 
(по данным веб-сервиса LOGICOIL)

Значение 
порога

Вероятная длина 
спирали, вовлеченной 
в суперспирализацию, 

а.о.

Наиболее вероятные 
состояния

Первое Второе

10% 44 Тетрамер
Параллельный 

димер

50% 37 Тетрамер Тример

90% 28 Тример
Антипараллель-

ный димер

Проведенное в данной работе моделирование 
показывает, что C-концевой спиральный фрагмент 
канала Kv10.2 (EAG2) может образовывать стабиль-
ные димерные, тримерные и тетрамерные супер-
спирали, причём наибольший вклад в их стабилиза-
цию вносят гидрофобные контакты. Созданная нами 
модель выявляет детали взаимодействия субъеди-
ниц и может быть использована для выявления 
роли аминокислотных замен, наблюдаемых в ряде 
патологий. Отметим, что для определения степени 
олигомеризации цитоплазматических участков ка-
налов семейства EAG необходимо расшифровать 
структуру полноразмерного канала.

Таблица 1

Параметры ряда суперспиралей, рассчитанные с помощью программы TWISTER, и значения энергия взаимодействия (ккал/моль) 
в олигомерах C-концевого спирального фрагмента канала Kv10.2 в расчёте на одну субъединицу, рассчитанные с помощью программ 

APBS и FoldX (среднее ± стандартное отклонение)

Димеры Тримеры Тетрамеры

Kv10.2 Тропомиозин Kv10.2 Kv7.1 Kv10.2 Kv7.1

Геометрические параметры суперспиралей

Радиус суперспирали (Å) 5,0 ± 0,4 4,7 ± 0,6 6,5 ± 0,2 6,2 ± 0,2 7,3 ± 0,7 7,5 ± 0,2

Число остатков на виток суперспирали 90 ± 80 100 ± 20 120 ± 80 85 ± 12 180 ± 100 125 ± 20

Шаг суперспирали (Å) 140 ± 120 150 ± 30 180 ± 120 125 ± 20 270 ± 150 181 ± 20

Геометрические параметры спиралей

Радиус спирали (Å) 2,27 ± 0,12 2,29 ± 0,03 2,3 ± 0,2 2,29 ± 0,04 2,28 ± 0,08 2,30 ± 0,03

Число остатков на виток спирали 3,65 ± 0,12 3,62 ± 0,05 3,7 ± 0,2 3,62 ± 0,05 3,66 ± 0,09 3,61 ± 0,05

Значения энергии в расчёте на одну субъединицу

APBS –22 ± 10 –39 ± 13 –36 ± 13

FoldX –32 ± 4 –35 ± 5 –45 ± 6
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MOLECULAR BIOLOGY

MOLECULAR MODELING OF TETRAMERIZATION DOMAIN OF HUMAN 
POTASSIUM CHANNEL Kv10.2 IN DIFFERENT OLIGOMERIC STATES

V.N. Novoseletsky*, A.D. Volyntseva, K.V. Shaitan, O.S. Sokolova

Department of Bioengineering, School of Biology,
Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory 1-12, Moscow, 119234, Russia

*e-mail: valeryns@gmail.com 

Voltage-gated potassium channel Kv10.2 is expressed in the nervous system, but its func-
tions and involvement in the development of human disease remain poorly understood. Mutant 
forms of Kv10.2 channel were found in patients with epileptic encephalopathy and autistic fea-
tures. Molecular modeling of the channel spatial structure is an important tool for gaining 
knowledge about the molecular aspects of the channel functioning and mechanisms responsible 
for the pathogenesis. In the present work, we performed molecular modeling of the helical frag-
ment of the human Kv10.2 (hEAG2) C-terminal domain in dimeric, trimeric and tetrameric 
forms. The stability of all forms was confirmed by molecular dynamics simulation. Contacts and 
interactions, stabilizing the structure, were identified.

Keywords: voltage-gated potassium channel Kv10.2, oligomerization, leucine zipper, coiled coil, 
molecular modeling, molecular dynamics.
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ВЛИЯНИЕ ДЕФИЦИТА АЗОТА НА ИОНООБМЕННЫЕ СВОЙСТВА 
ПОЛИМЕРОВ КЛЕТОЧНЫХ СТЕНОК КОРНЕЙ ПШЕНИЦЫ

Н.Р. Мейчик, Ю.И. Николаева, М.А. Кушунина*

Кафедра физиологии растений, биологический факультет, Московский государственный университет 
имени М.В. Ломоносова,

Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12
*e-mail: mkushunina@gmail.com

Исследованы ионообменные свойства полимеров клеточных стенок, выделенных из 
корней растений пшеницы Triticum aestivum L., выращенных в водной культуре на пита-
тельной среде, содержащей (+N-вариант) или не содержащей (N-дефицитный вариант) 
нитрат. Независимо от режима азотного питания клеточные стенки корня содержали че-
тыре типа ионообменных групп: первичные аминогруппы с рКа < 3 в составе структур-
ных белков, карбоксильные группы полигалактуроновой кислоты (рКа ~4,7) в составе 
пектинов, карбоксильные группы гидроксикоричных кислот (рКа ~7,3) и фенольные 
ОН-группы в составе лигнина (рКа ~10,2). Количественное соотношение типов ионооб-
менных групп, массовая доля клеточной стенки в сухой массе корня и коэффициент её 
набухания в водных растворах зависели от наличия нитрата в среде выращивания: в кле-
точных стенках N-дефицитного варианта по сравнению с +N-вариантом были выше со-
держание фенольных ОН-групп (в 2,4 раза) и массовая доля стенки (в 1,24 раза), а коэф-
фициент набухания, напротив, был ниже на 10%. Полученные данные свидетельствуют 
о том, что при дефиците азота в корнях формируется более мощная клеточная стенка с 
более высокой степенью сшивки полимеров – вероятно, за счёт повышенного содержа-
ния в ней лигнина. 

Ключевые слова: клеточная стенка, азот, пшеница, карбоксильные группы, минераль-
ное питание, ионный обмен.

Уровень снабжения растений азотом является 
одним из основных факторов, определяющих их 
рост и продуктивность. Растения получают азот из 
почвы главным образом в форме неорганических 
ионов – нитрата NO3

– и аммония NH4
+. Форма, в 

которой азот присутствует в среде, влияет на такие 
интегральные физиологические параметры расте-
ния, как, например, фотосинтетическая продук-
тивность [1], поглощение и транспорт других ма-
кро- и микроэлементов [2], рост главного и 
боковых корней [3]. 

Вместе с тем, тонкие механизмы процесса 
адаптации растений к различному содержанию и 
химической форме почвенного азота во многом не 
известны, в частности, те, что связаны с функцио-
нированием клеточной стенки (КС). Известно, 
что ионообменные свойства полимеров КС клеток 
корня играют важную роль на первичных этапах 
поглощения элементов минерального питания из 
почвы [4]. В составе КС растений обнаружено че-
тыре типа ионообменных групп [5]: 1) карбок-
сильные группы полигалактуроновой кислоты 
(ПГК; pKa 4–5) в составе пектинов, 2) карбок-
сильные группы гидроксикоричных кислот (ГКК; 
pKa 6–7), 3) фенольные ОН-группы (pKa ~10) в со-
ставе лигнина, 4) первичные аминогруппы (pKa < 
3), принадлежащие структурным белкам КС. При 

физиологических значениях рН (4–8) в ионооб-
менных реакциях способны участвовать только 
карбоксильные группы, так как константа иони-
зации двух других групп лежит за пределами ука-
занной области. Суммарное количество ионооб-
менных групп в КС растений колеблется в 
широких пределах и составляет 700–1500 мкмоль 
на г сухой массы КС [6]. При этом самое высокое 
содержание карбоксильных групп ПГК обнаруже-
но в КС корней бобовых растений (500–700 
мкмоль на г сухой массы КС), а карбоксильных 
групп ГКК – у злаков и маревых (400–500 мкмоль 
на г сухой массы КС) [6]. Эти показатели коррели-
руют с содержанием соответствующих полимеров 
в КС. У двудольных и однодольных (за исключе-
нием злаков) пектины составляют 20–50% КС, 
тогда как у злаков – не более 10% [7]. ГКК (глав-
ным образом, феруловая кислота), наряду с ПГК, 
принимают участие в ионообменных реакциях [6] 
и играют важную роль в образовании сшивок 
между полимерными цепями в КС злаков и маре-
вых [7].

Известно, что химический состав КС зависит 
от условий произрастания растений, в частности 
от характера минерального питания [7–10]. Одна-
ко работы, посвященные влиянию азотного пита-
ния на характеристики КС корней растений, 
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крайне немногочисленны и касаются, в основном, 
анализа транскриптома генов, ответственных за син-
тез и модификацию КС, а не детального описания 
её химического состава [9]. В большинстве случаев 
выделяют два основных механизма изменения со-
става КС в ответ на абиотические стрессы, в том 
числе на дефицит азота [10]: 1) повышение содер-
жания ферментов (ксилоглюканэндотрансглико-
лаз и экспансинов), разрыхляющих первичную 
КС; 2) увеличение степени разветвленности рам-
ногалактуронана I, что увеличивает пластичность 
КС; 3) утолщение вторичной КС посредством от-
ложения в ней гемицеллюлоз и лигнина. При ис-
пользовании NH4

+ как единственного источника 
азота в КС корней риса наблюдалось снижение 
содержания пектиновых веществ и гемицеллюлоз, 
что сопровождалось уменьшением катионообмен-
ной способности полимеров КС [8]. 

Таким образом, анализ данных литературы по-
казывает, что информация о влиянии различных 
типов азотного питания на состав и свойства по-
лимерного матрикса КС крайне ограничена. Цель 
настоящего исследования заключалась в сравнении 
ионообменных свойств полимеров КС корней рас-
тений пшеницы, выращенных в водной культуре 
на питательной среде, содержащей или не содер-
жащей нитрат. 

Материалы и методы

Объектами исследования служили 19-дневные 
растения пшеницы (Triticum aestivum L., сорт “Инна”). 
Растения выращивали в водной культуре при по-
стоянной аэрации на модифицированной среде 
Прянишникова: 1) +N-вариант: Ca(NO3)2 (3 мМ), 
CaHPO4 (1 мМ), MgSO4 (0,5 мМ), KCl (2 мМ), 
FeCl3 (0,15 мМ); 2) N-дефицитный вариант: CaSO4 
(2 мМ), CaHPO4 (1 мМ), MgSO4 (0,5 мМ), KCl (2 мМ), 
FeCl3 (0,15 мМ). Смену растворов проводили каж-
дые 4 сут. Растения содержали в климатической 
камере при температуре 24–26°C и световом ре-
жиме 14 ч день (освещённость 110 мкмоль фото-
нов/м2∙с) и 10 ч ночь. 

КС корней выделяли в соответствии с ранее 
описанной методикой [5]. Отсеченные и промы-
тые дистиллированной водой корни (~5 г) промы-
вали последовательно 1%-ным раствором NaОН 
(~0,5 л, в течение суток, при постоянном перемеши-
вании), дистиллированной водой (~2 л, в течение 
2–3 ч), 1%-ным раствором HCl (~0,5 л, в течение 
суток, при постоянном перемешивании) и затем 
дистиллированной водой до исчезновения в про-
мывных водах хлорид-иона (определяли титрова-
нием с Hg(NO3)2). Препараты КС затем высуши-
вали до постоянного веса при 55–60°С. Указанный 
метод стандартизации, то есть метод переведения 
всех имеющихся в структуре КС катионообмен-
ных групп в Н+-форму, а анионообменных (ами-
ногрупп) – в форму свободного амина (–NH2), 

позволяет проводить сравнительное исследование 
сорбционных свойств образцов с различным со-
держанием функциональных групп [11]. Ранее нами 
было показано, что использование данной мето-
дики позволяет получить образцы КС, свободные 
от ДНК и цитоплазматических белков и сходные 
по содержанию ПГК и структурных белков с КС, 
изолированными с помощью других методов [12].

Потенциометрическое титрование осуществля-
ли методом отдельных навесок [6]. Навески сухой 
измельченной КС (0,0400±0,0001 г) помещали в бюк-
сы с притертой пробкой и заливали 12,5 мл рас-
творов KOH или HCl различной концентрации, 
но с постоянной ионной силой (100 мМ), которую 
создавали соответствующими растворами NaCl. 
Диапазон изменения концентраций кислоты и 
щелочи составлял 0–10 мМ. По истечении 48 ч КС 
отделяли от раствора, в котором определяли рН и 
концентрацию оставшейся кислоты или щелочи 
титрованием с индикатором бромтимоловым си-
ним. По разнице концентраций Н+ или ОН– рас-
считывали сорбционную способность КС при со-
ответствующем значении рНi по формуле: 

 , | ( ) |
,кат ан o i

i
C C V

S
g

− ×
=  (1)

где Si
кат,ан – катионообменная или анионообмен-

ная способность КС при рНi (2,8–12), мкмоль на 
г сухой массы КС; Co и Ci – исходная и равновес-
ная (после контакта с КС) концентрации NaOH 
или HCl в растворе, мМ; V – объём раствора, мл; 
g – сухая масса образца КС, г. 

Число типов ионообменных групп в КС (j), а 
также их содержание (ΔS

j
) определяли по диффе-

ренциальным кривым (dSi/dpHi) = f (pHi), как 
описано ранее [6]. Степень ионизации (α) для 
каждой группы рассчитывали по формуле:

 α =  S j/ΔS j,  (2)

где S j – содержание диссоциированных групп j-го 
типа при соответствующем значении рН.

Чтобы рассчитать константу ионизации для 
каждой ионообменной группы, использовали моди-
фицированное Грегором уравнение Хендерсона–
Хассельбаха [13]:

 pH = pKa+ nlg (α/(1 – α)), (3)

где pKa – кажущаяся константа ионизации ионо-
обменной группы полимера; α – степень её иони-
зации; n – константа, зависящая от строения по-
лимерной матрицы и природы противоиона [14].

Используя установленные значения парамет-
ров (ΔS

j
, рКa

j
, n

j
), рассчитывали Si

рас по суммар-
ному уравнению [6]:

 
,

, 1
,

1 10

j
a j

j

j
k mрас кат

i o j i pK pH

n

S
S S

= −

Δ= −

+

∑  (4)

где Si
рас – расчётное значение ионообменной спо-

собности КС при соответствующем значении pHi; 
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Sо
кат – максимальная катионообменная способ-

ность КС; ΔS
j
 – содержание ионообменных групп 

j-го типа; pKa

j
 – кажущаяся константа ионизации 

ионообменных групп j-го типа; n
j
 – константа 

уравнения (3) для ионообменных групп j-го типа; 
k – число точек на потенциометрической кривой, 
m – число типов ионообменных групп. Sо

кат, ΔS
j 
и 

Si
рас выражены в мкмоль на г сухой массы КС.

Адекватность примененного подхода к описа-
нию кислотно-основного равновесия оценивали 
методом регрессионного анализа, определяя пара-
метры уравнения:

 Si
расч = B × Si

эксп + A, (5)

где Si
расч и Si

эксп – рассчитанная по уравнению (4) 
и экспериментальная (уравнение (1)) ионообмен-
ная способность КС при соответствующем значе-
нии pH, мкмоль на г сухой массы КС; A и B – па-
раметры регрессии.

Весовой коэффициент набухания КС (KКС, 
г Н2О на г сухой массы КС) в растворах с рН 2,8–12 
и ионной силой 100 мМ определяли в соответствии 
с методикой, описанной в работе [6] по формуле:

 KКС = (GF – GD)/GD , (6)

где GF и GD – сырая и сухая массы образцов КС, г.
Долю сухой массы КС (GКС) в сухой массе кор-

ней (%) определяли по формуле:

 GКС = (GКС/Gк) × 100, (7)

где Gк и GКС, соответственно, – сухая масса корней 
и выделенных из них КС, г.

Эксперименты повторяли три раза, аналитиче-
ские измерения – 6–10 раз. Статистическую обра-
ботку результатов проводили с помощью программ 
Microsoft Excel и IBM SPSS Statistics. Приведены 
средние значения и стандартные ошибки среднего. 
Достоверность различий между изучаемыми пока-
зателями определяли с помощью двухвыборочного 
t-критерия Стьюдента. Различия считали достовер-
ными при p < 0,05. Нормальность распределений 
проверяли с помощью критерия Колмогорова–
Смирнова.

Результаты и обсуждение

Экспериментальные кривые потенциометри-
ческого титрования Si = f(рНi) для КС корней пше-
ницы имеют несколько точек перегиба, что сви-
детельствует о наличии в полимерном матриксе 
КС нескольких типов ионообменных групп. При 
рН > 10,8 и рН < 3 значения сорбционной способ-
ности КС по NaОН (SO

кат
) и НСl (SO

ан
) достигают 

максимального уровня и характеризуют общее со-
держание как кислотных, так и основных групп, 
которые имеются в структуре КС и потенциально 
способны принимать участие в реакциях обмена 
при соответствующих значениях рН среды в апо-
пласте. И в +N-, и в N-дефицитном варианте зна-
чения SO

кат
 существенно превышают значения SO

ан 

(рис. 1), т.е. независимо от типа азотного питания 
КС корней пшеницы обладают в основном катио-
нообменными свойствами. КС обоих вариантов 
содержат небольшое и приблизительно равное ко-
личество анионообменных групп (рис. 1, SO

ан
), но 

значительно различаются по содержанию катио-
нообменных групп (рис. 1, SO

кат
).

Разделение экспериментальных кривых на мо-
нотонные нелинейные участки проводили согласно 
дифференциальным кривым dS/dpH = f (pH), име-
ющим ряд минимумов, которые соответствуют на-
чалу (α = 0) и концу (α = 1) ионизации функцио-
нальной группы j-го типа. Оценка примененного 
подхода к описанию кислотно-основного равнове-
сия методом регрессионного анализа показывает, 
что расчётные и экспериментальные значения ионо-
обменной способности КС совпадают в пределах 
погрешностей измерений, о чём свидетельствуют 
значения параметров регрессии (A, B) и коэффици-
ент корреляции (r) для зависимости Si

расч = f (Si
эксп) 

(уравнение (5)): для +N-варианта В = 0,95, А = 12,5, 
r = 0,984, для N-дефицитного варианта – В = 0,97, 
А = 15,9, r = 0,982. Было установлено, что в КС 
обоих вариантов присутствуют три типа катионо-
обменных групп и один тип анионообменных. Для 
анионообменных групп (аминогруппы в составе 
структурных белков КС [5]) расчёт константы ио-
низации не проводили, так как их содержание 
(20–25 мкмоль на г сухой массы КС) слишком мало. 
КС корней в обоих вариантах выращивания не раз-
личаются по качественному составу катионообмен-

Рис. 1. Содержание (мкмоль на г сухой массы клеточных сте-
нок) карбоксильных групп полигалактуроновой кислоты 
(SПГК), карбоксильных групп гидроксикоричных кислот 
(SГКК), фенольных ОН-групп (SОН), а также суммарное содер-
жание анионообменных (SO

ан
) и катионообменных (SO

кат
) 

групп в клеточных стенках, выделенных из корней растений 
пшеницы, выращенных при разных режимах азотного пита-
ния: белые прямоугольники – N-дефицитный вариант; чёр-

ные прямоугольники – +N-вариант
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ных групп, о чем свидетельствует близость значений 
рКа соответствующих групп (таблица). В соответ-
ствии с ранее полученными результатами [6] катио-
нообменные группы с рКа ~4,7 являются карбок-
сильными группами ПГК в составе пектинов, 
с рКа ~7,3 – карбоксильными группами ГКК, 
а с рКа ~10,2 – фенольными ОН-группами в со-
ставе лигнина. 

Таблица

Параметры уравнения (3) для клеточных стенок корней растений 
пшеницы, выращенных при разных режимах азотного питания. 
j – тип группы (1 – карбоксильные группы полигалактуроновой 
кислоты; 2 – карбоксильные группы гидроксикоричных кислот; 
3 – фенольные ОН-группы); рКа

j
 – константа ионизации группы 

j-го типа; n
j
 – константа уравнения (3) для группы j-го типа; 

r
j
 – коэффициент корреляции для группы j-го типа; 

k – количество точек на прямой

Вариант 
выращивания

j рКа

j
n

j
r

j
k

+N 1 4,72±0,06 0,75±0,08 0,965 8

2 7,31±0,04 1,47±0,09 0,993 6

3 10,06±0,16 2,04±0,41 0,926 6

N-дефицитный 1 4,65±0,05 1,08±0,10 0,980 7

2 7,35±0,04 1,15±0,06 0,992 8

3 10,36±0,06 1,48±0,14 0,978 7

КС обоих вариантов достоверно не различа-
ются по содержанию карбоксильных групп ПГК и 
ГКК (рис. 1, SПГК и SГКК). Различие состоит только 
в содержании фенольных ОН-групп (рис. 1, SОН): 
при дефиците азота их количество в 2,4 раза больше. 
Можно предположить, что количество пектинов и 
ГКК в КС одинаково в обоих вариантах выращи-
вания, тогда как содержание лигнина в КС резко 
возрастает при дефиците азота. Повышенное со-
держание фенольных соединений в тканях корня 
было также показано для N-дефицитных растений 
ромашки (Matricaria chamomilla) [3]. Интенсивная 
лигнификация вторичной КС наблюдается при воз-
действии и других неблагоприятных факторов внеш-
ней среды, таких как засуха, пониженные темпера-
туры и засоление [10].

Доля КС в сухой массе корней значительно 
зависит от наличия нитрата в среде выращивания. 
Значение этого показателя в N-дефицитном варианте 
составляет 57±2,1%, в +N-варианте – 46±3,5%. 
Можно предположить, что увеличение массы КС 
происходит за счёт накопления в ней лигнина. Кроме 
того, известно, что при дефиците азота снижаются 
затраты углеводов на восстановление нитрата и 
ассимиляцию аммония в корнях [15], поэтому может 
активизироваться синтез целлюлозы и сшивочных 
гликанов, не имеющих в своем составе ионооб-
менных групп.

Известно, что коэффициент набухания синте-
тического ионообменного материала является функ-
цией степени поперечной связанности (сшивки) 
его полимерных цепей, общего числа ионообмен-
ных групп, степени их диссоциации, концентрации 
внешнего раствора и зависит от радиуса гидрати-
рованного иона, которым заполняется сорбент. 
Среди названных главный фактор, который опре-
деляет набухание – это степень поперечной сшивки 
полимерных цепей [14]. Можно полагать, что экс-
периментальная оценка набухания КС как природ-
ного ионообменника даст возможность оценить 
жесткость её трехмерной структуры и способность 
изменять объём под воздействием различных внеш-
них факторов. Измерение коэффициента набухания 
КС (KКС) показало, что во всем исследуемом диа-
пазоне рН в N-дефицитном варианте этот показа-
тель ниже, чем в +N-варианте, на 10–30% в зави-
симости от рН раствора, при этом с увеличением рН 
возрастает и значение KКС (рис. 2). Этот результат 
свидетельствует о том, что при недостатке азота воз-
растает степень сшивки полимеров КС – вероятно, 
за счёт её интенсивной лигнификации. 

Таким образом, можно полагать, что в ответ 
на стресс, обусловленный дефицитом азота в среде, 
происходит активация синтеза лигнина во вторич-
ной КС корней, что приводит к увеличению мас-
совой доли КС, а также к снижению способности 
КС к набуханию. 

Анализ состава и свойств изолированных КС 
выполнен при финансовой поддержке Российско-
го фонда фундаментальных исследований (проект 
№ 16-34-00201); культивирование растений вы-
полнено в рамках государственного задания МГУ, 
ч. 2 (фундаментальные научные исследования, тема 
АААА-А16-116021660106-0). 

Рис. 2. Зависимость коэффициента набухания клеточных сте-
нок (ККС, г Н2О на г сухой массы КС) корней пшеницы от рН 
и режима азотного питания: чёрные точки – +N-вариант; 

белые точки – N-дефицитный вариант
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EFFECT OF NITROGEN DEFICIENCY ON ION-EXCHANGE PROPERTIES OF WHEAT 
ROOT CELL WALL POLYMERS

N.R. Meychik, Yu.I. Nikolaeva, M.A. Kushunina*

Department of Plant Physiology, School of Biology,
Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory 1-12, Moscow, 119234, Russia

*e-mail: mkushunina@gmail.com

Ion-exchange properties of root cell walls of Triticum aestivum L. plants grown in hydroponic 
nutrient medium with nitrate or without nitrogen source were investigated. The root cell walls con-
tained four types of ion-exchange groups irrespective of the nitrogen nutrition: primary amino 
groups (рКа < 3) of structural cell wall proteins, carboxyl groups of polygalacturonic acid (рКа ~4.7) 
of pectin, carboxyl groups of hydroxycinnamic acids (рКа ~7.3), and phenolic OH-groups of lignin 
(рКа ~10.2). Content of ion-exchange groups, the cell wall dry weight to root dry weight ratio, and 
the swelling coefficient of the cell walls were influenced by the presence of nitrate in the medium. 
The root cell walls of N-deficient plants had 2.4 times higher content of phenolic OH-groups, 
1.24 times higher cell wall dry weight to root dry weight ratio, and 10% lower cell wall swelling co-
efficient, than nitrate-supplied plants. The obtained results indicate that nitrogen deficiency causes 
an increase in cell wall thickness, which probably is a result of increased lignin content.

Key words: cell wall, nitrogen, wheat, carboxyl groups, mineral nutrition, ion exchange.
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Функциональная характеристика новых коротких пептидов глипролинового ряда, 
способных оказывать регуляторное влияние на функциональное состояние системы ге-
мостаза, а также жировой и углеводный обмен в организме, является актуальной задачей 
физиологии и медицины. В настоящей работе используется модель экспериментального 
метаболического синдрома, созданная путем постоянного кормления животных высоко-
калорийной пищей. Это приводит к повышению свертываемости, увеличению концент-
рации глюкозы, холестерина липопротеидов низкой плотности, триглицеридов, а также 
уровня общего холестерина в крови, что сопровождается прибавкой массы тела крыс. 
Спустя 6 нед. после развития метаболического синдрома крысам вводили интраназально 
семикратно через каждые 24 ч аргининсодержащие пептиды (Arg-Glu-Arg-Pro-Gly-Pro, 
Arg-Glu-Arg-Val-Gly-Pro, Arg-Glu-Arg-Gly-Pro). Они оказывали уникальное сочетанное 
действие на организм, восстанавливая до нормальных величин параметры жирового об-
мена, системы гемостаза и концентрации глюкозы в крови. Корригирующий эффект ис-
следуемых пептидов выявлялся через 20 ч после последнего введения и сохранялся на 
протяжении 168 ч даже при дальнейшем содержании крыс на высококалорийном рацио-
не. Исследованные нами пептиды глипролинового ряда относятся к терапевтическим 
нормогликемическим и гиполипидемическим средствам. Они блокируют накопление 
новых жировых отложений в организме, а также обладают противосвертывающим и ан-
титромботическим действием при нарушениях жирового обмена веществ. Наиболее вы-
раженным и устойчивым позитивным действием на организм обладал пептид Arg-Glu-
Arg-Pro-Gly-Pro.

Ключевые слова: аргининсодержащие пептиды, метаболический синдром, система ге-
мостаза, липидный профиль, глюкоза крови

Регуляторные пептиды глипролинового ряда 
(Pro-Gly-Pro, Pro-Gly, Gly-Pro и другие) обеспечи-
вают нормальное функционирование свертываю-
щей, противосвертывающей и других систем орга-
низма [1–3]. Известны короткие пептиды другой 
химической структуры, которые проявляют анти-
тромбоцитарную активность за счёт ингибирования 
процесса связывания фибриногена с тромбоцита-
ми. Так, пептид со структурой His-His-Leu-Gly-
Gly-Ala-Lys-Gln-Ala-Gly-Asp-Val, соответствующей 
участку гамма-цепи молекулы фибриногена чело-
века (последовательность 400–411) в области спе-
цифического узнавания рецептора тромбоцита, 
способен подавлять агрегацию тромбоцитов [4]. По-
вышение свертываемости крови, нарушения липид-
ного профиля и углеводного обмена в организме 
приводят к развитию метаболического синдрома 
(МС) [5]. Последствиями его являются атероскле-
ротические изменения в сосудах, сопровождающи-
еся возникновением атеросклеротической бляшки 

на внутренней поверхности сосудистой стенки [6]. 
При развитии МС в эндотелии происходит посте-
пенное снижение интенсивности синтеза эндоген-
ных вазодилататорных веществ. Для восстановле-
ния метаболизма в органах и тканях применяют 
биостимуляторы гиполипидемического действия [7], 
а для коррекции нарушенных функций свертыва-
ющей и противосвертывающей систем крови про-
водят антитромботическую терапию [8]. Для лечения 
МС и регулирования углеводного и холестерино-
вого гомеостаза используют статины [9, 10], а также 
вещества пептидной природы – Lys-Gln-W [11], 
панкраген [12] и др. Кроме того, с этой целью про-
водят комбинированную терапию, например, с ис-
пользованием препарата Нолипрел® А форте, со-
держащего аргининовую соль периндоприла [13]. 
Аргинин противодействует тромбообразованию, сни-
жает уровень холестерина в крови и предупреждает 
развитие атеросклероза. Показано, что у людей 
с гиперхолестеринемией, атеросклерозом и различ-
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ными сердечно-сосудистыми заболеваниями, вклю-
чая ишемический инсульт, а также у животных, 
у которых моделировались эти состояния, длитель-
ное пероральное применение аргинина существен-
но улучшает функцию эндотелия и клиническую 
симптоматику [14, 15].

Цель настоящей работы заключалась в сравни-
тельном исследовании на модели животных с экс-
периментальным МС корригирующего действия 
аргининсодержащих регуляторных пептидов Arg-
Glu-Arg-Pro-Gly-Pro (RERPGP), Arg-Glu-Arg-Val-
Gly-Pro (RERVGP) и Arg-Glu-Arg-Gly-Pro (RERGP) 
на липидный обмен, состояние системы гемостаза, 
концентрацию сахара крови и массу тела животных.

Материалы и методы

В работе применяли пептиды RERPGP, RERVGP 
и RERGP, синтезированные в Институте молеку-
лярной генетики РАН (Москва).

В экспериментах было использовано 55 лабо-
раторных белых крыс–самцов линии Wistar с мас-
сой тела 300–320 г. Все исследования на животных 
проведены в соответствии с этическими принци-
пами и документами, рекомендованными Европей-
ской конвенцией по защите позвоночных животных 
(Страсбург, 15.06.2006). Метаболические наруше-
ния у крыс вызывали высококалорийной диетой 
(ВКД), которая была выбрана на основании пре-
дыдущих исследований [16]. Энергетическая цен-
ность ВКД составляла 135% от стандартного рациона 
и включала избыток углеводов, холестерина и на-
сыщенных жирных кислот — жира свиного (15%), 
манной каши на молоке (30%), муки пшеничной и 
хлеба (15%), сахарного песка (5%), животных жи-
ров (маргарин с гидрогенизированными жирами, 
майонез, сыр) (25%), стандартного гранулирован-
ного корма “Лабораторкорм”, Россия (10%). В каче-
стве питья животные получали 10%-ный раствор 
глюкозы. Крыс содержали на ВКД на протяжении 
всего периода эксперимента. Через 6 нед. от его 
начала крысы были разделены на четыре группы, 
в каждой по 12 животных: группе 1 вводили RERPGP, 
группе 2 – RERVGP, группе 3 – RERGP, группе 4 
(контрольной) – физиологический раствор NaCl. 
Первым трём группам пептиды вводили ежедневно 

через каждые 24 ч в течение 7 сут интраназально 
в дозе 50 мкг/кг. Дополнительно в экспериментах 
использовали нормальных здоровых крыс (7 жи-
вотных), не получавших никаких препаратов и со-
державшихся на обычном лабораторном рационе. 
Первый отбор крови на анализы производили че-
рез 20 ч после последнего (7-го) введения пепти-
дов или физиологического раствора, а второй от-
бор – через 168 ч (рис. 1).

Взятие крови у животных осуществляли из ярем-
ной вены (venae jugularis) в количестве 2 мл с ис-
пользованием в качестве консерванта 3,8%-ного 
раствора цитрата натрия в соотношении кровь/кон-
сервант = 9/1. Образцы крови центрифугировали 
в двух режимах: при 1000g в течение 5 мин для полу-
чения богатой тромбоцитами плазмы (для определе-
ния агрегации тромбоцитов) и при 3000g в течение 
10–12 мин для получения бедной тромбоцитами 
плазмы (для измерения остальных параметров).

Показатели жирового обмена в плазме крови 
исследовали энзиматическим колориметрическим 
методом с использованием наборов реагентов фир-
мы “Ольвекс Диагностикум” (Россия). При этом 
определяли (в ммоль/л) концентрацию общего хо-
лестерина (ОХ), холестерина липопротеидов низ-
кой плотности (Хс-ЛПНП) и триглицеридов (ТГ). 

Концентрацию глюкозы в крови определяли 
на биохимическом анализаторе One Touch Horison 
(США) с использованием специальных тест-поло-
сок для данного прибора. В плазме крови измеряли 
следующие биохимические параметры гемостаза: 
суммарную (СФА), неферментативную (НФА) и фер-
ментативную (ФФА) фибринолитическую актив-
ность, активированное частичное тромбопластино-
вое время (АЧТВ), агрегацию тромбоцитов (АТ) [17].

Животных взвешивали 4 раза: 1-й раз – до на-
чала проведения эксперимента, 2-й раз – через 
6 нед. после начала содержания крыс на ВКД, т.е. 
при развитии у них МС, 3-й раз – через 20 ч после 
многократного введения пептидов или физиоло-
гического раствора и 4-й раз – через 168 ч после 
последнего введения препаратов.

Все данные обработаны статистически с ис-
пользованием непараметрического критерия Вил-
коксона (программа STATISTICA 6.0).

Рис. 1. Схема проведения эксперимента
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Результаты и обсуждение

Моделирование МС у крыс. Содержание крыс 

в течение 6 нед. на ВКД, обогащённой жирами и 

углеводами, приводило к развитию нарушений ли-

пидного обмена: в плазме крови животных наблю-

далось достоверное повышение концентрации ОХ 

(на 23%), ТГ (на 214%) и Хс-ЛПНП (на 94%) по 

сравнению с теми же показателями у нормальных 

здоровых крыс. Также ВКД способствовала развитию 

у крыс ожирения, поскольку прирост массы тела 

за 6 нед. составил в среднем 192% от значений при-

роста у нормальных здоровых крыс. По парамет рам 

гемостаза у животных, находившихся на ВКД, от-

мечалась гиперкоагуляция: достоверно повыси-

лась свёртываемость крови (на 18% снизился пока-

затель АЧТВ), уменьшился фибринолиз по тестам 

СФА – на 37%, НФА – на 60% и ФФА – на 32%, 

АТ возросла на 71% по сравнению с нормой. При 

этом отмечено достоверное повышение уровня 

глюкозы крови в 2 раза по сравнению с нормой. 

Полученные данные свидетельствуют о развитии 

МС в организме крыс, с которыми в дальнейшем 

проводились эксперименты.

Действие пептидов на показатели системы ге-
мостаза. Спустя 20 ч после последнего интрана-

зального введения каждого из исследованных пеп-

тидов крысам c развившимся МС в плазме крови 

повышался фибринолиз, а именно, СФА – на 63% 

(RERPGP), 58% (RERVGP), 30% (RERGP); НФА – 

на 170% (RERPGP, RERVGP), 151% (RERGP) и 

ФФА – на 23% (RERPGP), 31% (RERVGP), 16% 

(RERGP); увеличивались антикоагулянтная актив-

ность – на 27% (RERPGP), 15% (RERVGP), 27% 

(RERGP) и антитромбоцитарная активность – на 

41,2% (RERPGP), 38,4% (RERVGP), 49,6% (RERGP); 

уровень глюкозы крови снизился на 18% (RERPGP), 

37% (RERVGP) и на 34% (RERGP) по сравнению 

с контролем, принятым за 100% (таблица).

Итак, через 20 ч после окончания 7-кратного 

введения пептидов антикоагулянтный, антитром-

боцитарный, неферментативный и ферментатив-

ный фибринолитические эффекты в плазме крови 

отмечены при применении каждого из трёх иссле-

Таблица

Фибринолитическая (СФА – суммарная, НФА – неферментативная, ФФА – ферментативная) активность, уровень глюкозы, антикоа-
гулянтная активность (по тесту АЧТВ) и агрегация тромбоцитов (АТ) в крови крыс, содержащихся на ВКД, в разные сроки после 

интраназального 7-кратного применения пептидов (M ± m) 

Группы
животных

СФА, мм2 НФА, мм2 ФФА, мм2 Уровень глюкозы,
ммоль/л

АТ, % АЧТВ, с

Через 20 ч после последнего введения пептидов

Контроль (ВКД) 21,0 ± 0,9 8,2 ± 0,4 12,8 ± 0,9 6,8 ± 0,3 100 ± 2,8 28,9 ± 1,8

RERPGP 39,2 ± 1,3
**

22,2 ± 0,8
**

16,4 ± 0,5
*

5,6 ± 0,3
**

58,8 ± 3,8
**

36,8 ± 1,4
**

RERVGP 44,0 ± 3,1
**

30,2 ± 1,1
**

13,8 ± 1,2 4,3 ± 0,3
**

61,6 ± 1,0
**

33,3 ± 1,2
*

RERGP 33,2 ± 0,7
**

20,8 ± 0,9
**

12,3 ± 1,2 4,5 ± 0,2
*

50,4 ± 2,8
**

36,9 ± 1,5 
**

Норма (здоровые крысы) 38,0 ± 1,1
**

20,3 ± 0,5
**

17,7 ± 0,6
*

4,0 ± 0,2
**

61 ± 9,3
**

34,2 ± 0,9
*

Через 168 ч после последнего введения пептидов

Контроль (ВКД) 24,0 ± 1,0 12,7 ± 1,4 8,9 ± 0,7 6,9 ± 0,3 100 ± 3,1 36,0 ± 1,8

RERPGP 38,4 ± 1,3
**

23,6 ± 0,8
**

14,0 ± 0,5
**

5,3 ± 0,1
**

36,7 ± 2,9
**

41,3 ± 1,9
*

RERVGP 35,6 ± 1,1
**

22,2 ± 1,0
**

13,0 ± 1,3
**

4,9 ± 0,2
**

43,5 ± 5,2
**

43,5 ± 1,8
**

RERGP 32,0 ± 0,9
**

20,8 ± 1,1
**

11,2 ± 0,9
*

4,5 ± 0,1
**

62 ± 8,1
**

40,5 ± 1,3

Норма (здоровые крысы) 38,0 ± 0,9
**

25,0 ± 0,9
**

13,0 ± 0,9
**

3,4 ± 0,2
**

63,3 ± 4,1
*

44,1 ± 0,6
**

Обозначения: ** p<0,01; * p<0,05 – достоверность различий по сравнению с контролем (ВКД), принятым за 100% по каж-
дому показателю; m – стандартная ошибка среднего.
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дуемых пептидов, но максимальные – после дей-

ствия пептида RERPGP. При этом после применения 

каждого из пептидов в плазме крови установлено 

их гипогликемическое действие, максимальное – 

при использовании RERVGP и RERGP.

При изучении действия пептидов спустя неделю 

после их последнего применения на фоне продол-

жающегося режима ВКД наблюдалась следующая 

картина: сохранялся повышенный фибринолиз, а 

именно: СФА была увеличена на 58% (RERPGP), 

48% (RERVGP) и 33% (RERGP), НФА – на 80% 

(RERPGP), 70% (RERVGP) и 61% (RERGP) и 

ФФА – на 57% (RERPGP), 46% (RERVGP), 26% 

(RERGP); увеличивалась антикоагулянтная – на 

15% (RERPGP), 21% (RERVGP), 12,5% (RERGP) 

и антитромбоцитарная активность – на 63,3% 

(RERPGP), 56,5% (RERVGP), 38% (RERGP); уро-

вень глюкозы крови снизился на 23% (RERPGP), 

29% (RERVGP) и на 35% (RERGP) по сравнению 

с контролем (таблица).

Таким образом, через 168 ч после прекращения 

введения пептидов в крови подопытных животных 

сохранялся повышенный фон антикоагулянтной, 

фибринолитической и антитромбоцитарной актив-

ности и достоверно снижался уровень глюкозы. 

Необходимо отметить, что после применения пеп-

тида RERPGP наблюдались максимальные анти-

тромбоцитарный и фибринолитический эффекты.

Действие пептидов на показатели липидного 
профиля. После многократного (7 раз) применения 

пептидов RERPGP, RERVGP и RERGP (рис. 2) 

были меньшими, чем в контроле, содержание ОХ 

(на 8%–9%–16%, соответственно), Хс-ЛПНП (на 

25%–18%–39%), уровень триглицеридов (на 47%–

54%–45%). Эти эффекты сохранялись на протяже-

нии 168 ч после последнего введения препаратов, 

причем к концу этого периода уровень триглицери-

дов был гораздо ниже, чем через 20 ч после введения. 

Итак, представленные данные свидетельствуют 

о способности всех исследуемых пептидов улуч-

шать параметры липидного профиля в условиях 

развития метаболического синдрома.

Изменение массы тела крыс при действии пеп-
тидов. Введение каждого из трёх исследуемых нами 

пептидов на фоне уже развившегося МС приводило 

или к замедлению роста массы тела (RERVGP и 

RERGP) или к его снижению (RERPGP): прирост 

массы тела у животных, которым вводили пептиды 

RERVGP и RERGP, был достоверно меньше, чем 

у крыс контрольной группы, на 85 и 96%, соответ-

ственно. А после применения пептида RERPGP 

крысы похудели на 13% (рис. 3). 

Анализируя полученные данные, необходимо 

отметить, что содержание крыс на ВКД, обогащен-

ной жирами, углеводами и холестерином, приводило 

к нарушениям в углеводном и жировом обмене ве-

ществ, в результате чего в крови повышалось содер-

жание общего холестерина, триглицеридов, атеро-

генных липопротеидов и глюкозы, что согласуется 

с ранее приведенными данными [1, 18]. Наряду 

Рис. 2. Показатели общего холестерина (ОХ), холестерина липопротеидов низкой плотности (Хс-ЛПНП) и триглицеридов (ТГ) 
в крови крыс, содержащихся на ВКД, через 20 ч и 168 ч после интраназального 7-кратного применения пептидов RERPGP, 

RERVGP, RERGP.
** p < 0,01; * p < 0,05
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с этим у таких животных отмечалось нарушение и 

свёртываемости крови, что выражалось в ухудше-

нии функций всех звеньев (антикоагулянтного, фиб-

ринолитического, антитромбоцитарного) проти-

восвертывающей системы крови. Возможно, это 

связано с таким компонентом, ответственным за 

жировое перерождение артериальной стенки, как 

цитокин из семейства аларминов HMGB1 (высо-

комобильный хромосомный белок 1), в результате 

чего в крови наблюдалась гиперкоагуляция и воз-

никали тромботические осложнения [19], а возмож-

но, и с повышением уровня факторов свёртывания 

и появлением в сосудах пристеночных жировых 

масс, клеточных компонентов крови и развитием 

фиброзной ткани с последующим сужением сосу-

дов [20]. Все перечисленные признаки характери-

зовали развитие у экспериментальных животных 

МС, являющегося комплексным заболеванием, 

затрагивающим многие системы организма [18].

Исследованные нами препараты пептидов в этих 

условиях восстанавливали нормальные значения 

показателей глюкозы и липидного профиля крови. 

Это может быть обусловлено как гипохолестери-

новым действием самих пептидов, так и гиполи-

пидемическим действием отдельных аминокислот, 

входящих в состав пептидов [21], а также присут-

ствием в пептиде RERPGP глипролиновой группи-

ровки Pro-Gly-Pro [3], поскольку данный пептид 

способствовал более значительному снижению 

массы тела крыс к концу эксперимента и проявлял 

в организме заметное фибринолитическое и анти-

тромбоцитарное действие.

Известно, что пептиды, включающие аргинин 

в свою структуру, восстанавливают нормальные зна-

чения не только уровня глюкозы крови, но и по-

казателей липидного профиля [2].

В наших экспериментах была установлена эф-

фективность действия исследованных пептидов 

в предотвращении накопления жировой массы тела 

с одновременным положительным влиянием на па-

раметры гемостаза в сторону активации функцио-

нального состояния противосвёртывающей системы 

крыс. Обнаруженный эффект, возможно, связан 

со способностью исследованных пептидов, подоб-

но природному антикоагулянту гепарину, активи-

ровать липопротеидную липазу крови с последую-

щим ухудшением атерогенных свойств крови. Этот 

механизм гиполипидемического действия выявлен 

и у лейцинсодержащих глипролинов (через моду-

ляцию липидзависимой фосфолипазы А2) [22]. 

Кроме того, антикоагулянтный эффект пептидов 

обусловлен их способностью ингибировать тром-

бин [23]. Снижение агрегации тромбоцитов под 

действием исследованных пептидов, вероятно, об-

Рис. 3. Прирост массы тела животных в процессе проведения эксперимента.
**p < 0,01 – достоверность различий по сравнению с контролем (ВКД); ##p < 0,01 – достоверность различий по сравнению 

с нормой
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условлено их взаимодействием с рецепторами тром-

боцитов, в частности, гликопротеином IIb–IIIa, с по-

следующим ингибированием этих рецепторов [4].

Таким образом, в условиях моделирования МС 

у крыс исследованные нами пептиды (RERPGP, 

RERVGP, RERGP) проявляют корригирующий 

эффект, снижая до нормальных значений уровень 

ОХ, Хс-ЛПНП, ТГ, глюкозы крови и активируя 

функциональное состояние противосвёртываю-

щей системы крови. Они снижают массу тела по-

допытных животных и препятствуют накоплению 

новых жировых отложений в организме даже при 

содержании животных на ВКД. Из исследованных 

нами трёх пептидов пептид RERPGP вызывает 

максимальный противосвертывающий и гипохо-

лестериновый эффект.
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PHYSIOLOGY

CORRECTION OF MANIFESTATIONS OF THE EXPERIMENTAL METABOLIC 
SYNDROME IN RATS WITH SOME ARGININE-CONTAINING PEPTIDES

L.A. Lyapina1,*, M.E. Grigorjeva1, T.Y. Obergan1, N.F. Myasoedov2, L.A. Andreeva2

1Laboratory of defense systems of the blood, Department of human and animal physiology, School of 
Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskiye Gory 1/12, Moscow, 119234, Russia;

2Institute of molecular genetics. Russian Academy of Sciences. Kurchatov sq. 2, Moscow, 123182, 
Russia

*e-mail: lyapinal@mail.ru

An important task of biomedical research is the functional characterization of new regula-
tory glyproline peptides, which are able to provide regulatory effect on the functional state of the 
haemostatic system, lipid and carbohydrate metabolism in the organism. In the present study 
used a model of experimental metabolic syndrome that involves continuous feeding rats of high 
calorie food. This leads to increased clotting, glucose concentration, levels of total cholesterol, 
LDL cholesterol, triglycerides in the blood and to the development of obesity. 6 weeks after de-
velopment of metabolic syndrome arginine-containing peptides (Arg-Glu-Arg-Pro-Gly-Pro, 
Arg-Glu-Arg-Val-Gly-Pro, Arg-Glu-Arg-Gly-Pro) were administrated to rats intranasal way 
once daily for 7 days. It was found that these peptides have the unique combined effects on or-
ganism, because they normalized the parameters of lipid metabolism, haemostatic system and 
the concentration of glucose in the blood. This corrective effect of the peptides was detected 20 h 
after the last drug administration and persisted for 168 h even in the continued maintenance of 
rats on a high-calorie diet. The investigated glyproline can be attributed to the therapeutic nor-
moglycemic and lipid-lowering drugs. They block the accumulation of new fat deposits in the 
body and also have anticoagulant and antithrombotic effects in case of the disturbances of carbo-
hydrate and fat metabolism. The most pronounced and stable positive effects on the organism it 
was established for peptide Arg-Glu-Arg-Pro-Gly-Pro. 

Key words: arginine-containing peptides, metabolic syndrome, hemostasis, lipid profile, blood 
glucose
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ДЕФОРМАЦИЯ ЯДЕР КЕРАТИНОЦИТОВ HaCaT НА ОРИЕНТИРОВАННЫХ 
ВОЛОКНИСТЫХ СУБСТРАТАХ

Е.Р. Павлова1, Д.В. Багров2,*, Ю.В. Храмова3, Д.В. Клинов1, К.В. Шайтан2

1Федеральный научно-клинический центр физико-химической медицины ФМБА России,
Россия, 119435, г. Москва, Малая Пироговская, д. 1а;
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Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12
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Рельеф субстрата оказывает влияние на форму клеток, направление и скорость их 
миграции, форму клеточных ядер, уровень экспрессии генов. Для исследования этого 
влияния используют субстраты с заданным рельефом и химической структурой. В данной 
работе исследовано состояние ядер и актинового цитоскелета кератиноцитов человека 
линии HaCaT на субстратах (матриксах) из поли(ε-капролактона), полученных методом 
электроспиннинга. Были приготовлены и охарактеризованы два типа волокнистых ма-
триксов. В изотропных матриксах волокна расположены хаотично, а в анизотропных 
большинство волокон располагаются однонаправленно. Показано, что на анизотропных 
матриксах в клетках HaCaT ядра более вытянуты, чем на изотропных, а актиновые фиб-
риллы преимущественно ориентированы вдоль одного направления. 

Ключевые слова: волокнистый субстрат, контактное ориентирование, форма клеточ-
ного ядра, деформация клеточного ядра, электроспиннинг, ориентированные волокна 

Форма и размер клеточного ядра зависят от 

множества факторов, а вариации этих параметров 

отражают сложные физиологические процессы [1]. 

Взаимосвязь между механическими напряжениями 

в клетке (в первую очередь, на волокнах цитоске-

лета) и состоянием ядра является предметом ак-

тивного изучения [2, 3]. Эту взаимосвязь можно 

рассматривать как пример контактного ориенти-

рования (contact guidance) – ориентации эукарио-

тических клеток на анизотропных субстратах. Оно 

проявляется в изменении формы клеток, регулирует 

направление и скорость их миграции [4], влияет на 

распластывание, выживаемость и пролиферацию 

[5, 6], а также на другие процессы [7].

Обычно для исследования контактного ори-

ентирования используют субстраты, полученные 

с помощью высокоточной обработки поверхности, 

например, методами фото- и электронно-лучевой 

литографии, химического и ионного травления и 

т.п. [8]. Менее распространенными субстратами 

для изучения контактного ориентирования явля-

ются матриксы (полимерные субстраты для куль-

тивирования клеток), полученные методом элек-

троспиннинга [9, 10]. Он предназначен для того, 

чтобы формировать пленки и трубки, состоящие из 

полимерных волокон с диаметрами ~100 нм – 1 мкм, 

причём они могут располагаться либо хаотично, 

либо упорядоченно в зависимости от условий фор-

мирования. Интерес к электроспиннингу связан 

с возможностями его использования в тканевой 

инженерии и разработке систем контролируемого 

высвобождения лекарств [11]. Электроспиннинг ис-

пользуют для создания нановолокон из биосовмес-

тимых полимеров; при этом стараются имитировать 

структуру нативного межклеточного матрикса, чтобы 

обеспечить оптимальные условия жизнедеятель-

ности клеток [12]. 

В данной работе методом электроспиннинга 

получены матриксы (пленки), состоящие из био-

совместимого полимера поли(ε-капролактона) (ПКЛ), 

имеющие различную ориентацию волокон. На при-

мере кератиноцитов человека линии HaCaT, выра-

щенных на этих матриксах, показано, что ориен-

тация волокон ПКЛ влияет на форму ядра.

Материалы и методы

Электроспиннинг. Матриксы из раствора поли-

(ε-капролактона) (“LACTEL”, США) в 1,1,1,3,3,3-

гексафторизопропаноле (“ПиМ-Инвест”, Россия) 

с концентрацией 100 мг/мл были получены мето-

дом электроспиннинга на установке Nanofiber Elec-

trospinning Unit (Китай). Волокна осаждали на кол-

лектор, в результате чего они формировали матрикс 

толщиной 50–150 мкм. Для получения неориен-

тированных матриксов (состоящих из волокон, 

ориентированных случайным образом) в качестве 

коллектора использовалась металлическая пласти-

на, а для получения ориентированных матриксов 

(состоящих из волокон, которые преимущественно 
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направлены вдоль одной линии) – два параллель-
ных лезвия. Расстояние и разность потенциалов 
между иглой шприца и коллектором в обоих слу-
чаях были равны 30 см и 30 кВ, соответственно. 
Подача полимерного раствора осуществлялась с по-
мощью шприцевого насоса со скоростью 1 мл/ч. 

Электронная микроскопия. Фрагменты пленок 
с размером ~5×5 мм исследовали на сканирующем 
электронном микроскопе Hitachi TM3000 (Hita-
chi, Япония). Образцы закрепляли на двухсторон-
ний скотч и покрывали тонким слоем металла 
(сплава золота и палладия), чтобы обеспечить сте-
кание электрического заряда. Исследование прово-
дили при ускоряющем напряжении 15 кВ. Изобра-
жения анализировали с помощью программы Fiji 
с использованием программных модулей DiameterJ 
и OrientationJ [13, 14].

Культивирование клеток. Иммортализованные 
кератиноциты человека линии HaCaT, получен-
ные из коллекции клеточных культур Института 
цитологии РАН, культивировали на поверхности 
пластиковых чашек Петри в полной ростовой среде 
(ДМЕМ (ПанЭко, Россия) с 10% эмбриональной 
бычьей сыворотки (HyClone, США), 4 мМ L-глута-
мином (ПанЭко, Россия) и гентамицином (53 мкг/мл, 
Борисовский завод медицинских препаратов, Бела-
русь). Смену среды производили ежедневно. При 
пассировании среду выливали, клетки 2–3 раза 
промывали раствором версена (ПанЭко, Россия) 
для удаления следов сыворотки, затем заливали 
смесью растворов трипсина и ЭДТА (0,25% трип-
сина, 0,53 мМоль ЭДТА, ПанЭко, Россия), и уби-
рали в инкубатор на 5 мин. Клетки, потерявшие 
контакт с пластиковой поверхностью, отбирали 
с помощью автоматической пипетки, помещали 
в пробирку с каплей сыворотки для нейтрализации 
трипсина и центрифугировали 7 мин при 1000 об/мин. 
Затем выливали супернатант, ресуспендировали 
клетки в полной ростовой среде и рассаживали на 
новые чашки.

Конфокальная микроскопия. За сутки до начала 
эксперимента матриксы нарезали на квадраты 1×1 см 
и помещали в лунки 4-луночного планшета, кото-
рые заполняли полной ростовой средой. Клетки 
снимали с поверхности чашек Петри при помощи 
раствора версена и смеси растворов трипсина и 
ЭДТА, как описано выше, после чего измеряли 
концентрацию клеток в суспензии при помощи 
автоматического счетчика клеток Scepter 2.0 (Mil-
lipore, США). Клетки высаживали на заранее подго-
товленные матриксы в концентрации 150000 клеток 
на лунку. Для повышения вероятности прикрепле-
ния клеток к матриксам в экспериментах исполь-
зовали планшеты с низкоадгезивной поверхно-
стью. Клетки культивировали в течение 24 ч.

После окончания культивирования проводи-
ли окрашивание флуоресцентными красителями 
Hoechst 33258, иодид пропидия и Calcein AM (Ther-

moFisher Scientific, США) с целью выявления живых 
и погибших клеток в культуре. Для оценки состоя-
ния цитоскелета клеток, выросших на матриксах, 
проводили окрашивание на актин при помощи 
флуоресцентного красителя ActinRed 555 (Thermo-
Fisher Scientific, США) в соответствии с рекоменда-
циями производителя. После окрашивания матриксы 
с клетками отмывали в чистой среде, размещали 
между стеклами и исследовали на конфокальном 
микроскопе Fluoview FV10i (Olympus, Япония). Изо-
бражения анализировали с помощью программы Fiji.

Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием программы Origin 8.6.1 
(OriginLab). Для сравнения распределений исполь-
зовали критерий Манна–Уитни.

Результаты и обсуждение

Морфология поверхности матриксов из ПКЛ 
была изучена методом сканирующей электронной 
микроскопии (рис. 1 А, Б). Для неориентирован-
ных матриксов характерно бимодальное распреде-
ление волокон по размерам (рис. 1 В): в составе 
матрикса присутствуют волокна с характерными 
диаметрами (300±100 нм и 1,0±0,2 мкм). Аналогич-
ное бимодальное распределение наблюдалось при 
электроспиннинге полиэтиленоксида из водного 
раствора [15]. Предположительно, оно может быть 
связано с интенсивным расщеплением основной 
струи полимерного раствора на множество более 
мелких. Для ориентированных матриксов распре-
деление волокон по диаметрам (рис. 2 В) имеет 
единственный пик вблизи среднего значения 600 нм. 
Разница в диаметрах может повлиять на адгезию и 
пролиферацию клеток, но практически не влияет 
на контактное ориентирование [16]. 

Для описания направлений волокон исполь-
зовали программный модуль OrientationJ [14] про-
граммы Fiji. Вначале на изображении выделяли 
волокна, чтобы отделить их от фона. Вокруг каж-
дого пикселя волокна выбирали окрестность опре-
деленного размера (в нашем случае – диаметром 
в 3 пикселя). Внутри этой окрестности вычисляли 
направление градиента изображения, т.е. опреде-
ляли направление, вдоль которого яркость пикселей 
изменяется сильнее всего. При этом определяли и 
направление, перпендикулярное градиенту – вдоль 
него яркость изменяется слабее всего. Это направле-
ние называется локальной ориентацией, оно близко 
к направлению волокна. Таким образом, направле-
ние приписывали не волокнам, а отдельным пик-
селям на их изображении. Локальную ориентацию 
(характеристику направления волокон), которая ха-
рактеризует угол между волокном и вертикальной 
границей кадра, измеряли в градусах. Распределе-
ние значений локальной ориентации представлено 
на рис. 1 Г.

В неориентированном матриксе волокна рас-
положены хаотично, то есть под случайными углами 
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друг к другу. Поэтому распределение значений ло-
кальной ориентации не имеет пиков, все направ-
ления равновероятны. Напротив, в ориентирован-
ном матриксе волокна преимущественно имеют 
одно направление и образуют близкие углы со сто-
ронами изображения. Для такого матрикса рас-
пределение значений локальной ориентации имеет 
единственный пик.

На данных матриксах были выращены керати-
ноциты человека линии HaCaT. После культиви-
рования в течение 24 ч клетки оставались живыми 
как на ориентированном, так и на неориентирован-
ном матриксе, о чем свидетельствовало положи-
тельное окрашивание Calcein AM и отрицательное 
окрашивание иодидом пропидия. Погибали только 
единичные клетки, не распластавшиеся по матриксу 
и сохранившие шарообразную форму, характерную 
для клеток в суспензии. По данным, полученным 
методом лазерной конфокальной микроскопии, 
клетки, выращенные на ориентированных матрик-
сах, изменяют свою форму, вытягиваясь вдоль воло-
кон. На рис. 2 А, Б видно, что волокна актинового 
цитоскелета клеток, выращенных на ориентиро-
ванном матриксе, выстроены вдоль одного и того 
же направления. Актиновый цитоскелет играет одну 

из важнейших ролей в контактном ориентирова-
нии: по нему механическое напряжение передается 
внутрь клетки. 

В данном случае направление волокон матрик-
са, на котором культивируют клетки, влияет на 
форму клеточного ядра (рис. 2 В, Г). Для количе-
ственного описания этого явления для каждой 
клетки выбирали ее оптический срез, на котором 
ядро имеет наибольшую площадь и чёткие грани-
цы. С помощью программы Fiji изображение ядра 
аппроксимировали эллипсом и вычисляли отноше-
ние большой оси эллипса к малой, что соответствует 
отношению наибольшего размера ядра к наимень-
шему (далее просто “отношение размеров ядра”). 
Эти отношения были вычислены для 230 ядер кле-
ток, выращенных на ориентированных матриксах, 
и для такого же количества – на неориентирован-
ных. Были сформированы два набора чисел, на 
рис. 2 Д приведены соответствующие им гисто-
граммы. Клеточные ядра обычно не являются 
строго круглыми, поэтому для клеток, выращен-
ных на неориентированном матриксе, максимум 
распределения соответствует отношению размеров 
ядер, равному 1,4. Для клеток, выращенных на 
ориентированном матриксе, распределение шире 

Рис. 1. Поверхность волокнистых матриксов и её характеристики. А – ориентированный матрикс из ПКЛ, Б – неориентиро-
ванный матрикс из ПКЛ, В – распределение диаметров волокон в матриксах из ПКЛ, Г – распределение ориентации волокон 

в матриксах их ПКЛ
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Рис. 2. Клетки HaCaT, выращенные на волокнистых матриксах из ПКЛ. А, Б – изображения цитоскелета клеток HaCaT, окра-
шенного ActinRed555, на ориентированных (А) и неориентированных (Б) матриксах, В, Г – изображения ядер клеток HaCaT, 
окрашенных Hoechst 33258, на ориентированных (В) и неориентированных (Г) матриксах, Д – отношение большего размера 

ядра к меньшему для клеток, выращенных на матриксах из ПКЛ
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и сдвинуто вправо, максимум приходится на 1,5; 

кроме того, резко возрастает доля значений, боль-

ших, чем 1,6. По непараметрическому критерию 

Манна-Уитни эти распределения достоверно раз-

личаются (p<0,0001), т.е клеточные ядра на ориен-

тированных матриксах значительно деформированы.

Форма клеток связана с организацией цито-

скелета и компактизацией хроматина, она влияет 

на деление и рост клеток, экспрессию генов, раз-

витие апоптоза [3]. По данным, полученным мето-

дом конфокальной микроскопии, на поверхности 

ориентированных пленок из ПКЛ клетки вытяги-

ваются вдоль волокон, причем изменение формы 

сопровождается деформацией ядра. На качествен-

ном уровне этот эффект можно объяснить через 

изменение распределения сил, действующих на 

цитоскелет. Именно волокна цитоскелета, соеди-

ненные линкерами с трансмембранными белками, 

которые взаимодействуют с межклеточным матрик-

сом, передают механические напряжения, дей-

ствующие на поверхности, в цитоплазму и к ядру. 

Волокна актинового цитоскелета связаны с инте-

гринами через молекулярные мостики из актин-

связывающих белков, таких как таллин, тензин, 

винкулин, паксиллин и др. За связь волокон цито-

скелета с кадгеринами также отвечают специали-

зированные белки, например, катенины. Эти бел-

ковые системы обеспечивают механическую связь 

между волокнами цитоскелета и межклеточным 

матриксом [17].

Механическое взаимодействие между волок-

нами цитоскелета и ядром также обеспечивается 

специальными белками. Они необходимы для ми-

грации и позиционирования ядра в клетке [18]. 

Наиболее важный из них – это комплекс белков 

LINC (linker of nucleoskeleton and cytoskeleton), 

линкер между ядерным матриксом и цитоскелетом. 

Он передает на ядро механические напряжения, 

которые могут вызывать его деформацию, влиять 

на транспорт через ядерную мембрану, вызывать 

реорганизацию ядерного матрикса и хроматина [17]. 

Комплекс LINC включает в себя белки семейства 

неспринов, SUN1, SUN2 и белки ламины. Неспри-

ны локализуются на наружной ядерной мембране 

и являются первой точкой контакта между ядром 

и цитоскелетом. Несприн-1 и несприн-2 связыва-

ются непосредственно с актином, несприн-4 свя-

зывает ядро с микротрубочками через моторный 

белок кинезин-1. Несприн-3 через цитолинкер 

плектин связывает ядерную мембрану с промежу-

точными филаментами. Плектин не только соеди-

няет промежуточные филаменты между собой и 

с ядерной мембраной, но и с актиновым цитоске-

летом и интегриновыми рецепторами. Для кера-

тиноцитов показано, что недостаток плектина 

приводит к деформации ядер клеток в связи с на-

рушением формирования сети промежуточных 

филаментов, состоящих в данном типе клеток из 

кератина [19]. Для проведения настоящего иссле-

дования были выбраны именно кератиноциты, 

так как данный тип клеток обладает высокой про-

лиферативной активностью в культуре, а также 

является удобной моделью для изучения передачи 

механического сигнала от матрикса к внутренним 

структурам клетки. Эпителиальные клетки соеди-

нены между собой клеточными контактами, бла-

годаря чему осуществляются координация клеточ-

ных сокращений и перестройки цитоскелета.

Деформацию ядер эукариотических клеток, 

выращенных на матриксе из ПКЛ, ранее наблюдали 

в экспериментах на первичных культурах мезен-

химных стволовых клеток человека и фиброхонд-

роцитов [10, 20]. Отличие нашей работы состоит 

в том, что мы выращивали клетки непосредственно 

на ПКЛ, не модифицируя его поверхность для 

улучшения адгезии. При этом эффекты контакт-

ного ориентирования должны были бы проявляться 

слабее, чем на модифицированном ПКЛ [9]. Тем 

не менее, деформация ядер наблюдалась, т.е. не-

модифицированная поверхность волокнистого ПКЛ 

тоже подходит для изучения контактного ориен-

тирования.

Таким образом, мы показали, что в клетках 

HaCaT, выращенных на ориентированных матрик-

сах, наблюдается деформация ядра. На изотроп-

ном матриксе ядра тоже вытянуты (их проекции 

являются овалами, а не кругами), но их деформа-

ция выражена менее явно. Качественные модели, 

объясняющие это явление, были предложены для 

описания клеток на субстратах с микровыступами 

[21–23]. Согласно первой модели, при распласты-

вании клетки по субстрату волокна цитоскелета 

натягиваются, при этом те из них, которые прохо-

дят над ядром, начинают толкать его в сторону 

субстрата. Согласно второй модели, сила, прижи-

мающая ядро к субстрату, возникает за счет акти-

новых волокон, которые тянутся одним концом 

к мембране, а другим – к ядру. Согласно третьей 

модели, форма ядра регулируется актиновым “кон-

вертом”, расположенным вокруг ядра. Однако ни 

детальный механизм деформации ядер, вызванной 

особенностями рельефа субстрата, ни его физиоло-

гическое значение пока не описаны. Если дальней-

шие эксперименты позволят установить вызванные 

рельефом субстрата изменения уровней экспрес-

сии генов, эти знания можно будет использовать 

для направленной дифференцировки клеток и мо-

делирования патологических процессов.

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Российского фонда фундаментальных исследова-

ний (проект № 16-04-01108 А) с использованием 

оборудования, приобретенного на средства Про-

граммы развития Московского государственного 

университета до 2020 г.
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NUCLEI DEFORMATION IN HACAT KERATINOCYTES CULTIVATED ON ALIGNED 
FIBROUS SUBSTRATES

E.R. Pavlova1, D.V. Bagrov2,*, Yu.V. Khramova3, D.V. Klinov1, K.V. Shaitan2

1Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine of Federal Medical 
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1a Malaya Pirogovskaya ul., 119435, Moscow, Russian Federation;
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Substrate topography influences cell shape, direction, and rate of migration, nucleus shape, 
gene expression levels. This influence is commonly studied using substrates with pre-defined sur-
face structure and chemical composition. In the current work, we studied the state of HaCaT 
keratinocytes nuclei and actin cytoskeleton on poly(ε-caprolactone) scaffolds obtained by elec-
trospinning. Two types of fibrous scaffolds were prepared and characterized. In the random scaf-
folds the fibers were arranged in a non-systematic fashion, but in the aligned scaffolds most of 
the fibers had the same direction. When cultured on the aligned scaffolds, HaCaT cells exhibited 
oriented actin fibers and had more elongated nuclei.

Key words: fibrous scaffold, contact guidance, cell nucleus shape, cell nucleus deformation, 
electrospinning, aligned fibers
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УГЛЕКИСЛОТНЫЙ ГАЗООБМЕН ХВОИ ЕЛИ ЕВРОПЕЙСКОЙ 
В ЮЖНОТАЁЖНОМ ЕЛЬНИКЕ
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*е-mail: uak2003@mail.ru

Путём анализа динамики углекислотного газообмена хвои ели европейской (Picea 
abies L.) и факторов внешней среды в течение нескольких сезонов установлена прямая 
линейная зависимость интенсивности фотосинтеза от температуры воздуха и освещён-
ности (коэффициенты корреляции составили 0,860 (р < 0,001) и 0,704 (р < 0,001), соот-
ветственно). Выявлено, что сезонный максимум нетто-фотосинтеза наблюдается при 
температуре 23– 25°С; с понижением оптимума температуры отмечено уменьшение ин-
тенсивности ассимиляции СО2. На основе разработанной модели воздействий внешних 
факторов на интенсивность фотосинтеза показано, что в совокупности колебания тем-
пературы и освещённости позволяют объяснить 82% вариации интенсивности фотосин-
теза; при этом температура воздуха оказывает наиболее сильное влияние на этот про-
цесс. Согласно расчётам, величина нетто-фотосинтеза превышала уровень светового ды-
хания в три раза, что свидетельствует о положительном углекислотном балансе хвои ели 
европейской. 

Ключевые слова: сезонная динамика, ель европейская, нетто-фотосинтез, дыхание, 
температура, освещённость

Исследование углекислотного газообмена дре-
весных пород – эдификаторов лесных сообществ 
в последние годы привлекает пристальное внима-
ние не только потому, что газообмен – интеграль-
ный показатель физиологического состояния де-
рева, но и благодаря значительной роли лесных 
экосистем в смягчении изменений климата, обус-
ловленных ростом атмосферных концентраций 
диоксида углерода (СО2) и других парниковых га-
зов [1]. При этом, если размеры углеродных пулов 
в лесной экосистеме увеличиваются, то создается 
сток углекислого газа из атмосферы, если умень-
шаются, то в конечном итоге образуются источники 
парниковых газов. Из углеродных пулов главным 
поглотителем углерода является фитомасса (71,8%); 
на долю мёртвой древесины, подстилки и почвы 
приходится 7,2%, 3,6% и 17,4%, соответственно [2]. 
Роль бореальных лесов в регуляции газового со-
става наглядно подтверждается сезонными колеба-
ниями концентрации СО2 в северном полушарии: 
в вегетационный период она снижается, а в холод-
ное время начинает расти. Если учесть, что в рас-
тительности и верхнем слое почв бореальных ле-
сов сосредоточено более 22% глобальных запасов 
резервуара углерода суши, то их вклад в круговорот 
углерода на планете должен быть существенным 
[3]. Важным элементом глобального углеродного 
бюджета являются леса России [2,4].

Объём и динамика резервуара углерода лесных 
экосистем обусловлены соотношением продукции 
и деструкции органического вещества. При этом 

сток углерода определяется способностью фито-
ценозов поглощать СО2 в процессе фотосинтеза. 
Старовозрастные леса важны как хранилища боль-
шого количества запасенного углерода [5]. Иссле-
дования показали, что в старых лесах углеродный 
баланс, как правило, положительный, и вероят-
ность их функционирования как источников угле-
рода не увеличивается с возрастом, а определяется 
изменением климатических условий [6].

Цель наших исследований состояла в изучении 
динамики углекислотного газообмена хвои ели ев-
ропейской (Picea abies L.) старовозрастного древо-
стоя южнотаёжного ельника и выявлении его связи 
с факторами внешней среды. 

Материалы и методы

Исследования проводили на эксперименталь-
ном полигоне “Таёжный лог” Валдайского филиа-
ла Государственного гидрологического института, 
расположенном на территории национального 
парка “Валдайский” Новгородской области. 

СО2-газообмен регистрировали в тёплый сезон 
2013–2015 гг, в течение трёх дней третьей декады 
каждого месяца, в полуденные часы, в трёх повтор-
ностях с интервалом 10 мин, в наиболее благопри-
ятных для процесса фотосинтеза условиях осве-
щения и температуры.

По своему ботанико-географическому поло-
жению район полевых работ находится на границе 
зон южной тайги и хвойно-широколиственных 
лесов; согласно лесорастительному делению он от-
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носится к району хвойно-широколиственных ле-
сов Европейской части РФ.

Измерения проводили на пробной площади, 
заложенной в старовозрастном (110–120 лет) ель-
нике. Средний диаметр древостоя – 37 см, сред-
няя высота – 31 м, бонитет – 1. Ярус подроста и 
подлеска имеет сомкнутость 0,3. Доминирующие 
позиции в ярусе занимают ель (Picea abies L.) и ря-
бина (Sorbus aucuparia L.), участие других видов 
незначительно. Проективное покрытие травяно-
кустарничкового яруса составляет 60%; в нём пре-
обладают вейник тростниковидный (Calamagrostis 
arundinacea L.), майник двулистный (Maianthemum 
bifolium L.) и кислица (Oxаlis acetosеlla L.). Для тра-
вяного покрова характерно произрастание таких 
видов, как черника (Vaccinium myrtillus L.), брусника 
(Vaccinium vitis-idaеa L.), ожика волосистая (Luzula 
pilosa L.), зеленчук жёлтый (Galeobdolon luteum 
Hads), сныть (Aegopоdium podagrаria L.), звездчатка 
ланцетолистная (Stellaria holostea L.). В моховом 
ярусе, проективное покрытие которого достигает 
70%, доминируют зеленые мхи – плевроциум Шре-
бера (Pleurozium schreberi) и гилокомиум блестя-
щий (Hylocomium splendens).

Объектами изучения углекислотного газооб-
мена ели служили интактные побеги нижней части 
крон модельных деревьев на высоте 2–2,5 м. При 
выборе объекта исследования основывались на 
том, что побег может служить моделью фотосин-
тезирующей кроны и отражает физиологическое 
состояние дерева.

Интенсивность нетто-фотосинтеза и светового 
дыхания определяли газометрическим методом, мо-
дифицированным применительно к объекту иссле-
дования (метод закрытых камер), с использованием 
специально сконструированного на биологическом 
факультете МГУ имени М.В. Ломоносова комп-
лекта оборудования. Длительность экспозиции на 
каждом побеге составляла 30–60 с [7]. 

Для расчета изменения массы углерода (в форме 
СО2) в камере за время экспозиции использовали 
выражение, основанное на уравнении Менделеева–
Клайперона:

 DC = (12•10–6•DM•P•V) / (8,314 (t + 273)), (1),

где DC – изменение массы углерода в камере, г С; 
12 – молярная масса углерода, г С•моль–1; 10–6 – 
пересчетный коэффициент из ppm в объёмные 
доли, ppm–1; DM – изменение концентрации СО2 
в камере, ppm; P – атмосферное давление, Па; V – 
объем камеры, м3; 8,314 – универсальная газовая 
постоянная, Па•м3•°K–1•моль–1; t – температура 
воздуха, °С; 273 – параметр для пересчета темпе-
ратуры в °K. 

Показатели интенсивности фотосинтеза и дыха-
ния хвои ели приведены в мг СО2/г сухой массы•ч, 
так как расчёт на сухую массу позволяет сравни-
вать величины ассимиляции и эмиссии СО2, ха-
рактеризующие эффективность воспроизводства и 

разложения растениями органического вещества, 
что весьма важно для характеристики продуктив-
ности фитоценозов. 

Для выявления зависимости углекислотного 
газообмена от факторов внешней среды при каж-
дом измерении определяли температуру воздуха 
окружающей среды и температуру воздуха в камере 
(показатели отличались между собой не более, чем 
на 1–2°С) и общую облачность. 

В работе использовали значения фотосинте-
тически активной радиации (ФАР), рассчитанные 
согласно методике Д.В. Карелина и др. [8] как 
функция потенциальной суммарной солнечной 
радиации (при ясном небе) и облачности: 

 ФАР = I (–52,1C + 1439) (2),

где ФАР – фотосинтетически активная радиация 
(мкЭ/м2•с); I – потенциальная суммарная солнеч-
ная радиация для метеостанции Валдай (кВт•м–2); 
C – облачность (0–10 баллов). 

Математическую обработку данных проводили 
с использованием корреляционного и регрессион-
ного методов анализа.

Результаты и обсуждение

Сезонная динамика интенсивности фотосин-
теза ели европейской (Picea abies L.) отражала воз-
действие комплекса внешних факторов и пред-
ставляла собой данные, необходимые для оценки 
углекислотного газообмена хвои древостоя ели. 

Интенсивность фотосинтетического газообмена 
находилась в прямой зависимости от температуры 
воздуха (рис. 1). 

По нашим наблюдениям, в 2013 г. самым тёп-
лым месяцем был июнь, самым холодным – сен-
тябрь, соответственно максимальные значения се-
зонной интенсивности нетто-фотосинтеза у ели 
наблюдались в июне, минимальные – в сентябре. 
Интенсивность фотосинтеза в июне увеличилась по 
сравнению с маем в 2 раза и составила 9,4 мг СО2/г 
сухой массы 

. ч. В дальнейшем наблюдалось сни-
жение показателя фотосинтеза: в сентябре интен-
сивность ассимиляции СО2 уменьшилась по срав-
нению с июнем в 2,7 раза до 3,4 мг СО2/г сухой 
массы•ч. 

В 2014 г. наиболее теплыми месяцами явля-
лись май и июль: температура воздуха составила 
чуть меньше 25°С. На эти месяцы приходятся 
максимумы интенсивности фотосинтеза – 8,3 и 
8,4 мг СО2/г сухой массы•ч, им на графике соот-
ветствуют два пика – “весенний” и “летний”. При 
этом в последней декаде июня наблюдалась про-
хладная погода, которая способствовала ослабле-
нию процесса фотосинтеза по сравнению с маем 
в 1,4 раза. Сезонный минимум интенсивности фо-
тосинтеза, в 2,3 раза ниже июльских значений, от-
мечался в сентябре при температуре воздуха, рав-
ной 11°С.



 108

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. Т. 72. № 2

А.К. Юзбеков и Д.Г. Замолодчиков

В 2015 г. максимальное значение интенсивно-
сти нетто-фотосинтеза у ели, равное 9,0 мг СО2/г 
сухой массы•ч, наблюдалось в августе, когда воз-
дух прогрелся до 23°С. Понижение температуры 
воздуха в сентябре до 14°С привело к снижению 
интенсивности фотосинтеза в 2,2 раза по сравне-
нию с предыдущим месяцем. 

Корреляционный анализ связи интенсивности 
фотосинтеза хвои с температурой воздуха выявил 
прямую линейную зависимость между показателями 
(коэффициент корреляции R равен 0,860, р < 0,001) 
(рис. 2, А).

Анализ полученных нами данных свидетель-
ствует о том, что температура воздуха является одним 
из основных факторов, определяющих в природных 
условиях реализацию потенциальных возможностей 
фотосинтетического аппарата ели. 

Другим существенным фактором, оказывающим 
влияние на интенсивность фотосинтеза, является 
освещённость. В работе исследовали зависимость 
процесса фотосинтеза от ФАР (рис. 3). Максималь-
ные значения ФАР, равные 600–640 мкЭ/м2•с, от-
мечены в мае–июле каждого сезона; минимальные, 
около 300 мкЭ/м2•с, – в сентябре, что связано 

Рис. 1. Сезонная динамика интенсивности фотосинтеза хвои ели и температуры воздуха (средняя величина показателей за три 
дня измерений)

Рис. 2. Зависимость интенсивности ассимиляции СО2 у ели от факторов внешней среды: А – от температуры; Б – от освещённости 
(ФАР – фотосинтетически активная радиация)
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с уменьшением потенциальной суммарной солнеч-

ной радиации в осенние месяцы. Согласно полу-

ченным результатам, интенсивность фотосинтеза 

хвои ели находилась в прямой зависимости от ФАР. 

Наблюдаемое изменение интенсивности фотосин-

теза при постоянных значениях освещённости в пе-

риод с мая по июль 2014 г., по-видимому, обусловлено 

доминирующим влиянием на процесс фотосинтеза 

температуры воздуха. Увеличение интенсивности 

фотосинтеза при уменьшении освещённости в июле 

2015 г., очевидно, с учетом отсутствия прямой за-

висимости между фотосинтезом и температурой воз-

духа, можно объяснить превалированием влияния 

на процесс фотосинтеза других факторов среды, 

которые в данной работе не исследовались.

Следует отметить, что в классическом варианте 

зависимость фотосинтеза от света выражается све-

товой кривой фотосинтеза, имеющей вид гипербо-

лы, и, условно, её можно считать линейной лишь 

в диапазоне изменения освещённости 0–40 Вт/м2. 

Однако прямая линейная зависимость интен-

сивности фотосинтеза от освещённости в исследуе-

мом интервале ФАР была подтверждена в результате 

выполненного нами корреляционного анализа. Ко-

эффициент корреляции R, равный 0,704 (р < 0,001), 
свидетельствует о наличии высокой связи между 

показателями (рис. 2Б). Аналогичные результаты 

получены К.С. Бобковой и В.В. Тужилкиной [12]: 

линейный характер зависимости фотосинтеза от 

освещённости отмечен в диапазоне изменения осве-

щённости 0–600 Вт/м2. 

Для изучения множественной корреляцион-

ной зависимости интенсивности фотосинтеза от 

метеорологических условий в модель включили 

температуру воздуха и освещённость. Окончатель-

ные результаты представлены в уравнении множе-

ственной регрессии:

 Y = – 1, 885 + 0,298 Х1 + 0,006 Х2, (3),

где Y – интенсивность фотосинтеза, мг СО2 /г сухой 

массы•ч; Х1 – температура воздуха, °С; Х2 – ФАР, 

мкЭ/м2•с.

Регрессионный анализ показал, что исследуе-

мые нами параметры оказывают самостоятельное 

воздействие на изменчивость показателя фотосин-

теза. Все регрессионные коэффициенты оказались 

статистически значимыми (табличное значение 

t-критерия Стьюдента для 5%-ного уровня значи-

мости составило 1,987).

Проверка нулевой гипотезы о статистической 

незначимости построенной модели с помощью 

F-критерия Фишера, равного 198,9, показала, что 

связь между результативным и факторными при-

знаками существенна (табличное значение F-кри-

терия Фишера для доверительной вероятности 

0,95 равно 3,1).

Одним из показателей качества модели тради-

ционно считается коэффициент множественной 

корреляции. В нашем случае он равен 0,906, что 

характеризует очень тесную связь между зависимой 

переменной и двумя факторами. При оценке сте-

пени совокупного влияния температуры и осве-

Рис. 3. Сезонная динамика интенсивности фотосинтеза хвои ели и освещённости (средняя величина показателей за три дня 
измерений)

УГЛЕКИСЛОТНЫЙ ГАЗООБМЕН ХВОИ ЕЛИ ЕВРОПЕЙСКОЙ В ЮЖНОТАЁЖНОМ ЕЛЬНИКЕ
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щенности на интенсивность фотосинтеза хвои ели 
получили коэффициент детерминации R2, равный 
0,820. Таким образом, в совокупности вариация 
независимых переменных, включенных в модель, 
позволяет объяснить 82% вариации зависимой пе-
ременной. Очевидно, что остальную часть измен-
чивости вызывали факторы, не включенные нами 
в рассмотрение. 

Анализ уравнения регрессии в стандартизиро-
ванном виде показал, что наиболее сильное влия-
ние на процесс фотосинтеза оказывает температура 
воздуха.

В ряде работ по изучению фотосинтеза ели кон-
статируется факт влияния на него факторов внеш-
ней среды [9–11]. Линейный характер зависимости 
скорости дневного поглощения СО

2 от солнечной 
радиации и температуры, а также практическое её 
отсутствие – от влажности воздуха и содержания 
СО2 в воздухе, для коренных еловых лесов Севера 
ранее был установлен в исследованиях К.С. Боб-
ковой и В.В. Тужилкиной [12]. Максимальные ско-
рости ассимиляции ели в условиях средней тайги 
отмечены в июле при наиболее благоприятном со-
четании температурных и световых условий. Ко-
эффициент корреляции между фотосинтетической 
активностью хвои и температурой воздуха в сезон-
ной динамике равен 0,74.

Согласно данным А.С. Щербатюка и др. [13], 
зависимость фотосинтеза ели от температуры в те-
чение вегетации имеет двухвершинный характер: 
отмечаются два пика, приуроченные к периодам 
невысокой температуры воздуха и оптимального 
почвенного увлажнения – в мае (поздняя весна) 
и июле (период дождей). Максимальная интен-
сивность фотосинтеза зарегистрирована в мае при 
температуре 10°С, при этом все температуры выше 
этого значения вызывали резкое снижение интен-
сивности фотосинтеза, обусловленное, по мнению 
авторов, адаптацией фотосинтетического аппарата 
в период вегетации к низкой температуре воздуха. 
Перегрев фотосинтетического аппарата древостоя 
в период исследований обусловил внутрисезон-
ную депрессию фотосинтеза в июне. 

В наших наблюдениях подобная закономерность 
не выявлена: как отмечено выше, интенсивность 
фотосинтеза хвои ели возрастала пропорционально 
повышению температуры до оптимальных значе-
ний, что согласуется с результатами, полученными 
рядом исследователей [14]. Как отмечают Г.Г. Су-
ворова и др. [15], сезонный максимум фотосинтеза 
у ели в условиях Предбайкалья наблюдался в июле 
при температуре 20–25°С. В сентябре с понижением 
температуры интенсивность фотосинтеза снижалась. 

Вероятно, это обусловлено чувствительностью 
к действию температуры реакции карбоксилирова-
ния. Ранее нами было установлено, что для проявле-
ния максимальной активности ключевых фермен-
тов фотосинтетического углеродного метаболизма 

(рибулозо-1,5-бисфосфаткарбоксилазы и глицераль-

дегидфосфатдегидрогеназы) диапазон оптимальных 

температур составляет 22–25°С. [16]. В связи с этим 

в наших исследованиях сезонный максимум нетто-

фотосинтеза у ели наблюдался в июне 2013 г., июле 

2014 г. и августе 2015 г. при температуре 25°С, 24°С 

и 23°С, соответственно; с понижением оптимума 

температуры отмечено уменьшение уровня интен-

сивности ассимиляции СО2.

Одновременно с изменением интенсивности 

нетто-фотосинтеза в зависимости от температуры 

повышается или понижается уровень дыхания. 

Следует отметить, что средняя за период наблюде-

ний величина дыхательного газообмена хвои ели 

варьировала в интервале от 1,6 мг СО2/г сухой 

массы•ч при температуре воздуха 11°С в сентябре 

до 3,1 мг СО2/г сухой массы•ч в июле, когда тем-

пература воздуха составила 21°С (рис. 4). 

По нашим расчетам, среднее значение нетто-

фотосинтеза за сезон в три раза превышало уровень 

светового дыхания, что свидетельствует о положи-

тельном углекислотном балансе хвои ели нижней 

части полога старовозрастного древостоя. Аналогич-

ные данные получены и другими авторами [17].

Таким образом, в результате исследования воз-

действий внешних факторов среды – температуры 

воздуха и освещённости – на интенсивность фо-

тосинтеза хвои нижней части полога ели европей-

ской (Picea abies L.) на полигоне “Таёжный лог” в 

тёплый сезон 2013–2015 гг. установлена прямая 

линейная зависимость между показателями: коэф-

фициенты корреляции составили 0,860 (р < 0,001) 
и 0,704 (р < 0,001), соответственно.

На основе разработанной модели множе-

ственной регрессии выявлено, что в совокупности 

вариация температуры и ФАР позволяет объяснить 

82% вариации интенсивности фотосинтеза; при этом 

из двух факторов наиболее сильное влияние на про-

цесс оказывает температура воздуха.

С нашей точки зрения, наблюдаемый макси-

мум нетто-фотосинтеза при температуре, равной 

23–25°С, а также уменьшение уровня интенсив-

ности ассимиляции СО2 с понижением оптимума 

температуры обусловлены чувствительностью реак-

ции карбоксилирования к действию температуры.

Положительный углекислотный газообмен хвои 

ели европейской (Picea abies L.) нижней части по-

лога старовозрастного древостоя свидетельствуют 

о существенном вкладе фотосинтетического аппа-

рата в углеродный баланс (сток углерода) южнота-

ёжного ельника.

Работа выполнена в рамках темы биологиче-

ского факультета МГУ имени М.В. Ломоносова 

№ 01200117369 “Оценка состояния экосистем по 

данным экологического мониторинга” и при фи-

нансовой поддержке Российского научного фонда 

(проект № 16-17-00123). 
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 CARBON DIOXIDE EXCHANGE IN THE NEEDLES OF THE COMMON SPRUCE 
OF SOUTHERN TAIGA SPRUCE FORESTS
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Department of General Ecology, School of Biology, Lomonosov Moscow State University,
Leninskie Gory, 1-12, Moscow, 119234, Russia
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The dynamics of carbon dioxide exchange in the common spruce (Picea abies L.) in rela-
tion to environmental factors was monitored for several seasons. A direct linear dependence of 
photosynthesis intensity on the levels of air temperature and illumination was established (the 
correlation coefficient was 0,860 (p <0.001) and 0,704 (p <0.001)). It was revealed that the sea-
sonal maximum of net photosynthesis production was attained at temperatures of 23–25°C. 
A decrease in temperature optimum was associated with a reduced level of CO2 assimilation in-
tensity. The impact of environmental factors on photosynthesis intensity was considered in terms 
of a model developed by us. Using the model, we demonstrated that the temperature and illumi-
nation dynamics in toto accounts for 82% of changes in photosynthesis intensity. It is the air tem-
perature that exerts the strongest influence on the process of photosynthesis. According to our 
calculations, the net photosynthesis level was three times higher than the respiration level. This is 
indicative of a positive carbon dioxide balance in the needles of the common spruce. 

Key words: the seasonal dynamics, spruce fir, net photosynthesis, respiration, temperature, illu-
mination
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