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Наличие гинецея, состоящего из плодолистиков, – важнейшая особенность цветко-

вых растений. Плодолистик нередко рассматривают как гомолог мегаспорофилла голо-

семенных (т.е. листа, на котором расположены семяпочки), но не исключено, что он 

имеет более сложную природу. Плодолистики покрытосеменных могут срастаться между 

собой, образуя синкарпный гинецей. В синкарпных гинецеях обычно развит компитум – 

область, где объединяются пути роста пыльцевых трубок отдельных плодолистиков, так 

что пыльцевые трубки могут переходить из одного плодолистика в другой. Это создает 

предпосылку возникновения диморфизма плодолистиков, при котором часть из них может 

не иметь функционального рыльца или фертильных семяпочек. Частный случай димор-

физма – псевдомономерия, при которой только один из плодолистиков имеет фертиль-

ную семяпочку/семяпочки. Псевдомономерный гинецей обычно имеет одну плоскость 

симметрии и в отношении регуляции морфогенеза должен иметь общие черты с моно-

симметричными околоцветником и андроцеем. Истинно мономерный гинецей состоит 

из единственного плодолистика. Синкарпные гинецеи в ходе эволюции могут скачко-

образно переходить к мономерным либо претерпевать стерилизацию и постепенную ре-

дукцию части плодолистиков. В особой группе гинецеев имеет место частичная или почти 

полная утрата индивидуальности плодолистиков, так что отнесение семяпочки/семяпочек 

к конкретному плодолистику невозможно. Это явление, которое следует отличать от псев-

домономерии, названо нами миксомерией.

Ключевые слова: гинецей, мономерия, плодолистик, псевдомономерия, синкарпия, цветок, 

эволюция, обзор

Наличие плодолистиков, образующих гинецей, – 

важнейший признак покрытосеменных растений. 

Внутри этих структур расположены семяпочки, из 

которых образуются семена, и поэтому само назва-

ние “покрытосеменные растения” связано с нали-

чием плодолистиков. Выделение плодолистика как 

особой структуры – одно из наиболее удачных обоб-

щений сравнительной морфологии растений, удоб-

ных и в практической работе. Определение термина 

“плодолистик”, как и многих других базовых на-

учных понятий, дать непросто. При этом проис-

хождение и гомологии плодолистика – одна из глав-

ных загадок эволюционной ботаники [1–4]. Дать 

ответ на вопрос о морфологической природе плодо-

листика означало бы во многом решить проблему 

происхождения и родственных связей покрытосе-

менных растений.

Гинецей представляет собой совокупность всех 

плодолистиков цветка. При этом плодолистик обыч-

но определяется как структурная единица гинецея 

[5]. Такое “кольцевое” определение не проясняет 

морфологической природы плодолистика и гине-

цея, но удобно в практическом отношении. Оче-

видно, что это определение может быть использо-

вано, только если границы анализируемого цветка 

не вызывают сомнений (такие сомнения возникают 

относительно редко [6–9]), а цветки всех покрыто-

семенных рассматриваются как гомологичные друг 

другу структуры. 

Плодолистики могут быть свободными или срас-

таются между собой, их число в гинецеях покры-

тосеменных варьирует в значительных пределах. 

Цветки с несколькими свободными плодолисти-

ками, вероятно, представляют собой исходное (пле-

зиоморфное) состояние у покрытосеменных расте-

ний [10]. Действительно, представители базальной 

грады покрытосеменных, за исключением Nym-

phaeaceae, – растения со свободными плодолисти-

ками [10, 11]. Гинецей из нескольких свободных 

плодолистиков развит у Amborellaceae – вероятной 

сестринской группы по отношению к прочим по-

крытосеменным [10, 11].

В большинстве случаев гинецей из нескольких 

сросшихся между собой плодолистиков легко от-
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личить от гинецея, образованного единственным 

плодолистиком, однако это не всегда так [12–17]. 

Наш обзор посвящён анализу проблемных ситуа-

ций, в которых подсчёт числа плодолистиков не 

является тривиальной задачей. Для того чтобы об-

суждать эти проблемы, необходимо сначала кратко 

рассмотреть представления о природе плодолистика.

Концепция кондупликатного плодолистика 
и проблема происхождения гинецея 

Во второй половине XX века широкое призна-

ние получила концепция кондупликатного плодо-

листика [18–20]. Она интерпретирует плодолистик 

как исходно листовидный орган, у которого на мор-

фологически верхней (адаксиальной) поверхности 

(в большинстве случаев, вблизи краёв) формиру-

ются семяпочки. Этот орган сложен вдоль средней 

жилки на верхнюю сторону. Такое сложение харак-

терно для листьев многих растений внутри почки, 

однако у кондупликатного плодолистика оно сохра-

няется и в дефинитивном состоянии. Кроме того, 

правый и левый края плодолистика срастаются 

между собой. Срастание краёв ведет к интернали-

зации адаксиальной поверхности и расположенных 

на ней семяпочек и, соответственно, образованию 

полости завязи. Это срастание краёв рассматрива-

ется, с одной стороны, как эволюционный тренд, 

а с другой – его можно наблюдать в ходе морфоге-

неза кондупликатного плодолистика. Срастание, 

которое включает контакт поверхностей органов и 

может непосредственно наблюдаться в ходе морфо-

генеза, называется постгенитальным [21]. Считает-

ся, что способность к постгенитальным срастани-

ям в ходе эволюции высших растений появилась 

у покрытосеменных в связи с возникновением пло-

долистиков [22]. При условии сохранения непре-

рывности первичной морфологической поверхности 

[23] и экзогенного заложения семяпочек форми-

рование полностью замкнутой завязи без участия 

постгенитального срастания краёв невозможно [17]. 

Так как срастание краёв плодолистика всегда про-

исходит на брюшной стороне (то есть в случае не-

скольких плодолистиков в гинецее – со стороны, 

обращённой к центру цветка), линия зарастания 

получила название брюшной шов.

В рамках концепции кондупликатного плодо-

листика предполагают, что его эволюционным пред-

шественником был фертильный лист – мегаспо-

рофилл [18, 19] – на верхней стороне которого 

развивались семяпочки (в семяпочке находится 

мегаспорангий – нуцеллус). Эволюционная фикса-

ция ранней стадии морфогенеза этого спорофилла, 

на которой он оставался ещё вдоль сложенным, 

как в почке [19], а также возникновение постгени-

тального зарастания краёв дают возможность пред-

ставить себе возникновение плодолистика. Спе-

циалисты по генетике развития поддержали точку 

зрения о листовой природе всех элементов цветка 

[24–27]. 

Слабым местом представлений о плодолистике 

как мегаспорофилле является отсутствие каких-либо 

современных или ископаемых голосеменных рас-

тений, у которых семяпочки были бы расположе-

ны на морфологически верхней стороне плоских 

филломов. Конечно, семяпочки расположены на 

верхней стороне семенных чешуй хвойных, но эти 

листовидные структуры заведомо не являются фил-

ломами, а представляют собой результат преобра-

зования целых боковых осей и располагавшихся 

на них органов (так называемый аксиллярный комп-

лекс). Адаксиальной считают поверхность структур 

(называемых купулами или капсулами), вмещавших 

в достаточной мере интернализованные семяпочки 

у ископаемых голосеменных из порядков Caytoniales 

и Glossopteridales (Arberiales) [1, 2]. Эти вмещающие 

несколько ортотропных унитегмальных семяпочек 

образования интерпретируют как возникшие в ре-

зультате глубокой эволюционной трансформации 

мегаспорофиллов или их частей. В настоящее время 

данные структуры (купулы) рассматривают как по-

тенциально гомологичные наружному интегументу 

семяпочки покрытосеменных растений, поскольку 

такая точка зрения позволяет одновременно объяс-

нить происхождение как двойного интегумента, так 

и анатропного типа семяпочки [2, 3]. Если так, то 

структуры, вмещающее семяпочки у Caytoniales и 

Glossopteridales, нельзя считать гомологами плодо-

листиков. Таким образом, данные палеоботаники 

не дают убедительных доказательств теории о пло-

долистике-мегаспорофилле.

Существуют гипотезы, позволяющие видеть 

в плодолистике филлом, но не мегаспорофилл. 

Согласно взглядам С.В. Мейена [28] и авторов 

преимущественной мужской теории происхожде-

ния цветка [29, 30], плодолистик скорее гомологи-

чен микроспорофиллу предков цветковых растений, 

при этом в его происхождении важную роль играли 

резкие гомеотические преобразования, в силу ко-

торых на плодолистике появились семяпочки и ис-

чезли микроспорангии. Слабым местом этих взгля-

дов являются недостаточно убедительные объяснения 

происхождения битегмальных семяпочек покры-

тосеменных, принятые С.В. Мейеном и авторами 

преимущественно мужской теории [4, 30]. Выбран-

ные в рамках этих представлений вероятные пред-

ковые группы цветковых (беннеттитовые и користо-

спермовые), в отличие от рассмотренных выше 

кейтониевых и глоссоптерид, не позволяют легко 

представить себе возникновение наружного инте-

гумента из стенки структуры, вмещавшей унитег-

мальные семяпочки. Впрочем, специалисты по ге-

нетике развития указывают, что сверхэкспрессия 

гена WUSCHEL у Arabidopsis вызывает заложение 

дополнительных интегументов и похожий механизм 

мог лежать в основе происхождения битегмальных 

семяпочек покрытосеменных [31, 32]. 

Ряд авторов сравнивает стенку плодолистика 

цветковых с листьями, на которых (всегда на верх-

ней стороне) были расположены вмещающие семя-
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почки структуры у глоссоптерид. Согласно одной 

из точек зрения, у глоссоптерид пазушный побег, 

несший сложенные мегаспорофиллы, конгенитально 

прирастал к своему кроющему листу, и если сами 

мегаспорофиллы – это гомологи внешнего инте-

гумента цветковых, то кроющий лист мог бы быть 

гомологом стенки плодолистика (опять-таки, фил-

ломом, но не мегаспорофиллом) [1, 2]. Слабыми 

местами этой точки зрения являются: 1) большой 

временной разрыв между глоссоптеридами (до ру-

бежа перми/триаса) и самыми древними из досто-

верно известных цветковых (мел) [2]; 2) отсутствие 

каких-либо структурных или морфогенетических 

свидетельств различного происхождения плаценты 

и стенки завязи у представителей базальной грады 

покрытосеменных [11] (за исключением, возможно, 

Illicium, где единственная семяпочка возникает, по 

мнению некоторых авторов, на оси цветка в пазухе 

плодолистика [33]). Кейтониевые, имеющие много 

общего с глоссоптеридами, в отличие от последних 

были современниками первых цветковых, но харак-

тер расположения на растении осей с капсулами 

у кейтониевых не установлен из-за недостаточной 

сохранности материала. Существует гипотеза, со-

гласно которой их расположение напоминало тако-

вое у глоссоптерид [1, 2], но прямых доказательств 

этому нет. 

Данные генетики развития отчасти подтверж-

дают идею о плодолистике как филломе, но не ме-

гаспорофилле. Регуляция морфогенеза семяпочки 

имеет много общего с регуляцией морфогенеза 

побега, а заложение и развитие интегументов и 

листьев во многом сходны [31, 32]. Это указывает 

на значительную автономность морфогенеза семя-

почки по отношению к морфогенезу плодолистика. 

Главным регулятором развития плодолистиков 

(у Arabidopsis) является ген AGAMOUS (AG) [32, 34]. 

У растений, мутантных по этому гену, нормальные 

плодолистики отсутствуют. Однако даже в отсут-

ствие активности AG цветки Arabidopsis в некоторых 

случаях способны развивать семяпочки, которые 

располагаются эктопически на чашелистиках. Это 

показывает, что развитие семяпочек контролиру-

ется отчасти независимо от развития стенки пло-

долистика в целом. Для нормального развития 

плодолистика у Arabidoposis необходимо участие 

4 генов, принадлежащих к одному семейству, – это 

вышеупомянутый AG, а также SEEDSTICK (STK) 

и SHATTERPROOF (SHP1 и SHP2) [32, 34]. AG опре-

деляет положение плодолистиков в центре цветка 

и задает места экспрессии STK и SHP, “ответствен-

ных” за развитие семяпочек. Характерно, что мутанты 

stk shp1 shp2 развивают гинецей как таковой, но не 

имеют нормально сформированных семяпочек [34].

Изложенные в предыдущем абзаце факты не 

являются главными аргументами в пользу плодо-

листика как филлома, но не мегаспорофилла, так 

как сходная автономность морфогенеза семяпочки 

должна быть выражена и в несомненных мегаспо-

рофиллах голосеменных. Гораздо интереснее дан-

ные о том, что вся плацента, несущая семяпочки, 

по характеру генетической регуляции морфогенеза 

у Arabidopsis напоминает пазушную меристему [32]. 

Впрочем, не очень понятно, как различить про-

цессы морфогенеза плаценты и семяпочки в пло-

долистиках с единственной семяпочкой, которые 

преобладают у представителей базальной грады 

покрытосеменных. 

Асцидиатный плодолистик и структура 
синкарпного гинецея

Концепция кондупликатного плодолистика не 

описывает всё разнообразие плодолистиков покры-

тосеменных. У многих растений брюшной шов не 

доходит до основания плодолистика. В таких слу-

чаях дистальную область с брюшным швом назы-

вают пликатной зоной, а проксимальную область, 

которая на всём протяжении своего развития явля-

ется мешковидной, называют асцидиатной зоной 

[33, 35, 36]. Относительная длина двух зон сильно 

различается у плодолистиков разных покрытосемен-

ных. Семяпочки могут быть расположены только 

в одной из зон либо в обеих. Если семяпочка в пло-

долистике одна, то во многих случаях (хотя далеко 

не всегда) она прикреплена к брюшной стороне на 

границе асцидиатной и пликатной зон – в так на-

зываемой поперечной зоне [35, 36]. У некоторых по-

крытосеменных асцидиатные плодолистики совсем 

не имеют пликатной зоны. Именно этот вариант 

характерен для большинства представителей ба-

зальной грады цветковых растений [11], и поэтому 

он выявляется как исходный (плезиоморфный) при 

реконструкции эволюции типов плодолистиков 

методом максимальной экономии [10]. Концепция 

асцидиатного плодолистика удобна для описания 

разнообразия гинецеев покрытосеменных, но не 

решает описанной выше проблемы происхождения 

и гомологий плодолистика. Действительно, в асци-

диатном плодолистике, как и в кондупликатном, 

семяпочки находятся на морфологически адакси-

альной поверхности.

В гинецеях, где плодолистики срастаются между 

собой, это срастание в большинстве случаев носит 

конгенитальный характер, то есть объединённые 

части плодолистиков с самого начала своего раз-

вития представляют собой единое целое. Мы будем 

следовать авторам, которые называют гинецеи с кон-

генительным срастанием между плодолистиками 

синкарпными, а гинецеи без конгенитального срас-

тания между плодолистиками – апокарпными [35, 

36]. Факт наличия нескольких плодолистиков в син-

карпном гинецее доказывается, прежде всего, путём 

сравнительного анализа, включающего гинецеи ши-

рокого круга покрытосеменных. В синкарпном 

гинецее из асцидиатных плодолистиков выделяют 

синасцидиатную и симпликатную зоны [35, 36]. 

Первая образована конгенитально сросшимися ас-

цидиатными зонами плодолистиков. Соответствен-

но, она с момента образования в поперечном сечении 



118

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. Т. 72. № 3

Д.Д. Соколов и др.

многогнёздная, где каждое гнездо – это полость 

отдельного плодолистика. Симпликатная зона об-

разована конгенитально сросшимися пликатными 

зонами плодолистиков. На момент образования она 

одногнёздная. Полость симпликатной зоны непо-

средственно соединяется с гнёздами синасцидиат-

ной зоны. Как и в случае отдельного свободного 

плодолистика, брюшные края каждого плодолистика 

(точнее, стенки, образованные конгенитально срос-

шимися краями каждых двух соседних плодолисти-

ков) в симпликатной зоне могут постгенитально 

соединиться друг с другом с образованием брюш-

ных швов. Если это происходит, то симпликатная 

зона становится многогнёздной. Образование брюш-

ного шва в данном случае не является фактором, 

определяющим интернализацию семяпочек, и по-

этому образование брюшных швов в симпликатной 

зоне имеет место далеко не всегда. У многих рас-

тений она так и остается одногнёздной. Выше сим-

пликатной зоны может быть расположена асимпли-

катная (аналогичная апокарпному гинецею), где 

отсутствует конгенитальное срастание между пли-

катными частями отдельных плодолистиков [36]. 

Наличие исходно одногнёздной области гине-

цея (симпликатной зоны) имеет большое значение 

для организации роста пыльцевых трубок. У боль-

шинства цветковых растений пыльцевые трубки 

растут по так называемой проводниковой ткани, 

которая, как правило, является производным клеток 

внутренней поверхности плодолистика или слоёв 

клеток, близких к внутренней поверхности [5]. У не-

которых других цветковых пыльцевые трубки ра-

стут в полости плодолистика – вдоль его внутрен-

ней поверхности или внутри занимающей полость 

плодолистика слизи [5]. Во всех этих случаях нали-

чие симпликатной зоны позволяет создать область 

(компитум), где пути роста пыльцевых трубок раз-

ных плодолистиков пересекаются и трубки, расту-

щие от пыльцевых зёрен, проросших на разных 

рыльцах, могут перераспределяться между плодо-

листиками и конкурировать между собой. Эти про-

цессы имеют большое биологическое значение [5, 

35, 37, 38]. В процессе формирования проводни-

ковой ткани полость плодолистика в симпликат-

ной зоне может полностью зарастать, так что эта 

полость не выявляется как таковая на поперечных 

срезах. Компитум может возникать не только в ти-

пичных синкарпных гинецеях, но и в апокарпных 

гинецеях с постгенитальным объедением плодо-

листиков [37, 39–41]. Общим между этими вари-

антами является тот момент, что интернализация 

семяпочек происходит с участием одновременно 

нескольких плодолистиков.

Диморфизм плодолистиков синкарпного гинецея 
и псевдомономерия

Наличие компитума определяет возможность 

возникновения структурно-функционального ди-

морфизма плодолистиков синкарпного гинецея1. 

Возможна и широко распространена рассматривае-

мая в следующем абзаце ситуация (1), при которой 

один плодолистик (или некоторые плодолистики) 

участвует лишь в улавливании пыльцы и органи-

зации начальных этапов роста пыльцевых трубок, 

но не имеет фертильных семяпочек, а другой (или 

другие) – имеет как функциональное рыльце, так 

и развитую завязь. За счёт перераспределения в об-

ласти компитума пыльцевые трубки с рыльца сте-

рильного плодолистика могут оплодотворить се-

мяпочки (семяпочку) фертильного плодолистика 

(плодолистиков), а наличие нескольких рылец по-

вышает надежность улавливания пыльцы (хотя этого 

же эффекта можно достигнуть путём усложнения 

рыльца единственного плодолистика, например, 

у Amphibolis из Cymodoceaceae оно разделено на три 

ветви, каждая из которых в ряде случаев в свою 

очередь ветвится [44, 45]). В другом варианте димор-

физма плодолистиков (2) лишь один из них (или не-

которые плодолистики) имеют функционирующее 

рыльце, в то время как фертильные семяпочки 

есть у всех плодолистиков. Этот вариант известен, 

например, в семействе Polygalaceae [46]. Наконец, 

возможна ситуация (3) полного “разделения труда” 

между плодолистиками, когда один из них (или не-

которые плодолистики) имеет функционирующее 

рыльце и не несёт фертильные семяпочки, а дру-

гой плодолистик (или плодолистики) – не имеет 

развитого рыльца, но несёт фертильные семяпоч-

ки/семяпочку. Пример этого варианта – Lagoecia 
cuminoides (Umbelliferae: Apiales [47]). Теоретически 

можно представить себе гинецей (4), в котором 

объединены три типа плодолистиков: с семяпочками 

и рыльцем, с семяпочками без рыльца и с рыльцами 

без семяпочек, но мы не знаем таких примеров среди 

реальных растений. Существуют гинецеи, в которых 

функциональный смысл диморфизма плодолисти-

ков неясен. Например, стерильные плодолистики 

Triglochin (Juncaginaceae: Alismatales) не улавливают 

пыльцу, а гинецей этих растений не имеет симпли-

катной зоны с компитумом [44, 48].

Число стерильных и фертильных плодолисти-

ков может быть различным. Например, у Emmotum 

(Icacinaceae) три фертильных и два стерильных 

плодолистика [49]. Частный (но самый распро-

страненный) случай гинецея с диморфизмом пло-

долистиков – псевдомономерный гинецей [5, 17, 

33, 36]. К этому типу могут быть отнесены все син-

карпные гинецеи с единственным плодолистиком, 

1 Термин “полиморфизм плодолистиков” несколько скомпрометирован серией работ Э.Р. Саундерс (например, [42]), в ко-

торых наличие стерильных и фертильных плодолистиков неоправданно декларируется для гораздо более широкого круга покры-

тосеменных, чуть ли не для большинства представителей этой группы. Представления Саундерс во многом основаны на недо-

статочно критическом восприятии данных по васкулатуре цветка [43]. Вместе с тем, они представляют интерес в свете идей о 

возможной двойственной природе плодолистиков покрытосеменных как гомологов репродуктивных структур глоссоптерид.
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имеющим фертильную завязь. Возможно форми-

рование псевдомономерного гинецея и при постге-

нитальном объедении плодолистиков (у некоторых 

пальм) [40, 50]. В псевдомономерных гинецеях 

может иметь место значительная редукция сте-

рильных плодолистиков (плодолистика), включая 

утрату их роли в улавливании пыльцы [36, 51]. 

Доказать наличие в синкарпном гинецее сильно 

редуцированных стерильных плодолистиков очень 

трудно, так как речь идет о маленькой и возможно 

лишенной ярких специальных черт структуре, кон-

генитально сросшейся с фертильным плодолисти-

ком. Наиболее убедительными доказательствами 

псевдомономерной природы таких гинецеев служат 

морфологические ряды с нарастающей степенью 

редукции стерильных плодолистиков [51]. Такие 

морфологические ряды можно построить не всегда, 

особенно если настаивать на том, чтобы они не 

противоречили молекулярно-филогенетическим дан-

ным о родственных связях таксонов, использован-

ных при построении ряда. Мы считаем, что если 

морфологический ряд не выявляется, а структур-

ные и морфогенетические данные не вскрывают 

несомненных следов стерильных плодолистиков, 

гинецей необходимо интерпретировать как моно-

мерный, поскольку это более простая гипотеза. 

Покажем это на примере группы семейств порядка 

Poales, которые в последнее время предложено 

объединять под названием Restionaceae s.l. [52]. 

У рестиевых в узком понимании выявлены случаи 

несомненного полиморфизма плодолистиков (напри-

мер, Leptocarpus), где гинецей имеет три функцио-

нальных рыльца и завязь с единственной свисающей 

семяпочкой, которая расположена по отношению 

к одному из рылец точно так же, как расположена 

по отношению к рыльцу своего плодолистика семя-

почка в каждом из гнёзд завязи у видов рестиевых 

с тремя фертильными плодолистиками [13, 53]. 

Такой гинецей можно считать псевдомономерным. 

В близком к Restionaceae s.str. семействе Anar-

thriaceae насчитывается три рода, родственные 

связи между которыми описываются как Anarthria 

(Lyginia + Hopkinsia) [54]. У первых двух родов ти-

пично тримерный гинецей из одинаковых плодо-

листиков [53, 55], а у Hopkinsia развит единствен-

ный плодолистик [56]. Наличие псевдомономерии 

у Leptocarpus не даёт каких-либо аргументов про-

тив интерпретации гинецея Hopkinsia как мономер-

ного, так как эти два рода не являются сестринскими 

или хотя бы близкородственными в пределах Res-

tionaceae s.l. Различные варианты редукции гине-

цея, описанные у других Restionaceae [57], по тем 

же причинам не могут прояснить природу гинецея 

Hopkinsia.

Мономерный гинецей

Мономерный гинецей состоит из одного-един-

ственного плодолистика. Согласно традиционным 

представлениям, он, в отличие от псевдомономер-

ного, производен от апокарпного гинецея и возни-

кает при уменьшении числа плодолистиков в нём 

[19]. Эти взгляды развивались в контексте идеи 

о преимущественно необратимом переходе от апо-

карпии к синкарпии в эволюции покрытосемен-

ных. Анализ эволюции признака “наличие конге-

нитального срастания между плодолистиками” на 

основании молекулярно-филогенетических деревьев 

покрытосеменных растений указывает, однако, на 

вторичность апокарпии во множестве групп, вклю-

чая все апокарпные однодольные и все апокарпные 

высшие двудольные (группа core eudicots, или Pen-

tapetalae) [58]. Мы считаем, что при отнесении ги-

нецея к мономерному не следует принимать во 

внимание его вероятное происхождение от поли-

мерно-апокарпного или полимерно-синкарпного 

типа. Очень часто (хотя и не всегда) отдельные пло-

долистики синкарпного гинецея закладываются 

как индивидуальные примордии, а конгенитально 

сросшиеся участки возникают на более поздних 

стадиях морфогенеза. Индивидуальность зачатков 

плодолистиков даёт основание полагать, что син-

карпия не вводит никаких принципиальных огра-

ничений для варьирования их числа, включая и 

уменьшение этого числа до единицы.

В настоящее время накоплено несколько убе-

дительных примеров истинно мономерных гине-

цеев, возникших при резком уменьшении меризма 

синкарпного гинецея без постепенного ряда пере-

ходных форм (с одним фертильным и одним или 

несколькими стерильными плодолистиками). Напри-

мер, синкарпия несомненно является исходным 

состоянием для порядка Caryophyllales, а мерность 

гинецея в этой группе сильно варьирует. Моно-

мерный гинецей Trichostigma (Phytolaccaceae) имеет 

при основании незаросшее отверстие, ведущее в по-

лость завязи [59]. Оно полностью соответствует той 

области, в которой плодолистики синкарпных ги-

нецеев ряда представителей Caryophyllales остаются 

индивидуально раскрытыми в симпликатной зоне. 

Если бы редукция гинецея в этой группе шла по 

пути псевдомономерии, то подобное отверстие могло 

бы сохраниться лишь при условии разрыва контура 

стенки завязи (как он виден на поперечном срезе), 

то есть вторичного разделения конгенитально 

сросшихся частей плодолистиков. Такое объяснение 

представляется менее экономным, чем предполо-

жение о редукции целых плодолистиков, т.е. о мо-

номерии гинецея Trichostigma. 

Синкарпия и тримерность гинецея были исход-

ными состояниями для группы семейств порядка 

Poales, включающей осоковые, злаки, рестиевые и 

Centrolepidaceae. В семействе Centrolepidaceae (сей-

час иногда включаемом в Restionaceae) имела место 

утрата стабильности меризма гинецея. Здесь встре-

чаются как мономерные, так и высокополимерные 

гинецеи (до 45 плодолистиков) [9]. 

В качестве аргументов в пользу псевдомоно-

мерной природы гинецеев нередко приводили на-

личие у них тех или иных таксонов необычных 
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особенностей, которые казалось невозможным пред-

ставить себе в гинецее, образованном одним-един-

ственным плодолистиком. Например, У.Р. Филип-

сон [60] описал одногнёздный гинецей с одной 

фертильной семяпочкой у Polyscias (Arthrophyllum) 
diversifolia (Araliaceae: Apiales) как псевдомономер-

ный, отметив наличие лопастей в области рыльца 

(по его мнению – верхушек отдельных плодоли-

стиков) и наличие большего, чем можно ожидать 

у одного плодолистика, числа проводящих пучков 

в дистальной части гинецея (часть из них, по его 

мнению, – рудименты проводящей системы сте-

рильных плодолистиков). Наши данные показы-

вают, что гинецей этого вида проходит типичную 

для плодолистика многих покрытосеменных ста-

дию подковообразного зачатка, а лопасти на его 

верхушке появляются очень поздно и имеют ва-

рьирующие от цветка к цветку число и размеры, а 

поэтому не могут быть следами нескольких плодо-

листиков [61]. Кроме того, у близких видов с не-

сколькими фертильными плодолистиками мы вы-

явили наличие многочисленных мелких пучков в 

крыше завязи (их число многократно превышает 

число плодолистиков). Точно такие же многочис-

ленные пучки, развитые в крыше завязи P. diversi-
folia, следовательно, вполне могут принадлежать 

единственному плодолистику. Вся совокупность 

данных указывает на мономерную природу гине-

цея P. diversifolia [61]. 

Симметрия и ориентация мономерных 
и псевдомономерных гинецеев

Поскольку плодолистики покрытосеменных 

(по крайней мере, имеющие пликатную зону) моно-

симметричны, мономерный, как и псевдомономер-

ный, гинецей имеет одну плоскость симметрии. 

Следовательно, можно было бы предположить, что 

к цветкам с псевдомономерными и мономерными 

гинецеями применимы обобщения, сделанные от-

носительно моносимметричных цветков покрыто-

семенных растений. Моносимметричные цветки 

имеют достаточно большую устойчивость плана 

строения, т.е. числа и относительного расположе-

ния органов [62], что отчасти (но едва ли в полной 

мере) связано с ролью генов семейства CYCLOIDEA 

в регуляции не только симметрии цветка, но и 

числа органов в нем [63]. Ориентация плоскости их 

симметрии чаще всего стабильна в пределах так-

сона. В большинстве случаев плоскость симмет-

рии у них медианная [64], так как кроющий лист и 

ось соцветия создают морфогенетический гради-

ент, в рамках которого развивается цветок [65].

Действительно, большинство убедительных 

примеров псевдомономерии гинецея относится 

к группам со стабильным планом строения цветка, 

обычно с медианной плоскостью симметрии. На-

пример, в большом семействе зонтичные (Apiaceae, 

или Umbelliferae) план строения цветка очень ста-

билен: цветок (кроме редких случаев, которые 

можно рассматривать как тератологические) пен-

тамерный за исключением димерного гинецея [64, 

66]. В этом семействе, однако, неоднократно воз-

никала псевдомономерия, причём положение сте-

рильного плодолистика в одних случаях стабильно 

адаксиальное (Lagoecia), а в других – стабильно 

абаксиальное (Arctopus) [47]. Самая крупная группа 

покрытосеменных с преимущественно мономер-

ным гинецеем – бобовые, цветки которых часто 

моносимметричные и со стабильным числом орга-

нов, а плодолистик лежит в плоскости симметрии 

цветка [64, 66, 67]. 

Существует, однако, несколько противополож-

ных примеров, иллюстрирующих нестабильную 

ориентацию моносимметричных гинецеев. Иногда 

эти случаи можно связать с общей нестабильностью 

плана строения цветка в группе. Так, в родствен-

ном зонтичным семействе аралиевых (Araliaceae) 

план строения цветка лабилен как на уровне се-

мейства в целом, так, в ряде случаев, и на уровне 

конкретных видов [68]. У аралиевых неоднократно 

возникала мономерия гинецея (все случаи – в роде 

Polyscias), и в каждом случае характер ориентации 

плодолистика по отношению к медианной плос-

кости цветка нестабилен на уровне вида и даже 

одного соцветия [61]. При этом у Polyscias варьи-

рование характера ориентации гинецея не ограни-

чивается лишь случаями мономерии [69]. В этой 

группе может варьировать и ориентация димерного 

гинецея, в то время как два плодолистика зонтичных 

всегда расположены в медианной плоскости [69].

Нестабильную ориентацию плодолистика от-

мечают и в псевдомономерных (мономерных?) ги-

нецеях Anacardiaceae [14]. У Anacardiaceae встре-

чаются также моносимметричные андроцеи, и у 

растений, обладающих моносимметричными ан-

дроцеем и гинецеем, совпадение плоскостей их 

симметрии имеет место далеко не всегда (в преде-

лах внутривидового варьирования), а если и слу-

чается, то эта плоскость не является для цветка 

медианной [14]. Как и в случае Araliaceae, план 

строения цветка значительно варьирует в пределах 

Anacardiaceae, хотя он и может быть стабильным 

в рамках конкретного вида [14, 64]. 

Вероятно, стабильность ориентации мономер-

ного и псевдомономерного гинецея в группах, где 

она выражена, связана с тем, что важнейшие про-

цессы, определяющие морфогенез плодолистика, 

происходят на очень ранних этапах развития цвет-

ка. Показательно, что у бобовых примордий пло-

долистика нередко становится заметен раньше, чем 

примордии тычинок внутреннего круга [67]. В цвет-

ках со строго акропетальным появлением примор-

диев, однако, разметка положения плодолистиков 

также может проходить ранее разметки положе-

ния тычинок (“биполярная разметка” положения 

органов) [64, 70, 71]. 

Тот факт, что плодолистик мономерного гинецея 

у покрытосеменных часто ориентирован в медиан-
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ной плоскости, указывает на вероятное непосред-

ственное морфогенетическое влияние кроющего 

листа цветка и оси соцветия. Крайне интересно 

таксономически значимое разнообразие ориента-

ции плодолистика мономерного гинецея в группе 

австралийских представителей семейства Proteaceae 

[72]. Авторы связывают разные варианты ориента-

ции плодолистика этих растений с различными 

очертаниями меристемы цветка после заложения 

околоцветника и андроцея. Важно и то, что в дан-

ном случае соцветие – очень компактная на ран-

них стадиях развития двойная кисть (в широком 

понимании термина кисть) с двухцветковыми осями 

второго порядка. Возможно, различия в ориента-

ции гинецея австралийских протейных могут быть 

связаны и с взаимодействием морфогенетических 

сигналов кроющего листа цветка и кроющего листа 

оси второго порядка. 

Нестабильность ориентации гинецея, в том 

числе мономерного, подобная выявленной у Aral-

iaceae и Anacardiaceae, может быть связана с от-

сутствием (утратой?) биполярной разметки поло-

жения органов. При этом определение положения 

плодолистиков в цветке, вероятно, происходит на 

несколько более поздней стадии морфогенеза, чем 

у таких растений, как бобовые. Характер симмет-

рии околоцветника может оказывать влияние на 

ориентацию плодолистика. Положение фертиль-

ного плодолистика Anacardiaceae может быть свя-

зано с положением наружного чашелистика при 

черепитчатом почкосложении чашечки [64], то есть 

позиционная информация чашелистиков оказы-

вается в данном случае важнее, чем морфогенети-

ческое влияние кроющего листа и оси соцветия. 

Миксомерия: явление, близкое, 
но не идентичное псевдомономерии

С псевдомономерией в литературе иногда час-

тично смешивают особый тип гинецея, при кото-

ром имеет место значительная утрата индивиду-

альности плодолистиков и отнесение семяпочек 

к конкретным плодолистикам невозможно. Для 

описания подобных случаев мы предлагаем новый 

термин миксомерия (от греческих слов mixis – 

смешение и meros – часть). Можно предваритель-

но выделить три варианта миксомерных гинецеев: 

с центральной колончатой, базальной и париеталь-

ной плацентацией. 

Вариант с центральной колончатой плацента-

цией можно проиллюстрировать на примере се-

мейства Lentibulariaceae, где стенка одногнёздного 

гинецея из двух плодолистиков (с 2 рыльцами) 

формируется независимо от центральной плаценты 

с многочисленными равномерно расположенными 

семяпочками и никак с ней не соединена [73, 74]. 

П.К. Эндресс отмечает наличие центральной колон-

чатой плацентации у представителей 10 семейств 

высших двудольных из 5 разных порядков и обра-

щает внимание на то, что у части из них стенка гине-

цея закладывается как единое кольцо, на котором 

лишь позже становятся заметны лопасти, которые 

с большей или меньшей степенью надежности 

можно рассматривать как верхушки отдельных 

плодолистиков [74]. Практически полная утрата 

индивидуальности плодолистиков наблюдается в од-

ногнёздных гинецеях Primulaceae, где плодолис-

тики срослись по всей длине, а многочисленные 

семяпочки расположены на центральной колонча-

той плаценте, которая возникает как физическое 

продолжение оси цветка и в сформированном ги-

нецее свободно закачивается, не доходя до вер-

хушки завязи [75, 76]. По мнению П.К. Эндресса 

[74], лопасти, которые на относительно поздних 

стадиях развиваются на верхушке исходно трубча-

той стенки гинецея Primulaceae [75, 76], возникают 

лишь как необходимое средство замыкания верху-

шечного отверстия и их правильнее сравнивать, 

например, с лопастями интегумента вокруг микро-

пиле семяпочек у различных покрытосеменных. 

Возможно, в этом случае подсчёт числа плодоли-

стиков можно основывать лишь на числе зубцов, 

которыми вскрывается коробочка, но плоды пер-

воцветных могут и не вскрываться либо вскры-

ваться поперечно, отделяя крышечку.

Ярко выражена миксомерия и в гинецеях, 

имеющих одногнёздную завязь с единственной ба-

зальной ортотропной семяпочкой и два или более 

одинаково развитых рыльца (по числу образующих 

гинецей плодолистиков). Такой гинецей на первый 

взгляд похож на псевдомономерные гинецеи с од-

ной фертильной семяпочкой. Однако его принципи-

ально важное отличие – равная степень развития 

всех плодолистиков, отсутствие их диморфизма. 

Базальная семяпочка в процессе морфогенеза воз-

никает непосредственно на верхушке флоральной 

меристемы и не может быть отнесена к какому-

либо из плодолистиков, что подтверждается и ана-

лизом васкулатуры цветка. Миксомерные гинецеи 

с одной центральной ортотропной семяпочкой 

описаны в нескольких не связанных близким род-

ством группах покрытосеменных, например, в се-

мействах Piperaceae (Piperales) [77–79], Polygonaceae 

[80, 81] и Myricaceae [82]. По мнению Р. Саттлера 

с соавторами, эти гинецеи (как и большинство рас-

сматриваемых ниже) следует считать “акарпеллят-

ными”, так как семяпочки у них возникают, по 

мнению этих авторов, не на плодолистиках, а непо-

средственно на оси цветка [82, 83]. Это возвращает 

нас к дискуссии о возможности интерпретации 

плодолистика как мегаспорофилла. Нам представ-

ляется убедительной точка зрения тех авторов, 

которые считают центральную базальную (как и 

колончатую) плацентацию эволюционно произ-

водным состоянием признака у покрытосеменных 

(например, [19, 84]). Во всяком случае, такая пла-

центация не отмечена у представителей базальной 

грады покрытосеменных [11]. Тем не менее, нет 
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оснований сомневаться в истинно терминальном 

положении семяпочки Piperaceae, Polygonaceae и 

Myricaceae. На это указывает весь комплекс дан-

ных по структуре и морфогенезу цветка у этих рас-

тений. Существование терминальной семяпочки 

не следует рассматривать как морфологический 

нонсенс (каким был бы, например, терминальный 

лист). Как отмечено выше, меристема, которая даёт 

начало семяпочке, имеет много общего с апикаль-

ной меристемой побега. 

Появление радиально-симметричной строго 

терминальной семяпочки можно сравнить с воз-

никновением терминальных цветков или цветко-

подобных структур в кистях, колосьях или тирсах, 

которое известно для разных групп покрытосемен-

ных [85]. По аналогии с возникновением терми-

нальных структур в соцветиях, можно предпола-

гать, что терминальная семяпочка в ряде случаев 

возникала как результат резких (сальтационных) 

преобразований, что может объяснять отсутствие 

ясно выраженных непрерывных рядов переходных 

форм, приводящих к гинецеям с терминальной 

семяпочкой (например, у Polygonaceae). Ещё бо-

лее впечатляющее сходство можно отметить между 

возникновением терминальных семяпочек у по-

крытосеменных и у хвойных из рода Juniperus (Cu-

pressaceae) [86]. Для хвойных характерно располо-

жение семяпочек на семенной чешуе, которая 

у кипарисовых срастается с кроющей чешуей. Од-

нако в некоторых случаях у Juniperus главная ось 

женской шишки завершается терминальной семя-

почкой, причём эта семяпочка может быть един-

ственной в шишке и иметь три плоскости симме-

трии (следуя тримерным кругам чешуй в шишке) 

[86], а не две, как это бывает во всех остальных 

случаях у хвойных [87]. Пример с Juniperus говорит 

о том, что случаи возникновения терминальной 

семяпочки не уникальны для покрытосеменных. 

По-видимому, сами по себе они ничего не говорят 

о морфологической природе плодолистика. 

В некоторых таксонах цветковых единствен-

ная семяпочка, возникающая терминально, пред-

ставляет собой радиально-симметричную структуру 

лишь на ранних стадиях развития, а позже стано-

вится анатропной (Cyperaceae [88]), анатропной 

с закрученным на 180 градусов фуникулусом (Plum-

baginaceae [89]), в разной степени изогнутой и часто 

с закрученным фуникулусом (Chenopodiaceae [90, 

91]). У близкого к Chenopodiaceae рода Polycnemum 
показано изменение характера изгиба фуникулуса 

единственной терминальной семяпочки как до, так 

и после опыления [92]. Направление изгиба семя-

почки можно было бы использовать как аргумент 

в пользу отнесения её к какому-то конкретному 

плодолистику, но правомочность использования 

этого аргумента нуждается в доказательствах, же-

лательно в виде серий переходных форм. Кроме 

того, данные по васкулатуре цветка подтверждают 

терминальное положение таких семяпочек (на-

пример, [88]). 

В некоторых группах ниже единственной тер-

минальной семяпочки расположена многогнёзд-

ная часть гинецея (синасцидиатная зона или кон-

генитально приросшие к оси цветка основания 

пликатных плодолистиков?), например, у Juglans 

[93, 94] и Basella [83]. Эта многогнёздная область в 

морфогенезе становится заметной позже, чем се-

мяпочка. Во всех этих случаях миксомерного ги-

нецея положение семяпочки указывает на частич-

ную утрату индивидуальности плодолистиков. 

В кладе, объединяющей семейства Chenopo-

diaceae и Amaranthaceae, большинство представи-

телей имеют единственную семяпочку, которая за-

кладывается терминально, но есть небольшая 

группа с многочисленными семяпочками на сво-

бодной центральной колончатой плаценте [80]. 

Выдвинута гипотеза, согласно которой наличие 

многочисленных семяпочек в данной группе есть 

эволюционно производное состояние [64, 95]; она 

хорошо согласуется с молекулярно-филогенетиче-

скими данными [96].

Представляют интерес морфологическая ин-

терпретация и происхождение гинецея Peperomia 

(Piperaceae). Это замкнутая трубчатая структура 

без лопастей по краю или с двумя слабо выражен-

ными и поздно возникающими лопастями, имею-

щая в центре одну базальную ортотропную семя-

почку [97, 98]. Филогенетические данные чётко 

указывают на происхождение этого гинецея из 

миксомерного с одной базальной семяпочкой и 

несколькими рыльцами [99]. Обычно гинецей 

Peperomia считают возникшим в результате редук-

ции числа плодолистиков до одного (мономер-

ным), но не менее правдоподобна гипотеза о его 

происхождении путём полной утраты индивиду-

альности плодолистиков, подобной тому, что мы 

наблюдаем у Primulaceae (см. обзор гипотез в ра-

боте Ш. Такер [97]). 

На примере Cyperaceae убедительно показано 

[88], что частичная утрата индивидуальности плодо-

листиков ведёт к утрате эволюционной стабильно-

сти их числа и расположения в цветке. В тримерных 

гинецеях однодольных, не имеющих прицветнич-

ков на цветоножке, за редчайшим исключением, 

один плодолистик медианно-абаксиальный, а два – 

трансверзально-адаксиальные [100]. Возникновение 

димерного гинецея логично представить себе как 

выпадение медианного плодолистика, что и имеет 

место у многих осоковых. Однако у некоторых 

осоковых оба плодолистика расположены в меди-

анной плоскости и их гомологии с плодолистиками 

исходного тримерного гинецея неясны [88]. 

Все рассмотренные выше миксомерные гине-

цеи имеют базальную или центральную колонча-

тую плацентацию. Представляет интерес вопрос 

о возможности “обобществления” семяпочек, рас-

положенных в симпликатной зоне синкарпного 

гинецея. Действительно, в гинецеях с фертильной 

симпликатной зоной иногда бывает трудно указать, 



 123

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. Т. 72. № 3

ЭВОЛЮЦИЯ ГИНЕЦЕЯ ПОКРЫТОСЕМЕННЫХ РАСТЕНИЙ

какому из соседних плодолистиков принадлежит 

каждая конкретная (или единственная) располо-

женная на париетальной плаценте семяпочка. 

Трудности возникают при наличии на плаценте мно-

гочисленных семяпочек, расположенных во много 

рядов (например, у Papaveraceae [101]), а также 

при расположении на париетальной плаценте рас-

положенных в один ряд ортотропных либо изог-

нутых в вертикальной плоскости семяпочек. Один 

из наиболее показательных примеров, ставящих 

под сомнение использование концепции плодо-

листика, – гинецей Scaphocalyx (Achariaceae, Mal-

pighiales). Этот гинецей имеет трубчатую завязь и 

5–7 рылец. На стенке завязи расположены орто-

тропные семяпочки – по одной на радиусе каждого 

рыльца (это нижний круг семяпочек) и по одной 

на радиусах между рыльцами (верхний круг семя-

почек) [102]. Таким образом, степень индивиду-

альности плодолистиков в симпликатной зоне ги-

нецея, вероятно, неодинакова в разных группах 

покрытосеменных и этот вопрос перспективен для 

дальнейших исследований. 

Заключение

Традиционно основной акцент в дискуссии 

о псевдомономерных гинецеях делался на их от-

граничение от мономерных. Мы считаем, что по-

мимо мономерного и псевдомономерного следует 

выделять ещё и миксомерный гинецей. Мономер-

ный гинецей состоит из единственного плодолис-

тика. Псевдомономерный гинецей – это частный 

случай гинецея с диморфизмом плодолистиков, 

где один плодолистик фертильный, а другой (или 

другие) – стерильный. Миксомерный гинецей ха-

рактеризуется частичной или почти полной утра-

той индивидуальности плодолистиков и невоз-

можностью отнесения семяпочки или семяпочек 

к конкретным плодолистикам. Псевдомономерный 

гинецей – моносимметричная структура. Морфо-

генез псевдомономерного гинецея, если он стаби-

лен у конкретного вида, должен иметь специаль-

ный механизм регуляции, который может иметь 

общую основу с регуляцией морфогенеза цветков 

с моносимметричным околоцветником. Механизмы 

регуляции моносимметрии цветка в основном изуча-

ли на примере околоцветника и андроцея, и анализ 

генетических механизмов развития псевдомоно-

мерного гинецея является перспективной задачей. 

В рассматриваемой области остается много 

нерешённых вопросов, прежде всего – относи-

тельно определения типа гинецея у представителей 

конкретных таксонов. Наличие псевдомономерии 

можно признать не у всех таксонов, для которых 

она ранее указывалась. Необходимо уточнить воз-

можность использования критерия переходных 

форм для установления псевдомономерной при-

роды гинецея. Не любую промежуточную форму 

можно рассматривать как потенциально переход-

ную. Одно дело, если она представляет собой фик-

сированное в пределах таксона состояние. Гораздо 

менее очевидно привлечение данных тератологии. 

Представим себе два родственных вида, у одного 

из которых в цветке в норме один плодолистик, а 

у другого – два. Неограниченно увеличивая объём 

выборки изученных цветков, мы должны полу-

чить всё более полный ряд переходных типов 

строения, связывающих 1- и 2-плодолистиковый 

варианты. Это совершенно не означает, что дан-

ный ряд будет отражать сценарий эволюционной 

трансформации признака. 

Заслуживают дальнейшего изучения гинецеи, 

которые одновременно проявляют свойства псев-

домономерных и миксомерных. Считается, на-

пример, что в гинецее Viburnum гнезда двух из трёх 

плодолистиков сильно редуцированы, а плацента, 

общая для этих двух плодолистиков, содержит се-

мяпочку, свисающую в крупное гнездо третьего, 

стерильного, плодолистика [103]. Принимая во 

внимание такие случаи, лучше не рассматривать 

псевдомономерию и миксомерию как два состоя-

ния одного признака. Вероятно, для целей анализа 

эволюции признаков лучше говорить о несколь-

ких отдельных признаках, в том числе “наличие 

диморфизма плодолистиков” и “связь семяпочек 

с конкретными плодолистиками”. 

Анализ разнообразия псевдомономерных ги-

нецеев выполнен при поддержке Российского 

фонда фундаментальных исследований (проект 

№ 15-04-05836), а анализ морфологической приро-

ды плодолистика – в рамках Государственного за-

дания МГУ имени М.В. Ломоносова (темы АААА-

А16-116021660045-2 и АААА-А16-116021660105-3).
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AND MIXOMERY
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The presence of a gynoecium composed by carpels is a key feature of angiosperms. The car-

pel is often viewed as homologous to megasporophyll of gymnosperms (i.e., a leaf bearing 

ovules), but it is possible that its morphological nature is more complex. Carpels of angiosperms 

can unite to form a syncarpous gynoecium. Most syncarpous gynoecia possess a compitum, 

which is a region where pollen tube transmitting tracts of individual carpels unite in a way that 

pollen tubes can grow from one carpel to another. The presence of a compitum is a precondition 

for evolution of carpel dimorphism, where some carpels do not possess functional stigma or fer-

tile ovules. Pseudomonomery is a kind of carpel dimorphism where only one carpel has a fertile 

ovule (or ovules). Pseudomonomerous gynoecium usually has a single symmetry plane and it is 

likely that regulation of its development is similar to those of monosymmetric perianth and an-
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droecium. Monomerous gynoecium consists of a single carpel. In course of evolution, syncar-

pous gynoecia can jump abruptly to monomerous gynoecia or undergo sterilization and gradual 

reduction of some carpels. There is a peculiar group of gynoecia with partial or complete loss 

of carpel individuality, so that it is impossible to assign an ovule (or ovules) to particular carpel. 

A term mixomery is proposed for this phenomenon, which is not identical to pseudomonomery.

Keywords: gynoecium, monomery, carpel, pseudomonomery, syncarpy, flower, evolution, review
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Численность, биомасса и состав фотоавтотрофных пикоэукариот (ФПЭ, размер 

клеток менее 3 мкм) оценены в Онежском заливе Белого моря в июне 2015 г. Наиболь-

шие значения численности и биомассы ФПЭ были приурочены к слою 0–5 м, в котором 

средние значения этих показателей ФПЭ по акватории залива изменялись в пределах 

0–36,8 ·104 кл/л и 0–117 мкг С/м3, соответственно. Метагеномное секвенирование обла-

сти V4 гена 18S рРНК выявило присутствие таксонов ФПЭ, относящихся к восьми клас-

сам водорослей. По числу прочтений и операционных таксономических единиц преоб-

ладали Mamiellophyceae. До видового уровня идентифицированы зелёные водоросли 

Bathycoccus prasinos, Ostreococcus tauri и Micromonas pusila, а также диатомеи Skeletonema 

marinoi и Minidiscus trioculatus.

Ключевые слова: пикопланктон, фототрофные пикоэукариоты, Micromonas, Bathycoc-

cus, Ostreococcus, метагеномный анализ

Пикофракция планктона (размер клеток менее 

2–3 мкм) состоит из фотосинтезирующих (пикофи-

топланктон) и гетеротрофных организмов. Пикофи-

топланктон (ПФП) представлен цианобактериями 

и эукариотами. Фотосинтезирующие пикоэукари-

оты (ФПЭ) являются одним из ключевых компо-

нентов планк тона, дающим существенный вклад 

в биомассу фитопланктона и первичную продукцию 

в разных районах Мирового океана [1, 2].

При всей значимости ФПЭ они являются наи-

менее изученной по таксономическому составу 

группой фитопланктона. Малый размер, отсутствие 

у многих таксонов выраженных морфологических 

признаков, разрушение нежных форм при фикса-

ции – всё это затрудняет идентификацию ФПЭ 

природного фитопланктона традиционными мето-

дами микроскопического анализа и ведёт к недо-

оценке их видового богатства. В настоящее время 

для выявления таксономического разнообразия 

ФПЭ с успехом применяются молекулярно-гене-

тические методы. Генетическое разнообразие ФПЭ 

исследовано во многих районах Мирового океана, 

включая Арктику [2–4], однако сведения о составе 

ФПЭ морей российской Арктики до настоящего 

времени отсутствовали. При наблюдаемом изме-

нении климата, в высоких широтах [5] прогнози-

руется изменение видового состава всех размер-

ных групп фитопланктона, включая ФПЭ, за счёт 

проникновения водорослей умеренных вод и ис-

чезновения арктических эндемиков [6]. В связи 

с этим исследования ФПЭ субарктического Белого 

моря, по абиотическим условиям сочетающего 

черты как арктических, так и умеренных морей [7], 

приобретают особую актуальность. К настоящему 

времени таксономический состав ФПЭ Белого моря 

определён только для подлёдного планктона Кан-

далакшского залива [8], тогда как сведения о со-

ставе ФПЭ в летний период отсутствуют. 

Цель настоящей работы состояла в оценке чис-

ленности и биомассы пикофитопланктона, а также 

в выявлении с использованием метагеномного под-

хода таксономического состава фотоавтотрофных 

пикоэукариот в Онежском заливе Белого моря 

в третьей декаде июня 2015 г.

Материалы и методы

Материалом для работы послужили пробы, 

отобранные на 20 станциях в Онежском заливе 

(рисунок) с 22 по 27 июня 2015 г. в ходе рейса на-

учно-исследовательского судна “Эколог”. Сведе-

ния о гидрофизических условиях в заливе во время 

проведения рейса, концентрации биогенных эле-

ментов и хлорофилла а, суммарной биомассе всех 

размерных групп фитопланктона в поверхностном 

слое приведены в работе Белевич и др. [9]. Для 

оценки количественных параметров ПФП пробы 

воды отбирали 5-литровыми батометрами Нискина 

с горизонтов 0, 2, 4–5 м, а на глубоководных стан-

циях – также с глубин 10 и 20 м. Подпробы воды 

объёмом 10 мл наливали в фильтрационную во-

ронку, добавляли насыщенный раствор примули-

на, выдерживали 5–7 мин, затем фиксировали 

2%-ным раствором глутаральдегида и осаждали на 

ядерные фильтры с диаметром пор 0,12 мкм, предва-
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Рисунок. Схема расположения станций отбора проб пикофитопланктона в Онежском заливе

рительно окрашенные суданом чёрным. Подсчёт 

клеток фотоавтотрофных пикоэукариот и прокариот 

проводили под люминесцентным микроскопом 

(Leica DM5000B, Швейцария), разделяя эти группы 

по “типу” свечения (оранжевый – цианобактерии, 

красный – эукариотные водоросли). Объём клеток 

рассчитывали, исходя из объёма соответствующих 

стереометрических фигур [10]. Клеточное содержа-

ние углерода определяли по объёмам клеток с ис-

пользованием аллометрических зависимостей [11]. 

Для оценки таксономического состава фото-

автотрофных пикоэукариот проба воды объемом 

10 л была отобрана на станции 3/24 с глубины 4 м, 

где флуоресценция хлорофилла достигала макси-

мального значения. Температура воды на этом го-

ризонте составила 11,2°С, солёность – 24,3‰, 

воды были слабо стратифицированы. Для удале-

ния нано- и микропланктона 5 л морской воды 

пропускали через камеру обратной фильтрации 

(диаметр пор фильтра 3 мкм), фильтрат осаждали 

на картридж Sterivex (Millipore, США) с диаметром 

пор 0,2 мкм, заполняли его лизирующим раство-

ром [8], замораживали и хранили в жидком азоте 

до дальнейшего анализа.

Для выделения ДНК использовали набор “Nu-

cleospin Plant” (Macherey-Nagel, Германия), ам-

плификацию проводили с праймерами на область 

V4 гена 18S рРНК: прямой – EuF-V4 и обратный – 

picoR2 [8], секвенирование ПЦР-продуктов осу-

ществлялось на платформе “Illumina MiSeq” (США). 

Прямые и обратные прочтения были объединены, 

отфильтрованы по качеству и проверены на нали-

чие химер при помощи программного продукта 

MOTHUR [12]. Для идентификации операционных 

таксономических единиц (ОТЕ) нуклеотидные 

последовательности анализировали пакетом про-
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грамм SILVAngs 1.2 (порог кластеризации 97%) [13], 

последовательности классифицировали при помо-

щи BLASTn (версия 2.2.30+) со стандартными 

установками.

При использовании фракционной фильтрации 

в фильтратах помимо пикоформ регистрируются 

организмы нано- и микропланктона, что обуслов-

лено разрушением нежных форм даже при самой 

мягкой фильтрации, прохождением через поры 

фильтра простейших с эластичной клеточной обо-

лочкой, а также присутствием в воде пула раство-

ренной ДНК разных размерных групп организмов 

[14]. Хотя фракционная фильтрация не дает пол-

ного отделения пикофракции от нано- и микроор-

ганизмов, при метагеномном секвенировании она 

способствует снижению риска недоучета пикоформ 

из-за малого числа копий их генов [15]. В пико-

фракции планктона также присутствует значи-

тельное число гетеротрофных простейших [14]. 

Поскольку объектом настоящего исследования яв-

лялись фотоавтотрофные пикоэукариоты, то для 

дальнейшего анализа из выявленных в фильтратах 

таксонов были отобраны только те виды фотоав-

тотрофов, размеры клеток которых не превышают 

3 мкм. Также в случаях идентификации до уровня 

рода и выше в анализ включали таксоны, в состав 

которых согласно опубликованным данным [14] 

входят виды, соответствующие по размерам пико-

фракции. 

Результаты

Количественные показатели ФПЭ. В третьей 

декаде июня 2015 г. в Онежском заливе численность 

и биомасса ФПЭ колебались в значительных пре-

делах. На трёх станциях (5/23, 2/25, 2/26) ФПЭ не 

были обнаружены; возможно, их численность была 

меньше порога чувствительности метода. Макси-

мальные значения численности ФПЭ (1,03 ·106 кл/л) 

зарегистрированы на глубине 2 м (станция 3/24), 

биомассы (440 мкг С/м3) – на глубине 10 м (стан-

ция 3/25). Наибольшие значения биомассы ФПЭ 

и суммарной биомассы ПФП на всех станциях, 

кроме 3/25 и 2/25, были приурочены к слою 0–5 м. 

Пики биомассы ФПЭ и ПФП регистрировались 

на горизонтах 0, 2 и 5 м. В большинстве случаев 

биомасса ФПЭ на глубинах 2 и 5 м была выше, чем 

в поверхностном горизонте. Средние для слоя 0–5 м 

значения численности и биомассы ФПЭ, суммар-

ной численности и биомассы ПФП приведены 

в табл. 1. На станциях 2/25 и 3/25 наибольшая био-

масса ФПЭ выявлена на глубинах 10 и 20 м, соот-

ветственно.

Численность ФПЭ была на 1–2 порядка мень-

ше, чем пикоцианобактерий. Благодаря бóльшим 

клеточным размерам ФПЭ по сравнению с циано-

бактериями их вклад в суммарную биомассу ПФП 

был существенно выше вклада в суммарную чис-

ленность, и на ряде станций ФПЭ доминировали 

по биомассе (табл. 1). 

Таксономический состав организмов, выявлен-
ных в фильтрате (фильтр с диаметром пор 3 мкм). 
Число качественных последовательностей соста-

вило 45675, всего выявлено 2139 ОТЕ. К простей-

шим относились 1614 ОТЕ, соответствовавшим 

таксонам из филогенетических групп Chloroplastida, 

Stramenopila, Alveolata, Rhizaria, Cryptophyta, Hap-

tophyta, Opisthokonta, Centrohelida, Telonema, Dis-

coba и Incertae Sedis. 

Таксономический состав ФПЭ. Число прочте-

ний ФПЭ (ПР
ФПЭ

)
 
и ОТЕ ФПЭ (ОТЕ

ФПЭ
) соста-

вило 23083 и 484, соответственно. Выявленные ОТЕ 

соответствовали таксонам, относящимся к трём 

филогенетическим группам, включающим 8 клас-

сов водорослей (табл. 2). 

По числу прочтений и ОТЕ преобладали Chlo-

roplastida, представленные тремя классами Chlo-

rophyta. Выявлены представители родов Micromonas 

(19% ОТЕ
ФПЭ

), Ostreococcus (17% ОТЕ
ФПЭ

), Bathy-
coccus (22% ОТЕ

ФПЭ
) и Pyramimonas (2% ОТЕ

ФПЭ
). 

Кроме того, часть последовательностей была 

идентифицирована на уровне классов Mamiello-

phyceae и Nephrophyceae. 

Представители четырёх классов, относящихся 

к группе Stramenopila, совокупно составили 3% 

ОТЕ
ФПЭ

 и 15% ПР
ФПЭ

. Выявленные ОТЕ Chryso-

phyceae были определены до уровня класса или 

порядка Chromulinales, класс Bolidophyceae пред-

ставлен родом Bolidomonas, класс Mediophyceae – 

родами Chaetoceros, Skeletonema, Thalassiosira, Mini-
discus, класс Pelagophyceae – родом Pelagococcus. 

Haptophyta были идентифицированы на раз-

ных таксономических уровнях. Выявлены ОТЕ на 

уровне класса Prymnesiophyceae, а также ОТЕ двух 

родов – Phaeocystis и Chrysochromulina. Относитель-

ный вклад представителей каждого рода не превы-

шал 1% от общего числа ОТЕ
ФПЭ

. 

ФПЭ, идентифицированные до вида. До видо-

вого уровня идентифицированы зелёные водоросли 

Bathycoccus prasinos (33,5% ПР
ФПЭ

), Ostreococcus tauri 
(30,8% ПР

ФПЭ
) и Micromonas pusila (17,5% ПР

ФПЭ
), 

а также диатомеи Skeletonema marinoi (0,1% ПР
ФПЭ

) 

и Minidiscus trioculatus (0,01% ПР
ФПЭ

).

Вид M. pusila был представлен 92 ОТЕ. Мор-

фотип M. pusila включает шесть филотипов [16], 

четыре из которых присутствовали в водах Онеж-

ского залива: филотип С (более трети общего числа 

выявленных ОТЕ Micromonas), D, Е1 и Е2. Более 

половины от общего числа ОТЕ Micromonas соста-

вили ОТЕ, которые отличались по последователь-

ности области V4 от ранее описанных филотипов 

и формировали отдельную кладу на филогенети-

ческом дереве, построенном по консенсусным по-

следовательностям ОТЕ Mamiellophyceae.

Обсуждение

В третьей декаде июня 2015 г. в Онежском за-

ливе численность и биомасса ФПЭ были отно-

сительно невысокими. Численность ФПЭ была 
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Таблица 1

Средние для слоя 0–5 м значения численности и биомассы фотоавтотрофных пикоэукариот (ФПЭ), суммарной численности 
и биомассы пикофитопланктона (ПФП) и вклада ФПЭ в суммарную биомассу пикофитопланктона (ФПЭ, %)

Станции
Численность Биомасса

ФПЭ, 104 кл/л ПФП, 105 кл/л ФПЭ, мкг С/м3 ПФП, мкг С/м3 ФПЭ,%

1/22 1,21 1,27 52,57 81,3 64,7

1/23 0,60 7,07 1,92 177,2 1,1

2/23 7,86 7,01 66,55 222,2 30,0

3/23 0,91 6,98 49,79 222,0 22,4

4/23 0,60 2,78 33,19 101,2 32,8

5/23 0 3,26 0 81,6 0

1/24 0,60 0,85 11,58 31,2 37,1

2/24 1,21 2,36 23,16 79,1 29,3

3/24 36,87 7,31 117,21 207,9 56,4

4/24 0,60 17,77 11,58 454,3 2,5

5/24 2,42 34,99 79,88 948,7 8,4

1/25 0,60 1,99 11,58 59,9 19,3

2/25 0 0,60 0 15,1 0

3/25 0,60 0,54 1,92 14,0 13,7

1/26 4,83 1,15 89,96 106,6 84,4

2/26 0 1,15 0 28,7 0

3/26 1,81 0,97 15,42 35,1 44,0

4/26 1,21 2,05 13,50 61,9 21,8

5/26 1,21 9,67 3,84 242,6 1,6

1/27 1,81 5,32 46,69 175,1 26,7

Среднее 3,25 5,76 31,52 167,3 24,8

Стандартное 

отклонение
8,13 8,08 34,55 212,9 -

меньше значений, выявленных в умеренных водах 

северной Атлантики осенью [2] и поверхностных 

водах северо-западной части Тихого океана в июне 

[17]. Значения биомассы ФПЭ и суммарной био-

массы ПФП в слое 0–5 м были достоверно (крите-

рий Манна-Уитни, р<0,05 и p<0,01, соответствен-

но) ниже средних (в столбе воды) значений этих 

показателей в июне 2012 г. [18]. 

По акватории залива значения численности и 

биомассы ФПЭ варьировали в широких пределах. 

Учитывая, что содержание биогенных элементов 

превышало пороги лимитирования развития планк-

тонных водорослей [9], к факторам, определявшим 

пространственную изменчивость количественных 

характеристик ФПЭ, следует, по-видимому, отне-

сти структуру и динамику вод, а также различия 

в экологических нишах отдельных представителей 

ФПЭ. У Соловецких островов и в центральной части 

залива располагались слабо стратифицированные 

воды с низкой температурой и повышенной солё-

ностью поверхностного слоя. Слабая стратификация 

Таблица 2

Относительное число (%) операционных таксономических 
единиц (ОТЕ) и прочтений таксономических групп в составе 

фотоавтотрофных пикоэукариот

Филогенети-

ческая группа
Класс ОТЕ Прочтения

Chloroplastida

Mamiellophyceae 64,9 84,6

Nephrophyceae 0,2 0,02

Pyramimonadophyceae 1,7 0,6

Stramenopila

Bolidophyceae 8,7 4,7

Chrysophyceae 20,2 9,2

Mediophyceae 2,7 0,3

Pelagophyceae 0,2 0,02

Haptophyta Prymnesiophyceae 1,4 0,5
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в этих районах обусловлена интенсивным прилив-

ным перемешиванием. В вершине залива отмечалась 

выраженная стратификация вследствие речного 

стока [9]. Зависимость количественных характе-

ристик ФПЭ от структуры и динамики вод отме-

чена для разных районов Мирового океана [2].

Как и во многих районах умеренных и аркти-

ческих вод [3, 4, 19], в Онежском заливе среди 

ФПЭ преобладали Chlorophyta. Наибольшее число 

прочтений принадлежало видам Bathycoccus prasi-

nos и Ostreococcus tauri, что согласуется с фактом 

приуроченности наибольшего обилия этих космо-

политных видов к прибрежным водам [14, 20]. 

Филогенетические клады морфотипа Micromo-

nas pusila, как полагают, соответствуют отдельным 

видам [16]. Micromonas клады Е2 ранее был выяв-

лен только в арктических водах и рассматривался 

как арктический эндемик [6]. Недавно последова-

тельности, практически идентичные таковым 

Micromonas Е2, выявлены в антарктических водах; 

была выдвинута гипотеза о связи арктической и 

антарктической популяций Micromonas Е2 посред-

ством глубоководных океанических течений [21]. 

Регистрация Micromonas Е2 в летнем планктоне 

субарктического Белого моря свидетельствует о бо-

лее широком ареале этого филотипа, чем считалось 

ранее [6]. По числу прочтений среди Micromonas 

преобладали ранее не описанный (“новый”) фи-

лотип и филотип С, являющийся космополитом. 

Последовательности V4 вариабельной области “но-

вого” филотипа были на 99% схожи с последова-

тельностью некультивируемых Prasinophyceae клона 

DH114 3A06 (FJ032694), выявленной в планктоне 

Южной Атлантики. Преобладание филотипов 

Micromonas с широкими ареалами распростране-

ния отличает состав ФПЭ субарктического Белого 

моря от состава ФПЭ арктических морей, где до-

минирует филотип Е2 [6]. 

Выявленное в водах Онежского залива относи-

тельно высокое число ОТЕ и последовательностей 

Chrysophyceae согласуется с регистрацией высокого 

разнообразия этого класса в пикопланктоне раз-

ных районов Мирового океана [2, 4, 17]. При этом, 

как и в случае беломорских ФПЭ, большинство 

ОТЕ не кластеризовалось с ОТЕ известных куль-

тивируемых видов. Этот класс является характер-

ным для пресных вод, а число описанных морских 

видов Chrysophyceae невелико.

Из Bolidophyceae в Онежском заливе выявлены 

ОТЕ, соответствующие роду Bolidomonas. Согласно 

последним филогенетическим исследованиям [22], 

ранее описанные виды B. pacifica и B. mediterranea 

рассматриваются как базионимы видов рода Tripar-

ma (T. pacifica (Guillou et Chrétiennot-Dinet) Ichi-

nomiya et Lopes dos Santos и T. mediterranea (Guillou et 

Chrétiennot-Dinet) Ichinomiya et Lopes dos Santos). 

Диатомея Minidiscus trioculatus является широко 

распространенным видом и в ряде случаев дости-

гает значительной численности [14]. Учитывая не-

значительное число выявленных прочтений M. trio-

culatus, а также тот факт, что ранее в планктоне 

Белого моря эта водоросль не была идентифици-

рована, её следует отнести к редким видам бело-

морского планктона. Число прочтений диатомеи 

Skeletonema marinoi также было невысоким. Однако 

это обусловлено тем, что размер колоний Skeleto-

nema превышает 3 мкм и в пикофракцию попадают 

только отдельные клетки. В фитопланктоне на мно-

гих станциях залива доминировала Skeletonema, 

ранее идентифицированная как S. costatum s. l. [9]. 

Настоящее исследование позволило уточнить преды-

дущее определение и идентифицировать вид как 

S. marinoi. Это первая регистрация S. marinoi в планк-

тоне Белого моря.

Выявленная незначительная доля Phaeocystis 

в ФПЭ аналогична ситуациям, отмеченным в Бе-

ринговом проливе и морях Чукотском, Бофорта [23]. 

Однако в атлантическом секторе Арктики [4] об-

наружено значительное количество Phaeocystaceae.

Структура ФПЭ летнего планктона Онежского 

залива существенно отличалась от таковой весен-

него подледного планктона Кандалакшского за-

лива Белого моря [8]. Летом доля Chlorophyta была 

выше в 1,5 раза, а вклад Stramenopila был в 3 раза 

ниже, чем весной. Выявленные различия могут 

быть обусловлены тем, что исследования проведены 

в разных заливах. Однако аналогичное увеличение 

доли Chlorophyta в летний период показано для се-

зонной динамики планктона арктического фьорда 

в западной части Шпицбергена [24]. Это даёт осно-

вание полагать, что и для Белого моря характерно 

возрастание доли зелёных водорослей среди ФПЭ 

летом. 

Полученные данные по таксономическому со-

ставу ФПЭ актуальны в свете наблюдаемых изме-

нений морских экосистем Арктики под влиянием 

глобальных климатических изменений [5]. Преоб-

ладание в летний период таксонов с широкими 

ареалами распространения, незначительная доля 

арктического Micromonas Е2 среди ФПЭ Белого 

моря, сочетающего черты водоема умеренной 

зоны и арктических шельфовых морей, подтверж-

дает высказанное ранее предположение о возмож-

ном изменении состава ФПЭ арктических вод за 

счет проникновения и преимущественного развития 

водорослей умеренных вод и исчезновения аркти-

ческих эндемиков [6]. Доминирование в фотоав-

тотрофном пикопланктоне субарктического Белого 

моря цианобактерий свидетельствует о возможной 

экспансии последних в арктические воды. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Российского научного фонда (проект № 14-17-00800 – 

экспедиционные работы, проект № 14-50-00029 – 

молекулярно-генетический анализ) и Российско-

го фонда фундаментальных исследований (проект 

№ 16-05-00502 – количественная обработка проб).
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PHOTOTROPHIC PICOEUKARYOTES OF THE ONEGA BAY, THE WHITE SEA: 
ABUNDANCE AND SPEСIES COMPOSITION

T.A. Belevich1,*, L.V. Ilyash1, I.A. Milyutina2, M.D. Logacheva2, A.V. Troitsky2
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The abundance, biomass and species composition of phototrophic picoeukaryotes (PPE, 

cells size less than 3 μm) were studied in Onega Bay of the White Sea in June 2015. The highest 

PPE abundance and biomass were registered in the 0–5 m water layer. In the bay the average 

(in the 0–5 m water layer) abundance and biomass varied from 0 to 36,8 ·104 cell/l and from 0 to 

117 μg С/m3, respectively. The Illumina sequencing of V4 region of 18S rRNA gene revealed 

eight classes of PPE. Mamiellophyceae dominated both in number of reads and operational tax-

onomic units. The green algae Bathycoccus prasinos, Ostreococcus tauri and Micromonas pusila, as 

well as diatoms Skeletonema marinoi and Minidiscus trioculatus were identified to species level.

Keywords: picoplankton, phototrophic picoeukaryotes, Micromonas, Bathycoccus, Ostreococcus, 

Illumina sequencing
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СОВМЕСТНОЕ ДЕЙСТВИЕ ТЯЖЁЛЫХ МЕТАЛЛОВ И ШУНГИТА 
НА ИНДИКАТОРНЫЕ ПЛАНКТОННЫЕ ОРГАНИЗМЫ
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Исследовано совместное действие солей тяжёлых металлов и шунгита на тест-орга-

низмы фито- и зоопланктона. Показано, что токсическое действие как сульфата кадмия, 

так и бихромата калия на рост культуры микроводорослей Scenedesmus guadricauda инак-

тивируется в присутствии шунгита (100 г/л). Добавление шунгита в среду культивирова-

ния (без токсикантов) увеличивало эффективность фотосинтеза, численность клеток и 

долю живых клеток. Одновременно происходило увеличение продолжительности жизни 

популяции клеток. Кроме того, в острых опытах на ракообразных длительностью до 96 ч 

определяли токсичность бихромата калия, сульфата меди и сульфата кадмия в присут-

ствии 0,01 г/л шунгита и без него. Изучение действия шунгита на ракообразных показало, 

что он в минимальной из пяти исследованных концентраций (0,01 г/л) защищает как це-

риодафний, так дафний от действия токсикантов. При высоких концентрациях шунгита 

дафнии погибали. Показано, что острая токсичность солей тяжёлых металлов для двух 

видов рачков снижается в ряду Cu–Cd–Cr. Анализ полученных данных показывает, что 

концентрации шунгита, необходимые для инактивации тяжёлых металлов, в тысячи раз 

выше для водорослей, чем для ракообразных. В связи с этим для использования шунгита 

как протектора от токсического действия различных веществ необходим предваритель-

ный лабораторный анализ на выживаемость разных видов гидробионтов на конкретной 

водной среде. 

Ключевые слова: шунгит, Scenedesmus quadricauda, Daphnia magna, Ceriodaphnia affinis, 

тяжёлые металлы, эффективность фотосинтеза, выживаемость

Известно, что токсиканты как антропогенного, 

так и природного происхождения снижают эффек-

тивность фотосинтеза, темп деления клеток, усили-

вают окислительные процессы в организме и влияют 

на другие жизненно важные процессы у гидроби-

онтов. В связи с этим возникает необходимость 

поиска новых универсальных и экономически эф-

фективных способов инактивации этих соединений. 

Как было показано ранее [1], повреждающее дей-

ствие синглетного кислорода, образующегося в при-

сутствии фотосенсибилизаторов, можно ослабить 

с помощью шунгита. Защита от токсического дей-

ствия бихромата калия шунгитом была нами пока-

зана ранее [2]. 

Природный композит шунгит в основном со-

стоит из аморфного глобулярного углерода. В шун-

гите Зажогинской породы (Карелия) обнаружены 

кремний, алюминий, железо, магний, калий, сера, 

кальций, фосфор, фуллерен и др. [3]. Фуллерен был 

обнаружен в шунгитах Карелии в 1992 г. [4]. Пока-

зано, что фуллерены могут встраиваться в биологи-

ческие мембраны, влиять на их структуру, изменять 

каталитическую активность мембранных фермен-

тов. При этом характер токсического действия фул-

лерена зависит от многих факторов [5, 6]. Фуллерен 

в сверхмалых концентрациях оказывает токсиче-

ское действие на жизнеспособность клеток китай-

ского хомячка, что, возможно, связано с особыми 

свойствами воды, окружающей молекулу фуллере-

на, является своеобразным донором и акцептором 

электронов, регулирующих окислительно-восста-

новительные процессы, протекающие в водных 

системах [7]. Стабилизирующее влияние фуллерена 

С
60

 при термической обработке
 
оксидазных фер-

ментов в концентрациях 10–9–10–23 М было пока-

зано ранее [8]. Авторы это связывают с образованием 

вокруг фуллеренов водных оболочек, оптимизиру-

ющих устойчивость ферментов в экстремальных 

условиях. 

Научные исследования последних лет указы-

вают на то, что токсичность, нейтральность или 

положительное действие водорастворимых фулле-

ренов на клеточном, ферментативном и организ-

менном уровнях определяются способами получе-

ния, чистотой этих соединений, концентрацией, а 

также особыми свойствами водных сферических 

оболочек фуллеренов, являющихся одновременно 

донорами и акцепторами электронов. 
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Водорастворимые фуллерены привлекают вни-

мание исследователей разных специальностей (био-

логов, медиков, физиков, химиков) благодаря своей 

противовирусной активности, антирадикальным 

свойствам, способности генерировать активные 

формы кислорода и др. 

В настоящее время как применение, так и ис-

следование фуллеренов сдерживаются их высокой 

стоимостью, которая связана с низкой экономи-

ческой эффективностью технологий получения и 

самих фуллеренов, и их производных. 

Все вышесказанное о свойствах фуллеренов 

имело определяющее значение при выборе более 

доступных протекторов для наших исследований. 

В связи с этим нами был выбран шунгит (содержащий 

в своей структуре фуллерен) для возможной защиты 

гидробионтов от воздействия тяжёлых металлов. 

Способность шунгита очищать воду известна 

давно. Первые фильтры для очистки воды на ос-

нове шунгита были созданы в 1995 г. Известно, что 

вода, пропущенная через шунгит, обладает благо-

приятным действием на многие организмы. Однако 

влияние шунгита на различные биологические 

объекты практически не исследовано, хотя прода-

жа и реклама этого соединения продолжают уве-

личиваться. 

Тяжёлые металлы представляют серьезную 

угрозу для биоты вследствие их острой токсично-

сти и постепенного накопления в окружающей 

среде. Основными источниками тяжёлых металлов 

и их соединений являются выбросы с перерабаты-

вающих предприятий. Значительные количества 

тяжёлых металлов поступают в водную среду с про-

мышленными стоками. В связи с этим возникает 

необходимость поиска новых экономически доступ-

ных методов и подходов к снижению уровня уже 

имеющегося загрязнения водной среды. 

В настоящей работе рассмотрен один из важ-

ных вопросов, имеющий научно-практическое 

значение, – возможность использования шунгита 

для уменьшения токсического действия некоторых 

солей тяжёлых металлов – бихромата калия, суль-

фата кадмия и сульфата меди. Эти вещества являются 

сильнодействующими ядами. По степени воздей-

ствия на организм человека их относят к вредным 

веществам 1-го класса опасности (как чрезвычайно 

опасные вещества) в соответствии с ГОСТ 12.1.007-76. 

Кроме того, бихромат калия и сульфат кадмия ис-

пользуются в качестве эталонных токсикантов как 

в России, так и за рубежом для изучения чувстви-

тельности различных тест-объектов при проведе-

нии биотестирования. Культуры зелёной хлорокок-

ковой микроводоросли Scenedesmus quadricauda 

(Turp.) Bréb. и ракообразных Daphnia magna Straus 

и Ceriodaphnia affinis Lilljeborg рекомендованы ря-

дом документов для биотестирования и нормирова-

ния в качестве тест-объектов для оценки качества 

водной среды.

Целью данной работы было исследование за-

щитных свойств шунгита в условиях токсического 

действия солей тяжёлых металлов на микроводо-

росль S. quadricauda и ракообразных D. magna и 

C. affinis.

Материалы и методы

Альгологически чистую культуру Scenedesmus 

quadricauda (Turp.) Bréb. (=Desmodesmus communis 

(E. Hegew.) E. Hegew.) выращивали в конических 

колбах ёмкостью 250 мл на среде Успенского № 1 

(100 мл) при температуре 25°С и круглосуточном 

освещении 15 мкмоль квантов/м2·с. В экспери-

ментах использовали шунгит Зажогинского место-

рождения от компании “Арго” (Россия), бихромат 

калия (K
2
Cr

2
O

7
) и сульфат кадмия (CdSO

4
). Шун-

гит из расчета 100 г/л, бихромат калия в концен-

трации 3 мг/л и сульфат кадмия в концентрации 

1,5 мг/л добавляли в среду однократно на третьи 

сутки после посева культуры. Шунгит предвари-

тельно обрабатывали согласно инструкции изго-

товителя с учётом специфики выращивания водо-

рослей. Для этого гранулы шунгита промывали 

холодной водой, затем высыпали в 3-литровую стек-

лянную банку и настаивали в воде в течение 2 сут, 

после чего снова промывали дистиллированной 

водой для удаления посторонних примесей и авто-

клавировали (одна атмосфера, 30 мин). После об-

работки шунгит добавляли в культуральную среду. 

Определение живых и мёртвых клеток в куль-

туре осуществляли с помощью люминесцентного 

микроскопа Axioscop 2 FS Plus (Carl Zeiss, Герма-

ния) в проходящем свете. При облучении объекта 

короткими сине-фиолетовыми лучами получали 

длинноволновое видимое свечение объекта: жи-

вые клетки имели ярко-красное свечение, а мёрт-

вые – зелёное. Кривые индукции флуоресценции 

были построены на основе данных, полученных на 

приборе “МЕГА-25” (Россия). Эффективность фото-

синтеза рассчитывали по формуле: ψ = (Fm – Fo)/Fm 

[9], где Fo – интенсивность флуоресценции при 

открытых реакционных центрах, а Fm – макси-

мальная интенсивность флуоресценции при за-

крытых реакционных центрах. Контролем служили 

водоросли, выращиваемые в чистой среде без до-

бавления шунгита и сульфата кадмия. Экспери-

менты проводили в трёх повторностях длительно-

стью 20–30 сут.

Для проведения исследований на ракообраз-

ных использовали синхронизированные лабора-

торные культуры Daphnia magna Straus и Ceriodaphnia 

affinis Lilljeborg. Исследования проводили согласно 

рекомендациям стандартных методических указа-

ний [10]. 
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Ракообразных содержали в климатостате при 

температуре 22–23°С с 12-часовым циклом осве-

щения. Кормление культуры и опытных выборок 

производили зелёными водорослями Chlorella vulgaris 

Beijer, внося по 1,5 мл концентрированной культуры 

(плотность культуры не менее (3,0–3,5) ·107 кле-

ток/см3) на 1 л среды. Для проведения экспери-

ментов и поддержания культуры использовали 

подготовленную водопроводную (биологизирован-

ную) воду. В этих опытах, как и в экспериментах 

на водорослях, использовали шунгит Зажогинского 

месторождения, бихромат калия (K
2
Cr

2
O

7
), суль-

фат кадмия (CdSO
4
) и сульфат меди (CuSO

4
).

Лабораторную воду насыщали шунгитом, до-

бавляя 0,1 г препарата на 1 л воды. Раствор наста-

ивали не менее 2 сут, затем разбавляли в 10 раз для 

достижения условной концентрации 0,01 г/л. Па-

раллельно проводили все серии экспериментов 

для каждого тест-объекта и каждого металла. На-

вески солей тяжёлых металлов растворяли либо в 

чистой лабораторной воде, либо в воде, насыщен-

ной шунгитом (0,01 г/л). 

В четыре стакана (повторности) объёмом 100 мл 

наливали по 50 мл соответствующих растворов и 

помещали по 5 цериодафний в возрасте не более 

24 ч. При работе с дафниями в ёмкости наливали 

по 100 мл растворов и помещали по 10 рачков (три 

повторности). Эксперименты по совместному влия-

нию шунгита и солей тяжёлых металлов проводили 

с условной концентрацией шунгита 0,01 г/л и се-

рией концентраций бихромата калия, сульфата меди 

и сульфата кадмия от 0,00025 до 0,0020 г/л. Про-

должительность опытов составляла 24–96 ч. Начи-

ная со вторых суток опыта, рачков кормили C. vul-

garis согласно описанной ранее методике [10]. 

Статистическую обработку результатов прово-

дили в программе Microsoft Office Excel 2010. Оценку 

статистической значимости различий контрольной 

и опытных выборок в экспериментах на водорос-

лях проводили с использованием теста Стьюдента, 

считали различия достоверными при p<0,05. Для 

вычисления полулетальных концентраций (ЛК
50

) 

металлов для ракообразных в острых опытах ис-

пользовали пробит-анализ [10].

Результаты и обсуждение

Исследование жизнеспособности клеток S. quad-

ricauda, оцененной с помощью метода люминес-

центной микроскопии, показало, что при концент-

рации 3 мг/л бихромата калия количество живых 

клеток в культуре со временем постепенно умень-

шалось, а доля мёртвых – соответственно увели-

чивалась (рис. 1, А). В присутствии 100 мг/л шун-

гита доля живых клеток в культуре была на уровне 

контроля. При комбинированном действии бих-

ромата калия и шунгита доля живых клеток состав-

ляла 98–99% на протяжении всего эксперимента и 

к концу эксперимента была даже выше уровня 

контроля (рис. 1, А). Полученные результаты сви-

детельствуют о снижении токсического действия 

бихромата калия на культуру S. quadricauda при 

добавлении шунгита.

На рис. 1, Б представлены данные изменения 

эффективности фотосинтеза ψ (в %). Эти данные 

хорошо согласуются с результатами по оценке 

доли живых клеток в культуре. Во всех случаях, 

как при добавлении шунгита, так и при одновре-

менном присутствии в среде шунгита и бихромата 

калия, клетки водорослей растут лучше. В то же 

время эффективность фотосинтеза и доля живых 

клеток становятся выше, чем в среде с бихроматом 

калия без шунгита. Эффективность фотосинтеза 

была наиболее низкой в пробах с бихроматом калия. 

Относительно близкие значения эффективности 

фотосинтеза через 11 сут (начало стационарной фазы 

роста) водорослей во всех остальных пробах можно 

объяснить тем, что происходила адаптация куль-

туры к условиям среды.

На рис. 2, А приведены результаты исследова-

ния жизнеспособности клеток S. quadricauda при 

добавлении сульфата кадмия и шунгита. В присут-

ствии 1,5 мг/л сульфата кадмия количество живых 

клеток в культуре со временем постепенно умень-

шалось и к 15 сут составляла около 4%, а доля 

мёртвых – соответственно со временем увеличива-

лась. После добавления шунгита доля живых кле-

ток в культуре была на уровне контроля или выше. 

При комбинированном действии сульфата кадмия 

и шунгита доля живых клеток составляла 98–99% 

на протяжении всего эксперимента и была близка 

к контрольным показателям. Полученные результаты 

также свидетельствуют о снижении токсического 

действия сульфата кадмия на культуру S. quadri-

cauda в присутствии шунгита.

Как и в опыте с бихроматом калия (рис. 1), 

так и в случае с сульфатом кадмия (рис. 2) с добав-

лением шунгита, данные по величине эффектив-

ности фотосинтеза S. quadricauda согласуются с дан-

ными по оценке доли живых клеток в культуре. При 

добавлении в среду шунгита и при одновременном 

присутствии в среде шунгита и сульфата кадмия 

культура водоросли растёт лучше. В тоже время 

эффективность фотосинтеза и доля живых клеток 

становятся выше, чем в контроле и в присутствии 

в среде только сульфата кадмия. Эффективность фо-

тосинтеза была наиболее низкой в пробах с суль-

фатом кадмия. В начале стационарной фазы роста 

культуры значения эффективности фотосинтеза 

через 11 сут роста водорослей во всех пробах с би-

СОВМЕСТНОЕ ДЕЙСТВИЕ ТЯЖЁЛЫХ МЕТАЛЛОВ И ШУНГИТА НА ПЛАНКТОННЫЕ ОРГАНИЗМЫ



138

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. Т. 72. № 3

Г.А. Даллакян и др.

Рис. 1. Доля живых клеток (А) и эффективность фотосинтеза (Б) во время роста культуры S. quadricauda в присутствии 

шунгита (100 г/л) и бихромата калия (3 мг/л). Планки погрешности – доверительный интервал с уровнем доверия 95%

хроматом калия и частично с сульфатом кадмия 

можно объяснить адаптацией наиболее устойчивых 

клеток культуры в токсичной среде. Как известно, 

эффективность фотосинтеза не отражает числен-

ность клеток, а показывает состояние фотосинте-

тического аппарата адаптированных водорослей 

на разных стадиях роста культуры. Клетки с низкой 

эффективностью фотосинтеза элиминировались, 

в популяции оставались только клетки с высокой 

эффективностью фотосинтеза. 

Таким образом, бихромат калия и сульфат кад-

мия оказывают выраженное токсическое действие 

на культуру микроводоросли Scenedesmus quadri-

cauda по показателям доли живых и мёртвых клеток, 

а также эффективности фотосинтеза, характеризу-

ющей физиологическое состояние культуры. При 

комбинированном действии шунгита (100 г/л) и 

бихромата калия или сульфата кадмия шунгит инак-

тивирует их токсическое действие.
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Рис. 2. Доля живых клеток (А) и эффективность фотосинтеза (Б) во время роста культуры S. quadricauda в присутствии 

шунгита (100 г/л) и сульфата кадмия (1,5 мг/л). Планки погрешности – доверительный интервал с уровнем доверия 95%

Результаты экспериментов на Ceriodaphnia affinis 

и Daphnia magna с солями кадмия, меди и бихро-

матом калия приведены в таблице. 

По величинам расчетных полулетальных кон-

центраций (ЛК
50

) видно, что присутствие шунгита 

(0,01 г/л) оказывает протекторное действие на ра-

кообразных при воздействии солей тяжёлых метал-

лов при всех сроках экспозиции в остром экспе-

рименте (24–96 ч) на обоих тест-объектах.

Показано, что острая токсичность тяжёлых 

металлов для двух видов рачков снижается в ряду 

Cu–Cd–Cr. 

Цериодафнии проявили большую устойчивость 

к действию хрома и кадмия, чем дафнии. Устойчи-

вость рачков обоих видов к воздействию меди была 

примерно одинакова. 

Добавление шунгита в концентрации 0,01 г/л 

в растворы солей тяжёлых металлов приводило 

к повышению устойчивости рачков к токсическому 

воздействию в разной степени. Защитные свой-

ства шунгита в концентрации 0,01 г/л возрастали 

в ряду токсичности металлов Cu–Cd–Cr, т.е. чем 

токсичнее металл, тем менее выражен протектор-

ный эффект.

Шунгит только в минимальной из исследован-

ных концентраций (0,01 г/л) снижал токсичное 

действие бихромата калия как на цериодафний, так 

и на дафний. Одним из возможных механизмов 
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Таблица 

Полулетальные концентрации соединений тяжёлых металлов (мг/л) для Ceriodaphnia affinis и Daphnia magna в присутствии шунгита

Вещество Время воздействия
Ceriodaphnia affinis Daphnia magna

Без шунгита + Шунгит (0,01 г/л) Без шунгита + Шунгит (0,01 г/л)

Сульфат кадмия

24 ч 0,89 1,08 0,29 0,38

48 ч 0,61 0,59 0,13 0,29

72 ч – – 0,02 0,04

96 ч 0,14 0,21 – –

Сульфат меди

24 ч 0,20 0,34 0,29 0,36

48 ч 0,17 0,31 0,23 0,28

72 ч – – 0,18 0,24

96 ч 0,17 0,30 0,17 0,23

Бихромат калия

24 ч 2,78 4,00 0,74 1,24

48 ч 1,33 2,38 – –

72 ч 0,93 1,33 0,68 1,20

защиты ракообразных от токсического действия 

бихромата калия в присутствии шунгита (0,01 г/л) 

является переход шестивалентного хрома в менее 

токсичный трёхвалентный. Кроме того, могло иметь 

место связывание молекул или ионов бихромата 

компонентами шунгита. Ухудшение биологических 

показателей ракообразных при воздействии высо-

ких концентрации 1, 10 и 100 г/л шунгита, воз-

можно, связано с увеличением содержания ионов 

переменной валентности и фуллеренов в среде, 

приводящем к усилению образования активных 

форм кислорода в воде, что вызывает гибель даф-

нии. Токсическое действие фуллеренов на дафний 

связано с инициированием перекисного окисления 

липидов клеточных мембран [11]. Кроме этого, сни-

жение выживаемости и плодовитости ракообразных 

связано с механическим повреждением фильтраци-

онного аппарата дафний шунгитом при его при-

сутствии в высоких концентрациях (1–100 г/л) [12].

Анализ полученных данных показывает, что 

концентрации шунгита, необходимые для инакти-

вации тяжёлых металлов, в тысячи раз выше для 

водорослей, чем для ракообразных. Механизм ток-

сического или защитного действия шунгита на ор-

ганизменном уровне в настоящее время в литературе 

обсуждается с разных точек зрения. Большинство 

исследователей это связывают со свойством фул-

леренов. Наши результаты не противоречат кон-

цепциям, высказанным в других работах [8, 9, 11]. 

Исходя из вышесказанного, мы полагаем, что 

для использования шунгита как протектора от ток-

сического действия различных веществ необходим 

предварительный лабораторный анализ на выжи-

ваемость разных видов гидробионтов на конкрет-

ной водной среде. 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Даллакян Г.А. Рост популяции микроводорослей 

в условиях питательных сред, обогащенных синглетным 

кислородом // Изв. РАН. Сер. биол. 1998. № 6. С. 751–753. 

2. Даллакян Г.А., Погосян С.И., Ипатова В.И., Агее-

ва И.В. Инактивация токсического действия бихромата 

калия шунгитом в присутствии микроводорослей // 

Токсикол. вестн. 2014. № 5. С. 39–44. 

3. Каленин Ю.К. Экологический потенциал шунги-

та // Наука в России. 2008. № 6. С. 39–44.

4. Buseck P.R., Tsipursky S.J., Hettich R. Fullerenes 

from the geological environment // Science. 1992. Vol. 257. 

N 5067. P. 215–217. 

5. Andrievsky G.V., Bruskov V.I., Tykhomyrov A.A., Gud-

kov S.V. Peculiarities of the antioxidant and radioprotective 

effects of hydrated C
60

 fullerene nanostuctures in vitro and in 
vivo // Free Radic. Biol. Med. 2009. Vol. 47. N 6. P. 786–793.

6. Voznyakovskii A.P., Kudoyarov M.F. Piotrovskii L.B. 
Self-organization of fullerene molecules in thin polymeric 

films fullerenes // Fuller. Nanotub. Car. N. 2008. Vol. 16. N 5. 

P. 654–658.

7. Yablonskaya O.I., Ryndina T.S., Voeikov V.L., 
Khokhlov A.N. A paradoxical effect of hydrated C

60
-fullerene 

at an ultralow concentration on the viability and aging of 

cultured Chinese hamster cells // Moscow Univ. Biol. Sci. Bull. 

2013. Vol. 68. N 2. P. 63–68.

8. Voeikov V.L., Yablonskaya O.I. Stabilizing effects of 

hydrated fullerenes C
60

 in a wide range of concentrations on 

luciferase, alkaline phosphatase, and peroxidase in vitro // 

Electromagn. Biol. Med. 2015. Vol. 34. N 2. P. 160–166.



 141

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. Т. 72. № 3

HYDROBIOLOGY

THE COMBINED EFFECT OF HEAVY METALS AND SHUNGITE 
ON INDICATOR PLANKTON ORGANISMS

G.A. Dallakyan*, D.M. Gershkovich, V.I. Ipatova, E.F. Isakova

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

*e-mail: honaris@bk.ru

The combined effect of salts of heavy metals and schungite on the test organisms of phyto- 

and zooplankton has been studied. The toxic effect, of both cadmium sulfate and potassium di-

chromate on the culture of Scenedesmus guadricauda was inactivated in the presence of schungite 

(100 g/l). The efficiency of photosynthesis, the number of cells, the proportion of living cells and 

the lifetime of the microalgal cell population increased after adding shungite to the medium 

(without toxicants).In addition, in acute experiments with a duration up to 96 hrs, the toxicity of 

potassium dichromate, copper sulfate and cadmium sulfate on crustaceans (Daphnia magna and 

Ceriodaphnia affinis) was determined in the presence of schungite (0.01 g/l) and without schungite. 

The study of the action of schungite on crustaceans showed that it protects, both Daphnia magna 

and Ceriodaphnia affinis, from the action of toxicants at the minimum concentration (0.01 g/l) of 

the five tested concentrations. At higher concentrations of schungite, Daphnia magna died. It 

was shown that the acute toxicity of heavy metals for two species of crustaceans decreases in the 

series Cu-Cd-Cr. An analysis of the obtained data showed that the shungite concentrations nec-

essary for the inactivation of heavy metals are thousands of times higher for algae than for crusta-

ceans. Therefore, for the use of schungite as a protector against the toxic effects of various sub-

stances, a preliminary laboratory analysis of the survival of different species of hydrobionts in 

a specific aquatic environment is needed.

Keywords: schungite, Scenedesmus quadricauda, Daphnia magna, Ceriodaphnia affinis, heavy 

metals, photosynthetic efficiency, survival
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РАЗНООБРАЗИЕ МИКРОСКОПИЧЕСКИХ ГРИБОВ 
В ЛИТОРАЛЬНЫХ ПЕСКАХ БЕЛОГО МОРЯ

Е.Н. Бубнова

Беломорская биологическая станция имени Н.А. Перцова, биологический факультет, 
Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,

Россия, 184042, Карельская республика, пос. Приморский
e-mail: katya.bubnova@wsbs-msu.ru

Впервые проведено исследование микобиоты песчаных грунтов литорали холодно-

водного Белого моря. 24 образца были отобраны в июле–августе 2015 г. в Онежской губе, 

Кандалакшском заливе и на Терском берегу. Численность колониеобразующих единиц 

(КОЕ) и видовой состав грибов определяли культуральными методами. Численность 

КОЕ невелика, и составляет от 0 до 57 в 1 см3. Всего обнаружено 54 морфотипа, среди 

которых 22 были идентифицированы до вида, 7 – не точнее, чем до уровня рода, и 25 не 

были идентифицированы, т.к. не образовали спороношения. С обилием более 10% и встре-

чаемостью более 50% отмечены только два вида: Cladosorium sphaerospermum и Paradend-

ryphiella salina. Ещё 5 видов встречались более чем в одном образце: Penicillium chrysogenum, 

Cadophora fastigiata, Acremonium fuci, анаморфа Pseudogymnoascus pannorum и телеоморфа 

Pseudeurotium hygrophilum. Все остальные морфотипы, были обнаружены в незначительном 

числе в отдельных образцах. В целом в микобиоте как по разнообразию, так и по чис-

ленности преобладали темноокрашенные формы.

Ключевые слова: морские грибы, аскомицеты, литораль, прибрежная зона, Белое море, 

Субарктика, песчаные грунты

Песчаные грунты прибрежной зоны морей – 

специфические и практически неизученные место-

обитания грибов. Их уникальность связана, в пер-

вую очередь, с особенностями литоральной зоны 

как таковой. Это периодическое затопление и осу-

шение, регулярные изменения влажности, солё-

ности и температуры [1]. Литораль – это экотон, 

находящийся под одновременным воздействием фак-

торов, характерных как для моря, так и для суши [2]. 

Промытые песчаные грунты распространены, как 

правило, на абразионных и абразионно-аккумуля-

тивных формах берегового рельефа [3]. Здесь про-

цессы вымывания преобладают над процессами на-

копления материалов. Вследствие этого песчаные 

грунты относительно бедны органическими веще-

ствами; микроклимат здесь отличается от такового 

в заиленных грунтах. В Белом море наиболее рас-

пространены литоральные грунты разной степени 

заиления, а чистые, промытые пески встречаются 

относительно редко. В основном они распростра-

нены на Терском берегу, реже в других районах [4].

Что касается микобиоты песчаных грунтов 

прибрежной зоны, то о ней до сих пор сведений 

не очень много [1]. Во-первых, в морской миколо-

гии выделяют небольшую группу псаммофитных 

грибов. Это около двух десятков видов облигатных 

морских грибов, которые могут жить в простран-

стве между песчинками на литорали. Их плодовые 

тела прикрепляются к самим песчинкам [5, 6] и 

могут быть обнаружены при прямом наблюдении. 
Культуральные исследования микобиоты литораль-

ных грунтов крайне немногочисленны. В основном 
они проводились в тёплых и умеренных регионах 
с заиленными грунтами [1, 7–9]. Результаты этих 
работ указывают на то, что в грунтах литоральной 
зоны присутствуют довольно многочисленные и раз-
нообразные грибы. Согласно имеющимся сведе-
ниям о микобиоте заиленных грунтов побережья 
Белого моря, здесь также присутствуют грибы, хотя 
их численность и разнообразие несколько ниже, чем 
в более южных районах [10]. О грибах, населяющих 
песчаные литоральные грунты, сведений в литера-
туре нет. Дополнительно отметим, что известные 
данные по микобиоте грунтов сублиторальной зоны 
свидетельствуют, что численность и разнообразие 
грибов в заиленных грунтах выше, чем в песчаных, 
галечных и ракушечных [11]. Скорее всего, на ли-
торали также может быть обнаружена связь между 
гранулометрическим составом грунта и особенно-
стями композиции микобиоты.

Наша работа посвящена изучению, с исполь-
зованием культуральных методов, видового состава 
микроскопических грибов в песчаных грунтах лито-
рали различных прибрежных районов Белого моря.

Материалы и методы

Материалами для нашего исследования послу-
жили образцы песчаных грунтов, отобранные на 
средней литорали в следующих районах Белого моря: 
Онежский залив, Кандалакшский залив и Терский 
берег (рис. 1). Всего с середины июля по середину 

августа 2015 г. было отобрано 24 образца (табл. 1). 



 143

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. Т. 72. № 3

РАЗНООБРАЗИЕ МИКРОСКОПИЧЕСКИХ ГРИБОВ В ЛИТОРАЛЬНЫХ ПЕСКАХ БЕЛОГО МОРЯ

Таблица 1

Характеристика образцов песчаных грунтов литорали из различных районов Белого моря

Локация Координаты №  образцов Грунт

Онежский залив

Рабочеостровск, недалеко от пирса и впадения ручья 64°59ʹ24ʺ с.ш.

34°47ʹ29ʺ в.д.

01, 02, 03 заиленный песок

Остров Большой Соловецкий, мыс Белужий 65°04ʹ28ʺ с.ш.

35°30ʹ50ʺ в.д.

04, 05, 06, 07 песок

Остров Большой Соловецкий, посёлок Реболда 64°08ʹ42ʺ с.ш.

35°49ʹ27ʺ в.д.

08, 09 песок

Терский берег

Недалеко от трассы, между Умбой и Варзугой 66°21ʹ11ʺ с.ш.

35°50ʹ60ʺ в.д.

10 песок

Песчаная коса около деревни Кузомень, 1 км от эстуария реки 

Варзуги

66°16ʹ13ʺ с.ш.

36°54ʹ07ʺ в.д.

11 песок

У впадения реки Варзуги, справа по течению 66°16ʹ04ʺ с.ш.

36°56ʹ02ʺ в.д.

12 песок

У впадения реки Варзуги, слева по течению 66°15ʹ59ʺ с.ш.

36°56ʹ50ʺ в.д.

13 песок

Песчаная коса около деревни Кузомень, справа от эстуария реки 

Варзуги

66°15ʹ41ʺ с.ш.

36°58ʹ57ʺ в.д.

14 песок

Слева от эстуария реки Варзуги, у впадения Лодочного ручья 66°15ʹ15ʺ с.ш.

37°03ʹ86ʺ в.д.

15 песок

Кандалакшский залив

Остров Большой Крестовый 66°31ʹ12ʺ с.ш.

33°12ʹ01ʺ в.д.

16, 17, 18, 19, 20 песок

Остров Оленевский 66°31ʹ17ʺ с.ш.

33°07ʹ36ʺ в.д.

21, 22, 23, 24 песок

Рис. 1. Расположение районов отбора материала
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Во всех случаях, кроме образцов 01, 02 и 03, это был 

хорошо промытый, незаиленный песок. В образ-

цах 01, 02 и 03 было отмечено незначительное заиле-

ние. Часть образцов была отобрана недалеко от впа-

дения в море малых рек или ручьёв. Это образцы 

01, 02 и 03 в Онежском заливе; 12, 13 и 15 на Тер-

ском берегу. С образцами, взятыми на островах 

Кандалакшского залива, ситуация не такая одно-

значная. С одной стороны, непосредственно около 

них в море не впадает ручьёв и рек. С другой сто-

роны, сами острова находятся внутри и на выходе 

из малой губы, близко от устьев рек Чёрная и 

Нильма. Остальные участки, на которых проводи-

лись сборы, не подвержены непосредственному воз-

действию постоянного пресного стока. Образцы 

отбирали следующим образом: с помощью срезан-

ного шприца на 2 мл, в каждой локации отбирали 

три раза по 1 см3 грунта из поверхностного слоя 

(точки на расстоянии 50 см друг от друга), весь 

отобранный материал помещали в один конверт. 

Полученные смешанные образцы подсушивали и 

хранили до посева не более 2 мес.

Для выявления видового состава микобиоты 

использовали метод обрастания агаровых пластин 

[12]. Для этого 1/3 каждого образца равномерно 

распределяли на 10 чашек Петри с агаризованной 

средой Сусло-агар (0,03% углеводов), солёностью 

34‰ (обеспечиваемой добавлением морской соли) 

и антибиотиком Цефатоксимом (0,8 г/л). Данную 

среду использовали как наиболее обычную и при-

менимую в работах с морскими грунтами и другими 

объектами [5, 18]. Чашки с посевами инкубирова-

ли не менее 40 сут при температуре +6°С [18]. 

Если к этому времени на чашках не был заметен 

рост грибов, то держали их до 80 сут, после чего 

отсевали появившиеся колонии. Если же колоний 

не было, то считали, что грибы не выделились.

Образовавшиеся колонии идентифицировали 

после пересева в чистую культуру. Предварительно 

подсчитывали общее число колоний и число коло-

ний каждого морфотипа. При обсуждении пред-

ставленности морфотипов использовали следующие 

понятия: 1) встречаемость – как отношение числа 

образцов, в которых был обнаружен данный мор-

фотип, к общему числу образцов; 2) обилие – как 

отношение числа колоний данного морфотипа к об-

щему числу колоний в образце. Все величины выра-

жали в процентах. При подсчётах исходили из того, 

что объём посеянного материала равен 1 см3. Ис-

пользовали понятие колониеобразующих единиц 

(КОЕ), которое принимали равным числу образо-

вавшихся колоний в расчёте на 1 см3. Синонимию 

и таксономическое положение проверяли по базе 

Indexfungorum (www.indexfungorum.org).

Результаты и обсуждение

Всего из всех образцов было выделено 470 ко-

лоний мицелиальных грибов. В среднем это со-

ставляет 19–20 КОЕ на 1 см3 грунта. Из отдельных 

образцов выделялось от 0 (два образца с Белужьего 

мыса на Большом Соловецком острове) до 57 (один 

из образцов, отобранных на литорали в посёлке 

Рабочеостровск). В любом случае, это единицы–

десятки колоний на 1 см3 субстрата (табл. 2, рис. 2). 

Полученные значения относительно низкие. Они на 

один-два порядка ниже, чем, например, в заиленных 

донных грунтах Белого [13] и Японского [11] морей; 

на два-три порядка ниже, чем в илистом грунте и 

почвах литорали английского побережья Северного 

моря [7], а также в грунтах и почвах приморских 

маршей Красного моря [8, 9]. Подобные низкие 

значения КОЕ грибов ранее были обнаружены 

только в за иленных донных осадках Обской губы 

Карского моря. В удалённых от берега районах Кар-

ского моря численность КОЕ грибов ниже получен-

ных нами значений [14]. В наземных почвах приле-

гающих к Белому морю районов – на 2–4 порядка 

выше, чем в исследованных нами грунтах [13]. Та-

ким образом, мы обнаружили, что численность КОЕ 

грибов в песчаных грунтах ниже, чем в исследован-

ных ранее заиленных грунтах как литорали, так и 

сублиторали из разных географических областей, 

в том числе побережья Белого моря.

Что касается численности КОЕ грибов в от-

дельных образцах (рис. 2), то наибольшее среднее 

число колоний выделялось из грунтов, отобранных 

на литорали в посёлке Рабочеостровск. Это связано, 

очевидно, с тем, что очень близко отсюда нахо-

дится устье реки Кемь, и в самих грунтах заметно 

заиление. Возможно, также играет роль близкое 

расположение населённого пункта. Минимальное 

число грибов выделилось из образцов, отобранных 

на мысу Белужьем Большого Соловецкого острова. 

Возможно, это связано с тем, что остров находится 

на отдалении от берегов и мест впадения материко-

вых рек, а также местных, островных, ручьёв. В свою 

очередь, в грунтах островов Кандалакшского залива 

численность образовавшихся колоний несколько 

выше, чем на мысу Белужьем, хотя грунты в обоих 

Рис. 2. Численность колониеобразующих единиц (КОЕ) гри-

бов, содержащихся в 1 см3 исследованного грунта. По оси аб-

сцисс – номера образцов; по оси ординат – число колоний, 

образовавшихся при посеве 1 см3 грунта

Е.Н.  Бубнова



 145

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. Т. 72. № 3

Таблица 2

Разнообразие микобиоты исследованных грунтов 

 1 2

Zygomycota

Umbelopsis isabellina (Oudem.) W. Gams 1 1

Телеоморфы Ascomycota

Pseudogymnoascus roseus Raillo 5 2

Pseudeurotium hygrophilum (Sogonov, W. Gams, Summerb. & Schroers) Minnis & D.L. Lindner 15 3

Анаморфы Ascomycota

Acremonium fuci Summerb., Zuccaro & W. Gams 23 6

Acremonium furcatum Moreau & F. Moreau ex Gams 1 1

Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 3 2

Cadophora fastigiata Lagerb. & Melin 35 4

Cadophora malorum (Kidd & Beaumont) W. Gams 4 2

Cephalotrichum nanum (Ehrenb.) S. Hughes 1 1

Cladosporium sphaerospermum Penz. 145 14

Fusarium oxysporum Schltdl. 3 2

Isaria farinosa (Holmsk.) Fr. 2 1

Paradendryphiella salina (G.K. Sutherl.) Woudenb. & Crous 83 13

Penicillium aurantiogriseum Dierckx 19 2

Penicillium chrysogenum Thom 38 6

Penicillium glabrum (Wehmer) Westling 2 1

Phialopora cinerescens (Wollenw.) J.F.H. Beyma 3 1

Phoma eupyrena Sacc. 2 1

Pseudogymnoascus pannorum (Link) Minnis & D.L. Lindner 16 3

Sarocladium strictum (W. Gams) Summerb. 3 1

Trichoderma harzianum Rifai 1 1

Trichurus spiralis Hasselbr 1 1

Неидентифицированные изоляты

Cadophora sp. 1 1 1

Penicillium sp. 5 1

Phoma sp. 1 1 1

Ulocladium sp. 1 3 1

Anamorphic gen. sp. 1 2 1

Anamorphic gen. sp. 2 1 1

Ascomycetous gen. sp. 1 1

стерильные изоляты 50 12

ВСЕГО КОЛОНИЙ 470

Примечание: 1 – общее число изолятов данного морфотипа, выделенных из всех образцов; 2 – число образцов, из которых 

был выделен данный морфотип.

РАЗНООБРАЗИЕ МИКРОСКОПИЧЕСКИХ ГРИБОВ В ЛИТОРАЛЬНЫХ ПЕСКАХ БЕЛОГО МОРЯ
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случаях представлены промытыми песками. Воз-

можно, это связано с расположением островов и 

их близостью к эстуариям двух рек. Для грунтов, 

отобранных на Терском берегу, средние значения 

КОЕ не очень низкие, но здесь можно заметить 

разницу между образцами, отобранными недалеко 

от устьев рек (где численность выше) и на открытых 

участках (где она немного ниже). Таким образом, 

можно проследить некоторую тенденцию к увели-

чению численности колоний мицелиальных грибов 

вблизи впадения рек и ручьев, а также при заилении.

Все выделенные колонии мы отнесли к 54 мор-

фотипам. Общее число морфотипов относительно 

велико, но 25 из них не образовывали в культуре 

спороношения (т.е. были стерильными), и, следова-

тельно, не могли быть идентифицированы. Ещё 7 не 

могли быть идентифицированы точнее, чем до уровня 

рода, так как имели признаки, не подходящие под 

описания известных видов. 25 стерильных морфоти-

пов мы выделили на основе следующих морфолого-

культуральных признаков: размер и цвет колонии; 

наличие и цвет пигмента в среде и в мицелии; на-

личие и цвет эксудата; степень развития субстрат-

ного и воздушного мицелия; цвет, толщина, морфо-

логические признаки мицелия. Очевидно, что для 

полного описания таксономического разнообразия 

микобиоты необходимо в дальнейшем провести 

молекулярно-генетические исследования. Пока же 

мы можем говорить о предположительно довольно 

высоком разнообразии грибов в исследованных 

грунтах, достигаемом за счёт стерильных форм.

Идентифицированные спорообразующие изоляты 

относятся к двум отделам: Zygomycota и Ascomycota 

(табл. 2). К первому относится один вид – Umbe-
lopsis isabellina. Все остальные – к аскомицетам, 

причём большинство из них были выделены в виде 

анаморфных форм. Половые спороношения в 

культуре образовывали представители только двух 

видов: Pseudogymnoascus roseus и Pseudeurotium hy-
grophilum. Остальные образовывали только кони-

диальные структуры. Эти грибы относились к 19 ви-

дам из 15 родов. Абсолютное большинство родов 

содержат по одному виду; три вида обнаружено 

в роде Penicillium (и ещё один неидентифициро-

ванный), по два – в родах Cadophora (в данном роде 

три морфотипа, включая один неидентифицирован-

ный) и Acremonium. Видовой состав спороносящих 

грибов в исследованных грунтах выглядит не очень 

богатым. Здесь, например, отсутствуют обычно 

многочисленные в подобных местах представители 

рода Penicillium, довольно обычные Trichoderma и 

Tolypocladium [10, 11, 13, 14]. Морских видов выде-

лено только два: Acremonium fuci и Paradendryphiella 
salina. Все остальные – представители почв.

Всего два вида были отмечены с общим обилием 

более 10% и встречаемостью более 50%. Это Clado-
sorium sphaerospermum (145 колоний в 14 образцах) 

и Paradendryphiella salina (83 колонии в 13 образ-

цах). Встречаемость ещё пяти видов составляла не 

менее 10%: Penicillium chrysogenum (38 колоний/6 об-

разцов), Cadophora fastigiata (35/4), Acremonium fuci 
(23/6), анаморфа Pseudogymnoascus pannorum (16/3) 

и телеоморфа Pseudeurotium hygrophilum (15/3). Пе-

речисленные 7 видов имели общее обилие более 

75%, и только в 3 образцах не было обнаружено ни 

одного из них. Все остальные виды и морфотипы 

были отмечены в отдельных образцах, в основном 

единичными колониями. Что касается группы 

наиболее обычных видов, то в неё входят оба мор-

ских. Кроме того – P. chrysogenum, один из наибо-

лее широко распространённых представителей 

своего рода [15], который встречается в том числе 

и в морских грунтах [10, 11, 13, 14]. Анаморфная 

стадия Pseudogymnoascus roseus – вид, очень широко 

распространённый в холодных регионах [15], в том 

числе и в морских местообитаниях [10, 13, 14], по-

этому его высокая численность в исследованных 

грунтах не удивительна. Cl. sphaerospermum – также 

один из наиболее широко распространённых гри-

бов; он довольно часто выделяется из различных 

солоноводных местообитаний [15, 16]. Cadophora 
fastigiata – почвенный сапротроф и ксилотроф, 

также чаще встречается в средних и полярных ши-

ротах [15, 17]. Согласно последним данным молеку-

лярной биологии, виды этого рода, и всего семей-

ства Helotiales, возможно играют очень важную и 

пока недооцененную роль в экосистемах арктиче-

ских морей [18]. Pseudeurotium hygrophilum был од-

ним из наиболее встречаемых, например, в донных 

грунтах Карского моря [14]. Таким образом, среди 

доминантов грибных сообществ в исследованных 

грунтах мы не встретили ничего неожиданного. 

Кроме того, довольно большая группа была пред-

ставлена разнообразными неспороносящими фор-

мами, обилие которых составило 11%, а общая встре-

чаемость – 50%. В основном они встречались в числе 

1–3 КОЕ на 1 см3 образца.

Обращает на себя внимание соотношение тёмно- 

и светлоокрашенных грибов (рис. 3). Светлоокра-

шенных морфотипов обнаружено 23, включая 

8 стерильных и 2 неидентифицированных. Тёмно-

окрашенных больше: их обнаружено 31, включая 

17 стерильных и 5 неидентифицированных. Чис-

ленность тёмноокрашенных грибов также превы-

шает численность светлоокрашенных. Всего было 

выделено 313 колоний тёмноокрашенных и 157 – 

светлоокрашенных, т.е. общее обилие темноокра-

шенных грибов составило 67%. Тем не менее, в 

некоторых образцах все-таки преобладали светло-

окрашенные грибы. Заметим, что в исследованных 

ранее заиленных грунтах литорали, а также и субли-

торали, в том числе Белого моря [10, 13], не было 

отмечено такого преобладания тёмноокрашенных 

грибов.

Таким образом, мы впервые провели исследо-

вание грибов в песчаных грунтах литорали холод-

новодного Белого моря. Композиция микобиоты 

имеет ряд особенностей, которые отличают её от 

Е.Н.  Бубнова
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Рис. 3. Соотношение тёмно- и светлоокрашенных грибов в посевах исследованных грунтов. По оси абсцисс – номера образцов; 

по оси ординат – проценты. Тёмные столбцы – тёмноокрашенные; серые столбцы – светлоокрашенные
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ранее исследованных сообществ грибов в аналогич-

ных местообитаниях. Среди этих особенностей мы 

бы хотели выделить следующие: 1) низкая числен-

ность колоний грибов – ниже, чем в илистых ли-

торальных и донных грунтах Белого моря, а также 

морей умеренных и тёплых широт; 2) невысокое 

разнообразие спорулирующих форм грибов (при 

их численном преобладании) и высокое морфоло-

го-культуральное разнообразие стерильных при 

относительно меньшем обилии; 3) преобладание 

тёмноокрашенных грибов как по разнообразию, 

так и по численности. Кроме того, мы бы хотели 

отметить неотчётливую, но заметную тенденцию 

к увеличению численности грибов под влиянием 

постоянного пресного стока и заиления грунта.
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DIVERSITY OF MICROSCOPIC FUNGI IN LITHORIAL SANDS 
OF THE WHITE SEA
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N.A. Pertsov White Sea Biological Station, Lomonosov Moscow State University, 
Primorsky pos., Karelia Republic, 184042, Russia

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

For the first time, a study of the mycobiota of littoral sands of the cold-water White Sea was 

made. 24 samples were collected in July–August 2015 in Onega Bay, Kandalaksha Bay and on 

the Tersky coast. Culture methods were used to detect the number of colony forming units 

(CFU) and diversity of fungi. The number of CFUs is small, and ranges from 0 to 57 per 1 cm3. 

A total of 54 morphotypes were detected, of which 22 were identified to the species, 7 – not 

more accurately than to the genus level, and 25 were not identified, because did not form sporu-

lation. With an abundance of more than 10% and a occurence of more than 50%, only two spe-

cies are noted: Cladosorium sphaerospermum and Paradendryphiella salina. Five more species 

were found in more than one samles: Penicillium chrysogenum, Cadophora fastigiata, Acremonium 

fuci, anamorph of Pseudogymnoascus pannorum and teleomorph of Pseudeurotium hygrophilum. 

All other morphotypes were found in a small number in individual samples. In general, dark-colored 

forms predominated in the mycobiota both in diversity and in number.

Keywords: marine fungi, Ascomycetes, littoral, coastal zone, White Sea, Subarctic, sands
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ЭНДОЦИТОЗ И ЕГО ИНГИБИТОРЫ 
У БАЗИДИАЛЬНОГО ГРИБА RHIZOCTONIA SOLANI

О.В. Камзолкина1,*, М.А. Киселица1, О.А. Кудрявцева1, О.В. Штаер1, И.С. Мажейка1,2
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Эндоцитоз – сложный процесс поглощения из внешней среды и дальнейшего рас-

пределения внутри клетки растворимых веществ, макромолекул, микрочастиц и т.п. 

с помощью везикул, формируемых цитоплазматической мембраной. Эндоцитоз в клет-

ках животных и человека активно и успешно исследуют. Так, классификация данного 

процесса у животных, основанная только на особенностях образования первичных вези-

кул, включает в себя до десяти различных путей эндоцитоза. Современные знания об эн-

доцитозе у мицелиальных грибов не столь обширны, поэтому его изучение в данной 

группе организмов – актуальное и перспективное направление в фундаментальной и 

прикладной микологии. В настоящей работе мы исследовали воздействие на динамику 

эндоцитоза у фитопатогенного гетеробазидиального гриба Rhizoctonia solani шести различ-

ных ингибиторов, действующих как на сборку актинового/тубулинового цитоскелетов, 

так и на становление разных типов эндоцитоза. Оценку влияния ингибиторов проводили 

с помощью микроскопического анализа поглощения клетками мицелия флуоресцентного 

маркера эндоцитоза АМ4-64. В результате проведенного исследования выявлено четыре 

типа воздействия ингибиторов на эндоцитоз R. solani: от полного отсутствия воздействия 

до сильной супрессии разных стадий грибного эндоцитоза. Оказалось, что четыре из шести 

ингибиторов, используемых для подавления эндоцитоза у животных и человека, оказывают 

супрессирующее действие на эндоцитоз гетеробазидиального гриба R. solani. Это указывает 

на консервативную природу отдельных механизмов эндоцитоза у исследованного гриба 

и, возможно, у мицелиальных грибов в целом. Предложены различные гипотезы, касаю-

щиеся принципов действия изучаемых ингибиторов на эндоцитозную активность грибов.

Ключевые слова: эндоцитоз у мицелиальных грибов, флуоресцент АМ4-64, механизмы 

эндоцитоза, ингибиторный анализ, цитоскелет, макропиноцитоз, Rhizoctonia solani

Эндоцитоз представляет собой многофункцио-

нальный процесс, который является ключевым 

в поддержании физиологического статуса и гомео-

стаза эукариотической клетки [1]. В ходе эндоци-

тоза клетка собирает внеклеточный материал и 

связанные с мембраной различные белки, упако-

вывает их в везикулы различных форм и размеров, 

отделяет от плазмалеммы и транспортирует в ци-

топлазму. В цитоплазме первичные эндоцитозные 

везикулы сливаются между собой и в большинстве 

случаев с ранними эндосомами. На данном этапе 

начинается сортировка поглощенного с помощью 

эндоцитоза материала – часть его может быть воз-

вращена в цитоплазматическую мембрану, передана 

в аппарат Гольджи, а также направлена на деградацию 

в вакуолярно-лизосомальную систему и т.д. [2, 3].

Эндоцитоз – это общий термин, описываю-

щий целый спектр близких процессов. Единой тер-

минологической системы, объединяющей данные 

процессы, пока нет, но многие исследователи под-

разделяют эндоцитоз на фагоцитоз и пиноцитоз 

(заключение в везикулу, соответственно, либо твёр-

дофазного материала, либо жидкости). Макропи-

ноцитоз – формирование крупных везикул (>200 нм 

в диаметре). Однако именно микропиноцитоз (он 

же пиноцитоз, или эндоцитоз в узком смысле) чаще 

всего подразумевают, когда говорят про эндоцитоз 

(далее мы будем использовать термин эндоцитоз 

чаще всего именно в таком значении). Также эндо-

цитоз классифицируют по наличию/виду покровных 

белков первичной везикулы (клатрин, кавеолин), 

по участию динамина в отделении везикулы от плаз-

малеммы, по типам ранних эндосом и по другим 

признакам [4].

Показано участие эндоцитоза в апикальном 

росте гиф грибов, в обмене сигнальными молеку-

лами при взаимодействии клеток грибов с расте-

ниями, в половом процессе и т.д. [5, 6].

Лучше всего изучен эндоцитоз у дрожжей Sac-
charomyces cerevisiae в связи с тем, что для данного 

гриба получена большая коллекция мутантов по 

генам, отвечающим за синтез белков, участвующих 

в эндоцитозе. В клетках S. cerevisiae эндоцитоз 

флуоресцентного производного α-феромона и флуо-

ресцетного маркера FM4-64 протекает в две стадии 

[7]. Первая стадия занимает 1–3 мин и связана 
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с процессом накопления меченого α-феромона 

и/или FM4-64 в определенных участках плазма-

леммы и с формированием клатриновой оболочки 

вокруг впячивания плазмалеммы в данных участ-

ках. Одновременно с формированием клатриновой 

оболочки к сайтам формирования везикул транс-

портируются адапторные белки [8]. Вторая стадия 

занимает примерно полминуты, в течение которых 

происходит сборка F-актина вокруг формирующейся 

везикулы. Далее происходит отшнуровывание эн-

доцитозной везикулы с помощью ГТФазы дина-

мина либо, в случае бездинаминовых вариантов, 

с помощью белков амфифизинов [9]. У почкую-

щихся дрожжей охарактеризован также клатрин-

независимый путь поглощения FM4-64 [10]. По-

казано участие в данном процессе белка формина 

Bni1p (принимает участие в сборке актиновых фила-

ментов) и ГТФазы Rho1p, в то время как белковый 

комплекс Arp2/3р, отвечающий за формирование 

специфических пристеночных структур актина (actin 

patches), представляющих собой скопление корот-

ких, часто разветвленных, филаментов актина, не 

участвует в процессе эндоцитоза FM4-64.

Эндоцитоз у мицелиальных грибов исследован 

поверхностно. Опубликованы сведения о поглоще-

нии и накоплении в вакуолях мицелиальных гри-

бов флуоресцента FМ4-64 и роли эндоцитоза в апи-

кальном росте гиф [11, 12]. Показано накопление 

вдоль цитоплазматической мембраны субапикаль-

ных участков гиф у Aspergillus nidulans белка фло-

тиллина, участвующего в клатрин-независимом 

пути у животных [13]. У другого вида аспергиллов – 

A. oryzae – обнаружены адапторные белки клатрин-

зависимого эндоцитозного пути Aips, близкие по 

функциям к адапторному белку Abp1p S. cerevisiae 

[14]. Предполагают, что в растущих гифах A. oryzae 
могут действовать одновременно разные эндоци-

тозные механизмы.

Первые представления об участии цитоскелета 

(актина и микротрубочек) в эндоцитозе у грибов 

получены при изучении дрожжевой стадии диморф-

ного базидиомицетного гриба Ustilago maydis, а позд-

нее – при исследовании мицелиального гриба 

A. nidulans [15]. Актиновый цитоскелет может при-

нимать участие во всех стадиях эндоцитоза: как 

в формировании и отделении первичных везикул, 

так и в перемещении эндосом в клетке. Большая 

часть экспериментальных данных о связи между 

актиновым цитоскелетом и эндоцитозом получена 

для клеток дрожжей [6]. При клатрин-зависимом 

эндоцитозе у Candida albicans динамин и быстро 

полимеризующийся актин способствуют отделению 

везикулы от плазмалеммы [8]. В эндоцитозе у Ashbya 
gossypii выявлен активный процесс полимеризации 

актина с участием комплекса Arp2/3. Ингибирова-

ние полимеризации актина латрункулином А влияет 

на динамику эндоцитоза у грибов [16, 17]. У ряда 

изученных мицелиальных грибов (A. gossypii, A. ni-
dulans, U. maydis) в перемещении везикул и эндо-

сом на существенные расстояния принимают уча-

стие микротрубочки и моторные белки (динеин и 

кинезин). За перемещение на близкие расстояния 

нередко отвечают актиновые филаменты и мио-

зин. У почкующихся дрожжей любую транспорт-

ную функцию выполняет актин [18].

В настоящей работе мы исследовали воздей-

ствие на динамику эндоцитоза у фитопатогенного 

гетеробазидиального гриба Rhizoctonia solani раз-

личных ингибиторов, действующих как на сборку 

актинового/тубулинового цитоскелетов, так и на 

эндоцитоз. Оценку влияния ингибиторов прово-

дили с помощью микроскопического анализа по-

глощения клетками мицелия флуоресцентного 

маркера эндоцитоза АМ4-64.

Материалы и методы

Штамм гриба и культивирование. Фитопатоген-

ный гриб R. solani, штамм 3.3 (коллекция кафедры 

микологии и альгологии МГУ имени М.В. Ломо-

носова) был выделен из клубней картофеля в 2013 г. 

Он хорошо растет на стандартной питательной среде 

Чапека, мицелий имеет высокую скорость роста 

(5 мм/сут при оптимальной температуре роста 

22°С) и состоит из крупных клеток 6–8 мкм ши-

риной и более 100 мкм длиной, что делает данный 

гриб удобным объектом для флуоресцентно-ми-

кроскопического анализа.

Флуоресцентное мечение мицелия R. solani про-

водили маркером эндоцитоза стириловым флуорес-

центом AM4-64 (Biotium, США), он является анало-

гом известного флуоресцентного зонда от Molecular 

Probes (Thermo Fisher Scientific) FM4-64FX. Отли-

чается AM4-64 (и FM4-64FX) от классического 

FM4-64, используемого во многих работах, нали-

чием аминогруппы в гидрофильном участке моле-

кулы. Такая модификация приводит к совместимости 

с альдегидной фиксацией, в остальном АМ4-64 ана-

логичен классическому FM4-64. При обработке 

клеток флуоресцент прочно встраивается в липид-

ный бислой плазмалеммы за счёт своих липофиль-

ных участков. Флуоресценция метки значительно 

выше в связанном с мембранами состоянии, не-

жели в свободном. Низкая специфичность встраи-

вания АМ4-64 в мембраны и прочное удерживание 

в них позволяют анализировать общую динамику 

эндоцитоза – от начальных этапов поглощения до 

встраивания АМ4-64 вместе с поглощёнными участ-

ками мембран в вакуолярную систему клетки.

Мицелий, выращенный на агаризованной среде 

Чапека (4 сут роста), перед окрашиванием поме-

щали на лёд на 10 мин. Тонкие агаровые блоки 

с мицелием вырезали из зоны роста колонии (из мо-

лодых участков колонии) и помещали на предмет-

ное стекло. На мицелий в блоке агара наносили 

рабочий раствор AM4-64 в концентрации 12 мкМ 

в 1 мл жидкой питательной среды Чапека и инку-

бировали мицелий на льду 8 мин в темноте [12]. 

Препараты трижды отмывали ледяной питательной 

средой.
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Микроскопировали препараты с помощью эпи-

флуоресцентного микроскопа Axioskop 40 FL (Carl 

Zeiss, Германия) при увеличении объектива 100х 

с использованием фильтра 43HE сразу (0–15 мин) 

или через 15 минут (15–30 мин), в течение 15 мин 

препарат хранили при 25°С. Фотографировали 

с помощью камеры AxioCam MRc (Carl Zeiss Micro-

Imaging GmbH, Германия) не менее 50 клеток для 

каждого препарата.

Контроль пермеабилизации цитоплазматической 
мембраны. Повреждение плазмалеммы клеток R. solani 
контролировали йодидом пропидия (Sigma) в кон-

центрации 10 мкг/мл. Препарат вносили в охлаж-

дённую питательную среду, инубировали 8 мин 

на холоду и микроскопировали с использованием 

фильтра 43HE. В пермеабилизированных клетках 

ядра дают флуоресцентный сигнал в оранжевом 

спектре.

Ингибиторы. Концентрации и время инкубации 

для ингибиторов подбирали опытным путём. Ис-

пользовали следующие ингибиторы (в скобках при-

ведены выбранные условия постановки эксперимен-

тов): 1) натамицин (концентрация 80 мкМ, время 

инкубации 30 мин) – необратимо связывается 

с эргостерином, влияет на кавеолин/RAFT-зави-

симый эндоцитоз (здесь используем термин “ли-

пидно-доменный эндоцитоз”); 2) диназор (Sigma, 

США; концентрация 100 мкМ, время инкубации 

30 мин) – ингибитор разных видов динамина, ко-

торый участвует в отщеплении эндоцитозной ве-

зикулы от цитоплазматической мембраны; 3) пит-

стоп 2 (Abcam, США; концентрация 7,5 мкМ, время 

инкубации 15 мин) – препятствует закреплению 

клатрина на поверхности первичной везикулы; 

4) нокодазол (Santa Cruz Biotechnology, США, кон-

центрации 10 мкг/мл, время инкубации 30 мин) – 

связывается с тубулином, препятствуя полимери-

зации микротрубочек; 5) монодансилкадаверин 

(Sigma, США; концентрация 300 мкМ, время ин-

кубации 60 мин) – действует на клатринзависимый 

путь эндоцитоза у животных; 6) латрункулин А 

(Santa Cruz Biotechnology, США; концентрации 0,6 

и 2 мкМ, время инкубации 20 мин) – ингибитор 

сборки актиновых филаментов. Проводили пре-

инкубацию агаровых блоков с мицелием R. solani 
в растворе питательной среды с ингибитором (опыт) 

или без него (контроль), отмывали дважды от ин-

гибиторов и окрашивали флуоресцентом АМ4-64 

по методу, описанному выше.

Действие каждого потенциального ингибитора 

проверяли в трёх независимых экспериментах. В по-

лученных с помощью программы AxioVision (Carl 

Zeiss, Германия) фотографиях оценивали и клас-

сифицировали фенотипы 50–150 клеток мицелия 

гриба для каждого варианта наблюдений (опыт и 

контроль в интервале 0–15 мин, опыт и контроль 

15–30 мин) для каждого из шести ингибиторов. 

Для каждого ингибитора в трёх независимых экс-

периментах анализировали одинаковое количество 

клеток во всех вариантах наблюдений (стандарт-

ное требование для статистического критерия 

хи-квадрат).

Диаграммы распределения наблюдений разных 

стадий эндоцитоза (ввели четыре ранга от 0 до 3, 

соответствующие разным клеточным фенотипам 

и, соответственно, стадиям эндоцитоза, см. Резуль-

таты) строили в программе Microsoft Excel. Ста-

тистическую обработку проводили в программе 

Statistica 6 (StatSoft). Достоверность различий в экс-

периментах проверяли с использованием критерия 

хи-квадрат Пирсона. Различие между двумя рас-

пределениями считали статистически достовер-

ным при р<0,01.

Результаты и обсуждение

Наблюдение за перемещением флуоресцент-

ного зонда AM4-64 в клетках мицелия R. solani в 

течение 40 мин от цитоплазматической мембраны 

к мембранам везикул, эндосом и вакуолей позволило 

нам разделить общий ход эндоцитоза R. solani на 

четыре дискретные и последовательные стадии 

(рис. 1). Стадия 0 – сигнал локализован только 

в цитоплазматической мембране. Стадия 1 – флуо-

ресцентно окрашенные пристеночные везикулы 

предположительно – первичные эндоцитозные 

везикулы; возможно, флуоресцируют только макро-

пиноцитозные везикулы (макропиносомы), а сигнал 

от микропиноцитозных везикул слишком слабый 

и сливается с сигналом от плазмалеммы. Стадия 2 – 

сигнал локализован в более крупных, чем на ста-

дии 1, эндомембранных структурах, распределенных 

как пристеночно, так и в цитоплазме; предположи-

тельно на данной стадии маркированы везикулы, 

эндосомы и маленькие вакуоли, цитоплазматиче-

ская мембрана уже не флуоресцирует или флуо-

ресцирует слабо. Стадия 3 – окрашены вакуоли 

разного размера в цитоплазме, цитоплазматиче-

ская мембрана практически не окрашена.

Конечно, такая дискретизация непрерывного 

процесса, которым является эндоцитоз, достаточно 

субъективна, но позволяет количественно оценить 

и статистически обработать характер и степень 

воздействия ингибиторов на эндоцитоз R. solani. 
На рис. 2 представлена динамика эндоцитоза у 

R. solani (в двух временных интервалах 0–15 мин и 

15–30 мин) с преинкубацией препаратов в растворе 

с ингибитором (опытные наблюдения, тёмные стол-

бики диаграмм) или в питательной среде (конт-

рольные наблюдения, светлые столбики).

На рис. 2 приведены диаграммы с использова-

нием усреднённых между тремя независимыми био-

логическими экспериментами данных. Такой спо-

соб представления результатов может показаться 

не совсем корректным, поскольку эндоцитоз – 

сложный процесс со множеством путей реализа-

ции, а такие биологические процессы всегда дают 

большие дисперсии при попытке их количественно 

оценить и усреднить. Действительно, разброс вели-

чины стандартного отклонения (планки погреш-

ЭНДОЦИТОЗ И ЕГО ИНГИБИТОРЫ У БАЗИДАЛЬНОГО ГРИБА PHIZOCTONIA SOLANI
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ностей на рис. 2) в ряде опытов достаточно значи-

телен. Однако усредненные диаграммы оказались 

наиболее показательными в демонстрации тенден-

ций в действии разных ингибиторов на динамику 

эндоцитоза R. solani, поэтому вместо приведения 

в качестве иллюстрации распределений одного из 

биологических повторов, наиболее отражающего 

общую тенденцию, мы использовали усреднённые 

данные.

По характеру воздействия на эндоцитоз R. solani 

мы разделили используемые ингибиторы на четыре 

группы. Ингибиторы первой группы – натамицин, 

диназор, питстоп 2 – значительно подавляют эн-

доцитоз в клетках изучаемого гриба (рис. 2, А–В). 

Для данной группы ингибиторов характерно сла-

бое отличие между опытными наблюдениями в пер-

вые 15 мин и в интервале 15–30 мин. Другими 

словами, в опытных препаратах АМ4-64 в начале 

наблюдений включается в цитоплазматическую 

мембрану (стадия 0), формируется обычное для 

ранней стадии 1 количество первичных везикул, но 

дальнейшее отшнуровывание везикул и передача 

метки в эндосомы и вакуоли сильно замедляются 

(но не супрессируются полностью). Также не про-

исходит формирование новых первичных везикул 

сверх тех, которые образовались в самом начале 

наблюдения. В итоге эндоцитоз почти останавли-

вается на стадиях 0 и 1 с доминированием стадии 0.

Натамицин (рис. 2, А) – полиеновый проти-

вогрибной антибиотик. Как и другие полиеновые 

антибиотики, нистатин и филиппин, он необратимо 

связывается со стеринами цитоплазматической 

мембраны, подавляя кавеолин/липидно-домен-

ный эндоцитоз [4, 19]. Данная группа антибиоти-

ков вызывает пермеабилизацию клеток грибов, на 

чём и основано их фунгицидное действие, поэтому 

для ингибирования эндоцитоза используют их низ-

кие концентрации. Мы опытным путём подобрали 

рабочую концентрацию натамицина 80 мкМ. Пре-

вышение данной концентрации вызывает появле-

ние пермеабилизированных клеток в препаратах 

R. solani (пермеабилизацию можно выявить и по 

появлению стадии 3 сразу после начала наблюде-

ний, и по тесту с йодидом пропидия). Во всех трёх 

независимых экспериментах и в усредненных дан-

ных распределения опытных и контрольных наблю-

дений в интервале 15–30 мин достоверно различа-

ются. Тогда как статистических различий между 

опытом и контролем в первые 15 мин, и опытами 

0–15 мин и 15–30 мин в усреднённых данных нет.

Диназор, ингибитор динамина, в концентра-

ции 100 мкМ оказывает, в целом, схожее с натами-

цином действие на эндоцитоз R. solani (рис. 2, Б). 

Динамин – белок, участвующий в отделении пер-

вичной эндоцитарной везикулы от плазмалеммы 

Рис. 1. Иллюстрации распределения флуоресцентного сигнала АМ4-64 в клетках R. solani: фотографии (слева) и соответствую-

щие им схемы (справа), демонстрирующие принцип разбиения эндоцитоза в клетках гриба на четыре последовательные дис-

кретные стадий (от стадии 0 до стадии 3). Масштабные отрезки соответствуют 10 мкм. Объяснения в тексте
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Рис. 2. Диаграммы, отражающие действие шести разных ингибиторов на эндоцитоз R. solani. Тёмные столбики диаграмм соот-

ветствуют частотам встречаемости (в %) в препаратах клеток, соответствующих каждой из четырёх стадий эндоцитоза в опытных 

наблюдениях (мицелий обработан соответствующим ингибитором). Светлые столбики – то же для контрольных наблюдений. 

Каждая диаграмма состоит из двух частей – левая часть отражает распределения наблюдений во временном интервале 0–15 мин; 

правая – 15–30 мин. Диаграммы построены с использованием усреднённых данных, полученных в трёх независимых экспери-

ментах. Планки погрешностей соответствуют величине стандартного отклонения

в некоторых типах эндоцитоза [9]. Согласно об-

зорной работе [20], у животных динамин так или 

иначе принимает участие в шести из десяти типов 

эндоцитоза. Как и в случае натамицина, во всех 

экспериментах распределения опытных и контроль-

ных наблюдений в интервале 15–30 мин статисти-

чески различны. Но в отличие от натамицина 

у диназора опыты 0–15 мин и 15–30 мин согласно 

критерию хи-квадрата также имеют разные рас-

пределения. Последнее может быть связано с не-

сколько меньшим ингибиторным эффектом дина-

зора относительно натамицина: на диаграммах 

(рис. 2, А и Б) видно, что стадии 2 и 3 в случае ди-

назора более выражены, чем у натамицина – часть 
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сформированных первичных везикул (стадия 1) все 

же транспортируются внутрь клетки.

Питстоп 2 (рис. 2, В) – современный высоко-

эффективный ингибитор, разработанный медицин-

скими исследователями, в том числе для клиниче-

ского применения. Питстоп 2 взаимодействует 

с одним из сайтов связывания N-концевого домена 

тяжёлой цепи клатрина и препятствует прикрепле-

нию клатрина к адапторным белкам, например, 

к амфифизину [21]. Таким образом, питстоп 2 явля-

ется ингибитором клатрин-зависимых путей эн-

доцитоза. Производитель (Abcam) указывает, что 

превышение определенной концентрации инги-

битора приводит к множественным побочным дей-

ствиям в клетке животных. Мы выяснили, что 

рекомендуемые производителем рабочие концент-

рации 20–25 мкМ для клеток животных являются 

слишком высокими для R. solani. При таких кон-

центрациях повышается доля повреждённых грибных 

клеток. Максимальная концентрация питстопа 2, 

при которой клетки гриба остаются интактными, – 

7,5 мкМ. Абсолютно во всех экспериментах с пит-

стопом 2 нет статистической разницы между 

опытными и контрольными наблюдениями в пер-

вые 15 мин – ингибитор совершенно не действует 

на раннее формирование первичных везикул. Опы-

ты 0–15 и 15–30 мин, а также опыты и контроли 

15–30 мин значимо статистически различаются. 

Последнее вместе с внешним видом диаграмм ука-

зывают на то, что питстоп 2 по характеру воздей-

ствия в своей группе ингибиторов ближе к дина-

зору, чем к натамицину.

Если бы действие натамицина, диназора и 

питстопа 2 на эндоцитоз R. solani было специфи-

ческим, т.е. они влияли бы только на свои канони-

ческие мишени (эргостерин, динамин и клатрин 

соответственно), то натамицин, вероятнее всего, 

препятствовал бы формированию первичных ве-

зикул (диназор и питстоп 2, возможно, не влияют 

на сам процесс впячивания везикулы). Иначе го-

воря, с самого начала наблюдений стадия 1 была 

бы менее представлена хотя бы в случае одного из 

двух обсуждаемых ингибиторов. Но наши резуль-

таты демонстрируют схожесть контролей и опы-

тов в интервале 0–15 мин, а у питстопа 2 они еще 

и статистически одинаковы с высоким уровнем 

достоверности. Кроме того, если действие на эн-

доцитоз диназора и питстопа 2 могут значительно 

пересекаться (динамин задействован в клатрин-

зависимом эндоцитозе, но динамин используют и 

некоторые не клатриновые типы эндоцитоза), то 

натамицин и питстоп 2/диназор по определению 

ингибируют совершенно разные пути эндоцитоза. 

Отсюда следует, что каждый из названных инги-

биторов теоретически должен блокировать лишь 

часть эндоцитозной активности гриба. При нашем 

методе количественной оценки динамики эндо-

цитоза с использованием ранжирования феноти-

пов целых клеток, скорее всего, выключение от-

дельных путей эндоцитоза на фоне работающих 

других не привело бы к такому значительному сни-

жению встречаемости стадий 2 и 3.

Можно предложить несколько гипотез, объяс-

няющих механизмы действия натамицина, дина-

зора и питстопа 2. Первая гипотеза – изучаемые 

ингибиторы оказывают неспецифическое действие 

на клетки R. solani. Неспецифическое воздействие 

ингибиторов может быть множественным и даже 

возможно влияние в целом, например, на катабо-

лизм клетки, но всё же первым кандидатом на роль 

неспецифической мишени является актин. Широ-

кое участие актина в эндоцитозных процессах по-

казано во многих научных работах: в обзорной пуб-

ликации Г.Дж. Доэрти и Х.Т. МакМахон [20] для 

шести путей эндоцитоза из десяти у животных от-

мечено участие актина; актиновые филаменты 

участвуют в формировании эндоцитарных везикул 

и в их транспорте к ранним эндосомам у дрожжей 

[22]; цитохалазин Д (ингибитор сборки F-актина) 

подавляет эндоцитоз у ксилотрофного гриба Len-
tinula edodes [12] и т.д. Также известно, что актин 

принимает непосредственное участие в образовании 

макропиносом [20], а мы выше указывали, что, 

возможно, на стадии 1 окрашены преимущественно 

именно макропиносомы.

Для диназора и полиеновых антибиотиков по-

казано их влияние на актин клетки [4, 19]. Напри-

мер, в случае полиеновых антибиотиков предпо-

лагают, что они нарушают связь между актином и 

плазмалеммой [19]. Возможно, поэтому натами-

цин полностью не препятствует формированию 

первичных везикул, но блокирует их транспорт 

к эндосомам.

Для питстопа 2 у нас нет информации относи-

тельно его воздействия на актин, однако даже для 

данного ингибитора современного поколения уста-

новлены различные побочные эффекты на живую 

клетку, в том числе влияние на клатрин-независи-

мый эндоцитоз, на вязкость мембран и т.д. [4, 23].

Вторая гипотеза, объясняющая значительное 

и схожее влияние ингибиторов первой группы на 

эндоцитоз R. solani, – реакция фитопатогенного 

гриба на ингибиторы в виде снижения активности 

эндоцитоза, что может являться защитным механиз-

мом против цитотоксических веществ, выделяемых 

растением-хозяином или другими микроорганиз-

мами. Возможно, гриб предотвращает вход в свои 

клетки молекул извне, “почувствовав” в окружаю-

щей среде физиологически активные вещества, 

влияющие на грибной метаболизм. Второй гипотезе 

противоречат наши неопубликованные данные, 

полученные при инкубации культуры R. solani 
в присутствии антибиотиков – бензилпенициллина 

и гризеофульвина. Данные антибиотики не инги-

бировали эндоцитоз, хотя подавляли накопление 

биомассы мицелия R. solani. Тем не менее, полно-

стью отбрасывать обсуждаемую гипотезу не стоит.

Ко второй группе ингибиторов эндоцитоза 

у R. solani мы отнесли нокодазол (рис. 2, Г). Во всех 
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биологических повторах распределения опытов и 

контролей 15–30 мин, а также опытов 0–15 мин 

и опытов 15–30 мин, статистически различаются. 

Из диаграммы на рис. 2, Г видно, что в начале на-

блюдений нокодазол, как и ингибиторы первой 

группы, мало влияет на эндоцитоз, но в интервале 

15–30 мин он начинает оказывать ингибиторное 

воздействие. Однако, если натамицин, диназор 

и питстоп 2 препятствуют переходу стадий 0 и 1 

в стадии 2 и 3, то нокодазол замедляет эндоцитоз 

R. solani на этапе перехода стадии 2 в стадию 3. 

Другими словами, нокодазол частично подавляет 

транспорт эндосом к вакуолям, либо слияние эндо-

сом, макропиносом или маленьких вакуолей в более 

крупные структуры, но не влияет на формирова-

ние первичных везикул и их транспорт к эндосомам.

Нокодазол является эффективным обратимым 

деполимеризатором микротрубочек. Полученный 

нами результат согласуется с данными, показан-

ными на клетках животных и даже для отдельных 

других мицелиальных грибов – принято считать, 

что, как минимум, ранние стадии эндоцитоза не 

зависят от тубулинового цитоскелета [12]. Извест-

но, что, по крайней мере, в верхушечных клетках 

грибов ранние эндосомы активно двунаправленно 

перемещаются с помощью микротрубочек [3, 24]. 

Более крупные эндомембранные структуры (позд-

ние эндосомы, вакуоли, макропиносомы и т.д.), 

скорее всего, особенно на дальние расстояния, 

транспортируются с участием микротрубочкового 

цитоскелета [18]. Таким образом, нарушение сборки 

микротрубочек приводит к замедлению внутри-

клеточного транспорта эндосом и вакуолей.

В третью группу по типу действия на эндоци-

тоз R. solani попал монодансилкадаверин. Данное 

вещество используют как ингибитор клатрин-за-

висимого эндоцитоза, однако известны проявле-

ния его активности в отношении макропиноцито-

за, фагоцитоза и актина [4, 19]. В концентрациях 

ниже 100 мкМ монодансилкадаверин применяют 

для относительно специфического флуоресцент-

ного мечения кислых и аутофагических вакуолей, 

а также аутофагосом [25]. На рис. 2, Д видно, что 

характер распределения в диаграммах как в интер-

вале 0–15 мин, так и 15–30 мин между опытными 

и контрольными наблюдениями схожи. Статисти-

чески нет различий в интервале 0–15 мин в одном 

из биологических экспериментов, а в интервале 

15–30 мин – в одном эксперименте и в усреднён-

ных данных. Но даже в опытах со статистическим 

различием распределения в целом похожи. Отсюда 

можно сделать вывод о том, что монодансилкада-

верин не оказывает выраженного воздействия на 

эндоцитоз R. solani. Поскольку мы использовали в 

работе максимальную концентрацию испытуемого 

вещества (300 мкМ), приводимую в научной лите-

ратуре, и не обнаружили даже слабого влияния 

монодансилкадаверина на динамику поглощения 

грибом АМ4-64, то следует полагать, что эндоцитоз 

у грибов не чувствителен к монодансилкадаверину.

Латрункулин А, ингибитор сборки актиновых 

филаментов, отнесенный нами к последней четвёр-

той группе по типу воздействия, введён в работу 

для установления непосредственной зависимости 

общего грибного эндоцитоза от работы актинового 

цитоскелета. Однако несмотря на то, что латрун-

кулин А другие исследователи применяли в работе 

с грибами [16, 17], мы обнаружили, что действие 

данного вещества на клетки R. solani носит, скорее, 

специфический повреждающий характер. При об-

работке мицелия R. solani латрункулином А в кон-

центрациях ниже 1 мкМ воздействие его на гриб не 

имеет чётких закономерностей – так, при работе 

с латрункулином в концентрации 0,6 мкМ мы по-

лучили неоднозначные результаты в разных био-

логических экспериментах. Концентрации выше 

1 мкМ приводят к практически полному домини-

рованию стадии 1 в обоих временных интервалах 

(рис 2, Е, диаграммы построены для 2 мкМ кон-

центрации латрункулина). Иными словами, обра-

ботка 2 мкМ латрункулином мицелия R. solani 
вызывает быструю интернализацию значительной 

поверхности плазмалеммы – цитоплазматическая 

мембрана большинства клеток формирует множество 

везикул, но дальнейшее их развитие и транспорт 

оказываются заблокированы. Причём речь идёт не 

просто об ингибировании эндоцитоза при переходе 

от 1 ко 2 стадии, здесь уже в интервале 0–15 мин 

нет стадии 0 и доминирует стадия 1, а значит, про-

исходит своеобразное специфическое нарушение 

целостности клетки и цитоплазматической мембра-

ны. Анализ обработанных латрункулином клеток 

с помощью электронной микроскопии показал (дан-

ные не представлены), что такие клетки теряют свою 

обычную форму, а клеточная стенка оказывается 

повреждённой во многих местах. Повреждения кле-

точной стенки, конечно, вряд ли обусловлены пря-

мым действием латрункулина А. Возможно, распад 

на мономеры филаментов актинового кортекса, 

вызывает резкое изменение внутреннего давления 

клетки на стенку. Последнее может снижать проч-

ность клеточной стенки в определенных участках, 

и в процессе инфильтрации смолой при приготов-

лении ТЭМ-препаратов данные участки повреж-

даются. Возможно, именно распад пристеночных 

структур актина и филаментов актина приводит к 

наблюдаемой нами массированной интернализации 

плазмалеммы. Принято считать, что макропино-

сомы возникают за счёт образования выростов 

плазмалеммы при участии актиновых филаментов. 

Наши результаты располагают к выдвижению ин-

тересной гипотезы – может быть, некоторые типы 

макропиносом возникают не за счёт цитоскелетной 

поддержки актином, а, наоборот, за счёт локальной 

разборки актинового кортекса, что приводит при 

определённых условиях к ослаб лению натяжения 

участка плазмалеммы и её локальной интернали-

зации.

На основании полученных нами результатов 

четыре из шести ингибиторов, используемых для 
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подавления эндоцитоза у животных и человека, 

оказывают супрессирующее действие на эндоцитоз 

гетеробазидиального гриба R. solani, что указывает 

на консервативную природу отдельных механизмов 

эндоцитоза у исследованного гриба и, возможно, 

у мицелиальных грибов в целом. В пользу такой 

консервативности говорит и то, что деполимери-

зация микротрубочкового цитоскелета у R. solani 
замедляет только поздние стадии, не влияя на ран-

ние стадии эндоцитоза. Однако характер влияния на 

динамику включения внутрь клеток метки АМ4-64 

у таких ингибиторов как натамицин, диназор и 

питстоп 2 чётко указывает на неоднозначность 

интерпретации их влияния на грибной эндоцитоз.

Необходимо дальнейшее изучение грибного эн-

доцитоза с расширением методических подходов: 

подключением методов молекулярно-генетиче-

ского мечения эндоцитозных структур, более де-

тального морфометрического анализа и т.п. Кроме 

фундаментального значения исследования особен-

ностей эндоцитоза у грибов могут иметь практиче-

ское применение, например, при создании специфи-

ческих фунгицидов, предотвращающих грибные 

поражения древесных материалов и сельскохозяй-

ственных культур.

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Российского фонда фундаментальных исследова-

ний (проект №16-04-00814).
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ENDOCYTOSIS AND ITS INHIBITORS IN BASIDIOMYCETOUS FUNGUS 
RHIZOCTONIA SOLANI
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Endocytosis is a complex process of absorption from the external environment and further 

distribution within the cell of soluble substances, macromolecules, microparticles, and etc. 

which occurs with the participation of vesicles formed by the cytoplasmic membrane. Endocyto-

sis in the cells of animals and humans is actively and successfully explored. Thus, the classifica-

tion of this process in animals, based only on the characteristics of the formation of primary vesi-

cles, includes up to ten different ways of endocytosis. Modern knowledge of endocytosis in 

mycelial fungi is not so extensive, so its study in this group of organisms is an actual and promis-

ing direction in fundamental and applied mycology. In the present work, we investigated the ef-

fect of six different inhibitors, acting both on the assembly of actin/tubulin cytoskeletons and on 

the formation of different types of endocytosis, on the dynamics of endocytosis in the phyto-

pathogenic heterobasidial fungus Rhizoctonia solani The effect of inhibitors was evaluated by micro-

scopic analysis of the mycelial cell absorption of a fluorescent marker of endocytosis AM4-64. As 

a result of the study, four types of inhibitor effects on R. solani endocytosis were revealed: from 

complete absence of action to severe suppression of different stages of fungal endocytosis. Four 

of the six inhibitors, used to inhibit endocytosis in animals and humans, have a suppressing effect 

on the endocytosis of the heterobasidial fungus R. solani, which indicates the conservative nature 

of individual mechanisms of endocytosis in the examined fungus and, possibly, in mycelial fungi 

as a whole. Various hypotheses on the principles of the action of the studied inhibitors on the en-

docytosis activity of fungi are proposed.

Keywords: endocytosis in filamentous fungi, AM4-64 fluorescent, mechanisms of endocytosis, 

inhibitory analysis, cytoskeleton, macropinocytosis, Rhizoctonia solani
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ТАКСОНОМИЧЕСКОГО СТАТУСА МИКРОВОДОРОСЛЕЙ 

РОДА PARIETOCHLORIS (TREBOUXIOPHYCEAE) КОЛЛЕКЦИИ CALU
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Проведены морфологическое, биохимическое и молекулярно-генетическое иссле-

дования зелёных микроводорослей из коллекции цианобактерий, водорослей и парази-

тов водорослей Санкт-Петербургского государственного университета (CALU), предпо-

ложительно принадлежащих к роду Parietochloris, с целью оценки биотехнологического 

потенциала и уточнения филогенетического положения. Определено, что исследован-

ные штаммы имеют близкое родство к двум родам из разных классов – Lobosphaera 

(Trebouxiaceae) и Deasonia (Actinochloridaceae) – и могут представлять биотехнологиче-

ский интерес в качестве продуцентов ценных полиненасыщенных жирных кислот, в осо-

бенности арахидоновой, линолевой и α-линоленовой.

Ключевые слова: зелёные микроводоросли, Parietochloris, Lobosphaera, Deasonia, арахи-

доновая кислота, молекулярная идентификация

В последние годы наблюдается рост интереса 

исследователей к микроводорослям (МВ) близко-

родственных родов Parietochloris и Lobosphaera, обус-

ловленный их способностью накапливать рекордные 

количества ω6-полиненасыщенных жирных кислот 

(ПНЖК), таких как докозагексаеновая (ДГК, C22:6), 

эйкозапентаеновая (ЭПК, C20:5) и, в особенности,  

арахидоновая (АК, C20:4). Последняя играет одну 

из ключевых ролей в синтезе важной группы био-

генных физиологически активных веществ, эйко-

заноидов, в организме человека [1]. Накопление 

в клетках МВ жирных кислот (ЖК) регулируется 

целым рядом факторов окружающей среды и яв-

ляется, как правило, стрессовым для их роста. В ка-

честве стрессовых факторов выступают изменения  

элементного состава минерального питания (в част-

ности, дефицит азота в питательной среде), низкая 

температура и высокая интенсивность освещения 

[2]. Характер ответа МВ на стрессовые факторы и 

накопления в их клетках ПНЖК, как правило, яв-

ляются штамм-специфичными.

Зелёная МВ Parietochloris incisa (H. Reisigl) 

S.Watanabe на сегодняшний день представляет со-

бой богатейший природный растительный источ-

ник АК [2]. В связи с этим продолжается поиск 

новых штаммов МВ данного вида в природе и су-

ществующих коллекциях, а также подбор условий 

их культивирования для достижения  максимального 

выхода АК [3]. 

Систематическое положение МВ данного вида 

в последнее время подвергается ревизии из-за про-

тиворечий между результатами молекулярной иден-

тификации и литературных данных по таксономии [3]. 

В этой связи целью данной работы было уточ-

нение таксономического статуса и оценка биотех-

нологического потенциала штаммов МВ, предпо-

ложительно относящихся к роду Parietochloris, из 

коллекции цианобактерий, водорослей и паразитов 

водорослей Санкт-Петербургского государственного 

университета (CALU).

Материалы и методы исследования

Культуры шести штаммов зелёных МВ рода 

Parietochloris из коллекции CALU были предостав-

лены ресурсным центром “Культивирование микро-

организмов” научного парка Санкт-Петербургского 

государственного университета. Штаммы P. pseudo-
alveolaris (Deason et Bold) CALU 924 и CALU 925 

были выделены из почвенных проб Дальнего Вос-

тока России, штаммы Parietochloris sp. CALU 934 и 

1488 – из почвенных проб берега озера в посёлке 

Гвардейское (Ленинградская область, Россия), штаммы 

P. bilobata (Vinatzer) V. Andr. comb. nov. CALU 1497 

и CALU 855 – из почвенных проб разнотравного луга 

(Овручский район, Житомирская область, Украина). 

Альгологически чистые культуры МВ выращи-

вали в конических колбах Эрленмейера на азот-
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содержащей (N+) и безазотной (N–) средах Гро-

мова [4] при температурах +22°C и +10°C при 

постоянном освещении белым светом 40 мкмоль 

квантов ФАР/м2 · с в течение 7 сут (ФАР – фото-

синтетически активная радиация).  Культивирование  

при низкой температуре и отсутствии в среде куль-

тивирования азота моделировало рост МВ в усло-

виях стресса. 

Спектры поглощения суспензий и экстрактов 

пигментов регистрировали на спектрофотометре 

Agilent Cary 300 UV-Vis (Agilent Technologies, США). 

Жирнокислотный состав суммарных липидов ана-

лизировали методом газовой хроматографии масс-

спектрометрии с использованием газового хрома-

тографа Agilent 7890A (Agilent Technologies, США), 

соединенного с квадрупольным масс-спектромет-

ром Agilent 5975C (Agilent Technologies, США) [5]. 

Относительное содержание ЖК определяли в весо-

вых процентах (вес.%) от суммарного содержания 

в пробе, коэффициент ненасыщенности ЖК опре-

деляли как описано ранее [6]. Коэффициент нена-

сыщенности ЖК рассчитывали по формуле: 

К = ΣUFA/ΣSFA,

где К – коэффициент ненасыщенности, ΣUFA – 

суммарное содержание ненасыщенных жирных 

кислот (вес.%), ΣSFA – суммарное содержание на-

сыщенных жирных кислот (вес.%) в пробе.

Молекулярно-генетическую идентификацию 

проводили путём анализа нуклеотидной последо-

вательности фрагмента ядерного рибосомального 

кластера генов, включающего последовательности 

внутренних транскрибируемых спейсеров ITS1 и 

ITS2, а также ген 5.8S рРНК, с использованием 

праймеров NS1 и ITS2 [7]. Поиск ближайших го-

мологов полученных  последовательностей прово-

дили в базе данных NCBI GeneBank с помощью 

программы BLAST [8]. Построение филогенетиче-

ских деревьев осуществляли при помощи алгоритма 

ближайших соседей (NJ) [9]. Достоверность топо-

логии оценивалась при помощи bootstrap-теста 

(1 000 повторностей) [10].

Подготовка и исследование образцов с помо-

щью растрового (сканирующего) и просвечиваю-

щего (трансмиссионного) микроскопов проводили 

согласно модифицированной методике, описанной 

ранее [11]. 

Результаты и обсуждение

Исследованные штаммы МВ были представ-

лены в основном неподвижными одиночными 

сферическими вегетативными клетками диаме-

тром 4–10 μm (CALU 924), 2–15 μm (CALU 925), 

7–14 μm (CALU 1497 и CALU 855), до 20 μm 

(CALU 934 и CALU 1488). В жизненном цикле 

большинства штаммов выявлены подвижные зоо-

споры с двумя изоконтными жгутиками на апикаль-

ном конце клетки и неподвижные автоспорангии, 

содержащие в среднем восемь дочерних клеток. 

Исключением был штамм CALU 934, у которого 

основная жизненная форма была представлена ве-

гетативными клетками и апланоспорами, окрашен-

ными в зелёный и оранжевый цвет. 

По данным растровой и трансмиссионной 

электронной микроскопии, клетки всех исследо-

ванных культур обладали толстой клеточной стен-

кой, состоящей, как правило, из четырёх хорошо 

выраженных слоёв. На её поверхности присутство-

вали штамм-специфичные эпиструктуры: бородав-

ки, булавовидные выросты, тяжи. Изученные клетки 

МВ содержали пристенный лопастной хлоропласт, 

окружённый двумя мембранами и имеющий хорошо 

развитую систему тилакоидов в строме. У всех штам-

мов в хлоропластах был обнаружен крупный пире-

ноид с интрапиреноидными тилакоидами, окру-

жённый крахмальными зёрнами. В цитоплазме 

наблюдалось накопление многочисленных липид-

ных глобул. 

Спектры поглощения суспензий клеток изучен-

ных культур имели характерную для зелёных МВ 

форму: они характеризовались наличием максиму-

мов хлорофиллов а (678 и 438–440 нм) и b (плечо 

около 650 нм), а также плечом в диапазоне 460–

490 нм, свойственном каротиноидам. 

Из спектров поглощения суспензий, компен-

сированных на рассеяние, следует, что присутствие 

азота в среде культивирования не влияло на содер-

жание каротиноидов в клетках культуры CALU 934, 

тогда как в клетках штаммов CALU 924, CALU 925, 

CALU 1497 и CALU 855 на безазотной среде их 

количество возрастало. При выращивании на среде 

(N+) штаммы CALU 924, CALU 925, в отличие от 

штаммов CALU 1497 и CALU 855, были чувстви-

тельными к пониженной температуре (+10°С) и 

реагировали на неё снижением содержания хлоро-

филлов. 

У всех штаммов, за исключением CALU 934, 

главными ЖК в составе суммарных липидов были 

пальмитиновая (C16:0), олеиновая (C18:1), лино-

левая (C18:2), α-линоленовая (C18:3) и арахидоно-

вая кислоты. В суммарных липидах клеток всех 

изученных штаммов присутствовала также ЭПК, 

однако её доля не превышала 3 вес.%. 

Состав ЖК липидов клеток МВ CALU 934 зна-

чительно отличался от такового у других изученных 

культур. Суммарные липиды клеток данной культуры 

не содержали ЖК с очень длинной цепью (рис. 1, А). 

Главными ЖК были C
16

-кислоты (27 вес.%), из 

которых 17 вес.% составляла пальмитиновая, и 

C
18

-кислоты (олеиновая, линолевая, α-линолено-

вая), на долю которых приходилось 72 вес.%. 

У штамма CALU 924 на безазотной среде зна-

чительно увеличивалось содержание АК, достигая 

33 вес.%, тогда как доля С18:3 снижалась почти 

втрое (с 10 до 3,5 вес.%). Снижение температуры 

при культивировании на азотсодержащей среде 

индуцировало повышение доли C
18

-кислот (олеи-
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Рис. 1. Состав жирных кислот липидов в клетках штаммов Parietochloris pseudoalveolaris (Deason et Bold) CALU 925 (А) 

и Parietochloris sp. CALU 934 (Б), культивируемых на азотной (N+) и безазотной (N–) средах Громова
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Рис. 2. Филогенетическое положение исследованных штаммов Lobosphaera sp. CALU 924, 925, 1497 (А) и Deasonia sp. CALU 934 (Б) 

(подчёркнуты), определённое по результатам анализа участков нуклеотидной последовательности ITS1-5.8SрРНК-ITS2

ОЦЕНКА БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОГО ПОТЕНЦИАЛА И УТОЧНЕНИЕ СТАТУСА МИКРОВОДОРОСЛЕЙ
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новой и цис-вакценовой) (с 12 до 20 вес.%) и не-

значительный рост относительного содержания 

С20:4 и С20:5 (на 2 и 0,5 вес.%, соответственно). 

Вместе с тем, отмечалось повышение коэффици-

ента ненасыщенности от 2,17 (при +22°С на (N+) 

среде) до 3,00 (при +10°С на (N–) среде). 

МВ CALU 925 характеризовались наиболь-

шим по сравнению с МВ CALU 924, CALU 855 и 

CALU 1497, исходным количеством АК, достига-

ющим 32 вес.% от суммарного содержания ЖК, и 

бóльшим разнообразием минорных ЖК с очень 

длинной цепью, содержание которых не превы-

шало 4 вес.% (рис. 1, Б). Следует отметить, что 

у данного штамма было выявлено низкое, по срав-

нению с CALU 924, CALU 855 и CALU 1497, со-

держание C18:3, составлявшее менее 4 вес.%. Уро-

вень АК у штамма CALU 925 увеличивался лишь 

на 2 вес.% при культивировании при пониженной 

температуре. Отсутствие азота в среде культивиро-

вания не влияло на содержание АК. При пониже-

нии температуры отмечалось незначительное уве-

личение коэффициента ненасыщенности ЖК.

Изменение условий культивирования МВ 

CALU 1497 не влияло на содержание АК (21–25 вес.%). 

Для данного штамма было характерно накопление 

C18:1 до 30–32 вес.%  на безазотной среде. Коэф-

фициент ненасыщенности ЖК возрастал с 3,4 при 

культивировании на полной среде и температуре 

+22°С до 4,5 на безазотной среде и температуре 

+10°С.

Полученные в ходе молекулярно-генетических 

исследований данные свидетельствуют о близком 

родстве штаммов CALU 924 и CALU 925, иденти-

фицированных при первичном депонировании как 

P. pseudoalveolaris Watanabe et Floyd, и штаммов 

CALU 1497 и CALU 855, определённых как P. bilo-
bata V. Andr. comb. nov., с МВ рода Lobosphaera (Tre-

bouxiaceae), а штамма P. pseudoalveolaris Watanabe 

et Floyd CALU 934 с МВ рода Deasonia (Actinochlo-

ridaceae). На основании сравнительного анализа 

нуклеотидных последовательностей фрагмента 

ITS1-5.8SрРНК-ITS2 МВ можно заключить, что все 

изученные штаммы, за исключением Deasonia sp. 
CALU 934, имеют близкое родство между собой и, 

вместе с тем, с МВ рода Parietochloris (рис. 2, А, Б). 

Таким образом, в ходе исследования был про-

ведён сравнительный морфологический, биохими-

ческий и молекулярно-генетический анализ шести 

штаммов МВ из коллекции CALU.  Установлено, что 

как по молекулярно-генетическим, так и биохи-

мическим данным штамм CALU 934 и CALU 1488 

имеют родство с МВ рода Deasonia (Actinochlorida-

ceae), тогда как МВ CALU 924, CALU 925, CALU 855 

и CALU 1497 имеют близкое родство между собой 

и с МВ рода Lobosphaera (Trebouxiaceae). Проведена 

оценка биотехнологического потенциала исследо-

ванных штаммов МВ. По результатам биохимиче-

ских исследований Deasonia sp. CALU 934 может 

представлять биотехнологический интерес как по-

тенциальный продуцент С18-ПНЖК, в частности, 

линолевой и α-линоленовой кислот, а штаммы  Lobo-
sphaera sp. CALU 924 и CALU 925 – в качестве про-

дуцентов в рекордных количествах С20-ПНЖК, 

в особенности АК. Особый интерес для биотехно-

логии может представлять штамм Lobosphaera sp. 
CALU 1497, как продуцент АК, не требующий соз-

дания особых условий культивирования для накоп-

ления в биомассе данной ПНЖК в значительных 

количествах.
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We have carried out morphological, biochemical, as well as molecular and genetic studies of 

green microalgae from the Collection of cyanobacteria, algae and algal parasites of Saint-Peters-

burg State University (CALU), presumably belonging to the genus Parietochloris, to assess their 

biotechnological potential and to refine their phylogenetic position. It was found that the investi-

gated strains have a close relationship to two genera from different classes – Lobosphaera 

(Trebouxiaceae) and Deasonia (Actinochloridaceae). They can be of interest as producers of 

valuable polyunsaturated fatty acids, especially arachidonic, linoleic, α-linolenic.
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Работа посвящена изучению компактизации ДНК на нуклеосомном уровне. Взаи-

модействие ДНК с гистонами влияет на протекание ключевых процессов репликации и 

транскрипции. Такое взаимодействие в общем случае может быть охарактеризовано ве-

личиной свободной энергии связывания. В данной работе рассчитывалось изменение 

свободной энергии связывания в процессе отворачивания ДНК от гистонового ядра ну-

клеосомы. Расчёты проводились методом MM/PBSA. Рассчитанные профили хорошо 

согласуются с экспериментальными данными из литературных источников. Полученные 

результаты свидетельствуют о применимости методики для изучения влияния посттран-

сляционных модификаций гистонов и гистоновых вариантов на энергетику нуклеосом, 

что важно для понимания механизмов регуляции транскрипции в хроматине.

Ключевые слова: нуклеосома, хроматин, молекулярная динамика, MM/PBSA, свободная 

энергия, ДНК, гистоны

В клетках эукариот геномная ДНК организо-

вана в хроматин. Элементарной повторяющейся 

единицей хроматина является нуклеосома, представ-

ляющая собой ~145–147 нуклеотидных пар (н.п.) 

ДНК, обвивающих гистоновый октамер около 1,7 раз. 

Белковая часть нуклеосомы имеет вид цилиндра 

(радиус 65 Å, высота 60 Å) и состоит из четырёх 

димеров гистонов: H2A-H2B, H3-H4. Наматывание 

ДНК на нуклеосомы приводит к компактизации 

линейных размеров ДНК в 6–7 раз, что приводит 

к возникновению физических препятствий для взаи-

модействия ДНК с различными белковыми факто-

рами. Регуляция плотности упаковки, а, следователь-

но, и доступности ДНК, может осуществляться при 

помощи гистоновых шаперонов и факторов ремо-

делирования хроматина путём введения посттран-

сляционных модификаций гистонов или измене-

ния гистонового состава [1]. Несмотря на плотную 

упаковку, для нуклеосом характерны высокочастот-

ные тепловые движения и крупномасштабные кон-

формационные переходы; примером такой под-

вижности является частичное отделение концевых 

участков ДНК от нуклеосом – “дыхание”, что го-

ворит о меньшей энергии связывания этих участ-

ков ДНК с гистонами. Таким образом, нуклеосома 

является стабильным, но в то же время динамич-

ным комплексом, обеспечивающим помимо ком-

пактизации генетического материала ещё и регу-

ляцию экспрессии генов.

Нуклеосомы соединены между собой участками 

линкерной ДНК длиной приблизительно 50 н.п. 

Формированию более плотной укладки ДНК (на-

пример, 30-нанометровой фибриллы) способствует 

гистон H1, взаимодействующий с ДНК в местах её 

входа и выхода из октамера гистонов.

Существует ряд экспериментальных методов для 

оценки энергии ДНК-гистоновых взаимодействий. 

Первые кристаллографические исследования рас-

сматриваемых взаимодействий выявили следующее 

расположение наиболее сильных контактов: сим-

метричные относительно диадной оси положения 

±5 н.п. и ±36 – ±46 н.п. [2]. Экспериментальные 

методы не позволяют оценить энергию взаимо-

действия нуклеосомной ДНК с октамером гистонов 

через измерение равновесных концентраций сво-

бодной ДНК и нуклеосом [3], однако существуют 

методы для прямого измерения профиля энергии 

взаимодействия отдельных участков ДНК с гисто-

нами. Одними из наиболее интересных примеров 

являются эксперименты по силовому растягиванию 

одиночных нуклеосом при помощи оптического 

пинцета [4]. 

Экспериментально наблюдаемые ступенчатые 

удлинения нуклеиновой кислоты при растягивании 

описываются трёхстадийной моделью [2]. Согласно 

этой модели, в начале воздействия внешний виток 

ДНК может быть обратимо отделён, дальнейшее 

удлинение требует преодоления энергетического 

барьера и приводит к необратимому скручиванию 

внутреннего витка ДНК. На последней стадии ок-

тамер полностью отделяется от ДНК. 

Несмотря на то, что октамер гистонов счита-

ется довольно стабильным, не до конца ясно, что 

происходит с ним в ходе силового разворачива-
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ния. Началу отворачивания нуклеиновой кислоты 

мешает её взаимодействие с N-концом (H3) и 

C-концом (H2A), в то время как N-концы (H2A, 

H2B, H4) препятствуют процессу отворачивания 

на поздних стадиях. Так, в исследованиях методом 

молекулярной динамики (МД), контакты ДНК-гис-

тоны (в случае нуклеосом с гистоновыми хвостами) 

оказались прочнее, чем межгистоновые [5]. Иссле-

дования, выполненные методом Фёрстеровского 

резонансного переноса энергии от одиночных мо-

лекул (spFRET), продемонстрировали мобильность 

гистонового кора, способного разбираться с потерей 

димера H2A-H2B и даже тетрамера (H3-H4)
2
 [6]. 

Помимо прочего, в экспериментах, совмещающих 

в себе spFRET и оптический пинцет, было показа-

но, что гибкость ДНК зависит от нуклеотидной 

последовательности [6]. 

Подвижность нуклеосомы и гистоновых хво-

стов, малые размеры объекта вносят затруднения 

при проведении экспериментальных исследований, 

которые отличаются высокой сложностью. В связи 

с этим методы компьютерного моделирования для 

оценки энергии взаимодействия ДНК с гистонами 

являются весьма перспективной альтернативой 

таким экспериментам.

В литературе описан ряд методов для теорети-

ческой оценки энергетики взаимодействия ДНК-

гистоны. Однако они не лишены ряда приближений 

и допущений. В общем случае, прочность связы-

вания комплекса лиганд-рецептор (ДНК-гистоны) 

определяется свободной энергией связывания, ΔG
bind

. 

Эту энергию можно оценить, повторив эксперимент 

по растягиванию нуклеосом методом молекулярной 

динамики (МД) путём приложения внешних сил 

к концевым участкам ДНК [5]. В ранее проведен-

ных экспериментах было выявлено пять стадий 

процесса отворачивания ДНК и два основных 

энергетических барьера в областях 70 и 45 н.п. от-

носительно диадной оси.

Проводить оценку энергии взаимодействий 

можно как с помощью метода термодинамического 

интегрирования на основе полноатомных силовых 

полей, так и с помощью эмпирических огрублен-

ных моделей. Но для полноатомного моделирова-

ния требуется произвести очень большое число 

вычислений, а использование огрублённых моде-

лей не дает желаемой точности. 

В данной работе для расчета энергетики про-

филя отворачивания ДНК от гистонового ядра нами 

был использован метод MM/PBSA (Molecular Me-

chanics/Poisson-Boltzmann Surface Area) [7]. Дан-

ный метод комбинирует полноатомные модели 

нуклеосомы с полевыми моделями растворителя, 

что позволяет проводить расчёты с адекватной точ-

ностью за разумное время. Рассчитанные профили 

согласуются с ранее полученными эксперименталь-

ными данными, что указывает на применимость 

подхода для решения следующего уровня биоло-

гических задач, например, оценки влияния пост-

трансляционных модификаций гистонов на энер-

гетические профили процесса откручивания ДНК 

от нуклеосомы.

Материалы и методы

В методе MM/PBSA ΔG
bind

 имеет следующий 

вид: 

ΔG
bind

 = <G
PL

> – <G
P
> – <G

L
>.

Свободная энергия систем (P-гистоны, L-ДНК, 

или PL-нуклеосома) определена как:

G = E
bnd

 + E
el

 + E
VdW

 + G
pol

 + G
np

 – TS,

где E
bnd

 – энергия связей, валентных и двугранных 

углов, E
el

 – электростатических взаимодействий, 

E
VdW

 – Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий; G
pol

 

и G
np 

– полярный и неполярный вклады в свобод-

ную энергию сольватации, TS – энтропийный 

компонент. 

При использовании MM/PBSA нужно учиты-

вать следующие особенности метода. Во-первых, 

расчёт электростатического потенциала по Пуас-

сону-Больцману не позволяет учитывать ряд эф-

фектов, в частности, адсорбцию ионов на ДНК. 

Во-вторых, в методе используются следующие тер-

модинамические приближения: не учитывается кон-

формационная энтропия комплекса (в связи с боль-

шой погрешностью вычисления энтропии методом 

нормальных мод этот вклад часто опускается), не 

учитываются эффекты, связанные с присутствием 

молекул воды на интерфейсе взаимодействия ДНК 

с гистонами. 

Для проведения исследования на основе крис-

таллической структуры нуклеосомы из базы данных 

PDB с индексом 1kx5 [8] были созданы модельные 

системы в полноатомном приближении. У исходной 

структуры нуклеосомы были удалены подвижные 

гистоновые хвосты [9] и откручена ДНК (от 5 до 

40 н.п. с шагом в 5 н.п.), как показано на рисунке, А. 

Далее для данных систем проводилось моделиро-

вание методом молекулярной динамики, что позво-

ляло получить ансамбли различных конформаций 

исходных структур. Для этого системы помеща-

лись в прямоугольные расчётные ячейки, с учётом 

того, что наименьшее расстояние от нуклеосомы 

до одной из её граней должно быть не менее 1 нм. 

Свободное пространство ячейки заполнялось мо-

лекулами воды (модель TIP3P), ионами натрия и 

хлора в концентрации 150 мМ. Для предотвраще-

ния краевых эффектов были использованы перио-

дические граничные условия. Чтобы привести сис-

темы к термодинамическому равновесию была 

проведена минимизация потенциальной энергии 

методом наискорейшего спуска. Дальнейшее урав-

новешивание системы производилось по описан-

ной ранее методике [10]. Для термостатирования 

расчетной ячейки применялся модифицированный 

термостат Берендсена со стохастической прибав-

кой, причём вода и молекулы термостатировались 
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раздельно. В качестве баростата был использован 

изотропный баростат Паринелло-Рамана. Далее про-

водилось вычисление траекторий движения атомов 

длительностью от 1 до 5 нс. Стабильность систем 

оценивалась методом расчёта наименьшего сред-

неквадратичного отклонения структуры по траек-

тории (RMSD). 

Моделирование проводилось с использованием 

силового поля AMBER99SB-BSC0 [11], интегри-

рование проходило с помощью метода leap-frog 

c шагом 1 фс. Электростатические взаимодействия 

учитывались при помощи метода PME (шаг решётки 

1 Å, радиус обрезания взаимодействий в прямом 

пространстве 1 нм, интерполяция кубическая). 

Для учёта Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий 

использовался радиус обрезания в 1 нм с плавным 

выравниванием потенциала на границе обрезания. 

Расчёты проводились в программе Gromacs [12]. 

Для визуализации моделей применялась программа 

VMD [13].

Результаты и обсуждение

В ходе работы были созданы и уравновеше-

ны модельные нуклеосомные системы в воде 

с отвёрнутыми нуклеотидными парами (от 5 до 40 

с шагом 5 н.п.) с двух сторон (условно названные 

R и L) (рисунок, А). Методом молекулярной дина-

мики были рассчитаны траектории движения 

атомов (длиной от 1 до 5 нс). При помощи метода 

MM/PBSA были построены энергетические про-

фили процесса отделения ДНК (рисунок, Б), со-

гласующиеся с экспериментальными данными, 

полученными на одиночных нуклеосомах [14]. 

Форма теоретических кривых хорошо совпа-

ла с экспериментальными данными (рисунок, Б). 

Разница в абсолютных значениях свободной энер-

гии связывания объясняется особенностями рас-

чёта электростатического вклада в методе MM/PBSA 

(который определён с точностью до константы). 

Данное замечание верно и для полученных вкладов 

различных энергетических компонент в энергию 

связывания. При расчёте энергии взаимодействия 

ДНК с гистонами по исходным неуравновешен-

ным структурам был показан сильно завышен-

ный вклад Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий, 

что связано со значительными стерическими пе-

рекрываниями в моделях и подтверждает необ-

ходимость использования траекторий молеку-

лярной динамики. Однако с увеличением длины 

траектории (от 1 до 5 нс) точность метода с учё-

том погрешности измерений не увеличивалась 

на сопоставимо значимые значения. Таким об-

разом, можно сделать вывод, что для соблюде-

ния баланса между затрачиваемым на расчёты 

временем и точностью полученных результатов 

можно ограничиться траекторией длиной в 1 нс.

Помимо расчёта профиля свободной энергии 

для собранной нуклеосомы был также произве-

ден аналогичный расчёт для гексасомы – нуклео-

сомы без димера гистонов H2A-H2B (отворачива-

ние производили с противоположной удаленным 

гистонам стороны). Интересно, что кривая, полу-

ченная для этого расчёта, лучше соответствует 

экспериментальным значениям. Можно предполо-

жить, что в эксперименте участвовали не только 

нуклеосомы, но и гексасомы, ведь гистоны H2A-H2B 

способны к спонтанной обратимой диссоциации. 

Данное предположение верно лишь в том случае, 

если погрешность метода невелика. Действитель-

но, дисперсия рассчитанных по траекториям ве-

личин свободной энергии мала относительно аб-

А.К. Грибкова и др.
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солютных величин, но она, по всей видимости, и 

не может быть напрямую использована для оценки 

погрешности метода. Эту оценку можно произвести 

иначе. Нуклеосома обладает псевдосимметричной 

структурой относительно диадной оси. В данной 

работе использовалась структура 1KX5 с палиндром-

ной (относительно диадной оси) ДНК. Таким обра-

зом, профили свободной энергии при отворачивании 

ДНК с разных сторон должны совпадать, однако 

соответствующие вычисленные профили отлича-

ются друг от друга (рисунок, Б). Разница между 

профилями может служить мерой погрешности 

метода. Различия в энергии для разных сторон 

ДНК можно объяснить тем, что расчёта коротких 

траекторий молекулярной динамики недостаточно 

для полного исследования конфигурационного про-

странства вблизи начальной структуры. Помимо 

этого, гистоновые хвосты были удалены не полно-

стью (не до первых элементов вторичной структу-

ры), а согласно обычным позициям их удаления 

в экспериментах. Оставшиеся короткие участки 

гистоновых хвостов конформационно лабильны и 

приводят к “зашумлению” рассчитанного профиля 

свободной энергии при использовании расчётных 

траекторий небольшой длины.

Таким образом, мы показали, что разработан-

ная методика позволяет исследовать профили энер-

гии связывания ДНК с гистонами в различных 

нуклеосомных интермедиатах, образуемых при от-

кручивании ДНК от гистонвого ядра. Данная ме-

тодика может быть использована для изучения 

влияния посттрансляционных модификаций гисто-

нов и гистоновых вариантов на энергетику нуклео-

сом, что важно для понимания механизмов регу-

ляции транскрипции в хроматине.

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Российского научного фонда (проект № 14-24-00031, 

соглашение № 14-24-00031-п).
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The present study contributes to the understanding of DNA compaction in cell nucleus at 

the nucleosomal level. The interactions between DNA and histones can be described in terms of 

a free energy profile, DNA binding affects key processes of cell life including replication and 

ИССЛЕДОВАНИЕ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО ПРОФИЛЯ ПРОЦЕССА ОТВОРАЧИВАНИЯ ДНК
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transcription. MM/PBSA method was used to calculate free energy profile during DNA unwrap-

ping from histone octamer. Our results are in good agreement with experimental data published 

earlier. The developed approach can be applied to study the effects of post-translational modifi-

cations of histones and histone variants on nucleosome stability, which is important for under-

standing the mechanisms of transcriptional regulation in chromatin.

Keywords: nucleosomes, chromatin, molecular dynamics, MM/PBSA, free energy calculations, 

DNA, histones
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ЛИНКЕРНЫХ УЧАСТКОВ НУКЛЕОСОМ
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Структура хроматина и доступность ДНК для белков зависят от структуры “линкер-

ной” ДНК, расположенной на входе в нуклеосому и выходе из неё. Поскольку ДНК яв-

ляется отрицательно заряженным полимером, конформация линкерной ДНК, в свою 

очередь, зависит от ионного микроокружения. В настоящей работе методом флуорес-

центной микроскопии одиночных комплексов исследовано влияние ионов Na+ и K+ на 

структуру линкерной ДНК мононуклеосом. Выявлено, что нуклеосомы находятся в од-

ном из двух конформационных состояний, заселённость которых существенно меняется 

после замены ионов K+ на Na+. Эти изменения, вероятно, обусловлены различным взаи-

модействием Na+ и K+ с ДНК в областях входа ДНК в нуклеосому и выхода из неё. Ка-

тион-зависимые изменения конформации линкерной ДНК могут менять топологические 

барьеры в нуклеосоме, структуру полинуклеосомного хроматина и влиять на взаимодей-

ствия с различными белковыми факторами.

Ключевые слова: хроматин, нуклеосома, линкеры, ионы натрия, ионы калия, флуорес-

ценция, микроскопия, одиночная молекула

Хроматин представляет собой сложную, тонко 

регулируемую ДНК-белковую структуру, единицей 

которой является нуклеосома. Функционирование 

хроматина во многом обеспечивается за счёт кон-

тролируемых конформационных перестроек, ко-

торые происходят на разных структурных уровнях: 

30-нанометровой фибриллы, нуклеосомы и ДНК. 

При этом линкерная область нуклеосом является 

местом взаимодействия многочисленных структур-

ных и регуляторных белков, включая линкерный 

гистон Н1, факторы транскрипции и её регуля-

ции, такие, как РНК-полимераза и PARP1 (Poly 

(ADP-ribose) polymerase 1). Структура и динамика 

линкерной области нуклеосом представляют боль-

шой интерес, но лишь немногие методы обеспечи-

вают возможность таких исследований. В качестве 

экспериментальной системы для решения подоб-

ного рода задач могут быть использованы монону-

клеосомы, собранные на октамере гистонов с при-

менением короткой строго позиционируемой ДНК 

(например, последовательности ДНК-матрицы 601 

или 603 длиной 147 пар нуклеотидов – п.н.), удли-

ненной с обеих сторон для формирования линкеров 

[1, 2]. Если в линкеры ввести две флуоресцентные 

метки, взаимодействующие по механизму Фёрсте-

ровского резонансного переноса энергии (Forster 

Resonance Energy Transfer, FRET), то для структур-

ных исследований таких мононуклеосом применим 

метод флуоресцентной микроскопии одиночных 

комплексов [2–4].

Согласно результатам экспериментальных [3–5] 

и расчётных [6, 7] работ, структура и динамика ну-

клеосом зависят от ионного окружения, которое 

является существенным компонентом, стабилизи-

рующим и модулирующим взаимодействия поли-

анионной ДНК с поликатионными гистонами 

в составе компактной нуклеосомной частицы. Лин-

керы и прилегающие к ним участки нуклеосомной 

ДНК наименее прочно взаимодействуют с гисто-

нами нуклеосомного ядра и несут большой неском-

пенсированный заряд, нейтрализуют который, в пер-

вую очередь, противоионы. При этом даже близкие 

по своим свойствам моновалентные катионы натрия 

и калия существенно отличаются как по характеру 

связывания с ДНК и нуклеосомой, так и по вре-

мени жизни связанного состояния [5–7]. 

В настоящей работе впервые получены данные 

об изменении конформации линкеров при замене 

ионов калия на ионы натрия, что, по-видимому, 

связано с катион-зависимой модуляцией взаимо-

действий ДНК с гистонами в областях входа в ну-

клеосому и выхода из неё. Такая модуляция может 

менять топологические барьеры в нуклеосоме, струк-

туру полинуклеосомного хроматина и влиять на взаи-

модействия с различными белковыми факторами. 

Материалы и методы

Реагенты, использованные в работе, описаны 

ранее [8, 9]. При сборке нуклеосом в качестве источ-

ника гистонов использовали хроматин без гистона 



170

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. Т. 72. № 3

А.В. Любителев и др.

H1, который выделяли из эритроцитов цыплят по 

ранее описанной методике [8]. ДНК-матрица вклю-

чала в себя позиционирующую последовательность 

603 длиной 147 п.н., удлинённую с обоих концов 

на 40 п.н. для формирования линкеров. Матрицу 

получали по методике, описанной в предыдущее 

работе [10]. При получении ДНК-матрицы, флуо-

ресцентно-меченой в области линкеров, исполь-

зовали следующие праймеры (“Синтол”, Россия; 

флуоресцентно-меченые тимидины подчеркнуты; 

названия меток, Су3 и Су5, указаны надстрочным 

знаком):

5’– TAAGGCGAATTCACAACTTTTCy5TGGCAAG

AAAATGAGCt –3’

5’ ACACGGCGCACTGCCAACCCAATCy3CGACA

CCGGCACGAG 3’.

Присутствие меток в составе ДНК подтверждено 

электрофорезом в 4,5%-ном полиакриламидном 

геле (ПААГ; соотношение акриламид : бисакрил-

амид – 39:1) в нативных условиях с последующим 

флуоресцентным анализом геля с помощью сканера 

Typhoon (GE Healthcare) и методом флуоресцент-

ной микроскопии одиночных молекул (рисунок, А). 

Нуклеосомы собирали методом диализа против 

растворов с последовательно уменьшающейся кон-

центрацией хлорида натрия, как описано ранее [8]. 

Эффективность сборки нуклеосом проверяли ме-

тодом электрофореза в 4,5%-ном ПААГ (недена-

турирующие условия, 0,5-кратный буфер TBE со-

става 44,5 мМ Трис, 44,5 мМ борной кислоты, 

1 мМ ЭДТА) по флуоресценции Су3 в составе ДНК.

Для измерений под микроскопом нуклеосомы 

разбавляли до концентрации 0,4–0,8 нМ в буфере 

следующего состава: 10 мМ Трис (pH 8,0), 1 мМ 

β-меркаптоэтанола, 0,5 мМ ЭДТА с добавлением 

150 мМ KCl или 150 мМ NaCl; затем переносили 

в лунку камеры flexiPERM (Greiner Bio-One, Гер-

мания), закрепленной на покровном стекле.

Измерения одиночных нуклеосом проводили, 

используя лазерный сканирующий конфокальный 

микроскоп LSM710-Confocor3 (Carl Zeiss, Йена), 

по ранее описанной методике [9]. Флуоресценцию 

возбуждали при 514,5 нм (0,12 мкВт на образце), 

а регистрировали в диапазонах 530–635 нм (Су3) и 

635–800 нм (Су5) с временем интегрирования 3 мс. 

Для одиночных нуклеосом, свободно диффун-

дирующих через фокус лазерного луча, измеряли 

интенсивности флуоресценции Су3 (I
3
) и Су5 (I

5
) 

и рассчитывали эффективность FRET (E):

 E = (I
5
 – 0,19 × I

3
) / (I

5
 + 0,81 × I

3
) (1), 

где коэффициенты 0,19 и 0,81 обеспечивают кор-

рекцию на перекрывание спектров флуоресценции 

Cy3 и Cy5 в области 635–800 нм. 

Для каждого образца нуклеосом измерения 

выполняли в течение двух последовательных ин-

тервалов времени по 10 мин при величине выборки 

в каждом интервале 1000–3000 нуклеосом. Наборы 

значений Е графически представляли в виде гис-

тограмм относительной частоты распределения ве-

личины Е. Результаты последовательных измере-

ний сравнивали, чтобы подтвердить стабильность 

структуры нуклеосом во времени. Измерения ну-

клеосом проводили в трёх независимых повторах. 

Частотные гистограммы величины Е усредняли по 

трём измерениям и описывали в виде суперпози-

ции полос Гауссовой формы. Суммарный размер 

выборок – 9000–14 000 нуклеосом.

Рисунок. Влияние ионов натрия и 

калия на структуру линкерной об-

ласти нуклеосом по данным флуо-

ресцентной микроскопии одиноч-

ных комплексов. А – Сравнение 

гистограмм относительной частоты 

распределения величины Е для сво-

бодной флуоресцентно-меченой ДНК 

(треугольники, прерывистая линия) 

и нуклеосом в буфере, содержащем 

150 мМ KCl (круги, чёрная линия) 

или 150 мМ NaCl (квадраты, серая 

линия). Б, В – Результаты разложе-

ния частотных распределений вели-

чины Е на сумму Гауссовых полос 

(прерывистые линии) для нуклеосом в буфере со 150 мМ KCl (Б) или 150 мМ NaCl (В). Цифрами указаны максимумы этих по-

лос и доля нуклеосом (в скобках), соответствующих каждой полосе. Г – Схема возможных конформаций нуклеосомы. Ионы 

Na+ связываются с ДНК значительно сильнее, чем ионы К+, препятствуя реассоциации ДНК с нуклеосомным ядром в области, 

подверженной нуклеосомному “дыханию”. Символом “*” обозначены ионы соответствующих металлов
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Результаты и обсуждение

Для проведения исследований нами разрабо-

тана нуклеосомная матрица, в которой метка Су3 

была размещена на расстоянии 18 п.н. до первого 

нуклеотида, а Су5 – на расстоянии 20 п.н. после 

последнего нуклеотида позиционирующей после-

довательности ДНК-матрицы 603. Удалённое от 

нуклеосомного ядра расположение меток позво-

ляет избежать возможного ограничения подвиж-

ности флуорофоров и тушения флуоресценции, 

влияющих на эффективность FRET. При этом рас-

стояние от нуклеосомной позиционирующей по-

следовательности до меток лишь немного больше 

персистентной длины молекулы ДНК (около 50 нм 

или 15 п.н. [11]), что позволяет приблизительно 

считать участок линкера от нуклеосомы до метки 

линейным.

Измерения свободно диффундирующих оди-

ночных нуклеосом в растворе, содержащем 150 мМ 

KCl, выявили, что распределение нуклеосом по 

величине Е неоднородно (рисунок, А) и характе-

ризуется наличием двух состояний с максимумами 

Е
1
 = 0,05 и Е

2
 = 0,42, к которым относятся соот-

ветственно 41 и 59% нуклеосом (рисунок, Б). Это 

распределение не меняется в течение 40 мин изме-

рений, что подтверждает отмечавшуюся нами ра-

нее стабильность структуры нуклеосом в исполь-

зуемых экспериментальных условиях [8–10, 12]. 

В случае свободной ДНК величина Е имеет нор-

мальное (Гауссово) распределение с одним макси-

мумом вблизи нуля (рисунок, А). Как установлено 

нами ранее [10] и подтверждено данными элек-

трофореза для изучаемых нуклеосом (данные не 

показаны), в образце присутствует не более 3% 

свободной ДНК-матрицы, которая, очевидно, не 

может быть причиной пика Е
1
 = 0,05 с низкой ве-

личиной FRET. В электрофореграмме наблюдается 

лишь одна полоса, соответствующая нуклеосомам, 

что исключает их неполную сборку как причину 

появления двух пиков в распределении нуклеосом 

по величине Е. Возможный вклад фотообесцвечива-

ния акцептора (Су5) в интенсивный пик Е
1
 = 0,05 

можно также исключить, так как распределение Е 

не меняется со временем и при 2–3 кратном уве-

личении мощности возбуждающего флуоресценцию 

света. Высокую фотостабильность меток в наших 

экспериментальных условиях подтверждают и про-

веденные ранее исследования на нуклеосомах с раз-

личным положением флуоресцентных меток [8–10, 

12, 13]. Таким образом, для нуклеосом в присут-

ствии 150 мМ KCl характерны две конформации, 

отличающиеся расстоянием между линкерами в об-

ласти положения меток, на что указывают разные 

величины Е
1
 (большое расстояние) и Е

2
 (меньшее 

расстояние). Предположительно эти конформации 

имеют времена жизни значительно больше 3 мс 

(среднее время диффузии нуклеосомы через фокус 

лазерного луча), и нуклеосомы могут переходить 

из одной конформации в другую. Наличие двух 

конформаций в присутствии 150 мМ KCl было по-

казано нами и для нуклеосом с иным положением 

меток на линкерах (Су3 – 10 п.н. до первого ну-

клеотида, Су5 – 15 п.н. после последнего нуклео-

тида позиционирующей последовательности ДНК-

матрицы) [10]. Таким образом, вывод о наличии 

двух конформаций у нуклеосомы не связан с инди-

видуальными особенностями расположения меток 

на линкерах.

При замене в растворе ионов калия на ионы 

натрия распределение нуклеосом по величине Е 

достоверно изменяется (рисунок, А): сохраняется  

состояние с Е
1
 = 0,05 при возрастании доли нуклео-

сом в нём до 75%, а максимум второго состояния 

наблюдается при Е
3
 = 0,31 (25% нуклеосом) (рису-

нок, В). Такое распределение нуклеосом по вели-

чине Е, формирующееся в присутствии ионов нат-

рия, стабильно в течение 40 мин измерений. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что 

катионы натрия заметно уменьшают стабильность 

конформации с Е
2
 = 0,42: значительная часть ну-

клеосом переходит в состояние с Е
1
 = 0,05, а у 

оставшихся в альтернативной конформации нуклео-

сом увеличивается расстояние между линкерами, 

что регистрируется как сдвиг максимума второго 

пика к 0,31 по шкале Е. 

Изменения в структуре нуклеосом, вероятно, 

вызваны тем, что ионы Na+ удерживаются на ДНК 

намного прочнее, чем ионы К+ [5–7]. Основной 

причиной этого является меньший по сравнению 

с K+ диаметр внешней электронной оболочки Na+, 

позволяющий ему глубже погружаться в двухцепо-

чечную ДНК [6]. Эти особенности взаимодействия 

с Na+ могли бы приводить к сближению линкеров 

за счет более полной нейтрализации отрицатель-

ного заряда ДНК и уменьшению их взаимного от-

талкивания. Однако данные микроскопии оди-

ночных комплексов (рисунок) свидетельствуют об 

обратном: расстояние между линкерами увеличи-

вается. Это противоречие устраняется, если пред-

положить, что структурные изменения вызваны 

особенностями взаимодействия ионов в областях 

входа ДНК в нуклеосому и выхода из неё. Счита-

ется, что в этих областях могут происходить кон-

формационные переходы, называемые “дыханием” 

нуклеосом: спонтанные и обратимые отворачива-

ния ДНК от нуклеосомного ядра. В пользу суще-

ствования такого рода переходов говорят как ре-

зультаты экспериментов in vitro [2, 14–16], так и 

данные компьютерного моделирования [17, 18]. 

Согласно этим данным, потеря связей с гистоно-

вым ядром при отворачивании ДНК возможна для 

20 нуклеотидов на границе нуклеосомного ядра. 

За пределами этих 20 нуклеотидов эффективность 

взаимодействия ДНК с гистонами значительно 

возрастает, резко увеличивая затраты энергии на 

отворачивание и уменьшая его вероятность [17, 19]. 

Усиленное связывание Na+ с ДНК в области этих 

20 нуклеотидов может затруднять восстановление 

контактов ДНК с гистонами и способствовать ста-
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билизации конформации с отвёрнутой ДНК и со-

ответственно увеличенным расстоянием между лин-

керами (рисунок, Г). При этом как расчёты, так и 

экспериментальные данные показывают, что отво-

рачивание ДНК с одной стороны нуклеосомы резко 

затрудняет её диссоциацию с другой стороны [1]. 

Наиболее вероятной моделью состояний с 

Е
2
 = 0,42 и Е

3
 = 0,31 является конформация, при 

которой оба линкера в областях входа ДНК в ну-

клеосомное ядро и выхода из него связаны с гис-

тонамии нуклеосомы (сильнее в присутствии К+ и 

слабее в присутствии Na+; рисунок, Г ). Тогда со-

стоянию Е
1
 = 0,05 соответствует конформация, при 

которой один из линкеров отвернут от гистонового 

кора (рисунок, Г). Отметим, что возможно суще-

ствование ряда конформационных состояний лин-

керных фрагментов [17], не различимых по вели-

чине Е.

Представленные результаты свидетельствуют 

о том, что тип катионов, присутствующих в микро-

окружении нуклеосомы, существенным образом 

влияет на её структуру. Ассоциация ДНК с гистоно-

вым ядром в области входа ДНК в нуклеосомное 

ядро и выхода из него способствует сохранению 

нуклеосомы и создаёт дополнительный барьер для 

ферментов и других молекул, функционирование 

которых связано с отворачиванием ДНК от гисто-

нов нуклеосомы.

В клеточном ядре преобладают ионы K+, ко-

торые отличаются от ионов Na+ по взаимодействию 

со свободной ДНК и с нуклеосомой [5–7], а также 

по влиянию на структуру нуклеосом (рисунок). В то 

же время многие исследования методом микроско-

пии одиночных частиц традиционно проводят 

в присутствии ионов Na+ [3, 15, 16]. Полученные 

нами результаты указывают на необходимость оп-

тимизации ионного состава растворов при прове-

дении как структурных, так и функциональных 

исследований на нуклеосомах.

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Российского научного фонда (проект № 14-24-00031, 

соглашение № 14-24-00031-П).
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INFLUENCE OF SODIUM AND POTASSIUM IONS ON CONFORMATION OF LINKER 
PARTS OF NUCLEOSOMES
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The structure of chromatin and DNA accessibility to proteins depend on the structure of 

DNA “linkers” entering and exiting the nucleosome. Since DNA is negatively charged, confor-

mation of the DNA linkers, in turn, is likely affected by ionic microenvironment. Here method 

of fluorescence microscopy of single complexes was used to study the effect of Na+ and K+ ions 

on the structure of the DNA linkers. It was revealed that nucleosomes adopt one of two confor-

mational states, and occupancy of these states is considerably changed after substitution of K+ 

ions by Na+. These changes are likely caused by different interaction of Na+ and K+ ions with 

DNA in the regions of entry and exit of DNA from the nucleosome. Cation-dependent changes 

in conformation of the DNA linkers can affect topological barriers in nucleosomes, structure of 

polynucleosome chromatin and interactions of DNA with different protein factors. 

Keywords: chromatin, nucleosome, linkers, sodium ions, potassium ions, fluorescence, micro-

scopy, single molecule 
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Изучено сочетанное воздействие семакса с водными растворами диацетата свинца 

(10–7 М) и молибдата аммония (10–5 М) на формирование условной реакции двусторон-

него избегания у крыс в челночной камере. Установлено, что обе соли тяжёлых металлов 

угнетают обучение и память; большее угнетение вызывал диацетат свинца. Семакс за-

медлил выработку условной реакции, но противодействовал негативному влиянию на 

этот процесс со стороны обоих металлов. При этом влияние семакса на формирование 

реакции избегания в присутствии молибдата аммония, который сам по себе угнетал из-

бегание, парадоксальным образом усилилось. При сочетанном воздействии пептида и 

молибдата аммония формирование условной реакции происходило значительно бы-

стрее, чем на фоне семакса без сочетания с молибденом. В целом полученные данные 

свидетельствуют о противодействии семакса нейротоксическому действию солей свинца 

и молибдена. Поскольку основным механизмом нейротоксического эффекта тяжёлых 

металлов является окислительный стресс, то указанное положительное влияние семакса 

может, на наш взгляд, служить подтверждением наличия антиоксидантных свойств 

в спектре фармакологической активности пептида.

Ключевые слова: окислительный стресс, семакс, молибдат аммония, диацетат свинца, 

обучение, память

Эндогенные пептидные регуляторы, подобные 

адренокортикотропному и меланоцитстимулирую-

щим гормонам (меланокортины), играют важную 

роль в регуляции функций ЦНС. В настоящее время 

имеется много свидетельств положительного влия-

ния меланокортинов на выработку условных реф-

лексов. Однако ноотропные эффекты природных 

фрагментов адренокортикотропного гормона (АКТГ) 

кратковременны [1]. Это побудило предпринять 

поиск способов повышения эффективности при-

родных меланокортинов за счёт модификации их 

структуры, который привел к созданию синтети-

ческих аналогов, обладающих выраженной актив-

ностью, но лишённых гормональных эффектов [2]. 

Среди них важное место занимает семакс – ноо-

тропный аналог фрагмента АКТГ(4–10) пролонги-

рованного действия, структура которого включает 

в себя фрагмент АКТГ(4–7) и трипептид Pro-Gly-

Pro. Эксперименты на животных показали, что этот 

пептид, как и природные меланокортины, обладает 

широким спектром нейротропной активности [3]. 

В настоящее время он используется в клинике в ка-

честве ноотропного и нейропротекторного препа-

рата. Несмотря на то, что лекарственные препара-

ты, разработанные на основе семакса, уже давно 

используются в клинической практике, исследова-

ния его физиологических эффектов продолжаются. 

Актуальность таких исследований определяется не-

обходимостью выяснения механизмов действия и 

возможностью расширения спектра клинического 

применения препарата.

В последнее время установлена антиоксидант-

ная активность пептида, что существенно расши-

ряет спектр его действия [4]. В частности, пред-

ставляет большой интерес способность пептида 

противостоять нейротоксическому влиянию тяжё-

лых металлов, основной механизм которого со-

стоит в индукции окислительного стресса [5]. Из-

вестно, что окислительный стресс, вызываемый 

тяжёлыми металлами, приводит к нейродегенера-

тивным заболеваниям, включая болезни Альцгей-

мера и Паркинсона [6–9]. К настоящему времени 

проведены отдельные работы, в которых показана 

перспективность использования антиоксидантов 

для противодействия нейротоксическим эффектам 

тяжёлых металлов [10–12]. В данной работе анали-

зируется возможность применения семакса в ка-

честве препарата с антиоксидантными свойствами 

для противодействия угнетению солями молибдена 

и свинца обучения и памяти у крыс.
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Материалы и методы

Опыты поставлены на шести группах самцов 

белых беспородных крыс (по 20 животных в груп-

пе) в возрасте 7–8 нед. к началу опыта. Первой 

группе вводили семакс в дозе 0,05 мг/кг; 2-й и 

3-й группам вводили водные растворы диацетата 

свинца (10-7 М) и молибдата аммония (10–5 М), 

соответственно; 4-й и 5-й группам вводили семакс 

в комбинации с солями свинца и молибдена, соот-

ветственно; 6-я группа служила контролем. Водные 

растворы солей тяжёлых металлов внутрибрю-

шинно по 2 мл вводили за 5 ч до опытов, семакс – 

через 4 ч после введения растворов солей. Конт-

рольным животным за час до опыта вводили 2 мл 

дистиллированной воды.

Опыты проводили в камере, разделённой на 

2 равные половины перегородкой с отверстием. 

У животных в течение 5 сут (по 25 предъявлений 

стимулов ежедневно) вырабатывали условную ре-

акцию двустороннего избегания, служащую экспе-

риментальной моделью обучения и памяти. Вклю-

чали звуковой условный раздражитель и через 10 с 

подавали ток (0,5–0,7 мА) в проводку пола той по-

ловины камеры, в которой находилась крыса. Если 

крыса не переходила на безопасную половину ка-

меры, то через 10 с выключали оба раздражителя; 

через 30 с раздражители предъявлялись повторно. 

Переход животного на безопасную половину ка-

меры, во время действия раздражителей приводил 

к их выключению.

Исследование проводилось в соответствии с пра-

вилами, принятыми Европейской конвенцией по 

защите позвоночных животных (Страсбург, 1986) 

и Директивой 2010/63/EU Европейского парла-

мента и совета Европейского союза по охране жи-

вотных, используемых в научных целях.

Динамику обучения в группах оценивали с по-

мощью однофакторного непараметрического дис-

персионного анализа Краскела–Уоллиса; различие 

между группами – с помощью критерия Вилкок-

сона. Различия считали статистически значимыми 

при p<0,05.

Результаты и обсуждение

Анализ приведенных на рис. 1 графиков пока-

зывает, что обе соли тяжёлых металлов угнетали 

выработку реакции избегания. Более сильное угне-

тающее влияние на обучение оказала соль свинца, 

на фоне воздействия которой животные даже на за-

ключительном этапе обучения в среднем получали 

более 20 ударов тока за опыт из 25 возможных. 

Применение дисперсионного анализа Краскела–

Уоллиса показало, что при воздействии диацетата 

свинца статистически значимого увеличения коли-

чества реакций избегания, начиная со 2-го опыта, 

не происходило, что свидетельствует о глубоком 

угнетении обучения и памяти. Эти данные согла-

суются с ранее полученными нами [13]. Примене-

ние молибдена вызывало статистически значимое 

уменьшение числа реакций избегания относительно 

контроля только в последние трое суток опыта.

Рис. 1. Влияние семакса, диацетата свинца и молибдата аммония на динамику выработки реакции избегания. По оси абсцисс – 

время опытов, сут; по оси ординат – число правильных реакций в процентах относительно всех предъявлений. Данные здесь 

и на рис. 2 и 3 представлены в виде среднего и ошибки среднего. * – p<0,05 относительно контрольных величин
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Семакс замедлил выработку реакции избегания. 

Это согласуется с данными о том, что эффект пеп-

тида зависит от методических особенностей опытов. 

В частности, было показано, что семакс увеличи-

вает число условных реакций одностороннего избе-

гания, но уменьшает число реакций двустороннего 

избегания, увеличивая при этом, по сравнению 

с контрольными данными, число этих реакций 

в условиях эмоционального стресса и необходи-

мости усвоения видоизменённого навыка после 

функциональных нарушений [14]. Согласно полу-

ченным в настоящем опыте результатам, семакс 

противодействует нейротоксическому влиянию солей 

обоих тяжёлых металлов на формирование реак-

ции избегания у животных, что подтверждает от-

меченную выше способность пептида оказывать 

положительное влияние в условиях, затрудняющих 

обучение. Представленные на рис. 2 результаты 

опытов показывают, что уровни реакций избега-

ния при сочетанном воздействие семакса с солями 

как свинца, так и молибдена превышают соответ-

ствующие показатели, регистрируемые при воз-

действии солей без пептида. При этом противо-

действие со стороны пептида угнетению обучения 

солями свинца и молибдена проявляется в разной 

мере. Сочетанное воздействие семакса со свинцом 

ускоряло формирование реакции избегания отно-

сительно животных, которым вводили только ме-

талл, начиная с третьего дня. Нейропротективный 

эффект пептида при этом увеличивался по ходу 

опыта. Статистически значимое превышение уровня 

избегания при комбинации семакса с молибденом 

относительно величин, наблюдаемых при воздей-

ствии соли этого металла без пептида, отмечалось 

на протяжении всего опыта.

Как сказано выше, и семакс, и молибден, вве-

дённые по отдельности, замедляют обучение жи-

вотных. В этой связи интересно отметить, что при 

сочетанном воздействии пептида и молибдата ам-

мония формирование реакции избегания проис-

ходит статистически значимо быстрее, чем на фоне 

семакса без сочетания с солью молибдена (рис. 3). 

В первый опытный день число реакций избегания 

при сочетанном воздействии почти в 7 раз пре-

вышало величину реакции избегания у крыс, на-

ходящихся под влиянием одного пептида. Этот 

результат в известной степени выглядит парадок-

сальным и требующим объяснения. Известно, что 

металл молибден входит в состав фермента ксан-

тиноксидазы и может увеличивать активность ан-

тиокислителей [15]. Ввиду этого указанную осо-

бенность сочетанного воздействия молибдена и 

пептида можно объяснить увеличением антиокис-

лительной активности последнего. В отличие от 

этого, сочетанное воздействие пептида с диацета-

том свинца приводит к уменьшению уровня реак-

ции избегания относительно этого показателя при 

воздействии только семакса. Последнее означает, 

что воздействие соли свинца ослабляет активность 

пептида. Сопоставление сочетанного воздействия 

Рис. 2. Противодействие семакса отрицательному влиянию диацетата свинца и молибдата аммония на выработку реакции избе-

гания. Обозначения осей – как на рис. 1. * – p<0,05 относительно величин при отдельном введении молибдата аммония; # – p<0,05 

относительно величин при отдельном введении диацетата свинца

А.Н. Иноземцев и др.
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на обучение семакса с диацетатом свинца и семакса 

с молибдатом аммония показывает, что усиление 

нейропротективной активности пептида избира-

тельно, поскольку происходит только в комбина-

ции с молибденом. 

Таким образом, из полученных данных следует, 

что влияние семакса на формирование реакции из-

бегания у крыс в присутствии молибдата аммония, 

который сам по себе угнетает обучение, парадок-

сальным образом усиливается. В целом получен-

ные данные свидетельствуют о противодействии 

семакса нейротоксическому действию солей свинца 

и молибдена. Поскольку основным механизмом 

нейротоксического эффекта тяжелых металлов яв-

ляется окислительный стресс, то положительное 

влияние семакса на фоне молибдата аммония и 

диацетата свинца может, на наш взгляд, служить 

подтверждением наличия антиоксидантных свойств 

в спектре фармакологической активности пептида. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Российского фонда фундаментальных исследова-

ний (проект №15-04-05104а).

Рис. 3. Сопоставление сочетанного влияния семакса и солей металлов с влиянием одного пептида на реакции избегания. Обо-

значения осей – как на рис. 1. * – p<0,05 относительно величин при отдельном введении семакса
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PHYSIOLOGY

THE PARADOXICAL INFLUENCE OF SEMAX AND AMMONIUM MOLYBDATE 
COEXPOSURE ON LEARNING AND MEMORY IN RATS

A.N. Inozemtsev1,*, S.B. Bokieva3, O.V. Karpukhina1,4, 

K.Z. Gumargalieva4, A.A.Kamenskii2, N.F. Myasoedov5

1Department of Higher Nervous Activity and 2Department of Human and Animal Physiology, School 
of Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory 1–12, Moscow, 119234, Russia;

3North Ossetian State University, Vatutin str. 44–46, Vladikavkaz, 362025, Russia;
4Semenov Institute of Chemical Physics RAS, Kosygina str. 4, Moscow, 119991, Russia;

5Institute of Molecular Genetics, RAS, Kurchatov sq. 2, Moscow, 123182, Russia
*e-mail: a_inozemtsev@mail.ru

Combined effects of Semax with an aqueous solutions of lead diacetate (10–7 M) and am-

monium molybdate (10–5 M) on the two-way active avoidance learning in rats in the Shuttle box 

have been studied. It was established that both salts of heavy metals depressed learning and 

memory; greater inhibition was caused by the lead diacetate. Semax inhibited the avoidance 

learning but counteracted the negative impact on this process on the part of both metals. Addi-

tionally, the influence of Semax on avoidance learning paradoxically increased in the presence of 

ammonium molybdate, which inhibited avoidance responses when injected alone. Avoidance 

learning in rats coexposed to the peptide and ammonium molybdate was much faster than in rats 

injected by Semax. Overall, the data indicate that Semax counteracts the neurotoxic effect of the 

salts of lead and molybdenum. As the main mechanism of the neurotoxic impact of heavy metals 

is oxidative stress, the positive effect of Semax could, in our opinion, serve as confirmation of the 

presence of antioxidant properties in the spectrum of the peptide pharmacological activity.

Keywords: oxidative stress, Semax, ammonium molybdate, lead diacetate, learning, memory
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УДК 581.192.2+577.346

ВЛИЯНИЕ УЛЬТРАФИОЛЕТОВОГО ИЗЛУЧЕНИЯ СРЕДНЕВОЛНОВОГО 
ДИАПАЗОНА НА СОДЕРЖАНИЕ И СПЕКТР ПОЛИАМИНОВ 

В ЛИСТЬЯХ И КОРНЯХ ДИКОРАСТУЩИХ РАСТЕНИЙ 

Н.Л. Радюкина1, Ю.В. Иванов1, С. Мапелли2, Л.Е. Михеева3, Е.А. Карбышева3,*

1Институт физиологии растений имени К.А. Тимирязева, РАН, Россия, 127276, г. Москва, ул. Ботаническая, д. 35;
2National Research Council, Institute of Agricultural Biology and Biotechnology, via Bassini 15, 20133 Milano, Italy;

3Кафедра генетики, биологический факультет, Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 
Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д.1, стр. 12

*e-mail: karbisheva@mail.ru

Настоящая работа является продолжением серии работ по изучению кратковремен-

ного действия ультрафиолетового излучения средневолнового диапазона (12,5 кДж/м2) 

на растения. При этом особое внимание уделено быстрому ответу антиоксидантной си-

стемы (измерение через 24 ч после облучения). Свободные и конъюгированные формы 

полиаминов (ПА) путресцинового ряда (путресцин, спермин, спермидин) и кадаверина, 

как известно, являются частью антиоксидантной системы. В растениях Thellungiella sal-

suginea, Salvia officinalis L., Plantago major L., Geum urbanum L., выращенных в водной 

культуре в условиях фитотрона определяли содержание свободных и конъюгированных 

форм ПА через 24 ч после действия ультрафиолетового излучения средневолнового диа-

пазона. Полученные данные подтверждают существующую гипотезу о наибольшей роли 

путресцина в защитном ответе растений на действие ультрафиолетового излучения сред-

неволнового диапазона. Повышение содержания этого ПА наблюдалось в листьях трёх 

из четырёх исследованных растений, и именно изменения в его содержании определяли 

суммарное повышение уровня свободных ПА. В уровне конъюгированных форм спер-

мина, спермидина и кадаверина не удалось выявить общую тенденцию, и только для 

конъюгатов путресцина отмечено чёткое повышение. Проведенные исследования по-

зволяют сделать вывод о том, что относительный вклад конкретных форм ПА в защит-

ный ответ определяется прежде всего видовой принадлежностью исследованных расте-

ний. Вполне вероятно, что конъюгированные формы ПА могут служить резервом для 

быстрого восстановления необходимого уровня эндогенных свободных форм ПА. 

Ключевые слова: дикорастущие растения, свободные полиамины, конъюгированные по-

лиамины, излучение УФ-B, окислительный стресс, антиоксидантная система

Окислительный стресс, который развивается 

в растениях при действии как абиотических, так и 

биотических факторов, вызывает активацию анти-

оксидантной системы (АОС) [1]. Одними из важ-

нейших компонентов этой системы являются по-

лиамины (ПА) путресцинового ряда [2]. Такие ПА, 

как путресцин (Пут), спермидин (Спд), спермин 

(Спм) и кадаверин (Кад) – это низкомолекулярные 

органические соединения с высокой биологической 

активностью, различающиеся между собой только 

числом и положением в молекуле аминогрупп. Про-

текторная роль ПА основана на химических свой-

ствах этих соединений как органических катионов 

[3–6]. В растениях присутствуют как свободные 

формы этих соединений, так и растворимые либо 

нерастворимые конъюгаты, которые образуются при 

взаимодействии свободных форм с кофейной и фе-

руловой кислотами [7]. В растениях в норме кон-

центрация всех форм ПА находится в диапазоне 

10–9–10–5 М, но может увеличиваться на порядок 

при действии стрессовых факторов различной при-

роды [8]. Вопрос о роли конъюгатов индивидуаль-

ных ПА остается дискуссионным, так как их опреде-

ление проводится достаточно редко. В связи с этим 

целью данной работы было исследование измене-

ния уровня всех форм ПА у растений при действии 

ультрафиолетового излучения средневолнового диа-

пазона. В качестве объектов исследований использо-

ваны дикорастущие растения трёх экофизиологиче-

ских групп. Для оценки возможной зависимости 

вклада ПА в защитный ответ было изучено дей-

ствие УФ-B-излучения на четырёх видах растений, 

относящихся к различным экофизиологическим 

группам.

Материалы и методы 

В качестве объектов исследований использо-

вали следующие дикорастущие растения: гравилат 

городской Geum urbanum L. семейства Rosacea (да-

лее – “гравилат”), теллунгиелла солонцовая Thel-

lungiella salsuginea (Pallas) O.E.Schulz (экотип 

Shandong) семейства Brasscicaceae (далее – “теллун-

гиелла”), шалфей лекарственный Salvia officinalis L. 
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семейства Lamiaceae (далее –“шалфей”), подорож-

ник большой Plantago major L. семейства Plantagi-
naceae (далее – “подорожник”). Эти растения раз-

личаются по уровню устойчивости к действию 

абиотических факторов, в частности, к действию 

УФ-B-излучения [9]. Растения культивировали в ка-

мере фитотрона при 12-часовом световом периоде 

и мощности освещения 37,6 Вт/м2 люминесцент-

ными лампами Philips F36W/54. Температура воз-

духа составляла 23±1°C (день) и 16±1°C (ночь), 

относительная влажность воздуха – 55–70% [9]. 

При достижении растениями 6-недельного воз-

раста (стадия 4–5 настоящих листьев) группу расте-

ний переносили в камеру с ультрафиолетовыми лам-

пами Philips 40W/12RS и облучали в течение 10 мин, 

что соответствовало дозе ИУФ-Б 12,5 кДж/м2. Мощ-

ность излучения определяли с помощью люксметра 

AvaSpec-2048 (Avantes, Голландия). После облучения 

растения перемещали в камеру фитотрона с нор-

мальными условиями выращивания. Образцы листьев 

и корней контрольных и опытных растений отби-

рали через 24 ч после начала эксперимента, фик-

сировали жидким азотом и хранили при –70°С до 

проведения анализов.

Определение содержания свободных и конъюгиро-
ванных ПА. Свободные ПА и их конъюгаты в рас-

тительной ткани определяли в виде их бензоильных 

производных методом высокоэффективной жид-

костной хроматографии [7]. Представленные дан-

ные являются результатом трёх независимых экс-

периментов, т.е. три отдельно выращенные партии 

растений подвергали соответствующей обработке. 

Все биохимические определения проводились в не-

обходимом количестве аналитических повторно-

стей (не менее трёх). 

Результаты и обсуждение

Одним из общепринятых маркёров развития 

окислительного стресса является повышение содер-

жания малонового диальдегида (МДА). Как показали 

наши исследования, после воздействия УФ-B-из-

лучения в клетках всех изученных растений его 

содержание повышается (таблица). Эти данные ука-

зывают, что действие ИУФ-B вызывает окислитель-

ный стресс у исследуемых растений. Ранее в наших 

работах [9] была продемонстрирована активность 

компонентов АОС у растений при действии засо-

ления и облучения. В данной работе мы уделили 

внимание изменению содержания свободных и 

конъюгированных форм ПА путресцинового ряда 

и кадаверина как вероятных элементов АОС при дей-

ствии облучения [7–9]. Для получения более полной 

картины участия различных форм ПА в защитном 

ответе определяли сумму растворимых и нераствори-

мых конъюгированных форм индивидуальных ПА.

На рисунке представлены результаты опреде-

ления содержания свободных и суммы конъюги-

рованных форм индивидуальных ПА в листьях и 

корнях контрольных и облучённых растений. Сум-

марное содержание Пут, Спд и Спм в листьях и кор-

нях контрольных (необлучённых) растений нахо-

дилось в пределах 1000–4000 нмоль/г сухой массы. 

Следует отметить более высокое содержание Пут 

в растениях шалфея и пониженное содержание Спм 

в растениях подорожника и листьях шалфея. Полу-

ченные результаты свидетельствуют о том, что од-

нократное кратковременное воздействие УФ-B-

излучения на растения в большинстве случаев 

приводит к изменениям в содержании свободных 

и конъюгированных форм отдельных ПА.

Таблица

Содержание малонового диальдегида (мкмоль/г сырого веса) 
в опытных растениях при действии ультрафиолетового излучения 

средневолнового диапазона

Название растения Контроль УФ-B-
излучение

Гравилат городской (Geum 

urbanum)

0,035±0,006 0,055±0,007

Подорожник большой (Plantago 

major)
0,002±0,001 0,016±0,002

Теллунгиелла солонцовая 

(Thellungiella salsuginea)

0,008±0,004 0,011±0,001

Шалфей лекарственный (Salvia 

officinalis)

0,005±0,002 0,008±0,001

В проведенных исследованиях мы наблюдали, 

что уровень свободного Пут наиболее наглядно свя-

зан с действием УФ-B-излучения, так как именно 

за счёт повышения уровня путресцина в листьях и 

корнях происходит увеличение всего пула свобод-

ных ПА. Детальный анализ полученных данных 

свидетельствует о различиях в распределении форм 

индивидуальных ПА в листьях и корнях изучав-

шихся растений разных видов.

Путресцин. В контрольных образцах тканей всех 

исследованных растений отмечено высокое содер-

жание свободного Пут, а в тканях телунгиеллы и 

шалфея также и высокое содержание его коньюга-

тов (рисунок, а). В необлучённых тканях гравилата 

и корнях подорожника коньюгаты Пут не обнару-

живаются. После воздействия УФ-B-излучения 

в листьях и корнях шалфея происходило повыше-

ние содержания свободного Пут. Такая же тенден-

ция наблюдалась в листьях теллунгиеллы. Только 

у подорожника и в корнях теллунгиеллы воздей-

ствие УФ-B-излучения либо не влияло на уровень 

Пут, либо приводило к его снижению. Содержание 

коньюгатов Пут, наоборот, увеличивалось и в кор-

нях, и в листьях всех исследованных растений, за 

исключением листьев гравилата. Особо следует от-

метить, что коньюгаты Пут появляются у гравилата 

после облучения только в корнях. 

Спермин. В контрольных образцах высокое со-

держание свободного Спм (рисунок, б) отмечено 

у теллунгиеллы и гравилата в корнях и листьях, 

у шалфея – в корнях. Конъюгаты Спм присутство-

вали в корнях и листьях всех исследованных рас-
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тений при наибольшем содержании этой формы 

в корнях теллунгиеллы и шалфея. Под действием 

УФ-B-излучения содержание свободной и конъюги-

рованной форм Спм имеет тенденцию к снижению 

в листьях и корнях трёх растений. Исключением 

являлся подорожник, в листьях и корнях которого 

увеличивались как доля конъюгатов, так и доля 

свободной формы. 

Спермидин. Корни всех контрольных растений 

отличались достаточно высоким содержанием сво-

бодной и конъюгированной форм Спд, и при этом 

общее содержание спермидина было существенно 

выше в корнях, чем в листьях (рисунок, в). Под дей-

ствием УФ-B-излучения в листьях и корнях подо-

рожника, теллунгиеллы и шалфея происходило 

повышение содержания Спд в свободной и конъ-

югированной формах. У гравилата и в корнях, и 

в листьях содержание двух форм Спд снижалось 

после облучения.

Кадаверин. В контрольных образцах Кад был 

обнаружен в листьях подорожника (в свободной и 

связанной формах), а также в корнях теллунгиеллы 

и гравилата в форме конъюгатов (рисунок, г). Воз-

действие УФ-B-излучения индуцировало появле-

ние Кад в некоторых опытных образцах. Если под 

влиянием ультрафиолетового излучения средневол-

нового диапазона у подорожника в листьях умень-

шалось содержание обеих форм, то в его корнях 

появлялась свободная форма Кад. Сходным обра-

зом, воздействие УФ-B-излучения приводило к по-

явлению свободной формы Кад в листьях теллун-

гиеллы и связанной формы в листьях гравилата. 

В корнях гравилата влияние УФ-B-излучения вы-

зывало переход конъюгированной формы в сво-

бодную форму. В растениях шалфея ни свободная, 

ни конъюгированная формы Кад не были обна-

ружены.

Анализ полученных данных позволяет сделать 

несколько выводов. Во-первых, повышение содер-

жания Пут в корнях и листьях исследованных рас-

тений при действии УФ-B-излучения согласуется 

с литературными данными о его большей эффек-

тивности как защитного соединения [1–3]. Именно 

изменения его содержания определяли суммарное 

повышение уровня ПА. Во-вторых, конъюгиро-

ванные формы Спм и Спд существуют наравне со 

свободными. Возможно, что конъюгированные 

формы Спм и Спд служат для поддержания пула 

свободных ПА. Вполне вероятно, что такой пере-

ход определяется несколькими факторами, в том 

числе уровнем кофейной и феруловой кислот, уча-

ствующих в образовании конъюгатов [10]. Переход 

ПА из одной формы в другую может быть одним из 

механизмов регуляции их внутриклеточного со-

держания. Известно также, что полиаминоксидаза, 

главный фермент катаболизма ПА, может катализи-

ровать обратную конверсию Спд и Спм в Пут [5]. 

Этим, возможно, объясняется недостаточно высокое 

содержание этих ПА в растениях после действия 

УФ-B-излучения.

Из приведенных выше данных также следует, 

что уровень конкретных форм ПА в листьях и кор-

нях и их возможная роль в защитном ответе в зна-

чительной мере зависят от видовой специфичности 

исследованных растений. Кроме того, полученные 

данные по содержанию свободных ПА у гравилата, 

подорожника, теллунгиеллы и шалфея показывают, 

что аккумуляция свободных ПА у исследованных 

растений является органоспецифичной. Это прояв-

ляется в различных тенденциях изменения уровня 

как свободных, так и конъюгированных форм ПА 

в корнях и листьях растений определенного вида 

в ответ на действие УФ-B-излучения, что согласу-

ется с литературными данными [11]. 
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This work is a continuation of a series of studies on the short-term effects of UV-B radiation 

(12.5 kJ/m2) on plants with particular attention paid to the rapid response of the antioxidant sys-

tem (measurement 24 hrs after irradiation). Free and conjugated forms of putrescine polyamines 

(putrescine, spermine, spermidine) and cadaverine are known to be part of the antioxidant sys-

tem. In the plants Thellungiella salsuginea, Salvia officinalis L, Plantago major L., and Geum 

urbanum L. grown in aquatic culture under phytotron conditions, the content of free and conju-

gated forms of polyamins was determined 24 hrs after the treatment with UV-B. The obtained 

data confirm the existing hypothesis about the major role of putrescine in the protective response 

of plants to UV-B irradiation. An increase in the content of this polyamine was observed in the 

leaves of three of the four plants studied. And it was the changes in its content that determined 

the total increase in the level of free polyamines. It was not possible to reveal a general trend in 

the level of conjugated forms of spermine, spermidine and cadaverine, and only for putrescine 

conjugates there was a clear increase. The data obtained allow to conclude that the relative con-

tribution of specific forms of polyamines to the protective response is determined primarily by 

the species of the investigated plants. It is likely that conjugated forms of polyamines can serve as 

a reserve for rapid recovery of the required level of endogenous free forms of polyamines.

Keywords: wild-growing plants, free polyamines, conjugated polyamines, UV-B irradiation, 

oxidative stress, antioxidant system
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