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Тромбоциты участвуют в процессах воспаления и заживления ран, локально стиму-
лируя активацию иммунного ответа и регенерацию в организме. Ряд воспалительных за-
болеваний центральной нервной системы, таких как травмы головного мозга, болезнь 
Альцгеймера и инсульт, характеризуются нарушением проницаемости гемато-энцефали-
ческого барьера, при котором клетки крови, в том числе тромбоциты, проникают в нерв-
ную ткань. Однако роль тромбоцитов в контексте нейровоспаления остается малоизучен-
ной. Недавние исследования показывают, что при патологиях центральной нервной 
системы активированные тромбоциты выделяют широкий спектр коагуляционных и со-
судистых факторов и участвуют в развитии нейрососудистых заболеваний. Кроме того, 
тромбоциты стимулируют иммунный ответ и регулируют воспаление в центральной 
нервной системе. Трофические и ростовые факторы, содержащиеся в тромбоцитах, регу-
лируют регенерацию нервной ткани. При активации тромбоциты выделяют нейротранс-
миттеры, серотонин, допамин, гистамин и глутамат и могут влиять на работу нейронов 
при патологиях нервной системы. В обзоре описываются основные аспекты и механизмы 
участия тромбоцитов в нейровоспалении, а также терапевтическая значимость тромбо-
цитов для лечения нейродегенеративных заболеваний. 

Ключевые слова: тромбоциты, нейровоспаление, нейрососудистые заболевания, травмы 
головного мозга, инсульт, болезнь Альцгеймера 

Центральная нервная система (ЦНС) в орга-
низме взрослых млекопитающих отделена от кровя-
ного русла гемато-энцефалическим барьером (ГЭБ). 
Образованный эндотелиальными клетками и их ба-
зальной мембраной, перицитами и околососуди-
стыми астроцитами, ГЭБ изолирует ЦНС от ней-
ротоксичных агентов, в частности, ионов железа, 
металлопротеаз, свободных радикалов и патогенов, 
и регулирует транспортный обмен между ЦНС и 
остальным организмом. 

Нарушение структуры ГЭБ является характер-
ной чертой различных воспалительных заболева-
ний ЦНС (травматических повреждений, инсульта, 
болезни Альцгеймера, рассеянного склероза, ин-
фекций), во время которых в нервную ткань про-
никают периферические кровяные и иммунные 
клетки: макрофаги, Т- и В-лимфоциты, нейтрофилы 
и тромбоциты. Макрофаги, лимфоциты и нейтро-
филы вместе с резидентными иммунными клетками 
ЦНС, микроглией, являются основными участни-
ками нейровоспаления. Тромбоциты регулируют 
гомеостаз крови и тромбообразование, воспаление 
и заживление ран, в то время как их роль при за-
болеваниях ЦНС остается менее изученной. 

Тромбоциты млекопитающих являются безъядер-
ными кровяными клетками миелодного происхож-
дения и образуются из предшественников, мегака-
риоцитов, путем фрагментации. Неактивированные 
тромбоциты представляют собой округлые клетки 

размером 2–3 мкм, циркулирующие в сосудистом 
русле (рис. 1А). Тромбоциты содержат гранулы трех 
типов: плотные гранулы, α-гранулы и лизосомы 
[1, 2] (таблица). Содержимое этих гранул секрети-
руется при активации тромбоцитов под действием 
определенных стимулов и обеспечивает основные 
функции тромбоцитов, связанные с поддержанием 
кровяного гомеостаза, тромбообразования, а также 
регуляцией процессов воспаления и заживления 
ран [3]. Под действием сильных активационных 
стимулов тромбоциты распадаются на микрочас-
тицы, также содержащие различные факторы 
(рис. 1Б). Тромбоцитарные микрочастицы играют 
важную роль в межклеточном взаимодействии и 
коммуникации тромбоцитов с различными типами 
клеток, в частности, при воспалении [4]. С помо-
щью всех этих механизмов тромбоциты первыми 
отвечают на изменения в гомеостазе крови или со-
судистые повреждения [5]. 

Тромбоциты и мозговое кровотечение 

Тромбоциты играют важную роль в поддержа-
нии гемостаза крови и тромбообразовании при раз-
личных повреждениях сосудов. Тромбоцитарные 
гранулы содержат ряд важнейших факторов свер-
тывания крови: факторы V, XI, XIII, фибриноген, 
фибронектин, протромбин, фактор фон Вилле-
бранда (таблица). Тромбоциты являются структур-
ной основой тромбов и регулируют их архитектуру, 
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контролируя укладку фибрина [6]. Хемокин CXCL7 
(Chemokine (C-X-C motif) ligand), выделяемый тром-
боцитами, привлекает предшественники эндотели-
альных клеток и способствует восстановлению эндо-
телия и целостности сосудов при повреждении [7]. 
Адгезия тромбоцитов к активированному эндоте-
лию провоцирует образование атеросклеротических 
бляшек [8]. 

Роль тромбоцитов в тромбообразовании и свер-
тывании крови имеет непосредственное отношение 
к травматическому повреждению и инсульту в ЦНС. 

С одной стороны, активированные тромбоциты 
ограничивают кровотечение в ЦНС [9]. Так, у паци-
ентов с низким уровнем активации тромбоцитов 
после внутримозгового кровотечения также наблю-
далось сильное кровоизлияние в желудочках го-
ловного мозга [10]. В экспериментальной модели 
инсульта у крыс местное применение обогащенной 
тромбоцитами плазмы сокращало зону ишемиче-
ского повреждения головного мозга [11]. С другой 
стороны, активированные тромбоциты формируют 
агрегаты и могут способствовать блокаде микро-
сосудистого русла и ишемическому повреждению 
нейронов [12]. Кроме того, прокоагулянтная ак-
тивность тромбоцитарных микрочастиц, системно 
возрастающая после травмы головного мозга, мо-
жет стать причиной посттравматического тромбоза 
и способствовать развитию атеросклероза сосудов 
головного мозга [13, 14]. Известно, что антитром-
боцитарная терапия (например, применение аспи-
рина), широко применяемая для лечения послед-
ствий инсульта, препятствует повышенному тром-
бообразованию, но повышает риск кровотечений. 
При более направленном ингибировании глико-
протеиновых рецепторов тромбоцитов Ib и VI у 
мышей удалось снизить тромбообразование после 
инсульта, избежав при этом усиления кровоизлия-
ния [15]. Представляется перспективным продол-
жать исследования по модуляции работы тромбо-
цитов при травмах и инсультах, чтобы расширить 
применение тромбоцитов при лечении. 

Рис. 1. Сканирующая электронная микрофотография тромбо-
цитов. А – покоящийся тромбоцит, Б – активированный 
тромбоцит, взаимодействующий с нейрональным отростком и 
распадающийся на микрочастицы. Шкала – 1 мкм (неопуб-

ликованные результаты)

Таблица 

Разнообразие тромбоцитарных факторов и функций тромбоцитов

Функциональная роль Альфа-гранулы Плотные гранулы 

Гомеостаз крови
Свертывание крови
Тромбообразование 

Альбумин 
Факторы V, XI, XIII [6] 
Фибриноген [6]
Фибронектин [70]
Протромбин [71] 
Фактор фон Виллебранда [71] 

АТФ [1]
АДФ [1]
Полифосфат [72] 
Ca2+ [1]
Серотонин [73]

Воспаление

CD31 
Цитокины [71] 
Интерлейкин-1α, β [71] 
Фактор активации тромбоцитов (PAF) [74]
Фактор тромбоцитов-4 (PF4) и др. хемокины (CCL2,4 CXCL7, 8) [7]
П-селектин [71] 
Регулятор активации нормальной Т-клеточной экспрессии и секреции 
(Regulated upon activation normal T expressed and secreted – RANTES) [20] 

Серотонин [46]
Гистамин [75] 
П-селектин [1] 

Заживление ран
Сосудообразование

Эндотелиальный фактор роста (EFG) 
Фактор роста фибробластов (FGF) 
Инсулиноподобный фактор роста (IGF) 
Трансформирующий ростовой фактор β 
Сосудистый эндотелиальный фактор роста 
Ангиопоэтины [76]

П-селектин 

Регенерация в ЦНС

Нейротрофический фактор мозга (BDNF) [62]
Фактор роста фибробластов (FGF) 
Фактор роста нервов (NGF) [63]
Тромбоцитарный фактор роста (PDGF) 
Трансформирующий ростовой фактор β (TGFβ)

АТФ
Допамин 
Гистамин 
Серотонин 

Нейродегенерация Белок-предшественник β-амилоида [54] Глутамат[77]
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Тромбоциты и нейровоспаление 

Тромбоциты активно участвуют не только в ре-
гуляции гемостаза и свертывания крови, но и в вос-
палительных и иммунных процессах в организме. 
Субэндотелиальный матрикс и провоспалительные 
факторы, секретируемые лимфоцитами, а также 
поврежденный эндотелий активируют тромбоциты 
при воспалении [16]. Тромбоциты могут быть от-
несены к системе врожденного иммунитета, по-
скольку они: а) способны узнавать патогены с по-
мощью различных рецепторов (толл-подобных, 
CD14 и Fc), б) секретируют антимикробные моле-
кулы (PF4, RANTES), в) привлекают другие иммун-
ные клетки (нейтрофилы, макрофаги и лимфоциты) 
к очагу воспаления, г) являются антигенпредстав-
ляющими клетками [17–22]. 

Основными участниками нейровоспаления яв-
ляются микроглия (тканевые макрофаги ЦНС) 
и астроциты, а также ряд периферических кровя-
ных и иммунных клеток (тромбоциты, макрофаги, 
нейтрофилы, Т- и В-лимфоциты) [23, 24]. Воспале-
ние в ЦНС имеет как отрицательные, так и поло-
жительные последствия. Иммунные клетки выде-
ляют ряд нейротоксических факторов – активные 
формы кислорода, металлопротеазы, интерлей-
кин-1β, NO, фактор некроза опухолей-α – и могут 
вызывать вторичное повреждение и гибель нейро-
нов [25]. В некоторых случаях иммунная система 
приобретает аутореактивность против компонентов 
ЦНС, например, миелина, что ведет к развитию 
аутоиммунных заболеваний, таких как рассеянный 
склероз [26, 27]. С другой стороны, активация им-
мунных клеток в ЦНС необходима для удаления 
патогенов, остатков мертвых клеток и клеточного 
дебриса, а также запуска процессов репарации при 
повреждении [28, 29]. 

Роль тромбоцитов в нейровоспалении остается 
не до конца изученной. Как и на периферии, тром-
боциты, активирующиеся на ранних стадиях по-
вреждения ЦНС, являются важными регуляторами 
дальнейшего развития иммунного ответа. Тромбо-
циты содержат в своих гранулах и избирательно 
выделяют при активации про- и антивоспалительные 
факторы [30–32]. Показано, что цитокин CD40L, 
секретируемый тромбоцитами, активирует микро-
глию и астроглию в модели гипертензии [33]. Также 
тромбоциты привлекают периферические иммун-
ные клетки в очаги воспаления ЦНС. В частности, 
важную роль при инфильтрации нейтрофилов, 
макрофагов и Т-клеток в паренхиму мозга играют 
тромбоцитарные рецепторы GPIb α и β [34, 35]. 
Тромбоцитарные микрочастицы участвуют и в регу-
ляции макрофагов, стимулируя их альтернативную 
(М2) поляризацию с нейрозащитным фенотипом 
[36]. Активация Т-лимфоцитов при рассеянном 
склерозе происходит под действием серотонина, 
тромбоцитарного фактора 4 и фактора активации 
тромбоцитов, также секретируемых тромбоцитами 
и являющимися терапевтическими мишенями при 

борьбе с нейровоспалением [37, 38]. Одним из ме-
ханизмов действия Копаксона(С) (Copaxone(С)), 
успешно применяемого для лечения рассеянного 
склероза, является подавление активации тромбо-
цитов [39]. В модели рассеянного склероза, экспери-
ментальном аутоиммунном энцефалите, у мышей 
наблюдается сниженная воспалительная реакция 
при ингибировании активации тромбоцитов [40]. 
Интересно отметить, что тромбоциты способны 
регулировать функции иммунных клеток не только 
путем секреции про- и антивоспалительных фак-
торов, но и с помощью непосредственного взаи-
модействия. Так, комплексы тромбоцит-моноцит 
обладают большей адгезией к микрососудистому 
эндотелию мозга и более эффективно пересекают 
ГЭБ, чем независимые моноциты [41]. При ише-
мическом инсульте тромбоциты также взаимодей-
ствуют с лейкоцитами через тромбоцитарный П-се-
лектин и его лиганд, PSGL-1, экспрессируемый на 
лейкоцитах. Таким образом тромбоциты стимули-
руют экспрессию провоспалительных генов в лим-
фоцитах [42]. Фактор активации тромбоцитов 
дополнительно способствует проникновению пе-
риферических иммунных клеток в ЦНС, повышая 
проницаемость ГЭБ [43]. Таким образом, тромбо-
циты необходимы для инициации и регуляции 
воспаления в ЦНС. 

Тромбоциты и патологии ЦНС 

У тромбоцитов и нейронов есть ряд общих 
функциональных особенностей, что позволяет ис-
пользовать тромбоциты в диагностических целях 
и как модели для исследования патологий ЦНС [44]. 
Тромбоцитарные гранулы содержат ряд нейро-
трансмиттеров: γ-аминомасляная кислота, серото-
нин, глютамин, гистамин, допамин. Тромбоциты 
экспрессируют транспортеры к некоторым нейро-
трансмиттерам: γ-аминомасляной кислоте, серо-
тонину, глютамину, допамину и таурину [45–47]. 
Молекулярные механизмы секреции гранул и сис-
темы “нейротрансмиттер–транспортер” в тром-
боцитах сходны с синаптической секрецией и вы-
делением нейротрансмиттеров в нейронах [48]. 
Известны примеры заболеваний (синдром Бернара-
Сулье, биполярное расстройство), при которых 
нарушения в развитии головного мозга, умствен-
ная отсталость и психиатрические отклонения на-
блюдаются наряду с дефектами тромбоцитарной 
секреции и усиленными кровотечениями [49, 50]. 
Экспрессия серотонинового транспортера снижа-
ется у пациентов после эпилептических припад-
ков [51]. У людей с расстройствами аутического 
спектра повышено содержание тромбоцитов и се-
ротонина в крови, при этом секреторная актив-
ность плотных гранул, напротив, снижена [52]. Сни-
жение концентрации нейротрофического фактора 
мозга в сыворотке крови, наблюдающееся при де-
прессии, также в значительной степени связано 
с активностью мегакариоцитов и тромбоцитов [53]. 
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Тромбоциты попадают в центр внимания и 
при болезни Альцгеймера. Они являются основ-
ным источником белка-предшественника амило-
ида вне ЦНС. Тромбоциты могут синтезировать 
амилоид, однако в норме γ-секретаза и амилоидо-
генный путь в них практически не функционируют 
[54]. У больных Альцгеймером наблюдается уси-
ленное накопление белка-предшественника ß-ами-
лоида, повышение активности γ-секретазы и образо-
вание амилоида [55]. Таким образом, тромбоциты 
могут быть использованы для дополнительной ди-
агностики и изучения болезни Альцгеймера. Пред-
шественник ß-амилоида из тромбоцитов может 
также попадать в ЦНС при нарушении ГЭБ или 
участвовать в формировании околососудистых от-
ложений [56–58]. 

Важно помнить, что при любых повреждениях 
ГЭБ, наблюдающихся при травме, инсульте и ней-
родегенеративных заболеваниях, тромбоциты об-
наруживаются не только в сосудах, но и в тканях 
ЦНС, куда попадают вместе с другими клетками 
крови [12, 58, 59]. Таким образом, тромбоциты и 
секретируемые ими факторы могут проникать 
в паренхиму ЦНС и оказывать непосредственное 
влияние на нейроны, в том числе на их электриче-
скую активность, однако этот вопрос остается ма-
лоизученным. Одним из возможных механизмов 

является взаимодействие тромбоцитарных рецеп-
торов сиглеков и П-селектина с сильнейшими 
агонистами тромбоцитов, мозгоспецифичными 
ганглиозидами, которые содержатся в нейрональ-
ных липидных рафтах [40, 60, 61]. 

Тромбоциты и регенерация в ЦНС 

Тромбоциты содержат ряд факторов, которые 
играют важную роль в заживлении ран и регенера-
ции. Например, фактор роста нервов и нейротро-
фический фактор мозга являются важнейшими 
нейротрофинами (таблица) [62]. Все это свиде-
тельствует о возможной роли тромбоцитов в реге-
нерации ЦНС и подтверждается рядом исследова-
ний. Выделяемые тромбоцитами тромбоцитарный 
фактор роста (англ., platelet-derived growth factor, 
PDGF) и фактор роста нервов (англ., nerve growth 
factor, NGF) поддерживают выживание нейронов 
в первичных и органотипических культурах in vitro 
[63]. Известно, что PDGF защищает нейроны от 
нейротоксического действия вируса иммунодефи-
цита [64, 65]. 

Обогащенная тромбоцитами плазма улучшает 
моторные функции у крыс после инсульта [11]. 
Лизат тромбоцитов также обладает нейрозащит-
ными свойствами в моделях инсульта, болезни Пар-

Рис. 2. Разнообразная роль тромбоцитов и секретируемых ими факторов в воспалении, дегенерации, регенерации и функцио-
нальной активности в центральной нервной системе. АТФ – аденозинтрифосфорная кислота
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кинсона и бокового амиотрофического склероза 
[66, 67]. Накапливаясь в очагах демиелинизации 
в ЦНС, тромбоциты способствуют выживанию 
нейрональных стволовых клеток [68]. Тромбоциты 
также предотвращают гибель нейронов после 
травмы головного мозга [69]. 

В заключение нужно отметить, что тромбоциты 
участвуют в важнейших процессах при нейрово-

спалительных заболеваниях, включая повреждения 
сосудистого русла, иммунный ответ, регенерацию 
и нейрональную активность в ЦНС (рис. 2). Кроме 
того, эти клетки являются периферическим источ-
ником амилоида и играют важную роль при болезни 
Альцгеймера. Необходимы более детальные иссле-
дования механизмов функционирования тромбо-
цитов и их роли при патологиях ЦНС. 
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ROLE OF PLATELETS IN NEUROINFLAMMATORY DISORDERS. A REVIEW
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Platelets are important players in inflammation, wound healing, initiation of immune re-
sponse and regeneration in peripheral tissues. Disruption of the blood-brain barrier occurs during 
certain neurological disorders, such as brain trauma, Alzheimer’s disease or stroke, when blood 
cells including platelets can invade nervous tissue. However, the role of platelets in the context of 
neuroinflammation remains understudied. Recent works have showed that in activated platelets 
release a wide set of coagulative and vascular factors during neurovascular pathologies in the central 
nervous system. Moreover, platelets stimulate immunity and regulate inflammation in the central 
nervous system. Platelet-derived trophic and growth factors may play a role in neuronal regener-
ation. Activated platelets release neurotransmitters, serotonin, dopamine, histamine, and gluta-
mate, and can modify neuronal cell activity in neuropathologies. This review focuses on the major 
aspects and mechanisms of platelet functions in neuroinflammation, and therapeutic potential of 
platelets for treatment of neurodegeneration. 

Keywords: platelets, neuroinflammation, neurovascular disorders, brain injury, stroke, 
Alzheimer’s disease 
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МИКРОБНЫЕ СООБЩЕСТВА ПОЧВ РОССИЙСКИХ ПОЛЯРНЫХ СТАНЦИЙ 
ВОСТОЧНОЙ АНТАРКТИДЫ
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Изучение микробных сообществ почв Антарктиды является исключительно важным 
направлением исследований, которое позволяет расширить наши знания об участии мик-
роорганизмов в первичном почвообразовании, особенностях формирования микробных 
сообществ в экстремальных местообитаниях и представляет значительный интерес для 
направленного поиска микроорганизмов – потенциальных объектов биотехнологии. 
В настоящем обзоре обобщены результаты многолетних (2012–2017 гг.) комплексных ис-
следований микробных сообществ почв российских полярных станций Восточной Ан-
тарктиды – оазис Ширмахера (станция Новолазаревская), Холмы Ларсеманн (станция 
Прогресс) и Холмы Тала (станция Молодежная). Впервые для этого региона проведена 
оценка биомассы почвенных микроорганизмов с помощью методов прямой микроскопии. 
Общие запасы микробной биомассы невелики, в составе доминируют (77–99%) грибы. 
Особенностью антарктических почв является высокое содержание и морфологическое 
разнообразие мелких форм микроорганизмов: грибы представлены преимущественно 
одноклеточными структурами (спорами малых размеров и дрожжами), бактерии – фильт-
рующимися формами. В то же время микроорганизмы могут вносить существенный 
вклад в такие важные экологические функции почвы, как эмиссия парниковых газов, 
особенно в теплые периоды года при достижении почвой стойких положительных тем-
ператур. Это следует учитывать при создании моделей и прогнозов глобального потепле-
ния климата. А использование различных методов изоляции для анализа микробного 
населения почв, в том числе сукцессионный подход, позволяет существенно расширить 
представления о таксономическом разнообразии культивируемых грибов и бактерий 
в почвах Антарктиды. 

Ключевые слова: Антарктида, почвы, бактерии, грибы, биомасса микроорганизмов, 
биологическая активность

Исследования микроорганизмов в Антарктиде 

начаты еще в прошлом веке и проводились, главным 

образом, в районе Сухих Долин, станции Мак-

Мердо, Трансантарктических гор, на Антарктиче-

ском полуострове и прилегающих островах [1–4].

Данные по численности отдельных эколого-тро-

фических групп и разнообразию микроорганизмов 

в антарктических почвах, полученные традицион-

ными классическими методами микробиологии, 

обобщены в работах зарубежных авторов и отно-

сятся, в основном, к территориям Западной Ан-

тарктиды [5–9]. Проводимые в последнее время 

интенсивные молекулярно-генетические исследо-

вания таксономического разнообразия микроор-

ганизмов также были выполнены в этом районе 

[10–12]. Опубликованные данные свидетельствуют 

о значительной заселенности антарктических почв 

микроорганизмами.

Сравнительно недавно началось систематиче-
ское изучение примитивных почв, а также населя-
ющих их микроорганизмов в районе российских 
антарктических станций, в неисследованных ра-
нее оазисах береговой части Восточной Антарктиды 
[8, 12–20]. Здесь отсутствуют сосудистые растения 
с корневыми системами. Доминирование мхов, ли-
шайников и цианобактерий на поверхности почвы 
и скальных пород создает уникальные экологиче-
ские ниши для развития микроорганизмов. В этих 
местообитаниях ведущая роль в процессах почво-
образования принадлежит грибам и бактериям как 
организмам, наиболее приспособленным к жизни 
в экстремальных условиях.

Изучение микробных сообществ почв Антарк-
тиды представляется весьма важным как для пони-
мания особенностей трансформации минеральных 
субстратов в условиях экстремального почвообра-
зования, так и в плане изучения современных ана-
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логов почв, существовавших на планете до появ-
ления высших сосудистых растений с корневыми 
системами. 

В настоящем обзоре представлены результаты 
исследования микробных сообществ почв Восточ-
ной Антарктиды, проводившегося сотрудниками 
и аспирантами кафедры биологии почв факультета 
почвоведения МГУ в 2012–2017 гг.

Объектами исследования служили образцы почв, 
отобранные участниками 55–58-й Российских ан-
тарктических экспедиций в районе оазисов Шир-
махер (станция Новолазаревская), Холмы Ларсе-
манн (станция Прогресс) и Холмы Тала (станция 
Молодежная). Изучены почвы с органогенными 
горизонтами (первичные продуценты – циано-
бактерии и зеленые водоросли; органогенные го-
ризонты формируются под покровом естествен-
ных “каменных мостовых”, которые представляют 
собой скопление мелких обломков горных пород, 
сформировавшееся на дневной поверхности в ре-
зультате дефляционных (удаление мелкозема ветром) 
и/или мерзлотных (вымораживание обломков к по-
верхности) процессов, а также почвы с поверх-
ностными (эпиэдафическими) органогенными 
горизонтами (моховой и лишайниковый покров, 
альго-бактериальные маты). Кроме того, изучены 
“безгумусные почвы” (почвы без макроскопических 
органогенных горизонтов) и эндолитные почво-
подобные тела, развивающиеся на поверхности 
скальной породы. Всего проанализировано 76 об-
разцов почв из 21 профиля. 

Микробная биомасса в почвах 
Восточной Антарктиды

Большую часть микробной биомассы в изучен-
ных почвах Восточной Антарктиды составляют грибы 
(от 88 до 99%) [21]. Биомасса микроорганизмов 
(грибы и бактерии) в большинстве исследованных 
почв прибрежных оазисов Восточной Антарктиды 
невысока и варьирует от 72,0 до 308,0 мкг С/г почвы. 
Это на порядок меньше, чем в зональных почвах 
умеренных широт [22, 23] и сопоставимо с данными 
по таким экстремальным местообитаниям, как по-
лярные пустыни Арктики. В большинстве изучен-
ных нами антарктических почв масса микробного 
углерода больше в подповерхностных горизонтах. 

Вклад углерода биомассы микроорганизмов 
в общий органический углерод исследованных почв 
Антарктиды весьма велик и может достигать 9% 
в почвах с моховым покровом. Известно, что угле-
род клеток микроорганизмов составляет до 50% ее 
сухой массы [24]. 

Почвы Восточной Антарктиды можно разде-
лить на два типа по распределению микробной био-
массы. К первому типу отнесены почвы под моховым 
покровом, профиль которых содержит большую 
биомассу грибов и малую – бактерий. Ко второму 
типу принадлежат “каменные мостовые”, в про-
филе которых биомасса грибов мала, но относи-
тельно велико содержание бактерий.

Бактериальная биомасса в почвах 
Восточной Антарктиды

Численность бактерий в антарктических об-
разцах варьирует от 30 до 1500 млн клеток/г почвы, 
что значительно (на 1–2 порядка) меньше, чем 
в почвах умеренного пояса [25–27]. Величина бак-
териальной биомассы составляет в образцах из 
оазиса Холмы Ларсеманн и с территории Холмов 
Тала, соответственно, 0,5–15,4 и 1,2–2,8 мкг С/г 
почвы (рис. 1). Меньшая биомасса бактерий в поч-
вах оазиса Холмы Тала по сравнению с Холмами 
Ларсеманн может быть связана с отсутствием мо-
хового покрова на поверхности почв. Средние 
значения биомассы бактерий выше в верхних го-
ризонтах почв с развитым мохово-лишайниковым 
покровом и альго-бактериальными матами, и ниже 
в почвах без поверхностных органогенных гори-
зонтов и в подповерхностных горизонтах (3–15 и 
1–2 мкг С/г почвы, соответственно) (рис. 2). В не-
которых верхних горизонтах почв (оазис Холмы 
Ларсеманн) содержание бактерий в составе мик-
робной биомассы может достигать значений 11,7 и 
6,6%, что даже выше, чем в почвах умеренных ши-
рот [22, 23]. 

Бактериальные сообщества почв в оазисах Лар-
семанн и Холмы Тала содержат значительное коли-
чество фильтрующихся (проходящих через мемб-
ранные фильтры с размером пор менее 220 нм) форм 
бактерий [28]. Установлено их высокое (>50%) 
присутствие в исследованных образцах, доля их зна-
чительно выше, чем в зональных почвах средней 
полосы России [25, 29]. По-видимому, малые раз-
меры бактерий следует рассматривать как адаптацию 
к суровым климатическим условиям Антарк тиды. 

Исследования фильтратов почвенной суспен-
зии методами просвечивающей и сканирующей 
электронной микроскопии свидетельствуют о зна-
чительном морфологическом разнообразии фильт-
рующихся форм бактерий. Встречаются, в основ-
ном, два типа клеток: первый характеризуется 
наличием толстых клеточных стенок, мощной кап-
сулы, S-слоев, второй имеет обычное строение. 
Толстая клеточная стенка, капсула, S-слои, мелкие 
размеры клеток позволяют провести некоторую 
аналогию с цистоподобными клетками, ранее на-
блюдавшимися нами в мерзлотных почвах и подпоч-
венных слоях вечной мерзлоты тундровых почв Суб-
арктики [6, 30, 31]. 

Грибная биомасса в почвах 
Восточной Антарктиды

Грибы в почвах Восточной Антарктиды в основ-
ном (до 80%) представлены мелкими (2–3 мкм) 
спорами, а не мицелием [21, 32]. Максимальная 
длина мицелия (380,2±29 м/г почвы) регистриру-
ется в увлажненных почвах под моховым покро-
вом. В почвах без органогенных горизонтов длина 
мицелия значительно меньше. В “безгумусных по-
чвах” биомасса грибов (45,0±6 мкг С/г почвы) и 
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длина мицелия (35,2±6 м/г почвы) являются ми-
нимальными. В антарктических почвах происходит 
истончение грибного мицелия, большая его часть 
(до 94%) представлена тонкими гифами диаметром 
менее 3 мкм. Численность грибных спор в почвах 
колеблется от 102 до 104 клеток/г почвы, что на 
2–3 порядка ниже, чем в почвах умеренных ши-
рот. Микобиота влажных биотопов, богатых орга-
ническим веществом, согласно данным люминес-
центной микроскопии, в основном представлена 
одноклеточными (до 85–95%), а не мицелиальны-
ми формами. 

Грибная биомасса в большинстве изученных 
почв восточной части континента (“безгумусных 
почвах”, “каменных мостовых”, реголитах) состав-
ляет 47–70 мкг С/г почвы [32]. Низкие значения 
биомассы связаны с малой долей мицелия и элими-
нацией спор большого размера (>5 мкм) в почвах, 
подвергающихся низким отрицательным темпера-
турам. И только в некоторых биотопах, характери-
зующихся высокой влажностью и обилием орга-
нических веществ (донных грунтах озер, глееземах 
и мохово-торфяных горизонтах) грибная биомасса 
заметно выше и достигает 280–920 мкг С/г почвы 
(рис. 1) [21]. 

Наибольшее содержание грибной биомассы и 
минимальное количество меланизированного ми-

целия отмечается в подповерхностных горизонтах 
почв (рис. 2). Такой характер распределения нетипи-
чен для большинства почв других географических 
регионов [22] и связан, по-видимому, с экстремаль-
ными экологическими условиями (избыточное иони-
зирующее излучение, резкие перепады температур 
и т.д.), создающимися на поверхности грунта [10, 33]. 
Среди биотопов Восточной Антарктиды макси-
мальная доля меланизированного мицелия (>60%) 
выявлена в почвах “каменных мостовых” и реголи-
тов, а минимальная (15 и 24%) – в донных осадках 
озер, глееземах и почвах под мхами (22–41%) [21].

Биологическая активность 
почв Антарктиды

Поскольку до сих пор вопрос об участии мик-
роорганизмов в процессах трансформации углерода 
и азота в антарктических почвах остается мало 
изученным, актуальна оценка показателей биоло-
гической активности микробных сообществ (про-
дуцирование углекислого газа, денитрификация и 
азотфиксация) (таблица). Продуцирование угле-
кислого газа в разных почвах Антарктиды варьи-
рует от 0,47 до 2,34 мкг C-CO2/г · сут. Интенсив-
ность процесса, как правило, снижается вниз по 
профилю. Максимальные показатели зафиксиро-
ваны в верхних горизонтах (“каменные мостовые”) 

Рис. 1. Биомасса бактерий (А) и грибов (Б) в почвах оазисов Восточной Антарктиды [21]. Почвы: 1 – гиполитные органогенные 
горизонты с цианобактериями и зелеными водорослями; 2 – верхние горизонты почв без разрастаний цианобактерий и водо-

рослей; 3 – минеральные горизонты; 4 – “каменные мостовые”; 5 – с моховым покровом; 6 – “безгумусовые почвы”
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с гиполитными альго-бактериальными сообщества-
ми, минимальные – в нижних минеральных гори-
зонтах почв.

Интенсивность азотфиксации низка (от 0,08 
до 55,85 нг С2Н4/г · сут) и наибольших значений до-
стигает в горизонте с высоким содержанием бак-
териальной биомассы – 4,4 ± 0,21 мкг С/г почвы. 

Интенсивность денитрификации (эмиссия 
N2O) варьирует от 0,09 до 19,28 мкг N-N2O/г · сут, 
достигая максимального значения в оторфованном 
горизонте. Несколько меньшие, но также высокие 
показатели денитрификации (12,94 и 13,87 мкг 
N-N2O/г · сут.) наблюдаются в поверхностных ги-
политных альго-бактериальных горизонтах.

Максимальных значений показатели потен-
циальной биологической активности достигают 
в горизонтах с высокой численностью бактерий и 
максимальной длиной мицелия грибов. В целом, 
биологическая активность в почвах Антарктиды 
менее интенсивна [21, 34] по сравнению с почвами 
умеренного пояса [35]. 

Очевидно, что в теплые периоды года, при до-
стижении почвой стойких положительных темпера-
тур, микроорганизмы могут вносить существенный 
вклад в такие важные экологические функции 
почвы, как эмиссия парниковых газов [36].

Таксономическое разнообразие 
бактериальных сообществ

Таксономическое разнообразие бактериаль-
ных сообществ антарктических почв исследовано 
при помощи метода FISH и классического метода 
посева на глюкозо-пептонно-дрожжевую среду. 

В этих почвах, согласно данным, полученным 
методом FISH, доминируют представители доме-
на Bacteria (74,4% и более), содержание предста-
вителей домена Archaea не превышает 22% [27, 28]. 
Максимальная доля архей (22%) обнаруживается в 
горизонте с примесью торфяного материала. Это 
может быть связано с присутствием в подобных 
субстратах значительного количества метаногенов 
(филум Euryarcheaota) [26, 37, 38]. 

Среди домена Bacteria при помощи специ-
фичных зондов выявляются филумы Proteobacteria 
(альфа-, бета- и гамма-протеобактерии), Actinobac-
teria, Planctomycetes, Acidobacteria. В большинстве 
исследованных образцов содержание протеобак-
терий составляет более 50% от числа идентифици-
рованных клеток бактерий, содержание филумов 
Actinobacteria (8–28%), Planctomycetes (8–24%) и 
Acidobacteria (1–8%) меньше. Среди филума Pro-
teobacteria присутствие представителей отдельных 
классов различно, доля альфа-протеобактерий ва-
рьирует от 11 до 28%, бета-протеобактерий – от 
7 до 28%, гамма-протеобактерий – от 4 до 38%. 

Максимальное содержание ацидобактерий, ти-
пичных обитателей сфагновых болот [38], выявля-
ется в горизонте с примесью торфянистого мате-
риала (8%) и более кислым рН, чем в выше- и 
нижележащих горизонтах (рН = 4,0–4,3 и 5,2–5,5 
соответственно). 

Классический метод посева разведений поч-
венной суспензии оказался малоэффективным для 
изучения таксономического разнообразия бакте-
рий в почвах Антарктиды. Очевидно, что из-за 
особенностей, связанных с отбором и транспорти-
ровкой почвенных образцов из такого труднодоступ-

Рис. 2. Распределение биомассы бактерий (А) и грибов (Б) в профилях различных почв Восточной Антарктиды [32]. 
Почвы: 1 – “каменные мостовые”; 2 – с моховым покровом; 3 – реголит, 4 – глеезем
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Таблица

Показатели потенциальной биологической активности почв оазиса Холмы Ларсеманн [21]

№ разреза 
(образца)

Горизонт, глубина (см)
Интенсивность азотфиксации, 

нг С2Н4/г · сут.
Интенсивность денитрификации, 

мкг N2O/г · сут.
Продуцирование СО2, 

 мкг CO2/г · сут.

I. Почвы с гиполитными органогенными горизонтами 

10-15L1 GP/Balgae, 0–1 0,51±0,05 40,67±11,72 6,07±1,60

В1, 1–3 55,85±3,17 14,78±4,04 5,51±2,23

В2, 3–10 10,60±0,40 5,55±0,18 4,75±0,02

10-06 GP/Balgae, 0–2 0,36±0,03 19,66±10,35 8,60±2,64

T/Ah, 2–4 1,85±0,02 60,60±8,83 5,27±1,90

В, 4–10 1,10±0,04 25,28±0,60 1,76±0,19

В, 10–20 0,62±0,04 23,47±2,60 1,72±1,01

М1
10-15Р1

GP/Balgae, 0–1 0,52±0,13 43,58±5,45 6,65±0,42

GP, 0–2 0,08±0,01 8,59±3,75 2,70±0,54

В1, 2–10 11,80±1,75 4,38±0,19 5,80±1,17

II. Почвы с поверхностными органогенными горизонтами (мохово-лишайниковый покров)

М3 О, 0–1 3,75±1,85 0,28±0,03 2,58±1,31

В, 1–2 0,35±0,01 10,23±5,60 2,82±0,50

10-20 О, 0–1 17,81±4.46 7,6±0,9 10,8±0,9

B2 fungi, 2–3 18,7±0,57 10,1±2,6 14,8±0,8

III. Почвы с поверхностными органогенными горизонтами (альго-бактериальные маты)

NSM 10-32 GP/ Оalgae-bact, 0–2 10,77±1,6 5,93±0,4 2,0±0,07

В, 2–20 48.77±2,32 0,03±0,001 1,0±0,01

В/Bg, 20–30 38,87±2,83 0,01±0,001 1,0±0,2

Bgt, 30–50 27,93±8,8 1,3±0,05 0,9±0,01

(Bg2) 50–60 7,67±1,1 1,6±1,2 1,0±0,03

NSM 10-04 Balgae, 1–2 13,8±0,44 11,9±1,94 1,6±0,2

В1, 2–10 15,37±0,54 0,7±0,47 1,0±0,04

В2, 10–12 18,18±0,64 0,003±0,001 1,75±0,05

В3, 50–70 26,6±3,74 0,1±0,01 1,3±0,02

ного региона, как Антарктида, необходимо ис-
пользование приемов, с помощью которых можно 
было бы получить максимум информации о таксо-
номическом разнообразии культивируемых бакте-
рий в антарктических почвах. Одним из таких 
приемов служит сукцессионный подход [39, 40].

Длительная инкубация контрастных по содер-
жанию органического вещества (0,14% и 0,41% 
углерода) образцов почвы при постоянных уров-
нях влажности (30% от полной полевой влагоем-
кости) и температуры (5°С и 20°С), а также регу-
лярный высев образцов почвы (через 1, 4, 7, 14, 30, 
45 и 60 сут инкубации) позволяют выделить пред-
ставителей более широкого спектра родов бактерий. 

Максимальное разнообразие бактерий наблюдается 
через 7–14 сут эксперимента. Помимо грамполо-
жительных бактерий (бацилл и коринеформ), кото-
рые обычно выделяются из образцов при единич-
ных посевах, удается выделять широкий спектр 
грамотрицательных бактерий. На основании ана-
лиза последовательностей гена 16S рРНК боль-
шинство штаммов относятся к филуму протеобак-
терий (виды родов Acinetobacter, Aquaspirillum, Bosea, 
Brevundimonas, Delftia, Pseudomonas, Ralstonia, Sphin-
gomonas, Sphingopyxis, Stenotrophomonas, Variovorax). 
Среди них обнаружены известный психрофильный 
вид Sphingopyxis bauzanensis [41] и олиготрофный 
вид Ralstonia picketti [42], для которого характерны 
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размеры клеток менее 220 нм. Можно предположить, 
что данный вид бактерий присутствует во фрак-
ции фильтрующихся форм прокариот.

Таксономическое разнообразие 
культивируемых грибов

Для характеристики видового разнообразия 
культивируемых микроскопических грибов тради-
ционно используется метод посева почвенных раз-
ведений на плотные питательные среды. Однако 
с учетом низкотемпературных условий исходных 
местообитаний, помимо стандартных температур-
ных (25°С) условий инкубации посевов, целесоо-
бразно осуществлять культивирование и при 5°С 
[4, 32, 43]. 

Численность культивируемых представителей 
микобиоты в образцах почв Антарктиды колеблется 
от 0,8•102 до 1,2•104 КОЕ/г почвы. Наибольшее 
количество грибов выявляется в образцах почв 
с развитым моховым покровом, наименьшее – 
в почвах, лишенных мхов и лишайников. Макси-
мальная численность КОЕ микроскопических 
грибов, вне зависимости от биотопа и типа почвы, 
регистрируется в подповерхностных горизонтах. 
Такое распределение численности культивируемых 
пропагул согласуется с данными о характере рас-
пределения общей грибной биомассы и отличает 
почвы Антарктиды от почв других природных гео-
графических зон [36, 39]. 

В ходе данных работ выявлено 142 вида грибов, 
относящихся к 71 роду из 3 отделов (Mucoromycota, 
Ascomycota, Basidiomycota) [44]. Отдел Muco romycota 
представлен видами родов Absidia, Mortierella, Mu-
cor, Rhizopus и Umbelopsis. Отдел Ascomycota — ви-
дами родов Antarctomyces, Thelebolus, Talaromyces, 
Pseudogymnoascus и дрожжами Debaryomyces hansenii, 
а также большим разнообразием анаморфных ми-
целиальных микроскопических грибов родов Peni-
cillium (27 видов), Phoma (11 видов), Cladosporium 
(9 видов), Cadophora (8 видов), Aspergillus (7 видов), 
Thelebolus (5 видов), Alternaria (4 вида). Отдел Ba-
sidiomycota представлен исключительно дрожжами, 
относящимися к 9 родам – Filobasidium, Glaciozyma, 
Goffeauzyma, Hannaella, Leucosporidium, Mrakia, 
Phenoliferia, Rhodotorula, Vishniacozyma [45]. 

В отдельных образцах антарктических почв об-
наруживается от 2 до 9 видов микромицетов и/или 
дрожжей. Максимальным видовым разнообразием 
характеризуются почвы, лишенные мохового и/или 
лишайникового покрова – “каменные мостовые”, 
“безгумусные почвы”; здесь доминируют мелани-
зированные формы Cladosporium, Cadophora, Alter-
naria, Epicoccum, Exophiala. В почвах под моховым 
или лишайниковым покровом число видов грибов 
сокращается до 2–5, причем преобладают грибы 
с каротиноидными пигментами – представители 
родов Phoma, Thelebolus, Ascochyta, Penicillium, Aureo-
basidium, Rhodotorula. Преобладание пигментирован-
ных микромицетов является характерной чертой 
микобиоты экстремальных местообитаний [46–49]. 

В экспериментальных исследованиях устойчивость 
краснопигментированных видов к неблагоприятным 
факторам была неоднократно продемонстрирована 
ранее [50]. В придонных отложениях озер домини-
руют виды родов Antarctomyces, Hyphozyma, Geotri-
chum, Phoma, Thelebolus, Tolypocladium. Экологические 
предпочтения Penicillium были весьма разнородны: 
одни виды (P. aurantiogriseum Dierckx, P. brevicom-
pactum Dierckx, P. citrinum Thom, P. chrysogenum 
Thom, P. funiculosum Thom) часто встречаются в 
почвах, покрытых мхами, в то время как другие 
(P. canescens Sopp, P. fellutanum Biourge, P. janczewskii 
K.W. Zaleski) – в солончаках и “каменных мосто-
вых” с альго-бактериальными пленками, большин-
ство же видов этого рода отношения к конкретным 
типам биотопов не проявляют. В ряде почв Антарк-
тиды, которым свойственны высокая влажность и 
обилие органических веществ, микобиота пред-
ставлена исключительно дрожжами, среди которых 
доминирует Goffeauzyma gilvescens (Chernov & Bab’-
eva) Xin Zhan Liu, F.Y. Bai, M. Groenew. & Boekhout 
[43], ранее встречавшийся в Арктике и высокогор-
ных районах [51–53]. То, что дрожжи являются 
важным компонентом биогеоценозов Антарктиды, 
было показано и ранее как в работах отечествен-
ных ученых [54, 55], так и в зарубежных публика-
циях [56]. Большая часть выделенных нами в ходе 
данного исследования грибов являются диморф-
ными, что можно рассматривать как адаптацию 
к существованию в экстремальных криоаридных 
условиях. 

Для расширения выделяемого видового раз-
нообразия культивируемых микроскопических гри-
бов целесообразно применение сукцессионного 
подхода. Сукцессионный анализ двух контрастных 
по содержанию органического вещества и влажно-
сти почв – “каменной мостовой” и почвы под мо-
ховым покровом – позволил выявить в 2,5–3 раза 
большее, чем при единичных посевах, суммарное 
разнообразие микроскопических грибов (до 15–
19 видов из каждого образца почвы) [43]. Состав 
выделяемых грибных сообществ зависит от темпера-
туры культивирования: при 25°С преобладают пред-
ставители родов Aspergillus и Penicillium, а при 5°С – 
типичные полярно-альпийские виды Thelebolus 
microsporus (Berk. & Broome) Kimbr. и G. gilvescens.

В ходе проведенного исследования нами рас-
ширен список видов микромицетов на 15 видов, 
которые ранее не встречались в почвах и субстратах 
Антарктиды. Это Cadophora novi-eboraci R. Trava-
don, D.P. Lawr., Rooney-Lath., Gubler, Rolshausen & 
K. Baumgartner, Coniothyrium glomeratum Corda, Cryp-
tendoxyla hypophloia Malloch & Cain, Eurotium niveo-
glaucum (Thom & Raper) Malloch & Cain, Lecanicil-
lium fungicola (Preuss) Zare & W. Gams, Microascus 
cinereus Curzi, Microsphaeropsis olivacea (Bonord.) 
Höhn., Monocillium nordinii (Bourch.) W. Gams, Oed-
ocephalum nicotianae Oudem., Ophiocordyceps sinensis 
(Berk.) G.H. Sung, J.M. Sung, Hywel-Jones & Spata-
fora, Simplicillium aogashimaense Nonaka, Kaifuchi & 
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Masuma, Sympodiomycopsis kandeliae G.Y. Liou, Y.H. Wei 
& F.L. Lee, Paraphoma fimeti (Brunaud) Gruyter, 
Aveskamp & Verkley, Periconia igniaria E.W. Mason & 
M.B. Ellis, Peyronellaea calorpreferens (Boerema, Gruyter 
& Noordel.) Aveskamp, Gruyter & Verkley. Почти по-
ловина из них (7 видов) обнаружена в ходе сукцес-
сионного анализа.

Таким образом, применение сукцессионного 
подхода позволяет выявлять широкий спектр так-
сономического разнообразия культивируемых 
форм бактерий и грибов. Это весьма актуально 
для более полного описания биоразнообразия 
экстремальных местообитаний – в том числе, Ан-
тарктиды.
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REVIEW 

MICROBIAL COMMUNITIES OF SOILS OF EAST ANTARCTICA
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The investigation of microbial communities of Antarctica soils is a very important direction 
of research that expands our knowledge of microbial participation in primary soil formation, 
their communities in extreme habitats features and is of considerable interest for directed search 
for microorganisms – potential biotechnological objects. In the present review results of long-
term (2012–2017) of complex researches of soil microbial communities of the Russian polar sta-
tions of East Antarctica are presented (Shirmakher’s (Novolazarevskaya station) oasis, Hills 
Larsemann (Progress station) and Hills Tala (Molodezhnaya station)). For the first time for this 
region the assessment of biomass of soil microorganisms by means of methods of direct micro-
scopy is carried out. The general amount of microbial biomass are small, there the fungi are 
dominate (77–99%). The unique feature of the Antarctic soils is the high content and a morpho-
logical diversity of small forms of microorganisms: fungi are presented by mainly one-cells struc-
tures (the small spores and yeasts), bacteria - the ultrafine (filtering) forms. At the same time mi-
croorganisms can make a significant importance/contribution to such important ecological 
functions of the soil as the emission of greenhouse gases, especially during the warm season 
at achievement of resistant positive temperatures by the soil. It should be considered during 
creation of models and forecasts of global warming of climate. Both the use of various methods 
of isolation for the analysis of the microbial population of soils and the succession approach 
expand significantly the information about taxonomy diversity of the cultivated fungi and bacteria 
in soils of Antarctica. 

Keywords: Antarctica, soil, bacteria, fungi, biomass of microorganisms, biological activity
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БИОФИЗИКА

УДК 577.355.2

КИНЕТИКА ИНДУКЦИИ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ В МЕМБРАННЫХ ПРЕПАРАТАХ 
ФОТОСИСТЕМЫ 2 С ГЕТЕРОГЕННЫМИ КЛАСТЕРАМИ МЕТАЛЛОВ (Mn/Fe) 

В КИСЛОРОД-ВЫДЕЛЯЮЩЕМ КОМПЛЕКСЕ

Л.Н. Давлетшина*, Б.К. Семин

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

* e-mail: davlet@biophys.msu.ru

Электронный транспорт в фотосистеме 2 (ФС2) шпината с кислород-выделяющим 
комплексом (КВК), содержащим гетерогенные кластеры металлов 2Mn2Fe и 3Mn1Fe, 
был исследован с применением метода измерения кинетики индукции флуоресценции 
(КИФ). Препараты ФС2(2Mn,2Fe) и ФС2(3Mn,1Fe) были синтезированы из препаратов 
ФС2 без кальция в КВК (ФС2(-Са)). Мы установили, что КИФ в препаратах 
ФС2(2Mn,2Fe) имеет форму, аналогичную форме КИФ в препаратах ФС2 без кальция, 
но с меньшим выходом флуоресценции. Наши результаты свидетельствуют о наличии 
электронного транспорта от кластера металлов в КВК к первичному пластохинонному 
акцептору электронов QА, как и в препаратах ФС2(-Са), т.е. свидетельствуют об окисле-
нии молекул воды либо гетерогенным кластером, либо димером марганца. Кроме того, 
эти данные свидетельствуют о том, что частичное замещение катионов марганца в КВК 
катионами железа не оказывает влияния на перенос электрона на акцепторной стороне 
ФС2. Установлено, что в препаратах ФС2(3Mn,1Fe) форма КИФ аналогична форме 
КИФ в ФС2(2Mn,2Fe), но имеет немного больший уровень максимального выхода флу-
оресценции Fmax. В присутствии экзогенного кальция скорость переноса электронов в 
препаратах ФС2(3Mn,1Fe) значительно (в два раза) возрастает, тогда как в 
ФС2(2Mn,2Fe) кальций практически не влияет на электронный транспорт. В ФС2 без 
катионов марганца в КВК (ФС2(-Mn)) КИФ достигает максимума (так называемый пик 
К), после чего уровень выхода флуоресценции снижается в результате окисления восста-
новленного первичного пластохинона QА

- и отсутствия притока электронов c донорной 
стороны ФС2. Включение катионов железа вместо катионов марганца в препараты 
ФС2(-Mn) приводит к насыщению флуоресценции и исчезновению пика К, вероятно, в 
результате замедления процесса рекомбинации зарядов между восстановленным пласто-
хиноном QА

- и окисленным тирозином YZ
+•, являющимся переносчиком электронов 

между КВК и первичным донором электронов Р680.

Ключевые слова: фотосистема 2, кислород-выделяющий комплекс, кинетика индукции 
флуоресценции, марганец, железо, кальций

Оксигенный фотосинтез является практически 
единственным источником кислорода на нашей пла-
нете. Реакцией, продуцирующей молекулярный 
кислород в процессе фотосинтеза, является окис-
ление молекул воды, сопровождающееся синтезом 
межмолекулярной связи между двумя атомами кис-
лорода двух молекул воды. Данная фундаменталь-
ная реакция осуществляется фотосистемой 2 (ФС2) – 
мембранным пигмент-белковым комплексом у 
высших растений, водорослей и цианобактерий. 
Процесс катализируется каталитическим центром 
Mn4CaO5, состоящим из 4 катионов марганца, од-
ного катиона кальция и пяти атомов кислорода, 
связывающих катионы металлов между собой [1], 
и называемым кислород-выделяющим комплексом 
(КВК). Рентгеноструктурный анализ с разрешением 
1,9 Å [1] позволил выявить также 4 молекулы воды 
внутри кластера и идентифицировать лиганды, 

связывающие его. Согласно полученным данным, 
марганцевый кластер КВК представляет собой не-
правильный куб, образованный тремя катионами 
марганца и катионом Са2+ вместе с кислородными 
мостиками. Один катион марганца расположен 
отдельно и соединен с кубом двумя кислородными 
мостиками. Однако, несмотря на доступность в на-
стоящее время аккуратной, полученной с высоким 
разрешением атомной структуры КВК, механизм 
водоразлагающей реакции ФС2 до сих пор остается 
во многом непонятным.

Согласно Армстронгу [2] “химия Fe очень на-
поминает химию Mn, и катализаторы, расщепля-
ющие воду, на основе Mn (или Fe) крайне жела-
тельны”. Искусственные катализаторы окисления 
воды на основе железа в настоящее время иссле-
дуются [3, 4]. В предыдущих работах мы разрабо-
тали методы замещения катионов марганца в КВК 
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катионами железа с целью исследования возможно-
сти участия вторых в реакции окисления воды [5–8]. 
Было обнаружено, что катионы железа с высокой 
эффективностью связываются с марганец-связы-
вающими участками КВК в ФС2, из которой пред-
варительно были удалены катионы марганца [5, 6]. 
Кроме того, нами был разработан метод замещения 
отдельных катионов марганца катионами железа и 
получены препараты ФС2, в которых 2 катиона 
марганца [7] или 1 катион марганца [8] замещены 
катионами железа. В настоящей работе мы иссле-
довали полученные препараты с использованием 
метода измерения кинетики индукции флуорес-
ценции (КИФ), позволяющего изучать особенно-
сти переноса электрона в ФС2.

Материалы и методы

Мембранные фрагменты, обогащенные ФС2 (так 
называемый препарат BBY-типа, название кото-
рого образовано из начальных букв фамилий авто-
ров исходной методики), были приготовлены из 
рыночного шпината согласно методу Ганотакиса и 
Бабкока [9]. Кислород-выделяющая активность 
была измерена полярографически и варьировала в 
пределах 450–550 мкмоль O2 на 1 мг хлорофилла 
(Хл) в час при использовании в качестве экзоген-
ного акцептора электронов 0,2 мМ 2,6-дихлоро-
1,4-бензохинона. Препараты хранили при темпе-
ратуре –80°С в буфере A, содержащем 15 мM NaCl, 
400 мM сахарозу и 50 мM 2-(N-морфолино)этан-
сульфоновую кислоту (pH 6,5). Концентрацию 
хлорофилла определяли по методу Порра и др. [10] 
в 80%-ном растворе ацетона.

Скорость фотовосстановления экзогенного акцеп-
тора электронов 2,6-дихлорфенолиндофенола (ДХФИФ) 
определяли спектрофотометрически по изменению 
поглощения в области 600 нм, используя моляр-
ный коэффициент экстинкции для депротониро-
ванной формы ДХФИФ (ε = 21,8 мM–1 · cм–1 [11]).

Экстракцию катионов марганца из КВК ФС2 
осуществляли раствором Триса. Мембраны ФС2 
(0,5 мг Хл/мл) инкубировали в 1М Трис-HCl бу-
фере (pH 9,4), содержащем 0,4 M сахарозу, в тече-
ние 30 мин при 4°C и комнатном освещении [12]. 
Далее полученный материал дважды промывали 
буфером А и осадок ресуспендировали в этом же 
буфере.

При получении препарата ФС2(-Са) кальций и 
периферические белки ФС2 PsbQ (белок с молекуляр-
ной массой 20 кДа) и PsbP (белок с молекулярной 
массой 17 кДа) были экстрагированы из нативных 
мембран ФС2 буфером, содержащим 2 M NaCl, 
0,4 M сахарозу и 25 мM 2-(N-морфолино)этан-
сульфоновую кислоту (pH 6,5) [13]. Препараты 
инкубировали в этом буфере в течение 15 мин при 
комнатной температуре и освещении 4–5 мкE/м2с. 
Далее полученный материал был промыт дважды 
буфером А. 

Измерение КИФ проводили при постоянном 
насыщающем свете (1200 мкE/м2с) с помощью 

прибора “Plant Efficiency Analyser” (Hansatech In-
struments, Ltd., Англия). В качестве источника 
возбуждающего света использовали светодиоды 
(λmax= 650 нм; спектральный диапазон 580–710 нм). 
Временное разрешение системы регистрации флуо-
ресценции составляло 10 мкс (в пределах первона-
чальных 2 мс), 1 мс (в пределах временного интер-
вала от 2 мс до 1 с) и 100 мс (в интервале >1 с). 
Уровень сигнала флуоресценции в точке 50 мкс 
после включения источника света использовали 
в качестве величины F0. Время освещения образца 
(мембранный препарат ФС2 с концентрацией 
25 мкг Хл/мл) составляло 2 с. При построении 
графиков КИФ использована общепринятая лога-
рифмическая шкала.

Препараты ФС2, содержащие в КВК гетеро-
генный кластер 2Mn2Fe (ФС2(2Mn,2Fe)), были полу-
чены по методу Семина и Сэйберта [7]. Мембраны 
ФС2(-Ca) (100 мкг Хл/мл) инкубировали с сульфа-
том железа (концентрация Fe2+ 20 мкМ) в течение 
120 мин в темноте при 4°C в буфере А (pH 6,5). 
После инкубации мембраны были осаждены цент-
рифугированием, промыты и ресуспендированы 
в буфере А. Полученные мембранные фрагменты 
содержат на один реакционный центр 2 катиона 
Mn и 2 катиона Fe3+. Один из катионов железа ко-
ординируется остатком аспарагиновой аминокис-
лоты D-170 высокоаффинного Mn-связывающего 
участка в КВК [7].

Препараты ФС2, содержащие в КВК гетеро-
генный кластер 3Mn1Fe (ФС2(3Mn,1Fe)), были по-
лучены по методу Семина и Сэйберта [8]. Метод 
получения таких препаратов практически иденти-
чен методу получения препаратов ФС2(2Mn,2Fe) 
за исключением того, что инкубацию в присутствии 
катионов железа проводили в буфере А с рН 5,7.

Получение препарата с блокированным катио-
нами железа высокоаффинным Mn-связывающим 
участком (ФС2(-Mn,+Fе)) было выполнено со-
гласно методу, описанному в работе [14]. Мембраны 
ФС2(-Mn) (25 мкг Хл/мл) инкубировали в буфере 
А (pH 6,5), содержащем 15 мкM Fe2+, в течение 
3 мин при слабом освещении (около 5 мкE/м2с) 
и постоянном перемешивании. После инкубации 
препараты были осаждены центрифугированием, 
промыты и ресуспендированы в буфере А. Препарат 
содержит катионы железа вместо катионов мар-
ганца в КВК.

Результаты и обсуждение

КИФ исследованных препаратов ФС2 пред-
ставлены на рисунке. В качестве контрольных пре-
паратов были изучены мембранные фрагменты 
нативной ФС2 (рисунок, кривая 1), препараты 
ФС2(-Са), не содержащие периферических бел-
ков PsbP и PsbQ и катион Са2+ в КВК (рисунок, 
кривая 2) и препараты ФС2(-Mn), из которых экс-
трагирован марганцевый кластер совместно с пе-
риферическими белками и катионом кальция (ри-
сунок, кривая 6). 
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Препарат ФС2. Кинетика флуоресценции на-
тивных препаратов ФС2 (рисунок, кривая 1) возрас-
тает от минимального уровня О до уровня Р (макси-
мум) с промежуточным максимумом J. Штрассер 
и Говинджи [15] предположили, что J-фаза отра-
жает накопление восстановленного первичного 
пластохинонного акцептора QA

–, что было подтверж-
дено последующими экспериментальными работами, 
тогда как Р-фаза обусловлена полным восстанов-
лением первичного и вторичного пластохининов.

Препарат ФС2(-Са). Экстракция катиона Са2+ 
из КВК совместно с периферическими белками 
PsbP и PsbQ приводит практически к полному ин-
гибированию реакции выделения кислорода, тогда 
как ингибирование реакции восстановления экзо-
генного акцептора электронов ДХФИФ при этом 
значительно менее эффективно (таблица). Этот 
эффект получил название “разобщение” [16]. Ис-
следование механизма эффекта “разобщения” по-
казало, что наличие электронного транспорта 
в отсутствие выделения кислорода обусловлено 
неполным окислением воды – не до О2, а до Н2О2, 
т.е. в препаратах ФС2(-Са) окисление воды до Н2О2 
обеспечивает генерацию электронов, а О2 не вы-
деляется [17]. Помимо эффекта “разобщения” 
экстракция Са2+ и белков PsbP, PsbQ вызывает за-
медление скорости переноса электрона от QA

– к QB. 
Причиной ингибирования переноса электронов 
между пластохинонами является значительное по-
вышение редокс-потенциала окисления QA

– [18] в 
результате экстракции белков PsbP и PsbQ [19, 20]. 

Вышеперечисленные эффекты, наблюдаемые 
при экстракции катиона кальция из КВК совместно 
с периферическими белками PsbP и PsbQ, отража-
ются в форме КИФ препаратов ФС2(-Са) (рису-
нок, кривая 2). Уровень выхода флуоресценции 
уменьшается, но несущественно, что свидетель-

ствует о высокой скорости транспорта электронов 
в препарате, позволяющей эффективно восстанав-
ливать плас тохинон QA. В тоже время участок J-P 
кривой 2 гораздо более пологий, чем в кривой 1. 
Данный факт свидетельствует о том, что перенос 
электрона от QA

– к QB затруднен. Это подтверждает 
результаты предыдущих исследований [19, 20].

Препарат ФС2(-Mn). Известно, что экстракция 
катионов марганца из КВК сопровождается зна-
чительным изменением формы КИФ. В мембра-
нах ФС2(-Mn), которые могут переносить только 
1 электрон от донорной стороны к акцепторной, 
форма КИФ значительно отличается от формы 
КИФ в интактных препаратах ФС2 и препаратах 
ФС2(-Са) (рисунок). В мембранных фрагментах 
ФС2(-Mn) кривая КИФ достигает максимума 
(пик К), а затем уменьшается вследствие того, что 
нет притока электронов от КВК к QA, чтобы про-
должать восстанавливать QA, который достаточно 
быстро окисляется QB или YZ

+ (реакция рекомби-
нации) [7]. Поэтому в препаратах ФС2(-Mn) фаза 
O-J трансформируется в пик К (рисунок, кривая 6). 

Используя описанные выше КИФ, мы иссле-
довали КИФ препаратов, в которых полностью 
или частично катионы Mn были замещены катио-
нами железа. Ниже представлено описание КИФ 
этих препаратов.

Препарат ФС2(-Mn,+Fe). После инкубации 
частиц ФС(-Mn) c катионами Fe2+ один из окис-
ленных катионов Fe связывается с высокоаффин-
ным Mn-связывающим участком и блокирует его, 
т.е. препятствует связыванию катиона Mn2+ с этим 
участком. Активность препарата при этом не изме-
няется (см. таблицу), однако форма КИФ претер-
певает некоторые изменения (рисунок, кривая 5) – 
пик К исчезает, появляется ровный участок 
насыщения флуоресценции. Подобный эффект не 

Рисунок. Кривые индукции флуоресценции хлорофилла а в различных мембранных препаратах ФС2 (25 мкг Хл на 1 мл) в буфере A: 
1 – интактные мембранные препараты ФС2; 2 – PSII(-Ca); 3 – PSII(3Mn,1Fe); 4 – PSII(2Mn,2Fe); 5 – PSII(-Mn,+Fe); 6 – PSII(-Mn)
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связан с появлением дополнительных электронов 
в системе, так как электронный транспорт в этих 
препаратах отсутствует (таблица). Объяснением 
данного эффекта может быть замедление реакции 
рекомбинации между QA

– и YZ
•+, которое мы на-

блюдали ранее [6].

Таблица

Скорость восстановления 2,6-дихлорфенолиндофенола 
(ДХФИФ) в препаратах ФС2 с различным содержанием 

катионов марганца в КВК 

Препарат

Скорость восстановления ДХФИФ 
мкмоль ДХФИФ · мг Хл–1 • час–1 (%)

–Ca2+ +Ca2+

ФС2
132±5

(100%±4)
143±5,5

(108%±4)

ФС2(-Ca)
91±5

(69%±3)
107±4

(81%±3)

ФС2(3Mn,1Fe)
29±2

(22%±2)
58±4

(43%±3)

ФС2(2Mn,2Fe)
22±3

(17%±2)
29±5

(22%±4)

ФС2(–Mn)
7±2

(5%±1)
6±2

(5%±1)

ФС2(–Mn,+Fe)
6±1

(5%±1)
7±2 

(6%±2)

Скорость восстановления ДХФИФ была измерена после 

инкубации препаратов ФС2 (20 мкг Хл/мл) в буфере А (pH 

6,5) в течение 10 мин в темноте при 4°С в присутствии 30 мМ 

CaCl2 или без кальция. Величина 100% соответствует скорости 

восстановления ДХФИФ интактными мембранами ФС2. В та-

блице приведены средние значения 3–5 измерений и указаны 

стандартные отклонения. 

Препарат ФС2(2Mn,2Fe). Замещение двух ка-
тионов марганца катионами железа в препаратах 
ФС2(-Са) приводит к полному ингибированию 
реакции выделения кислорода [7], однако система 
окисления воды частично продолжает работать, 
о чем свидетельствует реакция восстановления 
ДХФИФ (остаточная активность восстановления 
ДХФИФ около 17% – таблица). Эта реакция генери-
рует электроны, обеспечивающие отсутствие пика 
К в КИФ. Форма КИФ препарата ФС2(2Mn,2Fe) 
соответствует форме КИФ препарата ФС2(-Са), 
но максимальный уровень флуоресценции Fmax мень-
ше, что объясняется меньшей электрон-транс-
портной активностью препаратов ФС2(2Mn,2Fe) 
в сравнении с активностью препаратов ФС2(-Са) 
(таблица). Полученные результаты также свиде-
тельствуют об отсутствии влияния катионов железа, 
связанных в КВК, на перенос электрона на акцеп-
торной стороне ФС2.

Препарат ФС2(3Mn,1Fe). Отличительной и очень 
важной особенностью данного препарата является 
его способность окислять воду до молекулярного 
кислорода. Кислород-выделяющая активность (в при-
сутствии Са2+) составляет 27% от активности на-
тивной ФС2 [8]. Скорость восстановления ДХФИФ 
в присутствии Са2+ возрастает вдвое (таблица) и этот 
факт подтверждает протекание в препарате Са-за-
висимой реакции окисления воды до О2, тогда как 
в препаратах ФС2(2Mn,2Fe), не выделяющих кис-
лород, добавление кальция практически не влияет 
на скорость электронного транспорта. В отсутствие 
Са2+ скорость электронного транспорта лишь не-
много больше скорости переноса электрона в пре-
парате ФС2(2Mn,2Fe) (таблица). Это обстоятельство 
определяет небольшую разницу в уровне Fmax этих 
препаратов (рисунок).
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BIOPHYSICS

FLUORESCENCE INDUCTION KINETICS IN THE MEMBRANE PREPARATION 
OF PHOTOSYSTEM II WITH HETEROGENЕOUS METAL CLUSTERS (Mn/Fe) 

IN THE OXYGEN-EVOLVING COMPLEX

L.N. Davletshina*, B.K. Semin

Department of Biophysics, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskiye gory 1–12, Moscow 119234, Russia

*email: davlet@biophys.msu.ru

Transport of electrons in the spinach photosystem II (PSII) with oxygen-evolving complex 
(OEC) containing heterogenеous metal clusters 2Mn2Fe and 3Mn1Fe was investigated using the 
method of fluorescence induction kinеtic (FIK) measurement. Preparations of PSII(2Mn,2Fe) 
and PSII(3Mn,1Fe) were produced using Ca-depleted PSII membranes (PSII(-Ca)). We found 
that FIK in PSII(2Mn,2Fe) membranes are similar to FIK form in PSII(-Ca) samples but have 
lower fluorescence yield. Our results demonstrate the existence the electron transfer from metal 
cluster in the OEC to primary plastoquinone electron acceptor QА as well as in PSII(-Ca) prepa-
rations and show that substitution of Mn with Fe doesn’t effect on the electron transport on the 
PSII acceptor side. Thus these data demonstrate the possibility of water oxidation by heteroge-
neous metal cluster or water oxidation by only Mn dimer. We established that the form of FIK in 
PSII(3Mn,1Fe) preparations resembles the FIK in PSII(2Mn,2Fe) membranes. Yield of maxi-
mal fluorescence yield Fmax is larger but not significantly. The rate of electron transfer in the 
presence of Ca2+ rises significantly (2 times) whereas Ca2+ has no influence in PSII(2Mn,2Fe) 
membranes which don’t evolve oxygen. In the Mn-depleted PSII membranes FIK reach maxi-
mum (so-called peak K) then decreases as consequence of QА

- oxidation and absence of electron 
input. Insertion of Fe cations instead of Mn provides the fluorescence saturation and disappear-
ance of peak K possibly due to the delay of recombination process between reduced primary 
electron acceptor QА

- and oxidized tyrosine YZ
•+ – electron carrier between OEC and primary 

electron donor P680.
Keywords: photosystem II, oxygen-evolving complex, fluorescence induction kinetic, manga-

nese, iron, calcium 
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ВОЗМОЖНОСТИ ОПТИЧЕСКОГО МОНИТОРИНГА ФОСФОРНОГО ГОЛОДАНИЯ 
В СУСПЕНЗИОННЫХ КУЛЬТУРАХ МИКРОВОДОРОСЛИ CHLORELLA VULGARIS 

IPPAS C-1 (CHLOROPHYCEAE)
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Исследования влияния обеспеченности неорганическим фосфором (Pi), важным 
биогенным элементом, на рост и физиологические параметры одноклеточных водорослей 
важны для определения динамики численности и продуктивности фитопланктона в при-
родных экосистемах и промышленных системах с целью культивирования этих организ-
мов. Затруднения при проведении таких исследований связаны со сложной кинетикой 
поглощения Pi клетками и способностью микроводорослей к внутриклеточному запаса-
нию фосфора. В этой связи необходимы эффективные способы экспресс-мониторинга 
состояния культур микроводорослей. Данным критериям отвечают методы, основанные 
на регистрации оптических свойств клеток, таких как поглощение и рассеяние света 
культурами и флуоресценции содержащегося в клетках хлорофилла. В настоящей статье 
описаны результаты мониторинга культуры зеленой микроводоросли Chlorella vulgaris 
IPPAS C-1, культивируемой в среде, не содержащей фосфора. Установлено, что и опти-
ческие (поглощение света в полосах фотосинтетических пигментов – хлорофиллов и ка-
ротиноидов), и люминесцентные (переменная флуоресценция хлорофилла) параметры 
отражают состояние культуры. При регистрации оптических свойств необходима кор-
рекция вклада светорассеяния в общее ослабление света суспензиями клеток микрово-
дорослей, при этом сам по себе уровень светорассеяния является точной мерой общего 
количества взвешенных частиц в суспензии. Однако мониторинг культур, содержащих 
значительное количество светорассеивающих частиц без фотосинтетических пигментов 
(таких как гетеротрофные бактерии) затруднен. Для подобных культур оптимальным яв-
ляется использование переменной флуоресценции – например, параметра Fv/Fm, отра-
жающего максимальную фотохимическую эффективность фотосистемы II.

Ключевые слова: микроводоросли, светорассеяние, фосфорное голодание, флуоресценция 
хлорофилла, фотобиореактор, Chlorella vulgaris

Фосфор – ключевой биогенный элемент, кри-
тически важный для хранения и передачи энергии 
и информации в живой клетке, в том числе в клетке 
одноклеточных водорослей (микроводорослей) [1]. 
Для большинства водных экосистем характерны 
олиготрофные условия; именно обеспеченность 
фосфором во многих случаях определяет динамику 
численности и продуктивности фитопланктона. Не-
контролируемый сброс обогащенных фосфором 
сточных вод вызывает вспышки численности («цве-
тение») микроводорослей, в том числе токсичных, 
и эвтрофикацию в природных водоемах. С другой 
стороны, культивирование микроводорослей счи-
тается перспективным способом биологической 
очистки сточных вод, обеспечивающим устойчивое 
использование невозобновляемых ресурсов фос-
фора [2, 3]. 

В этой связи крайне важно понимание связи 

между обеспеченностью фосфором, кинетикой 

роста (деления) и функциональным состоянием 

клеток микроводорослей. Однако исследование 

этих зависимостей у микроводорослей затруднено 

сложной кинетикой поглощения фосфора из среды, 

а также обилием и многообразием внутриклеточных 

ресурсов фосфора у этих организмов [4]. Методы 

аналитического определения содержания фосфора 

в средах и биологических объектах сложны и тре-

буют много времени, а зачастую и дорогостоящего 

оборудования. Необходимы экспресс-методы для 

наблюдения за состоянием культур и надежной 

регистрации стрессовых состояний, вызванных де-

фицитом фосфора, а также изменений, вызванных 

возобновлением фосфорного питания.
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Вышеизложенным критериям отвечают методы, 
основанные на регистрации оптических свойств 
клеток, таких как поглощение и рассеяние света 
культурами, а также флуоресценции содержащегося 
в клетках хлорофилла. В настоящее время это ме-
тоды широко применяются для оценки состояния 
микроводорослей и его изменений под влиянием 
дефицита либо избытка азота в природных водоемах 
[5, 6] и искусственных культивационных системах 
(фотобиореакторах) [7–10]. Однако публикаций, 
посвященных оптическому мониторингу измене-
ний при фосфорном голодании и выходе из него, 
среди доступных нам источников не оказалось. Одна 
из ключевых трудностей при использовании опти-
ческих методов мониторинга культур связана с вы-
бором подходящих спектральных индексов и (или) 
флуоресцентных параметров. В настоящей статье 
описаны результаты использования оптических ме-
тодов для мониторинга фосфорного голодания зе-
леной микроводоросли Chlorella vulgaris IPPAS C-1. 

Материалы и методы

Штамм Chlorella vulgaris IPPAS C–1 получен 
из коллекции IPPAS (Институт физиологии расте-
ний имени К.А. Тимирязева РАН). Клетки культи-
вировали на полной BG-11 [11] либо лишенной 
фосфора (BG-11/–P) среде в кольцевом фотобио-
реакторе собственной конструкции (толщина слоя 
суспензии – 2 см, объем – 2 л) при температуре 
28°C, интенсивность света – 130 мкмоль квантов 
ФАР · м–2 · с–1 и продувании атмосферным возду-
хом. Культивирование вели при постоянном pH 
7,0–7,5, который поддерживали прямым введением 
в культуру CO2 через магнитный клапан, управляе-
мый pH-контроллером собственной конструкции.

Предкультуру C. vulgaris выращивали в 300 мл 
полной среды BG-11 в колбах Эрленмейера (500 
мл) в шейкере-инкубаторе INNOVA 44R (New 
Brunswick, США) при 28°С, 70 мкмоль квантов 
ФАР · м–2 · с–1, 120 об./мин. Перед культивирова-
нием в фотобиореакторе клетки собирали центри-
фугированием (5 мин при 3000 g), отмывали средой 
BG-11/–P и ресуспендировали в 2 л той же среды 
(начальная оптическая плотность при 678 нм – 0,5). 
При культивировании поддерживали оптическую 
плотность (далее по тексту – OD, optical density) 
при 678 нм, OD678, ниже 0,5 единиц, ежесуточно 
разбавляя культуру средой BG-11/–P. Моментом 
наступления фосфорного голодания считали момент 
прекращения деления клеток. Для возобновления 
роста культуры в течение суток с этого момента 
добавляли Pi в виде KH2PO4 (конечная концентра-
ция – 180 мкмоль/л).

Число и размерное распределение клеток в об-
разцах суспензии определяли с помочью анализа-
тора частиц Multisizer 3 (Beckman-Coulter, США). 
Визуально состояние культуры контролировали под 
оптическим микроскопом DM2500 (Leica, Герма-
ния). Содержание неорганического фосфата (Pi) 

в среде и общего фосфора в клетках определяли 
с использованием хромогенной реакции с молиб-
деновым синим [12]. Содержание нитратного азота 
в среде определяли методом ионообменной высо-
коэффективной жидкостной хроматографии с по-
мощью хроматографа ICS 1600 (Thermo Scientific, 
США). Регистрацию кривых индукции флуорес-
ценции хлорофилла и спектров оптического погло-
щения суспензии осуществляли с помощью проточ-
ных детекторов собственной конструкции согласно 
ранее описанному протоколу [13, 14].

Измеренные спектры поглощения корректи-
ровали на светорассеяние следующим образом 
[13, 15]: снимали спектры D(λ) при стандартном 
расположении кюветы вблизи входного окна ин-
тегрирующей сферы спектрофотометра и на рас-
стоянии 1 см от нее, что соответствовало углам 
сбора света γ0 и γI. Спектры поглощения, компен-
сированные на рассеяние, рассчитывали как 

Ã(λ) = D(λ; γI) – [DγI
NIR/(DγI

NIR – Dγ0 
NIR)] ×

× [D(λ; γI) – D(λ; γ0)] ,

где Ã(λ) – спектр, компенсированный на свето-
рассеяние; D(λ; γ0) – спектр, записанный при стан-
дартном расположении кюветы; D(λ; γI) – спектр, 
записанный при уд аленном расположении кюветы; 
DγI

NIR, Dγ0
NIR – оптическая плотность в ближней 

инфракрасной области (760–800 нм), в которой 
пигменты не обладают заметным поглощением. 

Кривые индукции флуоресценции хлорофилла 
записывали на флуориметре Mega-25, разработан-
ном на кафедре биофизики биологического факуль-
тета МГУ [5]. Для возбуждения флуоресценции 
использован синий светодиод (450 нм, 7500 мкмоль 
квантов · м–2 · с–1). Флуоресценция детектируется 
в области 670–800 нм. Продолжительность записи 
кривой индукции 1 с. На основе зарегистрирован-
ных кривых индукции флуоресценции хлорофилла 
рассчитывали отражающий максимальную кван-
товую эффективность фотохимических реакций 
в фотосистеме II параметр Fv/Fm:

Fv/Fm = (Fm – Fo)/Fm,

где Fm – максимальная, а Fo – минимальная ин-
тенсивность флуоресценции хлорофилла [6, 7].

Культивационные эксперименты проводили 
в трех последовательных независимых повторно-
стях (циклах), результаты которых представлены 
на рисунках. Для расчета коэффициентов корре-
ляции в программе Origin 8.0 (Microcal, США) ре-
зультаты, полученные во всех циклах, объединяли 
(n = 37; коэффициенты корреляции достоверны 
на уровне значимости 0,01).

Результаты и обсуждение

В настоящей работе регистрировали значитель-
ное количество данных о культуре, включая спектры 
поглощения в диапазоне 400–800 нм и кривые ин-
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дукции флуоресценции хлорофилла с временным 
разрешением 1 мкс. В итоге для исследования были 
отобраны значения поглощения в области длин-
новолнового максимума поглощения хлорофилла 
(678 нм) и в полосе совместного поглощения хлоро-
филлов и каротиноидов в синей области (490 нм). 
Оптическую плотность в этих полосах анализиро-
вали как по отдельности, так и в виде отношения 
OD490/OD678 (рис. 1). Данное отношение является 
чувствительным индикатором величины стресса 
у микроводорослей, в том числе стресса, вызван-
ного дефицитом биогенных элементов [10, 14]. 
Кроме того, использовали значения оптической 
плотности в ближней ИК-области (800 нм), сво-
бодные от влияния поглощения света пигментами, 
но несущие информацию о числе, размерах и форме 
клеток и иных частиц в образцах суспензии [13]. 
На основании кривых индукции флуоресценции 
хлорофилла рассчитывали показатель Fv/Fm, ши-
роко применяемый для диагностики физиологи-
ческого состояния микроводорослей [7–10].

Условия культивационных экспериментов были 
подобраны так, чтобы создать в культуре микрово-
дорослей дефицит фосфора, но исключить дефицит 
других элементов минерального питания и дефицит 
световой энергии. Существенно, что в первые не-
сколько суток после ресуспендирования клеток 
С. vulgaris в бесфосфорной среде рост культуры 
продолжался и культуру требовалось разбавлять во 
избежание лимитирования роста клеток недостат-
ком световой энергии (рис. 1). По всей видимости, 
задержка фенотипического проявления дефицита 
фосфора совпадает с периодом расходования внут-

риклеточных резервов фосфора [16]. Лишь через 
48–72 ч наблюдали замедление, а затем остановку 
деления клеток. Через 2–4 ч после добавления 
в среду Pi (конечная концентрация – 180 мкмоль/л) 
деление клеток возобновлялось. Следует отметить, 
что добавленный Pi уже через 2 ч был полностью 
поглощен клетками микроводорослей (данные не 
приводятся). Типичный эксперимент включал три 
последовательных цикла добавления–поглощения 
Pi (рис. 1).

Эти процессы сопровождались направленными 
изменениями оптических свойств суспензии, от-
ражающими как увеличение числа клеток, так и 
накопление фотосинтетических пигментов в куль-
туре (рис. 1А). При этом кинетика изменений отно-
шения OD490/OD678 в каждом цикле эксперимента 
была двухфазной: при действии дефицита фосфора 
оно увеличивалось, достигая максимума в момент 
остановки деления клеток, а после добавления Pi – 
снижалось (рис. 1Б). Судя по параллельно регистри-
руемым изменениям OD678, отражающим динамику 
содержания хлорофилла, и по ранее опубликован-
ным данным [10, 14], такие изменения OD490/OD678 
свидетельствуют о редукции фотосинтетического 
аппарата (снижении содержания хлорофилла) при 
акклимации к дефициту фосфора на фоне действия 
света высокой интенсивности (130 мкмоль · м–2 · с–1 
ФАР). Тенденция изменений показателя Fv/Fm, 
основанного на флуоресценции хлорофилла, была 
противоположной (рис. 1А, Б, правая шкала): 
стресс, вызванный дефицитом фосфора, приводил 
к снижению эффективности фотохимических ре-
акций и, как следствие, к падению переменной 

Рис. 1. Динамика оптической плотности (OD) и переменной флуоресценции хлорофилла (Fv/Fm) в культурах микроводоросли 
Chlorella vulgaris IPPAS C-1 при дефиците Pi (см. Материалы и методы). А – динамика оптической плотности в полосе длинно-
волнового максимума поглощения хлорофилла (678 нм) и в ближней ИК-области (800 нм), Б – динамика отношения 
OD490/OD678. На панелях А и Б по правой шкале отображается переменная флуоресценция хлорофилла. Пунктирные стрелки – 

моменты добавления Pi (конечная концентрация – 180 мкмоль/л) в среду культивирования
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флуоресценции хлорофилла. Вероятной причиной 
этого процесса является индукция нефотохимиче-
ского тушения – распространенного ответа ми-
кроводорослей на действие стрессоров различной 
природы [17, 18]. 

Следует отметить, что эффективность оптического 
показателя интенсивности стресса (OD490/OD678) 
из-за дефицита фосфора зависела от наличия в су-
спензии частиц, рассеивающих свет, но не содержа-
щих фотосинтетические пигменты, следовательно, 
и от коррекции вклада светорассеяния (рис. 2; см. 
также другие работы [13, 14]). Результаты анализа 
распределения частиц в образцах суспензий, взя-
тых на разных этапах эксперимента, показали, что 
в наших экспериментальных условиях культуры 
в логарифмической фазе роста (кривая 1 на рис. 2А) 
содержат преимущественно к летки микроводо-
росли (диаметр около 4 мкм) и фракцию мелких 
частиц (<1 мкм), представленную, вероятно, об-
ломками клеток, гетеротрофными бактериями и 
иными частицами. На ранней и, в особенности, на 
поздней стационарной стадии роста (кривые 2 и 3 
на рис. 2А) доля мелких частиц возрастала, появ-
лялись частицы размером около 2 мкм (клетки 
бактерий). При этом численность клеток микро-
водорослей в культурах, испытывающих сильный 
дефицит фосфора (кривая 3 на рис. 2А), значи-
тельно снижалась. Накопление светорассеивающих 
частиц значительно увеличивало мутность суспен-
зии (OD800 на рис. 1А). Это снижало силу корреля-
ции между оптическим (OD490/OD678) и люминес-
центным (Fv/Fm) параметрами, отражающими 
состояние культуры (до r2 = 0,70; рис. 2Б). При 
расчете показателя OD490/OD678 с использованием 

значений оптической плотности, скорректирован-
ных на вклад светорассеяния [13], сила корреля-
ции увеличивалась (r2 = 0,84; рис. 2Б). 

Соответственно, для регистрации физиологиче-
ского состояния культуры при стрессе, вызванном 
фосфорным голоданием, возможно использование 
обоих показателей. Однако для получения кор-
ректных результатов с применением OD490/OD678 
необходима компенсация вклада светорассеяния 
в общее ослабление света образцом суспензии. 
Важно отметить, что даже использование спектро-
фотометра с интегрирующей сферой не полностью 
решает эту проблему. Один из способов компенса-
ции вклада светорассеяния требует измерения двух 
спектров поглощения с размещением кюветы с об-
разцом на двух разных расстояниях от детектора 
[13]. Практическая реализация этого подхода в ав-
томатизированной системе потребует использова-
ния двухканального проточного спектрометра, что 
дорого и не во всех случаях практично. Возможно, 
метод записи спектров с опаловым стеклом [19] 
окажется более подходящим для автоматизирован-
ных измерений спектров поглощения, скорректи-
рованных на помехи из-за потерь света, связанных 
со светорассеянием.

Наряду с оценкой степени фосфорного голо-
дания, для комплексной регистрации состояния 
культуры необходима, как минимум, информация 
о динамике накопления биомассы (приросте числа 
клеток либо накоплении хлорофилла культурой). 
Подсчет клеток вручную отнимает много времени 
и не дает надежных результатов, проточные счет-
чики клеток сложны в обслуживании и дороги. 
Оптимальным для использования в автоматизиро-

Рис. 2. Влияние помех от светорассеяния на связь между оптическими и люминесцентными параметрами, отражающими физи-
ологическое состояние клеток микроводоросли Chlorella vulgaris. А – распределение частиц по размеру в логарифмической фазе 
роста (1), а также в ранней (2) и поздней (3) стационарной фазе, вызванной дефицитом Pi. Размерные интервалы: I – обломки 
клеток, II – бактериальные клетки, III – клетки C. vulgaris, IV – клеточные агрегаты. Б – влияние коррекции помех от светорас-
сеяния на связь между оптическими (OD490/OD678) и люминесцентными (Fv/Fm) параметрами, отражающими интенсивность 

стресса, вызванного дефицитом Pi
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ванных системах культивирования микроводорос-
лей представляется регистрация динамики числа 
клеток по косвенным показателям (изменения оп-
тической плотности). При этом могут быть исполь-
зованы спектральные полосы поглощения фото-
синтетических пигментов как в видимой области, 

так и за ее пределами (в ближней ИК-области) – 
для регистрации мутности суспензии, связанной 
с числом светорассеивающих частиц (клеток). В на-
ших экспериментальных условиях оптическая плот-
ность при 490 и 678 нм сильно коррелировала с чис-
лом клеток, равно как и экстинкция при 800 нм, 
при этом зависимость между указанными парамет-
рами и числом клеток была близка к линейной 
(рис. 3). Существенно также, что эта корреляция 
сохранялась в весьма широком диапазоне плотно-
сти культуры, оптическая плотность при этом 
оставалась в пределах 0,2–2,0, что обеспечивало 
высокую фотометрическую точность метода.

Таким образом, регистрация оптических и лю-
минесцентных параметров является удобным и на-
дежным показателем физиологического состояния 
культуры микроводорослей при варьирующей обе-
спеченности фосфором. При этом мониторинг по 
поглощению света необходимо вести с поправкой 
на вклад светорассеяния в общее ослабление света 
образцом суспензии клеток микроводоросли. Силу 
стресса, вызванного дефицитом фосфора, адекватно 
отражают показатели OD490/OD678 и Fv/Fm, свя-
занные с функциональным состоянием фотосин-
тетического аппарата. Люминесцентный параметр 
Fv/Fm является более чувствительным и, в наших 
экспериментальных условиях, менее подвержен 
помехам от светорассеяния.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства образования и науки России (со-
глашение № 14.616.21.0080).

Рис. 3. Зависимость оптической плотности (OD) в полосах, 
использованных в данной работе, от плотности культуры. 
Во всех случаях вводилась поправка на вклад светорассеяния; 

r2 >0,93, n = 9
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POSSIBILITIES OF OPTICAL MONITORING OF PHOSPHORUS STARVATION IN 
SUSPENSIONS OF THE MICROALGA CHLORELLA VULGARIS IPPAS C-1 

(CHLOROPHYCEAE)

A.G. Kuznetsov1, S.I. Pogosyan1, I.V. Konyukhov1, S.G. Vasilieva2, A.A. Lukyanov2, 
V.S. Zotov3, L. Nedbal4, A.E. Solovchenko2,5,*
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Germany, 52428 Jülich, Leo-Brandt str;
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Studies of the impact of inorganic phosphorus (Pi), an important nutrient, on the growth and 
physiological parameters of single-celled algae are important for investigations of the dynamics 
of phytoplankton abundance and productivity in natural ecosystems as well as in industrial sys-
tems for the cultivation of microalgae. Difficulties in carrying out such studies are associated 
with the complex kinetics of Pi uptake by and the ability of microalgae to store phosphorus in 
their cells. This situation necessitates the efficient methods for express monitoring of microalgal 
cultures such as the methods based on the registration of optical properties of cells, such as ab-
sorption and scattering of light and fluorescence of chlorophyll contained in the cells. Here, we 
describe the results of monitoring the cultures of a chlorophyte Chlorella vulgaris IPPAS C-1, 
starving for phosphorus. It was found that both optical (light absorption in the bands of the key 
pigments–chlorophylls and carotenoids) and luminescent (variable fluorescence of chlorophyll) 
parameters reflect closely the culture condition. The correction for the contribution of light scat-
tering to the overall extinction of light by microalgal cell suspensions turned to be necessary. At 
the same time, the light scattering signal is an accurate measure of the total number of suspended 
particles in the suspension. However, it is difficult to monitor via optical absorption the samples 
with abundant light-scattering particles lacking the photosynthetic pigments (such as heterotro-
phic bacteria). For such cultures, the using of variable fluorescence-based parameter Fv/Fm re-
flecting the maximum photochemical efficiency of the photosystem II is advisable.

Keywords: microalgae, light scattering, phosphorus starvation, chlorophyll fluorescence, photo-
bioreactor, Chlorella vulgaris

Сведения об авторах
Кузнецов Андрей Григорьевич – аспирант кафедры биофизики биологического фа-

культета МГУ. Тел.: 8-495-939-51-50; e-mail: 79257291630@yandex.ru

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2018. Т. 73. № 3

ВОЗМОЖНОСТИ ОПТИЧЕСКОГО МОНИТОРИНГА ФОСФОРНОГО ГОЛОДАНИЯ МИКРОВОДОРОСЛИ



152 А.Г. Кузнецов и др.

Погосян Сергей Иосифович – докт. биол. наук, проф. кафедры биофизики биологиче-
ского факультета МГУ. Тел.: 8-495-939-51-50; e-mail: pogosyan@biophys.msu.ru

Конюхов Иван Владимирович – канд. биол. наук, вед. науч. сотр. кафедры биофизики 
биологического факультета МГУ. Тел.: 8-495-939-51-50; e-mail: vanka_kon@gmail.com

Васильева Светлана Геннадьевна – канд. биол. наук, науч. сотр. кафедры биоинжене-
рии биологического факультета МГУ. Тел.: 8-495-939-25-87; e-mail: vankat2009@mail.ru

Лукьянов Александр Андреевич – канд. биол. наук, науч. сотр. кафедры биоинжене-
рии биологического факультета МГУ. Тел.: 8-495-939-25-87; e-mail: loockart@mail.ru

Зотов Василий Сергеевич – канд. биол. наук, руководитель группы ФИЦ Биотехно-
логии РАН. Тел.: 8-495-952-33-09; e-mail: algo.consortium@gmail.com

Недбал Ладислав – доктор наук (Ph.D.), ст. исследователь, Институт биологии и гео-
логии (IBG-2), Исследовательский центр Юлих (FZJ). Тел.: +49 2461 61-0; e-mail: 
l.nedbal@fz-juelich.de

Соловченко Алексей Евгеньевич – докт. биол. наук, проф. кафедры биоинженерии 
биологического факультета МГУ, вед. науч. сотр. Евразийского центра по продоволь-
ственной безопасности МГУ. Тел.: 8-495-939-25-87; e-mail: solovchenko@mail.bio.msu.ru

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2018. Т. 73. № 3



153ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2018. Т. 73. № 3. С. 153–159

ГЕРОНТОЛОГИЯ

УДК 57.017.6+57.033+576.53+57.022

УХУДШЕНИЕ ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ ТРАНСФОРМИРОВАННЫХ КЛЕТОК 
КИТАЙСКОГО ХОМЯЧКА В НЕПЕРЕСЕВАЕМОЙ КУЛЬТУРЕ 

ПОД ВЛИЯНИЕМ ЭКЗОГЕННОГО ОКИСЛЕННОГО ГУАНОЗИДА 
ПРОЯВЛЯЕТСЯ ТОЛЬКО В СТАЦИОНАРНОЙ ФАЗЕ РОСТА

Г.В. Моргунова*, А.А. Клебанов 

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

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

Несмотря на то, что продукты окисления нуклеотидов и нуклеозидов являются мар-
кёрами окислительного стресса, всё чаще стали появляться сообщения, свидетельствую-
щие о парадоксальной способности этих соединений защищать клетки от повреждаю-
щего воздействия активных форм кислорода. Среди всех азотистых оснований наиболее 
восприимчив к влиянию окислительного стресса гуанин, поэтому чаще остальных окис-
ляются гуанозины. В настоящей работе исследовано влияние экзогенного 8-оксо-2'-
дезоксигуанозина на кинетику роста и “стационарного старения” (накопление “возраст-
ных” изменений клеток при замедлении скорости размножения в пределах одного 
пассажа и дальнейшем их пребывании в стационарной фазе роста) непересеваемой куль-
туры трансформированных клеток китайского хомячка. Показано, что нуклеозид быстро 
поглощается клетками из среды, однако он никак не влияет на кинетику роста культуры 
и ухудшает жизнеспособность клеток, находящихся в поздней стационарной фазе. Таким 
образом, не было обнаружено митогенного или геропротекторного эффекта 8-оксо-2'-
дезоксигуанозина.

Ключевые слова: клеточное старение, кривые выживания, 8-оксо-2'-дезоксигуанозин, 
окислительный стресс, повреждения ДНК, геропротекторы

ДНК клеток подвержена постоянному влия-
нию повреждающих её эндогенных и экзогенных 
факторов. Возникающие ошибки устраняет система 
репарации, но и её возможности не безграничны. 
Клетки с терминальными повреждениями в ДНК, 
как правило, погибают или теряют способность к де-
лению. Для активно пролиферирующей культуры 
появление подобных клеток не так критично, потому 
что они могут быть “разбавлены” потомством дру-
гих клеток [1, 2]. Если же повреждения возникают 
в клетках, которые по тем или иным причинам не 
могут поделиться, то остаётся надеяться только на 
систему репарации ДНК [3, 4]. Опасна и ситуация, 
когда возникшие в ДНК повреждения приводят к по-
явлению мутаций, которые не мешают клетке раз-
множаться и копировать ошибку. Подобные сбои 
могут привести к развитию опухоли [5–7].

Наиболее хорошо изучено влияние на ДНК 
окислительного стресса. Внутриклеточными повреж-
дающими факторами являются активные формы 
кислорода (перекись водорода, супероксид-ради-
кал, гидроксильный радикал), возникающие при 
поглощении электронов утечки молекулами кис-
лорода [8–10], и так называемые активные формы 
азота (пероксинитрит, азотистый ангидрид) [6]. 
Среди пуринов и пиримидинов нуклеиновых кис-
лот гуанин наиболее восприимчив к воздействию 
активных форм кислорода, так как он имеет самый 
низкий окислительно-восстановительный потен-
циал [7, 11, 12]. Именно по этой причине основ-
ными маркёрами окислительного стресса являются 

продукты окисления гуанина – 8-оксо-7,8-дигидро-
дезоксигуанозинтрифосфат, 7,8-дигидро-8-оксо-
2'-дезоксигуанозин и др. Всего насчитывается более 
100 продуктов окисления азотистых оснований [13]. 
По подсчётам Парк и соавт. в клетках крысы за день 
возникает и устраняется системой репарации в сред-
нем около 105 окисленных гуанинов в ДНК [14]. 
Подвержены окислению и нуклеозиды РНК [15–17], 
а также свободные нуклеотиды [6, 18]. 8-Оксогуа-
нозин является одной из самых опасных форм 
среди окисленных нуклеозидов, так как он может 
образовывать Хугстиновскую пару с аденозином 
[7, 11, 13]. Если подобную ошибку не устранить, 
может произойти замена пары Г:Ц на пару Т:А. 
Кроме того, если окисленный гуанозин при ре-
пликации встраивается в ДНК, может произойти 
двунитевой разрыв [5].

За устранение окисленных нуклеотидов, а также 
предотвращение их возникновения отвечает эксци-
зионная репарация оснований. В первую очередь 
её осуществляют ДНК-гликозилазы [19]. У бакте-
рий – это mutM (formamidopyrimidine-DNA glyco-
sylase, формамидопиримидин-ДНК-гликозилаза), 
mutT (8-oxo-dGTP diphosphatase, 8-оксо-дГТФ-
дифосфатаза) и mutY (adenine DNA glycosylase, 
адениновая ДНК-гликозилаза) [20, 21], а гомологи 
млекопитающих – MTH1 (mutT homolog 1, гомо-
лог mutT 1), OGG1 (8-oxoguanine-DNA glycosylase 
1, 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза 1) и MUTYH 
(mutY homolog, гомолог mutY) соответственно [7]. 
У дрожжей нет mutY и mutT [3], зато есть несколько 
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вариантов 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы [11]. 
MutM/OGG1 удаляет окисленный гуанозин (ОГ) 
из пары ОГ:Ц в ДНК. MutY/MUTYH удаляет из не-
правильной пары ОГ:А неприемлемое адениновое 
основание. MutT/MTH1 гидролизует 8-оксо-7,8-
дигидродезоксигуанозинтрифосфат, удаляя соеди-
нение из пула свободных нуклеотидов, и предот-
вращает его включение в ДНК. Показано, что 
мутации в генах, кодирующих эти ферменты, яв-
ляются причиной развития многих опухолевых за-
болеваний [7, 10, 22]. Так как из каждых 106 гуано-
зинов в ДНК окислено всего лишь несколько [7], 
их поиск значительно усложнён. Ряд авторов счи-
тают, что наличие определённого количества окис-
ленных нуклеозидов необходимо клетке, потому что 
окисленный гуанозин через активацию эксцизион-
ной репарации оснований может стимулировать 
транскрипцию, выполняя таким образом эпигене-
тическую регуляцию [12]. Также существует точка 
зрения, согласно которой некоторое базовое ко-
личество окисленных гуанозинов не удаляется из 
ДНК в связи с феноменом гормезисного эффекта 
[16]. Временное сохранение базового количества 
окигуанозинов может быть более выгодно, чем их 
восстановление. Значительный интерес представ-
ляет встраивание в ДНК окисленных нуклеозидов 
из свободного пула нуклеотидов [6, 8, 9, 18, 23]. 
К сожалению, некоторые ферменты могут способ-
ствовать накоплению ошибок, как, например, ДНК-
полимераза бактерий, которая иногда встраивает 
окисленный нуклеозид из пула свободных нуклео-
тидов в новосинтезируемую ДНК [18].

При хронологическом старении дрожжей и 
“стационарном” старении культивируемых клеток 
млекопитающих происходит ограничение пролифе-
рации вследствие контактного торможения, в резуль-
тате чего клетки не обновляются и в них происходят 
разного рода изменения, сходные с изменениями, 
характерными для стареющих многоклеточных орга-
низмов. Наиболее важные среди них – поврежде-
ния ДНК, так как любые другие макромолекулы и 
органеллы можно заменить [24–26]. Ранее было 
показано, что в условиях этой модельной системы 
в клетках возникают сшивки ДНК-белок [27] и 
однонитевые разрывы [28], происходит деметили-
рование ДНК [29] и ингибирование процесса 
поли(AДФ-рибозил)ирования белков хроматина [30], 
изменяется уровень спонтанных сестринских хро-
матидных обменов [31, 32]. В ДНК “стационарно 
стареющих” клеток в 4–5 раз увеличивается со-
держание 8-оксо-2’-дезоксигуанозина (8-oxo-dG) 
[33]. Интересно, что накопление 8-oxo-dG проис-
ходит и в клетках, претерпевающих старение по 
Хейфлику [34].

В последнее время появляется информация 
о том, что экзогенные окисленные нуклеозиды 
могут положительно влиять на жизнеспособность 
клеток и тканей. 8-Oxo-dG, например, может па-
радоксальным образом выступать в роли антиок-

сиданта и регулировать продукцию провоспали-
тельных цитокинов [35]. Предполагается, что его 
можно будет использовать при лечении и профи-
лактике заболеваний и нарушений, сопровождаю-
щихся окислительным стрессом и воспалением 
[36–38]. В настоящей работе было исследовано 
влияние экзогенного 8-oxo-dG на жизнеспособ-
ность, рост и гибель непересеваемой культуры транс-
формированных клеток китайского хомячка.

Материалы и методы

Эксперименты проводили на трансформиро-
ванных клетках китайского хомячка перевиваемой 
линии B11-dii-FAF28 (клон 237), полученной из 
ФГБНУ “Медико-генетический научный центр” 
(Москва). Клетки культивировали при 37°С в стек-
лянных флаконах Карреля, используя среду Игла 
в модификации Дульбекко (ФГБУ “НИИ вирусо-
логии им. Д.И. Ивановского” Минздрава России, 
Москва) с добавлением 5–10% сыворотки крови 
крупного рогатого скота (“PAA”, Австрия), пени-
циллина (100 ед/мл) и стрептомицина (100 мкг/мл). 
Поддерживая культуру, клетки пересевали в соот-
ношении 1:10–1:3 через каждые 3–4 сут. Снимали 
клетки с поверхности роста с помощью смеси (1:1) 
0,02%-го версена и 0,25%-го трипсина (ФГБУ 
“НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского” Мин-
здрава России, Москва). 8-Oxo-dG был синтези-
рован на кафедре биоорганической химии биоло-
гического факультета МГУ из 2'-дезоксигуанозина 
(Sigma, США), чистота синтезированного соеди-
нения подтверждена методами ядерного магнит-
ного резонанса, а также жидкостной хроматогра-
фии и тандемной масс-спектрометрии.

В предварительных исследованиях, направлен-
ных на определение цитотоксических и митогенных 
свойств 8-oxo-dG, клетки в “возрасте” 3–4 сут 
(т.е. выращиваемые без пересева в течение 3–4 сут) 
засевали в герметично закрывающиеся пеницилли-
новые флаконы с плотностью около 40 тыс. кле-
ток/см2. Через сутки добавляли во флаконы среду, 
содержащую 8-oxo-dG, конечные концентрации – 
от 10–6 М до 10–3 М. В контрольные флаконы до-
бавляли среду с соответствующим количеством 
дистиллированной воды качества Milli-Q. Флаконы 
помещали на 4 сут в термостат (37°С), после чего 
клетки снимали с поверхности роста смесью рас-
творов версена и трипсина, затем оценивали их ко-
личество с помощью счётных камер. Также опреде-
лили влияние 8-oxo-dG в самой низкой и в самой 
высокой концентрации в длительном эксперимен-
те, когда клетки не пересевали в течение 19-и сут 
(при этом окисленный нуклеозид также добавля-
ли через 24 ч после посева). 

Для оценки влияния 8-oxo-dG на кинетику 
роста клеток и их последующую гибель в стацио-
нарной фазе 3-суточные клетки засевали в пеницил-
линовые флаконы с плотностью 40 тыс. клеток/см2. 
На следующие сутки подсчитывали количество 
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прикрепившихся клеток и добавляли во флаконы 
среду, содержащую 8-oxo-dG (конечная концентра-
ция – 10–3 М), во флаконы контрольной группы – 
среду с соответствующим объёмом воды. Через опре-
делённые промежутки времени снимали клетки 
с поверхности роста смесью растворов версена и 
трипсина, затем оценивали их количество с помо-
щью счётных камер (3 флакона на точку, 4 камеры на 
флакон). Эксперимент был сделан в двух повторах.

Для определения динамики поглощения 
8-oxo-dG клетки выращивали в течение 5 сут до 
состояния сомкнутого монослоя, затем добавляли 
раствор окисленного нуклеозида до конечной кон-
центрации 10–3 М и через определённые интервалы 
времени производили отбор небольшого (20–30 мкл) 
объёма среды, последний был сделан на 20-е сут. 
Кроме того, определили стабильность 8-oxo-dG 
в среде с 10% сыворотки без клеток при инкуба-
ции (37°С) в течение 21 сут. Оценку содержания 
8-oxo-dG в среде любезно провели сотрудники ка-
федры биоорганической химии биологического 
факультета МГУ методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии на хроматографе LC-20AD 
(Shimadzu Scientific Instruments, Япония), оснащен-
ном спектрофотометрическим детектором SPD-M20A 
(Shimadzu Corporation, Япония) и автосэмплером 
SIl-20A (Shimadzu Corporation, Япония); исполь-
зовали колонку Equivalent to Phenomenex® Luna® 
C18(2) (Phenomenex Inc., США). Хроматограммы 
регистрировали с помощью программы Shimadzu 
LCSolution (Shimadzu Corporation, Япония).

При сравнении данных использовали t-крите-
рий Стьюдента или непараметрический критерий 

Манна-Уитни (в зависимости от результатов про-
верки нормальности распределения выборки). Ма-
тематические расчёты и статистическую обработку 
данных производили с помощью программы Sig-
maPlot 12.0 и в среде R с использованием допол-
нительного пакета “nortest”.

Результаты

8-Oxo-dG остаётся стабильным при инкубации 
в среде с сывороткой. Его концентрация, опреде-
лённая методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии, не изменяется в течение 21 сут. При 
оценке поглощения клетками 8-oxo-dG из среды 
было обнаружено, что концентрация соединения 
быстро снижается в течение первых нескольких часов 
(рис. 1), ко вторым суткам она падает в два раза по 
сравнению с исходной и далее остаётся на этом уровне 
(последнее измерение было сделано на 20-е сут).

При оценке цитотоксических и митогенных 
свойств 8-oxo-dG определяли его влияние в кон-
центрациях от 10–6 М до 10–3 М. Даже в самой вы-
сокой из них – 10–3 М – окисленный нуклеозид не 
оказывал воздействия на рост и жизнеспособность 
клеток, через 4 сут после добавления 8-oxo-dG не 
было различий между группами. При длительном же 
содержании клеток с 8-oxo-dG (в течение 18 сут) 
плотность культуры оказалась достоверно ниже 
в группе с самым высоким содержанием нуклеозида 
в среде (рис. 2), но сопоставима с контрольным 
показателем в группе с низким его содержанием. 
В связи с этим концентрацию 10–3 М выбрали для 
проведения следующего эксперимента.

Рис. 1. Динамика изменения концентрации 8-оксо-2'-дезоксигуанозина в культуральной среде в течение первых 70 ч от момента 
его добавления в среду с 5-суточными (5 сут без пересевов) трансформированными клетками китайского хомячка, находящими-
ся в стационарной фазе роста. Приведено содержание 8-оксо-2'-дезоксигуанозина в среде, измеренное методом обращённо-фа-

зовой высокоэффективной жидкостной хроматографии
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Контрольные и экспериментальные данные, 
полученные при оценке влияния 8-oxo-dG на ди-
намику роста и “стационарного старения” куль-
туры клеток, сравнивали в каждой отдельной точке 
подсчёта количества живых клеток. Всего было 
проведено два эксперимента. В первом экспери-
менте опыт (данные не приведены) был завершён 
на 22-е сут (когда клетки только вступили в фазу 
вымирания), достоверных различий между груп-
пами не было обнаружено. Второй эксперимент 

был завершён к 52-м сут (рис. 3), практически все 
клетки в обеих группах погибли к этому времени. 
На рис. 3 видно, что кривая, описывающая кине-
тику роста и гибели клеток экспериментальной 
группы, начиная с фазы плато, пролегает несколько 
ниже контрольной, достоверные отличия удалось 
обнаружить на 27-е и 31-е сут. Таким образом, под 
влиянием 8-oxo-dG в концент рации 10–3 М кине-
тика роста не изменяется и несколько ухудшается 
жизнеспособность “стационарно старой” культуры 
клеток.

Обсуждение

8-Oxo-dG даже в высокой концентрации не 
оказывает никакого влияния на рост и жизнеспо-
собность молодых активно делящихся или только 
вступивших в стационарную фазу роста клеток. 
При этом нуклеозид активно поглощается из среды 
в течение первых суток (особенно в течение пер-
вых нескольких часов). Можно предположить, что 
так как раковые клетки лучше адаптированы 
к влиянию окислительного стресса и уровень ак-
тивности MTH1 у них высокий [10], то, вероятно, 
это позволяет им преобразовывать поглощённые 
окисленные продукты, потенциально способные на-
вредить клеткам, в безопасные. С другой стороны, 
хотя 8-oxo-dG и поглощается клетками в первые 
часы, влияние его обнаруживается лишь на позд-
нем этапе стационарной фазы. 

Существующие литературные данные свиде-
тельствуют о том, что положительный эффект 
8-oxo-dG проявляется преимущественно в модель-
ных системах, где объекты подвергаются влиянию 
неблагоприятных или повреждающих факторов, 
вызывающих развитие окислительного стресса 
[36–38]. И в нашем случае некоторое влияние на 

Рис. 2. Плотность культуры находящихся под влиянием 
8-оксо-2'-дезоксигуанозина трансформированных клеток ки-
тайского хомячка через 19 сут после посева.  8-Оксо-2'-дезок-
сигуанозина был добавлен в ростовую среду через 24 ч после 
посева до конечной концентрации 10–6 М (серый столбец) и 
10–3 М (чёрный столбец). Сплошная горизонтальная линия – 
плотность клеток через 24 ч после посева, пунктирная гори-
зонтальная линия – плотность клеток в контрольной группе 
через 10 сут после посева. Приведены средние ± стандартные 

ошибки среднего
* – достоверное отличие от контрольной группы (белый столбец)

Рис. 3. Влияние добавления 8-оксо-2'-дезоксигуанозина в концентрации 10–3 М на кинетику роста и “стационарного старения” 
культуры трансформированных клеток китайского хомячка (методические подробности – в тексте). Приведены средние ± стан-
дартные ошибки среднего. Чёрная кривая – контроль, серая кривая – 8-оксо-2'-дезоксигуанозин. * – достоверное отличие от 

контрольной группы
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жизнеспособность было обнаружено только в слу-
чае, когда клетки длительное время находились 
в стационарной фазе роста. Однако этот эффект 
не только не был положительным, но, напротив, 
выражался в ухудшении жизнеспособности клеток 
(рис. 2–3). Остаётся открытым вопрос, как веще-
ство, поглощённое клетками практически сразу, 
вызывает эффект только спустя 18–40 сут. Проис-
ходит ли встраивание 8-oxo-dG в собственные 
структуры, либо он влияет на ход определённых 
метаболических реакций.

Можно заметить некоторое расхождение кон-
трольных и экспериментальных кривых, описыва-
ющих рост и гибель клеток в поздней стационарной 
фазе (рис. 3), хотя достоверные различия были об-
наружены не во всех точках. Впрочем, сложность 
постановки опытов с оценкой кинетике роста и 
гибели клеток не позволяет задействовать доста-
точно большое количество флаконов в каждой 
группе. В экспериментах по цитотоксичности, где 
на 19-е сут после посева различия обнаружива-
лись, выборка была больше (7 флаконов на точку), 
по этому не исключено, что увеличение количества 
флаконов в каждой группе от 3 до 5–7 позволило 
бы обнаружить достоверные различия и в других 
точках снятия клеток, пребывающих в стационар-
ной фазе роста.

Отрицательный эффект был более ожидаемым, 
так как накопление окисленных нуклеозидов, сви-
детельствующее об окислительном стрессе, значи-
тельно нагружает клетку, заставляя тратить ресур-
сы на работу гликозилаз эксцизионной репарации 
оснований. Возможно, некоторая активация этой 
репарационной системы и способствует улучшению 
транскрипции, но значительное увеличение коли-
чества продуктов окисления нуклеиновых кислот 
не может положительно влиять на жизнеспособ-
ность клеток и только усложняет их существова-
ние, особенно в поздней стационарной фазе. 

Окисленные нуклеотиды из свободного пула 

вносят значительный вклад в нарушение стабиль-

ности ДНК. В работах Руссо и соавт. [8] была до-

казана роль системы репарации ошибочно спа-

ренных нуклеотидов в защите ДНК от вставки 

окисленных нуклеозидов. При нарушении работы 

этой системы происходит значительная компенса-

торная активация MTH1. При добавлении к сус-

пензии бактерий обычных пуриновых нуклеоти-

дов – дГТФ и дАТФ – частота мутаций не 

увеличивается, однако если добавлять окисленные 

варианты тех же нуклеотидов, то частота мутаций 

возрастает в 12 и в 9 раз соответственно [23].

Таким образом, есть основания предполагать, 

что 8-oxo-dG, попадая в клетку, накапливается в её 

структурах. Жизнедеятельность молодых активно 

делящихся клеток никак не нарушается, но при пе-

реходе культуры в стационарную фазу роста, когда 

репликативного синтеза ДНК не происходит, на-

копленные окисленные нуклеотиды становятся бал-

ластом. Вследствие этого возникает ещё больше 

ошибок, частота которых в любом случае увеличи-

вается со временем пребывания клеток в стационар-

ных условиях, так как ферментам, поддерживающим 

правильную структуру ДНК, тяжелее отследить все 

возникающие повреждения. Реакция клеток на 

экзогенные и эндогенные повреждения в значи-

тельной мере определяется работой ферментов 

эксцизионной репарации оснований, поэтому наи-

более перспективны исследования, направленные 

на изучение их работы при “стационарном” старе-

нии клеток.

Авторы выражают признательность Д.С. Еси-

пову и Н.В. Мармий за предоставление 8-oxo-dG 

и помощь в определении концентрации вещества 

в среде. Исследования выполнены при поддержке 

Российского фонда фундаментальных исследова-
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IMPAIRMENT OF THE VIABILITY OF TRANSFORMED CHINESE HAMSTER CELLS 
IN A NONSUBCULTURED CULTURE UNDER THE INFLUENCE 

OF EXOGENOUS OXIDIZED GUANOSIDE IS MANIFESTED ONLY 
IN THE STATIONARY PHASE OF GROWTH
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Despite the fact that oxidation products of nucleotides and nucleosides are markers of oxi-
dative stress, reports of the paradoxical ability of these compounds to protect cells from the 
harmful effects of reactive oxygen species began to appear more often. Among all nitrogenous 
bases, guanine is most susceptible to the influence of oxidative stress, therefore, guanosine is oxi-
dized more often than other bases. In the present work, the effect of exogenous 8-oxo-2'-deoxy-
guanosine on the growth and “stationary phase aging” (accumulation of “age” changes in cul-
tured cells during cell proliferation slowing down within a single passage and subsequent “aging” 
in the stationary phase of growth) of a nonsubcultured culture of transformed Chinese hamster 
cells was studied. We showed that the nucleoside is rapidly absorbed by the cells from the medi-
um, but it does not affect the growth of the culture, and in the late stationary phase of growth 
impairs the viability of the cells. Thus, no mitogenic or geroprotective effect of 8-oxo-2'-deoxy-
guanosine was found.

Keywords: cell aging, survival curve, 8-oxo-2'-deoxyguanosine, oxidative stress, DNA damage, 
geroprotectors
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Биомасса фотосинтезирующего пикопланктона (Впик), его вклад в суммарную био-
массу фитопланктона (Впик%), концентрация хлорофилла “a” (ХЛ), а также сопутствую-
щие гидрофизические условия были оценены в Белом море в июне 2015 г. на 47 станциях, 
охватывающих залив Онежский, залив Кандалакшский с его губами и западную часть 
Бассейна. Пространственная изменчивость средних для фотического слоя значений Впик 
(0,1–1,91 мг С/м3) определялась суб- и мезомасштабной неоднородностью гидрологиче-
ских условий. Выявлено увеличение Впик во фронтальных зонах и низкие значения Впик 
в водах с квазиоднородным распределением термохалинных характеристик. На полови-
не станций Впик% не превышал 1%, на остальной акватории варьировал от 1 до 8%. На 
одной из станций Бассейна этот показатель достигал 40,5%. При цветении фитопланк-
тона в губе Княжая (ХЛ>3 мг/м3) с доминированием Skeletonema costatum sensu lato Впик% 
не превышал 2%.

Ключевые слова: пикофитопланктон, фитопланктон, цветение, биомасса пикофито-
планктона, Белое море, Skeletonema costatum sensu lato

К пикофитопланктону относят эукариотиче-
ские водоросли и цианобактерии с размерами кле-
ток менее 3 мкм [1]. В арктических экосистемах 
мельчайшие фотоавтотрофы в отдельные периоды 
сезонного развития дают основной вклад в сум-
марную биомассу фитопланктона и первичную 
продукцию [2–5]. Для оценки численности и био-
массы пикофитопланктона требуется применение 
специальных методов, таких как эпифлуоресцент-
ная микроскопия [4], проточная цитометрия [6], 
флуоресцентная гибридизация in situ [7]. Этим обус-
ловливается немногочисленность данных об обилии 
мельчайшей фракции фитопланктона в российских 
арктических морях и в субарктическом Белом море. 
При наблюдаемой климатической тенденции в Арк-
тике [8] прогнозируется возрастание роли пико-
форм в создании первичной продукции и увеличение 
доли мельчайших водорослей в суммарной биомассе 
фитопланктона [9]. В связи с этим исследования 
пикофитопланктона Белого моря, по абиотическим 
условиям сочетающего черты как арктических, так и 
умеренных морей [10], приобретают особую акту-
альность.

Отдельные районы Белого моря (в частности, 
Онежский и Кандалакшский заливы, Бассейн) раз-
личаются по термохалинной структуре вод, темпе-
ратуре и солености поверхностного слоя, а также 
другим гидрофизическим и гидрохимическим па-
раметрам. В начале лета биомасса фитопланктона 
снижается вследствие исчерпания биогенных эле-
ментов во время весеннего цветения фитопланк-

тона, при этом относительная биомасса пиководо-
рослей возрастает [11]. Как показали предыдущие 
исследования, проведенные в июне в Онежском 
заливе и губах Кандалакшского залива [12], био-
масса пикофракции и ее вклад в суммарную био-
массу фитопланктона варьируют в значительных 
пределах в зависимости от локальных гидрофизи-
ческих условий. Динамичность гидрофизических 
процессов в исследованных районах и их измен-
чивость в зависимости от метеорологических ус-
ловий дают основание полагать, что описанная 
ранее картина пространственного распределения 
пикофитопланктона не является постоянной. От-
сутствие сведений о пикофитопланктоне Бассейна 
и центральной части Кандалакшского залива, а 
также представлений о межгодовой изменчивости 
биомассы пикофракции и определило цель насто-
ящего исследования. Она состояла в оценке био-
массы пикофитопланктона и его вклада в суммар-
ную биомассу фитопланктона в западной части 
Бассейна, а также в Онежском и Кандалакшском 
заливах в июне 2015 г.

Материалы и методы

Материалом для работы послужили пробы, 
отобранные в акватории Белого моря на 47 стан-
циях (рисунок) с 12 по 27 июня 2015 г. в ходе экспе-
диций на научно-исследовательском судне “Эколог”. 
На комплексных судовых станциях проводили вер-
тикальное зондирование температуры и солености 
с помощью гидрологических зондов CastAway (YSI 
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Incorporated, США) и SBE-25 (Sea-Bird Scientific, 
США). Степень стратификации водного столба 
оценивали по среднему градиенту плотности между 
глубинами 20 м и 1 м. Коэффициент поглощения 
фотосинтетически активной радиации (ФАР) рас-
считывали по глубине исчезновения белого диска, 
границей фотической зоны принимали глубину 
с 1% фотосинтетически активной радиации.

Пробы воды для оценки концентрации ХЛ и 
количественных параметров пико- и более круп-
ного фитопланктона отбирали 5-литровым бато-
метром Нискина с 3–4 горизонтов (поверхностный, 
над и под пикноклином). Концентрацию ХЛ опре-
деляли флуориметрическим методом [13] с помощью 
флуориметра Trilogy 1.1 (Turner Designs, США). Для 
количественного учета пикопланктона подпробы 
воды объемом 10 мл наливали в фильтрационную 
воронку, добавляли насыщенный раствор приму-
лина, выдерживали 5–7 мин, затем фиксировали 
2%-ным раствором глутаральдегида и осаждали на 
ядерные фильтры с диаметром пор 0,12 мкм, пред-
варительно окрашенные суданом черным. Фильтры 
помещали в жидкий азот и хранили до последую-
щей обработки. Подсчет клеток на фильтре прово-
дили с помощью люминесцентного микроскопа 

Leica DM5000 (Leica Microsystems, Германия) при 
увеличении ×1000, просматривая 30–50 полей зре-
ния в зависимости от концентрации клеток. При 
подсчете учитывали “тип” свечения клеток (оран-
жевый – цианобактерии, красный – эукариотиче-
ские водоросли), а также измеряли размеры клеток. 
При расчете объема клеток их форму соотносили 
с подходящей стереометрической фигурой и рас-
считывали объем по соответствующим формулам. 
Клеточное содержание углерода (Скл) определяли 
по объемам клеток (Wкл) с использованием зави-
симости Скл = 0,433 Wкл

0,863 [14]. 
Количественную оценку нано- и микрофито-

планктона проводили по общепринятому методу, 
подробно описанному ранее [15]. Учитывали толь-
ко фотосинтезирующие формы. По величинам 
биомассы пикофитопланктона и суммарной био-
массы фитопланктона на нескольких горизонтах 
каждой станции рассчитывали средние значения в 
фотическом слое. Достоверность различий сред-
них значений биомассы оценивали по критерию 
Манна-Уитни. Для оценки зависимости между па-
раметрами рассчитывали коэффициент корреля-
ции Спирмена (Rs). Расчеты проводили с исполь-
зованием программы PAST.

Рисунок. Схема расположения станций в Белом море, июнь 
2015 г. 1 – Кандалакшский залив (губа Княжая – станции 8, 9, 
10, губа Палкина – станции 18, 19); 2 – губа Чупа; 3 – Онеж-

ский залив и Бассейн
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Результаты

Гидрофизические условия. В июне 2015 г. на боль-
шей части исследованной акватории воды были 
стратифицированы (таблица). Воды с квазиодно-
родным распределением термохалинных характе-
ристик и слабо стратифицированные воды с низкой 
температурой и повышенной соленостью поверх-
ностного слоя отмечались у Соловецких островов 
и в центральной части Онежского залива. Такая 
структура вод обусловлена интенсивным прилив-
ным перемешиванием. Между водами с разной 
структурой располагались приливные фронтальные 
зоны. Стоковая фронтальная зона ограничивала 
наиболее стратифицированные вследствие речного 
стока воды в вершине Онежского залива. Глубина 
фотического слоя превышала протяженность пе-
ремешиваемого слоя на всех станциях за исключе-
нием станций с квазиоднородным распределением 
термохалинных характеристик. Температура поверх-
ностного слоя в Онежском заливе была достовер-
но выше, чем в Бассейне и Кандалакшском заливе 
(р = 0,001).

Концентрация хлорофилла “а” и суммарная био-
масса фитопланктона. На исследованной акватории 
концентрация ХЛ и суммарная биомасса фито-
планктона (Всум) значительно варьировали (таблица). 
В большинстве случаев ХЛ и Всум убывали с глуби-
ной. Наибольшие средние для фотического слоя 
значения ХЛ (>3 мг/м3) отмечены в губе Княжая, 
на разрезе от западного берега к восточному в Кан-
далакшском заливе и в Бассейне на станции 41. К тем 
же районам (за исключением Бассейна) были при-

урочены наибольшие величины Всум (>50 мг С/м3). 
Такого же порядка Всум достигала и в центральной 
части Кандалакшского залива на станции 39. 
Средние значения ХЛ и Всум в Кандалакшском за-
ливе были достоверно выше таковых в Онежском 
заливе (р = 0,01). Повышенные по сравнению с фо-
новыми значения величины ХЛ и Всум в Онежском 
заливе были приурочены к фронтальным зонам – 
стоковой (станции 3/23, 4/24, 5/24) и приливной 
(станции 1/26, 2/26).

На большинстве станций основной вклад в сум-
марную биомассу фитопланктона давала диатомовая 
водоросль Skeletonema costatum sensu lato (15–88% 
в Кандалакшском заливе, 13–63% в Онежском за-
ливе). В Бассейне доминировали диатомовая водо-
росль Coscinodiscus concinnus (54% от Всум, станция 41) 
и динофлагелляты Gymnodinium spp. (41% от Всум, 
станция 40). 

Биомасса пикофитопланктона. Биомасса пи-
кофитопланктона (Впик) варьировала в пределах 
двух порядков – от 0,01 (станция 2/25 в Онежском 
заливе) до 1,91 мг С/м3 (станции 40 и 41 в Бассейне). 
Повышенные значения Впик отмечены не только 
в Бассейне, но и в водах с наиболее выраженной 
стратификацией – в центральной части Кандалакш-
ского залива (станция 39) и у стокового фронта 
в Онежском заливе (станции 4/24, 5/24). В водах 
с квазиоднородным распределением термохалин-
ных характеристик, где глубина фотического слоя 
была меньше протяженности перемешиваемого слоя, 
Впик не превышала 0,19 мг С/м3. На большинстве 
станций наибольшие значения Впик были приуро-
чены к верхнему пятиметровому слою. Достовер-

Таблица

Протяженность фотического слоя (ФС, м), температура (То, °С) и соленость (Sо, ‰) поверхностного горизонта, а также среднее 
в фотическом слое значение суммарной биомассы фотосинтезирующего планктона (Всум, мг С/м3), хлорофилла “а” (ХЛ, мг/м3), 

биомассы пикофитопланктона (Впик, мг С/м3) и его вклада (Впик, %) в суммарную биомассу фитопланктона

Район ФС Т0 S0 Всум ХЛ Впик Впик, %

Онежский залив

Стратифицированные воды 7–12 6,2–15,2 21–26,8 1,38–19,13 0,33–1,07 0,01–0,83 0,05–8,05

Воды с квазиоднородным распределением 
термохалинных характеристик

8–22 6,5–8,6 22,5–26,7 2,46–31,36 0,26–0,57 0,02–0,19 0,25–2,85

В среднем по заливу (± стандартное отклонение) 12,48 ± 7,20 0,58 ± 0,23 0,16 ± 0,18 1,76

Кандалакшский залив

Губа Княжая 2,5–7,5 5,1–6,3 9,1–22,3 16,59–102,51 1,61–3,45 0,06–0,35 0,06–2,11

Губа Палкина 1,5–2,5 7,6–8,3 18,5–18,8 2,42–10,02 0,24 0,02–0,09 0,21–0,89

Губа Чупа 4–10 8,2–9,3 22,5–24,2 7,78–14,06 0,51–0,74 0,20–0,46 2,02–5,15

Разрез от западного до восточного берега 3,5–5 2,7–5,5 15,9–25,9 7,74–97,28 1,39–2,58 0,05–0,41 0,17–0,65

В среднем по заливу (± стандартное отклонение) 47,09 ± 39,82 1,54±1,07 0,24±0,22 1,44

Бассейн

Западная часть 20,3 7,5–7,9 26,00 2,74–33,23 0,61–2,33 1,86–1,91 5,4–40,5
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ного отличия средних значений Впик между зали-
вами не выявлено. Между Впик и ХЛ отмечена 
достоверная связь (Rs = 0,39, р = 0,01). Вклад пи-
кофракции в суммарную биомассу фитопланктона 
на большинстве станций был невысоким за ис-
ключением станции 40 в Бассейне. Достоверного 
отличия в средних значениях вклада пикофито-
планктона между заливами не выявлено. 

На большинстве станций в пикофитопланктоне 
по биомассе доминировали цианобактерии. Из-
вестно, что в субполярных морских водах среди 
пикоцианобактерий преобладают Synechococcus spp., 
представленные разными генотипами с выраженной 
дифференциацией экологических ниш [16]. Био-
масса фотосинтезирующих пикоэукариот превы-
шала таковую пикоцианобактерий на пяти станциях 
Онежского залива (станции 1/22, 3/24, 3/25, 1/26, 43). 

Обсуждение результатов

Проведенные в июне 2015 г. исследования по 
оценке биомассы пикофракции фотосинтезирую-
щих водорослей, суммарной биомассы фотосин-
тезирующего фитопланктона и концентрации ХЛ 
охватывали обширную акваторию Белого моря от 
южной части Онежского залива до северной части 
Кандалакшского залива, включая его губы, а так-
же западную часть Бассейна. Суб- и мезомасштаб-
ная неоднородность гидрологических условий на 
исследованной акватории определила существен-
ную изменчивость средних для фотического слоя 
значений параметров фитопланктона. По полу-
ченному массиву данных выявлена достоверная 
положительная связь между Впик и концентрацией 
ХЛ, что свидетельствует об общности основных 
факторов, определяющих пространственное рас-
пределение биомассы фотосинтезирующих форм 
разных размерных групп. Однако выявленная по-
ложительная связь оказалась слабой, что, по-ви-
димому, обусловлено наличием ситуаций, когда 
локальные гидрологические условия ведут к раз-
нонаправленным трендам в распределении пико-
водорослей и более крупных форм. Пример такой 
ситуации – губа Княжая, где отмечены высокие 
значения Всум и ХЛ, соответствующие уровню 
цветения. В подповерхностном слое величина ХЛ 
достигала почти 6 мг/м3. Такие высокие значения 
редко отмечаются в беломорских водах [17]. Мы 
предполагаем, что локальное цветение фитопланк-
тона с доминированием S. costatum s.l. обусловлено 
поступлением в губу богатых биогенными элемен-
тами вод, сбрасываемых в период экспедиционных 
работ Княжегубской гидроэлектростанцией [http://
www.dpbvu.ru]. По мере продвижения от кута к вер-
шине губы на фоне увеличения солености поверх-
ностных вод Всум и ХЛ возрастали, тогда как Впик 
снижалась. Снижение Впик может быть обусловлено 
эффектом “разведения” и/или смертностью вно-
симых со сбрасываемыми водами пресноводных 

пикоформ, биомасса пиководорослей выше в прес-
ных, чем в морских водах [18]. Напротив, для мор-
ских водорослей, и в первую очередь S. costatum s.l., 
наиболее благоприятные для роста условия склады-
вались при увеличении солености в центральной 
и верхней частях губы, что вело к значительному 
росту Всум и ХЛ. 

На разрезе через Кандалакшский залив (стан-
ции 1–5) при относительно высоких значениях 
Всум и ХЛ при выраженных градиентах солености 
и температуры поверхностных вод связи между 
Впик и ХЛ не отмечалось. Аналогичная картина 
складывалась и в губе Чупа в отсутствие простран-
ственного градиента солености и температуры. 
Можно предположить, что в этих районах в каче-
стве основного фактора, определявшего биомассу 
пикоформ, было выедание микрозоопланктоном, 
а биомассу более крупных водорослей – выедание 
мезозоопланктоном. 

В Онежском заливе при отсутствии в период 
настоящего исследования лимитирования фито-
планктона недостатком биогенных элементов [19] 
пространственное распределение Впик, а также 
Всум и ХЛ определяли гидрофизические факторы. 
Так, в водах с квазиоднородным распределением 
термохалинных характеристик, где глубина фоти-
ческого слоя была меньше протяженности пере-
мешиваемого слоя, значения Впик, ХЛ и Всум были 
меньше таковых в стратифицированных водах 
юго-восточной части залива перед стоковым фрон-
том, который играет роль барьера, препятствую-
щего дисперсии фитопланктона. Помимо гидро-
физических факторов в варьирование Впик по 
акватории залива могут вносить различия эколо-
гических ниш отдельных генотипов пикоциано-
бактерий. Например, в Чесапикском заливе пока-
зано наличие более семи генотипов Synechococcus, 
два из которых преобладают в пикофракции в 
верхней и средней частях эстуария и способны 
выдерживать колебания солености от 0 до 30‰, 
тогда как в мористой части преобладают морские 
генотипы [20]. 

При наблюдаемой изменчивости Всум и Впик 
вклад пиководорослей в биомассу фитопланктона 
на половине исследованных станций не превышал 
1%, на остальных станциях варьировал от 1% до 8%. 
На одной из станций Бассейна при относительно 
низкой Всум вклад пикоформ достигал 40,5%.

Сравнение результатов настоящего исследова-
ния с картиной пространственного распределения 
пикофракции фотосинтезирующего фитопланктона 
в июне 2012 г. [12] показывает, что средние значе-
ния Впик как в Онежском заливе, так и в губах 
Кандалакшского залива были меньше в 2015 г. Бо-
лее низкая биомасса пикофракции в губах может 
быть обусловлена меньшей на 4–5°С температу-
рой поверхностных вод в 2015 г. В пикофракции 
преобладали цианобактерии, а, как было показано, 
например, в работе Полсен и соавт. [21], биомасса 
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этой группы положительно коррелирует с темпера-
турой воды. Вклад пиководорослей в суммарную 
биомассу фитопланктона губ также был существенно 
ниже в 2015 г. Если в губе Чупа в июне 2012 г. 
вклад составлял 19–26% [12], то в 2015 г. колебался 
от 2% до 5%. В Онежском заливе температура воды 
в эти годы не различалась. Однако обращает на себя 
внимание тот факт, что если в 2015 г. на большей 
части акватории в нано- и микрофитопланктоне 
доминировали диатомовые водоросли, то в 2012 г. 
преобладали динофлагелляты. Такое различие в до-
минирующих группах свидетельствует о том, что 
фитопланктон в июне этих двух лет находился на 
разных стадиях сезонного развития. Это, возможно, 
и определило различия в В

пик. Однако величины 
вклада пиководорослей в суммарную биомассу 
фитопланктона в 2015 г. были близки к таковым 
в 2012 г.

Пространственная изменчивость средних для 
фотического слоя значений биомассы фотосинте-
зирующего пикопланктона определялась суб- и 
мезомасштабной неоднородностью гидрологических 
условий. В распределении пикофракции планктона 
проявлялся ряд закономерностей, характерных для 
нано- и микрофитопланктона, таких как увеличе-
ние обилия у фронтальных зон и низкое обилие 
в водах с квазиоднородным распределением термо-
халинных характеристик. Выявлены случаи, когда 
локальные гидрологические условия ведут к раз-
нонаправленным трендам в распределении пико-
водорослей и более крупных форм.

Работа выполнена в рамках Государственного 
задания МГУ имени М.В. Ломоносова часть 2 (тема 
№ АААА-А16-116021660052-0) и при финансовой 
поддержке Российского фонда фундаментальных 
исследований (проект № 16-05-00502).
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SPATIAL DISTRIBUTION OF THE WHITE SEA PICOPHYTOPLANKTON IN THE 
BEGINNING OF THE SUMMER
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Biomass of photosynthetic picoplankton (Bpic), its contribution to the total phytoplankton 
biomass (Bpic%), chlorophyll a concentration (Chl), and associated hydrophysical characteristics 
of water masses were estimated in the White Sea in June of 2015 on 47 stations in Onega and 
Kandalaksha Bays, including inlets, and in the western part of Basin. Spatial variability of Bpic 
mean values in photic layer (0.01-1.91 mg С/м3) was determined by sub- and mesoscale hetero-
geneity of hydrological conditions. The values of Bpic were higher near frontal zones than in the 
water masses with quasi-homogenous distribution of thermohaline characteristics. The relative 
contribution of Bpic did not exceed 1% at half of the stations and varied from 1 to 8% on the rest 
of the water area. The value of Bpic% riched 40.5% in the Basin and did not exceed 2% during the 
phytoplankton bloom in Knyazhaya Inlet (Chl>3 mg/m3) with the dominance of Skeletonema 
costatum sensu lato.

Keywords: picophytoplankton, phytoplankton, picophytoplankton biomass, bloom, the White 
Sea, Skeletonema costatum sensu lato
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ОСОБЕННОСТИ РАБОТЫ ПЛЕКТОЛОФНОГО ЛОФОФОРА БРАХИОПОДЫ 
COPTOTHYRIS GRAYI (TEREBRATULIDA, RHYNCHONELLIFORMEA)

Т.В. Кузьмина*, Е.Н. Темерева 

Кафедра зоологии беспозвоночных, биологический факультет, Московский государственный университет 
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Брахиоподы – реликтовая группа беспозвоночных-фильтраторов, использующих 
щупальцевый аппарат – лофофор – для улавливания пищи из толщи воды. Брахиоподы 
претерпели массовое вымирание, связанное, по-видимому, с низкой эффективностью 
работы их ловчего аппарата по сравнению с более эволюционно продвинутыми живот-
ными-фильтраторами. Изучение механизма работы лофофора современных брахиопод 
важно для понимания их эволюционной судьбы. В данной работе изучен механизм очи-
щения лофофора от крупных несъедобных частиц у брахиоподы Coptothyris grayi с наибо-
лее сложным типом щупальцевого аппарата – плектолофным лофофором. Методом 
прижизненных наблюдений и в ходе экспериментов с искусственными частицами пока-
зано, что крупные несъедобные частицы скапливаются внутри рук лофофора на внешней 
стороне брахиальной складки. Накопленные частицы формируют ряды вдоль фронталь-
ных желобков наружных щупалец, последовательно переносятся к их краю и двигаются 
вдоль края щупалец, обволакиваясь слизью. Одна часть частиц отрывается от лофофора, 
в то время как другая переносится на абфронтальную сторону щупалец. Путем много-
кратного реверсирования направления биения абфронтальных ресничек частицы совер-
шают волнообразные движения вдоль абфронтальной поверхности щупалец. Такой ха-
рактер движения частиц способствует склеиванию частиц в комки благодаря слизи, 
выделяемой железистыми клетками щупалец. Сформированные комки отрываются от 
лофофора и падают на мантийную складку. За счет биения ресничек мантии частицы 
транспортируются к переднему участку края мантии, где также наблюдается реверсиру-
ющий характер биения ресничек. В области края мантии происходит склеивание комков 
и формирование псевдофекалий, которые выводятся из мантийной полости. Таким об-
разом, впервые показано, что удаление крупных несъедобных частиц из лофофора обес-
печивается работой исключительно наружных щупалец. Впервые для брахиопод было 
обнаружено реверсирование биения абфронтальных ресничек щупалец и мантии, что 
способствует дополнительной выработке слизи, формированию комков псевдофекалий 
и облегчает их выход из мантийной полости. Полученные данные вносят существенный 
вклад в понимание работы щупальцевого аппарата современных брахиопод. Использо-
вание этих результатов в сравнительном анализе позволит пролить свет на функциони-
рование и эволюцию щупальцевых аппаратов у Bilateria.

Ключевые слова: брахиоподы, лофофор, щупальце, мантия, фильтраторы, фильтраци-
онный аппарат

Брахиоподы (или плеченогие) – морские бес-
позвоночные животные, тело которых заключено 
в двустворчатую раковину. Больший объем рако-
вины занят мантийной полостью – обширным 
пространством, которое выстлано складками по-
кровного эпителия (мантией) и сообщается с окру-
жающей средой. В мантийной полости у брахиопод 
располагается фильтрационный аппарат – лофо-
фор. Лофофор – особый отдел тела, который несет 
щупальца, окружающие рот и никогда не окружа-
ющие анус [1]. Лофофор выполняет множество 
разнообразных функций: от питания и дыхания до 
вынашивания потомства и встречается у трех типов 
беспозвоночных животных – форонид, брахиопод 
и мшанок. У брахиопод строение лофофора достигло 
максимального морфологического разнообразия и 

сложности. Основой лофофора является брахиаль-
ная ось, вдоль которой проходит ряд щупалец [2, 3]. 
Параллельно основаниям щупалец тянется брахи-
альная складка. Между складкой и щупальцами про-
ходит пищевой желобок. В разных типах лофофора 
брахиальная ось имеет разную морфологию и может 
быть полукруглой, подковообразной, петлевидной 
и спиральной [3].

У подавляющего большинства брахиопод вдоль 
брахиальной оси щупальца организованы в два ряда, 
наружный и внутренний, которые расположены от-
носительно друг друга в шахматном порядке. У каж-
дого щупальца обоих рядов можно выделить фрон-
тальную и абфронтальную стороны. Фронтальная 
сторона обращена к брахиальной складке и пище-
вому желобку, абфронтальная поверхность нахо-
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дится на противоположной стороне щупальца. Вдоль 
фронтальной стороны внутренних щупалец прохо-
дит выпячивание – фронтальный гребень, вдоль 
фронтальной стороны наружного ряда щупалец 
проходит впячивание – фронтальный желобок. 

Согласно литературным данным [4, 5], процесс 
фильтрации брахиопод может быть подразделен 
на несколько последовательных событий: создание 
токов воды в мантийной полости, сортировка час-
тиц, захват и передача пищевых частиц ко рту, уда-
ление ненужных частиц и очистка лофофора.

Циркуляцию воды в мантийной полости соз-
дает биение латеральных ресничек, расположенных 
вдоль боковых сторон щупалец, и ресничек, по-
крывающих мантию [2, 6]. Щупальца разграничи-
вают внутреннее пространство мантийной полости 
на вводную и выводную камеры. Вода поступает 
в вводную камеру, проходит между рядами щупа-
лец, попадает в выводную камеру и оттуда выходит 
во внешнюю среду. Характер циркуляции водных 
потоков мантийной полости различается в разных 
типах лофофора [2, 7]. Однако во всех случаях вхо-
дящие потоки с пищевыми частицами встречаются 
с фронтальной поверхностью щупалец, а захват 
частиц происходит с верхней фронтальной стороны 
латеральных ресничек, что характерно для так на-
зываемой «upstream collecting system (системы, со-
бирающей частицы с верхнего потока)» [8].

Предполагается, что сортировка частиц может 
происходить по размеру [3, 6, 9], массе [10], а также 
одновременно по массе, форме и импульсу [11]. 

Механизм захвата пищевых частиц до настоя-
щего времени является предметом морфологических 
и экспериментальных исследований [10, 12–15]. 
Известно, что они попадают на фронтальные же-
лобки наружных щупалец, перемещаются по ним 
вниз и поступают в пищевой желобок, где обвола-
киваются слизью и транспортируются ко рту. Су-
ществует несколько гипотез о том, каким образом 
происходят захват пищевых частиц из входящего 
потока и передача их на фронтальный желобок на-
ружных щупалец. Наиболее правдоподобной счита-
ется гипотеза локального реверсирования латераль-
ных ресничек [12, 13] в сочетании с гипотезами 
аэрозольного захвата [14, 16]: пищевые частицы, 
которые попадают к латеральным ресничкам на рас-
стояние, равное диаметру самой частицы, вызывают 
локальное изменение направления биения лате-
ральных ресничек, так что они начинают бить в сто-
рону фронтального желобка, тем самым частица от-
брасывается на фронтальную поверхность щупальца. 

Несъедобные частицы скапливаются внутри 
лофофора, откуда они транспортируются к концам 
щупалец и выводятся с выходящим потоком. Од-
нако в литературных источниках нет общего мне-
ния по вопросу, каким образом происходит удаление 
ненужных частиц. В большинстве работ предпола-
гается разная роль внутренних и наружных щупа-
лец для очистки лофофора: наружные щупальца 
переносят съедобные частицы к пищевому желобку, 

а внутренние щупальца переносят несъедобные 
частицы к своим концам, откуда они отрываются 
от щупалец и выносятся с выходящим потоком 
[10, 15, 17, 18]. При этом одни авторы [10, 15] по-
лагают, что фронтальные реснички внутренних щу-
палец постоянно бьют в сторону кончиков, и по-
этому очистка лофофора происходит постоянно. 
Другие исследователи [2, 17, 18] считают, что про-
исходит процесс реверсирования биения фронталь-
ных ресничек внутренних щупалец при очищении 
лофофора. Однако Стратман [12] описывает участие 
лишь наружных щупалец в очистке и питании (путем 
реверсирования биения фронтальных ресничек). 

Целью данной работы является изучение ме-
ханизма удаления крупных несъедобных частиц из 
мантийной полости на примере плектолофного 
лофофора замковой брахиоподы Coptothyris grayi 
(Davidson, 1852). 

Материалы и методы

Материал для исследования (половозрелые 
особи C. grayi) собран в июле 2015 г. на глубине 
8–10 м в заливе Восток Японского моря в окрест-
ностях морской биологической станции “Восток” 
Национального научного центра морской биоло-
гии. Исследование проводили на живых особях, 
у которых была удалена вентральная створка рако-
вины, в аквариуме с морской водой при темпера-
туре 18°С. В водную среду были добавлены сфери-
ческие частицы диаметром 110 мкм. Наблюдения 
проводили под бинокуляром Leica MZ12.5 (“Leica 
Microsystems”, Германия), съемка была проведена 
при помощи цифровой камеры DMC6200 (“Leica 
Microsystems”, Германия).

Изучение строения брахиальной оси лофофора 
C. grayi было проведено при помощи сканирующей 
электронной микроскопии. Для этого отпрепари-
рованные участки лофофора были зафиксированы 
в 2,5%-ном глутаральдегиде на какодилатном бу-
фере. Дальнейшую обработку материала проводили 
по стандартной методике для сканирующей элек-
тронной микроскопии. Подготовленные образцы 
были изучены и сфотографированы на сканирую-
щих электронных микроскопах Hitachi S-405A 
(“Hitachi”, Япония) и Cam Scan S2 (“Cambridge 
Instruments Inc.”, Великобритания).

Результаты и обсуждение

Для изучаемого вида характерен плектолофный 
лофофор, который представляет собой наиболее 
сложный тип организации лофофора брахиопод. 
Во время фильтрации створки раковины лишь не-
много приоткрыты (рис. 1А). Плектолофный ло-
фофор крепится к передней стенке тела и поддер-
живается известковым скелетом. Он выдается 
в мантийную полость и состоит из двух боковых рук 
и одной средней спиральнозавитой руки (рис. 1Б). 
Вдоль руки лофофора проходит двойной ряд щу-
палец, который состоит из чередующихся в шах-
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матном порядке внутренних и наружных щупалец, 
параллельно основаниям щупалец проходит бра-
хиальная складка (рис. 1Б). Щупальца покрыты 
ресничками. Вдоль щупальца проходят три про-
дольные ресничные зоны, характерные для других 
брахиопод [10, 19] – фронтальная и две латераль-
ных. Фронтальные ресничные зоны обращены 
в сторону брахиальной складки. Латеральные рес-
ничные зоны располагаются симметрично по обе 
стороны щупальца. Поскольку у внутренних щу-
палец латеральные реснички расположены ближе 
к абфронтальной стороне, их также называют ла-
теро-абфронтальными ресничками, а у наружных 
щупалец латеральные реснички расположены 
ближе к фронтальной стороне, поэтому их назы-
вают латеро-фронтальными ресничками [5, 19]. 
Абфронтальная сторона щупалец покрыта менее 
густо расположенными ресничками. Нами не были 
обнаружены особые чувствительные латеро-фрон-
тальные реснички по краям фронтальной реснич-
ной зоны, описанные для некоторых замковых и 
беззамковых брахиопод [10, 13]. 

Циркуляция воды в мантийной полости у бра-
хиопод с плектолофным лофофором подробно ис-
следована [2, 20]. Изучение работы не потревожен-
ного плектолофного лофофора внутри раковины 
при использовании эндоскопа [15] дало наиболее 
достоверный результат. Во время фильтрации вода 
поступает в мантийную полость с боков и попада-
ет в переднюю часть боковых рук, где разделяется 
на два потока. Первый поток проходит между щу-
пальцами боковых рук и выносится из мантийной 
полости с выходящим потоком спереди по центру 
раковины. Второй поток идет назад вдоль боковых 
рук и затягивается средней спиральной рукой, про-
ходит между ее щупальцами и также выводится по 
центру между створками раковины. 

На основании морфо-функционального ана-
лиза было выдвинуто предположение, что верхний 
предел съедобных частиц у брахиопод составляет 
около 100 мкм [3]. При добавлении частиц диамет-
ром 110 мкм нами было обнаружено, что частицы 
проникают в боковые руки лофофора, при этом 
частицы не попадают в пищевой желобок, а кон-

Рис. 1. Строение лофофора Coptothyris grayi. А–Б – фотографии живых животных со светового стереомикроскопа, В–Ж – фото-
графии на сканирующем электронном микроскопе. А – фотография взрослой особи: створки раковины приоткрыты во время 
фильтрации, Б – общий вид плектолофного лофофора, который состоит из средней (ср) и двух боковых рук (бр), рот (р) распо-
ложен между рядом щупалец и брахиальной складкой в основании лофофора, В – участок брахиальной оси лофофора, которая 
состоит из двойного ряда щупалец (щ) и брахиальной складки (брс), между ними расположен пищевой желобок (пж), Г – наружные 
щупальца (нщ) и внутренние щупальца (вщ), расположенные вдоль брахиальной оси в шахматном порядке, Д – участок внутрен-
него щупальца: видны фронтальная ресничная зона (фрз) в виде гребня и латеральные реснички (лр), смещенные к абфронталь-
ной ресничной зоне (арз), Е – участок наружного щупальца: виден глубокий фронтальный желобок, покрытый фронтальными 
ресничками (фр), по бокам видны латеральные реснички (лр), Ж – участок наружного щупальца, вид сбоку: видны латеральные 

реснички (лр) и абфронтальная ресничная зона (арз), покрытая редко расположенными ресничками
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центрируются на внешней стороне брахиальной 

складки (рис. 2А). 

Механизм очищения лофофора от крупных 

несъедобных частиц можно разделить на три этапа: 

1. Перенос частиц с фронтальной на абфрон-
тальную поверхность щупалец. В ходе наблюдения 

за процессом очищения лофофора мы обнаружили, 

что крупные частицы, которые скапливаются у ос-

нования щупалец, выстраиваются друг за другом 

в ряд и перемещаются в сторону кончиков щупалец 

(рис. 2Б–В). Движение частиц от основания к концу 

щупалец происходит только вдоль желобков на-

ружных щупалец, внутренние щупальца при этом 

не участвуют в очищении лофофора (рис. 2Г). 

Когда частицы достигают кончиков щупалец, они 

обволакиваются слизью и либо передвигаются вдоль 

кончиков щупалец (рис. 2Е–Ж), пока не падают 

на мантийную складку, либо попадают на абфрон-

тальную сторону щупалец. Поскольку доказано, 

что именно наружные щупальца также участвуют 

в переносе пищевых частиц вниз к пищевому же-

лобку [4, 5], то можно предположить, что наруж-

ные щупальца могут участвовать как в питании, 

так и в удалении ненужных частиц путем реверси-

рования своего биения, что согласуется с данными 

Стратмана [12]. Наши данные не подтверждают 

результаты предыдущих работ, в которых показано, 

что основная роль в очищении лофофора принад-

лежит внутренним щупальцам [10, 15, 17, 18]. 

2. Перенос частиц с абфронтальной стороны 
щупалец на мантийную складку. После того, как 

склеенные слизью частицы оказываются на аб-

фронтальной стороне лофофора, они начинают 

двигаться то вверх, то вниз, пока не отрываются от 

лофофора и затем не падают на мантийную складку 

(рис. 3А–Г). Можно предположить, что абфрон-

тальные реснички щупалец меняют направление 

биения на противоположное несколько раз, что, 

вероятно, способствует отделению слизистых ком-

ков с частицами от лофофора. Участие слизи в склеи-

вании ненужных частиц для очистки лофофора 

широко известно [4, 5]. Однако нами впервые пока-

зан процесс многократного реверсирования направ-

ления биения абфронтальных ресничек лофофора, 

благодаря чему ненужный комок начинает дви-

гаться то вверх, то вниз по щупальцам, что спо-

собствует дополнительному выделению слизи и 

отделению комка от лофофора. Кроме того, отде-

Рис. 2. Фотографии последовательных этапов передвижения частиц по фронтальной поверхности лофофора; световая микро-
скопия. А – скопление частиц внутри лофофора, Б–Г – последовательные фотографии с интервалом в 60 с передвижения 
частиц вдоль наружного щупальца, Д–Ж – последовательные фотографии с интервалом в 30 с передвижения частиц вдоль кон-

чиков щупалец. Обозначения: вщ – внутреннее щупальце, нщ – наружное щупальце, ч – частицы диаметром 110 мкм
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лению частиц от лофофора способствует сгибание 
отдельных щупалец (рис. 3Д). В некоторых случаях 
при сгибании щупалец между ними увеличивается 
расстояние, достаточное для прохождения крупных 
частиц, которые затем попадают на мантийную 
складку. Движение щупалец для очистки лофофора 
описано для многих брахиопод [9]. 

3. Перенос частиц вдоль мантии и удаление во 
внешнюю среду. Частицы, упавшие на мантийную 
складку, обволакиваются слизью и за счет биения 
ресничек мантии передвигаются к строго опреде-
ленному месту, а именно к переднему участку края 
мантии (рис. 3Е). Здесь происходит концентрация 
частиц, формирование псевдофекалий и их удале-
ние. В некоторых случаях, прежде чем попасть во 
внешнюю среду, частицы совершают колебатель-
ные движения то вперед, то назад подобно тому, 
что мы наблюдали на абфронтальной стороне щу-
палец. Вероятно, реснички мантии также способны 
реверсировать свое биение и этот процесс способ-
ствует отделению частиц от края мантии и их вы-
делению во внешнюю среду. Выход частиц строго 
на переднем участке мантийного края соответствует 
направлению выходящего потока, что способствует 

выделению частиц. Участие мантии в процессе вы-
деления ненужных частиц также отмечено многими 
авторами [6, 9].

Важно отметить, что данное наблюдение было 
проведено на вскрытых особях без вентральной 
створки. Следовательно, мы не могли наблюдать 
процесс схлопывания створок раковины, который 
описан у большинства брахиопод и играет важную 
роль в очищении мантийной полости от псевдо-
фекалий [2]. Кроме того, при удалении вентраль-
ной створки мы не могли наблюдать строгое раз-
деление входящих и выходящих потоков воды 
через мантийную полость. В этом случае частицы 
не могли быть унесены выходящим потоком, а па-
дали на мантию, что случается и при неповреж-
денной системе потоков. 

Таким образом, нами было впервые доказано, 
что в процессе очищения лофофора участвуют ис-
ключительно наружные щупальца. Реверсирование 
направления биения абфронтальных ресничек щу-
палец и мантии способствует дополнительной вы-
работке слизи, формированию комков псевдофека-
лий и облегчает их выход из мантийной полости.

Рис. 3. Фотографии последовательных этапов удаления частиц с абфронтальной поверхности щупалец; световая микроскопия. 
А–Г – перемещение частиц (ч) вдоль абфронтальной ресничной зоны щупалец (арз), последовательные фотографии с интерва-

лом в 30 с, Д – сгибание щупалец, Е – перемещение частиц к краю мантии (км)
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Брахиоподы – реликтовая группа беспозвоноч-
ных-фильтраторов, расцвет которой приходится на 
палеозой, в мезозое произошло вымирание этой 
группы, так что до наших дней сохранилось всего 
лишь около 5% былого разнообразия [21]. Другие 
фильтраторы – двустворчатые моллюски – наобо-
рот, стали доминировать в морях с мезозоя и мно-
гочисленны в наше время. Из этих двух фактов был 
сделан вывод, что брахиоподы были вытеснены дву-
створчатыми моллюсками в результате конкурен-
ции за пищу и местообитание [22]. Однако дву-
створчатые моллюски уже в палеозое были более 
эволюционно успешными, что в первую очередь 
связано с тем, что фильтрационный аппарат дву-
створчатых моллюсков уже в палеозое обладал бо-
лее высокой эффективностью, чем у брахиопод 
[21, 23]. Настоящее исследование показало, что 
механизм сортировки частиц и очищения филь-
трующего аппарата у брахиопод сходен с таковым 
у двустворчатых моллюсков [24] и связан с обиль-
ным выделением слизи, склеиванием тех частиц, 
которые в силу своих крупных размеров не попали 
в пищевой желобок, и выносом их из мантийной 
полости за счет выходящих потоков. Однако име-

ется существенная разница в объеме фильтраци-

онного аппарата: он очень крупный у двустворча-

тых моллюсков и имеет гораздо меньший объем 

у брахиопод. Эффективность работы фильтрацион-

ного аппарата напрямую связана с его размерами. 

У брахиопод все попытки построить очень боль-

шой лофофор и соответственно иметь большие 

размеры тела оказались неудачными: например, 

гигантские брахиоподы (Gigantoproductinae) с диа-

метром раковины 20 см вымерли, а размеры со-

временных брахиопод никогда не превышают 6 см. 

Наличие эффективного фильтрующего аппарата 

позволило двустворчатым моллюскам лучше при-

спосабливаться к изменениям окружающей среды 

и занимать новые экологические ниши, в то время 

как брахиоподы оказались менее пластичными и пре-

терпели катастрофическое вымирание [21, 23, 25].

Исследование выполнено при финансовой под-

держке Российского научного фонда (электронно-

микроскопические работы – проект № 18-14-00082, 

сбор материала и проведение экспериментов – про-

ект № 14-50-00029) и Российского фонда фунда-

ментальных исследований (проект № 17-04-00586).
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ZOOLOGY

REJECTION MECHANISM OF PLECTOLOPHOUS LOPHOPHORE OF BRACHIOPOD 
COPTOTHYRIS GRAYI (TEREBRATULIDA, RHYNCHONELLIFORMEA)

T.V. Kuzmina*, E.N. Temereva

Department of Invertebrate Zoology, School of Biology, Moscow State University, Leninskiye Gory, 
Moscow 119234, Russia

*e-mail: kuzmina-t@yandex.ru

Brachiopoda is a relict group of invertebrate filter feeders that used tentacle organ – lopho-
phore – for caption of food particles from the water flow. Brachiopod extinction apparently oc-
curred due to low productivity of their filtering organ in comparison with more advanced filter-
feeders. Investigation of filtering mechanism of recent brachiopods is essential to understanding 
their evolutionary fate. This study is devoted to the rejection mechanism of waste large particles 
from plectolophous lophophore of brachiopod Coptothyris grayi. The waste particles gather inside 
of the lophophore on outer side of brachial fold. The particles form rows along frontal grooves of 
outer tentacles, are carried successively to the tentacle tips and move along them, sliming by mu-
cus. One part of the particles takes off the lophophore and falls down mantle, while another part 
was carried to abfrontal surface of the tentacles. Due to repeated reversals of abfrontal cilia, the 
particles wavily move along the abfrontal surface of tentacles. Such movement contributes to se-
cretion of mucus and forming of particle clots. The clots take off the lophophore and fall down 
the mantle. The particles are transported along mantle by cilia to anterior part of the mantle 
margin. Here the ciliary reversals also take place that facilitate to secretion of mucus and forming 
pseudofeaces. The last takes away from the mantle cavity. Thus, only outer tentacles participate 
in rejection of waste large particle from lophophore. Ciliary reversals of abfrontal surface of ten-
tacles and mantle are first discovered in brachiopods. This facilitates the secretion of mucus, 
forming of pseudofeaces and emission them from mantle cavity. The results contribute to know-
ledges of lophophore function and evolution of tentacle organs in Bilateria.

Keywords: brachiopods, lophophore, tentacle, mantle, filter feeders, filtration apparatus 
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УДК 577.214.32

ОЧИСТКА ЭЛОНГАЦИОННЫХ КОМПЛЕКСОВ РНК-ПОЛИМЕРАЗЫ 
ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ МЕТОДОМ КРИОЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ

О.В. Чертков, М.Г. Карлова, Н.С. Герасимова, О.С. Соколова*

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

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

Разработана методика подготовки образца остановленного элонгационного ком-
плекса РНК-полимеразы Escherichia coli с нуклеосомой для исследования с помощью 
криоэлектронной микроскопии. Разработана методика очистки комплекса от избытка 
свободной РНК-полимеразы и непродуктивных комплексов на гепариновой смоле. Для 
концентрирования элонгационного комплекса был применен аффинный монослой, 
сформированный липидами, связанными с ионами Ni. Применение подготовленных 
аффинных сеток с иммобилизированным монослоем липидов позволило предотвратить 
агрегацию частиц комплекса на поверхности сетки. Разработанная методика может при-
меняться для получения трехмерной реконструкции элонгационного комплекса ЕС+39.

Ключевые слова: РНК-полимераза, нуклеосома, элонгационный комплекс, аффинная 
сетка, очистка белка, электронная микроскопия

В хроматине нуклеиновые кислоты и белки 
компактно упакованы, и, в то же время, его струк-
тура позволяет ДНК- и РНК-полимеразам эффек-
тивно продвигаться вдоль цепи ДНК. Поддержа-
ние нуклеосомной организации при прохождении 
РНК-полимеразы необходимо для правильной ре-
гуляции генов и выживаемости клеток. Восста-
новление структуры хроматина происходит двумя 
разными способами. Во время интенсивной транс-
крипции наблюдается обмен всех основных гистонов, 
тогда как при умеренной транскрипции происходит 
обмен димеров H2A-H2B, но не тетрамеров Н3-Н4 
[1, 2].

Прохождение РНК-полимеразы через хрома-
тин характеризуется высоким нуклеосомным ба-
рьером транскрипции. После начального отвора-
чивания нуклеосомной ДНК от октамера гистонов 
[3] и формирования ряда внутринуклеосомных 
петель ДНК [4] при транскрипции в области +45 
РНК-полимераза может индуцировать формиро-
вание внутринуклеосомной петли малого размера 
[5]. Этот комплекс был назван петлей “нулевого 
размера” (или Ø-петлей), поскольку в нем ДНК-
гистоновые взаимодействия сохраняются как в ДНК, 
находящейся перед РНК-полимеразой, так и в ее 
области, уже пройденной транскрибирующим 
ферментом. Результатом образования Ø-петли мо-
жет быть частичное отворачивание ДНК от по-
верхности октамера и потеря димера H2A-H2B [5]. 
Формирование Ø-петли необходимо для прохож-
дения транскрипции без диссоциации коровых 
гистонов Н3-Н4 от ДНК и, возможно, играет роль 
в сохранении гистонового кода в процессе транс-
крипции. Для того, чтобы оценить возможность 
образования Ø-петли, было проведено моделиро-

вание комплекса методами докинга. Этот анализ 
показал, что Ø-петля может быть сформирована 
только при нахождении РНК-полимеразы в пози-
циях +39 или +49 в нуклеосоме [5].

Общая схема строения ДНК-зависимых РНК-
полимераз идентична для прокариот и эукариот. 
Холофермент РНК-полимеразы Escherichia coli со-
стоит из “корового” фермента и сигма-фактора. 
“Коровый” фермент включает 5 субъединиц (β-, 
β'-, 2 α-, ω-). Он обладает каталитической актив-
ностью, но не способен распознавать точку начала 
транскрипции; для этого требуется сигма-фактор 
[6]. Архитектура всех известных к настоящему мо-
менту структур ДНК-зависимых РНК-полимераз 
оказалась консервативной: область активного 
центра внешне напоминает клешню и характери-
зуется присутствием иона магния и консерватив-
ными мотивами.

Нуклеосома представляет собой октамер ги-
стонов (центральный гетеротетрамер (H3-H4)2 и 
два гетеродимера H2A-H2B), связывающий двух-
цепочечную ДНК размером 147 п.о. Структура ну-
клеосомы была определена при помощи рентгено-
структурного анализа [7].

В данной работе нами был разработан метод 
двухстадийной очистки и концентрирования элон-
гационного комплекса РНК-полимеразы E. coli 
с мононуклеосомой, остановленного в положении 
+39 от входа в нуклеосому (EC+39). Данная очистка 
позволяет получить чистый препарат элонгацион-
ного комплекса, подходящий для изучения как 
методом электронной микроскопии с негативным 
окрашиванием, так и методом криоэлектронной 
микроскопии.
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Материалы и методы

Сборка ДНК матрицы. Использованная в ра-
боте ДНК-матрица состоит из двух частей: нуклео-
сом-позиционирующая последовательность s603 и 
прокариотический промотор T7A1. Последователь-
ность нуклеотидов ДНК была модифицирована 
таким образом, чтобы образовался участок, не со-
держащий основания T от старта транскрипции до 
положения +39. Такая последовательность нуклео-
тидов позволяла получить элонгационный комп-
лекс с РНК-полимеразой, остановленной в положе-
нии +39 пар нуклеотидов от входа в нуклеосомную 
ДНК в ходе транскрипции в присутствии ограни-
ченного набора рибонуклеотидов.

Фрагменты ДНК для работы получали мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР). Для 
фрагмента T7A1 использовались праймеры:
282Forwhst 5'- CCGGGATCCAGATCCCGAAAATTTA
134rev40mod 5'-TGGCGCGCGTTCTGGGCCCCT
GTGCCGGTGTCGCTTG

Для фрагмента s603 использовались праймеры:
For40T CGCGCGCCCACCAACCGAGAGAAGAC
GACACATGGGCTTCTAAG
282Revwhst 5'-CGTCGGATCCGTACCCCAGGGACTT

Для очистки полученной ДНК использовали 
набор QIAquick PCR Purification Kit фирмы Qiagen 
(США).

В ходе перекрестного отжига с последующим 
удлинением цепей был получен полноразмерный 
фрагмент, включающий промотор и нуклеосом-
позиционирующую последовательность, который 
был клонирован в плазмиде pDS1 в клетках E. coli. 
Фрагменты ДНК для работы получали методом 
ПЦР с использованием описанной плазмиды в ка-
честве матрицы и олигонуклеотидов 282Forwhst и 
282Revwhst.

Сборка нуклеосом. В качестве источника коро-
вых гистонов для сборки нуклеосом на ДНК-мат-
рице, использовали хроматин без гистона Н1, кото-
рый выделяли из эритроцитов цыплят. Нуклеосомы 
собирали на ДНК-матрице в ходе диализа против 
NaCl в уменьшающихся концентрациях по прото-
колу, описанному нами ранее [8].

Сборка элонгационного комплекса ЕС+39. Для 
получения элонгационного комплекса в положении 
+39 от начала нуклеосомы использовали РНК-
полимеразу E. coli, экспрессированную и очищен-
ную, как было описано нами ранее [9]. Реакцию 
транскрипции проводили по методике, опублико-
ванной в работе Гайкаловой с соавт. [10], с некото-
рыми изменениями и дополнительной стадией 
очистки. Для получения открытого комплекса брали 
100 нг ДНК матрицы, ассоциированной с нуклео-
сомой, и добавляли холофермент РНК-полимеразу 
E. coli в пятикратном молярном избытке, затем 
инкубировали полученную смесь при 37°C в тече-
нии 10 мин. Реакция проводилась в буфере ТБ40 
(10 мM Tris-HCl pH 7,9, 1 мM β-меркаптоэтанол, 
KCl – 40 мМ) в объеме 10 мкл.

Элонгационный комплекс ЕС-39 (комплекс, 
остановленный в положении –39 относительно на-
чала нуклеосомы со стороны промотора) получали 
путем добавления РНК-праймера ApUpC (20 мкM), 
а также АТФ (20 мкM) и ГТФ (20 мкM) с последу-
ющим инкубированием при 37°C в течение 10 мин. 
Для получения комплекса ЕС+39 к раствору, содер-
жащему ЕС–39, добавляли KCl до концентрации 
150 мМ и ЦТФ (5 мМ), а затем инкубировали полу-
ченную смесь 10 мин при комнатной температуре.

Очистка открытого комплекса на гепариновой 
колонке. Для очистки использовали смолу Hepаrin-
HyperD (Pall, США) для аффинной хроматографии. 
К полученному открытому комплексу добавляли 
1 мкл смолы, инкубировали 15 с при комнатной 
температуре и осаждали центрифугированием в те-
чение 10 с при 8000 об./мин. 100 мкл смолы пред-
варительно были проинкубированы с БСА (бычий 
сывороточный альбумин; 10 мг/мл) в течение 10 мин 
при комнатной температуре. Для отмывки от остат-
ков БСА к 100 мкл смолы добавляли 1 мл буфера 
ТБ40, осаждали центрифугированием, суперна-
тант декантировали, процедуру повторяли 5 раз.

Приготовление аффинных сеток. При получении 
аффинных сеток [11] 1 мкл смеси липидов 80% 
POPC (1-пальмитоил-2-олеоил-фосфатидилхолин; 
Avanti, США), 20% DGS-NTA(Ni) (1,2-диолеоил-sn-
глицеро-3-[(N-(5-амино-1-карбоксипентил) имино-
диацетат) сукцинил], соль никеля; Avanti, США) 
наслаивали на каплю буфера (20 мМ HEPES, 150 мМ 
NaCl, рН = 7,9). Тефлоновый контейнер, содержа-
щий капли (25 мкл) буфера с липидами, инкуби-
ровали 15 мин во влажной камере при +4°С для 
формирования липидного монослоя. Далее моно-
слой переносили на поверхность медных сеток для 
микроскопии, покрытых слоем аморфного угле-
рода, усиленного слоем формвара (SPI, США), 
удаляли избыток жидкости и подсушивали. Сетки 
хранили в пластиковом контейнере при комнат-
ной температуре до использования.

Электронная микроскопия. Для приготовления 
препарата аффинную сетку помещали на каплю 
раствора, содержащего комплекс ЕС+39, инкуби-
ровали 60 мин при +4°С во влажной камере. Затем 
сетку аккуратно снимали пинцетом с капли, из-
лишки раствора удаляли с сетки фильтровальной 
бумагой. Препарат сразу же окрашивали 1%-ным 
раствором ацетата уранила два раза по 30 с.

Исследование образцов производили в про-
свечивающем электронном микроскопе JEOL 2100 
(JEOL, Япония). Использовали ускоряющее напря-
жение 200 кВ в условиях низкой дозы (<10–20 элек-
тронов на Å2 в секунду) для уменьшения поврежде-
ния образца под воздействием электронного пучка. 
Изображения получали с увеличением ×40000 с помо-
щью ПЗС-камеры с размером матрицы 2000×2000 пик-
селей (Gatan, США). Размер пикселя на микрофо-
тографиях составил 3,3 Å.
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Криоэлектронная микроскопия. Сетки, приго-
товленные, как указано выше, снимали с капли 
раствора, помещали в прибор для замораживания 
образцов Vitrobot MarkIII (FEI, США) и заморажи-
вали в жидком этане при следующих параметрах: 
время промокания 4 с, температура климатической 
камеры +12°C, влажность 95%. Сетки хранили 
в жидком азоте до использования. Для изучения 
сетки переносили при температуре жидкого азота 
в криоэлектронный просвечивающий микроскоп 
Tecnai F20 (FEI, США), оснащенный источником 
полевой эмиссии электронов и работающий при 
ускоряющем напряжении 200 кВ. Изображения 
получали с увеличением ×50000 с помощью ПЗС-
камеры с размером матрицы 4000×4000 пикселей 
(Gatan, США). Размер пикселя на микрофотогра-
фиях составил 2,22 Å.

Результаты и обсуждение

Ранее нами было показано, что РНК-полиме-
раза E. coli воспроизводит основные особенности 
транскрипции хроматина РНК-полимеразой II [12]. 
В данной работе мы использовали конструкцию, 
состоящую из РНК-полимеразы E. coli и монону-
клеосомы с промотором, расположенном на вы-
ступающем (не связанном с гистонами) участке ДНК. 
В качестве матрицы использовали нуклеосом-по-
зиционирующую последовательность s603 длиной 
147 п.о., содержащую участок без основания А в 
области 1–39 со стороны промотора, с присоеди-
ненным к ней промотором T7A1 длиной 135 п.н.

После предварительного анализа образцов 
оказалось, что в процессе транскрипции in vitro в 
растворе вместе с целевыми элонгационными 

Рисунок. Электронно-микроскопическое исследование препаратов комплекса ЕС+39. А – Препарат, приготовленный на аф-
финном монослое липидов; Б – препарат после очистки на гепариновой смоле, на аффинном монослое липидов; В – препарат 
после очистки на гепариновой смоле, приготовленный на аффинной сетке для электронной микроскопии. Окраска – 1% ацетат 
уранила. Г – Криоэлектронное изображение препарата, приготовленного на аффинной сетке. Белые стрелки показывают распо-
ложение отдельных частиц РНК-полимеразы. Черными квадратами отмечены комплексы EC+39, белыми прямоугольниками – 

агрегаты белка. Масштабный отрезок – 50 нм
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комплексами образуются также и непродуктивные 
комплексы; кроме того, остается большое количе-
ство свободной РНК-полимеразы. Для получения 
гомогенного препарата остановленных комплек-
сов EС+39 мы использовали дополнительную ста-
дию очистки (см. методы). Для этого использовали 
смолу HepаrinHyperD. Гепариновая смола связы-
вает свободную РНК-полимеразу и непродуктив-
ные комплексы, тогда как остановленные целевые 
комплексы остаются в растворе.

Далее препарат комплексов РНК-полимеразы 
был сконцентрирован на аффинном монослое ли-
пидов (рис. 1А). Этот метод был применен нами 
ранее для очистки РНК-полимеразы от глицерина 
[9]. Метод заключается в наслаивании смеси ли-
пидов (фосфатидилхолина и DGS-NTA(Ni) в раз-
личных соотношениях) на раствор, содержащий 
комплексы РНК-полимеразы. Липиды формиру-
ют монослой, обращенный группами с ионами Ni 
к поверхности раствора, в котором находится РНК-
полимераза, несущая на N-конце аффинный таг. 
Специфическое связывание осуществляется за счет 
наличия на поверхности белка свободных элек-
тронодонорных групп.

Было обнаружено, что при концентрировании 
очищенного на гепарине комплекса ЕС+39 на аф-
финном монослое в условиях, аналогичных опи-
санным нами ранее [9], происходит агрегация комп-
лексов с образованием длинных цепочек (рис. 1Б). 
В этих агрегатах отдельные комплексы располо-
жены настолько близко, что невозможно опре-
делить их границы и отобрать изображения инди-
видуальных частиц для последующего анализа 
изображений. Мы предположили, что агрегация 
комплекса может происходить из-за локального 
повышения концентрации частиц, фиксирован-
ных на монослое, но способных перемещаться 
в его плоскости из-за свободной диффузии липи-
дов на поверхности воды.

Для проверки этой гипотезы мы приготовили 
аффинные сетки, покрытые углеродной подлож-

кой с адгезированным монослоем липидов, содер-
жащих DGS-NTA(Ni). Зафиксированные на угле-
родной подложке липиды существенно менее 
склонны к латеральной диффузии [11]. Действи-
тельно, при использовании для концентрирования 
комплекса ЕС+39 аффинных сеток вместо аффин-
ного монослоя в препаратах наблюдается меньшее 
количество агрегатов. При этом концентрация комп-
лексов на сетке значительно увеличивается (рис. 1В).

Высокая концентрация образцов позволила 
нам изучить очищенные комплексы в криоэлек-
тронном микроскопе. Для этого мы приготовили 
аналогичным образом сетки Quantifoil (1.2/1.3) 
(Quantifoil Micro Tools, Германия) и исследовали 
их в криоэлектронном микроскопе Tecnai F20 (FEI, 
США) при ускоряющем напряжении 200 кВ. В ре-
зультате были получены изображения комплексов 
ЕС+39, замороженных в витрифицированном льду 
(рис. 1Г).

Таким образом, мы показали, что применение 
гепариновой смолы HepаrinHyperD позволяет очис-
тить препарат элонгационных комплексов от из-
бытка свободной РНК-полимеразы и непродук-
тивных комплексов. Применение аффинных мо-
нослоев, сформированных липидами, связанными 
с ионами Ni, позволяет сконцентрировать образ-
цы комплекса РНК-полимеразы с нуклеосомой, а 
также предотвратить их агрегацию. Использова-
ние подобных аффинных сеток в дальнейшем пла-
нируется для получения трехмерной реконструк-
ции элонгационного комплекса ЕС+39.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-24-00031). 
Электронная микроскопия проводилась с использо-
ванием аналитического электронного микроскопа 
JEOL2100 (JEOL, Япония) в составе уникальной 
научной установки “Трёхмерная электронная мик-
роскопия и спектроскопия” биологического фа-
культета МГУ и криоэлектронного микроскопа Tecnai 
F20 (FEI), расположенного в центре коллективного 
пользования университета Брандайз (США).
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METHODS

PURIFICATION OF RNA-POLYMERASE ELONGATION COMPLEXES FOR CRYO-
ELECTRON MICROSCOPY INVESTIGATION

О.V. Chertkov, М.G. Karlova, N.S. Gerasimova, O.S. Sokolova*

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

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

A procedure was developed for purification and preparation of a transcriptional stalled 
complex of Escherichia coli RNA polymerase for investigation by cryo-electron microscopy. The 
elongation complex has been concentrated on an affine monolayer formed by lipids bound to Ni 
ions. Additionally, the excess free RNA polymerase and unproductive complexes were removed 
on a heparin resin. The use of affinity grids with an immobilized monolayer of lipids helps to 
prevent aggregation of the particles on the grid surface. This technique can be used in the future 
to obtain a three-dimensional reconstruction of the EC+39 elongation complex.

Keywords: RNA polymerase, nucleosome, elongation complex, affinity grid, protein 
purification, electron microscopy
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СЕМЕЙСТВА FERROPLASMACEAE 
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Исследовано влияние органических веществ (глюкозы, фруктозы, рибозы, глицина, 
аланина, пирувата, ацетата, цитрата и дрожжевого экстракта), а также отходов пищевых 
производств (мелассы, барды, молочной сыворотки) на рост железоокисляющих ацидо-
фильных микроорганизмов и на биоокисление двухвалентного железа. Объектами ис-
следования были представители групп микроорганизмов, доминирующих в биогидроме-
таллургических процессах: археи семейства Ferroplasmaceae (Acidiplasma aeolicum V1T, 
A. cupricumulans BH2T, Acidiplasma sp. MBA-1, Ferroplasma acidiphilum B-1) и бактерии рода 
Sulfobacillus (Sulfobacillus thermosulfidooxidans SH 10-1, S. thermotolerans Kr1T). Все исследо-
ванные штаммы наиболее активно росли и окисляли железо в средах с дрожжевым экс-
трактом, что, вероятно, объясняется наличием в его составе большого количества раз-
личных факторов роста, однако другие субстраты также обеспечивали как рост 
микроорганизмов, так и окисление железа. 

Ключевые слова: ацидофильные микроорганизмы, биогидрометаллургия, Sulfobacillus, 
Ferroplasmaceae, миксотрофия, железоокисляющие микроорганизмы

Биогидрометаллургические технологии широко 
применяются для извлечения цветных и благород-
ных металлов из сульфидных руд. Принципом, на 
котором основаны данные технологии, является 
деструкция кристаллической решетки сульфидных 
минералов ацидофильными железо- и сероокис-
ляющими микроорганизмами [1]. Микроорганизмы, 
окисляющие сульфидные минералы, представляют 
собой филогенетически неоднородную группу, 
включающую несколько представителей Bacteria 
(Proteobacteria, Nitrospirae, Firmicutes, Actinobacteria) 
и Archaea (Euryarchaeota, Crenarchaeota) [2].

В процессе окисления сульфидных минералов 
выделяется тепло, поэтому и в промышленных ре-
акторах биоокисления, и при кучном выщелачива-
нии происходит разогрев до температур 40–50°С, 
при которых доминируют умеренно термофиль-
ные и термотолерантные микроорганизмы. В раз-
ных условиях состав микробных сообществ может 
быть различным [2], однако было показано, что 
в технологических процессах биоокисления суль-
фидных руд и концентратов часто доминируют 
бактерии рода Sulfobacillus и археи семейства Fer-
roplasmaceae родов Acidiplasma и Ferroplasma) [3–7], 
являющиеся экстремально ацидофильными уме-
ренно-термофильными аэробными окислителями 
железа. Несмотря на то, что и бактерии рода Sulfo-
bacillus, и археи семейства Ferroplasmaceae окисляют 

двухвалентное железо, все известные представители 
данных групп нуждаются в органическом источ-
нике углерода для стабильного роста, т.е. являются 
миксотрофами [2, 8].

Углеродный метаболизм бактерий рода Sulfo-
bacillus детально изучен в нескольких работах [9–
12]. Миксотрофия по углеродному питанию дает 
сульфобациллам преимущества перед облигатными 
автотрофами, так как скорость их роста намного 
выше, чем у облигатных автотрофов, окисляющих 
сульфидные минералы [12]. При этом интенсив-
ность фиксации CO

2 у них соответствует интен-
сивности у ряда автотрофных микроорганизмов. 
Поэтому неспособность сульфобацилл к автотроф-
ному росту, возможно, обусловлена недостаточным 
обеспечением клеток энергией при окислении не-
органических субстратов [9–12]. Величины скорости 
окисления неорганических субстратов (пирита и 
тиосульфата) сульфобациллами были выше в мик-
сотрофных условиях, чем в автотрофных, что свя-
зывают с повышением количества синтезируемого 
белка [13].

Углеродный метаболизм архей семейства Ferro-
plasmaceae изучен в меньшей степени. При описа-
нии типового вида F. acidiphilum сделан вывод о том, 
что он является автотрофом, но нуждается в орга-
ническом субстрате (дрожжевом экстракте – ДЭ) 
в качестве источника факторов роста [14]. В ряде 
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работ было отмечено, что представители Ferroplas-
maceae нуждаются в ДЭ при росте в средах, содер-
жащих двухвалентное железо, и обычно не спо-
собны расти в средах, содержащих только простые 
органические субстраты или двухвалентное железо 
[3, 4, 14, 15]. Например, штамм A. cupricumulans BH2T 
не был способен расти в средах без ДЭ и железа 
[3]. Для штамма F. thermophilum L1T была показана 
способность к росту в средах с железом, содержа-
щих пептон или глюкозу [4]. Урожайность в этом 
случае была значительно ниже, чем в среде с ДЭ и 
железом, но подробные данные в работе не приво-
дятся. Обобщение опубликованных данных об археях 
семейства Ferroplasmaceae позволяет заключить, что 
они нуждаются и в органических источниках угле-
рода, и в двухвалентном железе, но не позволяет 
оценить влияние источников углерода на рост дан-
ных архей.

Изучение углеродного метаболизма бактерии 
рода Sulfobacillus и архей семейства Ferroplasmaceae 
весьма важно и с прикладной точки зрения. Было 
показано, что добавление в среду органического 
субстрата повышает эффективность процессов 
биовыщелачивания [5, 7]. С точки зрения техноло-
гии наиболее важно подобрать дешевый органиче-
ский субстрат, который мог бы повысить эффек-
тивность процессов биоокисления сульфидных 
минералов.

Целью данной работы являлось исследование 
влияния различных органических соединений и 
отходов пищевых производств на рост архей семей-
ства Ferroplasmaceae и бактерий рода Sulfobacullus 
и окисление ими двухвалентного железа.

Материалы и методы

Объектами исследования были штаммы бак-
терий рода Sulfobacillus и археи семейства Ferro-
plasmaceae: S. thermosulfidooxidans SH 10-1; S. ther-
motolerans Kr1T; Acidiplasma sp. MBA-1; A. aeolicum 
V1T; A. cupricumulans BH2T; F. acidiphilum B-1. Для 
экспериментов была использована среда, содержа-
щая минеральные соли (г/л): MgSO4·7H2O – 0,4; 
(NH4)2SO4 – 0,2; KCl – 0,1; K2HPO4 – 0,1; 
FeSO4·7H2O – 28; рН среды был около 1,0 – для 
штаммов Acidiplasma sp. MBA-1, A. cupricumulans 
BH2T, F. acidiphilum B-1 и 1,5–1,6 – для штаммов 
A. aeolicum V1T, S. thermosulfidooxidans SH 10-1, 
S. thermotolerans Kr1T. Эксперименты проводили при 
температурах, близких к оптимальным для роста 
микроорганизмов: 50°С – для штаммов Acidiplasma 
sp. MBA-1, A. cupricumulans BH2T, S. thermosulfido-
oxidans SH 10-1; 40°С – для штаммов A. aeolicum 
V1T, S. thermotolerans Kr1T, F. acidiphilum B-1. Про-
должительность экспериментов составляла 20 ч, 
штаммы культивировали на ротационном шейкере 
(200 об./мин.) в пенициллиновых флаконах с 3 мл 
среды. Начальная численность клеток составляла 
примерно 1·107 кл./мл. 

Исследовали влияние следующих органических 
субстратов: ДЭ, глюкозы, фруктозы, рибозы, гли-

цина, аланина, пирувата (натриевая соль), ацетата 
(натриевая соль), цитрата, а также органических 
отходов: мелассы, барды и молочной сыворотки 
(МС). Согласно информации производителя (“Хе-
ликон”, Россия) содержание углерода в ДЭ со-
ставляло примерно 50% от сухого веса. В экспери-
ментах использовали среды, содержащие 0,01%, 
0,02%, 0,05% и 0,10% ДЭ. Все органические веще-
ства использовали в концентрациях, которые со-
ответствовали по содержанию углерода вышеука-
занным концентрациям ДЭ. Органические отходы 
вносили в среду в концентрациях 0,01%, 0,02%, 
0,05% и 0,1%. Все органические субстраты готовили 
отдельно от основной среды в виде 10%-ных рас-
творов, которые стерилизовали фильтрованием через 
мембранные фильтры с диаметром пор 0,22 мкм. 
Поскольку спиртовая барда содержит нераствори-
мые в воде компоненты, готовили суспензию, со-
держащую 10% спиртовой барды (в пересчете на 
сухую массу), и стерилизовали ее автоклавирова-
нием при 0,5 ати. Был проведен эксперимент с од-
новременным внесением в среду глюкозы и раствора 
витаминов группы B [16]. В качестве контроля ис-
пользовали среду без органических субстратов. 

При проведении экспериментов определяли 
концентрации ионов трех- и двухвалентного железа 
методом трилонометрического титрования [17], 
а также численность микроорганизмов путем пря-
мого счета с помощью фазово-контрастной ми-
кроскопии. 

Все приводимые в работе цифровые значения 
получены в двух независимых опытах. В таблицах 
представлены среднеарифметические значения и 
95%-ные доверительные интервалы (n = 4, α= 0,05). 
Статистическую обработку результатов осуществляли 
с помощью программы MS Excel 2013.

Результаты и обсуждение

S. thermosulfidooxidans SH 10-1 окислил за 20 ч 
около 80% Fe2+ в среде с 0,02%, 0,05% и 0,1% ДЭ 
(в автотрофных условиях – только 28%). В средах 
с другими органическими веществами железо тоже 
окислялось достаточно активно (от 30% до 50%). 
Исключение составлял пируват, в присутствии ко-
торого окисления Fe2+ практически не наблюда-
лось (было окислено от 5% до 8% Fe2+). Несмотря 
на достаточно активное окисление железа, прирост 
клеток на средах с органическими соединениями 
оставался низким по сравнению с приростом в при-
сутствии ДЭ: в среде с ДЭ штамм достиг числен-
ности порядка 1–2·108 кл./мл, в других вариантах 
эксперимента прирост численности был незначи-
тельным (максимальная численность в среде c глю-
козой и аланином составила около 5·107 кл./мл). 
Внесение витаминов в среду с глюкозой не привело 
к увеличению скорости окисления железа и уро-
жайности. Достаточно высокими степени окисле-
ния железа были в средах, содержащих органиче-
ские отходы (в среде с бардой было окислено до 
80% железа), но численность клеток была значи-
тельно более низкой, чем в среде с ДЭ. 
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Таблица 1

Степень окисления двухвалентного железа (%) исследуемыми штаммами после 20 ч инкубации; 
1, 2, 3, 4 – концентрации органических веществ, соответствующие 0,01%, 0,02%, 0,05% и 0,1% ДЭ 

Субстрат
Концент-

рация
S. thermosulfido-oxidans 

SH 10-1
S. thermotolerans 

Kr1T

A. aeolicum 

V1T

A. cupricumulans 
BH2T

Acidiplasma SP. 
MBA-1

F. acidiphilum 

B-1

Автотрофные 
условия

– 26±8 30±5 15±11 21±2 15±13 15±2

ДЭ

0,01% 48±12 98±2 19±9 97±4 41±16 59±1

0,02% 79±27 99±1 39±8 100±0 74±18 56±4

0,05% 87±9 88±6 38±15 100±0 78±12 58±7

0,10% 86±15 93±2 40±15 100±0 79±17 53±3

Глюкоза

1 42±17 73±31 27±16 40±24 25±5 21±7

2 44±20 75±24 24±13 50±21 21±8 26±7

3 51±15 74±26 23±15 42±26 25±10 24±8

4 56±17 72±32 17±9 50±21 25±10 19±9

Глюкоза + 

Витамины

1 26±3 45±6 16±2 21±2 20±6 27±1

2 35±12 44±8 14±1 30±7 18±9 28±2

3 43±18 49±3 14±1 36±2 38±5 31±1

4 15±12 43±2 13±4 36±3 18±3 27±6

Фруктоза

1 44±1 100±0 19±6 51±3 25±1 22±3

2 42±9 100±0 23±2 59±1 25±3 18±1

3 50±10 100±0 16±7 61±2 23±2 20±3

4 48±5 100±0 21±1 43±27 26±3 15±1

Рибоза

1 42±3 100±0 22±3 59±1 31±1 10±1

2 47±5 100±0 19±2 67±2 27±3 10±1

3 54±6 100±0 20±4 86±20 25±3 13±1

4 58±1 100±0 21±7 76±9 26±1 14±1

Глицин

1 48±2 100±0 18±3 56±9 26±1 17±1

2 48±1 100±0 20±6 51±7 27±2 16±2

3 44±4 100±0 19±2 31±8 19±12 21±1

4 46±2 100±0 16±2 48±6 18±8 13±1

Аланин

1 58±3 100±0 19±2 55±1 27±1 11±1

2 57±6 100±0 20±4 58±3 27±3 15±1

3 53±4 100±0 18±1 53±4 27±1 18±1

4 54±2 100±0 21±2 56±2 29±1 17±3

Пируват

1 7±2 78±1 7±2 45±2 25±1 3±1

2 8±1 79±4 8±2 40±4 27±6 7±1

3 5±1 49±3 2±1 4±1 33±2 1±1

4 6±1 30±3 2±1 2±1 8±2 1±0

Ацетат

1 50±1 100±0 18±3 56±2 33±2 16±3

2 47±1 100±0 21±1 50±2 32±2 13±3

3 39±1 96±6 16±1 71±20 29±2 20±3

4 29±2 72±2 22±1 50±1 32±3 12±2

Цитрат

1 43±15 100±0 11±5 53±2 27±3 13±1

2 55±2 100±0 19±1 64±8 27±6 11±1

3 57±1 100±0 21±4 60±9 25±7 14±3

4 33±7 100±0 12±6 73±4 33±1 13±3

Меласса

0,01% 23±4 55±4 9±4 45±3 32±3 30±1

0,02% 37±5 54±1 13±2 38±3 12±3 31±4

0,05% 53±12 35±10 12±8 43±5 22±2 31±1

0,10% 33±10 6±3 7±1 43±5 30±2 23±2

Барда

0,01% 67±1 53±2 11±2 30±5 20±6 32±4

0,02% 63±1 52±1 15±3 32±2 24±3 23±11

0,05% 75±9 56±4 23±4 38±3 29±2 33±4

0,10% 79±4 51±2 19±2 51±3 32±2 35±2

МС

0,01% 5±1 41±19 25±7 27±2 46±3 38±1

0,02% 57±4 65±6 20±2 32±7 47±7 36±2

0,05% 52±4 73±2 26±1 55±2 59±2 41±1

0,10% 18±5 80±2 13±1 66±3 73±3 46±1
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ВЛИЯНИЕ ОРГАНИЧЕСКИХ СУБСТРАТОВ НА АКТИВНОСТЬ АРХЕЙ СЕМЕЙСТВА FERROPLASMACEAE

Штамм S. thermotolerans Kr1T окислял железо 
быстрее, чем S. thermosulfidooxidans SH 10-1 (в боль-
шинстве экспериментов он окислил железо почти 
полностью). При этом степень окисления в конт-
рольном эксперименте составила около 30%, а при-
рост численности был достаточно низким по срав-
нению со средами, содержащими ДЭ. Добавление 
раствора витаминов также не привело к увеличе-
нию скорости окисления железа и численности 
клеток штамма. При росте в среде с органическими 
отходами железо окислялось медленнее, чем в среде 
с ДЭ, и численность клеток штамма была значи-
тельно ниже, чем в среде с ДЭ (в 4–10 раз).

Штамм A. aeolicum V1T за 20 ч достиг относи-
тельно невысокой степени окисления железа (она 
была максимальной в средах с ДЭ – около 40%). 
Степень окисления железа в экспериментах со всеми 
органическими веществами была примерно в два 
раза ниже, чем в экспериментах с ДЭ (18–20%), за 
исключением вариантов с пируватом, где степень 
окисления была крайне низкой (от 2% до 8%, т.е. 
значительно ниже, чем в автотрофных условиях). 
Прирост численности клеток был максимальным 
в средах с ДЭ (до 9·107 кл./мл), а при росте в сре-
дах с органическими субстратами численность до-
стигала 2–3·107 кл./мл. Исключение составляла 
глюкоза, в средах с которой численность была от-
носительно высокой (до 6–7·107 кл./мл). Добавление 
витаминов к среде с глюкозой не привело к увели-
чению скорости окисления железа, но численность 
клеток в среде с глюкозой и витаминами была 
несколько выше – например, в варианте с самой 
высокой концентрацией глюкозы добавление ви-
таминов позволило достичь численности около 
1·108 кл./мл. В экспериментах с органическими 
отходами степень окисления и прирост численно-
сти клеток штамма были значительно ниже, чем в 
средах с ДЭ (в 2–3 раза).

В экспериментах с A. cupricumulans BH2T ско-
рость окисления Fe2+ была значительно выше, чем 
в аналогичных экспериментах со штаммом A. aeoli-
cum V1T. В присутствии ДЭ железо было окислено 
практически полностью. Достаточно высокими 
были степени окисления в присутствии почти всех 
органических веществ (30% и выше), но высокие 
концентрации пирувата ингибировали окисление. 
Различия между средами по численности клеток 
были более значительными, чем по степени окис-
ления железа. В среде с 0,02% ДЭ численность 
клеток достигала приблизительно 24·107 кл./мл, 
а в присутствии ДЭ в других концентрациях чис-
ленность была в 2–3 раза ниже. В средах с други-
ми субстратами численность была ниже (не более 
6·107 кл./мл). Добавление витаминов достаточно 
сильно влияло на рост штамма A. cupricumulans BH2T. 
Степень окисления железа в среде с витаминами 
была несколько ниже, чем в среде с глюкозой, тогда 
как численность клеток была в 3–4 раза выше 
(16–18·107 и 4–5·107 кл./мл соответственно). Ве-

роятно, штамм A. cupricumulans BH2T в большей 
степени зависел от присутствия в среде таких фак-
торов роста, как витамины группы В. Этим можно 
объяснить и различия в урожайности между сре-
дами, содержащими ДЭ или раствор витаминов и 
другие органические вещества. В экспериментах 
с органическими отходами степень окисления же-
леза была в 2–3 раза ниже, чем в присутствии ДЭ, 
но на средах с мелассой и МС численность клеток 
была высокой (до 20·107 кл./мл).

У штамма Acidiplasma sp. MBA-1 степень окис-
ления железа и урожайность были наиболее высо-
кими в средах с ДЭ (от 4·107 до 12·108 кл./мл, 
с максимумом в среде с 0,05% ДЭ). Окисление Fe2+ 
в большой степени зависело от присутствия ДЭ, и 
в экспериментах с органическим веществами сте-
пень окисления была в 3–4 раза ниже, чем в экс-
периментах с ДЭ. В большинстве экспериментов 
скорость окисления не менялась значительно или 
увеличивалась при увеличении концентрации орга-
нических веществ, но пируват в наиболее высокой 
концентрации ингибировал и окисление железа, 
и рост штамма. Степень окисления железа в среде 
с пируватом была ниже, чем в контроле (8% и 15% 
соответственно). Добавление раствора витаминов 
к среде с глюкозой не привело к значительному 
увеличению скорости окисления и численности кле-
ток. В экспериментах с органическими отходами 
было показано, что степень окисления железа и 
численность клеток штамма были наиболее высо-
кими в экспериментах с бардой. Степени окисления 
Fe2+ в средах с ДЭ и бардой различались 2–2,5 раза, 
а численность клеток – в 2–6 раз. Степень окисле-
ния железа и численность клеток штамма в экспери-
ментах с мелассой и молочной сывороткой были 
ниже, чем в соответствующих вариантах с бардой.

Штамм F. acidiphilum B-1 окислял железо отно-
сительно медленно, наиболее быстро оно происхо-
дило в присутствии ДЭ (было окислено около 50% 
двухвалентного железа). Степень окисления железа 
на средах с органическими соединениями не превы-
шала достоверно степень окисления в контрольном 
варианте (15%). Пируват ингибировал окисление 
(было окислено не более 7% железа). Аналогичная 
зависимость наблюдалась и для урожайности. Чис-
ленность клеток была максимальной в среде с 0,05% 
ДЭ (около 13·107 кл./мл), а в контрольном варианте 
она составила приблизительно 2,5·107 кл./мл. В средах 
с другими органическими веществами численность 
клеток была не намного выше, чем в контрольном 
эксперименте. В присутствии пирувата и ацетата 
роста практически не наблюдалось. Внесение вита-
минов не оказало значительного влияния на окис-
ление железа и на рост штамма. В экспериментах 
с органическими отходами степень окисления же-
леза и урожайность были ниже, чем в присутствии 
ДЭ, но выше, чем на средах с органическими ве-
ществами. Было окислено от 30% до 40% железа, а 
численность достигала значений от 5–6·107 кл./мл 
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Таблица 2

Численность клеток исследуемых штаммов (·107 кл./мл) после 20 ч инкубации; 1, 2, 3, 4 – концентрации органических веществ, 
соответствующие 0,01%, 0,02%, 0,05% и 0,1% ДЭ

Субстрат Концентрация
S. thermosulfido-

oxidans 
SH 10-1

S. thermotolerans 
Kr1T A. aeolicum V1T A. cupricumulans 

BH2T
Acidiplasma sp. 

MBA-1
F. acidiphilum 

B-1

Автотрофные 
условия

– 2,9±0,6 2,9±1,6 2,8±0,6 2,7±1,3 5,6±2,8 2,5±0,7

ДЭ

0,01% 6,0±3,4 7,1±1,0 8,6±3,11 7,6±4,4 47,4±15,8 10,1±0,5

0,02% 11,1±6,8 9,2±1,4 9,1±4,11 23,6±6,5 43,8±13,5 10,7±1,2

0,05% 19,5±7,0 21,0±5,7 8,5±1,4 11,6±5,4 122,9±38,3 13,5±2,4

0,10% 15,2±4,6 20,1±4,8 6,1±2,3 12,6±5,4 70,1±22,2 12,4±3,4

Глюкоза

1 3,4±0,9 2,7±1,2 4,3±1,6 5,8±1,8 8,2±3,4 3,7±2,3

2 3,1±0,9 3,4±0,1 7,3±0,6 4,4±1,4 9,8±3,8 5,5±2,9

3 4,8±3,2 7,0±4,3 6,7±1,4 4,1±1,3 10,9±4,5 4,1±0,9

4 4,2±1,6 3,4±1,0 5,2±3,5 3,8±1,9 9,1±3,9 3,1±1,9

Глюкоза + 
Витамины

1 3,3±0,4 3,2±0,4 7,8±0,8 16,5±2,1 6,3±0,5 4,1±0,2

2 3,6±0,1 3,2±0,2 8,7±2,8 18,9±0,8 4,4±0,3 3,5±0,5

3 2,8±0,1 3,6±0,5 9,7±0,8 16,8±0,4 9,5±4,1 6,2±2,2

4 3,5±0,1 4,0±1,1 10,8±2,5 18,3±1,1 8,7±0,8 2,4±0,4

Фруктоза

1 1,9±0,7 6,2±0,9 2,8±0,5 5,8±0,9 7,2±2,4 3,0±0,3

2 2,5±0,3 5,4±0,8 1,3±0,7 3,2±0,4 14,7±2,2 2,0±0,3

3 2,9±1,2 4,3±1,2 4,3±0,8 1,2±0,4 13,6±0,1 3,5±0,8

4 1,3±0,7 5,4±0,5 2,4±0,3 0,8±0,1 14,4±1,6 3,8±0,1

Рибоза

1 1,1±0,5 4,3±0,3 1,6±0,28 0,6±0,4 12,6±2,8 3,1±0,1

2 3,1±1,4 1,9±0,7 2,2±0,5 1,0±0,7 11,9±0,4 1,4±0,4

3 2,2±0,9 4,9±0,1 3,2±0,1 4,1±0,3 14,6±1,8 1,6±0,1

4 2,2±0,8 4,7±0,7 2,0±0,3 3,0±0,8 11,5±4,9 1,9±0,1

Глицин

1 1,2±0,4 4,3±0,1 3,6±0,1 6,5±3,1 4,7±0,4 3,5±0,3

2 1,4±0,3 8,5±0,3 3,8±0,9 5,6±1,4 6,9±0,4 1,8±0,1

3 1,9±0,5 7,9±0,7 3,6±0,4 5,4±0,5 7,4±3,7 3,1±0,4

4 2,2±0,8 3,3±0,5 1,1±0,3 5,9±3,6 7,5±0,4 2,9±0,1

Аланин

1 2,5±1,4 3,5±0,3 2,5±0,1 5,1±4,8 7,3±2,5 0,9±0,3

2 4,7±0,9 3,8±0,9 4,1±0,5 3,7±2,6 12,8±1,7 0,7±0,1

3 5,1±0,1 6,5±0,8 1,6±0,3 6,0±1,7 12,6±4,4 1,8±0,1

4 4,5±0,7 4,4±0,5 4,4±0,3 1,1±0,3 12,7±0,1 3,3±0,3

Пируват

1 1,6±0,1 9,9±0,4 2,0±0,3 2,3±1,2 1,5±0,3 2,2±0,5

2 1,4±0,1 4,1±1,0 0,9±0,1 2,2±0,5 3,4±0,4 0,8±0,1

3 1,5±0,3 3,3±0,5 0,9±0,3 0,9±0,8 5,2±1,4 1,0±0,1

4 1,8±0,3 5,4±0,5 0,7±0,4 0,6±0,4 2,9±1,2 1,1±0,5

Ацетат

1 2,0±0,5 3,4±0,9 0,9±0,5 4,3±0,9 8,5±0,8 1,6±0,7

2 0,9±0,2 2,7±0,7 0,9±0,14 2,8±0,3 6,0±0,4 1,7±0,3

3 1,0±0,1 3,5±0,3 0,7±0,1 1,3±0,3 9,3±1,9 0,6±0,3

4 1,8±0,1 4,2±0,7 0,6±0,3 0,8±0,4 4,9±1,3 0,7±0,3

Цитрат

1 1,9±1,0 3,8±0,1 1,9±0,4 3,3±0,3 3,8±1,4 0,9±0,3

2 2,0±0,5 3,5±0,5 0,8±0,1 2,7±1,3 6,7±0,3 1,9±0,4

3 1,9±0,5 2,8±0,8 2,9±0,8 2,2±0,3 12,1±1,2 1,9±0,1

4 1,3±0,3 2,1±0,6 3,3±0,8 0,8±0,4 11,5±0,8 1,4±0,1

Меласса

0,01% 3,5±0,3 3,1±0,3 3,4±0,1 14,4±0,2 9,4±4,2 6,4±0,6

0,02% 3,8±0,5 2,2±0,1 3,4±0,1 17,3±2,6 16,4±0,2 5,1±3,0

0,05% 4,2±1,0 3,3±1,0 3,8±0,84 15,8±1,6 12,5±4,2 4,5±1,4

0,10% 3,7±0,7 1,3±0,3 3,9±0,3 17,4±0,4 10,5±0,2 4,6±2,2

Барда

0,01% 4,6±0,8 3,4±0,3 2,4±0,4 5,5±3,0 6,1±1,5 8,0±0,7

0,02% 4,2±1,0 3,2±0,1 4,1±0,5 5,8±2,9 9,1±0,3 6,7±2,5

0,05% 4,4±1,6 3,3±1,0 4,9±1,1 8,7±2,6 10,4±3,4 6,9±3,3

0,10% 7,9±0,4 3,7±0,6 5,0±0,7 7,2±0,6 11,3±1,2 6,6±0,7

МС

0,01% 4,0±0,2 3,4±1,0 2,3±0,3 6,9±0,2 11,1±0,2 6,5±1,3

0,02% 5,7±1,3 3,3±0,5 2,3±0,4 7,9±1,0 15,9±10,2 6,2±1,8

0,05% 6,0±1,3 4,9±1,0 3,6±0,9 12,9±1,0 19,3±4,5 8,0±0,2

0,10% 5,0±0,1 6,5±1,4 4,6±0,6 18,1±0,4 19,9±4,4 9,5±3,0
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в средах с мелассой до 6,5–9,5·107 кл./мл в средах 
с МС и бардой.

Все исследованные штаммы наиболее активно 
росли и окисляли железо при росте в средах с ДЭ, 
другие субстраты также обеспечивали рост и окис-
ление железа микроорганизмами, но численность 
клеток и скорость окисления были более низкими. 
Это, очевидно, объясняется наличием в составе ДЭ 
большого количества различных факторов роста. 
Такие субстраты, как меласса, барда и МС, содер-
жащие достаточно большое количество различных 
органических соединений, включая витамины и 
аминокислоты [18–20], также обеспечивали отно-
сительно быстрый рост штаммов. Добавление рас-
твора витаминов группы B к среде с глюкозой не 
приводило к значительному увеличению урожай-
ности штаммов. Единственным исключением был 
штамм A. cupricumulans BH2T. Пируват и ацетат 
в некоторых экспериментах ингибировали рост 
микроорганизмов. Это объясняется тем, что слабые 
органические кислоты не диссоциируют при низких 
pH, а их молекулы легко проникают через клеточ-

ную мембрану и снижают внутрицитоплазматиче-
ский pH [21]. 

Таким образом, ДЭ является оптимальным орга-
ническим субстратом для всех исследованных штам-
мов, однако и другие субстраты, включая отходы 
пищевого производства, также могут быть исполь-
зованы в качестве источника углерода для культи-
вирования микроорганизмов. Полученные резуль-
таты могут служить основой для планирования 
дальнейших фундаментально-научных и прикладных 
исследований. В частности, для архей семейства 
Ferroplasmaceae роль органических и неорганиче-
ских субстратов в энергетическом метаболизме де-
тально еще не изучена. Кроме того, необходимо 
проведение прикладных исследований для опреде-
ления возможности использования органических 
отходов для интенсификации промышленных про-
цессов биовыщелачивания.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Российского фонда фундаментальных иссле-
дований в рамках научного проекта № 16–34–60053 
мол_а_дк.
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EFFECT OF ORGANIC NUTRIENTS ON THE ACTIVITY OF ARCHAEA OF THE 
FERROPLASMACEAE FAMILY
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The effect of different organic compounds (glucose, fructose, ribose, glycine, alanine, pyru-
vate, acetate, citrate and yeast extract) as well as of the wastes of food production (molasses, stillage, 
sweet whey) on the growth of iron-oxidizing acidophilic microorganisms and biooxidation of 
ferrous iron was studied. Representatives of the microorganisms predominating in biohydromet-
allurgical processes: archaea of the family Ferroplasmaceae (Acidiplasma aeolicum V1T, A. cupri-
cumulans BH2T, Acidiplasma sp. MBA-1, Ferroplasma acidiphilum B-1) and bacteria of the genus 
Sulfobacillus (S. thermosulfidooxidans SH 10-1, S. thermotolerans Kr1T) were the subjects of the 
study. All studied strains most actively grew and oxidized ferrous iron in the presence of yeast extract, 
which is probably due to the presence of the large number of different growth factors in its com-
position, while others substrates provided growth of microorganisms and ferrous iron oxidation.

Keywords: acidophilic microorganisms, biohydrometallurgy, Sulfobacillus, Ferroplasmaceae, 
mixotrophy, iron-oxidizing microorganisms
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МИКРОБИОЛОГИЯ

УДК 579.222.2:579.695

ПРИМЕНЕНИЕ ШТАММА-ДЕСТРУКТОРА ФЕНОЛА PSEUDOMONAS AERUGINOSA 
21SG ДЛЯ ОЧИСТКИ ПРОМЫШЛЕННЫХ СТОЧНЫХ ВОД

В.В. Коробов*, Е.Ю. Журенко, Н.В. Жарикова, Т.Р. Ясаков, Т.В. Маркушева

Уфимский Институт биологии Уфимского федерального исследовательского центра РАН, 
Россия, 450054, г. Уфа, просп. Октября, д. 69

*e-mail: vacikk@mail.ru

Описаны свойства штамма-деструктора фенола Pseudomonas aeruginosa 21SG, выде-
ленного из почвы расположенного в г. Уфе (Республика Башкортостан) предприятия, 
являющегося крупнейшим производителем синтетических дубителей в России. Иденти-
фикация штамма проведена с учетом культурально-морфологических, физиолого-био-
химических и морфометрических признаков, а также результатов сравнительного анали-
за последовательности гена 16S рРНК. В условиях периодической культуры исследован 
рост P. aeruginosa 21SG и установлено, что содержание фенола в культуральной жидкости 
снижается через 4 сут на 84% от контроля. Выявлена возможность применения 
P. aeruginosa 21SG для утилизации фенола в промышленных стоках нефтехимического 
производства и производства дубильных экстрактов.

Ключевые слова: Pseudomonas aeruginosa, штамм-деструктор, экотоксиканты, фенол, 
утилизация, сточные воды

Фенол является одним из токсичных аромати-
ческих соединений, загрязняющих сточные воды 
при термической и химической переработке неф-
ти, каменного угля, торфа, сланцев, древесины, а 
также при производстве красителей, лекарствен-
ных средств, синтетических волокон и пластмасс 
на основе формальдегидов, синтетических дубите-
лей. Концентрация фенолов в производственных 
сточных водах может быть значительной: в сточ-
ных водах ряда нефтехимических предприятий она 
может составлять до 15–17 г/л. Большинство пред-
приятий на начальном этапе осуществляют очистку 
фенолсодержащих сточных вод механическими ме-
тодами, избавляясь от грубодисперсных взвешенных 
частиц, далее физико-химическими и химическими 
методами разрушаются комплексы и удаляются 
мелкодисперсные фенолсодержащие загрязнения. 
Конечным этапом является биологическая очист-
ка, после которой стоки часто оказываются не из-
бавленными от остаточных количеств фенола, дли-
тельная эмиссия которых является нежелательной 
для окружающей среды. В этом контексте острую 
необходимость осуществления эффективных кор-
рективных мер по очистке стоков обуславливает 
“эффект курьеров”, заключающийся в том, что при-
сутствие фенолов, растворителей, углеводородов 
способствует вертикальной миграции диоксинов 
из верхних слоев почвы, находящихся на глубине 
5–10 см, до грунтовых вод на глубину 8–10 м. Подоб-
ные условия имеют место на территории многих 
промышленных предприятий, они характерны для 
мест утилизации и хранения промышленных отходов, 
свалок, нефтебаз, заправочных станций и др. [1]. 

Следует отметить, что известны факты, указы-
вающие на то, что бактерии способны использовать 
в качестве источников питания и энергии большое 
число соединений, опасных по отношению к жи-
вым системам. Вместе с тем вопросы применения 
бактерий в практике борьбы с трудноудаляемыми 
остаточными количествами фенола оказались ма-
лоизученными.

Целью настоящей работы было получение ха-
рактеристик нового штамма-деструктора фенола 
Pseudomonas aeruginosa 21SG и возможность его при-
менения для доочистки промышленных стоков.

Материалы и методы

Штамм P. aeruginosa 21SG был выделен из 
пробы почвы расположенного в г. Уфе (Республика 
Башкортостан) предприятия, являющегося круп-
нейшим производителем синтетических дубите-
лей для кожевенной промышленности России.

Выделение и идентификация штамма по при-
знакам морфологической, морфометрической, физи-
ологической и биохимической дифференциации. Вы-
деление чистой культуры P. aeruginosa 21SG было 
проведено на селективной среде следующего со-
става (г/л): (NH

4)2SO4 – 2,6; KH2PO4 – 2,4; 
K2HPO2·3H2O – 5,6; MgSO4·7H2O – 1,0. В среду 
вносили смесь микроэлементов – 0,1 мл/л. Вода 
дистиллированная с добавлением 100 мг/л фенола 
в качестве единственного источника углерода и 
энергии. Культуральные и физиолого-биохимиче-
ские свойства штамма определяли общепринятыми 
методами [2]. Морфометрические и морфологиче-
ские характеристики были определены с помощью 
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атомно-силовой микроскопии на сканирующем 
зондовом микроскопе Solver PRO-M (NT-MDT, 
Россия) [3]. 

Секвенирование генов, кодирующих 16S рРНК, 
сравнение последовательностей и филогенетический 
анализ. Выделение ДНК из биомассы бактерий про-
водили согласно методу, описанному ранее [4]. Кон-
центрация полученного препарата ДНК при исполь-
зовании этого метода составляла 30–50 мкг/мл. 
Для проведения полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) и дальнейшего секвенирования ПЦР-фраг-
ментов частичной последовательности гена 16S рРНК 
была использована универсальная праймерная сис-
тема [5]. Амплификационная смесь (50 мкл) имела 
следующий состав:  буфер для ДНК-полимеразы 
BioTaq (БиоМастер, Россия) (17 мМ (NH4)2SO4; 
67 мМ трис-HCl, рН 8,8; 2 мМ MgCl2); по 12,5 нмоль 
каждого из dNTP, 50 нг ДНК-матрицы; по 5 пмоль 
соответствующих праймеров и 3 ед. ДНК полиме-
разы BioTaq (Диалат, Россия). Температурно-вре-
менной профиль ПЦР: первый цикл – 9 мин при 
94°С, 1 мин при 55°С, 2 мин при 72°С; последую-
щие 30 циклов – 1 мин при 94°С, 1 мин при 55°С, 
2 мин при 72°С; завершающий цикл – 7 мин при 
72°С. Анализ продуктов ПЦР проводили при по-
мощи электрофореза в 2%-ном агарозном геле при 
напряженности электрического поля 6 В/см. Вы-
деление и очистку продуктов ПЦР проводили, как 
описано ранее [6]. Секвенирование полученных 
ПЦР-фрагментов генов проводили с помощью на-
бора реактивов Big Dye Terminator v.3.1 (Applied 
Biosystems, США) на автоматическом секвенаторе 
ABI PRIZM 3730 (Applied Biosystems, США) со-
гласно инструкциям производителя. Первичный 
анализ гомологии нуклеотидной последовательно-
сти гена 16S рРНК изучаемого штамма проводили 
с помощью баз данных RDP [7] и NCBI [8]. Мно-
жественное выравнивание и построение филоге-
нетического древа было проведено, как описано 
ранее [9]. Последовательность длиной 1400 пар 
нуклеотидов депонирована в международную базу 
данных GenBank под номером MH457188.

Рост культуры в жидкой питательной среде и 
его учет. Посевной материал получали выращива-
нием бактерий в разведенном в 8 раз мясопептон-
ном бульоне при температуре 30°С. Далее культуру 
в концентрации 5,37·108 КОЕ засевали в количе-
стве 1 мл в жидкую среду объемом 100 мл следую-
щего состава (г/л): NH4Cl – 1; K2HPO4 – 5; 
MgSO4·7H2O – 0,05; FeSO4·7H2O – 0,005; 
CuSO4·5H2O – 0,001; ZnSO4 – 0,008; фенол – 0,1 и 
инкубировали в термостатируемом орбитальном 
встряхивателе УВМТ-12-250 (Элион, СССР) при 
115–120 об./мин [10]. Контроль роста вели с ис-
пользованием фотоколориметра КФК-2 (ЗОМЗ, 
Россия) по изменению оптической плотности 
клеточной суспензии при длине волны 590 нм.

Определение концентрации фенола. Определение 
количества фенола осуществляли стандартным 
фотометрическим методом [11]. Для анализов от-

бирали по 5 мл культуральной жидкости, которую 
освобождали от клеток центрифугированием (3630g, 
30 мин). Далее к пробе последовательно приливали 
30 мкл 2%-ного раствора 4-аминоантипирина, 100 мкл 
2%-ного раствора аммиака и 100 мкл 2%-ного рас-
твора железосинеродистого калия. Смесь переме-
шивали после добавления каждого компонента 
реакции и через 10 мин измеряли коэффициент 
пропускания на фотоколориметре КФК-2 при 
длине волны 540 нм. Количество фенола опреде-
ляли по градуировочному графику, построенному 
в стандартных условиях определения.

Определение количества фенола в сточных во-
дах проводили по описанному ранее протоколу [9]. 

Проведение экспериментов осуществляли 
в 3-кратной повторности, данные обрабатывали 
с помощью программы ORIGIN SRO 7.0. В каче-
стве достоверных рассматривали различия между 
выборочными средними при 5%-ном уровне зна-
чимости.

Результаты и обсуждение

Идентификация штамма P. aeruginosa 21SG. 
Клетки штамма представляли собой подвижные 
палочки, при росте на мясопептонном агаре обра-
зовывали гладкие непигментированные колонии. 
Окраска клеток по Граму отрицательная. Исследо-
вание физиолого-биохимических признаков изу-
чаемого штамма показало, что для культуры ха-
рактерен аэробный рост с оптимумом в диапазоне 
температур от +22°С до +30°С и значениях pH среды 
в пределах 6–8. Штамм использовал в качестве 
единственного источника азота соли аммония и 
аминокислот, а в качестве источника углерода – 
маннит. Изолят обладал оксидазной активностью, 
осуществлял восстановление нитратов, не исполь-
зовал в качестве источников углерода целлюлозу, 
не осуществлял гидролиз крахмала, казеина, прояв-
лял невысокую активность в отношении желатины.

При изучении морфологии и морфометриче-
ских параметров культуры 21SG было установле-
но, что микробная популяция на момент анализа 
была гетерогенна по возрасту клеток. Значитель-
ная часть бактерий в популяции (67% от всего 
числа клеток) была представлена молодыми клет-
ками, сходными по морфологии. Большинство 
клеток популяции (95%) имело форму коротких 
палочек или палочек с размерами 0,37/0,73–1,4 мкм 
с ровной поверхностью.

Идентификация бактериального штамма 21SG 
проводилась на основании результатов сравни-
тельного анализа частичной последовательности 
гена 16S рРНК (1400 п.н.) и близких ему последо-
вательностей других типовых видов. На основании 
анализа представленного филогенетического древа 
можно сделать вывод о принадлежности исследуе-
мого штамма к роду Pseudomonas. Уровень иден-
тичности между ним и другими типовыми видами 
бактерий рода Pseudomonas находился в пределах 
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95,5–99,6%. Исследуемый штамм находится в од-
ном кластере с представителем типового вида – 
штаммом Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, ко-
торый филогенетически наиболее близок к нему. 
Уровень идентичности между ними составил 99,6%, 
что соответствует внутривидовому для вида Pseu-
domonas aeruginosa (рис. 1). 

Таким образом, на основании полученных ре-
зультатов и в соответствии с существующими мо-
лекулярными критериями [12] исследуемый штамм 
был идентифицирован как Pseudomonas aeruginosa 
21SG.

Субстратная специфичность штамма P. aeru-
ginosa 21SG. В ходе дальнейшей работы был ис-
следован рост периодической культуры P. aerugi-
nosa 21SG на феноле. Накопление массы клеток 
при использовании фенола в качестве источника 
углерода и энергии начиналось с первых суток куль-
тивирования (рис. 2). Экспоненциальная фаза роста 
длилась 4 сут, и оптическая плотность (ОП

590) до-
стигала 0,46 оптических единиц (о.е.), а затем, после 
невыраженной стационарной фазы, культура закан-
чивала свой рост. Содержание фенола в культураль-
ной жидкости снижалось в течение первых суток 

на 68%, а к четвертым суткам – на 84% от началь-
ного уровня. 

Приведенные выше результаты показывают, 
что штамм P. aeruginosa 21SG способен активно 
утилизировать фенол в качестве единственного 
источника углерода и энергии.

Использование штамма P. aeruginosa 21SG для 
доочистки сточных вод предприятий нефтехимиче-
ского профиля и производства дубильных экстрак-
тов от фенола. Культура P. aeruginosa 21SG была 
применена для обработки загрязненных фенолом 
сточных вод двух промышленных предприятий, зани-
мающихся нефтехимическим производством (НХП) 
и производством дубильных экстрактов (ПДЭ). 

Содержание фенола в пробах сточных вод пред-
приятия НХП составляло 0,096 мг/л, а в стоках 
компании ПДЭ – 0,75 мг/л. После 3 сут воздей-
ствия бактерий концентрация фенола снижалась 
соответственно до 0,014 и 0,06 мг/л, а в контрольной 
пробе сохранялась постоянной (рис. 3). Получен-
ные данные показывают, что культура P. aeruginosa 
21SG проявила активность в реальных условиях 
загрязненных сточных вод обоих производств. Су-
щественное изменение содержания фенола в стоках 

Рис. 1. Филогенетическое древо, построенное на основе сравнительного анализа частичной последовательности гена 16S рРНК 
штамма 21SG и гомологичных ему последовательностей типовых видов бактерий рода Pseudomonas. Цифрами указана достовер-
ность ветвления, рассчитанная с помощью “bootstrap»-анализа (значимыми признаются величины больше 50). Масштаб отражает 
эволюционное расстояние, соответствующее 5 нуклеотидным заменам на каждые 1000 нуклеотидов. Номера в GenBank указаны 

в скобках
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Рис. 2. Графики зависимости значений оптической плотности клеточной суспензии (OП590) и концентрации фенола, используе-
мого в качестве единственного источника углерода и энергии, от времени инкубации штамма P. aeruginosa 21SG в периодиче-

ской культуре

Рис. 3. Диаграммы снижения концентрации фенола в сточных водах НХП и ПДЭ

при использовании P. aeruginosa 21SG наблюда-
лось уже после первых суток воздействия. Степень 
очистки сточных вод, достигаемая при использо-
вании штамма P. aeruginosa 21SG, составляла для 
стоков НХП 85,4%, а для стоков ПДЭ – 92%.

Обсуждая полученные данные, следует под-
черкнуть, что большинство описанных в литературе 
культур Pseudomonas aeruginosa утилизировали фе-
нол, присутствующий в сточных водах в высоких 
концентрациях. Так, бактериальный штамм P. aeru-
ginosa KDQ4 утилизировал в сточных водах фенол 
в концентрации 800 мг/л [13], культура P. aeruginosa 

NIBGE MB осуществляла деградацию фенола в кон-
центрации 2600 мг/л [14], культура P. aeruginosa 
101/1 эффективно удаляла фенол в концентрации 
1600 мг/л [15].

Таким образом, в результате работы выявлена 
возможность применения штамма-деструктора 
P. aeruginosa 21SG для доочистки стоков НХП и 
ПДЭ от фенола 

В работе было использовано оборудование ре-
гионального центра коллективного пользования 
“Агидель” Уфимского федерального исследова-
тельского центра РАН.
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APPLICATION OF PHENOL-DEGRADING STRAIN PSEUDOMONAS AERUGINOSA 21SG 
FOR TREATMENT OF INDUSTRIAL WASTEWATER

V.V. Korobov*, E.Yu. Zhurenko, N.V. Zharikova, T.R. Iasakov, Т.V. Markusheva

Ufa Institute of Biology Ufa Federal Research Centre of the Russian Academy of Sciences, 
prospect Oktyabrya, 69, Ufa, 450054, Russia 
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The features of the phenol-degrading strain Pseudomonas aeruginosa 21SG, isolated from 
the soil of the Ufa (Republic of Bashkortostan) largest producer of synthetic tanning agents in 
Russia, are described. Identification of the strain was performed according to the cultural, mor-
phological, physiological, biochemical, morphometric features, as well as the results of the com-
parative analysis of the 16S rRNA gene sequence. The growth of P. aeruginosa 21SG in the batch 
culture was studied. It was established that the phenol content was reduced to the 4th day by 84% 
from the control in the culture liquid. The possibility of using P. aeruginosa 21SG for phenol uti-
lization in industrial wastewater of petrochemical production and production of tanning extracts 
has been revealed.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, degrader strain, ecotoxicants, phenol, utilization, waste-
water
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ОБРАТИМОСТЬ ИНДУЦИРОВАННЫХ ИОННОЙ СИЛОЙ СТРУКТУРНЫХ ПЕРЕ-
СТРОЕК В МОНОНУКЛЕОСОМАХ 

А.В. Феофанов1,2,*, Т.В. Андреева1, В.М. Студитский1,3, М.П. Кирпичников1,2
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Методом флуоресцентной микроскопии одиночных частиц с регистрацией фёрстеров-
ского резонансного переноса энергии исследованы структурные перестройки, происхо-
дящие под действием высокой ионной силы в нуклеосомах на основе ДНК-матрицы 603. 
Установлено, что в диапазоне концентраций KCl 0,7–1,3 М в нуклеосомах происходят 
масштабные изменения структуры, сопровождающиеся образованием по меньшей мере 
двух состояний, отличающихся степенью отворачивания ДНК от октамера гистонов, и 
затрагивающие от 13 до 35 и более пар нуклеотидов. Доля нуклеосом с измененной 
структурой варьирует от 60% при 0,7 М KCl до 100% при 1,3 М KCl. Сохранение ассоциа-
ции между коровыми гистонами и ДНК в новых конформационных состояниях обеспе-
чивает обратимость структурных изменений при снижении концентрации KCl до физи-
ологического уровня. Обратимость достигает ~100% при переходе от 0,7 М к 0,15 М KCl 
и снижается до ~50% при переходе от 1,3 М к 0,15 М KCl.

Ключевые слова: хроматин, нуклеосома, ионная сила, флуоресценция, микроскопия, 
одиночная молекула

Нуклеосомы являются важным структурным 
элементом хранения генетической информации 
в составе хроматина. ДНК в нуклеосомах намотана 
на октамер коровых гистонов, а считывание с нее 
информации требует перестройки нуклеосом (как 
правило, обратимой), облегчающей доступ к ДНК 
различным ферментам, таким как, например, РНК- 
и ДНК-полимеразы. Изучение факторов, вызыва-
ющих контролируемые изменения в структуре ну-
клеосом, и условий обратимости этих изменений, 
является важным для прояснения механизмов функ-
ционирования генома и развития биоинженерных 
систем, воспроизводящих и использующих элементы 
машинерии клеточного ядра. 

Ионная сила раствора является одним из таких 
факторов, который, например, используется при 
сборке в растворе мононуклеосом заданной струк-
туры из коровых гистонов и ДНК-матриц (таких 
как матрицы 601 и 603 [1, 2]) с короткими (147 п.н.) 
нуклеосом-позиционирующими последовательно-
стями [3–6]. Ионы в растворе участвуют как в ста-
билизации комплексов поликатионных гистонов 
в коровой области нуклеосомы и снижении элек-
тростатического отталкивания соседних витков по-
лианионной ДНК, так и в регуляции ДНК-гисто-
новых взаимодействий в нуклеосоме [4, 5]. Если 
в состав нуклеосомы ввести две флуоресцентные 
метки, образующие донор-акцепторную пару, то для 
изучения деталей ДНК-гистоновых взаимодействий 
можно использовать метод флуоресцентной микро-

скопии одиночных частиц на основе фёрстеров-
ского резонансного переноса энергии (single particle 
Förster Resonance Energy Transfer microscopy, далее 
spFRET-микроскопия), который позволяет обнару-
живать и характеризовать отличающиеся по струк-
туре субпопуляции нуклеосом, одновременно при-
сутствующие в растворе [4–9]. 

При исследовании методом spFRET-микро-
скопии влияния концентрации NaCl на структуру 
мононуклеосом, собранных с использованием ДНК-
матрицы 601 (нуклеосомы- 601), обнаружена де-
стабилизация их структуры при физиологических 
концентрациях соли (0,15–0,3 М) [5, 7]. Дестабили-
зация нуклеосом-601 не наблюдается при меньших 
(0–0,1 М) и больших (0,4–0,65 М) концентрациях 
NaCl. Предполагается, что эта дестабилизация свя-
зана с частичным отворачиванием ДНК от октамера 
гистонов или со сдвигом ДНК относительно окта-
мера гистонов. Увеличение концентрации NaCl от 
0,7 до 1,2 M, как показано, вызывает масштабные 
структурные изменения в нуклеосоме-601 с обра-
зованием нескольких конформационных состояний 
[4, 5, 7]. Структурные изменения могут сопровож-
даться частичной потерей контактов между диме-
рами H2A-H2B и тетрамером (H3-H4)2 при сохра-
нении ассоциации гистонов с раскрученной ДНК 
[4]. Однако после 0,5 М [10] или 0,6 М [4] NaCl 
начинается диссоциация димера H2A-H2B, которая 
завершается при 1 М NaCl [4]. При 1,1 М NaCl на-
блюдается диссоциация гистона H4 [4]. Для ну-
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клеосом-601 установлено, что структурные измене-
ния, вызываемые 1 М NaCl, являются лишь частично 
обратимыми при снижении ионной силы [11]. 

ДНК-матрица 603 является альтернативой 
матрице 601 и широко используется в биоинже-
нерных мононуклеосомных системах для изучения 
процессов транскрипции и взаимодействия с различ-
ными ядерными белковыми факторами в солевых 
буферах на основе KCl [2, 6, 8, 9, 12, 13]. Структур-
ные перестройки, происходящие в нуклеосомах на 
основе матрицы 603 (нуклеосомах-603) под дей-
ствием повышенной ионной силы, и их обрати-
мость не исследовались и требуют изучения. Кроме 
того, ране было показано, что ионы калия отлича-
ются от ионов натрия по взаимодействию с нуклео-
сомами – в том числе, по влиянию на конформацию 
линкерных участков ДНК в нуклеосомах-603 [14]. 

В настоящей работе описаны особенности 
структурных изменений в нуклеосомах-603, обна-
руженные методом spFRET-микроскопии в диапа-
зоне концентраций KCl 0,7–1,3 М, а также резуль-
таты анализа обратимости этих изменений.

Материалы и методы

Для получения нуклеосом использовали два 
типа флуоресцентно-меченых ДНК-матриц, вклю-
чавших в себя нуклеосом-позиционируемую по-
следовательность 603 длиной 147 п.н. и свободный 
от гистонов участок ДНК длиной 20 п.н., а также 
отличавшихся положением флуоресцентных меток. 
В матрице для сборки нуклеосом N(13,91) метки 
Су3 и Су5 были введены соответственно в поло-
жения 13 и 91 п.н. от начала позиционирующей 
последовательности 603; в матрице для сборки ну-
клеосом N(35,112) они находились в положениях 
35 и 112 п.н. от начала последовательности 603. 

Матрицы получали при помощи полимеразной 
цепной реакции с использованием флуоресцентно-
меченых праймеров, описанных в предыдущей ра-
боте [15]. Выделение и очистку ДНК-матриц про-
водили, как описано ранее [6, 9]. Концентрацию 
ДНК определяли методом спектрофотометрии. Ис-
точником коровых гистонов служил хроматин без 
гистона Н1, выделенный из эритроцитов цыплят [3]. 
Сборку нуклеосом-603 на ДНК-матрице выполняли 
по ранее описанному протоколу [3] в процессе диа-
лиза против уменьшающейся концентрации NaCl. 

Для измерений методом spFRET-микроско-
пии нуклеосомы разбавляли в 50–100 раз до кон-
центрации ~1 нМ в буфере 10 мМ Tris-HCl (pH =
= 8,0), 0,5 мМ ЭДТА, 2 мМ β-меркаптоэтанола 
с концентрацией KCl 0,15, 0,7, 1,0 или 1,3 М. При 
изучении обратимости структурных изменений 
нуклеосомы N(13,91) сначала инкубировали в бу-
фере с 0,7, 1,0 или 1,3 М KCl в течение 10 мин при 
концентрации 10 нМ, а затем разбавляли до 1 нМ 
в буфере с той же концентрацией KCl или с конеч-
ной концентрацией KCl 0,15 М. 

Образец нуклеосом помещали для анализа 
в лунку 12-луночной силиконовой камеры flexiPERM 

(Greiner Bio-One, Германия), закрепленной на по-
кровном стекле. Для измерений использовали ла-
зерный сканирующий конфокальный микроскоп 
LSM710-Confocor3 (Carl Zeiss, Германия) с водо-
иммерсионным объективом C-Apochromat (40×, 
числовая апертура 1,2). Детали методики измере-
ний описаны ранее [6]. Флуоресценцию возбуждали 
излучением Ar+-лазера (мощность 0,2 мкВт) с дли-
ной волны 514,5 нм и регистрировали в областях 
530–635 нм (Су3) и 635–800 нм (Су5) лавинными 
фотодиодами. Диаметр конфокальной диафрагмы 
соответствовал 1 диску Эйри. 

Для каждого образца интенсивность флуорес-
ценции от одиночных нуклеосом, свободно диффун-
дирующих через фокус лазерного луча, измеряли 
в течение 10 мин с константой интегрирования 
3 мс. Измеренные показатели интенсивности флуо-
ресценции Cy3 и Cy5 в составе одиночных нуклео-
сом пересчитывали после коррекции на величину 
фона в коэффициент близости (K) согласно урав-
нению [6, 9]:

K = (I
5 – 0,19 × I3) / (I5 + 0,81 × I3),

где I3 и I5 – это интенсивности сигналов Cy3 и 
Cy5, а коэффициенты 0,19 и 0,81 обеспечивают 
учет частичного перекрывания спектров флуорес-
ценции Cy3 и Cy5 в области 635–800 нм. Коэффи-
циент близости K является аналогом эффективно-
сти FRET, но не равен ей, так как расчет K не 
учитывает поправки на квантовые выходы флуо-
рофоров и отличия в чувствительности прибора 
в двух измеряемых спектральных диапазонах. 

Рассчитанную для измеренных одиночных ну-
клеосом выборку значений K представляли в виде 
гистограммы относительной частоты распределе-
ния величины K и описывали в виде суперпозиции 
полос Гауссовой формы, соответствующих различ-
ным конформационным состояниям нуклеосом. 
Для нуклеосом N(13,91) гистограммы представляли 
в виде суперпозиции двух полос (состояний) с мак-
симумами 0,02 и 0,6 (при 0,15 М KСl). При 0,7, 1 и 
1,3 М KCl в разложение вводили третью полосу 
с максимумом 0,5. Аналогично для нуклеосом 
N(35,112) гистограммы представляли в виде су-
перпозиции двух полос с максимумами 0,02 и 0,61 
(при 0,15 и 0,7 М KСl), а при 1 и 1,3 М KCl в раз-
ложение вводили третью полосу с максимумом 0,42. 
Доли нуклеосом в различных конформационных 
состояниях рассчитывали как отношение площа-
дей под соответствующими гауссовыми полосами 
к общей площади под K-гистограммой (в процен-
тах). Результаты получены в трех независимых экс-
периментах с размером выборки не менее 8000 ну-
клеосом.

Результаты и обсуждение

Исследование влияния ионной силы на струк-
туру мононуклеосом проводили методом spFRET-
микроскопии с использованием нуклеосом N(13,91) 

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2018. Т. 73. № 3



193ОБРАТИМОСТЬ ИНДУЦИРОВАННЫХ ИОННОЙ СИЛОЙ СТРУКТУРНЫХ ПЕРЕСТРОЕК В МОНОНУКЛЕОСОМАХ

Рисунок. Анализ изменений структуры мононуклеосом при различных концентрациях KCl по данным spFRET-микроскопии. 
(А) Структура коровой части нуклеосомы (pdb 1EQZ) и схема расположения меток Су3 и Су5 в мононуклеосомах N(13,91), у ко-
торых метки находятся в положениях 13 и 91 п.н. от начала нуклеосом-позиционирующей ДНК-матрицы 603 и в мононуклеосо-
мах N(35,112) с метками в положениях 35 и 112 п.н. от начала нуклеосом-позиционирующей ДНК-матрицы 603. Октамер гисто-
нов показан черным цветом. Б, Г, Д, Ж, З – Гистограммы относительной частоты распределения величины K для нуклеосом 
N(35,112) (Г, Ж) и нуклеосом N(13,91) (Б, Д, З) при различной концентрации KCl в буфере или после снижения концентрации 
KCl (0,7→0,15 M KCl, 1→0,15 M KCl, 1,3→0,15 M KCl) в экспериментах по обратимости структурных изменений (Б, Д, З). Сим-
волами обозначены рассчитанные по экспериментальным данным значения K. Линии – результат представления распределе-
ний величины K в виде суммы гауссовых полос, положения максимумов которых указаны над графиками. В, Е, И – доли нукле-
осом N(13,91) с интактной структурой (субпопуляции с K = 0,6) при 0,15 М KCl, при повышенной концентрации KCl и после ee 

снижения до 0,15 М в экспериментах по обратимости структурных изменений (*)

и N(35,112), отличающихся по положению донор-
акцепторной пары флуоресцентных меток в кор-
нуклеосоме (рисунок, А). В нуклеосомах N(13,91) 
расположение меток позволяет по изменению ве-
личины K обнаруживать структурные перестрой-
ки вблизи входа ДНК в нуклеосому. В нуклеосо-
мах N(35,112) расположение меток обеспечивает 
регистрацию изменений в укладке ДНК в цен-
тральной части нуклеосомы. 

Согласно данным spFRET-микроскопии ну-
клеосомы N(13,91) при физиологической концент-
рации KCl (0,15 М) представлены в растворе двумя 

субпопуляциями: минорной (14±3%) с максиму-
мом нормального распределения K = 0,02 и основ-
ной (86±2%) с максимумом распределения K = 0,6 
(рисунок, Б). У нуклеосом N(35, 112) при 0,15 М 
KCl также обнаружено две субпопуляции: минорная 
(5±1%) с K=0,02 и основная (95±2%) с K = 0,61 
(рисунок, Г). В обоих случаях субпопуляция 
с K≈ 0,6 – это интактные нуклеосомы с плотной 
укладкой нуклеосомной ДНК на октамере гисто-
нов [8]. Субпопуляция с K = 0,02 – это нуклеосомы 
с нарушенной укладкой ДНК, возникающей, по-
видимому, из-за потери гистонов в разбавленных 
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растворах, а в случае N(13,91) – еще и вследствие 
так называемого “дыхания нуклеосом”, то есть 
временного спонтанного отворачивания неболь-
шого участка ДНК от октамера гистонов в области 
входа ДНК в нуклеосому [8]. 

Проведенные методом spFRET-микроскопии 
исследования показали, что значительные изме-
нения в структуре нуклеосом происходят при кон-
центрации KCl больше 0,7 М.  При 0,7 М KCl эти 
изменения регистрируются для нуклеосом N(13,91) 
как снижение субпопуляции частиц с K = 0,6 до 
40±3%, возрастание субпопуляции с K = 0,02 до 
27±2% и появление новой субпопуляции нуклео-
сом с K = 0,5, доля которой составляет 33±3% (ри-
сунок, Б). При 0,7 М KCl структурные перестройки 
практически не распространяются на централь-
ную область нуклеосом, где расположены метки 
в нуклеосомах N(35, 112) (рисунок, Г). Таким обра-
зом, изменения в укладке ДНК происходят вблизи 
входа ДНК в нуклеосому и затрагивают не менее 
13, но меньше 35 п.н.  в коровой области. При об-
разовании субпопуляции нуклеосом с K = 0,5 про-
исходит изменение укладки нуклеосомной ДНК, 
при котором расстояние между метками в положе-
ниях 13 и 91 п.н. возрастает согласно теории Фёр-
стера менее чем на 1 нм. Возрастание заселенности 
состояния с K = 0,02 у N(13,91) свидетельствует об 
увеличении доли частиц, в которых ДНК значи-
тельно отвернута от октамера гистонов вблизи входа 
в нуклеосому. Структурные перестройки, обнару-
женные в N(13,91) при 0,7 М KCl, практически 
полностью обратимы, если вновь снизить концен-
трацию соли до 0,15 М (рисунок, В). Можно за-
ключить, что изменения структуры нуклеосом при 
0,7 М KCl не сопровождаются диссоциацией ко-
ровых гистонов даже в состоянии с K = 0,02, что 
обеспечивает обратимость наблюдаемых конфор-
мационных переходов. 

При увеличении концентрации KCl до 1 и 1,3 М 
перестройки в структуре нуклеосом значительно 
усиливаются и распространяются на участок ну-
клеосомной ДНК длиной не менее 35 п.н., на что 
указывают изменения в K-распределениях нукле-
осом N(13,91) и N(35, 112) (рисунок, Ж, Д, З). 

При 1 М KCl появляются значительные суб-
популяции нуклеосом N(35, 112) в состояниях 
с K = 0,42 и K = 0,05 (36±3% и 31±4% соответ-
ственно), и лишь 33±3% нуклеосом сохраняют ис-
ходную структуру в области положения меток (со-
стояние с K = 0,61). Еще меньшая доля частиц 
N(13,91) сохраняет исходную структуру в области 
входа ДНК в нуклеосому (состояние с K = 0,6, 
22±4%), а  доли частиц со значительно (K = 0,02) и 

умеренно (K = 0,5) измененной укладкой ДНК до-
стигают соответственно 43±4 и 35±3%. Стру ктур-
ные перестройки, наблюдаемые в N(13,91) при 
1 М KCl, в значительной степени обратимы. При 
снижении концентрации соли до 0,15 М 71±5% 
нуклеосом восстанавливают исходную структуру 
с максимумом распределения K = 0,6 (рисунок, Е). 

При 1,3 М KCl в большинстве нуклеосом 
укладка ДНК значительно нарушена, и это нару-
шение затрагивает не менее 35 п.н. в коровой об-
ласти. Доли нуклеосом N(35, 112) в состояниях 
K = 0,61, K = 0,42 и K = 0,02 составляют соответствен-
но 15±5%, 14±4% и 71±4%, а дисперсия распреде-
лений в состояниях K = 0,42 и K = 0,6 значительно 
возрастает. Нуклеосом N(13,91) с интактной струк-
турой не остается, и в растворе доминирует (81±4%) 
субпопуляция с K = 0,02. Несмотря на столь масш-
табное изменение в укладке ДНК, 49±4% нуклео-
сом все еще способны восстановить исходную 
структуру с максимумом распределения K = 0,6 
после снижения концентрации соли до 0,15 М 
(рисунок, И). Обратимость структурных измене-
ний указывает на то, что в состоянии с K = 0,02 от-
ворачивание ДНК от октамера гистонов у половины 
нуклеосом происходит с сохранением ассоциации 
между коровыми гистонами и ДНК. Как показано 
для нуклеосом-601 [4], такое возможно, если ДНК 
разворачивается вместе с гистонами H2A-H2B, 
у которых при этом нарушается часть взаимодей-
ствий с тетрамером (H3-H4)2. Потеря способности 
к восстановлению интактной структуры у части 
нуклеосом может быть связана с диссоциацией 
гистонов H2A-H2B и Н4 [4, 10]. Эта диссоциация 
практически необратима при низких концентра-
циях нуклеосом. Для нуклеосом-601 диссоциация 
димера H2A-H2B начинается при 0,5–0,6 М и за-
вершается при 1 М NaCl [4, 10]. По результатам 
анализа обратимости структурных изменений (ри-
сунок, В, Е, И) можно заключить, что нуклеосо-
мы-603 обладают повышенной способностью со-
хранять ассоциацию между ДНК и гистонами 
в аналогичном диапазоне концентраций KCl. 

Таким образом, высокая ионная сила является 
еще одним фактором в дополнение к белковому 
комплексу FACT (от английского FAcilitates Chro-
matin Transcription), обеспечивающим АТФ-неза-
висимую обратимую перестройку структуры ну-
клеосом-603, сопровождающуюся масштабным 
отворачиванием нуклеосомной ДНК от октамера 
гистонов [8]. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-24-00031, 
соглашение № 14-24-00031-П).
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MOLECULAR BIOLOGY

REVERSIBILITY OF STRUCTURAL REARRANGEMENTS 
IN MONONUCLEOSOMES INDUCED BY IONIC STRENGTH

A.V. Feofanov1,3,*, T.V. Andreeva1, V.M. Studitsky1,3, M.P. Kirpichnikov1,2 

1Bioengineering Department, Biological Faculty, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskiye Gory 1–12, Moscow, 119234, Russia;

2Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 
ul. Miklukho-Maklaya 16/10, 117997, Moscow, Russia;

3Fox Chase Cancer Center, Cottman Avenue 333, Philadelphia, 19111 Pennsylvania, USA
*e-mail: avfeofanov@yandex.ru

Using fluorescence microscopy of single particles with Förster resonance energy transfer re-

cording, the structural rearrangements were studied that occurred in nucleosomes formed on the 

603 DNA template at a high ionic strength. It is found that within the range of 0.7–1.3 M KCl, 

large-scale changes occur in the nucleosome structure that are accompanied by the formation of 

at least two states differing in the degree of DNA unwrapping from the histone octamer and af-

fecting from 13 to 35 and more pairs of nucleotides. A fraction of nucleosomes with modified 

structure varies from 60% at 0.7 M KCl to 100% at 1.3 M KCl. Preservation of the association 

between core histones and DNA in the new conformational states ensures reversibility of struc-

tural changes when KCl concentration is reduced to a physiological level. Reversibility is ~100% 

after the transition from 0.7 M to 0.15 KCl and decreases to ~50% after the transition from 1.3 

M to 0.15 KCl.

Keywords: chromatin, nucleosome, ionic strength, fluorescence, microscopy, single molecule
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ЭКОЛОГИЧЕСКАЯ ПЛАСТИЧНОСТЬ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКОГО АППАРАТА 
HIBISCUS SYRIACUS L. В УСЛОВИЯХ ВЫСОКОЙ ТЕМПЕРАТУРЫ, ИНСОЛЯЦИИ 

И ЗАГРЯЗНЕНИЯ

Н.Г. Акиншина1,*, А.А. Азизов1, Н.И. Штонда2, А.И. Халмурзаева2, Н.Ш. Рахматуллина1

1Национальный университет Узбекистана имени Мирзо Улугбека, 
Узбекистан, 100174, г. Ташкент, ул. Университетская, 4;

2Ташкентский ботанический сад АН РУз имени академика Ф.Н. Русанова, 
Узбекистан, 100125, г. Ташкент, ул. Богишамол, 232

*e-mail: n.akinshina@yahoo.com

В статье представлены результаты изучения пигментного состава, скоростей види-
мого фотосинтеза (чистой продукции кислорода) и темнового дыхания листьев гибиску-
са сирийского (Hibiscus syriacus L.) в условиях комплексного воздействия высоких лет-
них температур, интенсивной инсоляции, загазованности и запылённости воздушной 
среды. Исследования проводились в период активной вегетации в 2017 г. на трёх терри-
ториях – Ташкентский ботанический сад АН РУз, сквер в центре города Ташкента и гор-
ная турбаза. Результаты экспериментов показали, что гибискус обладает высоким адап-
тивным потенциалом и в условиях достаточного полива хорошо приспособлен к 
экстремальным факторам среды обитания семиаридной зоны. Экологическая пластич-
ность фотосинтетического аппарата гибискуса играет существенную роль в приспосо-
блении вида к условиям среды обитания. Выявлено, что в условиях затенения у растений 
Ташкентского ботанического сада формируются крупные, широкие и тонкие “теневые” 
листовые пластинки, т.е. проявляются сциоморфные черты. Гелиоморфные признаки 
отмечены у листьев растений в горной местности, где в условиях сильной инсоляции 
формируются “световые” листья, которые имеют утолщённую и уплотнённую листовую 
пластинку гораздо меньшего размера. Адаптивный смысл подобных структурных пере-
строек листа – усиление мощности ассимиляционного аппарата, компенсирующее не-
достаток света (в случае сциоморфоза), и, напротив, – взаимное затенение фотосинте-
тических элементов, как защитная мера против повреждающего влияния избыточного 
света (в случае гелиоморфоза). Таким образом, обеспечивается необходимый растению 
постоянный уровень ассимиляции углекислого газа и продукции органических веществ, 
для поддержания энергетического баланса в разных условиях среды обитания. Изучение 
температурной зависимости скоростей темнового дыхания и видимого фотосинтеза по-
казало, что эти процессы более устойчивы к температурным повреждениям в условиях 
обитания при более экстремальных значениях факторов среды. При этом устойчивость 
увеличивается и с возрастом листа, т.е. растение адаптируется в процессе онтогенеза 
к возможным перепадам температуры. В разных условиях произрастания скорость види-
мого фотосинтеза листьев гибискуса в период активной вегетации при оптимальных 
параметрах измерения примерно одинакова – 0,20±0,05 мкмольО2/(дм2·с), это – норма 
реакции данного показателя и является видоспецифичной характеристикой фотосинте-
тического аппарата H. syriacus L. 

Ключевые слова: Hibiscus syriacus L., пигменты, видимый фотосинтез, темновое дыха-
ние, экологическая пластичность, высокая температура, инсоляция

Гибискус сирийский (вид Hibiscus syriacus L., 
род Hibiscus, сем. Malvaceae) – листопадный ку-
старник или небольшое дерево до 5–6 м высоты 
с продолжительным периодом цветения крупными 
цветками разного цвета. Родина – Китай, Индия и 
Малая Азия. Используется для озеленения как со-
литер или в групповых посадках для создания жи-
вых изгородей и аллей. Размножается семенами, 
черенками, прививками, отводками. Растёт быстро, 
выдерживает стрижку, способен к самосеву, что ука-
зывает на высокую степень адаптивности данного 
вида. Предпочитает рыхлую, плодородную влаж-

ную почву. Переносит заморозки до –22°С. В ди-
ком виде гибискус сирийский практически не 
встречается. Имеется множество гибридных форм. 

Исследования химического состава листьев, 
цветков и корней Hibiscus syriacus L. свидетель-
ствуют о наличии в них веществ, применяемых в 
медицинской практике. Например, экстракты коры 
корней растения содержат тритерпеноиды, вклю-
чая бетулин и его производные, которые ингиби-
руют рост и вызывают апоптоз клеток рака легких 
человека [1–4]. Выделенные из коры корней и 
стеблей H. syriacus L. кумарины и флавоноиды 
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проявляют ярко выраженные антиоксидантные 
свойства и ингибируют перекисное окисление ли-
пидов [5–8]. Описан антидиабетический эффект 
спиртового экстракта цветков гибискуса [9].

Очевидно, что гибискус сирийский представ-
ляет интерес не только для специалистов декора-
тивного садоводства, а также, для медиков и фарма-
кологов, как лекарственное растение. Для научно 
обоснованного культивирования вида в разных 
почвенно-климатических условиях необходимо об-
ладать информацией об экологической пластич-
ности и его адаптивном потенциале. Однако, не-
смотря на большое число работ, посвященных 
изучению химического состава тканей гибискуса, 
имеются лишь единичные исследования эколого-
физиологических особенностей данного вида. 

Так, в литературе отмечается устойчивость ги-
бискуса сирийского к загрязнению почвы и воз-
душной среды, рекомендуется выращивать его для 
восстановления земель в местах захоронения от-
ходов [10]. Показано, что гибискус чувствителен 
к холодовому стрессу, что проявляется в редукции 
фотосинтеза [11]. Описано ингибирующее действие 
дефицита воды на показатели водного обмена и 
фотосинтеза гибискуса, чувствительность растения 
к содержанию калия в почве [12]. Вместе с тем, 
имеются данные о повышенной адаптивности от-
дельных сортов вида к засухе, о том, что гибискус 
занимает промежуточное положение между мезо-
фитами и ксерофитами [13], в засушливых условиях 
у него проявляются характерные признаки ксеро-
морфных структур [14]. 

Гибискус традиционно применяется в озеле-
нении населённых пунктов Узбекистана. Экстре-
мально высокие температуры и практическое от-
сутствие атмосферных осадков являются наиболее 
неблагоприятными абиотическими факторами в пе-
риод активной вегетации, несмотря на это, гибискус 
сирийский хорошо растёт здесь в условиях полива. 
В связи с этим, изучение влияния высоких темпе-
ратур, интенсивной инсоляции и загрязнения воз-
душной среды на состояние данного вида, исклю-
чая воздействие водного дефицита, представляет 
несомненный научный и практический интерес.

Фотосинтез и дыхание – ключевые физиоло-
гические процессы в жизни растения, их характе-
ристики специфичны для каждого вида, и, вместе 
с тем, обладают высокой экологической лабильно-
стью и зависят от многих факторов среды обита-
ния. Любое стрессовое воздействие отражается на 
их интенсивности. Именно адаптация этих взаимо-
связанных процессов позволяет растениям выжи-
вать в меняющихся условиях [15, 16]. Поскольку 
известно, что гибискус характеризуется высокой 
экологической пластичностью, есть основания пред-
полагать наличие у него различных механизмов 
адаптации на уровне структурных и функциональ-
ных особенностей фотосинтетического аппарата 
(ФА). Фотосинтетические пигменты хлоропластов 
являются материальной основой фотосинтеза. Их 

состав и количественные соотношения обуславли-
вают интенсивность фотосинтеза и устойчивость 
растений к неблагоприятным условиям среды 
обитания [17].

Данная работа посвящена исследованию пиг-
ментного состава листьев, скоростей видимого фо-
тосинтеза (чистой продукции кислорода) и темно-
вого дыхания гибискуса сирийского (H. syriacus L.) 
в условиях комплексного воздействия высоких тем-
ператур, инсоляции, техногенного загрязнения на 
фоне достаточного орошения. 

Материалы и методы

Листья гибискуса сирийского, H. syriacus L., 
сорта Red heart являлись объектом данного иссле-
дования. Наблюдения проводились на трёх участ-
ках: (1) Ташкентский ботанический сад АН РУз 
(условно фоновая точка города, 480 м над уровнем 
моря, хорошее проветривание, уход, полив, при-
тенение); (2) сквер Амира Тимура (центр города 
Ташкента, “остров тепла” в городе, высокая су-
хость воздуха, загазованность и запыленность, хо-
роший полив, высокая инсоляция) и (3) турбаза 
“Янгиабад” (120 км от Ташкента, 1500–2000 м над 
уровнем моря, горная местность, более резкая 
континентальность по сравнению с городом, более 
высокая влажность воздуха, более мягкие летние 
температуры, разреженность воздуха, высокая инсо-
ляция, повышенная доля ультрафиолетового излуче-
ния в спектре солнечного света, хороший полив, 
каменистые почвы). Выбранные для исследования 
территории достаточно отличаются друг от друга 
температурным режимом, инсоляцией и составом 
воздушной среды. Так, по данным Гидрометцентра 
РУз, средние суточные температуры воздуха в июле 
2017 г. в точках 1, 2 и 3 соответственно были равны 
+29,9°С, +34°С и +21,5°С, центр города является 
наиболее тёплой зоной. По степени чистоты воз-
душной среды участки наблюдения располагаются 
в следующем порядке: самая загрязнённая – точка 
2 (сквер А.Тимура), затем – 1 (Ботанический сад) 
и, наконец, 3 (турбаза “Янгиабад” в горах).

Отбор образцов проводили в период интенсив-
ной вегетации 2017 г., с мая по октябрь; отбирали 
листья в утреннее время (8:00–8:30 утра), с 3–4-го 
междоузлия веток на высоте примерно полтора-два 
метра.

Стандартным весовым методом измеряли об-
щее содержание воды в листьях (сушка при 105°С 
до постоянного веса), содержание минеральных 
компонентов (сжигание при 600°С) [18] и рассчи-
тывали удельный вес листовой пластинки [19]. 

Концентрацию хлорофиллов и каротиноидов 
определяли спектрофотометрически при 662, 644 
и 440 нм на приборе Jasco V-450 (Jasco, Япония) 
после быстрой гомогенизации в фарфоровой ступке 
высушенной при комнатной температуре высечки 
листа диаметром 1 см и экстракции из гомогената 
80% водным раствором ацетона. Число повторов 
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составляло 5–7. Работы проводились на холоду 
(при +5…+9°C). Для определения концентрации 
пигментов в суммарной вытяжке использовали 
формулу Веттштейна (Wettstein, 1957) в пересчёте 
на 1 см2 листовой пластинки. 

Показатели скоростей видимого фотосинтеза 
и темнового дыхания измеряли в лабораторных 
условиях на высечках свежесорванных листьев при 
помощи прибора PlantVital 5030 (INNO-Concept 
GmbH, Германия) с электрохимическим сенсором 
MF 41-INN (Sensortechnik Meinsberg, Германия); 
температуры измерения +17°C, +27°C, +37°C и 
+42°C. Измерение длилось 20–25 мин. Освещение 
измеряемой пробы осуществляли люминесцент-
ным диодом в области красного спектра (635–650 
нм) [20]. 

Статистическую обработку полученных дан-
ных выполнили в программе OriginPro 7.5, графики 
построили в Microsoft Office Excel 2010. На рисунках 
и в таблицах представлены среднеарифметические 
значения измерений и их среднеквадратические 
отклонения. Вычисляли достоверность различий 
между средними с помощью 1-факторного диспер-
сионного анализа ANOVA при уровне статистиче-
ской значимости 0,05. В работе обсуждаются только 
статистически значимые различия.

Результаты и обсуждение

Лист – это очень чувствительный орган, отра-
жающий влияние любых экологических факторов 
на растение в целом. Несмотря на то, что структура 
листа обусловлена генетически и сформирована 
в процессе филогенеза вида, под действием усло-
вий обитания возможны анатомические и морфо-
логические изменения, имеющие адаптационное 
значение в жизни растений [16, 21, 22].

Измерения биометрических показателей листьев 
гибискуса, проведённые в конце вегетации, выявили 
достоверные различия между размерами листьев 
у городских и горных растений. Листовые пластинки 
гибискуса, произраставшего в условиях гор, в сен-
тябре были примерно в 2 раза меньшего размера 
по сравнению с городскими растениями (длина 
листа горного гибискуса меньше показателей рас-
тений из ботанического сада на 53%, ширина – 
на 56%) (табл. 1). У растений в условиях города, 
на участках 1 и 2, изменения в размерах листа 
были статистически не достоверны. 

Результаты проведенных наблюдений показали 
постепенное увеличение удельной плотности лис-
товой пластинки (УПЛП) у всех исследуемых рас-
тений в процессе вегетации (рис. 1). В сентябре 
УПЛП в точках 2 (центральная часть города) и 3 
(горная местность) были выше показателей гибиску-
сов ботанического сада примерно на 23–24%. 

Также было обнаружено, что в начале вегета-
ции, в мае, содержание минеральных компонен-
тов в тканях листа гибискуса составляет около 9% 
от сухого вещества, в сентябре в сухом веществе 

листьев содержится порядка 22% минеральных ве-
ществ. Интересно, что этот показатель был при-
мерно равным в листьях всех групп исследуемых 
растений, несмотря на существенные различия 
в загрязненности воздушной среды мест обитания. 
Можно предположить, что H. syriacus L. не акку-
мулирует загрязняющие минеральные вещества из 
воздуха и почвы в биомассе листьев.

Таблица 1

Длина и ширина листовой пластинки Hibiscus syriacus L. 
(Ташкент и Ташкентская область, 3–6 сентября, 2017 г.)

Место отбора 
проб

Длина 
листовой пластинки, 

см

Ширина 
листовой пластинки, см

1 10,16±0,95 6,81±0,80

2 8,81±1,22 6,09±0,97

3 4,79±0,59 3,01±0,45

Примечание: 1 – Ботанический сад АН РУз, 2 – Сквер 
А. Тимура (центр г. Ташкента), 3 – горная турбаза “Янгиабад”. 
В таблице представлены среднеарифметические значения из-
мерений и их среднеквадратические отклонения.

Итак, в условиях гор (точка 3) листья гибиску-
са были наименьшего размера с наибольшей плот-
ностью листовой пластинки, более высоким со-
держанием органического вещества на единицу 
поверхности. Скорее всего, это связано с адапта-
ционными изменениями листа, вызванными в 
первую очередь уровнем освещённости места оби-
тания. Следует отметить, что листья гибискусов 
ботанического сада имеют выраженные сцио-
морфные признаки “теневых” листьев, а листья 
гибискусов с горной турбазы имеют “световые” 
черты (гелиоморфные), листья центральной части 
города занимают промежуточное положение. Из-
вестно, что сциоморфные черты возникают при 
формировании листовой пластинки в затенении. 
Так, в условиях ботанического сада, под пологом 
крупных деревьев при сниженной интенсивности 
света тормозится рост клеток листа в высоту (пер-
пендикулярно поверхности листа), но продолжа-
ется рост в ширину, в результате чего формируются 
крупные, широкие и тонкие листовые пластинки 
[22]. Гелиомрфные черты формируются у растений 
в условиях сильной инсоляции. Многими иссле-
дованиями доказано, что сильное освещение ока-
зывает стимулирующее действие на рост клеток 
мезофилла в высоту, это приводит к образованию 
у световых листьев утолщённой и плотно сложен-
ной палисадной ткани и к общему утолщению 
листовой пластинки. Вместе с тем, поверхностный 
рост отстаёт, в итоге образуются более мелкие ли-
стья. Именно поэтому у горных растений листья 
мелкого размера и увеличена УПЛП. Следует от-
метить, что часто наблюдается сочетанное воздей-
ствие инсоляции, сильного нагревания и загряз-
нения воздушной среды (как в условиях обитания 
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в центре города) или воздействие инсоляции, по-

вышенной доли ультрафиолетовых лучей и разре-

женности воздуха (как в горах). Комплексное влия-

ние сразу нескольких экологических факторов 

вызывает комплексные адаптации, которые труд-

нее идентифицировать. 

Изучение содержания пигментов фотосинтеза 

в единице площади листа показало, что в процессе 

активного роста и развития растений (с мая по 

сентябрь) происходит увеличение общего количе-

ства пигментов в листьях гибискуса (табл. 2). В ок-

тябре-ноябре этот показатель снижается, что свя-

зано с завершением вегетации и деструктивными 

процессами в тканях листа, в конце ноября листья 

с первыми заморозками желтеют и опадают. 

Результаты измерений показали, что в мае об-

щее количество пигментов в единице поверхности 

листа у гибискусов, выращиваемых в центре города 

и в ботаническом саду было примерно одинаковым 

(соответственно 34,65 мкг/см2 и 31,33 мкг/см2). 

Причём, содержание хлорофилла b (Хл b) в группе 

растений из сквера в центре Ташкента было на 26,5% 

достоверно выше, чем у растений ботсада. 

Сравнение этих же показателей в конце веге-

тации (среднее за август и сентябрь) не выявило 

достоверных отличий в общем количестве пиг-

ментов, у гибискусов в центре города сумма всех 

пигментов была 44,66 мкг/см2, в ботаническом 

саду – 44,43 мкг/см2. При этом, количество каро-

тиноидов в листьях растений центральной части 

города на 17% было ниже, чем у гибискусов ботсада. 

К концу вегетации у гибискусов ботанического 
сада, обитающих в условиях притенения, отмечен 
наибольший прирост содержания пигментов в еди-
нице поверхности листа. Так, по сравнению с по-
казателями мая, содержание хлорофилла а (Хл а) 
в сентябре у растений этой группы увеличилось на 
78,6%, Хл b – на 50,7%, каротиноидов – на 86,2%. 
В листьях гибискусов из центральной части города 
(в условиях высокой инсоляции и загазованности/
запыления) к сентябрю содержание Хл а выросло 
на 54%, каротиноидов – на 51%, (повышение содер-
жания Хл b было статистически не достоверно).

Статистический анализ данных не выявил до-
стоверных отличий в содержании Хл а в сентябре 
в листьях растений Ташкентского ботанического 
сада и центральной части города, 28,52±2,27 мкг/см2 
и 26,99±2,63 мкг/см2 соответственно. Вместе с тем, 
у растений с горной турбазы этот показатель был 
достоверно выше на 30 и 36% относительно пока-
зателей городских гибискусов (36,81±6,52 мкг/см2). 

Содержание Хл b в тканях листьев гибискуса из 
ботанического сада и со сквера достигло в сентя-
бре 11,49±2,17 мкг/см2 и 10,40±1,47 мкг/см2 соот-
ветственно, в листьях растений с горной турбазы – 
15,96±0,88 мкг/см2, что на 39 и 54% превышает 
показатели городских растений.

Соотношение Хл а/Хл b у городских растений 
в сентябре было 2,6; у листьев гибискусов с горной 
турбазы – 2,3. Считается, чем больше это соотно-
шение, тем выше интенсивность фотосинтеза у рас-
тений, в норме оно должно соответствовать 2,2–3,0. 
Значит, этот показатель гибискуса сирийского на-

Рис. 1. Динамика изменения показетелей удельной плотности листовой пластинки (УПЛП) и зольности листьев Hibiscus syriacus L. 
в период активной вегетации 2017 г.

(Территории исследования: 1 – Ташкентский ботанический сад АН РУз, 2 – центральная часть Ташкента, сквер А. Тимура, 
3 – горная турбаза “Янгиабад”)
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Таблица 2

Содержание пигментов фотосинтеза в листьях Hibiscus syriacus L. в период интенсивной вегетации 
(Ташкент и Ташкентская область, 2017 г.) 

Место отбора 
проб

Время отбора 
проб

Хл а Хл b Кар
Хл а/b Хл/Кар

мкг/см2

1 май 15,97±0,89 7,63±0,70 7,73±0,37 2,09 3,05

июнь 20,54±0,26 7,01±0,52 8,77±0,12 2,93 3,14

июль 22,00±1,46 7,00±0,94 8,00±2,02 3,14 3,63

август 24,94±0,46 9,77±0,74 12,51±0,27 2,55 2,78

сентябрь 28,52±2,27 11,49±2,17 14,40±0,69 2,61 2,88

октябрь 22,31±0,23 8,00±0,55 10,15±0,10 2,79 2,99

2 май 17,51±0,12 9,65±0,22 7,49±0,00 1,81 3,63

июнь 24,08±0,95 9,16±0,19 8,44±0,53 2,63 3,94

июль 25,00±1,29 8,22±0,98 7,05±0,84 3,04 4,71

август 27,63±1,28 8,80±0,22 11,05±0,91 3,14 3,30

сентябрь 26,99±2,63 10,40±1,47 11,31±0,56 2,60 3,30

октябрь 18,01±3,19 7,33±3,74 8,98±2,99 2,46 2,82

3 август 26,49±1,71 12,42±1,48 11,84±3,06 2,13 3,29

сентябрь 36,81±6,52 15,96±0,88 16,21±2,06 2,31 3,26

Примечание: Места отбора проб: 1 – Ботанический сад АН РУз, 2 – Сквер А. Тимура (центр г. Ташкента), 3 – горная турбаза 
“Янгиабад”. Сокращения: Хл а – содержание хлорофилла а, Хл b – содержание хлорофилла b, Кар – содержание каротиноидов, 
Хл а/b – отношение содержания хлорофилла а к содержанию хлорофилла b, Хл/ Кар – отношение общего содержания хлоро-
филлов к содержанию каротиноидов.

ходится в пределах нормы, ФА растений достаточно 
хорошо адаптирован к условиям среды обитания 
в городе Ташкенте и на территории горной базы. 

При этом соотношение общего количества 
хлорофилла к количеству каротиноидов в августе-
сентябре у гибискусов ботанического сада (в усло-
виях притенения) составляло примерно 2,8, а у 
гибискусов центральной части города и горной 
турбазы (в условиях высокой инсоляции) этот по-
казатель был равен 3,3. Как правило, хлорофилла 
в листьях приблизительно в 3 раза больше, чем ка-
ротиноидов. Уменьшение данного показателя сви-
детельствует о снижении светособирающей функции 
пигментного комплекса листа под воздействием 
неблагоприятных факторов среды обитания. В дан-
ном случае, высокие летние температуры и недоста-
точная освещённость явились “неблагоприятным” 
фактором для гибискуса сирийского, что может 
свидетельствовать о светолюбивости данного вида. 
Пигментные комплексы листа гибискуса сирий-
ского при хорошем поливе лучше адаптированы 
к высокой инсоляции и загрязнению воздушной 
среды, чем к недостатку света в сочетании с высо-
кой температурой.

Концентрация каротиноидов в листьях гибис-
кусов, выращиваемых в горных условиях, в сентя-
бре была больше, чем в центральной части Таш-
кента на 43%, и составляла 16,21±2,06 мкг/см2, 

разница в содержании каротиноидов в листьях 
растений с гор и ботанического сада была стати-
стически не достоверна. 

Увеличение количества каротиноидов связано 
с адаптивными перестройками ФА клеток листа 
для защиты от избыточной солнечной радиации. 
Известно, что в условиях высокой инсоляции и 
жёсткого ультрафиолетового излучения (характер-
ных для горного участка 3) происходит накопление 
каротиноидов, которые защищают реакционные 
центры ФА от фотоингибирования и индуциро-
ванных температурой повреждений, таких как фо-
тоокислительное разрушение элементов пигмент-
ного аппарата и электронно-транспортной цепи, 
улавливая активизированный (синглетный) кис-
лород [23, 24]. Как описано в ряде работ [23, 25], 
в ответ на действие высокой температуры, воз-
можна такая же реакция, что объясняет накопление 
каротиноидов в листьях растений ботанического 
сада.

Наименьшее количество каротиноидов отме-
чено в листьях растений в центре города (точка 2), 
что можно объяснить высокой степенью запылён-
ности воздушной среды на данной территории и 
оседанием пыли на листовой пластинке. Возмож-
но, пыль в данном случае защищала от избыточ-
ных солнечных лучей. 
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Таким образом, результаты исследования по-
казали, что листья растений 3-й исследуемой 
группы (на территории горной турбазы в условиях 
среднегорья) в конце вегетации содержат больше 
пигментов (Хл а, Хл b, Кар) в единице поверхно-
сти, чем городские растения (группы 1 и 2). Ско-
рее всего, это связано с гелиоморфными и, отчасти, 
ореофильными особенностями листьев горных ги-
бискусов, а именно, с многорядностью палисадной 
ткани и высокой плотностью хлоропластов в клетке 
листа. Многочисленность хлоропластов в данном 
случае может быть обусловлена стимулирующим 
действием сильного света на их репликацию [22]. 
Выявленные у растений ботанического сада сцио-
морфные признаки обуславливают меньшую насы-
щенность единицы площади листа хлоропластами 
при одновременном увеличении содержания в них 
пигментов. Адаптивный смысл подобных струк-
турных перестроек ФА листа – усиление мощно-
сти ассимиляционного аппарата, компенсирующее 
недостаток света (в случае сциоморфоза), и, на-
против, – взаимное затенение фотосинтетических 
элементов, как защитная мера против повреждаю-
щего влияния избыточного света (в случае гелио-
морфоза). К тому же, по литературным данным 
[22], в листьях с высокой концентрацией хлоро-
пластов значительно снижается сопротивление 
диффузии СО

2 в мезофилл, что имеет важное зна-
чение для горных растений, где ощущается низкое 
парциальное давление углекислого газа. 

Известно, что функциональная активность 
фотосинтеза, оцениваемая по скорости продукции 
кислорода, значительно зависит от температурного 
фактора. На разных стадиях зрелости листа гибис-
куса были проведены измерения скорости види-
мого фотосинтеза, а также, скорости темнового 
дыхания, причём измерения проводили при разных 
температурных режимах в измерительной ячейке. 
Результаты измерений представлены на рис. 2.

Обнаружено, что у молодых листьев (июнь), 
как правило, наблюдается прямая корреляционная 
зависимость между уровнем газообмена и темпера-
турой, то есть, с повышением температуры увели-
чиваются скорости дыхания и фотосинтеза в них. 

Чувствительность ФА листа гибискуса к тем-
пературе, оцениваемая по степени изменения ско-
рости чистой продукции кислорода, менялась 
в онтогенезе. Так, амплитуда реакции у молодых 
(незрелых) листьев в ответ на температурное воз-
действие была гораздо больше, чем у взрослых. 
В конце вегетации чувствительность скорости види-
мого фотосинтеза к температурным воздействиям 
снижалась до минимума, достоверных изменений 
относительно контроля (+27°С) часто не наблюда-
лось. Значения скорости чистой продукции в от-
вет на повышение температуры до +37°С и +42°С 
у молодых листьев растений из ботанического сада 
были почти в 2 раза выше, чем у растений из точки 2 
(центр города) с более сложными условиями среды, 
более высокими показателями инсоляции, темпе-

ратуры и загрязнённости. При этом у молодых 
листьев гибискуса в центре города скорость дыха-
ния в темноте была несколько выше, чем у расте-
ний из ботсада. 

Более резко снижались показатели газообмена 
гибискуса из ботанического сада и при воздей-
ствии низкой температуры. Если считать +27°С 
контрольной температурой, то в ответ на понижение 
температуры до +17°С скорость видимого фото-
синтеза у молодого листа гибискуса из ботаниче-
ского сада уменьшалась почти на 60% относительно 
контроля. Под влиянием высоких температур, 
+37°С и +42°С, этот показатель возрастал на 88% 
и 109% соответственно. 

У зрелого листа (в сентябре) с этого же места 
обитания под влиянием температуры +17°С ско-
рость видимого фотосинтеза снижалась на 53%, а 
достоверных изменений в ответ на повышение 
температуры до +37°С и +42°С не наблюдалось.

Гибискус сирийский, выращиваемый в усло-
виях интенсивной инсоляции, высокой темпера-
туры воздуха и почвы, загрязнения воздушной 
среды в центре Ташкента на сквере А. Тимура, 
проявлял похожую реакцию, но с меньшей ампли-
тудой. Так, у молодых листьев в ответ на воздей-
ствие +17°С скорость видимого фотосинтеза сни-
жалась на 39%. Под влиянием температур +37°С и 
+42°С, показатели увеличивались соответственно 
на 18 и 25% относительно контрольных параметров. 
В сентябре у листьев гибискуса на сквере стати-
стически достоверных изменений скорости види-
мого фотосинтеза в ответ на изменения темпера-
туры не выявлено.

У растений третьей группы, произрастающих 
в горных условиях, измерения проводились в авгу-
сте и сентябре на зрелых листьях (рис. 3). Резуль-
таты показали, что скорость видимого фотосинтеза 
в сентябре достоверно не менялась под воздей-
ствием низких или высоких температур и остава-
лась на постоянном уровне. В августе отмечено, 
что под влиянием температур +37 и +42°С ско-
рость чистой продукции кислорода увеличивалась 
на 53,3% и 63% соответственно.

В рамках исследования было изучено влияние 
температуры на темновое дыхание листьев гибис-
куса сирийского на разных стадиях онтогенеза. 
Обнаружено, что скорости дыхания молодых ли-
стьев в темноте более резко менялись в ответ на 
изменения температуры, по сравнению с более 
зрелыми листьями.

Так, в ответ на понижение температуры до 
+17°С у листьев гибискуса из ботанического сада 
в начале активной вегетации (июнь) скорость ды-
хания достоверно снижалась на 57% относительно 
контрольного показателя при +27°С. Повышение 
температуры до +37°С и +42°С приводило к акти-
вации дыхания на 89 и 160% соответственно. В ав-
густе достоверных изменений в скоростях дыхания 
у листьев этой группы в ответ на низкую темпера-
туру не наблюдалось. Высокие температуры уве-
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Рис. 2. Скорости видимого фотосинтеза (нетто продукции кислорода, мкмоль О2/(дм2·с)) и дыхания в темноте (потребления 
кислорода, – мкмоль О2/(дм2·с)) у листьев Hibiscus syriacus L. в Ташкенте 

(Территории исследования: (1) Ташкентский ботанический сад АН РУз, (2) центральная часть Ташкента, сквер А. Тимура; изме-
рения проводились на высечках свежих листьев в диапазоне длин волн 635–650 нм, при температурах в измерительной ячейке 

17, 27, 37 и 42°С; 9–15 повторов; время измерения – 20–25 мин)

личивали скорости дыхания на 70% (+37°С) и 
104% (+42°С). В сентябре изменений в скорости 
дыхания листьев гибискуса из ботанического сада 
под влиянием высоких температур не выявлено.

Дыхание листьев растений обитающих в центре 
города (точка 2) в июне в ответ на температуру 
+27°С и +37°С не отличалось от показателей рас-
тений ботанического сада, хотя под действием 
+17°С скорости дыхания были выше на 120%, а 
при +42°С – выше на 18%. При этом сама реакция 
темнового дыхания на изменение температуры была 
менее выраженной. Так, скорость темнового ды-
хания при +17°С снизилась на 35%, относительно 

показателя при контрольной температуре +27°С. 
Повышение температуры до +37°С и +42°С при-
водило к активации дыхания на 48 и 108% соот-
ветственно. В конце вегетации достоверных изме-
нений в скорости дыхания этой группы под 
влиянием высоких температур не выявлено.

Интересно отметить, что у горных гибискусов, 
обитающих в условиях постоянного резкого пере-
пада дневных и ночных температур, наблюдалась 
прямая корреляция между скоростью дыхания и 
температурой в августе и сентябре. Так, в сентябре, 
в ответ на понижение температуры до +17°С ско-
рость дыхания в темноте снижается на 47%, а при 
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увеличении температуры до +42°С, возрастает на 
62%. При этом статистически достоверных отли-
чий от показателей городских растений измерен-
ных в это же время не наблюдается.

В июле у городских растений отмечено умень-
шение скорости чистой продукции кислорода, 
у растений ботанического сада показатель снижа-
ется на 75% относительно июня, а у гибискуса 
со сквера – на 28% (при температуре измерения 
+27°С). Возможно, это объясняется определёнными 
физиологическими перестройками, вызванными 
подготовкой растения к цветению и сдвигом энер-
гетического баланса в сторону катаболических 
процессов. К тому же, в июле 2017 г. в городе Таш-
кенте держались экстремально высокие дневные 
температуры, от +42°С до +44°С, которые, как из-
вестно, ингибируют фотосинтез, как световую 
фазу, так и фиксацию углекислоты [25]. При этом 
скорость темнового дыхания у листьев растений 
ботанического сада снижается на 49% по сравне-
нию с показателями июня. У гибискуса, выращи-
ваемого на сквере в условиях самых высоких темпе-
ратур в городе, скорости дыхания в июне и июле 
не отличаются. Возможно, гибискус сирийский 
лучше переносит высокие температуры среды оби-
тания в условиях хорошего освещения, чем в усло-
виях притенения. 

Итак, чем экстремальнее условия мест обита-
ния гибискуса, тем более устойчив процесс про-
дукции кислорода к температурным воздействиям, 
причем, устойчивость увеличивается к концу ве-
гетации, т.е. в процессе онтогенеза растение адап-
тируется к возможным перепадам температуры. 
Чувствительность темнового дыхания листьев 
к температурным изменениям несколько ниже, 
чем чувствительность фотосинтеза.

Максимальные скорости видимого фотосин-
теза у гибискуса сирийского в разных условиях 
обитания (при температуре измерения +27°С) на-
блюдались в июне и составляли в среднем 0,24–
0,27 мкмоль О2/(дм2·с), в июле-августе скорости 

нетто-продукции несколько снижались до 0,14–
0,24 мкмоль О2/(дм2·с), в сентябре варьировали от 
0,18 до 0,19 мкмоль О2/(дм2·с). 

Таким образом, несмотря на отличия в усло-
виях выращивания H. syriacus (а именно, в уровне 
инсоляции, температуре воздуха и почвы, загряз-
нённости газами и пылевыми частицами) скорость 
видимого фотосинтеза при оптимальных условиях 
измерения (+27°С, 635–650 нм) оставалась на оди-
наковом уровне, 0,20±0,05 мкмоль О2/(дм2·с). Ин-
тересно отметить, что в более ранней работе амери-
канских учёных [12] указано, что скорость чистой 
продукции гибискуса в условиях достаточного по-
лива варьировала в зависимости от содержания 
калия в почве от 17,95 до 22,69 мкмоль О2/(м2·с). 
Таким образом, можно полагать, что полученная 
нами в эксперименте величина скорости види-
мого фотосинтеза (чистой продукции кислорода) 
0,20±0,05 мкмоль О2/(дм2·с) – норма реакции 
данного показателя и является видоспецифичной 
характеристикой фотосинтетического аппарата 
гибискуса. 

Можно заключить, что гибискус сирийский 
(Hibiscus syriacus L.) обладает высоким адаптивным 
потенциалом и в условиях достаточного полива 
хорошо приспособлен к экстремальным факторам 
семиаридной зоны. Показано, что экологическая 
пластичность фотосинтетического аппарата гибис-
куса играет существенную роль в приспособлении 
вида к условиям среды обитания. Следует отме-
тить, что в естественных условиях обитания, как 
правило, наблюдается совместное воздействие 
разных экологических факторов на растения. Для 
участка наблюдения в ботаническом саду харак-
терно сочетание таких факторов, как притенение 
и высокая летняя температура. Интенсивная ин-
соляция, высокая температура и загрязнение воз-
душной среды оказывают основное влияние на 
жизнь растений в центре города. Резкие перепады 
дневных и ночных температур, высокая инсоляция, 
повышенная доля ультрафиолетовых лучей в спектре 

Рис. 3. Скорости видимого фотосинтеза и дыхания в темноте у листьев Hibiscus syriacus L. в горных условиях, август и сентябрь, 
2017 г.

(Территория исследования: горная турбаза “Янгиабад” в Ташкентской области; измерения проводились на высечках свежих 
листьев в диапазоне длин волн 635–650 нм и при температурах в измерительной ячейке 17, 27, 37 и 42°С; 9–15 повторов; время 

измерения – 20–25 мин)
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солнечного света и разреженность воздуха явля-
ются важными факторами среды обитания расте-
ний на территории горной турбазы. Комплексное 
влияние сразу нескольких экологических факто-
ров вызывает комплексные адаптации, которые 
бывает трудно идентифицировать. Тем не менее, 
у листьев гибискуса сирийского, обнаружены выра-
женные признаки сциоморфоза и гелиоморфоза, 
являющиеся результатом адаптации к разным ус-
ловиям освещенности. Сциоморфные черты про-
являются у растений Ташкентского ботанического 
сада, в условиях затенения у них формируются 
крупные, широкие и тонкие “теневые” листовые 
пластинки. Гелиомрфные признаки выявлены у 
листьев растений в горной местности, под воздей-
ствием сильной инсоляции так называемые “све-
товые” листья имеют утолщённую и уплотнённую 
листовую пластинку гораздо меньшего размера. 

Содержание фотосинтетических пигментов (хло-
рофиллов и каротиноидов) в единице поверхности 
листьев всех исследуемых растений постепенно 
возрастало с мая по сентябрь. Достоверных разли-
чий в общем количестве пигментов в листьях рас-
тений, произраставших в городских условиях, не 
обнаружено. 

Листья гибискуса сирийского на территории 
горной турбазы в конце вегетации содержат боль-
ше пигментов (Хл а, Хл b, Кар) в единице поверх-
ности, чем городские растения. Это связано с их 
гелиоморфными и, отчасти, ореофильными особен-
ностями, а именно, с высокой плотностью хлоро-
пластов в клетке листа. Сциоморфные признаки, 
выявленные у растений ботанического сада, обуслав-

ливают меньшую насыщенность единицы площади 
листа хлоропластами при одновременном увели-
чении содержания в них пигментов. Адаптивный 
смысл подобных структурных перестроек ФА листа – 
усиление мощности ассимиляционного аппарата, 
компенсирующее недостаток света (в случае сцио-
морфоза), и, напротив, – взаимное затенение фо-
тосинтетических элементов, как защитная мера про-
тив повреждающего влияния избыточного света 
(в случае гелиоморфоза). Таким образом, обеспе-
чивается необходимый растению постоянный уро-
вень ассимиляции углекислого газа и продукции 
органических веществ, для поддержания энергети-
ческого баланса в разных условиях среды обитания. 

Изучение температурной зависимости скоростей 
темнового дыхания и видимого фотосинтеза пока-
зало, что, чем более экстремальными условиями 
характеризуется место обитания, тем более устой-
чивы эти процессы к температурным воздействи-
ям. Выявлено, что устойчивость увеличивается 
с возрастом растения, т.е. растение в онтогенезе 
адаптируется к возможным перепадам температуры 
и температурным повреждениям.

Скорость видимого фотосинтеза листьев ги-
бискуса при оптимальных условиях измерения оста-
ётся в разных экологических условиях примерно на 
одинаковом уровне – 0,20±0,05 мкмоль О

2/(дм2·с). 
Это – норма реакции данного показателя и явля-
ется видоспецифичной характеристикой фотосин-
тетического аппарата H. syriacus L. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства инновационного развития РУз (про-
ект БВ-М-Ф-5-001).
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ECOLOGICAL PLASTICITY OF THE PHOTOSYNTHETIC APPARATUS 
OF HIBISCUS SYRIACUS L. UNDER PRESSURE OF HIGH TEMPERATURE, 

INSOLATION AND AIR POLLUTION

N.G. Аkinshina1,*, А.A. Аzizov1, N.I. Shtonda2, А.I. Khalmurzayeva2, N.Sh. Rakhmatullina1

1Мirzo Ulugbek National University of Uzbekistan, Uzbekistan, 100174, Tashkent, University street 4; 
2Academician F.N. Rusanov Tashkent Botanical Garden of AS of RUz, 

Uzbekistan, 100125, Tashkent, Bogishamol street 232
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Integrated effect of high temperature, insolation and anthropogenic pollution on pigment 

content, net oxygen production and dark respiration rates of Hibiscus syriacus L. is described in 

the paper. There were three observation sites under the study: Tashkent Botanical Garden, public 

garden in central part of Tashkent city and mountain holiday camp. High adaptive potential of 

H. syriacus L. was revealed; it is recognized as well adapted to environmental stress factors of arid 

and semiarid zone under good irrigation. Ecological plasticity of photosynthetic apparatus of hi-

biscus plays key role in the adaptation. It was revealed, that plants under the shade (in Tashkent 

Botanical Garden) had long, wide and thin leaves, recognized as manifestation of sciomorphosis. 

Heliomorphosis features of hibiscus’ leaves were identified in mountains under the high solar ir-

radiation; there were thickened and compacted leaves of small sizes. Such leaf structure modifi-

cations have adaptive significance – it is for strengthening of photosynthetic capacity to com-

pensate deficiency in sun light (in case of sciomorphosis); and on the contrary, – it is for shading 

of sensitive to redundant solar radiation photosynthetic elements to protect from oxidative dam-

ages (in case of heliomorphosis). Thus, the plant needs in carbon dioxide assimilation and or-

ganic matter production for maintenance of constant energy balance under different stress envi-

ronment are provided. It was revealed that unfavorable (extreme) environment improved the 

resistance of dark respiration and net production of oxygen to temperature injuries (the worse 

environment, the higher plant resistance to temperature injuries). Besides, the higher resistance 

was detected for mature age leaves of H. syriacus in comparison with young ones. Thus, plants 

adapt to probable temperature drops gradually during their ontogenesis. Net oxygen production 

rate of H. syriacus (measured at optimal conditions – +27°C and 635–650 nm) was of the same 

level in different sites under the study during all the time of active vegetation; it was about 

0,20±0,05 μmol О
2/(dm2·s). It is considered as norm of reaction of net production (visible pho-

tosynthesis) rate of H. syriacus and as specific feature of its photosynthetic apparatus. 

Keywords: Hibiscus syriacus L., pigments, net oxygen production, dark respiration, ecological 

plasticity, high temperature, insolation
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ВЛИЯНИЕ УДАЛЕНИЯ КОРНЕЙ НА СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНИНОВ 
В КЛЕТКАХ АПЕКСА ПОБЕГА АРАБИДОПСИСА

Г.Р. Ахиярова1,*, А.В. Коробова1, С.Ю. Веселов2, Г.Р. Кудоярова1, Д.С. Веселов1

1Уфимский институт биологии УФИЦ РАН, Россия, 450054, г. Уфа, пр. Октября, д. 69;
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Изучено влияние удаления корней на содержание цитокининов в апексах побегов 
растений арабидопсиса. Для оценки уровня гормонов в клетках применяли метод имму-
ногистохимической локализации с использованием антител против рибозида зеатина. 
Для предотвращения вымывания цитокининов из клеток в процессе дегидратации при-
меняли дифференциальный метод конъюгирования свободных пуриновых оснований и 
их рибозидов. Показано, что удаление корней снижает иммунное окрашивание на зеа-
тин клеток апикальной меристемы побега. Выявлено снижение уровня зеатина в клетках 
апекса побега под влиянием протонофора, что указывает на роль процесса вторично-ак-
тивного трансмембранного переноса цитокининов в поддержании их уровня в клетках 
апекса побега.

Ключевые слова: арабидопсис, зеатин, зеатин-рибозид, изопентениладенин, апекс по-
бега, транспор1т из корней, иммуногистохимическая локализация

Обнаружение фитогормонов в ксилемном соке 
растений послужило стимулом для формулировки 
важной концепции, предполагающей их роль в пе-
редаче сигналов из корней в побеги (см. ссылки об-
зора Кудояровой и соавт. [1]). Проф. О.Н. Кулаева 
первая показала присутствие к ксилемном соке 
цитокининподобных соединений, способных задер-
живать старение листьев [2], что привлекло внима-
ние исследователей к изучению роли цитокининов 
как корневых сигналов. Было показано изменение 
концентрации цитокининов в ксилемном соке под 
влиянием засухи [3] или повышении концентрации 
нитратов [4], а также при многих других воздей-
ствиях [1, 5], что сопровождалось изменением как 
скорости роста побега и старения листьев, так и 
транспирации и экспрессии генов цитокининового 
ответа в листьях. Эти результаты подтверждали зна-
чение корневых цитокининов как сигналов, регу-
лирующих функциональную активность побега. 
Вместе с тем роль цитокининов, синтезируемых в 
корнях растений, стала предметом дискуссий по-
сле того, как экспрессия IPT-генов, контролирую-
щих синтез цитокининов, была выявлена не только 
в корнях, но и в побегах растений [6]. Было выска-
зано предположение о так называемом “паракрин-
ном”, т.е. локальном действии цитокининов только 
в месте их синтеза [7]. Однако этому предположению 
противоречили данные о пониженном содержании 
цитокининов в семядольных листьях и соцветиях 
и их накоплении в корнях растений мутанта по пе-
реносчику цитокининов [8]. Поскольку растения 
мутанта отличались нарушениями функций побе-
гов, эти результаты подтверждали функциональную 

роль притока цитокининов из корней. Необходимо 
отметить, что в работах, посвященных роли кор-
невых цитокининов в регуляции функций побега, 
недостаточно внимания уделялось его апексу. Между 
тем, важная роль цитокининов в поддержании де-
ления апикальной меристемы побега хорошо из-
вестна [9]. Пробелы в сведениях на этот счет, ско-
рее всего, связаны с техническими сложностями 
определения гормонов в таких мелких структурах, 
как апикальная меристема побега. В данной работе 
мы использовали метод иммуногистохимической 
локализации цитокининов с использованием анти-
тел к рибозидам зеатина и изопентениладенозина 
(ИПА), который хорошо зарекомендовал себя при 
изучении апикальной меристемы побега [10, 11]. 
Этот подход обладает преимуществом по сравнению 
с методом выявления цитокининов с помощью био-
сенсоров цитокининов, основанном на использова-
нии трансгенных растений, у которых репортерный 
ген находится под контролем чувствительного к ци-
токининам промотора. Это преимущество заклю-
чается в том, что иммуногистохимическая локали-
зация позволяет оценить относительный уровень 
гормонов в тканях независимо от чувствительности 
клеток к цитокининам, от которой зависит их выяв-
ление с помощью биосенсоров [12]. В цитируемой 
работе приведен пример повышения уровня цито-
кининов при охлаждении растений, выявленного 
с помощью биосенсора, в то время как содержание 
цитокининов по результатам их количественной 
оценки не менялось. Кроме того, разработанная 
нами модификация опыта позволяла раздельно 
выявлять на срезах свободные и рибозилированные 
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формы цитокининов за счет их специфичной фик-
сации, в то время как при использовании метода 
биосенсоров репортерные конструкции выявляют 
преимущественно активные формы цитокининов.

Для оценки вклада переносчиков цитокини-
нов в их накопление в клетках апексов побега был 
использован протонофор карбонилцианид m-хлор-
офенилгидразона [13], подавляющий функции пе-
реносчиков за счет разрушения градиента водорода, 
являющегося источником энергии для вторично-
активного трансмембранного переноса.

Материалы и методы

Выращивание растений. Семена растений ара-
бидопсиса (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh) экотипа 
Columbia (Col) проращивали на влажной бумаге 
в чашках Петри после стратификации в течение 
3 сут при 4°C. Затем семена переносили на поверх-
ность песка, находящегося в контейнерах объемом 
100 мл и насыщенного питательным раствором 
Хогланда-Арнона, после чего выращивали в кли-
матической камере (MLR-350H, Sanyo, Япония) 
при 23°С/19°С (день/ночь), 80%-ной влажности 
воздуха, освещенности 120 мкмоль · м–2 · с–1 фото-
синтетически активной радиации и 16-часовом 
фотопериоде, как описано ранее [14]. Растения по-
лучали дистиллированную воду для компенсации 
транспирационных потерь, которые измеряли, взве-
шивая контейнеры; влажность песка поддерживали 
на уровне 60% от полной влагоемкости. В экспери-
ментах с удалением корней растения выращивали 
в контейнерах с песком в течение 10 сут. Затем их 
аккуратно переносили в лунки полистироловых 
планшетов, в дне которых были просверлены от-
верстия, и микропланшеты помещали в пятилит-
ровые контейнеры, в которых планшеты плавали 
на поверхности разведенного в десять раз раствора 
Хогланда-Арнона. Через 2 сут у части растений 
корни аккуратно отрезали лезвием бритвы, после 
чего побеги снова опускали в лунки планшета, 
плавающего на поверхности питательного раствора. 
Фиксацию побегов для иммунолокализации цито-
кининов в апексах производили через 2 ч после 
удаления корней.

В другой серии экспериментов для подавления 
вторично-активного транспорта побеги 12-суточ-
ных растений, выращенных в контейнерах с песком, 
опрыскивали раствором протонофора карбонил-
цианида m-хлорофенилгидразона в концентрации 
10 мкМ. Последующую фиксацию побегов расте-
ний арабидопсиса для иммунолокализации цито-
кининов в апексах производили через 30 мин после 
опрыскивания растений.

Иммунолокализация цитокининов. Процедура, 
модифицированная по сравнению с описанной 
ранее [13], проводилась с помощью антител кро-
лика против цитокининов –рибозида зеатина и 
ИПА. Сыворотки отличались высокой реактивно-
стью по отношению к производным того азоти-

стого основания цитокинина, к рибозиду которого 
были получены антитела (соответствующему пу-
риновому основанию и его рибозиду), и низкой 
кроссреактивностью по отношению к производным 
азотистого основания другого цитокинина: сыво-
ротка против рибозида зеатина имела высокую ре-
активность по отношению к транс-зеатину и низ-
кую – к цис-зеатину и изопентениладенину (ИП) 
и ИПА, а сыворотка к ИПА – высокую реактив-
ность к ИП и низкую – к зеатину и его рибозиду. 
Апексы побегов отделяли для раздельной иммуно-
локализации свободных оснований и их рибози-
лированных форм с помощью метода их диффе-
ренциальной конъюгации с белками тканей перед 
дегидратацией. Рибозилированные формы конъюги-
ровали с помощью 20мМ периодата натрия, кото-
рый активирует гидроксильные радикалы рибозы, 
обеспечивая связывание с белками. Поскольку после 
связывания рибозилированных цитокининов с по-
мощью периодата натрия проводят постфиксацию 
тканей смесью альдегидов [15], в результате может 
происходить связывание не только рибозилиро-
ванных, но и свободных азотистых оснований 
с белками. Для того чтобы избежать этого, была 
использована модифицированная методика [16], 
которая предотвращает конъюгирование свободных 
оснований с белками путем повышения рН рас-
твора (до 9,6) во время фиксации тканей листа 
смесью альдегидов. Детали процедуры заключались 
в следующем. Для связывания рибозилированных 
цитокининов с белками растений апексы побегов 
обрабатывали периодатом натрия и затем фиксиро-
вали смесью 4%-ного параформальдегида и 0,1%-ного 
глутарового альдегида в 50 мМ карбонатном буфере 
(pH 9,6). Пуриновые остатки свободных цитоки-
нинов конъюгировали с белками смесью 4%-ного 
параформальдегида и 0,1%-ного глутарового аль-
дегида в 100 мМ фосфатном буфере (pH 7,2). Ри-
бозилированные цитокинины при таком способе 
фиксации (без предварительной обработки перио-
датом натрия) не связываются с белками [15]. 

Вслед за фиксацией смесью альдегидов апексы 
побега дегидратировали в серии разведений этанола 
(до 96 %). Ткани затем заключали в смолу (JB-4, 
Electron Microscopy Sciences, США), как рекомен-
дуется производителем. Гистологические срезы 
(1,5 мкм толщиной) готовили с помощью ротацион-
ного микротома (HM 325, MICROM Laborgeräte, 
Германия) и помещали на предметные стекла, как 
описано ранее [13]. Вкратце, срезы инкубировали 
в течение 30 мин в 100 мМ фосфатном буфере (pH 
7,2), содержащем желатин и Твин 20 (ФЖТ), и за-
тем в течение 2 ч во влажной камере при комнат-
ной температуре с сывороткой против рибозида 
зеатина или ИПА (по 20 мкл на каждый срез в раз-
ведении сыворотки 1:80). Проверку специфичности 
иммунного окрашивания срезов проводили с по-
мощью неиммунной сыворотки в тех же разведениях. 
Для выявления антител, связанных со свободными 
основаниями или рибозидами (в зависимости от 
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способа фиксации), срезы обрабатывали вторич-
ными антителами против иммуноглобулинов кро-
лика, меченных коллоидным золотом (1:40 в ФЖТ, 
Aurion, США). Затем проводили постфиксацию 
срезов 2%-ным раствором глутарового альдегида и 
инкубирование с препаратом серебра в соответствии 
с рекомендациями производителя (R-Gent SE-EM 
Silver Enhancement Reagent, Aurion, США) в течение 
30 мин. Избыток ионов серебра удаляли, промывая 
стекла дистиллированной водой, и изучали срезы 
с помощью светового микроскопа Axio Imager.A1 
(Carl Zeiss Jena, Германия), снабженного цифровой 
камерой (AxioCam MRc5, Carl Zeiss Jena, Германия).

Результаты и обсуждение

Иммунное окрашивание срезов апексов побега 
растений арабидопсиса на цитокинины с помощью 
специфических сывороток, имеющих сродство к про-
изводным зеатина и ИПА (свободным основаниям 
и их конъюгатам), выявило присутствие производ-

ных обеих форм цитокининов в клетках апикаль-
ной меристемы побега и листовых примордиев 
(рис. 1). Окрашивание было несколько более ин-
тенсивным в случае срезов, фиксированных смесью 
альдегидов. Этот вариант фиксации обеспечивал 
конъюгацию и последующее выявление свободных 
оснований, но не рибозилированных форм цитоки-
нинов. Использованные в данной работе антитела 
были получены к конъюгату белка с рибозидами 
цитокининов. Однако благодаря специфичности фик-
сации свободных оснований цитокининов смесью 
альдегидов (без предобработки периодатом натрия) 
[15], не происходила конъюгация рибозилирован-
ных форм, и они вымывались из тканей в процессе 
дегидратации. Поэтому при этом варианте фикса-
ции иммуногистохимическая локализация выяв-
ляла именно свободные формы цитокининов.

Наши данные соответствуют сведениям, по-
лученным с помощью биосенсоров цитокининов. 
В этих опытах в апикальной меристеме, листовых 
примордиях и сосудах побегов также была зареги-
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Рис. 1. Иммуногистохимическая локализация зеатина (А), рибозида зеатина (Б), изопентениладенина (В) и изопентениладено-
зина (Г) в клетках апексов побега растений арабидопсиса. ap – апекс. Линейка 10 мкм
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ВЛИЯНИЕ УДАЛЕНИЯ КОРНЕЙ НА СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНИНОВ В КЛЕТКАХ АПЕКСА 

Рис. 2. Иммуногистохимическая локализация цитокининов (А, Б – зеатина, В, Г – рибозида зеатина) в клетках апексов побега 
растений арабидопсиса в контроле и через 2 ч после удаления корней: А, В – контрольные (интактные) растения, Б, Г – растения 

с удаленными корнями. ap – апекс. Линейка 10 мкм

Рис. 3. Влияние обработки протонофором (карбонилцианид m-хлорофенилгидразона) на иммуногистохимическую локализа-
цию цитокининов (зеатина) в клетках апексов растений арабидопсиса с помощью сыворотки к рибозиду зеатина: А – контроль-
ное (интактное) растение, Б – через 30 мин после обработки протонофором, В – срез, обработанный неиммунной сывороткой, 

не содержащей антитела к исследуемым гормонам. ap – апекс. Линейка 10 мкм
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стрирована повышенная экспрессия GUS-гена, 
находящегося под контролем чувствительного к ци-
токининам промотора гена ARR5 [17]. Вместе с тем 
преимущество иммуногистохимической локализа-
ции заключается в возможности раздельного вы-
явления как свободных, так и рибозилированных 
форм цитокининов (за счет специфичной для этих 
форм цитокининов фиксации), а также диффе-
ренциального окрашивания на зеатин и изопенте-
ниладенин (за счет специфичности антител).

Поскольку наша задача состояла в проверке 
возможной зависимости накопления цитокининов 
в апексах побегов от их притока из корней, даль-
нейшие исследования проводились с помощью 
антител к рибозиду зеатина (известно, что цитоки-
нины поступают из корней в форме производных 
зеатина [18]). Из рис. 2А и 2Б видно, что через 2 ч 
после удаления корней снижалась интенсивность 
окрашивания срезов, фиксированных с помощью 
альдегидов. Эти результаты можно интерпретиро-
вать как свидетельство зависимости уровня цито-
кининов в апексе побега растений арабидопсиса 
от притока цитокининов из корней. Вместе с тем 
ослабления окрашивания не было зарегистриро-
вано на срезах тканей, фиксированных с помощью 
периодата натрия (рис. 2В и 2Г). Отсутствие изме-
нений уровня рибозилированных форм цитокини-
нов в клетках апекса побега при удалении корней 
противоречит предположению о роли транспорта 
цитокининов из корней в регуляции их уровня 
в апексе, поскольку именно рибозидам цитокини-
нов приписывается транспортная функция [18]. 
Альтернативное объяснение могло заключаться в 
том, что отсутствие корней сказалось на способ-
ности самих побегов синтезировать цитокинины 
(например, за счет уменьшения притока из корней 
азотсодержащих соединений). Необходимы даль-
нейшие эксперименты для однозначной интерпре-
тации результатов (например, оценка влияния уда-
ления корней на содержание в апексах ИП и ИПА). 

Ранее нами было показано, что поглощение 
экзогенных цитокининов клетками корней зависит 
от вторично-активного транспорта [13]. Для того 
чтобы проверить, зависит ли накопление цитоки-
нинов в апексе побега от их активного поглощения 
клетками, мы обработали побеги интактных расте-
ний протонофором карбонилцианидом m-хлоро-
фенилгидразона. Эта обработка приводила к нару-
шению формирования на клеточной мембране 
градиента протонов, который является источни-
ком энергии для вторично-активного переноса че-
рез мембраны соединений (в том числе свободных 
оснований [13]). Как видно из рис. 3А и 3Б, обра-
ботка протонофором резко снижала иммунное 
окрашивание на зеатин клеток апикальной мери-
стемы, фиксированных с помощью смеси альдеги-
дов. Отсутствие окрашивания на рис. 3В в случае 
использования неиммунной сыворотки подтверж-
дает специфичность метода. Эти результаты свиде-
тельствуют о зависимости накопления цитокини-
нов от активного поглощения гормона клетками и 
соответствуют данным, полученным при удалении 
корней. 

Недавние исследования показали роль пере-
носчиков пуриновых оснований из семейства PUP, 
способных переносить свободные основания цито-
кининов, тем самым участвуя в регуляции их нако-
пления в клетках апексов побега [19]. Поскольку 
было показано, что активность этих транспортеров 
ингибирует протонофор карбонилцианид m-хло-
рофенилгидразона [20], эти данные литературы 
соответствуют полученным нами результатам.

Таким образом, проведенные нами экспери-
менты с использованием метода иммуногистохи-
мической локализации выявили высокий уровень 
цитокининов в апексах побегов и зависимость на-
копления свободного зеатина от присутствия кор-
ней и процесса вторично-активного трансмемб-
ранного переноса цитокининов.
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EFFECTS OF ROOT CUTTING ON CYTOKININ CONTENT 
IN THE CELLS OF SHOOT APIX OF ARABIDOPSIS PLANTS

G.R. Akhiyarova1,*, A.V. Korobova1 , S.Yu. Veselov2, G.R.Kudoyarova1, D.S.Veselov1

1Ufa Institute of Biology, RAS, pr. Octyabrya 69, Ufa, 450054, Russia;
2Department of Biochemistry and Biotechnology, School of Biology, Bashkir State University, Russia, 

Zaki Valedi str. 32, Ufa, 450076, Russia
*e-mail: akhiyarova@rambler.ru

We studied the dependence of cytokinins accumulation in the shoot apexes of Arabidopsis 

plants on the delivery of these hormones from the roots. For the estimation of cytokinins content 

in the cells the method of immunohystochemical localization was used using antibodies against 

zeatin riboside. To prevent washing of cytokinins during the process of dehydration we used the 

method of differential conjugation of free cytokinins bases and their ribosides. Root cutting has 

been shown to weaken the immunostaining of zeatin in the cells of the shoot apical meristem 

thereby supporting the hypothesis about dependence of cytokinins accumulation in these cells 

on the hormone delivery from the roots. We detected a decline in the level of cytokinins in the 

cells of the shoot apex as affected by protonophor indicating important role of the process of 

secondary active transport through the cell membrane for the maintenance of cytokinins level in 

the cells of the shoot apex.

Keywords: Arabidopsis, zeatin, zeatin riboside, isopenteniladenin, shoots apex, transport from 

the roots, immunohistochemical localization
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ЭКОЛОГИЯ

УДК 574.91

О РАСПРОСТРАНЕНИИ PLEUROZIUM SCHREBERI (BRYOPHYTA, 
HYLOCOMIACEAE) НА ТЕРРИТОРИИ ВОСТОЧНО-ЕВРОПЕЙСКОЙ РАВНИНЫ И 

ВОСТОЧНОЙ ФЕННОСКАНДИИ

С.Ю. Попов

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

e-mail: sergei.popov.2015@yandex.ru

Pleurozium schreberi является одним из наиболее распространенных видов мхов на 
территории лесной зоны. Он доминирует в моховом ярусе в лесах черничного и кислич-
ного типов. В небольших количествах может встречаться практически во всех типах 
леса, даже на болотах. Также он является типичным компонентом мохового яруса и 
в тундрах. В статье рассматривается распространение Pleurozium schreberi на территории 
Восточно-Европейской равнины и Восточной Фенноскандии. На основе литературных 
источников о встречаемости вида в различных регионах, по точечным данным, была 
создана модельная карта распространения вида с использованием метода кригинга. На-
ложение модельной карты на карты пространственного распространения на этой терри-
тории климатических показателей и растительных зон, были выяснены биогеографиче-
ские предпочтения вида. P. schreberi характеризуется наибольшим распространением 
в лесной зоне. Здесь его встречаемость высока, он является фитоценотически активным 
видом. При переходе от лесной зоны к зоне степей, встречаемость Pleurozium schreberi 
резко падает. Здесь он уже является достаточно редким видом, произрастая исключи-
тельно в сосновых и березовых колках. В открытой степи этот вид пропадает. Начиная 
со степной зоны и далее к югу, встречаемость Pleurozium schreberi уменьшается постепенно, 
по мере увеличения летних температур и уменьшения осадков, а также исчезновения лесов. 
На севере же, где вид высоко активен, его ареал резко обрывается на побережье Север-
ного Ледовитового океана. Такое распространение Pleurozium schreberi связано как с цено-
тическими предпочтениями, так и обусловлено климатически – он изреживается в регио-
нах с летними температурами выше +23°С и количеством осадков менее 400 мм в год. 

Ключевые слова: Pleurozium shreberi, Восточно-Европейская равнина, BIOCLIM, кри-
гинг, биогеография, встречаемость вида, модельные карты

Современный этап развития бриологии харак-
теризуется хорошей изученностью бриофлор раз-
личных регионов. Проводившиеся примерно с конца 
ХХ в. разными авторами исследования флористи-
ческие исследования позволили осуществить прак-
тически полную инвентаризацию флоры мохообраз-
ных такой обширной территории как Восточно-
Европейская равнина и Восточная Фенноскандия. 
Поэтому на современном этапе развития науки 
крайне актуальной является задача обобщения ма-
териалов, полученных в ходе инвентаризации, ее 
визуализация на картах и установление биогеогра-
фических закономерностей распространения видов 
и видового разнообразия. В качестве объекта ис-
следований в настоящей работе выбран Pleurozium 
schreberi (Brid.) Mitt.

P. schreberi широко распространен в умеренной 
зоне Северной Евразии [1]. Особенности его био-
логии и жизненного цикла хорошо известны. Это 
двудомный вид с плеврокарпными многолетними 
стеблями. Вегетативный рост его продолжается весь 
вегетационный период. Для успешного произрас-

тания P. schreberi нуждается в периодическом ув-
лажнении и не требует высоких температур [2, 3]. 
Экология этого вида также хорошо известна. Он 
является доминантом мохового яруса в сосновых 
и еловых лесах зеленомошной группы типов леса 
в таежной зоне [4]. Типичными местообитаниями 
P. schreberi являются ельники и сосняки чернич-
ные, кисличные и брусничные [4, 5], но он также 
широко распространен и в заболоченных лесах – 
ельниках и сосняках сфагновых, а также в берез-
няках черничных [5, 6]. В березняках неморально-
травных и широколиственных лесах P. schreberi 
отсутствует или очень редок [7, 8]. Однако на пес-
чаных почвах в сосняках в зоне широколиственных 
лесов (Полесье) данный вид произрастает доволь-
но часто [9]. В степной зоне этот вид встречается 
только в сосновых посадках, на почве. На севере 
в тундровой зоне является активным компонен-
том мохово-кустарничковых тундр.

Несмотря на наличие многочисленных работ 
по биологии и экологии P. schreberi, для этого вида 
еще ни разу не проводился ареалогический анализ. 
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Поэтому целью настоящей работы является моде-
лирование ареала данного вида и изучение законо-
мерностей его распространения в связи с простран-
ственным изменением климатических факторов 
на территории Восточно-Европейской равнины и 
Восточной Фенноскандии (ВЕРВФ). Другими сло-
вами, настоящая работа призвана восполнить про-
бел в биогеографии P. schreberi. 

Материалы и методы

Теоретические основы методов составления 
ареалов широко известны и применяются в биогео-
графии уже давно. Они базируются на составле-
нии контурных ареалов на основе точечных дан-
ных изучения локальных флор, зафиксированных 
в литературных источниках [10]. В настоящее вре-
мя в связи с развитием компьютерных технологий 
и методов пространственного анализа, в разных об-
ластях науки внедряются методы геостатистики 
(например, в картографии цифровые модели ре-
льефа строятся с применением именно этих мето-
дов). Наиболее мощным из методов геостатистики 
является метод кригинга [11, 12]. Этот метод позво-
ляет не только моделировать контурные ареалы по 
точечным данным, но и воспроизводить на карте 
активность вида внутри границ ареала. Существен-
ным преимуществом данного метода является так-
же то, что он позволяет установить общее направ-
ление изменения значений в пространстве, учесть 
автокорреляцию и отсечь возможные шумы. На этой 
основе составляются статистически значимые не-
прерывные покрытия. Благодаря этому обеспечива-
ется также и работа над ошибками в случае, если 
в какой-то точке вид был неправильно определен 
или неправильно оценено его обилие. Таким обра-
зом, методом кригинга возможно получить не только 
модельные ареалы в целом, но и посмотреть рас-
пределение количественных характеристик вида 
внутри границ ареала, таких как обилие или встре-
чаемость. Наложение непрерывных покрытий со зна-
чениями обилия вида на покрытия со значениями 
климатических факторов позволяет проводить ана-
лиз распространения вида методами многомерной 
статистики.

Ранее нами уже было проанализировано рас-
пространение некоторых видов рода Sphagnum, 
с использованием метода кригинга [13]. Методика 
составления модельных карт ареалов видов мхов 
была адаптирована к целям биогеографии [14]. 
Для изучения распространения P. schreberi на тер-
ритории ВЕРВФ нами были проанализированы ли-
тературные данные с аннотированными списками 
конкретных бриофлор разных регионов (Европей-
ская часть РФ, Прибалтика, Украина, Белоруссия, 
Молдавия) (рис. 1). В аннотированных списках 
обычно указываются географические координаты 
района работ, его площадь, частота встречаемости 
видов. Все эти данные собирались нами в реляци-
онную базу данных, созданную на основе MS 
ACCESS-2003. По географическим координатам 

точки сбора мхов накладывались на карту. Встре-
чаемость в списках разных авторов оценивается 
либо по числу гербарных образцов каждого вида, 
либо по числу находок, отмеченных автором сбора, 
либо по его общим впечатлениям. С учетом всего 
этого, встречаемость P. schreberi оценивалась нами 
по 6-балльной шкале: 0 – отсутствие вида; 1 – 
единично (1–2 находки), 2 – редко (3–7 находки), 
3 – спорадически (более 7 находок, но не повсе-
местно), 4 – часто (обычный вид, но иногда отсут-
ствующий в подходящих фитоценозах), 5 – очень 
часто (обычный и фитоценотически активный вид 
в районе работ). Баллы встречаемости представляют 
собой, таким образом, порядковую шкалу, которую 
можно анализировать с количественной точки 
зрения. 

Для проведения анализа зависимости распро-
странения видов от климатических факторов были 
выбраны переменные, рекомендуемые для реше-
ния задач распространения биологических объек-
тов в рамках программ WORLDCLIM и BIOCLIM 
[15]. Всего в анализ включено 28 климатических 
переменных [14]. Для встречаемости P. schreberi и 
климатических переменных были построены не-
прерывные покрытия с использованием метода кри-
гинга. Точность непрерывных покрытий, созданных 
методом кригинга оценивается методом кросс-
валидации, а главным критерием такой оценки 
служит коэффициент детерминации (R2) [11, 12]. 
Для покрытия встречаемости P. schreberi, постро-
енного на основе нерегулярной сети точек (рис. 1) 
R2 = 0,978. Для покрытий климатический пере-
менных его определять не требуется, поскольку 
они созданы на основе регулярной сети точек ав-
торами программы BIOCLIM [14].

Все непрерывные покрытия были объединены 
в общую пространственную базу данных, из кото-
рой была получена реляционная таблица для про-
ведения корреляционного анализа. Кроме того, 
проанализировано распространение вида по при-
родным зонам, границы которых даются в настоя-
щей статье по другим работам [16, 17] (рис. 1). Все 
операции с пространственными объектами вы-
полнены в программах ARCGIS-10, SAGA GIS и 
ERDAS 2013, корреляционный и регрессионный 
анализы – в программе STATISTICA-10.

Результаты и обсуждение

Результаты геостатистического моделирования 
представлены на рис. 2. Из рисунка видно, что 
P. schreberi является широко распространенным 
видом в тундре и лесной зоне. Начиная с зоны ши-
роколиственных лесов, его обилие начинает умень-
шаться к югу (табл. 1). В южных степях Причерно-
морья и на границе с Казахстаном вид отсутствует. 
Также он практически отсутствует в полупустын-
ной и пустынной зонах в Прикаспии. В Предкав-
казье и в Крыму он снова появляется, но с неболь-
шим обилием, в горных лесах (рис. 2).
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217О РАСПРОСТРАНЕНИИ PLEUROZIUM SCHREBERI НА ТЕРРИТОРИИ ВОСТОЧНО-ЕВРОПЕЙСКОЙ РАВНИНЫ

Рис. 1. Границы территории исследования, растительные зоны и точки изученных локальных бриофлор. Растительные зоны: I – 
тундра; II – лесотундра; III – северная тайга; IV – средняя тайга; V – южная тайга; VI – смешанные леса; VII – широколиствен-
ные леса; VIII – лесостепь; IX – степь; X – полупустыня; XI – пустыня (ссылки на опубликованные источники с аннотирован-

ными списками видов по каждой точке приводятся в работах Popov, 2016, Попов, 2017)

Площадь зоны наиболее широкого распростра-
нения P. schreberi составляет более половины (64,8%) 
общей площади ВЕРВФ (табл. 1). Сразу за преде-
лами зоны широкого распространения, площади 
зон с меньшей встречаемостью резко сокращаются, 

составляя от 4,3 до 8,5% от территории ВЕРВФ 
(табл. 2). В целом, площадь, на которой встречается 
P. schreberi, составляет 91,4% от общей площади 
ВЕРВФ (табл. 1), что позволяет считать этот вид ши-
роко распространенным на данной территории.
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Таблица 1

Площади зон встречаемости по природным зонам для P. schreberi, км2

Растительные зоны
Зоны встречаемости Всего по 

природным 
зонам, км2отсутствует редко очень редко спорадически часто очень часто

Тундра 191758,2 191758,2

Лесотундра 102091,9 102091,9

Северная тайга 550727,7 550727,7

Средняя тайга 748019,6 748019,6

Южная тайга 28,3 3461,1 536484,4 539973,8

Хвойно-широколиственные леса 13162,7 801161,6 814324,3

Широколиственные леса 180,1 2079,7 28658,4 36165,2 190211,4 259855,8 517150,5

Лесостепь 4479,2 143058,8 222548,2 129847,4 22769,4 522702,9

Степь 215723,9 164195,5 243342,0 82416,4 2905,0 708582,7

Полупустыня 157140,8 41701,0 5918,2 204760

Пустыня 54417,9 445,9 54863,8

Всего по зонам встречаемости, км2 427462,7 212901,3 420977,3 341158,1 339587,5 3212868,5 4954955,4

Всего по зонам встречаемости, % 8,6 4,3 8,5 6,9 6,9 64,8 100,0

Таблица 2

Коэффициент корреляции Спирмена между значениями 
климатических факторов, двух характеристик рельефа и 

встречаемостью видов; полужирным выделены значения r больше 
0,5 по модулю, все значения на уровне значимости p<0,05

Климатический фактор Коэффициент корреляции

amt –0,69

pr01 –0,06

pr02 –0,24

pr03 0,05

pr04 0,06

pr05 0,16

pr06 0,23

pr07 0,48

pr08 0,68

pr09 0,79

pr10 0,74

pr11 0,45

pr12 0,02

pr_a 0,47

reh04 0,34

Климатический фактор Коэффициент корреляции

reh05 0,46

reh06 0,49

reh07 0,64

reh08 0,74

reh09 0,75

reh10 0,76

tm04 –0,75

tm05 –0,77

tm06 –0,77

tm07 –0,74

tm08 –0,77

tm09 –0,77

tm10 –0,66

Примечание: amt – средняя годовая температура; pr01–
pr12 – месячное количество осадков за январь–декабрь; pr_a – 
среднегодовое количество осадков; reh04–reh10 – относительная 
влажность воздуха за апрель–октябрь; tm04–tm10 – среднеме-
сячная температура за апрель–октябрь.

Окончание табл. 2
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Рис. 2. Модельная карта распространения Pleurozium shreberi на территории Восточно-Европейской равнины и Восточной Фен-
носкандии (черными линиями показаны границы растительных зон; зоны встречаемости P. schreberi показаны градиентом серого 

цвета)

Корреляционный анализ показывает, что наи-
более существенными климатическими факторами, 
с изменением в пространстве которых связано 
изменение встречаемости P. schreberi являются: 
среднегодовая температура (amt), осадки августа–
октября (pr08–pr10), относительная влажность 
воздуха в июле–октябре (reh07–reh10) и средне-
месячные температуры вегетационного периода 
(tm04–tm10) (табл. 2). С факторами увлажнения 
наблюдается положительная коррелятивная связь, 
а с температурными факторами – отрицательная, 
что находится в полном соответствии с законо-
мерностями распределения осадков и температуры 
на территории ВЕРВФ [18].

Как видно из табл. 3, P. schreberi является час-
тым или широко распространенным видом при 
среднегодовых температурах от +1,8 до +5,6°С. 
При значениях этого показателя выше +6°С он 
становится более редким, а при значениях свыше 
+7,8°С – исчезает из покрова. Если говорить о ме-
сячных температурах вегетационного периода, то 
этот вид плохо растет или пропадает из покрова 
при температурах примерно свыше +20°С. В регио-
нах, где P. shreberii имеет высокую частоту встре-
чаемости, летние температуры не должны превы-
шать +18,9°С (табл. 3).

Среднегодовое количество осадков в районах 
широкого и частого распространения изучаемого 
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Таблица 3

Средние значения климатических факторов по зонам встречаемости P. schreberi (расшифровку обозначений см. табл. 2)

Климатический 
фактор

Зоны встречаемости
Среднее

отсутствует очень редко редко спорадически часто очень часто

amt 8,9 7,8 7,6 6,0 5,6 1,8 3,7

pr01 31,5 35,8 40,3 39,5 38,2 35,8 36,3

pr02 25,3 29,0 33,5 31,8 31,1 27,5 28,4

pr03 24,9 27,8 30,2 31,1 31,5 29,5 29,3

pr04 29,0 32,2 36,1 38,4 39,8 35,1 35,1

pr05 36,6 40,7 45,3 48,6 51,2 45,9 45,3

pr06 44,4 52,5 59,6 64,8 70,7 62,3 60,9

pr07 40,1 48,1 58,9 71,6 79,2 74,4 69,1

pr08 33,6 38,8 45,8 57,0 62,9 70,8 62,6

pr09 30,4 35,7 40,5 46,3 51,1 61,6 54,3

pr10 27,0 32,0 34,0 41,5 44,5 55,8 48,7

pr11 34,4 39,6 43,1 46,3 46,3 49,1 46,6

pr12 38,6 42,0 45,2 45,5 44,8 43,0 43,1

pr_a 390,0 450,9 520,5 566,5 590,9 591,9 560,5

reh04 63,7 65,1 66,5 67,2 68,8 73,9 71,2

reh05 55,9 56,3 59,3 58,5 61,2 66,3 63,5

reh06 56,5 58,4 62,3 63,4 66,1 68,2 65,8

reh07 54,9 57,8 62,9 65,7 68,8 72,3 68,7

reh08 55,4 57,6 61,7 65,1 69,1 76,9 71,6

reh09 61,0 62,4 66,0 69,1 72,9 81,4 76,1

reh10 72,8 73,9 75,5 78,3 80,1 87,2 83,3

tm04 10,1 9,1 8,9 7,5 6,8 1,4 3,9

tm05 17,0 16,2 15,6 14,7 14,0 8,6 11,0

tm06 21,2 20,1 19,2 18,1 17,4 13,7 15,6

tm07 23,7 22,3 20,9 19,7 18,9 16,4 18,0

tm08 22,3 21,0 20,0 18,5 17,7 14,2 16,2

tm09 16,8 15,6 14,9 13,3 12,6 9,0 11,0

tm10 8,9 7,9 7,9 6,3 6,0 2,3 4,1

вида приближается к 600 мм, а при годовом коли-
честве осадков менее 400 мм он вообще отсутствует. 
Аналогичным образом произрастание P. schreberi 
зависит от среднемесячных осадков и влажности 
воздуха.

На основании проведенного анализа, согласно 
правилу В. Шелфорда [10], можно выявить лими-
тирующие факторы, ограничивающие распростра-
нение P. schreberi и их верхние и нижние пределы. 
Очевидно, что таковыми окажутся факторы из 
табл. 2, имеющие наибольший коэффициент кор-
реляции со встречаемостью изучаемого вида. Их 

нижние значения, т.е. значения, за пределами ко-
торых вид перестает расти, показаны в табл. 3 (стол-
бец “очень редко”). Верхние значения лимитиру-
ющих факторов, видимо, находятся за пределами 
изучаемой территории, поскольку встречаемость 
P. schreberi не убывает к северу, а его ареал обрыва-
ется на побережье Северного Ледовитого океана.

Также, можно определить и значения факторов, 
при которых можно говорить о климатическом оп-
тимуме для P. schreberi. Поскольку климатический 
оптимум для вида в биогеографии принято опре-
делять по значениям соответствующих факторов, 
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которые они принимают в регионах максимального 
распространения вида [19], для P. shreberii оптималь-
ные значения климатических факторов находятся 
по табл. 3 в столбцах “часто” и “очень часто”.

Однако, как показывает анализ ареала изучае-
мого вида, на его распространение оказывают 
влияние не только климатические факторы. 

В целом у P. schreberi, зона наивысшей встре-
чаемости совпадает с южной границей лесной зоны 
(рис. 2). К югу от этого рубежа, можно отметить 
некоторые нюансы в его распространении. Зона 
спорадической и редкой встречаемости заходит из 
степной зоны к северу небольшим “языком” на юг 
лесной зоны (рис. 2). Это объясняется тем, что 
в этом регионе таким же “языком” к северу заходит 
Среднерусская возвышенность, сложенная преиму-
щественно суглинистыми моренными отложениями 
[20]. Территория здесь сильно распахана и имеет 
пониженную лесистость по сравнению с более за-
падными и более восточными регионами юга лес-
ной зоны, где преобладают полесские ландшафты 
на флювиогляциальных отложениях. Видимо, по-
ниженная встречаемость P. schreberi здесь объяс-
няется отсутствием подходящих местообитаний 
на богатых суглинках, хотя по климатическим ха-
рактеристикам регион к югу от Москвы в зоне 

широколиственных лесов слабо отличается от со-

ответствующих регионов, например в Полесье [9]. 

Присутствие же P. schreberi на небольшой части 

полупустынной зоны (восток Волгоградской и юг 

Саратовской областей) объясняется наличием здесь 

сосновых посадок [21], в которых он, хотя и встре-

чается очень редко, но находит сносные условия 

для своего существования. В расположенной ря-

дом Оренбургской же области, сходной по клима-

тическим условиям, где отдельные небольшие 

леса являются единичными, P. schreberi, как и сле-

довало ожидать, отсутствует [22].

На протяжении такой обширной территории, 

как ВЕРВФ, через которую проходят 11 раститель-

ных зон (рис. 1), произрастание P. schreberi тесно 

связано с распространением лесной растительно-

сти. С другой стороны, распространение его на 

территории ВЕРВФ можно объяснить и совмест-

ным воздействием таких климатических факторов, 

как режим увлажненности и температуры вегета-

ционного периода. Таким образом, среди биогео-

графических факторов, оказывающих воздействие 

на распространение P. schreberi наиболее важными 

являются ценотическая приуроченность и клима-

тические показатели.
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ECOLOGY

ON THE DISTRIBUTION OF PLEUROZIUM SCHREBERI (BRYOPHYTA, 
HYLOCOMIACEAE) ON THE EAST EUROPEAN PLAIN AND EASTERN 

FENNOSCANDIA
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Pleurozium schreberi is one of the most common moss species in the forest area. It is the 
dominant in the forests of blueberry and Oxalis types. It can occur in small quantities in almost 
all types of forests, even in bogs. It is also a typical component of the moss layer in the tundra. 
The article deals with the spread of P. schreberi in the territory of the East European plain and 
Eastern Fennoscandia. On the basis of the literature sources on the occurrence of the species in 
different regions, according to point data, a model map of the species distribution using the kriging 
method was created. Overlaying the model map and the maps of spatial distribution of climatic 
parameters and the map of vegetation zones, the biogeographic preferences of the species were 
found out. P. schreberi is characterized by the greatest distribution in the Forest zone. Here its 
occurrence is high and it is phytocoenotical active species. The occurrence of P. schreberi de-
crease sharply in the transition from the Forest to Steppe zone. Here it is already a rare species, 
growing exclusively in pine and birch pegs. In the open Steppe this species disappears. Starting 
from the steppe zone and further to the South, the occurrence of P. schreberi decrease gradually, 
as the temperatures increase and decrease in precipitation, as well as forest extinction. In the 
North, where the species is highly active, its range abruptly ends on the coast of the Arctic 
Ocean. This distribution of P. schreberi is associated with both coenotic preferences and due to 
climate – it becomes rare in regions with summer temperatures above +23°C and rainfall of less 
than 400 mm per year.

Keywords: Pleurozium shreberi, East-European Plain, BIOCLIM, kriging-method, biogeography, 
species occurence, model maps
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