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Обзор посвящен выявлению групп пептидаз, вовлеченных в процессы роста грибов, а так-
же ингибиторов таких пептидаз. Рассмотрены имеющиеся данные по разнообразию, зна-
чимости, представленности и особенностям протеолитических ферментов представителей 
родов Aspergillus, Penicillium, Trichoderma и Alternaria. На основе анализа данных сделан вы-
вод, что сериновые, металло- и глутаминовые пептидазы необходимы для роста грибов. 
Поэтому эти ферменты рассматриваются как перспективные мишени ингибиторов пепти-
даз, что может служить обоснованием поиска таких ингибиторов и разработки на их осно-
ве новых биоцидных средств для защиты объектов искусства от биодеструкторов. 

Ключевые слова: пептидазы, ингибиторы, биоциды, грибы-биодеструкторы, патогены,  
сапротрофы, обзор

Объем литературных данных по грибным пеп-
тидазам значителен и включает сведения об их 
свойствах, структуре, спектре активности и влия-
нии на нее различных факторов, особенностях се-
креции и возможностях применения. Однако во-
прос о том, какими функциями обладает та или 
иная грибная пептидаза, во многих случаях, ввиду 
сложности определения, не рассматривается. 
В  целом известно, что функции пептидаз грибов 
часто не ограничиваются одним лишь гидролизом 
белков для питания. В некоторых случаях удалось 
различными методами (биохимическими, молеку-
лярно-генетическими и микологическими) пока-
зать, существенна ли активность определенной 
пептидазы для роста гриба или она необходима 
для протекания иных (хотя и связанных с ростом) 
процессов (например, спорообразования, адапта-
ции, патогенеза). 

Несмотря на свои важные биологические 
функции, пептидазы могут оказывать повреждаю-
щее действие на живые системы, гидролизуя белки, 
необходимые для их функционирования, а поэтому 
должны находиться под строгим контролем. Суще-
ствует несколько механизмов контроля чрезмерной 
активности пептидаз. Наиболее важным среди них 
является взаимодействие протеолитических фер-
ментов с подавляющими их активность ингибито-
рами, значительная часть которых представляет со-
бой белковые соединения. Структура ингибиторов, 

типы ингибирования, кинетические и термодина-
мические параметры этого процесса, природа фер-
мент-ингибиторных комплексов весьма разно- 
образны. Изучение веществ, подавляющих актив-
ность пептидаз, началось практически одновре-
менно с открытием этих ферментов. В настоящее 
время известны сотни ингибиторов пептидаз бел-
ковой природы. Исследования этих соединений 
могут быть перспективными для их использования 
в медицине, сельском хозяйстве и  биотехнологии. 
Понимание характера взаимодействия с пептидаза-
ми является предпосылкой для разработки новых 
подходов к синтезу синтетических ингибиторов, 
которые могут впоследствии применяться как ле-
карственные средства. Причиной ряда заболеваний 
(эмфиземы легких, эпилепсии, наследственного 
отека Квинке и синдрома Нетертона) являются на-
рушения во взаимодействии «пептидаза–ингиби-
тор» [1–4]. Эти патологии можно корректировать 
введением синтетических или природных ингиби-
торов пептидаз. Для растениеводства перспектив-
ны генетически модифицированные сорта расте-
ний, в которых экспрессируются ингибиторы 
гидролитических ферментов фитопатогенов и на-
секомых-вредителей [5–7].

Ингибиторы активности или синтеза/секре-
ции грибных пептидаз могут найти применение 
в качестве биоцидных агентов для подавления ро-
ста микромицетов на объектах искусства. Поиск 
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новых антифунгальных соединений для защиты 
произведений искусства от биоповреждений, вы-
зываемых микромицетами и приводящих к иска-
жению цвета, разрушению красок и образованию 
темно-окрашенных пятен, актуален. Используе-
мые в настоящее время антимикробные препараты 
био-защиты имеют ряд недостатков. Широко при-
меняемое четвертичное аммониевое соединение 
катамин АБ, несмотря на присущие ему ценные 
характеристики как биоцида, обладает отдельны-
ми нежелательными свойствами, среди которых – 
зависимость активности от присутствия органи-
ческих и неорганических веществ [8]. Другое 
вещество, используемое в реставрационной прак-
тике, – нипагин (метиловый эфир параоксибен-
зойной кислоты), – плохо растворяется в воде и не 
обладает длительным эффектом защиты.

В настоящем обзоре мы рассмотрели накоп-
ленный в литературе материал по пептидазам, их 
особенностям и вовлечению в процессы роста 
у  мицелиальных микроскопических грибов, спо-
собных вызывать биоповреждения, а также инги-
биторам пептидаз, способным подавлять их рост 
и  выступать в качестве перспективных антифун-
гальных соединений для создания биоцидных 
средств.

Пептидазы мицелиальных микроскопических грибов
Пептидазы – ферменты, катализирующие 

распространенную химическую реакцию гидроли-
за пептидных связей (CO–NH) белков и расщеп-
ляющие белки на пептиды или свободные амино-
кислоты [9, 10]. Термины протеаза, пептидаза, 
протеолитический фермент и пептид-гидролаза 
синонимичны.

По механизму катализа пептидазы делят на 
следующие группы [11]: пептидазы серинового 
типа (сериновые пептидазы), содержащие в ак-
тивном центре серин, вовлеченный в каталитиче-
ский процесс; пептидазы цистеинового типа  
(цистеиновые пептидазы), имеющие остаток  
цистеина в активном центре; эндопептидазы 
аспартатного типа (аспартатные пептидазы), для 
каталитической активности которых необходимы 
2 остатка аспарагиновой кислоты; металлопепти-
дазы, у которых ион металла (обычно цинк) уча-
ствует в каталитическом процессе. Выделяют 
также группу пептидаз с неизвестным каталити-
ческим механизмом. По новым классификаци-
онным схемам различают еще глутаминовые 
и треониновые пептидазы [10].

Все перечисленные группы пептидаз найде-
ны у грибов. В целом, грибы образуют больше 
протеолитических ферментов в присутствии 
сложных белковых источников азота, чем в при-
сутствии низкомолекулярных или неорганичес-
ких. Образование пептидаз может усиливаться 
при недостаточном содержании доступных угле-
род-содержащих веществ, что часто наблюдается 

при росте грибов на каменных скульптурах 
и темперной живописи.

У представителей родов Aspergillus, Penicillium, 
Trichoderma, Alternaria, патогенных для растений 
и  человека, а также часто ответственных за био-
повреждения, внеклеточные пептидазы могут яв-
ляться главными факторами патогенности/виру-
лентности и отвечать за порчу материальных 
и художественных ценностей.

Пептидазы микромицетов рода Aspergillus
Грибы рода Aspergillus – чрезвычайно разно-

образная и метаболически гибкая группа микро-
мицетов. Среди них известны как сапротрофы, 
так и патогены человека и растений. Пристальное 
внимание к грибам этого рода во многом объяс-
няется активным образованием ими микотокси-
нов, способных вызывать отравление человека 
при употреблении в пищу пораженного зерна или 
микотоксикозы животных при использовании 
контаминированного корма.

У семи различных видов рода Aspergillus 
(A. nidulans, A. niger, A. oryzae, A. terreus, A. flavus, N. 
fischeri и A. fumigatus) идентифицированы 133  воз-
можные пептидазы [12]. При этом только 25 из них 
предположительно не были внеклеточными. По 
мнению авторов работы, некоторые из них могут 
секретироваться посредством альтернативных (не 
классических) систем секреции. Согласно резуль-
татам сравнительной геномики, наиболее крупную 
группу генов пептидаз исследованных видов рода 
Aspergillus составляют гены, кодирующие серино-
вые пептидазы. Протеомные и энзиматические ис-
следования в целом подтверждают эти результаты, 
так как сериновые пептидазы действительно пред-
ставляют наиболее крупный класс протеолитичес-
ких ферментов у видов данного рода.

У Aspergillus westerdijkiae по результатам геном-
ного анализа, проведенного Хэном с коллегами 
[13], наиболее крупной группой пептидаз были се-
риновые пептидазы (176 генов), а за ними следова-
ли металлопептидазы (103 гена). В значительно 
меньших количествах были представлены пепсин 
А-подобные пептидазы (11 генов аспартатных пеп-
тидаз), убиквитин-специфичные пептидазы (17 ге-
нов цистеиновых пептидаз), а также бета-компо-
нент протеосомы (14 генов треониновых пептидаз).

Aspergillus fumigatus секретировал эндопепти-
дазы, которые могут быть классифицированы как 
сериновые пептидазы седолизинового и субтили-
зинового семейств, аспартатные пептидазы пеп-
синового семейства, а также металлопротеазы 
двух различных семейств [14, 15].

Уровень секреции пептидаз зависел от типа 
доступного субстрата. Так, добавление пшенич-
ных отрубей приводило к более сильной индукции 
пептидаз, чем добавление свекловичного жома. 
Наиболее широкий спектр пептидаз обнаружен 
у Aspergillus flavus.
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Пептидазы микромицетов рода Penicillium
Грибы рода Penicillium распространены повсе-

местно и составляют в природе важное экологиче-
ское звено деструкторов органических веществ, 
активно продуцируют антибиотики, микотоксины 
и другие биологически активные соединения. Из-
вестна способность видов этого рода контамини-
ровать зерно и плоды растений.

Показано, что гены пептидаз относятся к наи-
более крупной группе генов Penicillium digitatum, 
активируемых при инфекции плодов цитрусовых 
[16]. Среди пептидаз этого вида выявлены аспар-
татные эндопептидазы, трипептидил-пептидазы, 
сериновая пептидаза и карбоксипептидаза S.

Среди представителей рода Penicillium извест-
ны и сапротрофные экстремофилы-продуценты 
пептидаз. Обнаружено, что темные пятна на гли-
нистых скалистых поверхностях пещеры Дрины 
(Малые Карпаты, Словакия) являются результа-
том развития на них психротолерантного вида 
Penicillium glandicola [17]. Этот вид способен син-
тезировать протеазы наряду с амилазами и целлю-
лазами, но не пектиназами или кератиназами. Ис-
следователи полагают, что P. glandicola не 
патогенен по отношению к растениям, животным 
или человеку.

Пептидазы микромицетов рода Trichoderma
Микромицеты из рода Trichoderma – распро-

страненные почвенные сапротрофы, характери-
зующиеся способностью к быстрому росту на 
различных субстратах и образованию широкого 
спектра вторичных метаболитов. Эти признаки 
обеспечивают им конкурентное преимущество 
перед другими организмами [18]. Среди видов 
рода Trichoderma – широко известные гиперпро-
дуценты ферментов деградации органических 
материалов (как природного, так и ксенобиоти-
ческого происхождения), в том числе хитиназ, 
участвующих в лизисе мицелия, и целлюлаз. Эти 
микромицеты используют в качестве биокон-
трольных агентов и стимуляторов роста расте-
ний, а также в качестве противогрибных культур 
в пищевой промышленности. Периодически  
сообщают, что представителей рода Trichoderma 
обнаруживают при биоповреждениях и грибных 
инфекциях [19]. В целом, несмотря на широкое 
распространение триходерм, относительно слабо 
изучен вопрос о связи между образованием фер-
ментов и экологическими особенностями этих 
грибов.

Внеклеточные пептидазы представителей 
рода Trichoderma могут играть значительную роль 
в лизисе клеточных стенок фитопатогенных гри-
бов, так как хитин и/или фибриллы β-глюкана 
(которые являются компонентами клеточных сте-
нок грибов) погружены в белковый матрикс [20]. 
Показано образование грибами этого рода фер-

мента Prb1 – щелочной сериновой пептидазы 
с молекулярной массой 31 кДа (pI 9,2), синтезируе- 
мой в виде препрофермента. Сериновую пептида-
зу с такой молекулярной массой секретировала 
Trichoderma harzianum как штамма 101645 (патоген 
насекомых), так и штамма 206040 (микопаразит, 
используемый для биологического контроля фи-
топатогенных грибов) [21].

У штамма T. harzianum CECT 2413 идентифи-
цирована аспартатная пептидаза (P6281: молеку-
лярная масса 33 кДа, pI 4,3), индуцируемая 
в  присутствии грибных клеточных стенок [22], 
в  связи с  чем авторы предполагают вовлечение 
этой пептидазы в микопаразитическую актив-
ность гриба.

Согласно данным Ландовски с сотр. [23], 
штамм Trichoderma reesei на среде с добавлением 
экстракта зерна секретирует широкий ряд протео-
литических ферментов, среди которых – аспартат-
ные, глутаминовые, а также сериновые (субтили-
зин- и трипсин-подобные) пептидазы. У T. reesei 
выявлено большое число генов субтилаз (22), что 
характерно и для некоторых других видов сапро-
трофных грибов [24]. Авторы полагают, что субти-
лазы помогают грибам лучше адаптироваться 
к  меняющимся условиям, используя широкий 
спектр жизненных стратегий.

T. reesei – активный продуцент 4 аспартатных 
пептидаз: PEP1 (42,7 кДа), PEP2 (42,4 кДа), PEP3 
(49 кДа) и PEP5 (45 кДа) [23]. Эти пептидазы об-
ладают 51–64% сходства в аминокислотных пос-
ледовательностях.

Аспартатная протеиназа была идентифициро-
вана также у T. asperellum [25]. Она секретирова-
лась в среде совместных культур «растение–
Trichoderma». Идентифицирован ген, кодирующий 
этот фермент.

Итак, способность штаммов рода Trichoderma 
продуцировать пептидазы известна давно, однако 
их протеолитические системы остаются относи-
тельно слабо изученными.

Пептидазы микромицетов рода Alternaria
Виды рода Alternaria – главным образом сапро-

трофные микромицеты, часто встречаемые в почве 
и на отмерших растительных тканях [26]. Ряд видов 
рода Alternaria являются экономически значимыми 
фитопатогенами, вызывающими болезни зерно-
вых, декоративных, масличных и овощных культур. 
Некоторые представители образуют микотоксины, 
с которыми связывают развитие рака у млекопи- 
тающих. Споры альтернарий являются одними из 
распространенных аллергенов.

При изучении микромицетов рода Alternaria 
акцент часто делался на образовании меланинов 
и  секреции специфических токсинов у патоген-
ных видов. Вопрос об образовании пептидаз 
у этих грибов рассматривался редко [27].
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На сегодняшний день пептидазы Alternaria spp. 
привлекают пристальное внимание как сильные 
аллергены, критичные на ранних стадиях развития 
астмы [28, 29]. Идентифицирована и охарактеризо-
вана щелочная сериновая пептидаза фитопатоген-
ного гриба A. solani и подобраны оптимальные ус-
ловия ее образования [30, 31]. Максимум 
образования пептидазы в среде, содержащей 1% 
казеина, был отмечен на 9-е сут. культивирования, 
когда значение рН среды достигало 8,5; в средах, 
содержащих индукторы, отличные от казеина, та-
кие как желатин, глицин или глутаминовая кисло-
та, были детектированы низкие уровни пептидаз. 
Очищенный фермент характеризовался оптимумом 
рН 9 и оставался активным в диапазоне рН 7–10. 
Пептидаза обладала широким температурным диа-
пазоном активности и, по мнению авторов, может 
служить маркером фитопатогенности A. solani.

Исследования, проведенные Кришнаном 
с соавт. [32] на Zymoseptoria tritici, патогене пшени-
цы, показали, что более половины генов секрети-
руемых пептидаз гриба специфично экспресси-
руются на определенной стадии его жизненного 
цикла. Для многих грибных паразитов растений 
установлено большое разнообразие секретируе-
мых пептидаз. Это, возможно, связано и с необхо-
димостью переключения ферментных систем на 
различные типы субстратов. У фитопатогенов, вы-
зывающих болезни у широкого спектра растений, 
меньше различий в спектре субстрат-специфичес-
кой активности при расщеплении белковых суб-
стратов, чем у высокоспециализированных. При 
развитии микромицетов на произведениях живо-
писи индукторами секреции ими пептидаз служат 
белки, входящие в состав связующих грунта и кра-
сок, а также клеев [33]. Однако конститутивный 
синтез пептидаз у них также возможен.

Пептидазы, не вносящие заметного вклада 
в  общую протеолитическую активность гриба 
и  выполняющие особые функции, как правило, 
высокоспецифичны. Напротив, пептидазы, необ-
ходимые для роста гриба, часто расщепляют мно-
гие пептидные связи в белках, т.е. имеют низкую 
субстратную специфичность [34].

При этом фермент, кодируемый одним и тем 
же или сходным геном, у разных видов может вы-
полнять различные функции, что, возможно, свя-
зано с занимаемыми экологическими нишами. 
Так, имеются данные, что отдельные пептидазы, 
такие как фермент Prb1, ассоциированные с пато-
генностью гриба-патогена человека Cryptococcus 
neoformans, вносят незначительный вклад в общую 
секретируемую протеолитическую активность 
и предположительно обладают очень строгой суб-
стратной специфичностью [34]. В другой работе 
[35] отмечается, что белок Prb1, предполагаемая 
субтилизин-подобная протеаза фитопатогенного 
гриба Cryphonectria parasitica, обладает множествен- 
ными функциями и может участвовать в регуля-

ции вегетативного роста и развития гриба, оста-
ваясь при этом фактором вирулентности. Вклад 
фермента у этого фитопатогена в общую протео-
литическую активность был значительным 
(60%). По-видимому, такие функциональные 
различия фермента Prb1 связаны с адаптацией 
этих видов грибов к различным условиям орга-
низма-хозяина.

Ингибиторы пептидаз
Пептидазы выполняют необходимые метабо-

лические и регуляторные функции во многих био-
логических процессах, поэтому необходима тон-
кая регуляция их активности. Подавление 
активности пептидаз ингибиторами – очень важ-
ный механизм ее регуляции [36, 37]. В качестве 
ингибиторов пептидаз могут выступать низкомо-
лекулярные соединения, а также белки. Они могут 
быть классифицированы согласно их источнику 
происхождения (микробные, грибные, раститель-
ные, животного происхождения), структуре (пер-
вичной, трехмерной), ингибиторному профилю 
(широкого действия, специфичные) и механизму 
реакции (конкурентные, неконкурентные, обра-
тимые, необратимые) [38–40].

Чувствительность к ингибиторам является од-
ним из характерных свойств пептидаз, позволяю-
щим установить их принадлежность к определен-
ному классу [41]. При конкурентном 
ингибировании ингибитор связывается с актив-
ным центром фермента, делая невозможными 
фермент-субстратные взаимодействия. При не-
конкурентном ингибировании ингибитор связы-
вается с аллостерическим центром фермента, что 
приводит к изменению активного центра, стано-
вящегося недоступным для субстрата.

К группе низкомолекулярных ингибиторов 
относится ингибитор сериновых пептидаз фе-
нилметилсульфонилфторид (PMSF), который 
связывается с ними ковалентно подобно суицид-
ному субстрату [42]. Он плохо растворим в воде, 
где быстро разлагается (время полураспада около 
30 мин). Необратимой инактивации подвергается 
лишь та часть молекул пептидаз, которые прореа- 
гировали немедленно, остальные остаются ак-
тивными, поэтому реагент необходимо вносить 
снова.

Некоторые низкомолекулярные вещества 
действуют на пептидазы различных типов. Лей-
пептин (0,5 мкг/мл) и TLCK (L-1-хлор-3-(4-то-
зиламидо)-4-фенил-2-бутанон; 0,1 мг/мл) дейст-
вуют как против сериновых, так и против 
цистеиновых пептидаз.

К ингибиторам цистеиновых пептидаз отно-
сятся Е-64 (N-[N-(L-3-транс-карбоксиран-2-кар-
бонил)-L-лейцил]агматин; 0,01 мг/мл) или инги-
битор кальпаина I (N-ацетил-Leu-Leu-норлейци- 
наль; 0,01 мг/мл).
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Пепстатин А – ингибитор аспартатных пепти-
даз, проявляющий антимикробные свойства по 
отношению к Candida albicans; показано, что он 
подавляет пролиферацию и адгезию клеток к абио-
тическим и биотическим структурам [41].

Действие металлопротеиназ эффективно по-
давляется в присутствии комплексообразователей, 
таких как ЭДТА (этилендиаминтетраацетат; 1 мМ) 
или о-фенантролин [42]. Однако эти вещества 
инактивируют и все металлозависимые ферменты.

Многие эндогенные ингибиторы протеиназ 
имеют белковую природу [43]. Количество выде-
ленных и охарактеризованных белковых ингиби-
торов протеиназ огромно. Бóльшая часть таких 
ингибиторов обладает активностью по отноше-
нию к сериновым протеиназам; белковые ингиби-
торы металлопротеиназ и аспартатных протеиназ 
гораздо меньше изучены. α2-Макроглобулин мо-
жет ингибировать пептидазы различных типов.

Группу «канонических» ингибиторов серино-
вых протеиназ составляют относительно неболь-
шие белки, состоящие из 29–190 а.о. К другим ин-
гибиторам сериновых протеиназ относят серпины 
(serpins, serine proteinase inhibitors), представляю-
щие группу гомологичных, крупных (глико-) про-
теинов, в состав которых входит более 400 а.о.

Некоторые представители грибов секрети- 
руют ингибиторы пептидаз. Функции грибных 
ингибиторов пептидаз до конца не определены; 
возможно, они участвуют в подавлении активно-
сти растительных пептидаз, секретируемых при 
реакции растений на атаку патогенами при фито-
патогенезе, или защите пищевых ресурсов от кон-
курирующих организмов [44].

Ингибиторы некоторых пептидаз как ингибиторы 
роста микромицетов

Для некоторых видов грибов имеются хотя 
и отрывочные, но ценные сведения о влиянии ин-
гибиторов пептидаз на мицелиальный рост.

Определено, что термофильный непатоген-
ный мицелиальный гриб Talaromyces emersonii 
секретирует кислые пептидазы: PEP1, аспартат-
ную пептидазу (чувствительную к пепстатину), 
сходную с другими грибными пепсинами, 
и  TGP1, глутаминовую пептидазу (нечувстви-
тельную к пепстатину), которую этот гриб обра-
зует в наибольшем количестве [45]. При этом по-
казано, что пепстатин оказывает малое влияние 
на рост гиф T.  emersonii, тогда как ингибиторы 
глутаминовой пептидазы (пептидный аналог 
TA1 и пропептидная последовательность PT1) 
значительно замедляют рост гриба. Авторы сде-
лали вывод, что рост гиф гриба зависит от актив-
ности TGP1, но не PEP1.

Установлено, что для подавления развития 
P.  digitatum на плодах цитрусовых эффективен 
1,10-фенантролин, ингибитор металлопептидаз. 

Эффект от применения ряда других хелатирую-
щих ионы металлов агентов был меньшим, хотя 
заметное защитное действие от P. digitatum наблю-
далось и в присутствии ЭДТА [46].

Антифунгальную активность по отношению 
к  фитопатогенным грибам способны проявлять 
ингибиторы пептидаз, выделенные из растений. 
Примером таких ингибиторов может служить ин-
гибитор трипсина типа Кунитца, активный про-
тив фитопатогенов Colletotrichum gloeosporioides 
и Fusarium oxysporum [47]. Исследователями опре-
делен механизм его действия, заключающийся 
в  нарушении целостности мембраны клеток.  
Неясно, какое действие растительные ингибиторы 
пептидаз оказывают на сапротрофные грибы. Это 
предполагает необходимость исследований, свя-
занных с поиском антигрибных соединений, ко-
торые могли бы применяться против таких сапро-
трофных видов, что требуется при проведении, 
в частности, реставрационных работ.

Сериновые пептидазы и металлопептидазы по 
результатам геномного и биохимического анали-
зов в большинстве случаев выступают как наибо-
лее часто образуемые микромицетами пептидазы 
и как ферменты, необходимые для роста грибов. 
Поэтому они в первую очередь обращают на себя 
внимание как возможные мишени антигрибных 
агентов. Интерес представляют также глутамино-
вые пептидазы; их значительная роль при росте 
грибов установлена микологическим методом. 
Важны дополнительные исследования вклада этой 
группы пептидаз в процесс роста различных видов 
микромицетов. Пока недостаточно данных об ин-
гибиторах грибных пептидаз, а также о механизме 
действия и спектре активности таких ингибито-
ров, хотя их эффективность против роста ряда  
микромицетов продемонстрирована убедительно. 
Учитывая специфичность действия ингибиторов 
пептидаз, мы предлагаем использовать сочетание 
ингибиторов указанных групп пептидаз при раз-
работке антимикробных препаратов, которые мог-
ли бы найти применение в качестве биоцидных 
средств защиты произведений искусства. Для это-
го надо провести поиск наиболее эффективных 
ингибиторов и проверить их действие против ши-
рокого спектра известных видов грибов-контами-
нантов и биодеструкторов. Важно, чтобы ингиби-
торы не только подавляли рост грибных гиф, но 
и  вызывали гибель спор. Выбор того или иного 
ингибитора для включения его в комплексный 
препарат будет зависеть также от результатов ис-
следований его взаимодействия с красочным  
слоем произведений живописи и другими объек-
тами культуры и искусства.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных исследо-
ваний (проект № 19-04-00852_а). Авторы заяв- 
ляют об отсутствии конфликта интересов. 
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REVIEW

Fungal proteolytic enzymes and their inhibitors 
as perspective biocides with antifungal action

I.L. Shamraychuk1,2,*, G.A. Belyakova3, I.M. Eremina2,  
A.V. Kurakov3, M.A. Belozersky1, Y.E. Dunaevsky1

1Department of Plant Proteins, A.N. Belozersky Research Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State 
University, Leninskiye gory 1–40, Moscow, 119992, Russia;

2Laboratory of Chemico-Biological Researches, The Grabar Art Conservation Center, ul. Radio 17–6, Moscow, 105005, Russia;
3Department of Mycology and Algology, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory 1–12,  

Moscow, 119234, Russia
*e-mail: irashamr@yandex.ru

The review is dedicated to search for peptidase groups responsible for fungal growth and for 
inhibitors of these peptidases. Available data on diversity, significance, distribution and 
peculiarities of proteolytic enzymes of fungi of the genera Aspergillus, Penicillium, Trichoderma 
and Alternaria are discussed. According to analysis of the data we concluded that serine, metallo- 
and glutamic peptidases are necessary for fungal growth. Thus, these enzymes are considered as 
perspective targets for inhibitors that may serve as the reason to search for such inhibitors and 
development of novel biocides on their basis that protect works of art against biodestruction.
Keywords: peptidases, inhibitors, biocides, fungal biodestructors, pathogens, saprotrophs, review
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NADPH-оксидаза модулирует Са2+-зависимое образование 
нейтрофильных внеклеточных ловушек
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Хроническая гранулематозная болезнь (ХГБ) представляет собой тяжелый наследствен-
ный иммунодефицит, при котором пациенты страдают от рецидивирующих бактериаль-
ных и грибковых инфекций, а также аберрантных воспалительных процессов. Фенотип 
ХГБ обусловлен дефицитом фагоцитарной NADPH-оксидазы, приводящим к неспособ-
ности фагоцитов образовывать активные формы кислорода (АФК). Такие фагоциты 
ограничены в возможности осуществлять фагоцитоз, дегрануляцию, а также образова-
ние нейтрофильных внеклеточных ловушек (NET) в ответ на многие рецепторные 
и фармакологические стимулы. Однако образование ловушек нейтрофилами пациентов 
с ХГБ в ответ на кальциевые ионофоры было описано нами в предыдущей работе. В ряде 
работ было показано, что дефицитные по NADPH-оксидазе нейтрофилы не только не 
могут генерировать АФК, но и благодаря отсутствию электрогенной функции фермента 
и деполяризации мембраны при активации имеют существенные нарушения притока 
внеклеточного Ca2+ и, как следствие, множественные отклонения в синтезе провоспали-
тельных цитокинов. В настоящей работе мы показали, что образование нейтрофильных 
ловушек дефицитными по NADPH-оксидазе нейтрофилами в ответ на кальциевый ио-
нофор А23187 сопровождается избыточным накоплением внутриклеточного Ca2+. Такое 
нарушение мы объясняем отсутствием электрогенной функции мутантной NADPH-
оксидазы, которая в норме вызывает деполяризацию плазматической мембраны. Резуль-
таты указывают на важную функцию фагоцитарной NADPH-оксидазы как модулятора 
транспорта внеклеточного Ca2+ и могут быть использованы для поиска средств борьбы 
с таким заболеванием, как ХГБ.

Ключевые слова: нейтрофилы человека, окислительный взрыв, активные формы кислорода, 
нейтрофильные внеклеточные ловушки, НЕТоз, хроническая гранулематозная болезнь 

Хроническая гранулематозная болезнь (ХГБ) 
представляет собой наследственный иммунодефи-
цит, при котором фагоциты не образуют суперок-
сид-анион-радикалы (О2

.–) и их производные [1]. 
Невозможность генерировать супероксид-анион-
радикалы связана с дефицитом многокомпонент-
ного ферментного комплекса NADPH-оксидазы 
[2], что обусловлено мутациями генов, кодирую-
щих его субъединицы (p47phox, p67phox, p40phox, 
gp91phox, p22phox и ГТФаза Rac2). Пациенты с 
ХГБ страдают от рецидивирующих бактериальных 
и грибковых инфекций, а также аберрантных вос-
палительных процессов. В связи с этим понима-
ние сигнальных путей, ведущих к развитию фено-
типа ХГБ, является важной задачей для поиска 
средств борьбы с этим недугом.

Ранее было показано, что стимуляция нейтро-
филов рецепторными стимулами сопровождается 
повышением концентрации внутриклеточного 
Са2+, играющего важную роль в активации ряда 

эффекторных функций, например, дегрануляции 
и  окислительного взрыва [3]. Наиболее хорошо  
изученным механизмом, связанным с повышением 
концентрации Са2+, является образование 
инозитол-1,4,5-трифосфата, который, в свою оче-
редь, активирует выход Са2+ из внутриклеточных 
депо (эндоплазматический ретикулум) [4]. Исто-
щение Са2+ в хранилищах клетки приводит к акти-
вации сенсорных белков STIM1 и STIM2 (stromal 
interaction molecule) и последующей стимуляции 
Са2+-активируемых каналов (CRAC, calcium release 
activated Са2+ channel), расположенных в цитоплаз-
матической мембране [5]. Активация CRAC-
каналов способствует притоку Са2+ внутрь клетки 
из внеклеточного пространства. После активации 
нейтрофила хемоаттрактантом N-формил-
метионин-лейцин-фенилаланином (fMLP), а так-
же активатором протеинкиназы С форбол-12-ми-
ристат-13-ацетатом (ФМА) происходит подавление 
входа внеклеточного Са2+. Таким образом, суммар-
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ное поступление Са2+ в клетку обеспечивается дей-
ствием двух конкурирующих механизмов: стимули-
рующего и ингибирующего.

Учитывая, что функция NADPH-оксидазы 
в  нейтрофилах здоровых доноров заключается в 
переносе одного электрона с NADPH на молеку-
лярный кислород, в 80-е гг. было высказано пред-
положение, что подавление притока внеклеточно-
го Са2+ при активации связано с электрогенной 
функцией фермента, приводящей к деполяриза-
ции мембраны. Эта гипотеза была доказана в экс-
периментах на нейтрофилах человека, показавших 
корреляцию между деполяризацией мембраны 
и подавлением входа внеклеточного Са2+ в клетки 
[6]. Было установлено, что у нейтрофилов, выде-
ленных из крови пациентов с ХГБ и имеющих де-
фицитную NADPH-оксидазу, такое подавление 
отсутствует, а накопление Са2+ в эндоплазматиче-
ским ретикулуме происходит значительно бы-
стрее, чем у нейтрофилов здоровых доноров [7].

Будучи «профессиональными» фагоцитами, 
нейтрофилы обеспечивают «первую линию» за-
щиты от патогенов в очаге воспаления, осущест-
вляя фагоцитоз, дегрануляцию и образование ак-
тивных форм кислорода (АФК). В 2004 г. 
в  лаборатории А. Циклински [8] был описан но-
вый защитный механизм нейтрофилов, который 
заключается в высвобождении из клеток декон-
денсированного хроматина, «декорированного» 
белками гранул, ядра и цитоплазмы. Такие струк-
туры были названы нейтрофильными внеклеточ-
ными ловушками, или NET (Neutrophil 
Extracellular Traps), поскольку их главная функция 
состоит в ограничении распространения патоге-
нов из первичного очага воспаления [8]. Следует 
отметить, что образование NET, как правило, со-
провождается гибелью клетки, в связи с чем этот 
процесс был назван НЕТозом [9].

НЕТоз представляет собой многоступенчатый 
последовательно развивающийся процесс, при ко-
тором происходит образование АФК с участием 
NADPH-оксидазы и транслокация ферментов 
азурофильных гранул нейтрофильной эластазы 
(НЭ) и миелопероксидазы (МПО) в ядро [10]. 
В ядре, совместно с пептидил-аргинин-дезамина-
зой 4 (PAD4), цитруллинирующей гистоны, НЭ 
и МПО осуществляют деконденсацию хроматина, 
что приводит к его последующему выбросу за пре-
делы клетки – НЕТозу [11]. Было показано, что 
при активации НЕТоза также происходит повы-
шение концентрации внутриклеточного Са2+ [12], 
и в настоящее время известны две ключевые Са2+-
чувствительные мишени этого процесса: протеин-
киназа C, ответственная за фосфорилирование 
субъединиц NADPH-оксидазы, и PAD4.

В ряде работ было установлено, что нейтро-
филы пациентов с ХГБ, помимо невозможности 
генерировать АФК, также неспособны образовы-
вать NET в ответ на многие рецепторные и фарма-

кологические стимулы (ФМА) [13, 14]. Вместе 
с  тем, дефицитные по NADPH-оксидазе нейтро-
филы все же образуют NET в ответ на кальциевые 
ионофоры иономицин и А23187 при участии ми-
тохондриальных АФК (мтАФК) [14, 15].

Мы предположили, что дефицитные по 
NADPH-оксидазе нейтрофилы не только не спо-
собны к генерации оксидаза-зависимых АФК, но 
и, благодаря отсутствию деполяризации мембра-
ны при активации [7] и избыточному поступле-
нию Са2+ в клетки, имеют более глубокие наруше-
ния агонист-индуцированных сигнальных путей. 
В соответствии с нашей гипотезой, нейтрофилы, 
выделенные из крови здоровых доноров и пациен-
тов с ХГБ, стимулированные к НЕТозу кальцие-
вым ионофором А23187, должны по-разному от-
вечать на истощение внутриклеточного Са2+, что 
и было проверено в нашей работе. 

Материалы и методы
Реагенты. ФМА, А23187, fMLP, BAPTA-AM 

( 1 , 2 - B i s ( 2 - a m i n o p h e n o x y ) e t h a n e - N , N , N ′ , 
N′-tetraacetic acid tetrakis(acetoxymethyl ester), лю-
минол (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione) 
были закуплены в Sigma-Aldrich (США); SYBR 
Green, смола ProLong Gold – в Thermo Fisher 
Scientific (США).

Выделение первичных нейтрофилов человека. 
Образцы крови пациентов с хронической грануле-
матозной болезнью были получены в процессе их 
планового обследования в Отделении клини- 
ческой иммунологии и ревматологии Российской 
детской клинической больницы ФГАОУ ВО 
«РНИМУ им. Н.И. Пирогова» Минздрава России. 
Образцы крови доноров были получены с их доб-
ровольного согласия в отделении переливания 
крови Российской детской клинической больни-
цы. Исследования проводили согласно Хельсинк-
ской декларации Всемирной Медицинской Ассо-
циации об этических принципах проведения 
медицинских исследований 2000 г. и протокола 
Конвенции Совета Европы о правах человека 
и  биомедицине 1999 г. Исследования были одоб-
рены локальным комитетом по этике Российской 
детской клинической больницы ФГАОУ ВО 
«РНИМУ им. Н.И. Пирогова» Минздрава России.

Нейтрофилы выделяли из периферической 
крови с помощью центрифугирования в односту-
пенчатом градиенте плотности Ficoll-Hypaque 
(плотность 1,077 г/см3) в течение 25 мин при 400g 
и комнатной температуре, как описано ранее [16]. 
Основную массу эритроцитов удаляли путем седи-
ментации в декстране. Оставшиеся эритроциты 
лизировали в гипотоническом растворе NaCl 
(0,2%) в течение 30 с и далее восстанавливали фи-
зиологический солевой состав путем добавления 
гипертонического NaCl (1,6%). Нейтрофилы  
ресуспендировали в полной культуральной среде 
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(ПКС), включающей RPMI 1640 с добавлением 
10 мМ HEPES, 2 мМ L-глутамина и 1% инактиви-
рованной эмбриональной телячьей сыворотки 
(ЭТС). Полученные клетки были представлены на 
98% гранулоцитами, а их жизнеспособность со-
ставляла более 99%, что определяли по исключе-
нию 0,1%-ного трипанового синего. Нейтрофилы 
инкубировали в течение 1 ч при 4°С перед экспе-
риментом.

Оценка люминол-зависимой хемилюминесцен-
ции (ХЛ). Люминол-зависимую ХЛ использовали 
для оценки концентрации суммарных АФК (вну-
три- и внеклеточных) как описано ранее [17]. Све-
жевыделенные нейтрофилы в концентрации 
2,5·106 кл./мл (4,5·105 клеток) инкубировали 
с  BAPTA-AM в возрастающих концентрациях в 
течение 20 мин в условиях 37оС и 5% СО2 в ПКС 
(5% ЭТС). Далее ПКС заменяли на фосфатный 
буфер Кребса-Рингера (120 мM NaCl, 5 мM KCl, 
1,7 мM KH2PO4, 8,3 мM Na2HPO4, 10 мM глюкоза, 
1 мM CaCl2, 1,5 мM MgCl2, рН 7,3). К 2·105 клеток 
добавляли люминол (80 мкМ, конечная концен-
трация) и проводили стимуляцию окислительного 
взрыва 2,5 мкМ А23187, 30 нМ ФМА или 800 нМ 
fMLP. Люминол-зависимую ХЛ анализировали 
сразу после стимуляции в течение 30 мин при 37°С 
в планшетном хемилюминометре Lucy 1 («Anthos 
Labtec», Австрия). Оценивали площадь, занимае-
мую кривыми ХЛ, и выражали степень окисли-
тельного взрыва в процентах от контроля (кон-
троль: стимулированные нейтрофилы; 100%) 
в виде гистограмм.

Индукция и флуоресцентное окрашивание NET. 
Для обнаружения NET использовали флуорес-
центную микроскопию. Для этого свежевыделен-
ные нейтрофилы (2·105 кл./мл) адгезировали на 
круглых покровных стеклах, находящихся в 24-лу-
ночном планшете в 500 мкл ПКС (1% ЭТС), в те-
чение 30 мин при 37°С. Нейтрофилы инкубирова-
ли в лунках с BAPTA-AM в течение 20  мин при 
37°С и 5% СО2. Образование NET индуцировали 
30 нМ ФМА или 2,5 мкМ А23187 в течение 2 ч 
40  мин и 4 ч соответственно. После стимуляции 
НЕТоза клетки фиксировали в растворе 4%-ного 
параформальдегида в течение 15 мин. Препараты 
погружали в SYBR Green, разведенный в фосфат-
но-солевом буфере в соотношении 1:10000 в соот-
ветствии с рекомендацией производителя, и окра-
шивали в течение 6 мин при комнатной 
температуре в темноте. Препараты погружали 
в  смолу ProLong Gold и анализировали клетки 
с  использованием флуоресцентного микроскопа 
Leica DM LB (Leica Microsystems, Германия). Фо-
тографирование проводили с помощью камеры 
Leica DC300F.

Подсчитывали общее число клеток и число 
нетотических клеток в каждом поле зрения, и да-
лее оценивали процент НЕТоза в нескольких по-
лях зрения. Для каждого варианта стимуляции 

было поставлено не менее 3 экспериментов, а для 
каждой концентрации ингибитора анализировали 
не менее 500 нейтрофилов.

Статистическая обработка. Статистическую 
обработку данных проводили с использованием од-
номерного дисперсионного анализа (ANOVA),  
сопровождаемого тестом множественного сравне-
ния Бонферрони для оценки различий между груп-
пами. Данные выражали в виде среднего ± ошибка 
среднего. Статистически значимые значения p  
указаны на графиках: * – р <  0,05; ** – р  <  0,01; 
*** – р < 0,001. 

Результаты и обсуждение
Ранее нами было показано, что нейтрофилы, 

выделенные из образцов крови многих пациен-
тов с ХГБ, обладают повышенным спонтанным 
НЕТозом, достигающим в некоторых случаях 
5–10%. Такое состояние указывало на предакти-
вацию нейтрофилов в организме, ведущую 
к аберрантному НЕТозу.

Если активация НЕТоза под действием каль-
циевого ионофора А23187 у дефицитных по 
NADPH-оксидазе нейтрофилов приводит к избы-
точному входу Са2+ подобно тому, как это проис-
ходит при активации лигандами типа fMLP [6], 
можно ожидать, что инкубация таких клеток с хе-
латором внутриклеточного Са2+ BAPTA-AM не 
должна вызывать существенного подавления  
НЕТоза. Вместе с тем, НЕТоз, индуцированный 
А23187 у нейтрофилов здоровых доноров, должен 
быть подавлен BAPTA-AM эффективно и дозоза-
висимым способом, что и было проверено в на-
шей работе.

Диагноз ХГБ у всех исследованных больных 
был поставлен на основании абсолютного от-
сутствия у них окислительного взрыва в ответ на 
зимозан, что было определено методом регистра-
ции люминол- и люцигенин-зависимой хемилю-
минесценции в ФГБУ «ГНЦ Институт иммуноло-
гии» ФМБА России, а также генетического под-
тверждения с помощью секвенирования по 
Сенгеру в ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр детской гематологии, 
онкологии и иммунологии имени Дмитрия Рога-
чева» Минздрава России. Все больные с ХГБ име-
ли одну из мутаций в гене CYBB, кодирующем 
субъединицу gp91phox (Х-сцепленнная ХГБ).

С использованием регистрации люминол-за-
висимой ХЛ мы подтвердили, что у всех пациен-
тов с ХГБ нейтрофилы не образовывают АФК 
в  ответ на стимуляцию ФМА, fMLP или А23187, 
то есть являются полностью дефицитными по 
NADPH-оксидазе (данные не приведены). Кроме 
того, такие нейтрофилы не образовывали NET 
в  ответ на ФМА (рис. 1, Д), поскольку для  
ФМА-индуцированного НЕТоза требуется нали-
чие АФК [13]. Вместе с тем ионофор А23187 инду-
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цировал НЕТоз через 4 ч (рис. 1, В, Д). Инкубация 
нейтрофилов здоровых доноров с BAPTA-AM 
приводила к дозозависимому и эффективному по-
давлению НЕТоза, индуцированного как А23187, 
так и ФМА (рис. 1, А, Б), в то время как инкуба-
ция дефицитных по NADPH-оксидазе нейтрофи-
лов с BAPTA-AM практически не вела к подавле-
нию выброса хроматина (рис. 1, В, Д).

Мы полагаем, что отсутствие подавления 
А23187-индуцированного НЕТоза хелатором 

BAPTA-AM у дефицитных по NADPH-оксидазе 
нейтрофилов (ХГБ) связано с избыточным входом 
внеклеточного Са2+ внутрь клетки. При актива-
ции нейтрофилов с помощью fMLP происходит 
быстрое открытие каналов CRAC и последующее 
закрытие этих каналов, обусловленное деполяри-
зацией мембраны. В нейтрофилах пациентов 
с  ХГБ деполяризация мембраны не происходит 
и  каналы CRAC остаются открытыми, обеспечи-
вая избыточный вход внеклеточного Са2+ [6]. По-

Рис. 1. Действие ингибитора внутриклеточного Са2+ BAPTA-AM на ФМА- и А23187-индуцированный НЕТоз

Нейтрофилы, выделенные из крови здоровых доноров (А, Б, Г) и пациентов с ХГБ (В, Д), адгезировали на покровных стеклах 
и далее инкубировали с BAPTA-AM в возрастающих концентрациях в течение 20 мин при 37°С. НЕТоз индуцировали А23187 
или ФМА в течение 4 ч и 2 ч 40 мин соответственно. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего для нейтрофилов 
здоровых доноров (n=3) и нейтрофилов пациентов с ХГБ (n=3). * – р < 0,05; *** – р < 0,001. На фотографиях представлены ней-
трофилы здорового донора (Г) и нейтрофилы пациента с ХГБ (Д), прединкубированные с 5 мкМ BAPTA-AM в течение 20 мин 
при 37°С и стимулированные ФМА или А23187. Масштаб – 25 мкм. Увеличение 20×.
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добное открытие каналов CRAC может происхо-
дить и под действием А23187 благодаря 
высвобождению Са2+ из внутриклеточных депо, 
хотя этот эффект по данным Магомед и Андерсон 
[18] может быть слабо выражен. Возможно, пере-
нос Са2+, катализируемый ионофорами, также 
тормозится при деполяризации мембраны. Одна-
ко это может быть связано с тем, что наряду 
с  электронейтральным обменом ионов Са2+ на 
протоны А23187 и иономицин переносят через 
мембрану положительно-заряженные комплексы 
Са2+ [19].

Нам было интересно выяснить, как истоще-
ние внутриклеточного Са2+ будет действовать на 
такую эффекторную функцию нейтрофилов, как 
окислительный взрыв. В следующей серии экспе-
риментов нейтрофилы здоровых доноров инкуби-
ровали в присутствии BAPTA-AM в течение 
20  мин и далее стимулировали окислительный 
взрыв А23187, ФМА и рецепторным активатором 
хемоаттрактантом fMLP. На рис. 2 можно видеть, 
что BAPTA-AM дозозависимо подавлял окисли-
тельный взрыв, индуцированный А23187 и fMLP, 
но не ФМА. Кроме того, ФМА-индуцированный 
окислительный взрыв происходил с одинаковой 
интенсивностью как в кальцийсодержащей, так 
и  в безкальциевой среде (данные не приведены). 
Эти результаты указывают на то, что активация 
NADPH-оксидазы форболовым эфиром может 
происходить в отсутствие притока внеклеточного 
Са2+, что совпадает с данными других авторов 
[20], а фосфорилирование субъединиц фермент-
ного комплекса может обеспечиваться Са2+-
нечувствительными изоформами протеинкиназы 
С (PKCδ, PKCξ).

Что касается ФМА-индуцированного НЕТо-
за, то, вероятно, основной мишенью BAPTA-AM 
в  этом сигнальном пути является Са2+-чувст-
вительный фермент PAD4.

Ранее мы показали [14], что А23187-инду-
цированный НЕТоз нейтрофилов здоровых доно-
ров и нейтрофилов, дефицитных по NADPH-ок-
сидазе, происходит с участием митохондриальных 
АФК (мтАФК). В то же время в нормальных ней-
трофилах активация NADPH-оксидазы также 
была необходима для индукции НЕТоза. По-
видимому, генерация мтАФК существенно повы-
шена при дефиците NADPH-оксидазы. Результа-
ты, полученные в настоящей работе, позволяют 
объяснить этот феномен. Повышенный уровень 
внутриклеточного Са2+ у дефицитных по NADPH-
оксидазе нейтрофилов должен стимулировать де-
гидрогеназы в матриксе митохондрий и дыхание, 
способствуя усиленному образованию мтАФК. 
Кроме того, мы установили, что А23187-зави-
симый нетотический сигнальный каскад происхо-
дит при активации митохондриальной поры, 
mPTP [14]. Повышенное содержание Са2+ в мито-
хондриях нейтрофилов, дефицитных по NADPH-

Рис. 2. Оценка окислительного взрыва у нейтрофилов здоро-
вых доноров.

Нейтрофилы здоровых доноров инкубировали в течение 
20 мин в присутствии BAPTA-AM при 37°С. Далее стимули-
ровали окислительный взрыв 2,5 мкМ А23187 (А), 30 нМ 
ФМА (Б) или 800 нМ fMLP (В) в присутствии люминола 
(80 мкМ) и регистрировали хемилюминесценцию как указа-
но в разделе «Материалы и методы». Данные представлены 
как среднее ± ошибка среднего (n = 5). *** – р < 0,001.
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оксидазе, повышает вероятность открытия пор 
mPTP, что также ведет к усиленной генерации 
мтАФК. Интересно, что в нейтрофилах пациентов 
с ХГБ наблюдалась повышенная Са2+-зависимая 
продукция липидного медиатора воспаления лей-
котриена B4 [21]. Можно полагать, что избыточ-
ный уровень Са2+ и мтАФК определяет как абер-
рантный НЕТоз, так и другие воспалительные 
процессы, ведущие к аутоиммунным и воспали-
тельным заболеваниям, от которых часто страдают 
пациенты с ХГБ. 

Таким образом, в нашей работе было впервые 
показано, что нейтрофилы пациентов с ХГБ не 
только ограничены в своей возможности бороться 

с большим числом патогенов, но также имеют 
значительные отклонения в кальциевой регуля-
ции и, как следствие, нарушение такого Са2+-
зависимого процесса, как НЕТоз.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных исследо-
ваний (проект №17-00-00088). Исследования 
были одобрены локальным комитетом по этике 
Российской детской клинической больницы 
ФГАОУ ВО «РНИМУ им. Н.И. Пирогова» Минз-
драва России. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов. 
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NADPH oxidase modulates Ca2+-dependent formation 
of neutrophil extracellular traps

N.V. Vorobjeva1,*, B.V. Chernyak2

1Deptartment of Immunology, Biology Faculty, Lomonosov Moscow State University,  
Leninskiye gory 1–12, Moscow, 119234, Russia;

 2A.N. Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University,  
Leninskiye gory 1–40, Moscow, 119992, Russia;

*e-mail: nvvorobjeva@mail.ru

Chronic granulomatous disease (CGD) is a severe inherited immunodeficiency characterized 
by recurrent bacterial and fungal infections and aberrant inflammation. The CGD phenotype is 
due to deficiency of phagocytic NADPH oxidase, unable to generate reactive oxygen species 
(ROS). Such phagocytes are limited in phagocytosis and degranulation as well as a unique 
means of combating pathogens, neutrophil extracellular traps (NETs) formation, in response to 
many receptor and pharmacological stimuli. However, activation of NET formation by 
neutrophils isolated from the blood of CGD patients in response to calcium ionophores was 
described in our recent study. As was shown previously, neutrophils deficient in NADPH 
oxidase are not only unable to form ROS, but also have deficiency in the electrogenic activity of 
the enzyme and membrane depolarization upon activation. Therefore, these neutrophils have 
impaired extracellular Ca2+ influx and, as a result, multiple disorders in the synthesis of pro-
inflammatory cytokines. In the present study, we showed that NET formation by CGD 
neutrophils in response to calcium ionophore A23187 is accompanied by excessive 
accumulation of intracellular Ca2+. We explain this disorder by the deficiency of the 
electrogenic function of mutant NADPH oxidase, which in healthy donor neutrophils causes 
membrane potential depolarization. The results obtained in our study indicate an important 
function of phagocytic NADPH oxidase as a modulator of Ca2+-dependent signaling pathways, 
and potentially can be used for treatment of CGD.

Keywords: human neutrophils, oxidative burst, reactive oxygen species, neutrophil extracellular 
traps, NETosis, chronic granulomatous disease
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Морфологические тенденции в морфометрии ног 
в семействе Dolichopodidae (Diptera)
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Межвидовая изменчивость морфометрических признаков ног была изучена на 2885 эк-
земплярах, принадлежащих к 65 видам 22 родов семейства Dolichopodidae (Diptera). 
Были произведены измерения девяти морфометрических признаков ног, в том числе 
длины передних, средних и задних бедер, голеней и первых члеников лапок, и получены 
данные о 12 относительных признаках. Дисперсионный анализ позволил выявить значи-
мые различия морфометрических признаков между родами, но не между подсемейства-
ми. Большая часть изученных признаков имела слабый филогенетический сигнал. До-
стоверный филогенетический сигнал был обнаружен только у одного признака из 
двенадцати изученных – соотношения длины средних бедер и длины средних голеней. 
В результате анализа главных компонент вариации были выделены типичные для пред-
ставителей семейства признаки, а также две основные тенденции изменчивости: удлине-
ние первых члеников средних и задних лапок и изменчивость соотношения длин перед-
них, средних и задних бедер. С помощью кластерного анализа были выделены три 
морфологические группы, различающиеся не только морфологически, но и по типам 
местообитаний: группа Medetera (длина передних, средних и задних бедер практически 
одинакова), группа Hydrophorus (значительно удлинены средние и задние бедра и голени 
относительно передних), группа Sciapus (значительно удлинены членики всех ног). Каж-
дая из выделенных групп включает виды, принадлежащие к разным подсемействам. По-
этому следует предполагать, что сходство признаков морфометрии ног у долихоподид 
в большей части является следствием конвергентной эволюции, а не наличием общего 
предка со сходной морфологией.

Ключевые слова: Diptera, Dolichopodidae, Hydrophorus, Medetera, Sciapus, морфометрия, 
ноги, филогения, филогенетический сигнал

Значительное межвидовое разнообразие при-
знаков морфометрии крыла, антенн и ног в семей-
стве Dolichopodidae (Diptera) предполагает, что 
данные признаки особенно подвержены эволю-
ционным изменениям, а также они широко ис-
пользуются в систематике семейства на различных 
таксономических уровнях. Подробный анализ фе-
нотипической вариации комплекса признаков мо-
жет помочь в таксономических исследованиях, а 
понимание направления отбора важно для по-
строения филогенетических схем и изучения эво-
люционных тенденций. 

В настоящее время морфометрия в сочетании 
с молекулярно-генетическими методами является 
одним из наиболее перспективных подходов для 
изучения филогении и эволюционных тенденций 
[1]. Чаще всего в исследованиях подобного типа 
используются признаки морфометрии крыла, ко-
торые позволяют не только дифференцировать 
близкородственные виды [2], географические под-

виды [3], разные линии одного вида [4] и даже 
особей, выращенных в разных условиях [5], но 
и устанавливают значимую корреляцию подобных 
признаков с филогенией, построенной на основе 
молекулярных данных [6, 7]. Причина такого ши-
роко изучения формы крыла очевидна: полёт 
играет важную роль для большинства двукрылых 
насекомых, поскольку обеспечивает возможность 
избежать нападения хищника или поймать добы-
чу, найти партнера для размножения; крылья так-
же часто выполняют и другие функции, кроме ло-
комоторной, например, участвуют в процессе 
половых взаимоотношений – ухаживаний самца 
за самкой или схваток между самцами [8].

Признакам морфометрии ног уделяется гораз-
до меньше внимания, хотя их роль в жизни дву-
крылых также несомненна. Соотношения длин 
различных сегментов ног используются для диа-
гностики видов долихоподид, например, в родах 
Argyra Macquart, 1834, Campsicnemus Haliday, 1851, 
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Tachytrechus Haliday, 1851 [9]. Разнообразные мо-
дификации ног у самцов семейства используются 
в половом поведении [10, 11]. Кроме того, моди-
фикации ног всегда вызывали у исследователей 
интерес как с точки зрения их таксономического, 
так и функционального значения. Например, в се-
мействе Empididae, родственном семейству 
Dolichopodidae, был описан вид, самцы которого 
не только имеют значительно расширенные пе-
редние ноги, но и часто проявляют асимметрию 
по данному признаку [12]. Такое значительное 
разнообразие говорит об интенсивном отборе 
признаков ног, но морфометрические характери-
стики ног Dolichopodidae на данный момент изу-
чены лишь фрагментарно [13].

В связи с этим целью настоящей работы явля-
лись анализ разнообразия морфометрических 
признаков ног видов Dolichopodidae и их таксоно-
мической значимости, а также оценка их филоге-
нетического сигнала.

Материалы и методы
Объекты исследования. Было изготовлено 

2885 препаратов ног 65 видов семейства из 22 ро-
дов (таблица). Для исследования были использо-
ваны экземпляры, собранные авторами на протя-
жении 2013–2019 гг., а также экземпляры из 
коллекции кафедры экологии и систематики бес-
позвоночных животных Воронежского государ-
ственного университета (Воронеж, Россия). Опре-
деление производилось по ключам Негробова 
и  Штакельберга [9]. Поскольку было показано, 
что в морфометрических признаках ног присут-
ствует половой диморфизм, для изучения были 
отобраны только самцы.

Изученные признаки. Были измерены девять 
морфометрических признаков ног: длины перед-
него, среднего и заднего бедер (F1, F2, F3), перед-
ней, средней и задней голени (T1, T2, T3), первого 
членика передней, средней и задней лапок (tar1, 
tar2, tar3). Далее были рассчитаны 12 относитель-
ных признаков: отношение длин F1 к T1, F1 
к tar1, F1 к F2, F1 к F3, T1 к tar1, T1 к T2, T1 к T3, 
F2 к T2, F2 к tar2, T2 к tar2, F3 к T3, F3 к tar3. Из-
мерения производились по фотографиям препара-
тов с помощью программы ImageJ (1.53b, National 
Institutes of Health) [14]. Каждое измерение произ-
водилось два раза, после чего вычислялась значи-
мость случайных ошибок измерений путем выяв-
ления значимости различий между повторностями 
в ходе дисперсионного анализа. Было выявлено, 
что различия статистически не достоверны. 
В  дальнейшем производилось изучение как абсо-
лютных, так и относительных признаков.

Анализ молекулярных данных. Филогенетичес-
кие взаимоотношения между видами анализиро-
вались на основе молекулярных последователь-
ностей митохондриального гена, кодирующего 

цитохром-c-оксидазу (COI) (810 признаков), де-
понированных в GenBank ранее [15, 16]. Филоге-
нетическое дерево было построено методом мак-
симального правдоподобия в программе MEGA X 
(National Institutes of Health) [17]. Надежность вну-
тренних ветвлений была оценена с помощью бут-
стрэп-анализа с 1000 реплик. 

Статистические методы обработки данных. 
Для оценки различий между группами (видами, 
родами и подсемействами, а также полами, сторо-
нами и повторностями) использовался дисперси-
онный анализ (MANOVA). Результаты дисперси-
онного анализа оценивались при помощи 
апостериорного теста Тьюки. Анализ главных 
компонент вариации (principal component analysis, 
PCA) был использован для изучения различий 
между группами.

Кластерный анализ производился методом 
присоединения ближайшего соседа, бутстреп-
поддержка производилась на основе 1000 повтор-
ностей. Для построения дендрограмм и графика 
распределения таксонов в пространстве изменчи-
вости морфометрических признаков использова-
лась программа Past (3.10, Hammer&Harper).

Филогенетический сигнал морфометрических 
признаков ног был изучен двумя способами. Во-
первых, филогенетические дерево было наложено 
на пространство форм в программе MorphoJ (2.0, 
C.P. Klingenberg) [18]. Проверялась нулевая гипо-
теза о том, что филогенетический сигнал в морфо-
метрических признаках ног отсутствует. Для ее 
проверки было вычислено Р-значение как доля 
перестановок, которые с учетом морфометричес-
ких признаков приводят к длине дерева, меньшей 
или равной той, которая наблюдается для филоге-
нетических данных.

Во-вторых, в качестве меры филогенетичес-
кого сигнала морформетрических признаков ног 
была использована лямбда Пагеля [19]. Для расче-
та лямбды Пагеля использовалась функция 
phylosig пакета phytools [20] в среде R, для оценки 
статистической значимости – перестановочный 
тест с 999 повторностями.

Отдельно следует отметить, как производился 
анализ данных, полученных методами традицион-
ной морфометрии, с помощью программы 
MorphoJ (2.0, C.P. Klingenberg) [18], предназначен-
ной для изучения признаков форм. Изучение мор-
фометрии ног средствами геометрической морфо-
метрии изначально было невозможно, поскольку 
конечности двукрылых не имеют устойчивой фор-
мы. Поэтому изначально измерения производи-
лись традиционными методами. Затем полученные 
данные были представлены в виде текстового фай-
ла, содержащего координаты x и y. Так, каждая 
нога представлялась в виде трех отрезков, располо-
женных друг за другом, координаты начала перво-
го отрезка соответствовали вершине бедра, длина 
отрезка была пропорциональна длине бедра экзем-
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Таблица

Изученные виды (число экземпляров каждого вида указано в скобках)

Подсемейство Род Вид
Diaphorinae Argyra Macquart, 1834 diaphana (Fabricius, 1775) (62)

leucocephala (Meigen, 1824) (27)
vestita (Wiedemann, 1817) (6)

Chrysotus Meigen, 1824 cilipes Meigen, 1824 (60)
femoratus Zetterstedt, 1843 (8)
neglectus (Wiedemann, 1817) (16)

Diaphorus Meigen, 1824 hoffmannseggi Meigen, 1830 (2)
Nematoproctus Loew, 1857 praesectus Loew, 1869 (4)

Dolichopodinae Dolichopus Latreille, 1796 acuticornis Wiedemann, 1817 (66)
arbustorum Stannius, 1831 (39)
argyrotarsis Wahlberg, 1850 (12)
brevipennis Meigen, 1824 (34)
campestris Meigen, 1824 (46)
cilifemoratus Macquart, 1827 (94)
claviger Stannius, 1831 (36)
latilimbatus Macquart, 1827 (96)
lepidus Staeger, 1842 (94)
linearis Meigen, 1824 (44)
longicornis Stannius, 1831 (84)
longitarsis Stannius, 1831 (129)
meigeni Loew, 1857 (14)
migrans Zetterstedt, 1843 (38)
nigricornis Meigen, 1824 (32)
pennatus Meigen, 1824 (88)
plumipes Fallen, 1823 (54)
remipes Wahlberg, 1839 (36)
ringdahli Stackelberg, 1930 (50)
simplex Meigen, 1824 (80)
ungulatus (Linnaeus, 1758) (92)

Ethiromyia Brooks & Wheeler, 2005 chalybea (Wiedemann, 1817) (14)
Gymnopternus Loew, 1857 celer (Meigen, 1824) (44)
Hercostomus Loew, 1857 convergens (Loew, 1857) (184)

nigrilamellatus (Macquart, 1827) (2)
nigriplantis (Stannius, 1831) (42)

Poecilobothrus Mik, 1878 chrysozygos (Wiedemann, 1817) (32)
regalis (Meigen, 1824) (168)

Sybistroma Meigen, 1824 binodicornis Stackelberg, 1941 (80)
crinipes Staeger, 1842 (40)

Tachytrechus Haliday, 1851 ripicola Loew, 1857 (6)
Hydrophorinae Hydrophorus Fallen, 1823 balticus (Meigen, 1824) (8)

borealis Lundbeck, 1912 (28)
micans Frey, 1915 (44)
praecox (Lehmann, 1822) (44)

Liancalus Loew, 1857 virens (Scopoli,1763) (4)
Medeterinae Medetera Fischer von Waldheim, 1819 diadema (Linnaeus, 1767) (10)

jacula (Fallen, 1823) (12)
tenuicauda Loew, 1857 (8)

Neurigoninae Neurigona Rondani, 1856 pallida (Fallen, 1823) (28)
quadrifasciata (Fabricius,1781) (40)

Rhaphiinae Rhaphium Meigen, 1803 antennatum (Carlier, 1835) (14)
appendiculatum Zetterstedt, 1849 (40)
caliginosum Meigen, 1824 (48)
commune (Meigen, 1824) (10)
riparium (Meigen, 1824) (10)

Sciapodinae Sciapus Zeller, 1842 albifrons (Meigen, 1830) (42)
longulus (Fallen, 1823) (16)
platypterus (Fabricius, 1805) (58)
wiedemanni (Fallen, 1823) (24)

Sympycninae Campsicnemus Haliday, 1851 scambus (Fallen, 1823) (63)
pulicarius (Fallen, 1823) (160)

Sympycnus Loew, 1857 simplicipes Becker, 1908 (58)
fuscipes (von Roser, 1840) (26)

Syntormon Loew, 1857 pallipes (Fabricius, 1794) (12)
Teuchophorus Loew, 1857 spinigerellus (Zetterstedt,1843) (14)

Xanthochlorinae Xanthochlorus Loew, 1857 tenellus (Wiedemann, 1817) (9)
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пляра, координаты конца отрезка соответствовали 
вершине бедра и основанию голени. Аналогично 
были представлены координаты вершины голени, 
основания первого членика лапки. Данные, полу-
ченные методом традиционной морфометрии, 
в  дальнейшем анализировались при помощи про-
граммы MorphoJ.

Результаты
Дисперсионный анализ (MANOVA) проде-

монстрировал наличие значимых различий меж-
ду родами (лямбда Уилкса = 0,0002, F = 267, 
df  =  228, 47451,7, p < 0,0001). Различия между 
подсемействами были менее значимы (лямбда 
Уилкса = 0,0045, F = 482, df = 84, 28567, p < 0,01). 
Пост-хок тест Тьюки показал, что такие подсе-
мейства, как Dolichopodinae и Sympycninae, 
Rhaphiinae и  Diaphorinae, Sciapodinae 
и Neurigoninae достоверно не различаются по ис-
следованным признакам.

Также определенные различия присутствова-
ли между видами (лямбда Уилкса = 0,000001, 
F  =  175, df = 744, 54370, p < 0,00001). Поскольку 
наблюдались значимые различия между самцами 
и самками (лямбда Уилкса = 0,84, F = 46,90, 
df  =  12, 4669, p < 0,05), далее рассматривались 
только самцы. Достоверного различия между пра-
вой и левой сторонами не наблюдалось (лямбда 
Уилкса = 0,99, F = 0,25, df = 12, 4669, p = 0,48). 
Также не было выявлено достоверного различия 
между повторностями измерений: лямбда Уилк-
са = 0,99, F = 0,78, df = 12, 4669, p = 0,99.

Анализ главных компонент позволил выде-
лить две переменные, включающие более 80% из-
менчивости. Первая компонента (PC1) содержала 
более 60% вариации морфометрических призна-

ков ног и включала в основном изменчивость от-
носительных длин первых члеников средних и зад- 
них лапок. Вдоль оси PC1 можно проследить сле-
дующую тенденцию: относительная длина tar2 
уменьшается в ряду от 1 до 3 (рисунок).

1) у видов Sciapus, Neurigona, Liancalus, 
Xanthochlorus и Sybistroma crinipes относительная 
длина tar2 максимальная и примерно равна дли-
не F2;

2) большинство изученных видов попадают во 
вторую группу. Так, соотношение длин F2 и tar2 
у  видов Medetera составляет в среднем 1,3; виды 
Dolichopus (кроме Dolichopus plumipes) демонстри-
руют соотношение F2 к tar2, равное 1,7, и выде-
ляются в подсемействе Dolichopodinae по удли-
ненному tar2.

3) в третью группу входят виды Poecilobothrus 
и Hydrophorus, у которых среднее соотношение F2 
к tar2 составляет 2,1 и 3,3; наиболее укороченные 
tar2 представлены у Campsicnemus scambus – дан-
ное соотношение у них составляет 4,0. Средние 
голени C. scambus сильно модифицированы, а tar2 
значительно укорочен.

Вторая тенденция может быть описана второй 
главной компонентой вариации (PC2), которая 
включает более 21% от всей изменчивости морфо-
метрических признаков ног. Она описывает вари-
ацию относительной длины первого членика за-
дних лапок. По оси PC2 (рисунок) 
прослеживается изменение от видов Medetera  
(соотношение F3:tar3 составляет 3,4) до видов 
Dolichopus и Sciapus (соотношение F3:tar3 состав-
ляет 1,9).

Кластерный анализ методом связывания бли-
жайших соседей по матрице средних морфометри-
ческих признаков ног родов подтвердил, что  
достоверно выделяются два кластера: первый 

Рисунок. Распределение 22 видов Dolichopodidae в пространстве первой (PC1) и второй (PC2) компонент изменчивости призна-
ков морфометрии ног.
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включает виды Sciapus, Neurigona, Liancalus 
и  Xanthochlorus; второй – виды Hydrophorus, 
Campsicnemus и Poecilobothrus. Остальные рассмот-
ренные виды имеют промежуточное состояние 
признаков.

Наложение филогенетического дерева на про-
странство изменчивости морфометрических при-
знаков продемонстрировало отсутствие очевидно-
го филогенетического сигнала. Внешние ветви 
дерева длиннее внутренних. Наиболее сходными 
по признакам морфометрии ног оказались не-
близкородственные виды: Syntormon и Sybistroma, 
Liancalus и Neurigona, Hydrophorus и Tachytrechus, 
Ethiromyia и Chrysotus. p-Значение составляет 
0,2981; это означает, что равное по длине или бо-
лее короткое дерево с учетом морфометрических 
данных было построено примерно в 70% случаев. 
Следовательно, достоверного филогенетического 
сигнала обнаружено не было.

Расчет лямбды Пагеля показал, что достовер-
ный филогенетический сигнал наблюдался только 
для одного относительного признака из всех изу-
ченных признаков, как абсолютных, так и относи-
тельных – F2:T2 (лямбда Пагеля составляла 0,99, 
p = 0,02).

Согласно вариации морфометрических при-
знаков ног, изученные виды можно разделить на 
две группы. Первая выделенная нами группа 
включает виды Medetera, Rhaphium, Argyra, 
Nematoproctus, Diaphorus, Sympycnus, которые ха-
рактеризуются укороченными первыми членика-
ми задних лапок (соотношение F3:tar3 составляет 
3,23±0,05 – здесь и далее указаны среднее значе-
ние и ошибка среднего). В этой группе прослежи-
ваются две особенности. Первая – укороченные 
средние лапки по сравнению со средними бедра-
ми (соотношение F2:tar2 составляет 1,95±0,04). 
Наиболее ярким примером проявления данного 
признака являются виды Nematoproctus. Вторая – 
удлиненные средние лапки по сравнению со сред-
ними бедрами (соотношение F2:tar2 составляет 
1,49±0,17), которое представлено у видов Argyra 
и Medetera.

Вторая выделенная группа включает виды 
Neurigona, Sciapus, Liancalus, Xanthochlorus, 
Tachytrechus, Campsicnemus, Hydrophorus – соотно-
шение F3:tar3 у них составляет 2,42±0,17, то есть 
первый членик задних лапок удлиненный по срав-
нению с задними бедрами. Здесь также можно вы-
делить подгруппы согласно изменчивости относи-
тельной длины первого членика средних лапок. 
Наиболее укороченные первые членики лапок по 
отношению к средним бедрам (соотношение 
F2:tar2 составляет 3,50±0,47) представлены у ви-
дов Campsicnemus и Hydrophorus. Наиболее удли-
ненные членики средних лапок по сравнению со 
средними бедрами (соотношение F2:tar2 состав-
ляет 1,06±0,06) характерны для видов Neurigona, 
Sciapus, Liancalus, Xanthochlorus.

Обсуждение
Анализ морфометрических признаков ног до-

лихоподид продемонстрировал, в первую очередь, 
их значительное разнообразие. Отсутствие досто-
верного филогенетического сигнала у большинства 
протестированных признаков означает, что в  раз-
ных подсемействах сходные сочетания признаков 
возникали независимо друг от друга. Следует пред-
полагать, что сходство признаков морфометрии ног 
у долихоподид в большей части является следстви-
ем конвергентной эволюции, а не наличием обще-
го предка со сходной морфологией.

Основное направление изменчивости морфо-
метрических признаков ног долихоподид касается 
изменения относительной длины первых члени-
ков задних лапок. Кроме того, важную роль в диф-
ференциации играют соотношения длин передних 
и задних бедер и голеней. На основе изменчиво-
сти изученных признаков были выделены две ос-
новные морфологические тенденции. По относи-
тельной длине первого членика задних лапок 
изученные виды были разделены на две группы, 
и в каждой группе выделены по две сходные тен-
денции по изменчивости относительной длины 
первого членика средних лапок.

На основании данной классификации, а так-
же сведений об экологии видов долихоподид мож-
но выделить наиболее типичные для представите-
лей семейства признаки и основные гиатусы, 
представляющие собой крайние отклонения от ус-
ловной средней формы.

Условная средняя форма представлена у ви-
дов, находящихся у начала координат (рисунок). 
Она может быть описана следующим образом. 
Наиболее типичным для долихоподид соотноше-
нием длин бедер является F1:F2:F3 – 1:1,3:1,6, 
а голеней – T1:T2:T3 – 1:1,4:1,9, то есть происхо-
дит поступательное увеличение длины бедер и го-
леней от передних ног к задним. Такое строение 
в  целом характерно для прыгательных задних ко-
нечностей. Соотношение бедер и голеней чаще 
всего приближается к единице, но от передних ног 
к задним относительная длина голеней возрастает 
(F1:T1, F2:T2 и F3:T3 составляют в среднем 1:0,99, 
1:0,87 и 1:0,81). Относительная длина первого чле-
ника лапок на передних и средних ногах одинако-
ва (F1:tar1 и F2:tar2 составляют 1:1,82), тогда как 
первый членик задних ног обычно укорочен 
(F3:tar3 составляет 1:2,8). Такая совокупность 
признаков ног наиболее характерная для видов, 
занимающих прибрежные биотопы (Hercostomus, 
Sympycnus, Sybistroma, Argyra).

Из видов с укороченными члениками задних 
лапок наиболее достоверно выделяются виды 
Medetera – у них длина передних, средних и зад-
них бедер практически одинакова (F1:F2:F3 со-
ставляет 1:1,05:1,07). Вероятнее всего, эта особен-
ность морфологии ног обуславливает 
специфическое положение представителей рода 
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в  состоянии покоя – их тело принимает положе-
ние не параллельно субстрату, а под углом к нему. 
Следует отметить, что виды Medetera выделяются 
в семействе тем, что приурочены к лесным место-
обитаниям, поскольку связаны со стволами де-
ревьев и питаются личинками короедов [20].

Морфологическая форма долихоподид, имею- 
щих длинные членики передних лапок, представ-
лена видами Xanthochlorus, Neurigona и Sciapus, ко-
торые выделяются в семействе благодаря тому, что 
длина первых члеников лапок близка к длине бе-
дер (соотношения F1:tar1, F2:tar2 и F3:tar3 состав-
ляют в среднем 1:0,85, 1:1 и 1:0,5). Эти виды, при-
надлежащие к разным подсемействам, 
встречаются на опушках и прогалинах леса, на от-
крытых луговых местообитаниях.

Если у Medetera средние и задние ноги отно-
сительно более короткие, то у Hydrophorus – от-
носительно более длинные, и они представляют 
собой третью морфологическую форму. Они 
явно выделяются в семействе благодаря значи-
тельному различию между длиной передних, 
средних и задних бедер (соотношение F1:F2:F3 
составляет 1:1,8:1,8), передних голеней и средних 
и задних голеней (соотношение T1:T2:T3 состав-
ляет 1:1,9:2,2). Также происходит увеличение со-
отношений F2/T2 и F3/T3 до единицы и более по 
сравнению с другими родами, то есть другие до-
лихоподиды обычно обладают средними и задни-
ми голенями более длинными, чем средние и за-

дние бедра, тогда как у представителей рода 
Hydrophorus бедра по длине практически равны 
голеням. По морфометрии ног к видам 
Hydrophorus близки виды Campsicnemus 
и  Poecilobothrus. Представители данной группы 
приурочены к водным местообитаниям и держат-
ся на поверхности воды, где охотятся на водных 
личинок комаров (Smith, Empson, 1955).

Таким образом, на данном этапе исследова-
ний следует предполагать, что сходство признаков 
морфометрии ног у долихоподид в большинстве 
случаев является следствием конвергентной эво-
люции, а не наличием общего предка со сходной 
морфологией, поскольку значимый филогенети-
ческий сигнал был выявлен только для одного 
признака из 21 изученных; по признакам морфо-
метрии ног вместе кластеризуются виды разных 
подсемейств, приуроченные к сходным местооби-
таниям. Объяснить наличие значимого филогене-
тического сигнала для отношения длины средних 
бедер к длине средних голеней на данном этапе 
исследований сложно. Для этого требуется даль-
нейший сравнительный анализ экологии и систе-
матики семейства двукрылых.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда и Национального 
фонда естественных наук Китая (проект № 20-54-
53005). Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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Morphometric variation in leg segments length in the family 
Dolichopodidae (Diptera)
M.A. Chursina1,*, O.P. Negrobov2
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2Department of Ecology and Systematics of Invertebrate Animals, Medical-Biological Faculty, Voronezh State University, 
Universitetskaya pl., 2, 394018, Voronezh, Russia
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Interspecific variation of legs morphometric characters were investigated on 2885 exemplar 
species of the family Dolichopodidae of the 65 species belonging to 22 genera. Nine 
morphometric characters of the leg were measured including lengths of femora, tibia and first 
segment of tarsi and their ratio were obtained. The results of analysis of variance showed 
significant differences between the genera, but not between the subfamilies. Most of the studied 
characters showed weak phylogenetic signal. Significant phylogenetic signal was found in only 
one of the studied – the ratio of length of middle femora and tibia. Principal component analysis 
revealed the set of characters most typical for the species of the family, also was demonstrated leg 
morphometry diversity through two general trends: elongation of the first segment of middle and 
hind legs and variation in the ratio of fore, middle and hind femora. Cluster analysis allowed us 
to found three morphologically distinguishable species groups that also differed in terms of their 
microhabitat: Medetera-like species (lengths of fore, middle and hind femora are nearly equal), 
Hydrophorus-like species (middle and hind femora and tibia are significantly extended regarding 
the fore femora and tibia), Sciapus-like species (all first segments of tarsi are significantly 
extended). Each of the identified groups includes species belonging to different subfamilies. 
Therefore, the similarity in leg morphometry features in dolichopodids are supported to be 
related to convergent evolution, and not the presence of a common ancestor with a similar 
morphology.

Keywords: Diptera, Dolichopodidae, Hydrophorus, Medetera, Sciapus, morphometry, leg, 
phylogeny, phylogenetic signal
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

УДК 599.323.42:591.147.5:591.542(470.2)

Влияние фотопериодических условий Северо-Запада России 
и экзогенного мелатонина на физиолого-биохимические показатели 

сирийского хомяка (Mesocricetus auratus)
Е.П. Антонова*, В.А. Илюха, С.Н. Калинина

Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН»,  
Россия, 185910, г. Петрозаводск, ул. Пушкинская, д. 11

*e-mail: antonova88ep@mail.ru

Проведено исследование специфического влияния фотопериодических условий Северо-
Западного ФО России (Республика Карелия, г. Петрозаводск) и экзогенного мелатонина 
на массу тела и физиолого-биохимические показатели крови самцов и самок сирийского 
хомяка (Mesocricetus auratus). Животные были разделены на 2 группы: контроль (LD: 12 ч 
свет/12 ч темнота) и опыт (NL: снижение продолжительности световой фазы дня от 
19:36/4:24 до 12/12, характерное для Республики Карелия в период с 25.06.18 до 25.09.18). 
Каждая группа была поделена на 2 подгруппы: хомяки 1-й подгруппы получали питьевую 
воду без мелатонина (LD, NL), 2-й – на ночь мелатонин (100 мкг/животное) (LD+mel, 
NL+mel). Наиболее чувствительны к изменению фотопериода оказались самцы, содер-
жание их в NL приводило к увеличению потребления корма, массы тела в середине экс-
перимента и уровней общего холестерина и мочевины к концу опыта, при этом активно-
сти амилазы, лактатдегидрогеназы и аспартатаминотрансферазы в крови были ниже по 
сравнению с LD. Воздействие мелатонина на исследуемые параметры зависело от свето-
вого режима и пола животных. Введение гормона самкам в NL способствовало усилению 
влияния светового режима и росту значений ряда биохимических показателей сыворотки 
крови относительно контрольных, а также увеличению массы тела на протяжении всего 
исследования. Применение мелатонина в LD оказало негативное влияние на сирийских 
хомяков, вызывая интенсификацию обменных процессов и, как следствие, значительное 
снижение массы тела как у самцов, так и у самок. По нашему мнению, выявленные раз-
личия между экспериментальными группами связаны, прежде всего, с изменением син-
теза мелатонина пинеальной железой при смене световых условий.

Ключевые слова: млекопитающие, цирканнуальные ритмы, мелатонин, световой режим, 
метаболизм, биохимические показатели сыворотки крови, потребление пищи

Север – особая климатогеографическая зона, 
где организм испытывает неблагоприятное воз-
действие множества факторов. Животные север-
ных регионов подвергаются смене длительных пе-
риодов постоянного света в летний сезон 
(«полярный день», сезон «белых ночей») и постоян-
ной темноты зимой («полярная ночь»), тогда как 
цикл освещения «12 ч свет:12 ч темнота» (LD) на-
блюдается только в течение нескольких дней во 
время весеннего и осеннего равноденствия. Реак-
ция организма на изменение световых условий 
окружающей среды обусловлена функцией нейро-
эндокринного органа – пинеальной железой 
(ПЖ), которая отвечает за многочисленные моду-
лирующие влияния на физиологические системы 
организма в основном посредством своих гормо-
нов, одним из которых является мелатонин 
(N-ацетил-5-метокситриптамин) [1].

Воздействие света на млекопитающих в ноч-
ное время рассматривается как один из ведущих 
экологических факторов, приводящих к наруше-
нию гомеостаза и ускоренному развитию ряда ас-

социированных с возрастом заболеваний [2–5]. 
Негативное влияние естественного или искус-
ственного освещения ночью связано с ингибиру-
ющим действием на уровень пинеального гормона 
мелатонина в крови [6]. Так, например, содержа-
ние лабораторных животных (крысы (Rattus 
norvegicus Berkenhout, 1769) и домовые мыши (Mus 
musculus L., 1758)) в условиях постоянного осве-
щения (24 ч в сутки) сопровождается возникнове-
нием метаболического синдрома, уменьшением 
продолжительности жизни и увеличением частоты 
развития пролиферативных процессов и новооб-
разований [2, 3, 7]. Нарушение циркадианных 
ритмов приводит к разбалансировке физиологи-
ческих процессов в организме [3, 4, 6] – в частно-
сти, у человека десинхроноз может приводить 
к  ожирению, снижению умственной и физиче-
ской работоспособности, нарушению сна и рас-
стройству пищеварения [5, 8]. Проблема десин-
хроноза чрезвычайно актуальна для районов 
Севера, особенно для пришлого населения, поэ-
тому поиск препаратов для коррекции физиологи-
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ческого состояния в период смещения сезонных 
биологических ритмов является перспективным. 

К наиболее изученным адаптогенам и потен-
циальным геропротекторам относится мелатонин, 
обладающий антиоксидантным, иммуномодули-
рующим и противоопухолевым свойствами [7–9]. 
Мелатонин оптимизирует энергетический баланс 
и скорость обменных процессов в организме мле-
копитающих, в том числе человека [5, 10]. Несмо-
тря на множественные положительные эффекты 
мелатонина у млекопитающих, полученные ранее 
результаты дают основание полагать, что введение 
этого гормона на фоне нормального уровня его 
синтеза может приводить к негативным послед-
ствиям [11]. В дополнение к этому, из-за видовых 
и возрастных особенностей модельных видов, не-
решенным остается вопрос о половой специфич-
ности влияния мелатонина на физиологические 
системы млекопитающих.

Целью настоящего исследования было изуче-
ние влияния фотопериодических условий Северо-
Запада России (NL: снижение продолжительности 
световой фазы дня от «19:36 ч свет/4:24 ч темнота» 
до «12 ч свет/12 ч темнота», характерное для Рес-
публики Карелия, г. Петрозаводск в период 
с  25.06.18 до 25.09.18) и экзогенного мелатонина 
(100 мкг/животное) на некоторые физиолого-био-
химические показатели самок и самцов сирийско-
го хомяка (Mesocricetus auratus Waterhouse, 1839). 
Выбор объекта исследования был обусловлен осо-
бенностями биологии этого вида. Эволюционное 
формирование лабораторных грызунов (M. auratus 
и R. norvegicus) как видов происходило в световых 
условиях, значительно отличающихся от таковых 
на Севере, что делает возможным оценить воздей-
ствие «экстремального» фотопериода NL в мо-
дельных экспериментах. Так, например, в более 
ранних исследованиях были получены данные, 
свидетельствующие о неблагоприятном действии 
естественного освещения, характерного для Рес-
публики Карелия, на показатели гомеостаза 
и  продолжительность жизни лабораторных крыс 
[2, 7]. Однако в отличие от лабораторных крыс, 
характеризующихся круглогодичной активнос-
тью, сирийский хомяк проявляет сезонность био-
логических процессов (в осенне-зимнее время  
наблюдается прирост массы тела, угасание репро- 
дуктивной функции, возможна факультативная ги-
бернация) [12]. В связи с вышеизложенным, можно 
предположить, что влияние экзогенного гормона 
мелатонина, синхронизирующего сезонные и су-
точные ритмы, на метаболизм сирийских хомяков 
будет зависеть от светового режима.

Материалы и методы
Исследования выполнены на научном обору-

довании Центра коллективного пользования Фе-
дерального исследовательского центра «Карель-
ский научный центр Российской академии наук» 

с соблюдением международных принципов Дирек-
тивы Евросоюза 2010/63/EU о гуманном отноше-
нии к животным и правил проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных. 
Опыты проводились на самках и самцах сирийско-
го хомяка, полученных из питомника лаборатор-
ных животных ООО «КролИнфо» (РФ, Москов-
ская область). Все животные содержались 
в  стандартных помещениях вивария Петрозавод-
ского государственного университета (ПетрГУ, 
г.  Петрозаводск) площадью 25 м2 в индивидуаль-
ных клетках размером 42×26×18,5 см при темпера-
туре 23±1°C и влажности в диапазоне от 45% до 
55%, в качестве подстилочного материала исполь-
зовали древесную стружку. Хомяки получали стан-
дартный готовый лабораторный корм (РФ, ЗАО 
«Тосненский комбикормовый завод», ГОСТ 
Р50258-92) и фильтрованную водопроводную воду 
без ограничений. В возрасте 6,5 мес. животные 
были разделены на 2 группы и помещены в  усло-
вия стандартного регулярно чередующегося осве-
щения «12 ч свет/12 ч темнота» (контроль; LD) или 
освещения, характерного для Республики Каре-
лия, г. Петрозаводск – «19:36 ч свет/4:24 ч темно-
та» (опыт; NL). После адаптации к световым режи-
мам (14 сут) экспериментальные группы были 
разделены на подгруппы (в каждой по 4  самца 
и 4 самки): хомяки 1-й подгруппы получали питье-
вую воду без мелатонина, 2-й – 5 раз в  неделю 
с  питьевой водой в ночное время мелатонин 
(100  мкг на животное) (LD+mel, NL+mel). При 
экспериментальном моделировании фотопериоди-
ческих условий г. Петрозаводска проводилось  
ежедневное изменение светового режима. Иссле-
дование проводили с периода летнего солнцестоя-
ния 25  июня (NL, 19:36 ч свет/4:24 ч темнота) до 
периода осеннего равноденствия – 25  сентября 
(NL, 12 ч свет/12 ч темнота) (уменьшение световой 
фазы суточного цикла). К  концу эксперимента 
световые режимы LD и  NL полностью соответ-
ствовали друг другу как по продолжительности 
дня, так и по времени начала световой фазы. 

Препарат мелатонин (Sigma-Aldrich, США), 
растворенный в этаноле, добавляли в питьевую 
воду в концентрации 10 мг/л, конечная концен-
трация этанола составляла < 0,01% для всех экспе-
риментальных групп. Свежие растворы готови-
лись два раза в неделю: в вечернее время в клетки 
устанавливались покрытые алюминиевой фольгой 
поилки (по 10 мл раствора на животное). В сред-
нем хомяки выпивали около 10–15 мл воды 
в  день, при этом 95% от этого общего суточного 
количества потреблялось в ночное время, таким 
образом, используемая дозировка мелатонина 
была приблизительно 100 мкг мелатонина в день 
на животное. 

В ходе эксперимента проводилось определе-
ние таких физиологических показателей, как мас-
са тела (еженедельно), кормо- и водопотребление 



  147

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2020. Т. 75. № 3

ВЛИЯНИЕ ФОТОПЕРИОДИЧЕСКИХ УСЛОВИЙ И МЕЛАТОНИНА НА СИРИЙСКОГО ХОМЯКА

(ежемесячно) с использованием метаболических 
клеток для лабораторных животных. Через три ме-
сяца эксперимента животных декапитировали 
и отбирали образцы крови для последующего ана-
лиза. Для оценки метаболических изменений у си-
рийский хомяков проводили определение некото-
рых биохимических показателей крови на 
полуавтоматическом биохимическом анализаторе 
Chem-7 (Чехия, Erba) с использованием стандарт-
ных наборов компании «Вектор-Бест»: уровень 
глюкозы, холестерина, мочевины – в ммоль/л, 
креатинина – мкмоль/л, а также активность лак-
татдегидрогеназы (ЛДГ), аспартатаминотрансфе-
разы (АсАт), аланинаминотрансферазы (АлАт) 
и амилазы – в Ед/л. Также в образцах крови спек-
трофотометрически определяли количество эри-
троцитов, содержание гемоглобина и общего бел-
ка стандартными методиками.

Полученные данные обрабатывали общепри-
нятыми статистическими методами, используя па-
кеты программ MS Excel и Statgraphics. Для оценки 
влияния факторов «световой режим» и «препарат» 
на изученные показатели применяли многофак-
торный анализ (MANOVA). Сравнение проводили 
с применением непараметрического U-критерия 
Вилкоксона-Манна-Уитни. Статистически значи-
мыми считали различия при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Влияние световых режимов на исследуемые по-

казатели. Своеобразные фотопериодические ус-
ловия на Севере оказывают значительное влияние 
на синтез мелатонина ПЖ. Суточная продолжи-
тельность секреции ночного мелатонина превра-
щает фотопериодические сигналы в нейроэндо-
кринные изменения, которые модулируют 
сезонную физиологию млекопитающих [13]. В ре-
зультате проведенного нами исследования по вли-
янию фотопериодических условий Северо-Запада 
России (летне-осенний период, NL) на физиоло-
го-биохимические показатели сирийских хомяков 
были обнаружены различия приспособительных 
реакций между самками и самцами. Так, содержа-
ние самцов в NL привело к увеличению массы 
тела (в период с 23.07 по 13.08) и потребления 
корма по сравнению с самцами в LD-режиме 
(р < 0,05) (рис. 1, 2). У самок световой режим NL 
оказал значительное влияние только на потребле-
ние корма и воды – в конце эксперимента наблю-
дался рост данных показателей по сравнению 
с контролем (р < 0,05) (рис. 2). Ранее было выяв-
лено, что при перемещении сирийских хомяков из 
длинного фотопериода (16 ч свет/8 ч темнота) 
в  короткий (8 ч/16 ч) наблюдается рост концен-
трации мелатонина в крови и значительное увели-

Рис. 1. Изменение веса тела самцов и самок сирийского хомяка в различных экспериментальных группах (в каждой по 4 самца 
и 4 самки). 
Условные обозначения здесь и на рис. 2: LD – стандартное регулярно чередующееся освещение «12 ч свет/12 ч темнота», NL – фо-
топериодические условия Северо-Запада России (снижение продолжительности световой фазы дня от «19:36 ч свет/4:24 ч тем-
нота» до «12 ч свет/12 ч темнота», характерное для Республики Карелия в период с 25.06.18 до 25.09.18), LD+mel и NL+mel – 
группы животных, которые получали мелатонин в ночное время.
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чение массы жировой ткани [14–16]. Ученые свя-
зывают это с тем, что фотопериодические условия 
влияют на суточную ритмичность секреции гор-
монов, регулирующих липогенез – кортизола 
и  лептина, при этом концентрация последнего 
в плазме напрямую зависит от количества адипо-
цитов [16]. Так, например, средний уровень леп-
тина в крови был выше у сирийских хомяков, под-
вергнутых короткому фотопериоду (8/16) по 
сравнению с животными, адаптированными 
к длинному фотопериоду (16/8) [17]. Необходимо 
отметить, что немаловажную роль в стимуляции 
липогенеза играет еще один гормон – инсулин, но 

в отличие от крыс и мышей, у сирийских хомяков 
не обнаружено суточного ритма его секреции 
в  кровь и, как следствие, у глюкозы такой ритм 
тоже отсутствует [16]. Возможно, именно поэтому 
мы не выявили влияния светового режима NL на 
уровень глюкозы в крови как у самок, так и у сам-
цов (табл. 1). Однако у NL-самцов наблюдалось 
снижение активности ферментов углеводного об-
мена в сыворотке крови (α-амилаза и ЛДГ) и уве-
личение содержания общего холестерина по срав-
нению с контролем (р < 0,05) (табл. 1). 

Содержание сирийских хомяков в NL привело 
к снижению количества эритроцитов в крови (для 

Рис. 2. Потребление корма и воды самцами и самками сирийского хомяка в различных экспериментальных группах (в каждой 
по 4 самца и 4 самки).
Условные обозначения: 1 – различия достоверны по сравнению с показателями животных в начале эксперимента (25 июня) в ана-
логичной экспериментальной группе (р < 0,05); 2 – различия достоверны по сравнению с показателями животных от 25 июля 
в аналогичной экспериментальной группе (р < 0,05).
* – различия достоверны по сравнению с LD-животными того же возраста (р < 0,05); ♦ – различия достоверны по сравнению 
с LD+mel того же возраста (р < 0,05); ◊ – изменения достоверны по сравнению с NL того же возраста (р < 0,05).

Таблица 1

Физиолого-биохимические показатели сирийских хомяков (пояснения в тексте)
Показатели Экспериментальные группы

LD LD+mel NL NL+mel
♂, n=4 ♀, n=4 ♂, n=4 ♀, n=4 ♂, n=4 ♀, n=4 ♂, n=4 ♀, n=4

Масса семенников, г 3,14±0,29 – 2,30±0,45* – 4,46±0,25* – 4,35±0,06* –
Масса печени, г 5,05±0,11 3,99±0,23 3,75±0,28* 3,33±0,11 5,35±0,09 3,99±0,28 4,92±0,22 4,71±0,18*◊
Эритроциты, 1012/л 6,46±0,15 7,09±0,19 7,11±0,16 6,94±0,06 6,30±0,16 6,48±0,10* 6,32±0,14 6,83±0,16 ◊
Гемоглобин, г% 14,71±0,56 15,18±0,77 15,77±0,45 15,14±0,94 14,52±0,81 14,22±0,46 14,78±0,67 14,53±0,28
Глюкоза, ммоль/л 3,05±0,39 3,50±0,20 2,55±0,13* 3,64±0,4 3,09±0,24 2,76±0,29 2,48±0,10*◊ 3,09±0,39
Белок, г/л 57,95±0,88 57,37±3,62 58,24±1,98 60,98±1,27 57,18±2,51 61,13±1,85 56,94±1,76 64,31±2,92*
Холестерин, ммоль/л 1,76±0,08 2,24±0,09 1,72±0,16 2,09±0,18 2,28±0,13* 2,18±0,06 2,14±0,17* 2,48±0,08*
АсАт, Ед./л 367,1±28,9 224,8±45,9 311,5±47,6 425±14,5* 269,5±19,1* 295,5±34,6 276±23,5 394,7±37,1*◊
АлАт, Ед./л 80,44±7,14 55,69±3,58 82,51±4,45 66,01±2,06* 76,32±5,45 77,35±1,87* 76,31±7,43 89,99±6,22*
АсАт/АлАт 4,70±0,35 3,66±0,34 4,56±0,18 6,46±0,43* 3,60±0,49* 3,80±0,37 3,37±0,35* 4,70±0,10*◊
ЛДГ, Ед./л 1541±103 1302±55 1037±75* 1536±234 1147±52* 1468±149 945±161* 1945±246
Амилаза, Ед./л 4753±238 4162±697 4119±388 3398±250 3443±122* 4731±385 3782±354* 5239±385*
Мочевина, ммоль/л 1,38±0,06 1,31±0,09 1,56±0,05* 1,76±0,10* 1,53±0,06* 1,04±0,02* 1,34±0,04 ◊ 1,34±0,05 ◊
Креатинин, мкмоль/л 70,75±0,03 82,51±1,47 71,83±2,78 67,77±3,90* 70,72±2,55 82,51±1,47 76,25±4,56 81,03±5,31
Примечание: LD – стандартное регулярно чередующееся освещение «12 ч свет/12 ч темнота», NL – фотопериодические условия 
Северо-Запада России (снижение продолжительности световой фазы дня от «19:36 ч свет/4:24 ч темнота» до «12 ч свет/12 ч тем-
нота», характерное для Республики Карелия в период с 25.06.18 до 25.09.18), LD+mel и NL+mel – группы животных, которые 
получали мелатонин в ночное время; ЛДГ – лактатдегидрогеназа, АсАт – аспартатаминотрансфераза, АлАт – аланинамино-
трансфераза; * – различия достоверны по сравнению с LD-животными того же пола (р < 0,05); ◊ – изменения достоверны по 
сравнению с NL-животными того же пола (р < 0,05).
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самок достоверно), играющих ведущую роль в обес-
печении тканей кислородом и являющихся чув-
ствительным индикатором состояния организма 
(табл. 1). При изучении биохимических показате-
лей крови, отражающих уровень белкового обмена, 
были выявлены половые различия – у  самцов 
в  NL-режиме отмечено увеличение содержания 
мочевины в сыворотке крови; напротив, у самок ее 
уровень снижался относительно контрольных зна-
чений (р < 0,05) (табл. 1). Более того, в нашем ис-
следовании выявлены изменения активности ами-
нотрансфераз, которые играют важную роль 
в  обмене аминокислот. Так, при содержании сам-
цов в NL наблюдалось снижение активности АсАт 
и, как следствие, уменьшение коэффициента де 
Ритиса (АсАт/АлАт) по сравнению с самцами в LD. 
Противоположные данные получены на самках – 
у животных в фотопериодических условиях NL ак-
тивность как АсАт, так и  АлАт в сыворотке крови 
была выше, чем у LD-самок (табл. 1). Таким обра-
зом, в конце эксперимента у самцов сирийского 
хомяка в фотопериодических условиях Северо-За-
пада России обнаружено снижение активности не-
которых ферментов углеводного и белкового обме-
на. Учитывая указанные факты и результаты 
факторного анализа (MANOVA) (табл. 2), можно 
предположить бо́льшую чувствительность самцов 
сирийского хомяка к изменению фотопериода по 
сравнению с самками. Возможно, это обусловлено 
особенностями регуляции репродуктивной функ-
ции, которая находится под контролем циркадной 
системы [14, 15]. Несмотря на значительное умень-
шение световой фазы суточного цикла в фотоперио-
дических условиях Северо-Запада России (> 7 ч) 
размеры семенников у NL-самцов были больше, 
чем у контрольных животных. Это связано с тем, 
что для самцов сирийского хомяка критическим 
фотопериодом, при котором начинается снижение 
стероидогенеза, является световой режим с продол-
жительностью дня менее 12 ч [15], однако для пол-
ной инволюции гонад необходимо 4 мес. в усло- 
виях «8 ч свет/16 ч темнота» [14]. При перемеще-
нии самок в подобные условия они продолжают де-
монстрировать регулярные 4-дневные эстральные 
циклы в течение 3–6 нед, прежде чем происходит 
прекращение половой цикличности [18].

Сопоставление результатов, полученных в на-
шей работе и в исследованиях на других видах мле-
копитающих, подтверждает наличие видоспеци-
фичности физиологических реакций на изменение 
фотопериода. Так, например, было показано, что у 
крыс (самцы и самки), находящихся в  условиях 
NL, наблюдается снижение прироста массы тела, 
увеличение количества потребляемого корма, 
а также в крови повышен уровень глюкозы, холес-
терина, бета-липопротеидов, мочевины и креати-
нина с одновременным снижением содержания 
общего белка по сравнению с контрольными жи-
вотными [2]. Вероятно, это связано с различиями 

в  сезонной активности между лабораторными ви-
дами (крысы, мыши и сирийские хомяки). Для 
R. norvegicus и M. musculus характерна круглогодич-
ная активность, при которой в осенне-зимний пе-
риод может происходить снижение массы тела. 
Для M. аuratus в природе характерна факультатив-
ная гибернация, которая длится с ноября по март 
[12]. При этом зверьки могут либо набирать массу 
тела перед спячкой, либо практически не менять 
ее в конце лета – начале осени. 

Таблица 2

Результаты многофакторного анализа (MANOVA) влияния 
светового режима и мелатонина на исследуемые показатели 

сирийских хомяков

Пол Показатель Фак-
тор

df F P Сила 
влияния, 

η2 %
Самцы Вес животного А 1 9,99 0,002 6,72

Потребление воды Б 1 4,31 0,047 6,96
Потребление корма А 1 9,69 0,004 11,53
Вес семенников А 1 50,43 0,000 42,05

Б 1 6,95 0,015 24,38
Вес печени Б 1 42,07 0,000 80,08
Уровень 
холестерина

А 1 9,83 0,012 51,69

Активность АсАт А 1 4,41 0,023 37,09
Активность ЛДГ А 1 5,60 0,042 20,09

Б 1 11,85 0,007 42,52
Активность 
амилазы

А 1 6,21 0,032 35,13

Уровень мочевины АБ 1 12,42 0,007 55,50
Самки Вес животного Б 1 4,07 0,045 1,77

Потребление воды А 1 5,45 0,025 4,37
Б 1 5,84 0,021 4,69

Потребление корма А 1 17,60 0,0002 17,12
Количество 
эритроцитов

А 1 6,73 0,024 29,99

Вес печени АБ 1 10,62 0,007 31,71
Активность АсАт Б 1 17,16 0,002 61,00
Активность АлАт А 1 40,32 0,000 70,68

Б 1 10,21 0,011 17,89
Активность 
амилазы

Б 1 7,02 0,045 7,91

Уровень 
креатинина

Б 1 5,50 0,047 26,36

Уровень мочевины А 1 21,73 0,002 38,81
Б 1 25,23 0,001 45,07

Примечание: A – фактор «световой режим Северо-Запада Рос-
сии», Б – фактор «препарат мелатонин»; ЛДГ – лактатдеги-
дрогеназа, АсАт – аспартатаминотрансфераза, АлАт – алани-
наминотрансфераза. 

Влияние экзогенного мелатонина на исследуе-
мые показатели. В целях коррекции физиологи-
ческого состояния в период смещения сезонных 
биологических ритмов сирийским хомякам в ноч-
ное время в воду добавляли мелатонин. На сегод-
няшний день проведено значительное количество 
исследований по воздействию экзогенного мела-
тонина на весовые характеристики лабораторных 
грызунов. Во  многих работах на крысах отмеча-
лось влияние мелатонина на энергетический ба-
ланс животного, проявляющееся в снижении мас-
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сы тела и увеличении расхода энергии за счет 
двигательной активности [10, 19]. В длительных 
экспериментах на крысах выявлено связанное 
с  полом специфическое воздействие мелатонина 
на физиолого-биохимические показатели [2, 7]. 
Так, применение мелатонина в  LD приводило 
к  увеличению массы тела самцов, тогда как у са-
мок, напротив, к снижению. В естественном фото-
периоде Республики Карелия (NL) введение экзо-
генного мелатонина оказало достоверное влияние 
только на массу самцов, вызывая рост данного по-
казателя [2]. У  сирийских хомяков независимо от 
половой принадлежности применение мелатонина 
в длинном фотопериоде вызывало увеличение мас-
сы тела [14]. В  результате проведенного нами ис-
следования установлено, что влияние мелатонина 
на физиологические показатели сирийских хомя-
ков зависит от светового режима и пола живот-
ных – гормон способствовал увеличению веса тела 
только у самок в NL+mel, противоположное дей-
ствие мелатонина на данный показатель самцов и 
самок отмечено в LD+mel (рис. 1). При этом у сам-
цов в режиме LD+mel выявлено снижение потре-
бления корма (рис. 2) и массы семенников к концу 
эксперимента (табл. 1). Мелатонин модулирует се-
зонность в репродуктивном статусе, воздействуя на 
гипоталамо-гипофизарно-гонадную ось. Посред-
ством продукции гипоталамусом гонадотропин-
рилизинг-гормона (ГнРГ) осуществляется регуля-
ция суточных ритмов секреции лютеинизирующего 
(ЛГ) и фолликулостимулирующего (ФСГ) гормо-
нов гипофиза, которые, в свою очередь, оказывают 
влияние на синтез половых стероидных гормонов 
гонадами [20]. Важную роль в регуляции синтеза и 
секреции ГнРГ играют гонадотропины, половые 
стероидные гормоны, инсулин и мелатонин. Инво-
люция гонад у самцов сирийского хомяка сопрово-
ждается значительным снижением сывороточных 
уровней ФСГ, ЛГ, а также концентрации тестосте-
рона и его метаболитов в гонадах [15]. 

Введение экзогенного мелатонина (NL+mel 
и LD+mel) вызывало у самцов повышение, а у са-
мок сирийского хомяка – снижение уровня глюко-
зы в сыворотке крови по сравнению с LD 
(табл. 1, 2). Помимо этого, у самок в NL+mel обна-
ружены более высокие активности амилазы и ЛДГ 
в сыворотке крови относительно контрольных зна-
чений. Более ранние исследования показали, что 
удаление ПЖ у сирийских хомяков значительно 
изменяет уровень глюкозы в крови и ее использо-
вание в разных тканях [16]. Мелатонин, действуя 
через связанные с MT1- и MT2-рецепторами сиг-
нальные пути, регулирует функцию поджелудоч-
ной железы, влияя на биосинтез как глюкагона, 
так и  инсулина. Возможно, обнаруженные нами 
у хомяков (самцы и самки) в режиме NL+mel бо-
лее высокие уровни активности α-амилазы 
(табл.  1) связаны с регуляторной функцией этого 
гормона в  желудочно-кишечном тракте. Ранее 

установлено, что мелатонин предотвращает разви-
тие острого панкреатита и защищает поджелудоч-
ную железу от негативного воздействия различных 
факторов [21]. Применение мелатонина вызывало 
дозозависимое увеличение активности α-амилазы 
в сыворотке крови крыс [22], а нарушение суточ-
ной цикличности синтеза мелатонина способство-
вало развитию острого панкреатита [21]. Механизм 
такого действия заключается в активации энтеро-
панкреатического рефлекса и повышении секре-
ции холецистокинина [21, 22]. 

Еще одним органом-мишенью для мелатонина 
является печень, отвечающая за многочисленные 
пищеварительные и экскреторные функции, а так-
же отвечающая за взаимосвязь углеводного, жиро-
вого и белкового обменов. Нарушение суточного 
ритма синтеза мелатонина способно провоциро-
вать увеличение продукции активных форм кисло-
рода и приводить к повреждению клеток печени 
[23]. В нашем исследовании введение мелатонина 
в  LD-режиме независимо от пола животного при-
водило к снижению массы печени (табл. 1). Проти-
воположные изменения наблюдались у самок 
в NL+mel (увеличение печени и уровня холестери-
на) по сравнению с LD, что схоже с влиянием све-
тового режима NL на самцов сирийского хомяка 
(рис. 1, табл. 1, 2). Помимо этого, экзогенный ме-
латонин вызывал достоверное увеличение активно-
сти как АсАт, так и АлАт в сыворотке крови у самок 
в режимах LD+mel и NL+mel, что может указывать 
на интенсификацию метаболических процессов. 
Подтверждением этого служит рост уровня моче-
вины в сыворотке крови самок из групп LD+mel 
и NL+mel по сравнению с данными показателями 
самок из режимов LD и NL соответственно 
(табл. 1). Кроме того, введение мелатонина самкам 
в NL-режиме вызвало повышение уровня эритро-
цитов до контрольных значений.

В экспериментах на крысах применение мела-
тонина как в LD-, так и NL-режимах независимо 
от пола животных приводило к значительному из-
менению ряда биохимических показателей в сы-
воротке крови: снижению уровня глюкозы, холе-
стерина, мочевины и креатинина, а также 
увеличению содержания общего белка [2, 7]. Воз-
можно, это обусловлено различиями ночных рит-
мов синтеза мелатонина, связанными с суточной 
активностью у млекопитающих [24]. У сирийских 
хомяков начало ночи не связано с немедленным 
ростом секреции мелатонина – первые несколько 
часов сопровождаются низким уровнем гормона 
в крови. После этого интенсивность синтеза мела-
тонина быстро растет, достигает короткого пика 
и  снижается в конце ночи. Для сирийских хомя-
ков показана как бимодальная активность в при-
роде, так и ночная активность в лаборатории [25]. 
У крыс и домашних мышей, активных в вечернее 
время, секреция гормона в кровь значительно воз-
растает вскоре после наступления темноты. Зна-
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чения продолжают постепенно увеличиваться 
и  достигают пика около середины темной фазы, 
затем уровень мелатонина начинает падать [23]. 

В результате проведенного исследования с ис-
пользованием многофакторного анализа выявле-
но, что самцы сирийского хомяка более чувстви-
тельны к влиянию фотопериодических условий 
Северо-Запада России по сравнению с  самками. 
Так, у самцов в NL-условиях наблюдалось увели-
чение массы тела в середине эксперимента, рост 
уровней общего холестерина и мочевины в конце 
опыта, а также снижение активностей ферментов 
(ЛДГ, амилазы и АсАт) в  сыворотке крови по 
сравнению с контрольными животными. Приме-
нение мелатонина в период сокращения светового 
дня подтвердило участие этого гормона в регуля-
ции метаболических процессов у сирийских хомя-
ков. Действие гормона на самок в NL+mel частич-
но усиливало воздействие светового режима NL, 
способствуя увеличению массы тела, уровней хо-
лестерина и мочевины, а также активностей ами-
лазы, ЛДГ и  аминотрансфераз в крови. Введение 
мелатонина в стандартном режиме освещения 
привело к снижению массы тела и исследованных 

органов у самцов и самок. При этом у последних 
отмечено максимальное среди всех эксперимен-
тальных групп увеличение активности амино-
трансфераз и  уровня мочевины в сыворотке кро-
ви. Таким образом, введение этого гормона на 
фоне нормального уровня его синтеза вызвало 
значительную интенсификацию обменных про-
цессов у сирийского хомяка, что в совокупности 
с  низким потреблением корма может повлечь за 
собой ряд негативных последствий для организма. 

Авторы выражают признательность сотрудни-
кам лаборатории экологической физиологии жи-
вотных Института биологии КарНЦ РАН за по-
мощь в проведении эксперимента.

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета на 
выполнение государственного задания КарНЦ 
РАН (0218-2019-0073).

Эксперименты проведены с соблюдением 
этических норм работы с животными, установлен-
ными Этической комиссией Института биологии 
КарНЦ РАН. Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1.  Arendt J. Melatonin: characteristics, concerns, and 
prospects // J. Biol. Rhythms. 2005. Vol. 20. N 4. P. 291–303.

2.  Анисимов В.Н., Виноградова И.А., Букалев А.В., 
Попович И.Г., Забежинский М.А., Панченко А.В., Тын-
дык  М.Л., Юрова М.Н. Световой десинхроноз и риск 
злокачественных новообразований у лабораторных жи-
вотных: состояние проблемы // Вопр. онкол. 2014. 
Т. 60. № 2. С. 15–27.

3. Madahi P. G., Ivan O., Adriana B., Diana O., Caroli-
na E. Constant light during lactation programs circadian and 
metabolic systems // Chronobiol. Int. 2018. Vol. 35. N  8. 
P. 1153–1167.

4. Nelson R.J., Chbeir S. Dark matters: Effects of light 
at night on metabolism // Proc. Nutr. Soc. 2018. Vol. 77. 
N 3. P. 223–229.

5. Moreno J.P., Crowley S.J., Alfano C.A., Thompson D. 
Physiological mechanisms underlying children’s circannual 
growth patterns and their contributions to the obesity epi-
demic in elementary school age children // Obes. Rev. 2020. 
Vol. 21. N 3: e12973.

6.  Touitou Y., Reinberg A., Touitou D. Association be-
tween light at night, melatonin secretion, sleep deprivation, 
and the internal clock: Health impacts and mechanisms of 
circadian disruption // Life Sci. 2017. Vol. 173. P. 94–106. 

7.  Vinogradova I., Anisimov V. Melatonin prevents the 
development of the metabolic syndrome in male rats ex-
posed to different light/dark regimens // Biogerontology. 
2013. Vol. 14. N 4. P. 401–409.

8.  Рапопорт С.И. Хрономедицина, циркадианные 
ритмы. Кому это нужно? // Клин. мед. 2012. Т. 90. № 8. 
С. 73–75.

9.  Ding A.J., Zheng S.Q., Huang X.B., Xing T.K., 
Wu G.S., Sun H.Y., Qi S.H., Luo H.R. Current perspective in 
the discovery of anti-aging agents from natural products // 
Nat. Prod. Bioprospect. 2017. Vol. 7. N 5. P. 335–404.

10.	 Cipolla-Neto J., Amaral F.G., Afeche S.C., Tan D.X., 
Reiter R.J. Melatonin, energy metabolism, and obesity: a re-
view // J. Pineal Res. 2014. Vol. 56. N 4. P. 371–381.

11.	 Andersen L.P., Gögenur I., Rosenberg J., Reiter R.J. 
The safety of melatonin in humans // Clin. Drug Investig. 
2016. Vol. 36. N 3. P. 169–175.

12.	 Chayama Y., Ando L., Tamura Y., Miura M., Yama-
guchi Y. Decreases in body temperature and body mass con-
stitute pre-hibernation remodelling in the Syrian golden 
hamster, a facultative mammalian hibernator // R. Soc. 
Open Sci. 2016. Vol. 3. N 4: 160002.

13.	 Pévet P., Challet E. Melatonin: both master clock 
output and internal time-giver in the circadian clocks net-
work // J. Physiol. Paris. 2011. Vol. 105. N 4–6. P. 170–182.

14.	 Bartness T.J., Wade G.N. Photoperiodic control of 
seasonal body weight cycles in hamsters // Neurosci. Biobe-
hav. Rev. 1985. Vol. 9. N 4. P. 599–612.

15.	 Mukherjee A., Haldar C. Photoperiodic regulation of 
melatonin membrane receptor (MT1R) expression and ste-
roidogenesis in testis of adult golden hamster, Mesocricetus aura-
tus // J. Photochem. Photobiol. B. 2014. Vol. 140. P. 374–380.

16.	 Chakir I., Dumont S., Pévet P., Ouarour A., Chal-
let E.,Vuillez P. Pineal melatonin is a circadian time-giver for 
leptin rhythm in Syrian hamsters // Front. Neurosci. 2015. 
Vol. 9: 190.

17.	 Horton T.H., Buxton O.M., Losee-Olson S., Tu-
rek F.W. Twenty-four-hour profiles of serum leptin in siberi-
an and golden hamsters: photoperiodic and diurnal varia-
tions // Horm. Behav. 2000. Vol. 37. N 4. P. 388–398.

18.	 Tamarkin L., Westrom W.K., Hamill A.I., Goldman B.D. 
Effect of melatonin on the reproductive systems of male and fe-
male Syrian hamsters: a diurnal rhythm in sensitivity to melato-
nin // Endocrinology. 1976. Vol. 99. N 6. P. 1534–1541.

19.	 Terrón M.P., Delgado-Adámez J., Pariente J.A., Bar-
riga  C., Paredes S.D., Rodríguez A.B. Melatonin reduces 



152

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2020. Т. 75. № 3

Е.П. Антонова, В.А. Илюха, С.Н. Калинина

body weight gain and increases nocturnal activity in male 
Wistar rats // Physiol. Behav. 2013. Vol. 118. P. 8–13.

20.	 Шпаков А.О., Деркач К.В. Гонадолиберин – син-
тез, секреция, молекулярные механизмы и мишени дей-
ствия // Acta Biomedica Scientifica. 2019. Т. 4. № 2. С. 7–15. 

21.	 Jaworek J., Szklarczyk J., Jaworek A.K., Nawrot-
Porąbka K., Leja-Szpak A., Bonior J., Kot M. Protective ef-
fect of melatonin on acute pancreatitis // Int. J. Inflam. 
2012. Vol. 2012: 173675.

22.	 Jaworek J., Leja-Szpak A., Nawrot-Porąbka K., Sz-
klarczyk J., Kot M., Pierzchalski P., Góralska M., Ceranowicz 
P., Warzecha Z., Dembinski A., Bonior J. Effects of melatonin 
and its analogues on pancreatic inflammation, enzyme se-
cretion, and tumorigenesis // Int. J. Mol. Sci. 2017. Vol. 18. 
N 5: 1014.

23.	 Zhang J.J., Meng X., Li Y., Zhou Y., Xu D.P., Li S., 
Li H.B. Effects of melatonin on liver injuries and diseases // 
Int. J. Mol. Sci. 2017. Vol. 18. N 4: 973.

24.	 Reiter R.J. The melatonin message: Duration versus 
coincidence hypotheses // Life Sci. 1987. Vol. 40. N 22. 
P. 2119–2131.

25.	 Larimer S.C., Fritzsche P., Song Z., Johnston J., 
Neumann K., Gattermann R., McPhee M.E., Johnston R.E. 
Foraging behavior of golden hamsters (Mesocricetus auratus) 
in the wild // J. Ethol. 2011. Vol. 29. N 2. P. 275–283.

Поступила в редакцию 14.05.2020 г.
После доработки 20.06.2020 г.
Принята в печать 07.07.2020 г.

RESEARCH ARTICLE 

Effect of photoperiodic conditions of the North-West Russia 
and exogenous melatonin on physiological and biochemical parameters 

in Syrian hamsters (Mesocricetus auratus)
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Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences,  
11 Pushkinskaya Street, Petrozavodsk, Karelia, 185910, Russia

*e-mail: antonova88ep@mail.ru

We studied the effect of the photoperiodic conditions of the North-West Russia (Republic of 
Karelia, Petrozavodsk) and exogenous melatonin on the body weight and the physiological and 
biochemical parameters of blood serum in males and females of the Syrian hamster 
(Mesocricetus auratus). The animals were divided into 2 groups: control (LD: 12 hours light/12 
hours darkness) and experiment (NL: decrease in the duration of the daylight phase from 
19:36/4:24 to 12/12, that is typical for the Republic of Karelia from June, 25 to September, 25). 
Each group was divided into 2 subgroups: hamsters of the 1st subgroup received drinking water 
without melatonin (LD, NL), and the 2nd group received melatonin (100 μg/animal) (LD + 
mel, NL + mel) at night. Males were more sensitive to the change in the photoperiod than 
females: their keeping in NL led to an increase in feed intake, body weight in the middle of the 
experiment, and total cholesterol and urea levels by the end of the experiment, while the activity 
of amylase, lactate dehydrogenase, and aspartate aminotransferase in the blood was lower 
compared to LD. It was established that the effect of melatonin on the studied parameters 
depended on the light regime and sex of the animals. Melatonin treatment the NL-females 
caused the enhancement of the effect of the light regime and the increase in the most of 
biochemical parameters of blood serum compared to the control, as well as the increase in body 
weight for the entire study period. The use of melatonin in the standard lighting conditions had a 
negative effect on the Syrian hamsters, causing intensification of metabolic processes and, as a 
result, a significant decrease in body weight in both males and females. In our opinion, the 
revealed differences between the experimental groups are primarily associated with a change in 
the synthesis of melatonin by the pineal gland in various light conditions.

Keywords: mammals, circannual rhythms, melatonin, light mode, metabolism, serum biochemical 
parameters, food intake
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 633.14:631.523.11:577.175.132

Молекулярный анализ генов сигнального пути гиббереллинов  
у ржи посевной (Secale cereale L.)

М.С. Баженов1, А.Г. Черноок1, М.Г. Дивашук1,2,*

1Лаборатория прикладной геномики и частной селекции сельскохозяйственных растений,  
Всероссийский научно-исследовательский институт сельскохозяйственной биотехнологии,  

Россия, 127550, г. Москва, ул. Тимирязевская, д. 42;
2Центр молекулярной биотехнологии, Российский государственный аграрный университет – МСХА  

имени К.А. Тимирязева, Россия, 127550, г. Москва, ул. Тимирязевская, д. 49
*e-mail: divashuk@gmail.com

Гены сигнального пути гиббереллинов, кодирующие DELLA-белок и рецептор гиббе-
реллинов GID1, были секвенированы у нескольких сортов (Альфа, Валдай, Орловская 9, 
Прача) и одной линии ржи (ЕМ-1) с применением методов нового поколения. Выявлен-
ные в результате несколько аллелей этих генов различаются преимущественно однонук-
леотидными полиморфизмами, реже – инсерциями и делециями. Бо́льшая часть обна-
руженных мутаций оказались синонимичными либо приходящимися на некодирующие 
регионы генов. Изменения в аминокислотной последовательности белков, связанные с 
прочими мутациями, вероятно, являются функционально-нейтральными. Мутации, 
аналогичные пшеничным аллелям гиббереллин-нечувствительной короткостебельнос-
ти, обнаружены не были.

Ключевые слова: Secale cereale, рожь, гиббереллины, короткостебельность, гены, DELLA, 
секвенирование

Рожь – хлебная зерновая и кормовая сельско-
хозяйственная культура, широко возделываемая 
на севере Европы и дающая хорошие урожаи зер-
на даже на бедных песчаных почвах [1]. Одной из 
проблем выращивания ржи является ее высоко-
рослость, которая может приводить к полеганию 
посевов и частичной потере урожая. Основным 
способом борьбы с полеганием является создание 
короткостебельных сортов, обладающих прочной 
соломиной.

Гиббереллины – растительные гормоны, регу-
лирующие рост стеблей и листьев за счет деления 
и  растяжения клеток, а также такие этапы разви-
тия, как покой семян и почек, переход к цветению, 
созревание пыльцы [2]. В 60-е гг. XX в. использо-
вание в селекции пшеницы мутантных аллелей ге-
нов, обуславливающих нечувствительность роста 
растений к гиббереллинам, позволило создавать 
короткостебельные, устойчивые к полеганию, вы-
сокоурожайные сорта, пригодные для выращива-
ния при орошении и внесении высоких доз удо-
брений, что впоследствии было названо «зеленой 
революцией» в сельском хозяйстве [3]. Гены, обус-
лавливающие гиббереллин-нечувствительную ко-
роткостебельность пшеницы, локализованные на 
хромосомах 4B и 4D, были обозначены как Rht1 
(Reduced height 1) и Rht2 (впоследствии – Rht-B1b 
и Rht-D1b) [4]. Также у этой зерновой культуры из-
вестно большое число других генов короткосте-
бельности, не связанных с  чувствительностью 

к  гиббереллинам, однако многие из них заметно 
снижают продуктивность растений и поэтому не 
используются в создании сортов. 

С молекулярно-биологической точки зрения 
механизм гиббереллин-нечувствительной корот-
костебельности пшеницы, обусловленной генами 
Rht-1, представляется следующим: ген Rht-1 коди-
рует белок DELLA, который связывается с транс-
крипционными факторами, играя роль коактива-
тора или корепрессора, и подавляет рост клеток 
[5, 6]. В норме, в присутствии активных форм гиб-
береллинов, белок DELLA связывается с белком-
рецептором гиббереллинов – GID1 (Gibberellin-
Insensitive Dwarf 1), а затем подвергается 
убиквитинированию и протеасомной деградации. 
Отсутствие белков DELLA приводит к активиза-
ции ростовых процессов. Белки DELLA содержат 
в себе два основных домена – N-концевой домен, 
участвующий во взаимодействии с GID1 и содер-
жащий консервативные аминокислотные мотивы 
DELLA и VHYNP, а также домен GRAS, обладаю-
щий трансактивационной, репрессивной и регу-
ляторной активностью [7, 8]. Структура белка 
GID1 сходна со структурой белков семейства гор-
мон-чувствительных липаз и имеет альфа-бета-ги-
дролазную укладку полипептидной цепи. Наибо-
лее значимыми для функционирования GID1 
являются аминокислотные остатки, формирую-
щие субстрат-связывающий центр белка [8]. Му-
тации Rht-B1b и Rht-D1b приводят к появлению 
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белков DELLA, не способных связываться с бел-
ком GID1, но сохраняющих функцию репрессора 
сигнала гиббереллинов [9]. Таким образом, сни-
жение высоты растения, связанное с нарушением 
сигнального пути гиббереллинов, возможно как за 
счет повышения стабильности белков DELLA, так 
и за счет потери функции GID1.

Использование короткостебельных мутантов  
в селекции ржи началось несколько позже. Ген до-
минантной гиббереллин-чувствительной коротко-
стебельности Hl (Humilis), позднее названный Ddw1 
(Dominant dwarf 1), был впервые изучен В.Д. Кобы-
лянским в 1972 г. у естественного мутанта ржи  
ЕМ-1. Этот ген, локализованный на хромосоме 5R, 
является наиболее широко используемым в  совре-
менных сортах [10]. Недавние исследования показа-
ли, что ген Ddw1 связан с повышенной активностью 
фермента гиббереллин-2-оксидазы, участвующего  
в деградации активных форм гиббереллинов [11]. 
Помимо 4 доминантных генов Ddw1 – Ddw4 [12]  
у ржи известен ряд рецессивных генов dw1 – dw9 
[13], а также гены «compactum» – ct1 и ct2. К гиббе-
реллин-нечувствительным у ржи относятся гены 
ct1, ct2, dw6 (аллель ct2) [10] и dw9 [13], однако во-
прос об их гомологии с пшеничными генами Rht-1 
или другими известными генами сигнального пути 
гиббереллинов остается открытым. 

Несмотря на очевидность необходимости изу-
чения аллельного разнообразия генов сигнального 
пути гиббереллинов ржи, гомологичных пшенич-
ным генам Rht-1 и Gid1, подобные исследования 
еще не проводились. Целью нашей работы стало 
проведение такого исследования.

Материалы и методы
Растительный материал. В качестве материа-

ла для секвенирования были выбраны короткосте-
бельные сорта и линии ржи – сорт Альфа (рецес-
сивно-полигенная короткостебельность), Валдай 
(рецессивно-полигенная короткостебельность), 
Орловская 9 (ген Ddw2), Прача (ген Ddw1), линия 
ЕМ-1 (Ddw1). Семена сортов Альфа и Валдай 
были предоставлены кафедрой генетики, селек-
ции и семеноводства РГАУ–МСХА имени 
К.А.  Тимирязева, семена сортов Орловская 9 
и Прача – Всероссийским институтом генетичес-
ких ресурсов растений имени Н.И. Вавилова, ли-
ния ЕМ-1 – Национальной коллекцией мелкосе-
мянных зерновых культур США (National Small 
Grains Collection).

Выделение ДНК и ПЦР. ДНК выделяли тради-
ционным методом с использованием бромида це-
тилтриметиламмония из высушенных листьев 
[14]. Для выделения ДНК, ПЦР и секвенирования 
использовались по два индивидуальных растения 
от каждого образца ржи (двукратная биологичес-
кая повторность).

Праймеры для ПЦР были подобраны и ис-
пользованием ресурса Primer-BLAST NCBI и син-

тезированы в ООО «Синтол». Для амплификации 
гена, гомологичного пшеничному гену Rht1,  
у ржи использовались праймеры ScRht1-F: 
5’CGAGGCCAGCAAAAGCTTG-3’, ScRht1-R: 
5’-GGGGTTGTGTTGTCCTCCAT-3’; для гена 
ржаного гена Gid1 – праймеры ScGid1-F: 
5 ’ - C A T C C A A G A C C G T C C A A A A C A A T - 3 ’ , 
ScGid1-R: 5’-GGCAAACACATGGATGGATACAG-3’. 
Для подбора праймеров использовались последо-
вательности контигов генома ржи Lo7, найденные 
с помощью алгоритма BLAST на основе последо-
вательностей генов Rht-1 и Gid1 пшеницы [15, 16].

ПЦР-смесь состояла из следующих компо-
нентов (даны концентрации компонентов в ко-
нечной смеси): 1 × LR Plus буфер pH 9,3 (ООО 
«Силекс»), 1,5 мМ MgCl2, 0,2 мМ каждого dNTP, 
2  мкМ каждого праймера, 0,04 ед./мкл LR Plus-
полимеразы, 0,02 ед./мкл Taq-полимеразы,  
4 нг/мкл матричной ДНК. Объем ПЦР-смеси со-
ставлял 25 мкл. ПЦР проводилась при следующих 
температурных условиях: 94°C – 5 мин; 36 циклов 
94°C – 30 с, 58°C – 30 с, 72°C – 2 мин; 72°C – 
5  мин. Полученные ПЦР-продукты анализирова-
ли методом электрофореза в 1,5%-ном агарозном 
геле с буфером TBE с добавлением бромистого 
этидия. Визуализация электрофореграмм прово-
дилась в ультрафиолетовом свете с использовани-
ем системы гель-документирования [17].

Секвенирование и обработка данных. ПЦР-
продукты, после проверки их качества с помощью 
электрофореза, были секвенированы с использо-
ванием метода NGS. Секвенирование на платфор-
ме MiSeq Illumina было проведено в ООО «Гено-
мед». ДНК-библиотеки были подготовлены 
с  помощью набора реактивов Swift 2S™ Turbo 
DNA Library Kits (Swift Biosciences, США).  
В процессе подготовки ДНК-библиотеки  
ПЦР-продукты, полученные от разных образцов 
ржи, метили индивидуальными баркодами. После 
разделения прочтений по баркодам результаты 
секвенирования были получены по каждому об-
разцу в отдельности [17].

Для сборки полной последовательности гена 
из коротких прочтений нами была собрана цепоч-
ка программ, действующая по принципу сборки 
de novo с использованием референса [18]: SPAdes 
3.14.0 – для сборки контигов [19]; CAP3 – для вы-
бора контигов, соответствующих референсу, и их 
сборки в суперконтиги [20]; SNAP (Scalable 
Nucleotide Alignment Program) v1.0 [21], freebayes 
[22], samtools 1.10, bcftools 1.10.2 [23] – для карти-
рования прочтений на суперконтиги, исправления 
неточностей сборки, выявления аллельных вари-
антов на случай гетерозиготности растения.

Полученные последовательности генов раз-
личных образцов ржи были выравнены с помо-
щью GeneDoc v2.7 [24]. Границы белок-кодирую-
щей последовательности были установлены путем 
выравнивания на соответствующие последова-
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тельности генов-гомологов у пшеницы мягкой. 
Трансляция в аминокислотную последователь-
ность также выполнена в GeneDoc. Предсказание 
функциональной значимости аминокислотных за-
мен выполнено с помощью онлайн-сервиса 
PROVEAN [25]. Положение доменов белков пред-
сказано с помощью поиска консервативных доме-
нов NCBI [26].

Результаты и обсуждение
Секвенирование ПЦР-продуктов (ожидаемый 

размер 1968 и 2576 п. о. для генов ScRht1 и ScGid1 
соответственно), включающих полные последова-
тельности генов, с применением методов нового 
поколения позволило выявить полиморфизмы не 
только при сравнении сортов и отдельных расте-
ний, но и при сравнении аллельных вариантов в 
пределах одного гетерозиготного растения. Это 
особенно актуально для ржи, которая является пе-
рекрестноопыляемой сельскохозяйственной куль-
турой. Суммарно нами было выявлено 47 поли-
морфизмов в гене ScRht1 и 49 в гене ScGid1 
(рисунок, А).

Мы выявили 9 аллелей гена-гомолога Rht1 
(Della), различающихся преимущественно одно-
нуклеотидными полиморфизмами. Делеция, об-
наруженная в одном из аллелей гетерозиготного 
растения сорта ржи Альфа, приводит к потере двух 
остатков глицина в позициях 15 и 16 в полиглици-
новом районе вблизи N-конца белка (рисунок, Б). 
У сорта Прача в одном из аллелей гетерозиготного 
растения была обнаружена аминокислотная заме-
на V368I, приходящаяся на GRAS-домен белка. 
Бо́льшая же часть обнаруженных нами полимор-
физмов представляла собой синонимичные заме-
ны. Все описанные здесь изменения аминокис-
лотной последовательности белка с большой 

вероятностью являются функционально ней-
тральными по результатам анализа с помощью ал-
горитма PROVEAN [25]. 

Ген Gid1 был секвенирован аналогичным спо-
собом у тех же сортов и линий ржи. Обнаружен-
ные в результате секвенирования многочисленные 
полиморфизмы, включая инсерции и делеции, 
приходятся в основном на единственный интрон 
или на промотор гена. Всего было обнаружено 
9  аллельных вариантов. Кодирующая часть гена 
содержит только однонуклеотидные мутации, 
большая часть которых не приводит к изменению 
аминокислотной последовательности белка. Не-
синонимичные мутации были обнаружены только 
в гетерозиготном состоянии у сорта Прача (M49I) 
и линии EM1 (R181Q) (рисунок, Б). Данные ами-
нокислотные замены, скорее всего, являются 
функционально-нейтральными (PROVEAN score 
-0,543…+0,380).

Таким образом, нам удалось выявить доста-
точно большое число аллелей генов сигнального 
пути гиббереллинов у ржи. Многие мутации нахо-
дились в гетерозиготном состоянии, что отражает 
перекрестный характер опыления этой сельскохо-
зяйственной культуры вместе с внутрисортовым 
разнообразием. Однако бо́льшая часть найденных 
полиморфизмов оказалась «молчащими мутация-
ми», что является проявлением функциональности 
генов и их значимости для роста и развития расте-
ний вместе с давлением естественного и искус-
ственного отборов, «выбраковывающих» нежела-
тельные мутации. Для каждого из генов нами было 
выявлено лишь по 3 изоформы белков, различаю-
щихся аминокислотной последовательностью. Од-
нако у ржи не было выявлено достаточно масштаб-
ных изменений, которые могли бы привести 
к нарушению функции этих белков, или аналогич-

Рисунок. А. Сжатое выравнивание секвенированных последовательностей генов ScRht1 и ScGid1. Белые вертикальные поло-
сы отражают положения полиморфизмов. Черным цветом выделены экзоны генов. Б. Места предсказуемых аминокислотных 
замен в белках DELLA (RHT1) и GID1 ржи (показаны черными полосками). Темно-серым цветом выделены консервативные 
домены белков.
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ных тем, что имеются у гиббереллин-нечувстви-
тельных короткостебельных мутантов пшеницы.

Несмотря на довольно большой успех исполь-
зования гиббереллин-нечувствительных мутаций 
у  пшеницы, среди сортов ржи такой тип коротко-
стебельности распространен мало, что частично 
подтверждается и результатами нашего исследова-
ния. В связи с этим можно предположить, что такие 
мутации у ржи оказывают существенное негативное 
плейотропное действие на продуктивность расте-
ний либо, в связи с относительно меньшей изучен-
ностью культуры, просто еще не были обнаружены.

Мы благодарны д.б.н. И.Г. Лоскутову – заве-
дующему отделом генетических ресурсов овса, 

ржи и ячменя Всероссийского института генети-
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Gibberellin signaling pathway genes encoding the DELLA protein and gibberellin receptor 
GID1 were sequenced in several varieties (Alpha, Valdai, Orlovskaya 9, Pracha) and one line of 
rye (EM-1) using next generation methods. The revealed multiple alleles of these genes differ 
mainly in single-nucleotide polymorphisms, and less frequently in insertions and deletions. Most 
of the detected mutations turned out to be synonymous or located in the non-coding regions of 
the genes. Changes in the amino acid sequences of proteins associated with other mutations are 
probably functionally neutral. Mutations similar to wheat reduced-height gibberellin-insensitive 
alleles were not detected.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
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Получение и стабильность комплексного препарата протеиназ 
Aspergillus ochraceus L-1  

с фибринолитической и антикоагулянтной активностью
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Из культуральной жидкости микромицета Aspergillus ochraceus L-1 высаливанием сульфа-
том аммония с последующими диализом и депигментацией на фенолоанилинформаль-
дегидной смоле при рН буфера 8,2 был получен комплексный препарат протеолитичес-
ких ферментов с удельной плазминоподобной активностью не менее 890 ЕpNA/мг 
и  удельной активаторной к протеину С активностью не менее 130 ЕpNA/мг. Сравнение 
полученного препарата по казеинолитической, фибринолитической, фибриногенолити-
ческой и плазминоподобной активности с коммерческими аналогами – террилитином, 
трипсином и стрептокиназой – показало его перспективность для использования в ка-
честве средства для разжижения гнойно-ожоговых ран и фибриновых сгустков. Полу-
ченный комплексный препарат протеиназ имел высокую стабильность при хранении 
в условиях отрицательных температур сроком до 9 мес.

Ключевые слова: протеиназы микромицетов, фибринолитическая активность, ферментные 
препараты, стабильность ферментов, депигментация, гемостатически активные средства

Препараты протеолитических ферментов ши-
роко используются в различных областях: в пище-
вой и легкой промышленности, химической про-
мышленности, медицине [1, 2]. Большая доля 
таких препаратов приходится на протеазы микро-
организмов, в частности мицелиальных грибов 
[2,  3]. Хорошо известно, что микромицеты явля-
ются высокоактивными продуцентами протеоли-
тических ферментов. Их легко культивировать на 
простых по составу средах, образуемые ими про-
теазы секретируются в окружающую среду, что 
значительно упрощает процесс их получения 
[4,  5]. Среди микромицетов разных систематиче-
ских и эколого-трофических групп наибольшую 
протеолитическую активность проявляют пред-
ставители рода Aspergillus, в секретоме большин-
ства из которых присутствуют кислые, нейтраль-
ные и щелочные протеиназы [6–10]. Это 
свойство, а также различия в субстратной специ-
фичности образуемых аспергиллами протеиназ 
позволяют получать при их культивировании фер-
ментные препараты для решения разных задач. 

Препараты протеолитических ферментов, на-
шедшие или имеющие потенциальное примене-
ние в медицинской практике для терапии ожого-
вых и гнойных ран, фибринолиза и диагностики 
белков системы гемостаза, отличаются по чистоте, 

спектру активности и направленности действия. 
В связи с этим постоянно ведется поиск и получе-
ние новых препаратов, способных превзойти ана-
логи по каким-либо характеристикам [1, 3, 10–13]. 
Ряд протеиназ аспергиллов, полученных в послед-
нее время, в условиях in vitro показал эффектив-
ность гидролиза компонентов тромба [6,  10, 14]. 
В  связи с этим исследования протеолитических 
ферментов, активных по отношению к белкам си-
стемы гемостаза, представляются чрезвычайно ак-
туальными.

Одним из перспективных продуцентов протеи-
наз является микромицет Aspergillus ochraceus L-1. 
Он образует несколько изоферментов – щелочных 
сериновых протеиназ, близких по физико-химичес-
ким свойствам и обладающих плазминоподобной 
(фибринолитической) активностью и  активирую-
щим воздействием на протеин С – антикоагулянт-
ный белок кровотока, препятствующий чрезмер-
ному тромбообразованию [14–16]. Протеиназы  
A. ochraceus L-1 могут найти применение как в те-
рапии, так и в диагностике заболеваний системы 
гемостазы.

Целью работы было получение и изучение 
стабильности в разных условиях хранения ком-
плексного препарата внеклеточных протеиназ  
микромицета A. ochraceus L-1.
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Материалы и методы
Получение препарата внеклеточных протеи-

наз микромицета A. ochraceus L-1. Культуру 
A. ochraceus L-1, выросшую в течение 7 сут в про-
бирке на скошенном сусло-агаре, переносили 
в  качалочную колбу объемом 750 мл со 100 мл 
среды, содержащей сусло, глюкозу и пептон [14]. 
Культивирование проводили в течение 2 сут 
при  28˚С и скорости вращения платформы  
200 об./мин в шейкере-инкубаторе ES-20/60 
(BioSan, Латвия). После этого часть полученного 
посевного материала переносили в качалочные 
колбы со средой состава (в %): глюкоза – 3,5, 
крахмал – 0,125, гидролизат рыбной муки – 1,0, 
пептон – 0,1, NaCl – 0,2, KH2PO4 – 0,05, 
MgSO4 – 0,05, рН 5,5–6,0 [14] с последующим 
культивированием в течение 2 сут при тех же ус-
ловиях. По истечении срока культивирования из 
культуральной жидкости, предварительно отде-
ленной от биомассы микромицета фильтровани-
ем через фильтровальную бумагу («ФС», Россия), 
проводили осаждение секретированных протеаз 
сульфатом аммония при степени насыщения 0,7, 
как было показано ранее [17]. Осадок, содержа-
щий протеазы микромицета, отделяли центрифу-
гированием (15000 g, 15 мин, 4˚С) на центрифуге 
Beckman J2-21 (Beckman, Германия). Получен-
ный осадок перерастворяли в  0,001 M Трис-HCl 
буфере (pH  8,2) и диализовали в диализном ме-
шочке против этого же буфера 12 ч при 4˚С. Диа-
лизат отделяли от нерастворившейся части цен-
трифугированием (те же условия), супернатант 
замораживали жидким азотом и высушивали на 
лиофильной сушилке FreeZone 2.5 (Labconco, 
США). Полученный препарат хранили при 
-20˚С. На всех этапах получения препарата про-
водили определение протеолитической активно-
сти и концентрации белка.

Депигментация препарата внеклеточных про-
теиназ A. ochraceus L-1. Протеиназы отделяли от 
пигмента с помощью фенолоанилинформальде-
гидной смолы (ФАФ; Олайнский химический за-
вод БИОЛАР, Латвия) [18–21]. Для подготовки 
анионита к работе ФАФ последовательно отма-
чивали в  дистиллированной воде и 0,1 М NaOH 
(10 об./об.) по 8 ч, после чего отмывали дистил-
лированной водой до нейтрального значения рН 
и снова оставляли на 8 ч в 0,1 М HCl (10 об./об.) 
с  последующим отмыванием дистиллированной 
водой. Аликвоты заряженной таким образом 
смолы ФАФ в Cl–-форме помещали в буферы 
с разными значениями рН: 0,01 M аммоний-аце-
татный буфер (рН 5,0, 6,2 и 7,0) и Трис-HCl бу-
фер (рН 8,2). Навески препарата протеиназ  
(5 мг/мл), растворенные в дистиллированной 
воде, либо диализат добавляли к смоле ФАФ, 
уравновешенной соответствующим буфером. Де-
пигментацию проводили в пробирках типа 
«Falcon» объемом 50 мл в течение 30 мин «batch-

методом» при постоянном покачивании на ми-
ни-рокер шейкере MR-1 (BioSan, Латвия). 

Хранение комплексного препарата внеклеточ-
ных протеиназ. Депигментированный препарат 
протеиназ микромицета лиофилизировали и рас-
фасовывали по 2 мг в круглодонные криопробир-
ки «CryoFreeze» объемом 4,8 мл (SSI, США) и по-
мещали на 25, 4, -20 и -80˚С сроком на 3, 6, 9 
и 12 мес. По истечении срока хранения содержи-
мое пробирок растворяли в 4 мл дистиллирован-
ной воды и проводили определение активности 
протеаз и содержания белка.

Определение протеолитической активности. 
Активность внеклеточных протеиназ определяли 
с  хромогенными пептидными и белковыми суб-
стратами. 

В качестве хромогенных пептидных субстра-
тов использовали H-D-Val-Leu-Lys-pNA (S2251) 
для определения плазминоподобной активности 
и Glp-Pro-Arg-pNA (S2366) для определения акти-
ваторной к протеину C активности [22]. В реакци-
ях использовали 0,05%-ные растворы субстратов 
в 0,05М Трис-HСl-буфере (рН 8,2).

В случае с субстратом S2251 для проведения 
реакции к 200 мкл пробы добавляли 50 мкл 0,05М 
Трис-HСl-буфера (рН 8,2) и 100 мкл раствора суб-
страта S2251, полученную смесь инкубировали 
при 37˚C в течение 5 мин, реакцию останавливали 
добавлением 200 мкл 50%-ной уксусной кислоты. 

В случае с субстратом S2366 проводили пре-
дынкубацию пробы с разведенной в 2 раза плазмой 
крови человека (НПО «РЕНАМ», Россия) в  тече-
ние 5 мин, после чего добавляли раствор субстрата 
и далее проводили реакцию как описано выше. 

Оптическую плотность продуктов реакции из-
меряли при 405 нм. За единицу активности (ЕpNA) 
в обоих случаях принимали количество мкмоль 
п-нитроанилина, отщепившегося от субстрата 
за 1 мин.

В качестве белковых субстратов использовали 
казеин по Хаммерштайну, бычий фибриноген 
и бычий фибрин (Sigma-Aldrich, США). Для про-
ведения реакций использовали 1%-ные суспензии 
субстратов в 0,1М Трис-HСl-буфере, рН 8,2.

Активность определяли по концентрации 
остатков тирозина после гидролиза белков с по-
мощью модифицированного метода Ансона – Ха-
гихары, инкубируя при 37˚С 200 мкл пробы 
и 400 мкл суспензии соответствующего белкового 
субстрата как описано ранее [23]. Оптическую 
плотность растворов после реакции измеряли при 
275 нм. Активность выражали в мкмолях тирози-
на, образовавшегося в течение 1 мин в 1 мл  
пробы (ЕТир). 

Реакции проводили при постоянном переме-
шивании в термошейкере TS-100 (BioSan, Латвия). 

Определение содержания белка. Количество 
белка в пробе определяли по методу Бредфорд, 
для чего к 50 мкл пробы добавляли 950 мкл реак-
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тива Coomassie Brilliant Blue G-250 и регистриро-
вали светопоглощение при 595 нм [24].

Сравнение активности комплексного препарата 
протеиназ A. ochraceus с активностью коммерческих 
аналогов. Навески (от 1 до 5 мг) полученного после 
депигментации препарата протеиназ A.  ochraceus 
и  коммерческого препарата Террилитин® (ФГУП 
«Санкт-Петербургский НИИ вакцин и сывороток», 
Россия), трипсина и стрептокиназы (Sigma-Aldrich, 
США) растворяли в дистиллированной воде и про-
водили сравнительное определение протеолитичес-
кой активности и белка как указано выше.

Измерение оптической плотности растворов 
проводили на спектрофотометре BioSpectrometer® 
kinetic (Eppendorf, Германия).

Эксперименты выполнены в трех повторно-
стях. Статистическую обработку полученных дан-
ных поводили с помощью программ MS Excel 2013 
и Statitstica 7.0. Для сравнения данных использо-
вали U-критерий Манна-Уитни, различия счита-
ли статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Комплексный препарат внеклеточных протео-

литических ферментов микромицета A. ochraceus L-1, 
полученный после осаждения белков сульфатом 
аммония из культуральной жидкости и последую-
щих диализа и лиофильной сушки, представлял 
собой гомогенный порошок светло-бежевого цве-
та, хорошо растворимый в воде, водных и спирто-
вых растворах. Раствор препарата в концентрации 
выше 1 мг/мл имел насыщенную коричневатую 
окраску с максимумом поглощения пигмента при 
336 нм. Микроскопические грибы этого вида син-
тезируют несколько подобных пигментов, таких 
как виомеллеин, виоксантин, ксантомегнин и не-
которые хромопептиды [25]. Эти соединения име-
ют хинонную природу и могут быть отделены от 
целевых белков с помощью анионообменной хро-
матографии. Для этих целей был использован до-
ступный анионит ФАФ в Cl–-форме.

Как видно из табл. 1, концентрация белка 
в  культуральной жидкости A. ochraceus L-1 соста-
вила 1,73 мг/мл, после высаливания и диализа 
внеклеточные белки удалось сконцентрировать 
в  2  раза. Удельная плазминоподобная активность 
также оказалась больше в 1,5 раза в диализате по 
сравнению с культуральной жидкостью и состави-
ла 46,0 ЕpNA/мг, а удельная активаторная к протеи-
ну C активность практически не изменилась. Ра-
нее из культуральной жидкости A. ochraceus L-1 
было выделено 3 протеиназы, 2 из которых обла-

дали плазминоподобной активностью и 1 – выра-
женной активаторной к протеину C активностью 
[17, 28]. Возможно, полученные различия в удель-
ной активности по отношению к разным субстра-
там вызваны соотношением протеолитических 
ферментов в культуральной жидкости продуцента. 
Депигментация с помощью ФАФ позволила суще-
ственно повысить удельную активность препарата 
протеиназ. Так, удельная плазминоподобная ак-
тивность составила 900,3 ЕpNA/мг, а удельная ак-
тиваторная к протеину С – 131,8 ЕpNA/мг. Степень 
очистки препарата составила 30,2 и 9,3 раза соот-
ветственно. Использование ФАФ для депигмента-
ции культуральной жидкости другого штамма это-
го микромицета – A. ochraceus 513 – напрямую (без 
предварительных стадий высаливания и диализа) 
позволило провести очистку со степенью очистки 
не более 1,25 [22]. Таким образом, ФАФ можно 
считать достаточно эффективным анионитом для 
проведения депигментации сконцентрированных 
внеклеточных протеиназ A. ochraceus L-1. 

Для повышения эффективности депигмента-
ции на ФАФ препарата внеклеточных протеиназ A. 
ochraceus L-1 было исследовано связывание пиг-
мента с анионитом при разных значениях рН буфе-
ра. Полученные результаты представлены на рис. 1. 
Видно, что как плазминоподобная, так и актива-
торная активность была наибольшей при рН 8,2. 
При этом значении рН наблюдалась и лучшая де-
пигментация. Кроме того, значение рН 8,2 соответ-
ствует оптимальному значению рН-активности 
протеиназ продуцента [15, 26]. При проведении де-
пигментации при значениях рН ниже 5–7 снижа-
лась как удельная протеолитическая активность 
с обоими субстратами, так и эффективность депиг-
ментации. Так, при рН буфера 5,0 эффективность 
депигментации составляла 53% для плазминопо-
добной активности и лишь 7% – для активаторной 
к протеину С активности (рис. 1). 

Раствор протеиназ, депигментированный при 
рН 8,2, лиофильно высушивали; лиофилизат имел 
бледно-бежевый цвет, в растворенном виде – 
слегка соломенную окраску. Полученный депиг-
ментированный препарат имел удельную плазми-
ноподобную активность не менее 890 ЕpNA/мг 
и  удельную активаторную к протеину C актив-
ность не менее 130 ЕpNA/мг.

Возможности практического применения 
любого ферментного препарата, особенно препа-
рата протеиназ, должны быть обоснованы, поэ-
тому важно проводить его сравнение с имеющи-
мися аналогами [27].

Таблица 1
Результаты депигментации на ФАФ препарата протеиназ A. ochraceus 

Стадия Белок, 
мг/мл

Удельная плазминоподобная 
активность, ЕpNA/мг

Степень  
очистки, раз

Удельная активаторная  
к протеину C активность, ЕpNA/мг

Степень 
очистки, раз

Культуральная жидкость 1,73 29,8±0,7 1,0 14,1±0,1 1,0
Диализат 2,40 46,0±0,7 1,5 14,3±0,1 1,0
Депигментирование на ФАФ 0,15 900,8±1,5 30,2 131,8±1,5 9,3
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Рис. 1. Эффективность депигментации (%) препарата внекле-
точных протеиназ микромицета A. ochraceus L-1 при различ-
ных значениях рН. 1 – плазминоподобная активность, 2 – ак-
тиваторная по отношению к протеину C активность.

В табл. 2 показаны результаты сравнения ак-
тивности препарата протеиназ A. ochraceus L-1 с ак-
тивностью других ферментных препаратов. Была 
исследована плазминоподобная, фибрино- и  фиб-
риногенолитическая активность, а также неспеци-
фическая казеинолитическая активность получен-
ного препарата с террилитином (препарат вне- 
клеточных ферментов A. terricola), трипсином 
и стрептокиназой. Удельная казеинолитическая ак-
тивность полученного препарата была сопостави-
мой с активностью трипсина и почти в 10 раз выше 
активности стрептокиназы. В случае удельной фи-
бринолитической активности данный препарат 
оказался активнее в 2 и в 4,7 раза соответственно, 
чем трипсин и стрептокиназа. Аналогичные резуль-
таты были получены при сравнении фибриногено-
литической и плазминоподобной активности  
указанных препаратов. Несмотря на значения  
казеинолиза, препарат внеклеточных протеиназ 
A.  ochraceus L-1 проявил выраженность действия 
в  отношении фибрина, что подтверждает получен-
ные ранее для продуцента данные [14]. Превышение 
полученным препаратом фибринолитической и фиб-
риногенолитической активности над стрептокина-
зой делает возможным его потенциальное примене-
ние в медицине, ветеринарии и смежных областях.

В сравнении с террилитином, удельная казеи-
нолитическая активность препарата протеиназ  
A. ochraceus L-1 была в 2,5 раза меньше, в то время 
как фибринолитическая и плазминоподобная ак-
тивность была, соответственно, в 2,1 и 2,3 раза 
выше. При этом фибриногенолитическая актив-
ность террилитина превышала в 1,27 раз таковую 

у  полученного препарата. Террилитин® применя-
ется в качестве наружного протеолитического 
средства для расщепления некротической ткани 
и разжижения гнойного экссудата и сгустков кро-
ви (Регистр. удостоверение РУ № ЛСР-009849/09). 
Интересно отметить, что оба препарата протеи-
наз – продукты культивирования аспергиллов 
разных видов (коммерческий и лабораторный об-
разец) – проявили различия в специфичности 
к исследуемым хромогенным пептидным субстра-
там. Меньшая казеинолитическая активность 
и большая фибринолитическая активность препа-
рата протеиназ A. ochraceus L-1 позволяют считать 
целесообразным его использование в тех же целях.

Ввиду возможности практического примене-
ния полученного препарата была изучена его ста-
бильность при хранении в разных температурных 
режимах (комнатная температура, холодильник, 
морозильник, глубокая заморозка) на срок до 
1  года. Определение плазминоподобной активно-
сти и активаторной к протеину C активности, ко-
торые были выбраны как маркерные, в образцах 
препарата с разным хранением представлены на 
рис. 2А и 2Б соответственно. 

Рис. 2. Стабильность комплексного препарата протеиназ A. 
ochraceus L-1 при +25˚С (1), +4˚С (2), -20˚С (3) и -80˚С (4). 
А – сохранение плазминоподобной активности препарата (%), 
Б – сохранение активаторной по отношению к протеину С ак-
тивности препарата (%).

Таблица 2
Сравнение активности препарата протеиназ A. ochraceus с активностью других ферментных препаратов 

Препарат Удельная казеинолитиче-
ская активность, ЕТир/мг

Удельная фибринолитиче-
ская активность, ЕТир/мг

Удельная фибриногенолити-
ческая активность, ЕТир/мг

Удельная плазминоподоб-
ная активность, ЕpNA/мг

Депигментированный 
препарат A. ochraceus

129,13±0,7 47,37±0,7 44,93±0,7 18,31±0,7

Террилитин® 316,58±0,7 20,42±0,7 57,28±0,7 8,60±0,7
Трипсин 132,53±0,7 23,86±0,7 44,70±0,7 17,31±0,7
Стрептокиназа 13,68±0,7 10,55±0,7 31,64±0,7 3,01±0,7
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Как видно из рис. 2А, препарат оказался ста-
бильным на протяжении всего года. Плазминопо-
добная активность снижалась незначительно, 
к  12  мес. хранения она составила от 69% при 
+25˚С до 88% при -80˚С. При отрицательных тем-
пературах хранения плазминоподобная актив-
ность была выше 90% от первоначальной на про-
тяжении 9 мес. хранения. Наибольшая скорость 
потери стабильности наблюдалась при хранении 
препарата при +25˚С и при +4˚С. Оптимальным 
временем хранения препарата для сохранения им 
плазминоподобной активности и, как следствие, 
фибринолитических свойств следует считать 
6  мес. Активаторная к протеину C активность 
снижалась в исследованных условиях хранения 
более резко (рис. 2Б). Так, остаточная активность 
за 12 мес. хранения составила от 22% при +25˚С 
до 39% при -80˚С. Наилучшими условиями хране-
ния препарата, так же, как и в случае с плазмино-
подобной активностью, оказалась температура 
-80˚С. При этом при -20˚С препарат хранился не 
хуже. Оптимальным периодом хранения можно 

считать также 6 мес., за это время препарат сохра-
няет около 80% своей активности.

Таким образом, из культуральной жидкости мик-
ромицета A. ochraceus L-1 высаливанием сульфатом 
аммония с последующими диализом и депигмента-
цией на ФАФ при рН буфера 8,2 был получен ком-
плексный препарат протеолитических ферментов. 
Препарат имел выраженную фибринолитическую, 
плазминоподобную и активаторную к  протеину C 
активность. Сравнение препарата с коммерческими 
аналогами – террилитином, трипсином и стрепто-
киназой – показало его перспективность для ис-
пользования в качестве средства для разжижения 
гнойно-ожоговых ран и фибриновых сгустков. По-
лученный комплексный препарат протеиназ имел 
высокую стабильность при хранении в условиях от-
рицательных температур сроком до 9 мес.

Исследования выполнены без использования 
животных и без привлечения людей в качестве ис-
пытуемых. Авторы заявляют об отсутствии у них 
конфликта интересов. 
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A complex preparation was obtained from the culture fluid of micromycete Aspergillus ochraceus L-1 
by salting out with ammonium sulfate followed by dialysis and depigmentation to phenolaniline 
formaldehyde resin at a pH of 8.2 with a specific plasmin-like activity of at least  
890 EpNA/mg and a specific activator for protein C activity of less than 130 EpNA/mg was. Com-
parison of the obtained preparation with caseinolytic, fibrinolytic, fibrinogenolytic and plasmin-
like activity with commercial analogues terrilithin, trypsin and streptokinase showed its promise 
for use as a means for thinning purulent burn wounds and fibrin clots. The resulting complex 
preparation of proteinases had high storage stability at low temperatures for up to 9 months.
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Исследование влияния однонитевого разрыва на механические 
параметры ДНК методом молекулярной динамики

О.И. Волох, Г.А. Армеев, Е.С. Трифонова, О.С. Соколова*
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Раннее обнаружение и восстановление поврежденной ДНК имеет важное значение для 
функционирования и выживания клеток. Недавно предложенный механизм формирова-
ния внутринуклеосомных петель предполагает релаксацию сверхспирализации ДНК, 
накопленной при транскрипции через поврежденный хроматин. На степень спирализа-
ции ДНК влияют механические свойства и структура двойной спирали. В данной работе 
мы исследовали влияние введения однонитевого разрыва на механические свойства 
фрагмента ДНК методом молекулярной динамики. Был сделан вывод о том, что введе-
ние однонитевого разрыва приводит к снижению жесткости и повышению эластичности 
поврежденной, по сравнению с интактной, молекулы ДНК, что может привести к осла-
блению сверхспирализации дефектной ДНК и к остановке фермента РНК-полимеразы.

Ключевые слова: ДНК, молекулярная динамика, модуль Юнга, однонитевой разрыв, жест-
кость, упругость

Генетический материал клетки находится под 
постоянным воздействием факторов внешней 
и  внутренней среды, приводящим к возникнове-
нию повреждений в структуре ДНК. Для устране-
ния образующихся нарушений в клетке существу-
ют процессы репарации ДНК, однако в случае их 
некорректной работы может происходить нако-
пление нарушений, ведущее к развитию различ-
ных патологий – тяжелых нарушений метаболиз-
ма, онкологических и сердечно-сосудистых 
заболеваний [1, 2]. Чаще всего при повреждении 
молекулы ДНК наблюдается образование однони-
тевых разрывов. Они могут возникать ежедневно 
в огромных количествах в результате спонтанного 
гидролиза ковалентных связей либо вследствие 
воздействия активных форм кислорода [3].

Раннее обнаружение и восстановление по-
врежденной ДНК имеет важное значение для 
функционирования и выживания клеток. Соглас-
но проводимым в последнее время исследовани-
ям, организация ядерной ДНК в хроматин [4, 5] 
может изменять процесс поиска повреждений 
ферментами системы репарации. Новые данные 
свидетельствуют о существовании хроматин-спе-
цифического механизма, позволяющего обнару-
живать одиночные разрывы нематричной цепи 
ДНК при транскрипции ферментом РНК-поли-
меразой (РНКП). Было показано [6, 7], что оди-
ночные разрывы нематричной цепи ДНК способ-
ны приводить к нуклеосом-специфичной 
остановке РНКП Escherichia coli после преодоле-
ния ферментом участка разрыва, на расстоянии 

порядка 7–12  п.н. от него. В одной из работ [6] 
была определена периодичность остановок РНКП 
в положениях: (+24), (+34) и (+44) нуклеосомной 
ДНК. Была выдвинута гипотеза о том, что причи-
ной подобной остановки является формирование 
внутринуклеосомных петель [7]. Этот механизм 
предполагает релаксацию сверхспирализации 
ДНК, накопленной при транскрипции через по-
врежденный хроматин. На эффективность релак-
сации сверхспирализации ДНК влияют механиче-
ские свойства и структура двойной спирали. 
Однако для лучшего понимания процессов репа-
рации и  транскрипции необходимы структурные 
данные, в отсутствие которых хорошо зарекомен-
довало себя моделирование системы in silico. 
В  данной работе методом молекулярной динами-
ки (МД) исследовалось влияние введения однони-
тевого разрыва на механические свойства фраг-
мента ДНК.

Материалы и методы
Все МД-расчеты для выполнения задачи по 

оценке влияния введения однонитевого разрыва 
на механические свойства ДНК проводились с ис-
пользованием программного пакета Gromacs 4.6.5 
[8] и силового поля Amber99sb-ildn [9].

Расчет траекторий проводился в NPT-
ансамбле при температуре 300°К (термостат Бе-
рендсена) и изотропном давлении 1 бар (баростат 
Берендсена); использованная модель воды – 
SPC-E [10]. Для потенциалов Леннарда-Джонса 
[11], для расчета электростатических взаимодей-
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ствий использовался метод PME (particle mesh 
Ewald) [12]. В обоих случаях радиус отсечки соста-
вил 1,8 нм. Шаг интегрирования – 1 фс.

Создание моделей исследуемых структур фраг-
мента ДНК без однонитевого разрыва и с однони-
тевым разрывом. Для исследования влияния вве-
дения однонитевого разрыва на механические 
свойства ДНК была использована та же модель-
ная (20 п.н.) последовательность ДНК из 603 ну-
клеосом-позиционирующей последовательности 
(НПП), что и в соответствующей работе [6]. Од-
нонитевой разрыв был введен в (+12)-положение 
цитозина (С) нематричной цепи ДНК [6]: 

Последовательность матричной цепи: 
3’-GGGCCACAGAGGCGGGCGGA-5’.

Последовательность нематричной цепи: 
5’-CCCGGTGTCTCCGCCCGCCT-3’.

Структура для проведения вычислительных 
экспериментов была построена в программе 
UCSF Chimera [13]. Введение однонитевого раз-
рыва производилось нарушением ковалентной 
связи сахарофосфатного остова между кислоро-
дом дезоксирибозы гуанина и фосфором фосфат-
ной группы цитозина нематричной цепи. Введе-
ние однонитевого разрыва никазами in vivo 
сопровождается гидролизом, в результате чего 
образуются – OH-группа на дезоксирибозе гуа-
нина и OH-группа на фосфатной группе цитози-
на. Аналогичная модификация остатков была 
произведена для исследуемой in silico структуры 
с однонитевым разрывом.

Оценка влияния введения однонитевого разрыва 
на жесткость ДНК. Для подготовки структур 
к проведению управляемой МД системы релакси-
ровались: были проведены расчеты равновесной 
молекулярной динамики исследуемых структур 
ДНК в водном растворе с физиологической кон-
центрацией ионов Na+ и Cl- в течение 500 пс без 
баростата, и в течение 3 нс с баростатом. Роль 
двухвалентных ионов не исследовалась. Параме-
тры расчетной ячейки: размер – 6,0×15,0×6,0 нм; 
количество атомов – 53049 для интактной ДНК 
и 53057 для ДНК с однонитевым разрывом в поло-
жении +12 НПП; количество противоионов Na/Cl 
в системах – 87/49 и 86/49 соответственно. 

Расчет модулей Юнга растяжения сравнивае-
мых последовательностей ДНК производился 
с применением управляемой МД. Длины траекто-
рии составили 2 нс.

В ходе вычислительного эксперимента фикси-
ровалась верхняя пара азотистых оснований DG5 
и DC3, фиксация осуществлялась по трем коорди-
натам (x, y, z). Противоположному концу фрагмен-
та нуклеиновой кислоты (атомы фосфора цепи P19 
и P21) сообщалось ускорение, равное 6, 8, 10 нм/пс² 
по координате y, соответствующие приложенные 
силы равнялись 9, 12, 15 ккал/моль Å. 

Расчет модуля растяжения производился по 
формуле:

= ⋅
∆

0

0
 ,

LF
E

A L 	
(1)

где F – сила, приложенная к концу цепи (в Нью-
тонах), A0 – поверхность приложения силы (анг-
стрем), L0 – начальное расстояние между центра-
ми масс концевых пар атомов фосфора (нм), 
ΔL – относительное удлинение соответствующего 
расстояния (нм). 

Оценка влияния введения однонитевого разрыва 
на характер стэкинг-взаимодействий в области 
разрыва ДНК. Были проведены расчеты равновес-
ной МД структур интактной ДНК и ДНК с одно-
нитевым разрывом в водном растворе с физиоло-
гической концентрацией ионов Na+ и Cl- в 
течение 500 пс без баростата, и в течение 3 нс с ба-
ростатом. Параметры расчетной ячейки: размер – 
5,7×9,4×5,6 нм; количество атомов – 28693 для 
интактной ДНК и 25878 для ДНК с однонитевым 
разрывом в положении +12 НПП; количество 
противоионов Na/Cl в системах – 65/27 и 64/27 
соответственно. Длина траекторий составила 
20 нс. Расчет параметров подвижности для сосед-
них нуклеотидных пар производился с использо-
ванием программы 3DNA (http://x3dna.org)  
[14–16] на основании координат, полученных из 
траекторий молекулярной динамики.

Оценивались следующие параметры соседних 
нуклеотидных пар:

1) Сдвиг вдоль оси x, Dх;
2) Сдвиг вдоль оси y, Dy;
3) Сдвиг вдоль оси z, Dz;
4) Угол наклона между плоскостями соседних 

пар нуклеотидов, r;
5) Угол наклона между плоскостями соседних 

пар нуклеотидов, p;
6) Угол «закручивания» между плоскостями 

соседних пар нуклеотидов, w.

Результаты и обсуждение
Для оценки влияния однонитевого разрыва на 

механические свойства фрагмента ДНК был при-
менен разработанный нами ранее подход [17], 
изучали параметры жесткости и гибкости. 

Жесткость оценивали с применением управ-
ляемой МД. В этом методе на отдельные атомы 
системы налагается дополнительный потенциал, 
который сообщает ускорение по определенным 
степеням свободы. График зависимости расстоя-
ний между центрами масс пар атомов фосфора на 
траектории молекулярной динамики для ускоре-
ния 10 нм/пс² приведен на рис. 1. Он показывает, 
что в начале управляемой динамики структуры 
ведут себя аналогичным образом до достижения 
расстояния между концевыми фосфатами 
~6,5 нм. Предположительно, к этому моменту из-
менение стэкинг-взаимодействий доходит до ну-
клеотидных пар, соседних с однонитевым  
разрывом, и  структуры начинают вести себя по-
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разному. Во  всех случаях при приложении уско-
рения структура ДНК с однонитевым разрывом 
растягивалась быстрее, чем аналогичная интакт-
ная структура, что свидетельствует в пользу 
меньшей жесткости структуры ДНК с одноните-
вым разрывом. Это подтверждается расчетными 
данными модуля Юнга: (3,0±0,05)×109 Па – для 
интактной ДНК, (1,8±0,08)×109 Па – для ДНК 
с  однонитевым разрывом. Для расчета модуля 
упругости использовались участки траектории, 
соответствующие изменениям длин структуры 
в диапазоне 6,5–7,5 нм.

Для оценки влияния введения однонитевого 
разрыва на гибкость фрагмента ДНК определяли 
параметры стэкинг-взаимодействий между сосед-
ними парами нуклеотидов фрагмента ДНК. Дан-
ный подход широко используется для оценки гиб-
кости ДНК [15, 18–19]. 

Проводилась оценка изменений следующих 
параметров из координат траекторий (рис. 2). Ос-
новным параметром для оценки гибкости являет-
ся угол наклона между соседними парами нуклео-
тидов между плоскостями комплементарных пар 
вдоль оси у (Roll) [15, 18–19]. Мы также обратили 

Рис. 1. График зависимости расстояний между центрами масс пар атомов фосфора на траектории управляемой молекулярной 
динамики. По оси x – шаг траектории (нс), по оси y – расстояние между центрами масс пар атомов Р (нм).

Рис. 2. Рассчитанные параметры стэкинг-взаимодействий нуклеотидных пар. Cлева – данные для интактной структуры ДНК, 
справа – для ДНК с однонитевым разрывом, вертикальные выделенные стрелками блоки – соседние с однонитевым разрывом 
нуклеотидные пары. По оси y – значение смещения (в Å – для значений сдвига, в градусах – для углов наклона и «закручива-
ния»). По оси x – порядковый номер соседних нуклеотидных пар. Доверительный интервал представляет собой стандартное от-
клонение рассчитанной величины на траектории.
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внимание на угол наклона между плоскостями 
комплементарных нуклеотидных пар вдоль оси х 
(Tilt), и на угол поворота в плоскости комплемен-
тарных пар (Twist) (выделены горизонтальным 
блоком на рис. 2). Интерес представляет величина 
стандартного отклонения исследуемого параме-
тра, так называемый «объем конформационного 
пространства» [20], в котором исследуемая пере-
менная (величина угла) находится большую часть 
времени (рис. 3). 

Из полученных графиков (рис. 2, 3) следует, 
что отношение отклонений параметров стэкинг-
взаимодействий участков ДНК с однонитевым 
разрывом от соответствующих показателей ДНК 
без разрыва лежат в пределах 0,8–1,2 для ротаци-
онных и трансляционных степеней свободы. Зна-
чимых различий в поведении структур с однони-
тевым разрывом и без разрыва в ходе данного 
вычислительного эксперимента не выявлено. Это 
может быть связано с тем, что параметры стэ-
кинг-взаимодействий в силовых полях, использу-
емых в молекулярной динамике, существенно пе-
реоценены [21]. Таким образом, использование 
управляемой МД, где стэкинг-взаимодействия 
нарушаются за счет приложения силы, имеет пре-
имущество, так как способно выявить различие 
в  поведении систем с однонитевым разрывом и 
без него, в отличие от равновесной МД. Ранее мы 
исследовали методами равновесной и управляе-
мой МД молекулярные модели фрагментов ДНК 

с оценкой модуля Юнга растяжения, а также про-
водили сравнение поведения систем с экспери-
ментальными данными [17]. В работе были  
продемонстрированы адекватное поведение  
молекулярно-динамических систем, совпадение 
порядковых значений расчетных данных с экспе-
риментальными [22–24] и сопоставимость ре-
зультатов расчетов с литературными данными 
[25], свидетельствующие в пользу адекватности 
МД-моделей комплексов ДНК и информативно-
сти использованного подхода, что послужило ос-
нованием для его использования к проведению 
расчетов и построению МД-систем для исследо-
ваний других объектов ДНК, в том числе с белка-
ми в физиологическом ионном окружении.

Ионное окружение играет важную роль 
в функционировании ДНК-белковых комплексов 
в клетке. В частности, двухвалентные катионы 
способствуют компактизации хроматина [26, 29]. 
Взаимодействие между ионами двухвалентных 
металлов и ДНК было изучено нами ранее в си-
стеме с нуклеосомой [27] и с ДНК-связывающим 
белком прокариот Dps [28]. Мы показали, что за-
ряды на ДНК эффективно экранированы белка-
ми на границе взаимодействия белок–ДНК. По-
явление одноцепочечного разрыва не изменит 
общего числа и расположения зарядов на ДНК по 
сравнению с интактной ДНК. Таким образом, 
ожидается, что влияние двухвалентных ионов на 
жесткость ДНК в обеих системах будет схожим 

Рис. 3. Нормализованные значения стандартного отклонения параметров стэкинг-взаимодействий нуклеотидных пар. По оси 
x – нуклеотидные пары, по оси y – значения нормализованных по интактной ДНК стандартных отклонений параметров стэ-
кинг-взаимодействий нуклеотидных пар.
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и повлияет лишь на абсолютную величину, но не 
на относительное изменение механических ха-
рактеристик ДНК.

В результате анализа полученных данных 
можно сделать вывод о том, что введение однони-
тевого разрыва приводит к снижению жесткости 
и повышению эластичности молекулы ДНК с од-
нонитевым разрывом, по сравнению с интактной 
ДНК. Это может привести к релаксации сверхспи-
рализации дефектной молекулы, связанной с ну-
клеосомой, и к остановке фермента РНКП в про-
цессе транскрипции. Биологические процессы, 
связанные с ферментативным прочтением ДНК, 
характеризуются динамическим поведением двой-
ной спирали, зависящим от первичной последова-
тельности ДНК и «ненарушенности» связей между 
остатками. Таким образом, релаксация сверспира-
лизации может играть одну из ключевых ролей для 
осуществления транскрипции и преодоления ну-
клеосомных барьеров [30–32]. 

Безусловно, механическая роль релаксации 
ДНК имеет важное биологическое значение для 
процессов транскрипции и репликации ДНК. 
В связанных с функционированием ДНК динами-
ческих процессах, приводящих к накоплению не-
скомпенсированной сверхспирализации ДНК, 
может происходить ее релаксация по местам раз-
рывов и восстановление ненапряженной конфор-
мации ДНК благодаря изменению ее механиче-
ских свойств в местах разрывов. 

Вычисления произведены с использованием 
суперкомпьютерного комплекса МГУ имени 
М.В. Ломоносова [33]. Работа выполнена при фи-
нансовой поддержке Российского научного фонда 
(проект № 19-74-30003).

Исследования выполнены без использования 
животных и без привлечения людей в качестве ис-
пытуемых. Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов.
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Investigation of the effect of a single-strand break on the mechanical 
parameters of DNA by molecular dynamics method

O.I. Volokh, G.A. Armeev, E.S. Trifonova, O.S. Sokolova*

Department of Bioengineering, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University,  
Leninskiye Gory 1–12, Moscow, 119234, Russia
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Early detection and repair of damaged DNA is important for cell functioning and survival. The 
recently proposed mechanism of intra-nucleosome loop formation suggests relaxation of DNA 
supercoiling accumulated during transcription through damaged chromatin. The degree of DNA 
relaxation is affected by the mechanical properties and structure of the double helix. In this 
paper we investigated the consequences of the introduction of a single-stranded break on the 
mechanical properties of a DNA fragment by molecular dynamics. It was concluded that the 
introduction of a single-stranded break leads to decreased stiffness and higher elasticity of the 
damaged DNA molecule as compared to the intact one. This, in turn, may lead to relief of the 
supercoiling of the defective DNA and arrest of the enzyme.

Keywords: DNA, molecular dynamics, Young modulus, single-stranded break, stiffness, elasticity
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 57.088.1 

Влияние госсипола на структуру нуклеосом 
Н.В. Малюченко1,*, Д.О. Кошкина1, А.Н. Коровина1, Н.С. Герасимова1,  

М.П. Кирпичников1, В.М. Студитский1,2, А.В. Феофанов1,3

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

2Cancer Epigenetics Team, Fox Chase Cancer Center, Cottman Avenue 333, Philadelphia, PA 19111, USA;
3Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН,  

Россия, 117997, г. Москва, ул. Миклухо-Маклая, д. 16/10
*e-mail: mal_nat@mail.ru

Госсипол является высокоактивным соединением, обладающим противовирусными, ан-
тиоксидантными, противомикробными, противомалярийными и противоопухолевыми 
свойствами. Известно, что противоопухолевый эффект госсипола связан с генотоксич-
ностью, однако взаимодействие госсипола с хроматином не было изучено. В данной ра-
боте методом микроскопии одиночных частиц на основе Фёрстеровского резонансного 
переноса энергии установлено, что при концентрациях 10 мкМ и выше госсипол вызы-
вает значительные структурные изменения в конформации нуклеосомной ДНК на окта-
мере гистонов. Эти изменения затрагивают не менее 35 п.н. нуклеосомной ДНК, увели-
чивают расстояние между соседними супервитками нуклеосомной ДНК в этой области 
до 9 нм или более и вызваны разворачиванием нуклеосомной ДНК. Наличие участков 
линкерной ДНК несколько увеличивает устойчивость нуклеосом к действию госсипола 
по сравнению с кор-нуклеосомами. При концентрации 30 мкМ и выше госсипол полно-
стью разрушает структуру нуклеосом, вызывая диссоциацию гистонов от ДНК. Полу-
ченные данные свидетельствуют о том, что наблюдаемая in vivo генотоксичность госси-
пола может быть связана с прямым воздействием госсипола на хроматин, приводящим 
к нарушению структуры нуклеосом. 

Ключевые слова: госсипол, нуклеосома, хроматин, флуоресценция, Фёрстеровский резонанс-
ный перенос энергии

Госсипол является природным соединением – 
вторичным метаболитом, синтезируемым растени-
ями рода Gossypium (хлопчатник) в качестве защиты 
от патогенных микроорганизмов и травоядных жи-
вотных [1]. Он представляет собой динафталевый 
альдегид с полифенольными гидроксильными 
группами и может существовать в виде (+)- 
и (-)-энантиомеров из-за вращения вокруг бинаф-
тильной связи [2]. Являясь биологически активным 
соединением, госсипол обладает противовирусны-
ми, интерферон-индуцирующими, антиоксидант-
ными, противомикробными, противомалярийны-
ми и противоопухолевыми свойствами [3]. 
В  настоящее время ведутся более 28 клинических 
испытаний госсипола в качестве отдельного препа-
рата и в комбинации с другими лекарствами.

В микромолярных концентрациях госсипол 
способен активировать как внутренние, так 
и  внешние пути апоптоза в раковых клетках раз-
личного фенотипа [4]. По механизму действия 
госсипол относят к BH3-миметикам (домен Bcl-2 
homology domain 3), блокирующим взаимодей-
ствие между белками Bcl-2/Bcl-xL и Beclin-1 или 
Bax и вызывающим тем самым апоптоз и аутофа-

гию [5, 6]. Обнаружено, что в микромолярных 
концентрациях госсипол ингибирует репликацию 
ДНК, вызывая остановку клеточного цикла 
в  S-фазе [7]. Установлено, что одной из ядерных 
мишеней госсипола является белок PARP-1, уча-
ствующий в репарации и репликации ДНК [8]. 
Еще одним видом активности госсипола является 
генотоксичность [9, 10], которая может быть вы-
звана его непосредственным воздействием на хро-
матин. В то же время вопрос о том, может ли гос-
сипол напрямую влиять на структуру хроматина, 
остается открытым.

Нуклеосомы являются функциональной 
и  структурной единицей хроматина и могут быть 
получены in vitro путем прямой сборки из гисто-
нов и ДНК. Они широко применяются в молеку-
лярно-биологических исследованиях [11–16] 
и  позволяют, в том числе, изучать влияние раз-
личных лекарственных соединений на хроматин. 
При этом микроскопия одиночных частиц на ос-
нове Фёрстеровского резонансного переноса 
энергии (spFRET-микроскопия) обеспечивает 
возможность исследования структурных измене-
ний в нуклеосомах при взаимодействиях с белко-



  171

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2020. Т. 75. № 3

ВЛИЯНИЕ ГОССИПОЛА НА СТРУКТУРУ НУКЛЕОСОМ

выми факторами и другими биологически актив-
ными соединениями [17, 18].

В данной работе представлены результаты изу-
чения воздействия госсипола на структуру хрома-
тина с использованием метода spFRET-микро-
скопии и флуоресцентно-меченых нуклеосом, 
имеющих различную структуру в области линкер-
ной ДНК.

Материалы и методы
В работе использовали госсипол фирмы Sigma 

(США) в виде рацемической смеси (±)-энантио-
меров.

Флуоресцентно-меченые ДНК-матрицы дли-
ной 147, 167 и 187 п.н. получали методом полиме-
разной цепной реакции на основе нуклеосом-по-
зиционирующей последовательности 603 [19] 
с  использованием синтетических олигонуклеоти-
дов-праймеров, меченных флуорофорами Су3 
и Су5 (Lumiprobe, Россия):

Р-прямой с линкером – 5’-AAGCGACACCG
GCACTGGGCCCGGTTCGCG 

C[Cy3-dT]CCCGCCTTCCGTGTGTTGTCGT
CTCTCGGGCGT-3’;

P-обратный с линкером – 5’-AACCATGATG
GGCACTGGGTACCCCAGGGACTTGAAGT AA
TAAGGACGGAGGGCCTCTTTCAACATCGATG
CACGG[Cy5-dT]GGTTAG-3’;

M-прямой с линкером – 5’-CAAGCGACACC
GGCACTGGGCCCGGTTCGCGCTCCCGC 
CTTCCGTGTGTTGTCG[Cy5-dT]CTCTC-3’;

M-обратный с линкером – 5’- GAACCATGAT
GGGCACTGGGTACCCCAGGGACTTGAA 
G T A A T A A G G A C G G A G G G C C [ C y 3 - d T ]
CTTTC-3’; 

Р-прямой без линкера – 5’-CCCGGTTCGC 
G C [ C y 3 - d T ] C C C G C C T T C C G T G T 
GTTGTCGTCT CTCGG-3’; 

Р-обратный без линкера – 5’-ACCCCAGGGA
CTTGAAGTAATAAGGACGGAGGGCCTCT 
T T C A A C A T C G A T G C A C G G [ C y 5 - d T ]
GGTTAG-3’;

М-прямой без линкера – 5’-CCCGGTTCGC
GCTCCCGCCTTCCGTGTGTTGTC

G[Cy5-dT]CTCTCGG-3’;
М-обратныйбезлинкера – 5’-ACCCCAGGGA

CTTGAAGTAATAAGGACGGAGGG CC[Cy3-dT]
CTTTCAACATCGAT-3’.

ДНК-матрицы длиной 147 и 187 п.н. получа-
ли, используя соответственно праймеры без лин-
кера и праймеры с линкером. ДНК-матрицу дли-
ной 167 п.н. получали с помощью прямого 
праймера с линкером и обратного без линкера. 
Качество полученных ДНК-матриц контролиро-
вали электрофоретическим разделением в агароз-
ном геле. ДНК выделяли из геля и очищали, ис-
пользуя набор реактивов Cleanup Standard 
(Евроген, Россия). ДНК-матрицы содержали мет-
ки в положениях 13, 91 п.н. или 35, 113 п.н. от на-

чала нуклеосом-позиционирующей последова-
тельности 603.

Для сборки нуклеосом использовали хрома-
тин без гистона Н1, который выделяли из эритро-
цитов цыплят, как описано ранее [20]. Нуклеосо-
мы собирали на ДНК-матрицах с помощью 
ступенчатого диализа против раствора NaCl 
в уменьшающейся концентрации при 4°С по соот-
ветствующему протоколу [21]. Далее мононуклео-
сомы очищали от избытка донорного хроматина 
и  неспецифических продуктов реакции с помо-
щью препаративного электрофореза в 4%-ном по-
лиакриламидном геле. 

Измерения методом spFRET микроскопии 
выполняли с помощью лазерного сканирующего 
конфокального микроскопа LSM710-Сonfocor3 
(Zeiss, Германия), используя систему детекции на 
основе лавинных фотодиодов и 40× водно-иммер-
сионный объектив С-planApochromat (NA=1,2), 
как описано ранее [20]. Нуклеосомы (~1 нМ) ин-
кубировали с госсиполом (10–30 мкМ) в течение 
20 мин в пробирках с низкой адгезией в буфере 
ТВ150 (20 мМ Трис-HCl (pH 7,5), 5 мМ MgCl2, 
150 мМ KCl, 1 мМ β-меркаптоэтанол) и для изме-
рений переносили в силиконовые лунки на по-
кровном стекле. Измеренные интенсивности  
флуоресценции меток Су3 и Су5 в составе оди-
ночных нуклеосом использовали для расчета  
коэффициента близости EPR, как описано  
ранее [20]. EPR рассчитывали по формуле:

EPR = (Ia – 0,19Id)/(Ia + 0,81Id),
где Id и Ia – интенсивности соответственно флуо-
ресценции донора (Cy3) и акцептора (Cy5), а 0,19 
и 0,81 – коэффициенты, позволяющие учесть по-
правку на перекрывание спектров флуоресценции 
меток в области 635–800 нм. Коэффициент близо-
сти EPR – это аналог эффективности FRET без 
учета поправок на квантовые выходы флуорофо-
ров и отличия в чувствительности прибора в обла-
стях испускания флуоресценции Cy3 и Cy5. Вы-
борку значений EPR для всех проанализированных 
нуклеосом (2000–4000 частиц) представляли 
в виде частотного распределения нуклеосом по ве-
личине EPR (EPR-профиль). EPR-профили описы-
вали в виде линейной суперпозиции двух нор-
мальных (гауссовых) распределений (коэф- 
фициент детерминации R2  >  0,86), соответство-
вавших двум отличающимся по структуре субпо-
пуляциям нуклеосом. Долю субпопуляции нукле-
осом с интактной структурой рассчитывали как 
отношение площади под гауссовым пиком 
с  бόльшими значениями EPR к общей площади 
под EPR-профилем, усредняли по повторным из-
мерениям и представляли на гистограмме как 
среднее ± ошибка среднего. Возможность диссо-
циации нуклеосом при взаимодействии с госсипо-
лом оценивали с помощью «нативного» электро-
фореза в 4%-ном полиакриламидном геле. 
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Результаты и их обсуждение 
Для изучения взаимодействий госсипола с нук-

леосомами использовали три типа нуклеосом: без 
линкерных участков ДНК, а также с одним или 
двумя участками линкерной ДНК длиной по 
20  п.н. каждый, как схематично изображено на 
рисунке. Донор-акцепторная пара меток находи-
лась на соседних сверхвитках нуклеосомной ДНК 
вблизи входа ДНК в нуклеосому (мечение по 13 
и 91 п.н.; нуклеосомы Р0, Р1, Р2, где цифра обоз-
начает число участков линкерной ДНК) или в от-

даленной от входа области (мечение по 35 
и 112 п.н.; нуклеосомы М0, М1, М2, где цифра – 
число линкерных участков). Два варианта распо-
ложения меток обеспечили возможность анализа 
структурных изменений в различных участках 
ДНК кор-нуклеосом. Величину EPR измеряли от 
одиночных нуклеосом, свободно диффундирую-
щих через фокус лазерного луча [20]. Изменение 
структуры нуклеосом выявляли, сравнивая  
EPR-профили до и  после инкубации нуклеосом 
с госсиполом (рисунок).

Рисунок. Госсипол влияет на структуру нуклеосом. 
(А–Е) Анализ влияния госсипола на структуру нуклеосом с помощью spFRET-микроскопии. Представлены EPR-профили ну-
клеосом P0 (A), P1 (Б), P2 (В), М0 (Г), М1 (Д) и М2 (E) в отсутствие госсипола и в присутствии госсипола в концентрации 10 
(GOS10), 20 (GOS20) или 30 (GOS30) мкМ . На вставках схематично показаны положения меток Су3 и Су5 (звездочки) на сосед-
них сверхвитках нуклеосомной ДНК. 
(Ж, З) Гистограммы, показывающие долю (%) субпопуляции нуклеосом с высокими значениями EPR при различных концентра-
циях госсипола для нуклеосом P0, P1 и P2 (Ж), а также М0, М1 и М2 (З).
(И) Электрофореграмма (4%-ный полиакриламидный гель, нативные условия электрофореза, детекция по флуоресценции Су5 
в составе ДНК-матрицы) нуклеосом, содержащих один участок линкерной ДНК в отсутствие госсипола и в присутствии госси-
пола в концентрации 10, 30 или 100 мкМ. Справа отмечено положение нуклеосом (Нукл) и свободной ДНК-матрицы (ДНК). 
М – маркерные фрагменты ДНК, указана длина в п.н. 
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EPR-профили всех типов исследуемых нуклео-
сом характеризуются интенсивным пиком в обла-
сти больших значений EPR и минорным пиком 
в  области малых EPR (рисунок, А–Е). Такой тип 
EPR-профиля соответствует доминированию 
в  растворе субпопуляции нуклеосом с плотной 
укладкой витков нуклеосомной ДНК на октамере 
гистонов в области расположения меток, харак-
терной для интактных нуклеосом [12]. Минорный 
пик отвечает за присутствие в растворе нуклеосом, 
у которых нарушена укладка ДНК, и свободной 
ДНК, образующейся при диссоциации нуклеосом. 
Инкубация нуклеосом с госсиполом приводит 
к изменению EPR-профилей, что указывает на из-
менение структуры нуклеосомы в этом комплексе. 
Изменения в EPR-профилях заключаются в сни-
жении интенсивности пика в области больших 
значений EPR и увеличении интенсивности пика 
в области малых EPR (рисунок, А–Е). Эти измене-
ния обнаруживаются при концентрации госсипо-
ла 10  мкМ и усиливаются при ее увеличении. Из 
анализа EPR-профилей Р0, Р1 и Р2 следует, что 
при 10  мкМ госсипола структурные изменения 
происходят в области входа ДНК в коровую об-
ласть в ~30% нуклеосом Р0 и Р2, то есть независи-
мо от присутствия или отсутствия двух участков 
линкерной ДНК (рисунок, Ж). Эти изменения 
слабее затрагивают более удаленные от входа 
участки нуклеосомной ДНК, о чем свидетельству-
ет увеличение доли нуклеосом М0 с нарушенной 
в  области расположения меток структурой всего 
на 7% и отсутствие структурных перестроек в об-
ласти меток в нуклеосомах М2 (рисунок, Г, Е, З). 
В случае нуклеосом М1 с одним участком линкер-
ной ДНК структурные изменения наблюдались 
у 20% нуклеосом. Оценка зависимости эффектив-
ности FRET от расстояния между метками позво-
ляет заключить, что снижение величины EPR 
практически до нуля свидетельствует об увеличе-
нии расстояния между соседними супервитками 
ДНК до 9 нм или более в областях 13-й и 91-й, 
а также 35-й и 112-й п.н. [12].

При 20 мкМ госсипола доля нуклеосом со 
структурным изменениями, затрагивающими не 
менее 13 п.н. нуклеосомной ДНК, возрастает до 
59, 42 и 55% соответственно у нуклеосом P0, Р1 
и Р2. При этом увеличивается немного и доля нук-
леосом с изменениями, затрагивающими не менее 
35 п.н. нуклеосомной ДНК. При 30 мкМ госсипо-

ла значительно возрастает доля нуклеосом с изме-
нениями, вовлекающими не менее 35 п.н.,  
но нуклеосомы с двумя линкерными участками  
(Р2, М2) демонстрируют повышенную устойчи-
вость к действию госсипола. 

Исследования методом электрофореза в полиак-
риламидном геле показали, что структурные изме-
нения, обнаруживаемые методом spFRET-
микроскопии, при 10 мкМ госсипола не приводят 
к диссоциации нуклеосом, а при 30 мкМ около 60% 
нуклеосом диссоциирует с образованием свобод-
ной ДНК (рисунок, И). Госсипол в концентрации 
100 мкМ полностью разрушает нуклеосомы, вызы-
вая диссоциацию гистонов от ДНК (рисунок, И). 

Таким образом, результаты проведенных ис-
следований показывают, что при низких концен-
трациях (10 мкМ) госсипол, связываясь с нуклео-
сомами, вызывает структурные изменения, 
приводящие, наиболее вероятно, к откручиванию 
нуклеосомной ДНК от белкового кора без потери 
гистонов. Механизм воздействия госсипола на нук-
леосомы требует более детального изучения, так 
как возможное взаимодействие госсипола с гисто-
нами не исследовалось, а о комплексах госсипола 
с  ДНК известно только то, что они образуются 
[22, 23]. Возможно, связывание госсипола с нуклео-
сомной ДНК приводит к нарушению взаимодей-
ствий между ДНК и коровыми гистонами, что при 
концентрациях госсипола 30–100 мкМ вызывает 
концентрационно-зависимую диссоциацию ну-
клеосом, сопровождающуюся полным освобожде-
нием ДНК от коровых гистонов. Полученные дан-
ные позволяют предположить, что наблюдаемая in 
vivo генотоксичность госсипола может быть опос-
редована прямым воздействием госсипола на хро-
матин, приводящим к нарушению его структуры. 

Отметим, что экспериментальная система на 
основе флуоресцентно-меченых нуклеосом и ме-
тода spFRET-микроскопии является удобным ин-
струментом для изучения воздействия различных 
биологически активных соединений на структуру 
хроматина. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского фонда фундаментальных 
исследований (проект №17-54-33045). Работа про-
ведена без использования животных и без привле-
чения людей в качестве испытуемых. Авторы заяв-
ляют об отсутствии конфликта интересов.
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Gossypol is a highly active compound with antiviral, antioxidant, antimicrobial, antimalarial 
and antitumor properties. It is known that the antitumor effect of gossypol is associated with 
genotoxicity, but interaction of gossypol with chromatin was not investigated. In this work, 
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using microscopy of single particles based on the Förster resonance energy transfer it was 
found that at 10 M or higher concentration, gossypol causes significant structural changes in 
the conformation of nucleosomal DNA on the histone octamer. These changes affect at least 
35 bp of nucleosomal DNA, increase the distance between neighboring gyres of nucleosomal 
DNA in this region to 9 nm or more, and appear to be associated with uncoiling of 
nucleosomal DNA. The presence of linker DNA somewhat increases the resistance of 
nucleosomes to the gossypol action, as compared with core nucleosomes. At a concentration 
of 30 μM or higher, gossypol completely disrupts the structure of nucleosomes, causing 
dissociation of core histones from DNA. The obtained data indicate that gossypol genotoxicity 
observed in vivo could be associated with a direct effect of gossypol on chromatin, leading to 
destabilization of the nucleosome structure. 

Keywords: gossypol, nucleosome, chromatin, fluorescence, Förster resonance energy transfer
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

УДК 551.465

Мелкие фототрофные флагелляты Белого моря: 
сезонная динамика и роль в планктонных и ледовых сообществах

Е.Р. Никишова1, И.Г. Радченко1, Т.А. Белевич1,2,*
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Численность и биомасса мелких (3–10 мкм) фототрофных флагеллят (МФФ), концен-
трация хлорофилла «а», а также вклад МФФ в суммарную биомассу фитопланктона на 
разных этапах сезонного развития во льду и поверхностном слое воды были исследованы 
в Кандалакшском заливе Белого моря в сентябре 2016 г., а также в феврале и июле 2017 
г. Биомасса МФФ в поверхностном слое составила в среднем летом 38,36±9,77 мг С/м3, 
осенью – 2,22±1,43 мг С/м3, зимой в подледной воде – 2,6±1,72 мг С/м3, во льду – 
14,79±11,25 мг С/м3. Вклад МФФ в суммарную биомассу фитопланктона колебался в за-
висимости от сезона от 29% до 95%, вклад в криофлору составил в среднем 66%. Размер-
ная структура МФФ различалась по сезонам. Летом и зимой во льду доминировали 
флагелляты с размером клетки от 6 до 10 мкм. Осенью и в подледной воде среди МФФ 
преобладала размерная группа от 3 до 6 мкм. Полученные оценки обилия МФФ обусло-
вили более высокие значения суммарной биомассы фитопланктона Белого моря в осен-
не-зимний период по сравнению с оценками, полученными ранее. Учет МФФ совре-
менным методом эпифлуоресцентной микроскопии подтверждает предположение о 
том, что основными продуцентами в зимний период, а также летом при низкой биомас-
се планктонных водорослей размерной фракции более 10 мкм являются МФФ. 

Ключевые слова: мелкие фототрофные флагелляты, сезонная динамика, криофлора, фито-
планктон, пикофитопланктон, Кандалакшский залив

Фототрофные флагелляты – важнейший ком-
понент фитопланктона и ледовой флоры в мор-
ских экосистемах, они включают представителей 
практически всех классов водорослей, за исклю-
чением диатомей [1, 2]. Мелкие фототрофные 
флагелляты (МФФ; 3–10 мкм) часто доминируют 
в субарктических и арктических морях [2, 3]. Од-
нако оценка обилия мелкоклеточных водорослей 
требует использования специальных методов, от-
личающихся от традиционных методов фитоплан-
ктонологии, а определение их таксономической 
принадлежности возможно только на основе мо-
лекулярно-генетических методов. Это обусловле-
но разрушением нежных клеток при фиксации 
проб, а также трудностями определения мелких 
клеток под световым микроскопом. Соответствен-
но, при общепринятой обработке проб фитоплан-
ктона и льда недоучет обилия МФФ может вести 
к  заниженным оценкам суммарной биомассы во-
дорослей. Несмотря на значимость мелкоклеточ-
ных водорослей, сведения о МФФ субарктическо-
го Белого моря и морей Российской Арктики 
крайне скудны.

Целью данной работы являлась оценка чис-
ленности, биомассы и размерной структуры 

МФФ, а также их вклада в суммарную биомассу 
фитопланктона и криофлоры на разных этапах се-
зонного развития во льду и в поверхностном слое 
воды Белого моря.

Материалы и методы
Материалом для работы послужили пробы 

воды и льда, отобранные в Кандалакшском заливе 
Белого моря в районе Беломорской биологиче-
ской станции (ББС) МГУ им. Н.А. Перцова 
(66°34’ с.ш., 33°08’ в.д.). Пробы воды из поверх-
ностного горизонта были отобраны в сентябре 
2016 г., а также в феврале (подледный слой) 
и  июле 2017 г. на пяти станциях, расположенных 
в системе Ругозерская губа – пролив Великая Сал-
ма (рис. 1).

Отбор проб производился пластиковым бато-
метром объемом 5 л с борта судна или с пирса 
ББС (прибрежная станция). Отбор подледной 
воды производился из лунки, сделанной кольце-
вым буром. В ходе отбора измеряли температуру 
и соленость воды (YSI Professional Plus, США).

При количественной обработке проб прини-
мали следующие диапазоны максимального ли-
нейного размера водорослей: пикофракция 
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(ПФ) – 0,2–3 мкм, МФФ – 3–10 мкм и наномик-
рофракция (НМФ, 3–200 мкм), исключающая 
представителей МФФ [4, 5].

Для оценки численности ПФ и МФФ исполь-
зовали метод эпифлуоресцентной микроскопии 
[6, 7]. Подсчет ПФ проводился согласно методике 
[8]. Для учета МФФ пробы объемом 20–40 мл не-
посредственно после отбора окрашивали приму-
лином, фиксировали 3,6%-ным раствором глюта-
рового диальдегида и осаждали на черные ядерные 
фильтры «Nuclepore» с диаметром пор 0,2 мкм. 
Препараты просматривали под микроскопом 
Leica DM2500 (Leica Microsystems, Германия) при 
увеличении ×100×10×1,3 под УФ- (355–425 нм) 
и  зеленым светом (515–560 нм), число просмо-
тренных полей зрения зависело от концентрации 
клеток и составляло 30–50. При подсчете опреде-
ляли размеры клеток, а также учитывали тип их 
свечения: к МФФ относили клетки, светящиеся 
красным и оранжевым цветом; клетки, не имею-
щие пигментов, относили к гетеротрофным орга-
низмам и не учитывали при дальнейшем анализе. 
При просмотре проб под микроскопом МФФ раз-
деляли на две размерные группы: РГ1 (≥3–≤6мкм) 
и РГ2 (>6–≤10 мкм).

Для оценки численности НМФ пробы воды 
объемом от 1 до 3 л концентрировали методом об-
ратной фильтрации, фиксировали раствором Лю-
голя и просчитывали под световым микроскопом 
Микромед 3 (Микромед, Россия-Китай) в камере 
Ножотта объемом 0,05 мл при увеличении 

×40×10×0,65. Учитывали только фотосинтезирую-
щие клетки по наличию хроматофоров. Линейные 
размеры клеток измеряли окуляр-микрометром.

Биомассу клеток рассчитывали, исходя из  
объема соответствующих стереометрических  
фигур [9]. Клеточное содержание углерода рассчи-
тывали по объемам клеток с использованием  
аллометрических зависимостей и учетом система-
тической принадлежности водорослей [10].

Для определения концентрации хлорофилла 
«а» (ХЛ) пробы воды объемом 0,5–1 л фильтрова-
ли через фильтры GF/F. Концентрацию ХЛ опре-
деляли флуориметрически в ацетоновом экстракте 
[11], используя флуориметр Trilogy (Turner 
Designs, США).

Для оценки обилия криофлоры пробы льда от-
бирали на трех станциях (станции 1, 3 и 4) с помо-
щью бура с диаметром режущего кольца 14 см. 
Каждый керн льда делили на части и растапливали 
в лаборатории при температуре 3–5°С с добавле-
нием стерильной морской воды с целью миними-
зировать разрушение клеток нежных жгутиковых 
форм в результате осмотического шока. Последую-
щая обработка проб талой воды проводилась со-
гласно вышеизложенной методике.

Достоверность различий средних значений 
параметров оценивали по критерию Манна-Уит-
ни. Для оценки зависимости между параметрами 
рассчитывали коэффициент корреляции Спирме-
на (Rs). Расчеты проводили с применением прог-
раммного пакета анализа данных PAST [12].

Рис. 1. Схема расположения станций в проливе Великая Салма Кандалакшского залива Белого моря.
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Результаты
Абиотические условия. Средние значения тем-

пературы и солености воды составили летом 11,6°С 
и 23,1‰, осенью – 10,1°С и 24,3‰, зимой – 
(-1,2°С) и 27,5‰ соответственно (табл. 1). Из-за 
аномально теплой зимы в феврале 2017 г. только 
районы станций 1, 3 и 4 были покрыты льдом на 
акватории Ругозерской губы и пролива Великая 
Салма. Толщина льда колебалась в диапазоне от 23 
до 40 см (табл. 2). Согласно визуально различимой 
структуре, в отобранных кернах льда выделено не-
сколько слоев: верхний белесый рыхлый слой 
снежного генезиса, средний матовый кристалличе-
ский слой водного генезиса и нижний пористый 
слой. Температура и соленость льда варьировали 
в разных частях кернов, составляя в среднем -2,4°С 
и 6,4‰ соответственно (табл. 1, 2).

Состав и биомасса наномикрофитопланктона, 
пикофитопланктона и концентрация хлорофилла 
«а». НМФ был представлен эукариотическими во-
дорослями, относящимися к 70 таксонам разного 
ранга. Наибольшим видовым богатством характе-
ризовались диатомовые (55 таксонов) и динофито-
вые водоросли (5 таксонов). Также присутствовали 
эвгленовые, криптофитовые и  диктиохофициевые 
водоросли, отмечена Ebria tripartita (J. Schumann) 
Lemmermann – водоросль неясного таксономиче-
ского положения. Летом в  фитопланктоне доми-
нировали динофлагелляты рода Ceratium F. 
Schrank, их вклад в биомассу наномикропланктона 
(ВНМФ) на разных станциях колебался от 22% до 
54%. Осенью фитопланктон был в основном пред-
ставлен комплексом, состоящим из динофитовых 
водорослей рода Ceratuim и  мелкой диатомеи 

Cyclotella choctawhatcheeana Prasad, вклад каждого 
из доминирующих таксонов в ВНМФ составил 
в среднем по 27%. Зимой в подледной воде преоб-
ладали диатомовые водоросли родов Navicula Bory 
и Thalassiosira Cleve, давая в  ВНМФ в среднем 27% 
и  20% соответственно. ПФ был представлен циа-
нобактериями и эукариотными водорослями. Во 
все сезоны в ПФ доминировали цианобактерии, их 
вклад в суммарную биомассу ПФ (ВПФ) колебался 
от 62% (лето) до 76% (осень). Биомасса НМФ была 
относительно невысокой, наибольшие значения 
отмечены сентябре, минимальные – в  феврале 
(табл. 1). Такая же тенденция характерна и для 
ПФ – максимальная биомасса ПФ выявлена осе-
нью, минимальная – в подледной воде. Средние 
значения концентрации ХЛ летом и осенью прак-
тически не различались, зимой содержание ХЛ 
в подледной воде было минимальным (табл. 1). 

Численность, биомасса, размерная структура 
и  вклад МФФ в суммарную биомассу планктонных 
фотосинтезирующих водорослей. Параметры оби-
лия МФФ существенно варьировали по сезонам 
(табл. 1). Летом численность и биомасса МФФ 
были достоверно выше, чем осенью и зимой 
в подледной воде (р<0,001). Зимой и осенью зна-
чения численности и биомассы МФФ достоверно 
не различались. Вклад МФФ в суммарную био-
массу фитопланктона (Всум) во все исследованные 
периоды был высоким и варьировал от 29% осе-
нью до 95% летом (табл. 1). Размерная структура 
фотосинтезирующих жгутиковых различалась по 
сезонам (рис. 2). Летом в составе МФФ домини-
ровали представители РГ2, биомасса которых ко-
лебалась от 12,60 до 39,12 мг С/м3, составляя в 

Таблица 1

Пределы изменения температуры (Т, °С), солености (S, ‰), средние значения (± стандартное отклонение) содержания хлорофилла 
«а» (ХЛ, мг/м3), биомассы микро- и нанофитопланктона (ВМНФ, мг С/м3), пикофитопланктона (ВФП, мг С/м3), численности МФФ 
(NМФФ, ∙109 клеток/м3), биомассы МФФ (ВМФФ, мг С/м3), суммарной биомассы фотосинтетического планктона (Всум, мг С/м3), 

вклад биомассы МФФ в суммарную биомассу фитопланктона (вклад, %) в разные сезоны в Белом море.

Сезон Т S ХЛ ВНМФ ВПФ NМФФ ВМФФ Всум Вклад
Лето 10,1–13,3 22,4–23,4 0,76±0,5 1,26±0,65 0,91±0,42 0,84±0,26 38,36±9,77 40,35±9,54 95
Осень 9,7–10,9 23,9–24,5 0,81±0,21 2,14±1,52 3,41±1,31 0,18±0,13 2,22±1,43 7,77±2,81 29
Зима, вода -1,4–1,1 26,5–28,5 0,03±0,01 0,11±0,03 0,18±0,03 0,13±0,06 2,6±1,72 2,88±1,72 90
Зима, лед -3,4–(-1,7) 3,4–9,3 0,50±0,14 7,28±3,77 0,42±0,07 0,61±0,45 14,79±11,25 22,48±8,82 66

Таблица 2

Высота слоев (Н, см), температура (Т, °С) и соленость (S, ‰) льда, численность МФФ (NМФФ, ∙109 клеток/м3), биомасса МФФ 
(ВМФФ, мг С/м3), биомасса РГ1 (ВРГ1, мг С/м3) и РГ2 (ВРГ2, мг С/м3), биомасса пикофракции водорослей льда (ВПФ, мг С/м3) 

и биомасса наномикрофракции криофлоры (ВНМФ, мг С/м3) в исследуемых кернах.

Станции Н Т S NМФФ ВМФФ ВРГ 1 ВРГ 2 ВПФ ВНМФ

1 0–5 -2,6 7,3 0,06 1,58 0,45 1,13 0,31 1,17
5–22 -2,1 н.д. 0,65 29,85 2,91 26,94 0,50 4,13

22–23 -1,7 9,3 0,21 7,84 2,06 5,78 0,55 6,74
3 0–2 -3,4 7,2 0,22 12,57 1,93 10,64 0,39 3,62

2–31 -3,2 4,9 0,18 8,33 1,38 6,94 0,4 14,89
31–40 -1,7 4,3 0,12 4,71 0,93 3,77 0,2 2,00

4 0–4 -2,3 8,5 0,13 1,72 1,10 0,62 0,15 2,72
4–25 -2,2 н.д. 0,20 10,59 1,47 9,13 0,47 3,69

25–29 -1,7 3,4 0,12 3,40 0,98 2,42 0,14 26,37
Примечание: н.д. – нет данных.
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среднем 30,51±12,84 мг С/м3. Вклад РГ2 составлял 
80% общей биомассы МФФ (рис. 2). Осенью и зи-
мой в подледной воде в составе планктонных 
МФФ преобладала группа РГ1, средние значения 
биомассы этой размерной группы составили 
1,66±1,18 и 1,55±0,84 мг С/м3 соответственно, их 
доля в общей биомассе ММФ достигала 75% и 
60% (рис. 2). При сопоставлении концентрации 
ХЛ и вклада МФФ в Всум была выявлена умерен-
ная достоверная обратная зависимость  
(r=-0,32; p=0,05).

Рис. 2. Вклад размерной группы от 3 до 6 мкм (РГ1) и размер-
ной группы от 6 до 10 мкм (РГ2) в общую биомассу МФФ 
планктона и льда Белого моря.

Численность, биомасса, размерная структура 
МФФ в ледовых сообществах и их вклад в фото-
трофную криофлору. В составе НМФ криофлоры 
во всей толще льда доминировала диатомовая во-
доросль Entomoneis kjellmanii (Cleve) Poulin & 
Cardinal, ее вклад в ВНМФ колебался от 31% до 
85%. Исключение составил верхний слой льда на 
станции 1, где доля эвгленовых водорослей дости-
гала 51%. Максимальное обилие водорослей 
НМФ было выявлено в нижнем пористом слое 
льда (станции 1 и 4) или в среднем кристалличе-
ском слое водного генезиса (станция 3). В пикоф-
ракции доминировали цианобактерии, наиболь-
шие значения ВПФ также отмечены в среднем или 
нижнем слоях льда (табл. 2). Содержание ХЛ во 
льду было на порядок выше, чем в подледной воде 
(табл. 1). Численность и биомасса МФФ были 
распределены неравномерно в толще льда 
(табл.  2). Максимальные значения ВМФФ отмече-
ны в среднем кристаллическом слое водного гене-
зиса (станции 1 и 4) или в верхнем рыхлом слое 
снежного генезиса (станция 3). Практически во 

всех слоях по численности и биомассе доминиро-
вали флагелляты РГ2, их вклад в BМФФ колебался 
от 84% до 90%. Вклад МФФ в суммарную биомас-
су фотосинтетической криофлоры варьировал от 
40 до 86%, составляя в среднем 66%.

Обсуждение результатов
В настоящей работе впервые для Белого моря 

на разных стадиях сезонного развития планктона 
оценены численность и биомасса мелких фото-
синтезирующих жгутиковых водорослей с разме-
рами клетки от 3 до 10 мкм. Вследствие малых 
размеров и разрушения нежных форм при фикса-
ции эта размерная фракция обычно недоучитыва-
ется при традиционных методах количественной 
обработки проб фитопланктона. Использование 
метода эпифлуоресцентной микроскопии позво-
лило впервые дать адекватную оценку обилия 
МФФ. Сопоставление полученных нами данных 
по акватории Ругозерская губа – пролив Великая 
Салма с имеющимися данными по планктону Бе-
лого моря показало следующее. Обилие МФФ во 
льду и в подледной воде в феврале, в период на-
ших исследований, оказалось несколько меньше 
численности фотосинтезирующих жгутиковых, 
включая пико- и наноформы, в губе Чупа Канда-
лакшского залива в апреле 2002 г. [13]. Получен-
ные нами более низкие оценки численности 
МФФ связаны с тем, что исследования 2002 г. ох-
ватывали большее количество размерных фрак-
ций фотосинтезирующих флагеллят и проводи-
лись уже в весенний период, когда световые 
условия более благоприятны для фотосинтеза 
и роста водорослей, а во льду отмечается их цве-
тение [14]. Это позволяет полагать, что в системе 
Ругозерская губа – пролив Великая Салма чис-
ленность МФФ в апреле также возрастает. 
В июле–августе 2009–2010 гг. в проливе Великая 
Салма биомасса нанофлагеллят (3–20 мкм) была 
ниже [8] полученных нами оценок только для 
МФФ. Следует отметить, что суммарная биомасса 
микропланктонных диатомовых и динофитовых 
водорослей летом 2009 и 2010 гг. была, наоборот, 
выше, чем в период наших исследований в 2017 г. 
В целом, между концентрацией ХЛ и вкладом 
МФФ в суммарную биомассу была выявлена дос-
товерная обратная зависимость. Это означает, что 
чем больше биомасса фотосинтезирующего фито-
планктона (в  единицах хлорофилла «а»), тем 
меньше вклад МФФ в суммарную биомассу. Мы 
предполагаем, что более низкое обилие НМФ 
в  июле 2017 г. может быть обусловлено общей 
тенденцией в последние годы уменьшения доли 
крупных форм в фитопланктоне [2, 3, 15]. В связи 
с потеплением климата наблюдается увеличение 
стратификации водной толщи и уменьшение био-
генных элементов в поверхностном слое в летний 
период [16]. В этих условиях преимущество полу-
чают мелкие формы с высоким отношением пло-
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щади поверхности к объему клетки [17]. Кроме 
того, не следует исключать возможного увеличе-
ния численности мезозоопланктона и, соответ-
ственно, большого пресса выедания НМФ в дан-
ный период. В целом, значения численности 
и биомассы МФФ (3–10 мкм) попадают в преде-
лы варьирования обилия всех фотосинтезирую-
щих нанопланктонных (3–20  мкм) флагеллят 
в  арктических водах [18, 19], а  в  некоторых слу-
чаях даже превышают их [20-23]. Во льду наиболь-
ший вклад МФФ в суммарную биомассу ледовой 
флоры соответствовал вкладу всех нанофлагеллят 
в суммарную биомассу криофлоры в феврале 
в эстуарии реки Св. Лоуренса, Канада [24].

Полученные нами оценки обилия МФФ  
обусловили более высокие значения суммарной 
биомассы фитопланктона Белого моря в осенне-
зимний период по сравнению с оценками, 
полученными ранее традиционными методами 
[25, 26]. Ранее опубликованные данные свиде-

тельствовали о крайне низкой биомассе подлед-
ного фитопланктона в январе-феврале [14], в то 
время как полученные нами значения на два по-
рядка выше.

Учет МФФ современным методом эпифлуо-
ресцентной микроскопии подтвердил наше пред-
положение о том, что основными продуцентами 
в  зимний период являются фотоавтотрофные на-
нофлагелляты. Более того, нами показано, что 
даже летом при низкой биомассе микропланктон-
ных диатомей и динофлагеллят МФФ дают основ-
ной вклад в суммарную биомассу фитопланктона. 

Работа выполнена в рамках Государственного 
задания МГУ имени М.В. Ломоносова часть 2 
(тема №АААА–А16–116021660052–0).

Исследования выполнены без использования 
животных и без привлечения людей в качестве ис-
пытуемых. Авторы заявляют oб отсутствии кон-
фликта интересов.
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Small photosynthetic flagellates of the White Sea: 
seasonal dynamics and role in plankton and ice communities

E.R. Nikishova1, I.G. Radchenko1, T.A. Belevich1,2,*

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

2A.N. Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University,  
Leninskiye gory 1–40, Moscow, Russia

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

Abundance and biomass of small photosynthetic flagellates (SPF; 3–10 µm), chlorophyll a, and 
the contribution of SPF to total phytoplankton biomass in different stages of seasonal succession 
in ice and the surface water were studied in Kandalaksha Bay of the White Sea in September 
2016, February and July 2017. In summer SPF biomass in the photic layer averaged 38.36±9.77 
mg С/м3, in autumn – 2.22±1.43 mg С/м3, in under-ice water – 2.6±1.72 mg С/м3, and in 
ice – 14.79±11.25 mg С/м3. The contribution of SPF to total phytoplankton biomass depends 
of the season and ranged from 29% to 95%, the contribution to sympagic communities averaged 
66%. The size structure of photosynthetic flagellates varied by seasons. Flagellates with cell size 
6–10 µm dominated in summer plankton and in the ice. Flagellates with cell size 3–6 µm 
prevailed in autumn and in the under-ice water. The obtained data of SPF abundance gave 
higher values of the total phytoplankton biomass of the White Sea in the autumn-winter period 
compared with the estimates obtained previously. Applying the method of epifluorescence 
microscopy confirms the assumption that photosynthetic flagellates are the main producers in 
the winter period, as well as in the summer when the biomass of planktonic algae with cell size 
more than 10 µm is low. 

Keywords: small flagellates, season dynamic, cryoflora, phytoplankton, picophytoplankton, 
Kandalaksha Bay
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Состав и структура сообществ мицелиальных грибов в донных 
грунтах Белого моря
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50 образцов донных грунтов были отобраны в 2016–2017 гг. в Кандалакшском заливе Бе-
лого моря с глубин 1,5–15 м. Выделено 1419 колоний мицелиальных грибов, отнесенных 
к 136 морфотипам, из которых 81 был идентифицирован до вида по морфолого-культу-
ральным признакам. Обнаружено 13 видов, новых для Белого моря. Наиболее распро-
страненными были Tolypocladium cylindrosporum, Penicillium chrysogenum, Tolypocladium 
inflatum, Penicillium glabrum и анаморфа Pseudogymnoascus pannorum. В таксономической 
структуре преобладали анаморфы аскомицетов, а самой многочисленной и разнообраз-
ной группой был класс Sordariomycetes. Оценка видового богатства с помощью кумуля-
тивной кривой и расчета ожидаемого полного числа видов с поправкой Chao2 показала, 
что видовое разнообразие выявлено примерно на 81%. Ординация сообществ грибов ме-
тодом nMDS с тестом ANOSIM показала высокую значимость объединения групп по 
признакам года отбора и типа грунта, а также года отбора и типа экотопа. Таким обра-
зом, важнейшим фактором для формирования микобиоты является тип грунта, связан-
ный с типом берега и наличием пресного стока. Кроме того, сообщества мицелиальных 
грибов в исследованных донных грунтах меняются год от года. 

Ключевые слова: морские грибы, Ascomycota, донные грунты, разнообразие, Белое море, ор-
динация сообществ

Донные осадки океана – одно из самых боль-
ших по охвату территории местообитаний на Зем-
ле [1]. Вместе с тем, до последнего времени они 
практически не привлекали внимание морских 
микологов. Долго считалось, что здесь могут нахо-
диться только покоящиеся пропагулы грибов, при-
несенные с суши и не участвующие в функциони-
ровании экосистемы [2]. Но в последние 20  лет 
ситуация стала меняться, появляется все больше 
исследований микобиоты этих местообитаний. 
Основное внимание пока сосредоточено на иссле-
довании разнообразия грибов в донных грунтах 
различных широт [3–6] и глубин [7–10], а также на 
изучении отдельных особенностей выделенных 
культур [11, 12]. Этими работами продемонстриро-
вано, что морские грунты – местообитание, бога-
тое грибами, а их видовое разнообразие зачастую 
очень высоко. Это относится как к прибрежным 
[3, 8–11], так и к удаленным от берега [4, 7, 12] 
районам. В настоящее время исследования разноо-
бразия грибов в донных осадках мирового океана 
и их приспособлений к условиям среды – актуаль-
ные направления морской микологии [11, 12]. Не-
смотря на растущий интерес, микобиота морских 
грунтов исследована пока крайне фрагментарно. 
Кроме того, в большинстве случаев ученые имеют 

в своем распоряжении малое количество образцов 
и не проводят статистической обработки результа-
тов. Поэтому основной целью своей работы мы 
поставили выявление и оценку видового разноо-
бразия сообщества мицелиальных грибов неболь-
шого участка акватории и изучение влияния  
некоторых параметров на ее формирование с  ис-
пользованием большого числа образцов и приме-
нением статистических методов.

Материалы и методы
Отбор образцов. Материал для исследования – 

50 образцов грунтов сублиторали – отбирали 
в  конце июля–начале августа 2016 (29 образцов) 
и  2017 (21 образец) гг. в Кандалакшском заливе 
Белого моря, в окрестностях Беломорской био-
станции имени Н.А. Перцова (ББС), в 13 при-
брежных локациях (по 2–4 образца в каждой) 
с  глубин от 1,5 до 15 м. Материал отбирали из 
верхнего слоя (2 см) грунта стерильными пласти-
ковыми пробирками, по одной из каждой точки, 
в основном при водолазных погружениях. В одной 
локации – Ермолинской губе (5 образцов, 2016) – 
грунт поднимали с помощью дночерпателя, из ко-
торого материал собирали в пробирки. Крайние 
локации (Ермолинская губа и мыс Киндо) распо-
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лагались на расстоянии примерно 7 км друг от 
друга. Большинство локаций расположены на не-
большом участке (1,5×0,5 км) в проливе Великая 
Салма около ББС. 

Выделение и идентификация грибов. Видовой 
состав грибов выявляли общепринятыми морфо-
лого-культуральными методами [3, 5, 7–9, 12]. 
Образцы высевали непосредственно в день отбора 
(или на следующий) на поверхность среды сусло-
агар на природной морской воде (общее содержа-
ние сахаров – 0,3%, соленость – 26‰, антибио-
тик Цефтриаксон – 0,5 г/л). До посева материал 
хранили при +6°С. Перед посевом из пробирки 
сливали излишек воды, из образца брали 1 см3 
и равномерно распределяли простерилизованным 
шпателем по 5 чашкам со средой. Инкубировали 
при +6°С в течение 6 нед., после чего выделяли 
образовавшиеся колонии в чистую культуру. Вы-
деленные культуры идентифицировали по воз-
можности до вида. Если это было невозможно, то 
такие колонии регистрировали как отдельные 
морфотипы (некоторые морфотипы были пред-
ставлены несколькими колониями). Названия и 
таксономическое положение грибов уточняли 
с  помощью базы www.indexfungorum.org/Names/
fungic.asp.

Статистическая обработка. На каждой чаш-
ке подсчитывали общее число колоний и число 
колоний каждого вида и морфотипа. Из этих дан-
ных вычисляли общее число колоний и число ко-
лоний каждого вида и морфотипа в отдельных об-
разцах. Для определения актуального видового 
разнообразия и выравненности рассчитывали ин-
дексы Шеннона и Пиелу. Оценку видового богат-
ства проводили с использованием кумулятивной 
кривой накопления числа видов при увеличении 
числа образцов. Т.к. полученная кривая не вышла 
на плато (увеличение числа проб приводило к уве-
личению числа видов), то провели расчет ожидае-
мого полного числа видов с поправкой Chao2 на 
встречаемость редких видов [13]. Анализ степени 
сходства сообществ грибов отдельных проб осу-
ществляли на основе расчета индекса сходства 
Брэя-Кертиса и индекса сходства Сьеренсена. На 
основании полученных матриц сходства проводи-
ли ординацию образцов методом неметрического 
многомерного шкалирования (nMDS) для выявле-
ния общих тенденций в распределении сооб-
ществ. Результаты ординации проверяли и допол-
няли методом однофакторного анализа сходства 
(ANOSIM), который позволяет оценивать досто-
верность объединения образцов в те или иные 
группы [13, 14]. Пороговый уровень значимости, 
за которым группировка считалась неслучайной, 
принимали равным 5%. Были проверены объеди-
нения образцов в следующие группы: 1) год отбо-
ра (2016/2017); 2) тип осадка (слабозаиленный/
сильнозаиленный); 3) глубина (менее 5 м/5–10 м/
более 10 м); 4) тип экотопа (открытый берег, без 

пресного стока/открытый берег с пресным сто-
ком/полузакрытая бухта с пресным стоком/за-
крытая губа с пресным стоком); 5) год + тип осад-
ка; 6) год + тип экотопа. Оценка вклада отдельных 
видов во внутригрупповое сходство и выявление 
индикационных (определяющих для объединения 
образцов в группы) видов проводилась с помощью 
процедуры SIMPER. Для всех расчетов использо-
вали пакеты MS Excel 2007 (Microsoft™) 
и PRIMER v6 (Primer™, 2001).

Результаты и обсуждение
Общие сведения о численности и разнообразии 

микобиоты. Всего во всех посевах выросло 
1419  колоний мицелиальных грибов (табл. 1). Из 
1  см3 одного образца выделялось от 7 до 74, 
в  большинстве случаев – 20–50 колоний. Данная 
численность сравнительно невелика. Она немного 
ниже численности грибов в илистых грунтах на 
глубинах 54–108 м пролива Великая Салма [5] 
и на 1–2 порядка ниже численности, полученной 
А. Хуснуллиной с соавторами [10] из галечно-или-
сто-песчаных грунтов на глубинах 0–30 м здесь 
же. Последнее можно связать, предположительно, 
с разными методологическими подходами. Отно-
сительно низкую численность пропагул грибов, 
полученную нами, можно также связать c типом 
грунта: большинство исследованных образцов 
имели песчаный слабозаиленный грунт, а в нем, 
как правило, численность грибов несколько ниже, 
чем в более илистых грунтах [15].

Таблица 1

Таксономическая структура микобиоты донных грунтов пролива 
Великая Салма в Белом море

Класс Количество
поряд-

ков
се-

мейств
родов мор-

фоти-
пов

изо-
лятов

образ-
цов

ZYGOMYCOTA
Mortierellomycetes 1 1 1 2 2 2
Mucoromycetes 1 2 2 2 5 5
Incertae sedis 1 1 1 2 12 5

ASCOMYCOTA
Dothideomycetes 3 5 7 8 89 30
Eurotiomycetes 2 2 4 23 405 48
Leotiomycetes 2 2 3 4 124 39
Saccharomycetes 1 1 1 1 1 1
Sordariomycetes 4 11 20 52 648 50

НЕИЗВЕСТНЫЕ (СТЕРИЛЬНЫЕ)
- - - 43 133 43

ВСЕГО
15 25 39 137 1419 50

При относительно низкой численности, раз-
нообразие микобиоты исследованных грунтов вы-
соко. На основе мофролого-культуральных при-
знаков мы выделили 136 морфотипов, из которых 
81 был идентифицирован до уровня вида, 14 – до 
уровня рода, и 43 не были идентифицированы, так 
как были стерильными. Из одного образца выде-
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лялось от 6 до 24 морфотипов, в большинстве слу-
чаев – 10–20. Мы обнаружили ряд видов, которые 
не были ранее известны для Белого моря 
[10, 15, 16]. Это один вид зигомицетов – Mortierella 
hyalina (Harz) W. Gams и 12 видов из 11 родов ана-
морф аскомицетов: Acremonium alternatum Link; 
Aspergillus ochraceus G. Wilh.; Cephalotrichum 
purpureofuscum (S. Hughes) S. Hughes; Dendryphion 
nanum (Nees) S. Hughes; Exophiala jeanselmei 
(Langeron) Mc Ginnis & A.A. Padhye; Metarhizium 
anisopliae (Metschn.) Sorokīn; Microascus brevicaulis 
S.P. Abbott; Microascus chartarum (G. Sm.) Sandoval-
Denis, Gené & Guarro; Paramyrothecium roridum 
(Tode) L. Lombard & Crous; Penicillium griseolum G. 
Sm.; Tolypocladium microsporum (Jaap) Bissett; Torula 
herbarum (Pers.) Link. Из всех выделенных видов 
облигатными морскими являются только 
Acremonium fuci Summerb., Zuccaro & W. Gams 
и  Paradendryphiella salina (G.K. Sutherl.) Woudenb. 
& Crous [17]. Все остальные известны также из поч-
венных и пресноводных местообитаний, боль-
шинство, в том числе, и в окрестностях ББС [16].

Наиболее обычными видами, обнаруженны-
ми не менее чем в 50% образцов, и образовавши-
ми относительно большое число колоний, явля-
ются Tolypocladium cylindrosporum W. Gams 
(227 колоний/36 образцов), Penicillium chrysogenum 
Thom (123/40), Tolypocladium inflatum W. Gams 
(87/27), Penicillium glabrum (Wehmer) Westling 
(86/25) и Pseudogymnoascus pannorum (Link) Minnis 
& D.L. Lindne (54/28; 4 изолята с плодовыми тела-
ми, остальные – только с конидиями). Еще 10 ви-
дов были обнаружены не менее чем в 10 образцах. 
Остальная, большая часть, морфотипов – 121, 
была обнаружена менее чем в 10 образцах, и мно-
гие из них – единичными колониями в отдельных 
образцах. На уровне родов наиболее разнообраз-
ным и широко представленным был Penicillium – 
17 видов и один неидентифицированный морфо-
тип, 392 колонии в 48 образцах. Далее следуют 
Acremonium (8 видов и 4 неидентифицированных 
морфотипов, 108 колоний в 31 образце) 
и Trichoderma (6 видов и 3 неидентифицированных 
морфотипа, 45 колоний в 19 образцах). При мень-
шем разнообразии род Tolypocladium показал вы-
сокую численность и встречаемость (329 коло-
ний/45 образцов). 133 стерильные колонии были 
выделены из 43 образцов. По морфолого-культу-
ральным признакам мы разделили их на 43 мор-
фотипа, из которых 26 были светлоокрашенными, 
и 17 – меланизированными. В целом, в микобиоте 
также преобладали светлоокрашенные формы.

В таксономической структуре микобиоты аб-
солютно преобладают аскомицеты (табл. 1): их 
доля в общем числе выделенных изолятов соста-
вила не менее 89,2%. Среди них, в свою очередь, 
наиболее обильно представленными классами яв-
ляются Eurotiomycetes и Sordariomycetes. Послед-
ний также лидирует по разнообразию – от морфо-

типов до порядков. Общее число выделенных 
зигомицетов крайне невелико: всего 19 колоний 
6 видов в 11 образцах. 

В целом, такая структура микобиоты не яви-
лась большой неожиданностью. О том, что в мор-
ских экотопах преобладают аскомицеты, а при 
культуральных исследованиях – их анаморфные 
формы, известно давно [2, 17]. Преобладание 
аскомицетов в морских экотопах показано при ис-
пользовании не только прямых и культуральных, 
но и молекулярных методов [7, 11, 18]. В предыду-
щих исследованиях микобиоты донных грунтов 
Белого моря, как и донных грунтов отделяющихся 
от Белого моря озер, также были показаны преоб-
ладание анаморф аскомицетов, высокая доля 
представителей родов Penicillium и Tolypocladium, 
преобладание светлоокрашенных форм [5, 10, 19]. 
Подобные особенности известны и для грунтов 
других холодноводных морей [6, 9, 12]. Заметной 
отличительной особенностью микобиоты иссле-
дованных нами образцов было максимальное оби-
лие аскомицетов из класса Sordariomycetes. В пре-
дыдущих исследованиях в окрестностях ББС 
[5,  10] эта группа была малочисленнее, чем 
Eurotiomycetes. Таким образом, выявленная нами 
микобиота имеет многие черты, характерные для 
исследованных ранее сообществ грибов донных 
грунтов различных холодноводных морей. Ее ос-
новной отличительной особенностью является 
наибольшее обилие и разнообразие представите-
лей класса Sordariomycetes.

Статистический анализ разнообразия и струк-
туры микобиоты. Значения индекса Шеннона ко-
лебались от 0,97 до 2,8 в отдельных образцах, 
в  среднем – 2,2. Значения выше 2 являются до-
вольно высокими для микобиоты морских осад-
ков [3, 9]. Значения индекса Пиелу – от 0,59 до 
0,96 в отдельных образцах, в среднем – 0,88, что 
также относительно высоко.

Построенная нами кумулятивная кривая на-
копления видов не вышла на плато (рисунок), что 
свидетельствует о том, что полностью разнообра-
зие микобиоты в нашей работе не выявлено. Кро-
ме того, кривая поднимается плавно, следователь-
но, для выявления видового богатства нужно 
использовать большее число образцов. Например, 
обработка 20 образцов позволила обнаружить око-
ло 50% общего видового богатства, 30 образцов – 
около 70%. Расчет с поправкой Chao2 показал, что 
ожидаемое полное число видов на исследованном 
участке составляет 167. Таким образом, в нашей 
работе разнообразие выявлено примерно на 81% 
от теоретически возможного. Следует заметить, 
что нам не известны работы в области морской 
микологии, в которых бы применялась подобная 
статистическая оценка видового разнообразия. Но 
учитывая, что в большинстве работ по разнообра-
зию бентосной микобиоты количество образцов 
составляет 10–20, реже около 30, можно предпо-
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лагать, что это (наряду с относительно небольшим 
числом работ в целом) может являться причиной 
общей низкой изученности микобиоты морских 
грунтов.

Расчеты индексов сходства для отдельных об-
разцов показали их относительно низкие значе-
ния: для индекса Сьеренсена – немного выше (от 
7,1 до 64,7%, в среднем – 32,4%), для индекса 
Брей-Кертис – немного ниже (от 5,3 до 57,8%, 
в  среднем – 28,9%). Тем не менее, дальнейший 
анализ методом многомерного шкалирования 
в  обоих случаях продемонстрировал достоверное 
объединение образцов в группы в соответствии 
с  рядом параметров. Уровень значимости досто-
верности выделения группировки для индекса 
Сьеренсена по ANOSIM показал следующие зна-
чения: 1) год отбора – 0,2; 2) тип осадка – 0,6; 
3) глубина – 37,6; 4) тип экотопа – 1,7; 5) тип осад-
ка + год отбора – 0,1; 6) тип экотопа + год – 0,1. 
Для индекса Брей-Кертис картина принципиально 
такая же. Таким образом, объединение образцов 
недостоверно только по глубине отбора, а наилуч-

шее объединение происходит при комбинации 
года отбора с типом грунта и типом экотопа. Тип 
экотопа в большинстве случаев связан с типом 
грунта: заиление происходит или на более закры-
тых участках берега, или на участках с пресным 
стоком, т.е. важнейшим фактором для формирова-
ния микобиоты является тип грунта, связанный 
с типом берега и наличием пресного стока. Кроме 
того, от года к  году в микобиоте донных грунтов 
могут происходить значительные изменения, что 
было показано нами на примере двухлетних на-
блюдений. Очевидно, что эти различия могут быть 
связаны с множеством погодных факторов, кото-
рые в рамках данной работы не было возможности 
вычленить. В общей сложности 17 видов могут яв-
ляться определяющим для объединения групп 
(табл. 2), но их распределение и пропорции зави-
сят от конкретной группы и слабо зависят от зна-
чения индекса сходства. Например, при увеличе-
нии заиления, из сообщества определяющих видов 
пропадают представители рода Tolypocladium, но 
увеличивается разнообразие Penicillium. Кроме 

Рисунок. Зависимость кумулятивных кривых накопления числа видов от числа взятых образцов и использования поправки Чао 
(Chao2) на встречаемость редких видов. Sobs – наблюдаемое число видов; Chao2 – число видов, скорректированное по методу 
Чао [13].

Таблица 2

Виды, отвечающие за объединение групп по признаку тип экотопа + год. Приводится на основе расчета индекса сходства Сьеренсена

Группа Тип грунта Среднее 
сходство

Виды

Открытый берег без 
пресного стока, 2016

Слабозаиленный 
песок

31,42 Tolypocladium cylindrosporum, Tolypocladium inflatum, Penicillium chrysoge-
num, Pseudogymnoascus pannorum, Penicillium aurantiogriseum

Открытый берег без 
пресного стока, 2017

Слабозаиленный 
песок

33,63 Tolypocladium cylindrosporum, Penicillium glabrum, Penicillium chrysogenum, 
Tolypocladium inflatum

Открытый берег, 
пресный сток, 2016

Сильнозаиленный 
песок

31,89 Tolypocladium cylindrosporum, Penicillium chrysogenum, Tolypocladium 
inflatum, Penicillium thomii, Cylindrocarpon magnusianum

Открытый берег, 
пресный сток, 2017

Сильнозаиленный 
песок

41,55 Penicillium chrysogenum, Sarocladium strictum, Penicillium glabrum, Tricho-
derma atroviride, Tolypocladium cylindrosporum, Penicillium nalgiovense

Полузакрытая бухта, 
пресный сток, 2016

Ил с небольшим 
количеством песка

40,27 Penicillium chrysogenum, Tolypocladium cylindrosporum, Penicillium aurantiogri-
seum, Penicillium citrinum

Полузакрытая бухта, 
пресный сток, 2017

Ил с небольшим 
количеством песка

23,86 Penicillium chrysogenum, Penicillium aurantiogriseum, Paradendryphiella salina, 
Pseudogymnoascus pannorum, Umbelopsis ramanniana, Acremonium murorum, 
Sarocladium strictum, Trichoderma atroviride

Закрытая губа, 2016 Ил 33,12 Penicillium chrysogenum, Penicillium glabrum, Penicillium nalgiovense, Pseudeu-
rotium hygrophilum, Fusarium roseum
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того, увеличивается разнообразие Cephalosporium-
подобных грибов и общее разнообразие группы 
определяющих видов. На результаты также влияет 
год исследования. Например, в 2016 г. на откры-
тых берегах без пресного стока одним из определя-
ющих видов был Pseudogymnoascus pannorum, про-
павший в 2017 г., хотя в основном эти сообщества 
схожи. На участках с заилением разница по годам 
проявляется более заметно.

Таким образом, мы предприняли попытку 
оценить видовое разнообразие и структуру мико-
биоты донных морских осадков с помощью мето-
дов статистического анализа. Определенно, этот 
подход полезен, так как позволяет яснее понять 
получаемые при посевах результаты. С помощью 
этого подхода можно достаточно уверенно опре-
делить влияние на состав и структуру морской 
донной микобиоты типа грунта и типа экотопа; 
судить об общих различиях в составе и структуре 
микобиоты в разные годы исследования; о числе 

необходимых образцов для наиболее полного вы-
явления видового разнообразия. 
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On the composition and structure of the community of mycelial fungi 
in the bottom sediments of the White Sea
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50 samples of bottom sediments of Kandalaksha Bay of the White Sea were taken in 2016–2017 
from depths of 1.5–15 meters of which 1419 colonies of culturable filamentous fungi were 
obtained. Based on morphological and cultural features, a total of 136 morphotypes were 
classified, 81 of these were identified to a species. We discovered 13 species new to the White 
Sea. The most common were Tolypocladium cylindrosporum, Penicillium chrysogenum, 
Tolypocladium inflatum, Penicillium glabrum and the anamorph of Pseudogymnoascus pannorum. 
The dominance of ascomycetous fungi was a common characteristic of the mycobiota due to the 
anamorphic species, and the class Sordariomycetes was the most prevailing group. Assessment of 
species richness using a cumulative curve and the calculation of the expected total number of 
species adjusted using Chao2 showed that about 81% of the species diversity was found. The 
ordination of samples by the nMDS with the ANOSIM test showed the high importance of 
combining the samples into groups based on the year of sampling and type of sediment, as well 
as the year of sampling and type of ecotope. Therefore, the type of sediment associated with the 
type of coast and the presence of fresh inflow is the most important factor for the formation of 
mycobiota. Moreover, the communities of mycelial fungi change from year to year in the studied 
bottom sediments.

Keywords: marine fungi, Ascomycota, bottom sediments, diversity, White Sea, ordination of 
communities 
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сколько – по фамилии первого (например, Иванов и др.doc). Объем рукописи, если в ней 
нет таблиц и рисунков, не должен превышать 3500 слов (шрифт Times New Roman, кегль 12, 
междустрочный интервал – полуторный, отступ – 1,25, выравнивание по ширине), включая 
список литературы и резюме на английском языке. В отдельных случаях допустимо увеличе-
ние объема по согласованию с редакцией.

На первой странице рукописи в левом верхнем углу следует указать индекс УДК, соответ-
ствующий содержанию статьи. В следующих строках приводятся: название работы (заглавны-
ми буквами, полужирным шрифтом), инициалы и фамилии авторов (полужирным шрифтом), 
наименование организации с указанием почтового адреса (курсивом), в сноске на первой 
странице указывается e-mail автора (отмеченного в заголовке звездочкой), ответственного за 
переписку с редакцией. После информации о местах работы следуют резюме статьи на рус-
ском языке (150–300 слов) и ключевые слова (6–7 слов или словосочетаний, курсивом).
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Образец оформления «шапки» статьи:

УДК 577.29

Эволюция представлений о патогенезе болезни Альцгеймера

Н.А. Стефанова1, Н.Г. Колосова1,2,*

1 Сектор молекулярных механизмов старения, Институт цитологии и генетики, СО РАН,  
Россия, 630090, г. Новосибирск, просп. Академика Лаврентьева, д. 10;

 2 кафедра цитологии и генетики, биологическое отделение,  
Новосибирский государственный университет, 

Россия, 630090, г. Новосибирск, ул. Пирогова, д. 2
*e-mail: kolosova@mail.ru

 
Статья должна быть структурирована и включать следующие разделы: введение (слово 

«введение» не пишется), материалы и методы, результаты, обсуждение результатов (можно 
объединить с предыдущим пунктом как «результаты и обсуждение»), заключение (не отде-
ляется от предыдущего текста и не имеет подзаголовка), список литературы. Названия раз-
делов печатаются с заглавной буквы без точки в конце (полужирным шрифтом), слова «спи-
сок литературы» набираются заглавными буквами (обычный шрифт). Произвольная 
структура допустима для теоретических и обзорных статей, но они также должны содержать 
резюме и ключевые слова. Страницы публикации должны быть пронумерованы (располо-
жение – нижний колонтитул, середина страницы).

Информация о финансировании работы приводится перед списком литературы в следу-
ющей формулировке:

«Исследование выполнено при финансовой поддержке Российского научного фонда 
(проект № 00-00-00000)».

Кроме того, также перед списком литературы авторы должны сообщить о наличии 
или отсутствии конфликта интересов и указать, каким этическим советом утверждены 
протоколы исследования, если эксперименты проводились с использованием животных 
или с привлечением людей в качестве испытуемых.

После списка литературы размещается фраза «Поступила в редакцию….», где позднее 
ответственный секретарь редколлегии укажет дату поступления рукописи.

Далее на отдельной странице на английском языке печатаются заглавие, инициалы 
и фамилии авторов, названия организаций с адресами и e-mail автора, ответственного за пе-
реписку, резюме и ключевые слова (полный перевод русской версии, форматирование такое 
же, как и в «шапке» статьи).

 

Образец оформления  англоязычной «шапки» статьи:

Evolution of understanding of Alzheimer’s disease pathogenesis

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

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

 2 Chair of Cytology and Genetics, Department of Natural Sciences, Novosibirsk State University,  
Pirogova ul. 2, Novosibirsk, 630090, Russia

*e-mail: kolosova@mail.ru

На последней странице приводятся сведения об авторах: фамилия, имя и отчество пол-
ностью (курсивом), научная степень, должность, место работы, рабочий телефон (с кодами 
страны и города), e-mail.
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 Образец:
Иванов Иван Иванович  – канд. (докт.) биол. (мед.) наук, ст. (мл.) науч. сотр., (доц., 

проф.) кафедры….. биологического факультета МГУ. Тел.:8-495-939-..-..; e-mail:…
 

Таблицы и рисунки
Число таблиц и рисунков должно быть минимальным (не более трех единиц суммар-

но, каждая не более половины листа А4). Не допускается представление одних и тех же 
материалов в табличной и графической формах. Подписи к рисункам и фотографиям, со-
держащие расшифровку условных обозначений, приводятся не на самих иллюстрациях, 
а на отдельной странице в конце рукописи (после сведений об авторах). Они должны быть 
информативными и понятными без прочтения статьи. Рисунки и таблицы должны иметь 
порядковый номер, который указывается при ссылке на них в тексте статьи (пример: 
рис. 1, табл. 2). Если в статье только один рисунок (или одна таблица), то слово «рисунок» 
(«таблица») при ссылке на него в тексте не сокращается и не нумеруется.

Графические иллюстрации и фотографии представляются в формате TIFF в виде от-
дельных файлов, другие форматы не принимаются. Файлам с рисунками присваивают такое 
же название, как и файлу статьи, при этом добавляют слово «рис» и порядковый номер 
(если рисунков несколько). Не допускается вставка рисунков, фотографий и  таблиц в ос-
новной текст. Пиксельное разрешение фотографий должно обеспечивать ясность всех дета-
лей (не менее 300 точек на дюйм). Иллюстрации могут быть цветными, однако необходимо 
учитывать, что цвет будет сохранен лишь в электронной версии статьи, но не в печатной. 
В  связи с этим необходимо подобрать цвета таким образом, чтобы при переводе рисунка 
в оттенки серого, его смысл не терялся и все элементы были отличимы. 

Таблицы печатаются на отдельных страницах после сведений об авторах.
 

Список литературы
Указатель литературы к статьям (в порядке упоминания в тексте, а не по алфавиту) дол-

жен включать не более 25 ссылок. В обзорных статьях возможно увеличение списка литера-
туры по согласованию с редакцией.

Желательно, чтобы список литературы состоял преимущественно из ссылок на научные 
рецензируемые статьи, в основном – напечатанные в последнее десятилетие. Ссылки на все 
остальные варианты публикаций следует свести к минимуму.

В тексте ссылка на цитируемый источник приводится в квадратных скобках с указани-
ем ее порядкового номера. При наличии нескольких источников они перечисляются в по-
рядке возрастания номеров через запятую, например: [3, 5, 8], а если номера идут подряд, то 
через тире [3–7]. Фамилии иностранных авторов приводятся в тексте статьи на русском 
языке, например, «…что соответствует выводам Смита [19]».

 

Ссылки в списке литературы оформляются следующим образом:
1) Статья в журнале. Авторы (инициалы после фамилии). Название статьи // Журнал. Год. 

Том (Т. или Vol.). Номер (N или №). Страницы.
2) Книга. Авторы (инициалы после фамилии). Название. Город: Издательство (без кавы-

чек), год. Общее количество страниц.
3)  Статья в сборнике.  Авторы (инициалы после фамилии). Название статьи // Название 

сборника / Под ред. (Eds.) Инициалы и фамилия (если редактора два, то между ними ста-
вится и/and). Город: Издательство (без кавычек), год. Страницы.

4) Тезисы докладов (материалы) конференции. Авторы (инициалы после фамилии). Название 
тезисов // Название сборника тезисов (как на обложке сборника). Город: Издательство (без ка-
вычек), год. Страницы.

5) Автореферат диссертации. Автор (инициалы после фамилии). Название: Автореф. дис. … 
канд. (докт.) биол. наук. Город, год. Общее количество страниц.
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6)  Электронный ресурс. Название сайта [Электронный ресурс]. Год. Дата обновления 
(если есть): дд.мм.гггг. URL: htpp://www… (дата обращения: дд.мм.гггг). Дата обращения – 
это дата последнего посещения сайта, она обязательно должна быть указана.

7)  Электронная публикация.  Авторы (инициалы после фамилии).  Название публикации 
[Электронный ресурс] // Название источника. Год. URL: htpp://www… (дата обращения: дд.
мм.гггг).

 
Если авторов больше 15, то приводятся только фамилии и инициалы первых трех (Си-

доров С.С., Иванов И.И., Петров П.П. и др.; Smith A., Jones J., Brown R., et al.). При указании 
журнала следует приводить его принятое сокращенное название (Бюллетень МОИП – 
Бюл. МОИП, Journal of Biochemistry – J. Biochem. и т.п.), то же касается и городов (Мо-
сква – М., New York – N.Y. и т.д.). Допустимо использовать ссылку на электронную пу-
бликацию только в том случае, если статья не издавалась в бумажном виде.

 

Примеры оформления источников в списке литературы:

Статья в журнале:
Hayflick L.  Progress in cytogerontology // Mech. Ageing Dev. 1979. Vol. 9. N 5–6. 

P. 393–408.
Хавинсон В.Х. Тканеспецифическое действие пептидов // Бюл. экспер. биол. мед. 2001. 

Т. 132. № 8. С. 228–229.

Книга:
Holliday R. Aging: the paradox of life. Why we age. Dordrecht: Springer, 2007. 134 pp.
Птушенко Е.С., Иноземцев А.А.  Биология и хозяйственное значение птиц Московской 

области и сопредельных территорий. М.: Изд-во Моск. ун-та, 1968. 462 с.

Статья в сборнике:
Kendeigh S.C., Dolnik V.R., Gavrilov V.M. Avian energetic // Granivorous birds in ecosystem / 

Eds. J. Pinowski and S.C. Kendeigh. Cambridge: Cambridge Univ. Press, 1977. P. 78–107.
Храмченкова О.М., Бачура Ю.М. Альгодиагностика деградированных почв // Радиация, 

экология и  техносфера: материалы междунар. науч. конф. (Гомель, 26–27 сент. 2013 г.) / 
Под ред. А.Д. Наумова. Минск: Ин-т Радиологии, 2013. С. 174–176.

Тезисы докладов (материалы) конференции:
Болеева Г.С., Борзых А.А.  Механизмы повышения адренореактивности артерий почки 

у  крыс с инсулин-зависимым сахарным диабетом // XIX Международная научная конфе-
ренция студентов, аспирантов и молодых учёных «Ломоносов–2012», секция «Биология» 
(9–13 апреля 2012 г.). М.: Макс Пресс, 2012. С. 220–251.

Автореферат диссертации:
Борисенков М.Ф. Биоритмы, продолжительность жизни и злокачественные новообразо-

вания у человека на Севере: Автореф. дис. … докт. биол. наук. Сыктывкар. 2012. 23 с.

Электронный ресурс:
Senescence.info [Электронный ресурс]. 1997. Дата обновления: 18.08.1989. URL: http://

www.senescence.info (дата обращения: 11.07.2014).
Официальный сайт ЮНЕСКО [Электронный ресурс]. 2009. URL: htpp://www.unesco.org 

(дата обращения: 15.05.2013).

Электронная публикация:
Bizzarro J.J.  Slatyspotted guitarfish  (Rhinobatos glaucostigma)  [Электронный ресурс] // 

IUCN Red List of Threatened Species. 2009. URL: htpp://www.iucnredlist.org (дата обраще-
ния:10.07.2014).
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Ссылки на неопубликованные или находящиеся в печати работы не допускаются.
При цитировании статей, опубликованных в российских журналах и при этом имеющих 

переводные версии на английском языке, желательно указывать выходные данные англоя-
зычных версий. Это позволит избежать проблем при переводе списков литературы.

 

Особенности оформления
Все размерности физических величин должны соответствовать Международной си-

стеме единиц (СИ), например: м – метр, кг – килограмм, мин – минута, ° – градус и т.д. 
Все сокращения размерностей и величин приводятся по ГОСТу. В десятичных дробях це-
лая часть от дробной отделяется запятой. В тексте можно использовать только прямые ка-
вычки. Цифры до десяти включительно пишутся словами. Знак процента (%) не отделяет-
ся от цифры пробелом, например, 50%. Между цифрами всегда ставится тире без 
пробелов, например, 1–3 км, 50–120 мкл и т.п.

Химические соединения следует указывать согласно номенклатуре, рекомендуемой ИЮ-
ПАК (1979 г.). Вместо названий простых веществ допускается использование их формулы, на-
пример, хлорид натрия – NaCl, углекислый газ – CO2 и т.д. Разрешается пользоваться обще-
принятыми аббревиатурами наиболее часто используемых соединений. К ним относятся: 
нуклеотиды, нуклеиновые кислоты, аминокислоты (например, аденозинтрифосфорная кис-
лота – АТФ, дезоксирибонуклеиновая кислота – ДНК, аргинин – Арг, валин – Вал). Все про-
чие нестандартные сокращения должны быть пояснены в тексте при первом упоминании.

Названия генов пишутся курсивом, их продуктов – обычным шрифтом. Например: 
ген – FOXO3, его продукт – FOXO3.

При наличии в тексте русских названий представителей различных царств живых орга-
низмов обязательно должны быть указаны соответствующие латинские названия (род, вид), 
желательно пользоваться Международными кодексами номенклатуры (Международный ко-
декс ботанической номенклатуры, Международный кодекс номенклатуры бактерий и т.д.). 
Курсивом выделяются только родовые, видовые и подвидовые названия.

Например: … два вида кузнечиков подсемейства мечников (Tettigoniidae, 
Conocephalinae): мечник обыкновенный Conocephalus fuscus (Fabr.) (= discolor Thunb.) и меч-
ник короткокрылый C. dorsalis (Latr.)…

 

Подготовка к печати
Рукопись, присланная автором, проверяется на соответствие правилам оформления. 

Если работа не соответствует требованиями, то она возвращается автору без рецензирова-
ния. Правильно оформленные статьи поступают на рецензию. Авторам необходимо предло-
жить 2–3 потенциальных рецензентов для своей статьи (предложенные кандидаты не долж-
ны иметь с авторами совместных публикаций и не должны работать в той же организации, 
где работают авторы). После рецензирования рукописи, при необходимости, отправляются 
авторам на доработку и исправление ошибок. Исправленный вариант статьи должен быть 
возвращен в редакцию не позднее, чем через 7 дней, вместе с подробным ответом на все за-
мечания рецензентов. Если автор присылает исправленный вариант позднее указанного 
срока, статья рассматривается как вновь поступившая. Далее над рукописью работает ре-
дактор, исправленный текст и его замечания отсылаются авторам на 2–3 рабочих дня.

Корректуры (русско- и англоязычная) статей направляются авторам также на 2–3 ра-
бочих дня, в течение которых необходимо тщательно проверить текст, рисунки, таблицы 
и т.д., внеся в гранки необходимую правку. В случае англоязычной корректуры желатель-
но уделить особое внимание специальным терминам, которые могут быть неправильно 
интерпретированы переводчиками. Приветствуется практика публикации в английской 
версии авторских переводов статей.

Вся переписка с редакцией ведется по адресу vestnik@mail.bio.msu.ru. Просьба указы-
вать в тексте письма мобильные телефоны авторов, ответственных за работу над рукописью.


