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Устойчивость к антибиотикам представляет собой глобальную проблему современной ме-
дицины. Предвестником наступления постантибиотической эры является сложность и до-
роговизна разработки новых антибиотиков, а также их неэффективность из-за быстро раз-
вивающейся устойчивости бактерий. Краеугольным камнем бактериальной защиты от 
антибиотиков являются помпы множественной лекарственной устойчивости (МЛУ), ко-
торые участвуют в формировании устойчивости к ксенобиотикам, экспорте токсинов, 
поддержании клеточного гомеостаза, образовании биопленок и персистентных клеток. 
Помпы МЛУ – это основа неспецифической защиты бактерий, в то время как модифика-
ция мишени лекарственного средства, инактивация лекарственного средства, переключе-
ние мишени или секвестрация мишени – вторая, специфическая, линия их защиты.  
Таким образом, сформированная помпами МЛУ неспецифическая защита бактерий – ба-
рьер, препятствующий попаданию антибактериальных веществ внутрь клетки, что являет-
ся основным фактором, определяющим устойчивость бактерий. Понимание механизмов 
работы помп МЛУ и взвешенная оценка их вклада в общую устойчивость, а также в чув-
ствительность к антибиотикам позволят либо серьезно отсрочить наступление постанти-
биотической эры, либо предотвратить ее наступление в обозримом будущем.

Ключевые слова: множественная лекарственная устойчивость (МЛУ), помпы, антибиоти-
ки, ксенобиотики, биопленки, персистеры, бактериофаги
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1. Конец золотой эры антибиотиков
Проблема антибиотикорезистентности акту-

альна в наши дни как никогда. Антибиотики вы-
вели медицину на новый уровень и помогли спа-
сти бессчетное количество жизней, однако 
«золотая эра антибиотиков» продлилась недолго. 
В настоящее время устойчивость к противоми-
кробным препаратам угрожает самым основам со-
временной медицины [1], и в ближайшие десяти-
летия множественная лекарственная устойчивость 
(МЛУ) может стать более частой причиной смер-
ти, чем рак [2]. 

Особенно остро эта проблема встала в связи 
с возникшей пандемией коронавируса SARS-CoV-2, 
когда лечение в стационаре заболеваний с разной 
и смешанной этиологией может служить триггером 
ускорения образования антибиотикорезистентных 
госпитальных штаммов. Результаты многих иссле-
дований свидетельствуют в пользу существования 
прямой зависимости между увеличением потребле-
ния антибиотиков и распространением устойчиво-

сти бактерий к их действию [3–5], а в резуль- 
тате глобализации экономики антибиотико- 
резистентность стремительно распространяется 
по всему миру.

Между тем поиск новых антибиотиков сильно 
замедлился. Несмотря на острую потребность 
в противомикробных средствах, в настоящее время 
разрабатывается очень мало новых соединений, 
большинство из которых к тому же принадлежат 
к классам уже используемых антибиотиков [6]. За 
последние 15 лет лишь один новый класс анти-
биотиков против грамположительных бактерий 
был введен в клиническую практику, а последний 
класс антибиотиков широкого спектра действия 
был введен в клинику в 60-х гг. прошлого века [7]. 
Таким образом, человечество стоит на грани гло-
бального кризиса и может быть отброшено назад 
в доантибиотическую эпоху. 

Тем не менее, явление антибиотикорезистент-
ности не ново. Бактерии конкурировали между со-
бой задолго до появления эукариот, и существуют 
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доказательства наличия генов, кодирующих устой-
чивость к бета-лактамным антибиотикам, тетраци-
клину и гликопептидным антибиотикам в ДНК 
бактерий, которые находились в древнем пермаф-
росте возрастом 30 тыс. лет [8]. То, как быстро  
бактериям удается приспосабливаться к новым  
антибиотикам, свидетельствует о многообразии 
и сложности их механизмов защиты. Некоторые из 
них могут быть обусловлены генетическими фак-
торами (случайная мутация, передающаяся в попу-
ляции), а некоторые – особыми состояниями 
(персистенция, нахождение в глубоких слоях био-
пленки), где клетки являются нечувствительными 
к действию антибиотиков. Основными механизма-
ми резистентности на данный момент считаются 
ограничение поглощения лекарственного сред-
ства, модификация его мишени, инактивация ле-
карственного средства и активный его выброс, 
а также переключение мишеней и удаление мише-
ни [7, 9]. Кроме того, защита бактерий может быть 
специфической (направленной против конкретно-
го класса антибиотиков или конкретного антибио-
тика) и неспецифической (направленной против 
широкого спектра антибактериальных веществ), 
а также включать формирование метаболических 
шунтов – обходных путей, позволяющих не задей-
ствовать молекулу-мишень антибиотика.

2. Неспецифическая защита 
Хотя понятие неспецифической защиты, или 

иммунитета, присуще сложноорганизованным 
многоклеточным организмам, на клеточном уров-
не она осуществляется и у бактерий. У живот-
ных – например, млекопитающих – основные си-
стемы защиты локализованы на коже и слизистых 
оболочках и представляют собой секреты слизи-
стых, сальных или слюнных желез, а также желу-
дочный сок. Клетки иммунной системы способны 
распознавать и уничтожать патогены, что создает 
мощный барьер между организмом и внешней 
средой. Главная задача подобной защиты – не 
пропустить патогенный организм внутрь, а если 
это по каким-то причинам не удалось, начать вос-
палительный ответ. При этом животные имеют 
в своем арсенале также высокоэффективный 
специфический иммунитет, что делает их способ-
ными противостоять различным инфекциям ви-
русной, бактериальной и грибковой природы [10]. 

В отличие от животных, растения полагаются 
на врожденный иммунитет каждой клетки и си-
стемные сигналы, исходящие из очагов инфек-
ции, а не на мобильные защитные клетки и сома-
тическую адаптивную иммунную систему. Однако 
даже при этом заражение патогенными микроор-
ганизмами не всегда бывает успешным для бакте-
рий из-за структурных изменений клеточной 
стенки или запрограммированной гибели кле-
ток [11]. Клеточная стенка растений состоит из 
микрофибрилл целлюлозы и гемицеллюлозы; она 

армирована лигнином и содержит значительное 
количество белков, выполняющих структурные 
и ферментативные функции [12]. Неоднородность 
строения клеточной стенки растений вынуждает 
патогены использовать различные стратегии про-
никновения через нее.

Несмотря на то, что бактерии представляют 
собой одноклеточные организмы, им также  
присущи элементы неспецифической защиты.  
У бактерий имеется особое состояние псевдо-
многоклеточности – биопленки, когда клетки по-
пуляции находятся в различном метаболическом, 
экспрессионном и энергетическом состоянии,  
образуя сложный конгломерат клеток, выпол- 
няющих защитную и адаптивную функцию.  
Состояние биопленки позволяет бактериальной 
популяции эффективно противостоять антибио-
тикам, но в то же время делает ее крайне уязвимой 
для вирусных инфекций, вызванных бактериофа-
гами. При этом роль неспецифической защиты 
выполняют помпы МЛУ, которые и определяют 
способность индивидуальных клеток противосто-
ять в войне антибиотиков, длящейся многие мил-
лионы лет [13, 14]: по-видимому, еще со времен 
возникновения LUCA (Last Universal Common 
Ancestor), последнего общего предка всех живых 
существ на Земле [15]. 

3. Основной компонент неспецифической защиты 
бактерий – помпы множественной лекарственной 

устойчивости
Как было сказано выше, немаловажную роль 

в неспецифической защите играют помпы МЛУ. 
Они высокоэффективны и широко специфичны, 
что обеспечивает бактериям защиту от большого 
разнообразия ксенобиотиков. При этом надо 
учитывать, что помпы МЛУ присутствуют во всех 
живых клеточных организмах без исключения 
и являются важнейшим элементом не только 
бактериальной неспецифической клеточной  
защиты. 

Вклад помп МЛУ в бактериальную резистент-
ность до настоящего времени не оценен по досто-
инству. Это можно проиллюстрировать на примере 
митохондриально-направленного антиоксиданта 
SkQ1. Еще недавно считалось, что он не является 
антибиотиком [16]. При обнаружении его антибак-
териальных свойств решили, что чувствительность 
бактерий к SkQ1 определяется его способностью 
к проникновению через сложно устроенную кле-
точную стенку, поэтому грамположительные 
Bacillus subtilis были чувствительны к SkQ1, тогда 
как грамотрицательные Escherichia coli – нет [17]. 
Дальнейшие исследования показали [18], что деле-
ция белков помпы AcrAB-TolC приводит к полной 
потере устойчивости к SkQ1 [19]. AcrAB-TolC явля-
ется основной помпой оттока множества антибио-
тиков [20], так что легко может показаться, что 
устойчивость грамотрицательных бактерий обу-
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словлена не сложностью проникновения вещества 
через две мембраны, а наличием помпы, эффектив-
но откачивающей его. Однако это тоже являлось 
слишком простым объяснением. Оказалось, что 
грамотрицательные бактерии Rhodobacter sphaeroi-
des и Photobacterium phosphoreum, чувствительные 
к SkQ1, имеют белки-компоненты помпы AcrAB-
TolC [18, 19], что сводит на нет гипотезу о наличии 
ее как необходимого и достаточного условия рези-
стентности. Выяснилось, что аминокислотные по-
следовательности белка AcrB из E. coli, 
R. sphaeroides и P. phosphoreum сходны на 35–60% 
и формально являются филогенетическими гомо-
логами (ортологами), но они не гомологичны 
функционально и должны рассматриваться как па-
ралоги [21, 22]. Это подтверждается тем, что в слу-
чае Klebsiella pneumoniae при гомологии 91,5%  
наблюдается филогенетическая и функциональ- 
ная гомология, свойственная большинству орто-
логов [19, 21]. 

Очевидно, что в процессе исследований меха-
низм резистентности к SkQ1 был принят за огра-
ничение его поглощения посредством сложной 
клеточной стенки, тогда как на самом деле он был 
основан на активном выбросе лекарственного 
средства помпой МЛУ. 

Проблемы с определением механизмов рези-
стентности в каждом конкретном случае связаны 
с недостаточным изучением антибиотиков, а так-
же плейотропией действия помп. Множество 
помп могут откачивать один и тот же антибиотик, 
и удаление даже нескольких из них незначительно 
влияет на общий эффект. Если посмотреть на 
профиль чувствительности E. coli к антибиотикам 
по их оттоку [23], можно увидеть, что механизм 
«активный выброс лекарственного средства» при-
водит к увеличению минимальной ингибирующей 
концентрации для антибиотиков в 50–100 раз, 
и этот же порядок величин мы наблюдаем в случае 
SkQ1 [18]. Даже в том случае, когда проницае-
мость сквозь наружную мембрану, по-видимому, 

затруднена, как в случае с BACE (хлорин e6 
13(1)-N-{2-[N-(1-карба-клозо-додекарборан-1-
ил)метил]аминоэтил}амид-15(2), 17), коньюгата 
хлорина е6 и карборана [24], действие помп все же 
можно заметить [25]. Таким образом, помпы 
МЛУ, по-видимому, играют ключевую, но недо- 
оцененную роль в резистентности к антибиотикам.

4. Структура помп  
множественной лекарственной устойчивости
К настоящему времени было выявлено шесть 

семейств помп МЛУ [26]. Одно из них – семей-
ство АВС-транспортеров (ATP-binding cassette), 
напрямую использующих энергию АТФ для осу-
ществления транспорта. Остальные пять  
семейств – вторичные активные транспортеры, 
использующие электрохимическую энергию 
трансмембранного потенциала, к ним относятся 
MFS (major facilitator superfamily), MATE 
(multidrug and toxin extrusion), SMR (small 
multidrug resistance), RND (resistance-nodulation-
cell division) и PACE (proteobacterial antimicrobial 
compound efflux). На рис. 1 представлена схема ра-
боты основных семейств бактериальных транс-
портеров. 

По-видимому, два разных механизма работы 
транспортеров предназначены для поддержания 
жизнеспособности клетки в разных физиологиче-
ских состояниях. При отсутствии потенциала на 
мембране (например, в состоянии персистенции) 
будут функционировать только АВС-транс-
портеры, а при наличии трансмембранного потен-
циала будут работать все транспортеры. У прока-
риот преобладают потенциал-зависимые помпы, 
что объясняется высоким потенциалом на мем-
бране (~140–220 mV для E. coli [27]) и отсутствием 
необходимости конвертации потенциала в АТФ, 
что дает преимущество по скорости работы.

Одной из наиболее изученных помп МЛУ яв-
ляется помпа AcrAB-TolC (или AcrABZ-TolC) 
бактерии E. coli [28]. Эта помпа состоит из трех  

Рис. 1. Схематическое представление принципов работы известных семейств помп МЛУ. К настоящему моменту выявлено 
шесть семейств помп МЛУ. Из них лишь семейство АВС-транспортеров (ATP-binding cassette) напрямую использует энергию 
АТФ для осуществления транспорта, остальные пять семейств – вторичные активные транспортеры, которые используют элек-
трохимическую энергию трансмембранного потенциала, к ним относятся суперсемейство MFS (major facilitator superfamily), се-
мейство MATE (multidrug and toxin extrusion), семейство SMR (small multidrug resistance), суперсемейство RND (resistance-
nodulation-cell division) и семейство PACE (proteobacterial antimicrobial compound efflux).
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основных белков: канала наружной мембраны 
TolC, транспортера AcrB и соединяющего их адап-
терного белка AcrA [29], а также одного неболь-
шого мембранного белка AcrZ (YbhT), состоящего 
из 49 аминокислотных остатков, и, по-видимому, 
модулирующего работу белка AcrB в составе пом-
пы AcrAB-TolC [30–32]. Интересно, что канал 
TolC играет ту же самую роль для еще 7 помп 
МЛУ семейств RND, ABC и MFS [15], а адаптер-
ный белок AcrA – для еще одной помпы AcrAD-
TolC [33]. Помпа AcrAB-TolC имеет довольно 
большую субстратную специфичность и откачива-
ет субстраты из внутренней мембраны бактерии 
и периплазматического пространства [23, 29, 34]. 
Сам транспортер AcrB находится на внутренней 
мембране и прокачивает вещества за счет транс-
мембранного потенциала, однако механизм дей-
ствия помпы AcrAB-TolC окончательно не уста-
новлен, хотя в литературе имеются несколько 
работ, предполагающих отдельные этапы этого 
процесса [35–40].

5. Эволюция помп  
множественной лекарственной устойчивости 

и горизонтальный перенос генов
Об эволюционной консервативности помп 

свидетельствует повсеместное распространение 
помп семейств MFS и RND как среди прокариот 
(включая бактерий и архей), так и среди эука- 
риот [41, 42], поэтому консервативность помп 
в пределах одного вида не удивительна [43]. Это 
также подтверждается тем фактом, что структуры 
помп выбирались бактериофагами в качестве ми-
шеней для своего связывания [44, 45]. Способ-
ность обеспечивать отток лекарств, по-видимому, 
появлялась всего несколько раз в ходе эволюции 
и стабильно сохранялась, но при этом модуляция 
специфичности субстрата этих систем происходи-
ла неоднократно [46]. 

Хотя некоторые семейства помп распростра-
нены достаточно широко, существуют проблемы, 
которые затрудняют горизонтальный перенос ге-
нов помп даже между близкими таксонами. Раз-
личия в белковом строении внешней мембраны 
бактерий накладывают определенные ограниче-
ния, однако это явление может вносить весьма 
важный вклад в распространение антибиотикоре-
зистентности. Несмотря на это, различные компо-
ненты помп или даже сами помпы могут переда-
ваться в результате горизонтального переноса 
генов. Так, гены помпы OqxAB обычно локализу-
ются на хромосоме и/или плазмидах, окруженных 
IS26-подобными мобильными генетическими 
элементами в клинических изолятах Enterobacte-
riaceae и придают устойчивость к хиноксалинам, 
хинолонам, тигециклину, нитрофурантоину, не-
скольким детергентам и дезинфицирующим сред-
ствам [47, 48]. Было показано [49], что помпа 
OqxAB придает устойчивость к противомикроб-

ным препаратам или снижает восприимчивость 
трансформированных бактерий (перенос плазми-
ды с E. coli осуществлялся на Salmonella typhimu- 
rium, K. pneumoniae, Kluyvera sp. и Enterobacter 
aerogenes) к различным субстратам. OqxAB – одна 
из немногих помп, закодированных на конъюга-
тивных плазмидах. Другим подобным примером 
является помпа MexCD [50]. Таким образом, пом-
пы МЛУ и их компоненты могут передаваться го-
ризонтально между близкими группами бактерий, 
однако способность их к передаче функции помпы 
может быть сильно ограничена и требовать нали-
чия подходящих белковых компонентов – таких, 
как, например, белок TolC для помпы OqxAB [51]. 

6. Роль помп 
множественной лекарственной устойчивости 

в антибиотикорезистентности
Помпы МЛУ являются универсальным ин-

струментом, защищающим саму бактериальную 
клетку и ее микроокружение от негативного воз-
действия ксенобиотиков, в том числе от множе-
ства самых разнообразных антибиотиков [15]. Бо-
лее того, бактерии используют различные 
подходы для повышения ее эффективности. Рези-
стентные фенотипы могут возникать в результате 
усиления активности помп за счет их сверхэк-
спрессии, как это наблюдается при добавлении 
антибиотиков в сублетальных концентрациях, 
когда за счет каскада взаимодействий индуцирует-
ся увеличение экспрессии генов помп МЛУ, отка-
чивающих эти антибиотики [52].

Другим интересным аспектом является асси-
метричное расположение помп МЛУ в ходе кле-
точного деления. В процессе деления ранее синте-
зированные помпы в основном находятся на 
старых полюсах, а новые полюса вновь создаются, 
и помпы МЛУ синтезируются de novo [53]. Это 
создает изменчивый профиль резистентности 
в процессе клеточного цикла, что дает возмож-
ность популяции сохранять в своем составе бакте-
рии с разным статусом экспрессии помп МЛУ. 
При встрече с антибиотиком наименее устойчи-
вые клетки погибают и задействуют две стратегии: 
адсорбирование на поверхности умерших клеток 
антимикробных препаратов, что защищает остав-
шиеся бактерии [54, 55], и выделение «некросиг-
нала» умершими клетками, вызывающим актива-
цию защитных путей у выживших бактерий [56]. 
Удивительно, что в качестве «некросигнала» вы-
ступает компонент помпы AcrAB-TolC, адаптер-
ный белок AcrA, в результате чего бактериальная 
популяция приобретает повышенную устойчи-
вость к антибиотикам. Кроме того, под воздей-
ствием антибиотиков скорость мутаций опреде-
ленных генов может увеличиваться [57, 58]. 
Изменение числа копий гена происходит весьма 
часто в геномах [59], и удвоение генов помп МЛУ 
приводит к повышению шансов выживания бак-
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терий при добавлении антибиотиков. Таким обра-
зом, удвоение гена приводит к увеличению рези-
стентности и может являться альтернативой 
изменения уровня экспрессии.

Резюмируя вышеперечисленное, можно за-
ключить, что бактерии в полной мере используют 
все возможности, представляемые им помпами 
МЛУ для увеличения резистентности, и это защи-
щает их даже при высоких концентрациях анти-
биотиков. 

7. Роль помп  
множественной лекарственной устойчивости 

в образовании биопленок и клеток-персистеров
Бактериальная популяция обычно существует 

в виде двух субпопуляций, планктонной и прикре-
пленной. Между ними существует равновесие, 
поддерживаемое разными факторами, такими как 
сигналы чувства кворума [60] или электрические 
сигналы [61]. Устойчивость бактерий в составе 
биопленок может на два порядка превышать 
устойчивость планктонных форм [62]. Биопленки 
могут формироваться бактериями разных видов, 
что имеет свои преимущества – как в метаболиче-
ском плане, так и в плане защиты [63, 64].

При этом роль помп МЛУ в формировании 
биопленок довольно значительна. Это транспор-
тировка компонентов внеклеточного матрикса за 
пределы клетки для формирования защиты, экс-
порт сигналов чувства кворума, предотвращение 
или способствование адгезии к другим клеткам 
и субстратам, а также защита от токсинов, анти-
биотиков и метаболитов, возникающих в резуль-
тате совместного нахождения в ограниченном 
объеме биопленки [15]. 

Другими механизмами защиты от антибиоти-
ков можно считать абсорбцию антибиотиков бак-
териальными клетками на границе биопленки, 
смерть которых является одновременно и защитой 
[54, 55], и источником питательных ресурсов для 
популяции внутри биопленки за счет так называе-
мого некротрофического роста [65]. Таким обра-
зом, помпы МЛУ не только играют важную роль, 
откачивая антибиотики из клеток, но и создают 
определенное микроокружение, влияющее на всю 
популяцию вокруг [66].

Условия, создаваемые в биопленках, защища-
ют бактерии от воздействий внешней среды, но 
в то же время это ограничивает доступ к питатель-
ным веществам, из-за чего стационарная фаза  
роста наступает быстрее. Доля метаболически не-
активных клеток-персистеров в популяции увели-
чивается, клетки начинают тормозить свой мета-
болизм, поэтому недостаток питательных веществ 
в глубоких слоях биопленки способствует форми-
рованию персистенции [67, 68].

Так как одним из механизмов перистенции 
является деполяризация мембраны под действием 
токсина TisB [69–71], можно полагать, что имен-

но в этом случае возникает состояние, когда клет-
ка бывает лишена потенциала на мембране и, по-
лучив энергию за счет мембранонезависимых 
энергетических процессов (например, гликолиза), 
может использовать АТФ-зависимые помпы для 
откачки вредных веществ, когда остальные помпы 
отключены из-за отсутствия потенциала на мем-
бране. 

Таким образом, помпы МЛУ играют важную 
роль не только в защите клетки от антибиотиков, 
но и в процессах образования сложных структур, 
таких как биопленки, и в реализации особого кле-
точного состояния персистенции, которое позво-
ляет бактериям повышать на несколько порядков 
резистентность к антибиотикам и даже избегать их 
воздействия, не имея генетических детерминант 
специфической защиты. 

8. Заключение
Можно полагать, что помпы МЛУ являются 

краеугольным камнем резистентности и необхо-
димы для многих клеточных процессов у бакте-
рий. Помпы играют ключевую роль в процессах 
защиты и нападения за счет участия в экспорте 
токсинов, участвуют в образовании биопленок 
и вносят важный вклад в бактериальную перси-
стенцию, поддержание клеточного гомеостаза 
и даже являются рецепторами, обуславливающими 
проникновение бактериофагов в клетку (рис. 2). 

Рис. 2. Роль помп МЛУ в процессах бактериальной клетки. 
Помпы могут выполнять как защитную функцию, так и функ-
цию активного нападения, поддерживать гомеостаз клетки и 
даже быть рецепторами, опосредующими проникновение бак-
териофагов в клетку. 
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Даже при отсутствии специализированных си-
стем защиты от антибиотиков само наличие этих 
сложно регулируемых систем обеспечивает высо-
кий уровень защиты, позволяющий бактериям 
выживать при концентрациях антибиотика на 
несколько порядков выше потенциально смер-
тельного. Это дает возможность заключить, что 
система помп МЛУ бактерий представляет собой 
неспецифическую защиту от ксенобиотиков, ко-
торая и обуславливает базовую, первичную рези-
стентность, «иммунитет» бактерий к токсинам, 
антибиотикам и другим веществам, негативно 
влияющим на бактериальную клетку. Другие ме-
ханизмы резистентности (модификация мишени 
лекарственного средства, инактивация лекар-
ственного средства, переключение мишеней 
и секвестрация мишеней) являются вторичными, 
специфическими механизмами, которые при со-
вместной работе с первичной системой и опреде-

ляют существование феномена «суперустойчи-
вых» бактерий. Долгосрочную стратегию борьбы 
с такими бактериями невозможно осуществить 
только лишь за счет обхождения специфической 
защиты без уделения должного внимания прео-
долению неспецифической защиты. Исследова-
ние и понимание этих процессов позволит нам 
либо серьезно отсрочить наступление постанти-
биотической эры, либо даже не допустить ее на-
ступления в будущем.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 22-15-00099 
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ведена без использования животных и без привле-
чения людей в качестве испытуемых. Авторы заяв-
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Antibiotic resistance is a global problem of modern medicine. A harbinger of the onset of the 
post-antibiotic era is the complexity and high cost of developing new antibiotics, as well as their 
inefficiency due to the rapidly developing resistance of bacteria. The cornerstone of bacterial 
protection against antibiotics are multidrug resistance pumps (MDR), which are involved in the 
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formation of resistance to xenobiotics, the export of toxins, the maintenance of cellular 
homeostasis, the formation of biofilms and persistent cells. MDR pumps are the basis for the 
nonspecific protection of bacteria, while modification of the drug target, inactivation of the 
drug, switching of the target or sequestration of the target is the second, specific line of their 
protection. Thus, the nonspecific protection of bacteria formed by MDR pumps is a barrier that 
prevents the penetration of antibacterial substances into the cell, which is the main factor 
determining the resistance of bacteria. Understanding the mechanisms of MDR pumps and 
a balanced assessment of their contribution to overall resistance, as well as to antibiotic 
sensitivity, will either seriously delay the onset of the post-antibiotic era, or prevent its onset in 
the foreseeable future.

Keywords: multidrug resistance (MDR), pumps, antibiotics, xenobiotics, biofilms, persisters, 
bacteriophages
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

УДК 591.551+597.55+57.184

Выбор партнера по размножению и размерная ассортативность 
спаривания у рыбы-ползуна  

Anabas testudineus (Actinopteri: Anabantidae)
Д.Д. Зворыкин 

Лаборатория поведения низших позвоночных, Институт проблем экологии и эволюции имени А.Н. Северцова,  
Российская академия наук, Россия, 119071, г. Москва, Ленинский проспект, д. 33

e-mail: d.zworykin@gmail.com

Неслучайный выбор партнера по размножению играет важную роль как в процессах ви-
дообразования, так и в жизненной стратегии конкретной особи. Один из ключевых кри-
териев выбора – размер тела. У рыб известны различные типы размерной избирательно-
сти партнеров, однако исследован этот компонент репродуктивной стратегии только 
у небольшого числа видов. Несмотря на широкое распространение и известность рыбы-
ползуна (Anabas testudineus), опубликовано лишь несколько описаний его нереста, при-
чем только в неволе и в большинстве случаев – искусственно стимулированного с помо-
щью гормональных препаратов. В данной работе описаны основные особенности 
естественного нереста ползуна в аквариумных условиях в сравнении с индуцированным 
нерестом. Выявлена положительная размерная ассортативность при первоначальном 
выборе самкой анабаса партнера по размножению, а также показано, что брачная систе-
ма этих рыб характеризуется пластичностью, варьируя от предположительной монога-
мии до полигамии. Полученные результаты обсуждаются в контексте общей проблемы 
адекватности методов исследования поведения рыб.

Ключевые слова: рыба-ползун, Anabas testudineus, выбор партнера по размножению, ассор-
тативность спаривания, размерные предпочтения, естественный нерест
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У многих животных выбор партнера по раз-
множению осуществляется неслучайным образом, 
на основе тех или иных предпочтений [1]. Выде-
ляют различные типы неслучайного спаривания, 
среди которых одним из важнейших является ас-
сортативное спаривание, понимаемое как корре-
ляция между фенотипическими признаками сам-
цов и самок в размножающихся парах [2, 3]. При 
положительной ассортативности формируются 
пары, максимально сходные по определенным 
чертам фенотипа, а при отрицательной – макси-
мально различающиеся. Второй широко распро-
страненный паттерн неслучайного выбора  
партнера основан на предпочтении наличия и вы-
раженности какого-либо признака [4, 5]. Такой 
признак не всегда непосредственно влияет на по-
вышение приспособленности, но может выпол-
нять сигнальную функцию [6].

Все формы неслучайного спаривания играют 
важную роль как в процессах видообразования, 
так и в жизненной стратегии конкретной осо-
би [7, 8]. Один из ключевых критериев выбора 
партнера – это размер тела [9, 10]. Если при поло-
жительной ассортативности мелкие особи предпо-
читают мелких потенциальных партнеров, а круп-

ные крупных, то в случае предпочтения признака 
животные любого размера будут стремиться обра-
зовать пару с наиболее крупным индивидуумом 
противоположного пола. Предполагается, что при 
наличии выбора и при отсутствии ограничений 
животное предпочитает крупного партнера, по-
скольку размер тела коррелирует с приспособлен-
ностью. Однако соразмерность также имеет ряд 
плюсов и потенциальных преимуществ, влияю-
щих на выбор [11, 12].

У рыб известны оба типа выбора партнера по 
нересту [13, 14], но у многих видов они остаются 
неизученными. Один из таких видов – анабас, или 
рыба-ползун (Anabas testudineus). Анабасы широко 
распространены в пресных водах Южной и Юго-
Восточной Азии и являются популярным объек-
том рыбоводства, однако их нерест в неволе опи-
сан лишь в нескольких публикациях [15–18], 
а в природе не описан вовсе. Известно, что ползу-
ны нерестятся парами, при этом во время нереста 
может происходить смена партнеров. Информа-
ция о том, как формируются пары, в литературе 
отсутствует.

Адекватность подходов к изучению репродук-
тивного поведения рыб является отдельной про-

https://orcid.org/0000-0001-6198-3299
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блемой [19, 20]. Одно из наиболее говорящих на-
званий дали своей статье Катарина Поука 
и Килам Браун – «Рыбы, как задавать им правиль-
ные вопросы?» [21]. С нашим исследованием свя-
заны две важные методические проблемы.  
Во-первых, почти во всех работах описан искус-
ственный нерест анабаса, стимулированный с по-
мощью гормональных препаратов. Однако извест-
но, что репродуктивное поведение искусственно 
стимулированных рыб и рыб, отнерестившихся 
естественным образом, может существенно разли-
чаться. Например, в нормальных условиях раз-
множения оба родителя полосатого змееголова 
Channa striata проявляют родительскую забо-
ту [22], но после искусственного нереста самка 
может не участвовать в заботе о потомстве [23] 
либо родительское поведение исчезает у обоих 
партнеров [24]. Для размножения анабаса в аква-
риуме без использования гормональных инъекций 
действительно необходимы время на подготовку 
и достаточная квалификация исследователя. Тем 
не менее даже опытным аквариумистам любите-
лям данная задача не представляется невыполни-
мой, и в аквариумной литературе естественный 
нерест этих рыб неоднократно описан [25, 26].

Вторая проблема связана с методом изучения 
выбора партнера по размножению, поскольку ди-
зайн эксперимента и интерпретация результатов 
во многом определяют выводы [27, 28]. Прежде 
всего, важно отличать предпочтения от конечного 
выбора [1, 28]. В тесте рыба может демонстриро-
вать предпочтения по отношению к потенциаль-
ному партнеру, но в итоге размножиться с другим 
индивидуумом [29]. Это происходит в том числе 
из-за того, что окончательный выбор часто скла-
дывается в несколько этапов [30] и определяется 
комплексом предпочтений, лишь некоторые из 
которых выявляются тестами. Кроме того, на вы-
бор влияют взаимность, внутриполовая конкурен-
ция и совокупность внешних факторов, что тоже 
часто не учитывается тестами [31].

В связи с этим мы отказались от использова-
ния в своей работе Y-образных лабиринтов и ана-
логичных экспериментальных установок, в кото-
рых фактически исследуется не выбор, а лишь 
предпочтение [32, 33]. Еще одним аргументом 
против такого тестирования были результаты на-
шей работы, в которой мы показали, что одиноч-
ное содержание искажает поведение анабасов, ве-
дущих в природе групповой образ жизни [34]. По 
тем же причинам мы отказались от дизайна экспе-
римента, предполагающего безальтернативные 
предъявления потенциального партнера [27].

Альтернативная методика предполагает на-
блюдение за группой животных, из которых есте-
ственным образом формируются пары. Выбор 
считается состоявшимся, если пара размножи-
лась. При этом возникает очевидная необходи-
мость различать наблюдаемых особей между со-

бой. Наиболее простым способом обеспечения 
таких различий является мечение. Однако у мече-
ния есть свои недостатки, главный из которых за-
ключается в том, что сама эта процедура, равно 
как и последующее существование с метками, мо-
жет влиять на поведение рыб, особенно неболь-
ших [19, 35]. Современные методы мечения по-
зволяют лишь частично решить эту проблему [36]. 
Выбранный нами подход к индивидуальной иден-
тификации особей описан в разделе «Материалы 
и методы».

Целью данной работы были анализ роли раз-
мера тела в выборе партнера по размножению 
у рыбы-ползуна во время естественного нереста, 
а также исследование роли субординантного сам-
ца и краткое сравнение естественного нереста 
с искусственно индуцированным.

Материалы и методы
Основные условия наблюдений. Наблюдения 

выполнены на базе Приморского отделения Рос-
сийско-Вьетнамского тропического научно-ис-
следовательского и технологического центра 
(Вьетнам, г. Нячанг). Использовали аквариумы 
полезным объемом 200 л (109 × 58 × 35 см). Все 
аквариумы содержали укрытия, представляющие 
собой согнутые в виде двускатной крыши куски 
пластика около 20 см в длину. Днем аквариумы 
освещались рассеянным естественным светом, 
ночью использовали искусственное освещение, 
минимально достаточное для визуальных наблю-
дений. Температура воды большую часть времени 
поддерживалась на уровне 26−31°С, однако для 
стимуляции нереста периодически опускалась до 
22−24°С (см. ниже).

Животные. Использованные в работе ползуны 
относятся к популяциям рек Кай и Зинь (Вьетнам, 
провинция Кханьхоа). Рыб ловили сетями, после 
чего осуществляли карантин, акклимацию и под-
готовку к нересту. В общей сложности исследова-
но поведение ползунов в 17 нерестовых группах, 
каждая из которых состояла из одной самки и двух 
самцов. Измерение стандартной длины тела рыб 
(Standard length, SL, мм) проводили после оконча-
ния нереста. Поскольку икра анабаса обладает по-
ложительной плавучестью и всплывает на поверх-
ность [37], для подсчета общего количества 
выметанной икры достаточно было подсчитать ее 
количество на единицу площади (25 см2) поверх-
ности аквариума в нескольких местах и соотнести 
с общей площадью.

Подготовка к нересту. Подготовку к нересту 
осуществляли обычными аквариумными метода-
ми, подробно описанными в литературе [38, 39]. 
Основная идея заключается в имитации измене-
ний среды, происходящих в период нереста. Тех-
нически процедура заключалась в манипуляции 
параметрами содержания рыб, включая режим 
кормления и состав корма, режим подмены воды, 
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уровень, температуру, скорость течения и пр. Для 
этих целей использовали стандартное аквариум-
ное оборудование и технику, сухие и живые кор-
ма. Точное описание универсального протокола 
невозможно, поскольку фактически процедура 
сводилась к перебору потенциально значимых 
факторов, любой из которых мог оказаться реша-
ющим. Как правило, после 3−4 нед. акклимации 
при 26−31°С без подмены воды, без аэрации 
и фильтрации производили замену сразу 50%  
объема, временно снижали температуру до 
22−24°С и включали насосы, обеспечивающие  
аэрацию и течение воды. Начиная с этого же дня, 
рыб переводили на интенсивное кормление жи-
выми кормами взамен сухих. В некоторых случаях 
этих действий оказывалось достаточно для начала 
нереста. В других приходилось еще несколько раз 
манипулировать различными параметрами.

Формирование нерестовых групп и идентифика-
ция особей. Первоначально в аквариум сажали груп-
пу из 16−20 ползунов. Поскольку половой димор-
физм у этих рыб выражен слабо, соотношение 
полов было произвольным. После описанной выше 
подготовки начинались характерные межполовые 
взаимодействия (ухаживания). Основные особен-
ности нерестового поведения самок и самцов пол-
зунов известны, что позволяет надежно различать 
их как перед нерестом, так и во время него. Иначе 
говоря, репродуктивное поведение анабаса само по 
себе является гендерным признаком, и в этот пери-
од уже не составляло труда выбрать самку и двух 
взаимодействующих с ней самцов. Отобранную 
группу отсаживали из общего в такой же нересто-
вый аквариум, либо оставляли, а отсаживали всех 
остальных рыб. Первоначально предполагалось ме-
тить рыб, несмотря на упомянутые недостатки это-
го метода. Однако как собственные [17], так и лите-
ратурные [16, 18] данные показали, что в этом нет 
необходимости, а все члены нерестовой группы 
легко визуализируются (см. результаты).

Статистическая обработка. Нормальность 
распределения данных проверяли критерием Ша-
пиро-Уилка W. Поскольку в ряде случаев нор-
мальность была нарушена, а объем выборки срав-
нительно невелик, были использованы методы 
непараметрической статистики: U-критерий Ман-
на – Уитни и коэффициент ранговой корреляции 
Rρ Спирмена.

Этическое замечание. Работы проводились 
в соответствии с Руководством по уходу и исполь-
зованию лабораторных животных [40] и Руковод-
ством по обращению с животными в поведенче-
ских исследованиях и обучении [41]. Размер 
выборки был минимизирован в соответствии с со-
временными международными этическими требо-
ваниями, предъявляемыми к исследованиям на 
рыбах [42]. Этими же требованиями мы руковод-
ствовались при подборе минимально инвазивных 
методов работы.

Результаты
Размер тела самок составил 65–142 мм (сред-

нее значение M = 95 мм), самцов – 68–124 мм 
(M = 83 мм). Половой дихроматизм у анабаса не 
отмечен. Другие формы диморфизма также выра-
жены слабо. В частности, в нашей выборке не 
было выявлено значимых межполовых различий 
по размеру тела (U = 197; p = 0,067).

Акклимация и подготовка к нересту в общем 
аквариуме занимала 4−7 нед. После изоляции 
группы в нерестовом аквариуме нерест происхо-
дил еще через 1−4 сут. Нерест предваряли дли-
тельные (2–5 ч) ухаживания, начинавшиеся вече-
ром, с 20:00 и позже. Сам нерест происходил после 
22:00 (в 15 группах из 17 – после полуночи), про-
должался 2–4 ч и заканчивался в 2:00–6:00. Во всех 
группах оба самца пытались ухаживать за самкой, 
однако ее ответное преднерестовое поведение 
всегда адресовалось только одному из них (далее 
самец 1). Другой самец (далее самец 2) в каждой 
группе отвергался самкой, агрессивно отгонялся 
ей и не участвовал в первых икрометаниях. Агони-
стические и конкурентные взаимодействия между 
самцами, первоначально выраженные, быстро за-
тухали. После изгнания самец 2 обычно занимал 
одно из укрытий в стороне от места нереста и про-
водил там большую часть времени.

Продолжительность каждого спаривания со-
ставляла 5–10 с, перерывы между последователь-
ными спариваниями – от 2 до 20 мин. В переры-
вах партнеры отдыхали. За ночь каждая самка 
отнерестилась от 10 до 22 раз, выметав 2–8 тыс. 
икринок. Повторные икрометания (начиная со 
2-го) происходили уже без длительного ухажива-
ния. В течение ночи как нерестовая, так и в целом 
двигательная активность самцов 1 снижалась, 
а перерывы между икрометаниями возрастали, так 
что ближе к утру они начинали избегать самок 
и прятаться в укрытия, как и самцы 2. Активность 
самок сохранялась дольше, в результате чего ини-
циатива в ухаживаниях постепенно переходила 
к ним. Не получая ответной реакции от самцов 1, 
некоторые из самок переключали свое внимание 
на первоначально отвергнутых ими самцов 2. Бла-
годаря этому в 6 из 17 групп самцы 2 приняли уча-
стие в нересте и, соответственно, 6 из 17 самок 
(35%) отнерестились с обоими самцами (1–3 спа-
ривания из 16–22, 5–15%). Некоторые из самцов 2 
могли также спариваться во второй половине 
ночи в периоды отдыха самцов 1.

Никаких значимых различий по размеру тела 
между нерестящимися и отвергнутыми самцами 
(самец 1 vs. Самец 2) не обнаружено (U = 93; 
p = 0,079). Предпочтения самками более крупных 
самцов также не выявлено. В 41% случаев самец 1 
был мельче, чем самец 2. В 59% случаев самец 1 
был также мельче, чем самка. Корреляции по раз-
мерам тела между самками и самцами 2 также не 
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наблюдалось (Rρ = 0,04; p = 0,885; рисунок). При 
этом, однако, была обнаружена положительная 
корреляция между размерами тела самки и сам-
ца 1 (рисунок), что свидетельствует о наличии раз-
мерной ассортативности спаривания во время 
первых икрометаний (Rρ = 0,70; p = 0,002).

Таким образом, в нашей работе была выявле-
на положительная размерная ассортативность при 
первоначальном выборе партнера по размноже-
нию самкой анабаса, а также показано, что брач-
ная система этих рыб характеризуется пластично-
стью, характер которой обсуждается ниже.

Обсуждение
Длительное ухаживание и парный нерест по-

зволяли предполагать, что образование пар у ана-
баса происходит неслучайным образом. В данной 
работе мы показали, что, действительно, для этих 
рыб характерна положительная размерная ассор-
тативность спаривания. Заметим, что ассортатив-
ность не препятствует многократности спарива-
ния. Сходная ситуация характерна, например, для 
гуппи Poecilia reticulate [43]. Было также показано, 
что нерест анабасов может быть как моногамным, 
так и (реже) полиандрическим. Ранее нами у этих 
же рыб была обнаружена полигиния [17]. Соответ-
ственно, систему спаривания ползунов можно 

считать пластичной, предположительно варьиру-
ющей от моногамии до разных форм полигамии. 
Очевидно, что про моногамию в данном случае 
речь идет условно, как про устойчивую сексуаль-
ную связь, сохраняющуюся на протяжении одного 
нереста, который состоит из серии спариваний. 
Маловероятно, что пара сохраняется на протяже-
нии всего сезона размножения и тем более доль-
ше. С другой стороны, в некоторых случаях анабас 
нерестится лишь единожды за сезон и тогда мож-
но говорить про моногамию уже безо всяких ого-
ворок. Родительская забота также неизвестна 
у этих рыб [46], что в целом нетипично для моно-
гамных видов [11]. Для выяснения того, какая из 
систем спаривания наиболее типична для ползу-
на, а также для выявления факторов влияния на 
нее необходимы исследования, в которых будет 
изучено размножение в больших группах и на 
протяжении хотя бы одного сезона.

Из приведенного выше описания нереста 
и нерестового поведения очевидно, что необходи-
мости мечения рыб в наших условиях не было. 
Самка всегда отличалась от самца по поведению, 
а один из самцов почти все время был малоподви-
жен и находился в стороне от нерестящейся пары, 
на расстоянии в несколько десятков сантиметров. 
Непрерывное наблюдение за рыбами на протя-

Рисунок. Соотношение стандартных длин тела (Standard Length – SL, мм) самок (ось абсцисс) и самцов (ось ординат) в парах. 
 – самец 1,  – самец 2.
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жении всего нереста позволяло точно иденти- 
фицировать особей. Тем не менее, проблема  
индивидуального распознавания будет актуальна 
в ситуации, когда на нерест будет посажено боль-
шее количество рыб.

Подчеркнем, что именно использованный ди-
зайн исследования позволил выявить у анабаса 
полиандрию. Если бы было применено обычное 
тестирование, мы не обнаружили бы, что самки 
могут менять партнеров, несмотря на первона-
чальные предпочтения. Со сходной ситуацией мы 
столкнулись при изучении африканских усачей 
Labeobarbus spp. Несмотря на выявленную нами 
в тесте избирательность потенциальных партне-
ров, то есть предпочтения [33], нерест этих рыб 
в природе может быть промискуитетным – оче-
видно, без какого бы то ни было выбора партне-
ров [44].

Естественный нерест ползунов имеет некото-
рые отличия от размножения этих рыб под воз-
действием гормональных препаратов, известного 
как по литературным [16, 18], так и по нашим дан-
ным [17]. Если индуцированный нерест может 
произойти в любое время суток, то естественное 
размножение приурочено к ночному периоду. Под 
воздействием гормональной стимуляции период 
ухаживания (а, следовательно, и время отбора 
партнера) укорачивается. Искусственный нерест 
происходит энергичнее, перерывы между спари-
ваниями сокращаются. Стимулированный самец 
ведет себя более активно по отношению к самке и 
более агрессивно по отношению к субординант-
ному самцу. Партнеры дольше сохраняют сексу-
альную активность, в результате чего число спари-
ваний и порций икры, а также общее количество 
отложенной икры возрастают.

При индуцированном нересте также увели-
чивается асинхронность затухания репродуктив-
ной активности, самки дольше сохраняют готов-

ность к нересту. По всей видимости, это 
обстоятельство является важным фактором, спо-
собствующим нересту первоначально отвергну-
тых самцов. В нашей работе лишь 35% самок от-
нерестились в конечном итоге не только 
с выбранным, но и с исходно отвергнутым сам-
цом. При индуцированном нересте второстепен-
ный самец практически всегда получает возмож-
ность принять участие в размножении. Таким 
образом, гормональная стимуляции не только 
меняет паттерн репродуктивного поведения 
анабаса, но и снижает эффект ассортативности  
спаривания.

Гормоны – один из основных механизмов  
регуляции поведения [45], в связи с чем не уди-
вительно, что искусственная гормональная сти-
муляция нереста существенно влияет на репро-
дуктивное поведение. Ранее мы уже отмечали, 
что некорректные подходы к изучению поведе-
ния анабаса могут приводить к появлению арте-
фактов [34, 46]. Как представляется, гормональ-
ная стимуляция нереста относится к этой же 
категории методов, перспективных для рыбовод-
ства, но неприемлемых в поведенческих исследо-
ваниях.

Работа выполнена в рамках программы Эко-
лан Э-3.2, раздел «Размножение, репродуктивное 
и пищевое поведение лабиринтовых рыб 
(Anabantoidei)» Российско-Вьетнамского Тропи-
ческого научно-исследовательского и технологи-
ческого центра. Автор благодарит Динь Тхи Хай 
Йен и Во Тхи Ха (Приморское отделение Тропи-
ческого центра) за многолетнее сотрудничество 
в исследованиях анабаса. Исследования проводи-
ли с соблюдением международных этических 
норм работы с животными [40–42] (подробнее см. 
раздел «Материалы и методы»). Автор заявляет об 
отсутствии конфликта интересов.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ
УДК 591.1+612.337

Механизмы холинергического сокращения гладкой мускулатуры 
кишечника беломорской трески Gadus morhua marisalbi (Gadidae):  

вклад различных подтипов М-холинорецепторов и Rho-киназы
А.А. Швецова1, * , Г.В. Моргунова2 , Е.А. Новодережкина1 , В.М. Потехина1 , 

А.А. Каменский1 , О.С. Тарасова1 

1Кафедра физиологии человека и животных и 2сектор эволюционной цитогеронтологии,  
биологический факультет, Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,  

Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12
*e-mail: anastasiashvetsova92@gmail.com

Изучение особенностей функционирования различных систем организма у разных по-
звоночных животных является одной из ключевых задач сравнительной физиологии. Ко-
стистые рыбы – многочисленная группа позвоночных, однако механизмы функциониро-
вания их пищеварительного тракта недостаточно изучены и в основном только для такого 
модельного объекта как Danio rerio. Целью данной работы было охарактеризовать участие 
различных подтипов М-холинорецепторов и фермента Rho-киназы в холинергическом 
сокращении гладкой мускулатуры кишечника беломорской трески Gadus morhua marisalbi 
(Gadidae). Из проксимального отдела кишки вырезали продольную полоску и помещали 
ее в установку для регистрации сократительных ответов в изометрическом режиме. Со-
кратительные реакции в ответ на ацетилхолин полностью блокировались атропином. 
Блокада М3-холинорецепторов с помощью 4-DAMP приводила к ослаблению вызванно-
го ацетилхолином сокращения по сравнению с ответом в контроле. При блокаде  
М1-рецепторов с помощью пирензепина сократительные ответы также уменьшались, но 
менее выраженно, чем при блокаде М3-холинорецепторов. Блокада М2-холино-
рецепторов с помощью метоктрамина не влияла на величину сократительного ответа. 
Инкубация препаратов с ингибитором Rho-киназы сопровождалась существенным 
уменьшением сократительных реакций по сравнению с контролем, а также более бы-
стрым снижением силы сокращения после достижения «пика» реакции. Таким образом, 
ацетилхолин вызывает сокращение гладкой мускулатуры кишечника трески путем акти-
вации М3 и М1, но не М2-холинорецепторов. Активность фермента Rho-киназы способ-
ствует развитию и поддержанию сокращения гладкой мускулатуры кишечника трески 
под действием ацетилхолина. Полученные результаты представляют интерес для сравни-
тельной физиологии, они могут оказаться важными для понимания механизмов повреж-
дающего влияния факторов окружающей среды на организм костистых рыб, а также при 
использовании рыб в доклинических исследованиях лекарственных препаратов. 
Ключевые слова: Gadus morhua marisalbi, гладкая мышца, кишечник, ацетилхолин, мускари-
новые холинорецепторы, Rho-киназа
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Одной из важнейших задач сравнительной 
и эволюционной физиологии является всесторон-
нее изучение особенностей функционирования 
различных систем органов у разных позвоночных 
животных. Костистые рыбы арктических морей 
составляют большую долю морского биоразноо-
бразия России. Тем не менее, многие аспекты фи-
зиологии рыб, которые населяют акваторию Ар-
ктики, в частности, атлантической трески (Gadus 
morhua), изучены мало. Изменяющиеся климати-
ческие условия и загрязнение окружающей среды 
могут отрицательно влиять на организм рыб, в том 
числе и на функционирование их желудочно-ки-
шечного тракта [1, 2]. Эти обстоятельства, а также 
все бóльшая популярность использования кости-
стых рыб в качестве объектов доклинических ис-

следований лекарственных препаратов [3] опреде-
ляют необходимость всестороннего изучения их 
физиологических особенностей.

Перемещение и расщепление компонентов 
пищи в кишечнике невозможно без координиро-
ванных эпизодов сокращения и расслабления его 
гладкомышечной стенки. Как и у других позво-
ночных животных, гладкая мускулатура кишеч-
ника костистых рыб формирует два слоя –  
наружный продольный и внутренний кольцевой. 
Моторика кишечника позвоночных животных на-
ходится под контролем энтеральной нервной си-
стемы, которая представлена двумя нервными 
сплетениями – подслизистым (Мейсснеровым) 
и межмышечным (Ауэрбаховым) – и включает 
чувствительные, вставочные и моторные нейроны 

https://orcid.org/0000-0001-8859-7689
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множественной медиаторной специализации [4, 5]. 
Среди них весьма многочисленны моторные холи-
нергические нейроны, которые образуют синапсы 
с различными типами клеток стенки кишечника, 
в том числе с гладкомышечными. 

Известно, что ацетилхолин стимулирует мото-
рику кишечника, в том числе у костистых рыб [4–6]. 
У млекопитающих ключевую роль в холинер- 
гическом сокращении гладкомышечных клеток  
кишечника играют мускариновые рецепторы вто-
рого и третьего подтипов [7–12]. В некоторых ис-
следованиях также продемонстрирован функцио-
нальный вклад М1-холинорецепторов в регуля- 
цию сократительной активности гладкой мыш- 
цы кишечника [13–15]. Какие подтипы 
М-холинорецепторов опосредуют вызванное аце-
тилхолином сокращение гладкой мускулатуры ки-
шечника рыб, до сих пор остается неизвестным. 

Сокращение гладкомышечных клеток запу-
скается повышением внутриклеточной концен-
трации ионов Ca2+ [16]. Вместе с тем гладкая 
мышца способна поддерживать тоническое сокра-
щение даже после того, как уровень Ca2+ в клетке 
значительно снизился, этот феномен получил на-
звание «повышение чувствительности сократи-
тельного аппарата к кальцию» [17]. Фермент Rho-
киназа играет ключевую роль в осуществлении 
тонического сокращения гладкой мышцы: она 
фосфорилирует и ингибирует фосфатазу легких 
цепей миозина (ЛЦМ), что обеспечивает высокий 
уровень фосфорилирования ЛЦМ даже при  
низкой активности Ca2+-зависимой киназы 
ЛЦМ [17]. Участие Rho-киназы в регуляции холи-
нергического сокращения гладких мышц пищева-
рительного тракта показано для амфибий [18] 
и многих млекопитающих [19–23], однако ее роль 
в кишечнике рыб пока не изучена. 

Таким образом, целью данной работы было 
охарактеризовать участие различных подтипов 
М-холинорецепторов и фермента Rho-киназы в 
холинергическом сокращении гладкой мускулату-
ры кишечника одного из подвидов атлантической 
трески – беломорской трески G. morhua marisalbi.

Материалы и методы
Объект исследования. Исследование проводи-

ли на Беломорской биологической станции имени 
Н.А. Перцова биологического факультета Мо-
сковского государственного университета имени 
М.В. Ломоносова (ББС МГУ). Объектом исследо-
вания служили особи беломорской трески G. 
morhua marisalbi (Gadidae) обоих полов с длиной 
тела не менее 20 и не более 30 см (приблизитель-
ный возраст – от 2 до 3 лет) [24]. Выловленных из 
моря рыб содержали в аквариумах с постоянно об-
новляющейся морской водой. Исследования про-
водили в соответствии с требованиями, сформу-
лированными в Директиве Совета Европейского 
сообщества 2010/63/EU по охране животных, ис-

пользуемых в научных целях. Всего в работе было 
использовано 37 животных.

Приготовление препарата. Из тела рыбы выде-
ляли проксимальные петли кишечника, осторож-
но удаляя брыжейку с расположенными в ней 
кровеносными сосудами. Полученный сегмент 
кишки разрезали вдоль, фиксировали булавками 
ко дну препаровальной ванночки внутренней сто-
роной вверх и заливали рабочим раствором следу-
ющего состава: NaCl – 150,1 мМ, KCl – 5,2 мМ, 
MgSO4·7Н2О – 1,8 мМ, NaH2PO4·2Н2О – 1,9 мМ, 
NaHCO3 – 7 мМ, CaCl2 – 1,9 мМ, D-глюкоза – 
5,6 мМ (pH от 7,8 до 7,9); этот же раствор исполь-
зовали в течение последующего эксперимента. Из 
стенки кишечника вырезали отчетливо видимую 
продольную полоску (складку) шириной 1–1,5 мм 
и длиной 10–12 мм. К обоим концам полоски 
привязывали лигатуры и переносили препарат 
в экспериментальную установку. 

Регистрация сократительных реакций продоль-
ной полоски кишечника в изометрическом режиме. 
Препарат располагали вертикально в камере объе-
мом 10 мл, дистальную лигатуру крепили ко дну 
экспериментальной камеры, а проксимальную – 
к рычажку тензометрического датчика. Перед нача-
лом работы экспериментальную камеру и подводя-
щие к ней раствор трубки заполняли рабочим 
раствором (состав см. выше). Во время экспери-
мента с помощью перистальтического насоса через 
камеру с препаратом непрерывно создавали проток 
раствора со скоростью 7 мл/мин. Температуру рас-
твора в камере поддерживали на уровне 10°С. Для 
оксигенации раствор предварительно аэрировали 
карбогеном (5% СО2 + 95%O2), затем измеряли 
и при необходимости корректировали рН с исполь-
зованием NaOH. Показания тензометрического 
датчика оцифровывали с частотой 10 Гц с помо-
щью аналого-цифрового преобразователя  
E14-140М (L-CARD, Россия) и записывали на жест-
кий диск персонального компьютера с использова-
нием программы PowerGraph 3.3 (ДИСофт, Россия). 

Препарат осторожно растягивали до значения 
силы 5 мН и оставляли на 20–30 мин для рассла-
бления гладкой мышцы, в течение этого времени 
периодически увеличивали растяжение препарата, 
возвращая уровень преднагрузки к 5 мН. Затем 
проводили однократную активацию препарата 
ацетилхолином (10 мкМ, 5 мин), отмывали рас-
твором без ацетилхолина (10 мин) и еще раз кор-
ректировали значение силы к 5 мН. Спустя 5 мин 
приступали к проведению эксперимента по одно-
му из описанных ниже протоколов.

Первый протокол использовали с целью оце-
нить диапазон эффективных концентраций аце-
тилхолина и выбрать концентрацию агониста для 
дальнейшего фармакологического анализа. Для 
этого регистрировали сократительные ответы пре-
парата на ацетилхолин в концентрациях 0,1 мкМ, 
1 мкМ, 10 мкМ и 100 мкМ. Камеру с препаратом 
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в течение 5 мин перфузировали рабочим раство-
ром, содержащим ацетилхолин в одной из иссле-
дуемых концентраций, периоды отмывки между 
воздействиями длились 10 мин. 

Второй протокол использовали с целью оцен-
ки вклада разных подтипов М-холинорецепторов 
и Rho-киназы в холинергическое сокращение 
гладкой мышцы кишечника трески. Для этого ре-
гистрировали две реакции на ацетилхолин: в от-
сутствие и в присутствии блокаторов/ингибито-
ров. Камеру с препаратом последовательно 
перфузировали: (1) раствором ацетилхолина 
(10 мкМ, 5 мин); (2) раствором без фармакологи-
ческих веществ (отмывка, 5 мин); (3) раствором 
с добавлением исследуемого блокатора/ингибито-
ра (5 мин); (4) раствором блокатора/ингибитора 
с добавлением ацетилхолина (10 мкМ, 5 мин); 
(5) раствором блокатора/ингибитора без ацетилхо-
лина (5 мин); (6) раствором без фармакологических 
веществ (5 мин). Все растворы готовили на основе 
рабочего раствора. Параллельно проводили кон-
трольные эксперименты, в которых регистрирова-
ли две реакции на ацетилхолин (10 мкМ, интервал 
15 мин) в отсутствие блокаторов/ингибиторов, что 
позволило оценить воспроизводимость реакции на 
ацетилхолин при повторном тестировании.

В экспериментах использовали следующие 
фармакологические препараты: хлорид ацетилхо-
лина (Sigma, США), сульфат атропина (Sigma, 
США), йодид 4-DAMP (1,1-диметил-4-дифени-
лацетоксипиперидиниум; Tocris, США), диги-
дрохлорид пирензепина (Sigma, США), гидрат ме-
токтрамина (Sigma, США), гидрохлорид фасудила 
(Tocris, США). 

Обработка и статистический анализ результа-
тов. Обработку полученных данных проводили 
с использованием программы PowerGraph 3.3 
(ДИСофт, Россия). Для вычисления величины ре-
акции из значений силы при действии ацетилхо-
лина (усреднение значений силы за 5 мин, начи-
ная от момента ее быстрого роста) вычитали 
предшествующее воздействию фоновое значение 
силы (также усредненное за 5 мин). В первом про-
токоле величину сократительного ответа при дей-
ствии ацетилхолина в каждой из концентраций 
нормировали на максимальное значение (при дей-
ствии ацетилхолина в концентрации 100 мкМ). 
В протоколе с использованием блокаторов/инги-
биторов величину второй реакции на ацетилхолин 
выражали в процентах от величины первой реак-
ции, аналогичные вычисления проводили для 
контрольных экспериментов.

Статистический анализ проводили в программе 
GraphPad Prism 7.0 (La Jolla, США). Нормальность 
распределения значений в выборках была подтверж-
дена с помощью критерия Шапиро-Уилка. Данные 
представлены в виде среднего ± стандартная ошибка 
среднего. Различия между группами оценивали с по-
мощью непарного t-критерия Стьюдента и считали 
их статистически значимыми пpи p<0,05.

Результаты
На первом этапе работы исследовали сократи-

тельные ответы препаратов кишечника трески на 
ацетилхолин в диапазоне концентраций от 0,1 до 
100 мкМ. Как видно на рис. 1А, с повышением 
концентрации агониста сократительные ответы 
препаратов кишечника трески становились более 

Рис. 1. Блокатор М-холинорецепторов атропин (1 мкМ) подавляет сокращение продольной полоски кишечника трески, вызван-
ное ацетилхолином (10 мкМ). А. Зависимость «концентрация-эффект» (ацетилхолин) для продольной полоски кишечника тре-
ски (n = 6). За 100% принята величина сократительного ответа на ацетилхолин в концентрации 100 мкМ. Б. Фрагмент ориги-
нальной записи эксперимента. Ацх1: исходно ацетилхолин вызывает сокращение обоих препаратов гладкой мускулатуры 
кишечника трески («Контроль» и «Атропин»); задержка реакции соответствует времени прохождения раствора ацетилхолина по 
трубкам перфузионной системы (1–2 мин). Ацх2: повторное добавление ацетилхолина вызывает сокращение контрольного пре-
парата («Контроль»), но не препарата, предварительно инкубированного с блокатором М-холинорецепторов атропином («Атро-
пин»). В. Относительное изменение сократительных ответов продольной полоски кишечника трески на ацетилхолин при блока-
де М-холинорецепторов атропином. Данные представлены в виде среднего ± ошибка среднего; n – количество животных 
в группе; * – p < 0,05 (непарный критерий Стьюдента).
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Рис. 2. Влияние блокады различных подтипов М-холинорецепторов на сокращение продольной полоски кишечника трески, вы-
званное ацетилхолином (10 мкМ). А. Фрагменты оригинальных записей экспериментов. Инкубация препарата кишечника тре-
ски с блокатором М3-холинорецепторов 4-DAMP (0,1 мкМ) и блокатором М1-холинорецепторов пирензепином (1 мкМ) сопро-
вождается снижением амплитуды холинергического сокращения, тогда как блокада М2-холинорецепторов с помощью 
метоктрамина (1 мкМ) не оказывает такого влияния. Б–Г. Относительное изменение сократительных ответов продольной поло-
ски кишечника трески при блокаде М3-, М2- и М1-холинорецепторов соответственно. Данные представлены в виде средне-
го ± стандартная ошибка среднего; n – количество животных в группе; * – p < 0,05 (непарный критерий Стьюдента).

выраженными. В дальнейшем при изучении меха-
низмов холинергического сокращения препаратов 
кишечника трески использовали ацетилхолин 
в концентрации 10 мкМ. В этом случае величина 
сократительного ответа составляла 75 ± 11% 
(n = 6) от максимального уровня, что позволяет 
выявить как ослабление, так и усиление холинер-
гических реакций под действием различных бло-
каторов или ингибиторов. Контрольные экспери-
менты показали, что реакции препаратов на 
ацетилхолин в концентрации 10 мкМ хорошо вос-
производятся в течение эксперимента (рис. 1Б). 

Следующей задачей работы было определить 
тип рецепторов, опосредующих сократительное 

влияние ацетилхолина на гладкую мускулатуру 
кишечника трески. Для этого была проведена се-
рия экспериментов с блокатором М-холино-
рецепторов атропином (1 мкМ). Как видно на 
рис. 1 (Б и В), инкубация с атропином предотвра-
щала сокращение препаратов в ответ на ацетилхо-
лин. Таким образом, сокращение гладкой муску-
латуры кишечника трески обусловлено действием 
ацетилхолина преимущественно на мускариновые 
рецепторы.

Далее проводили эксперименты по определе-
нию подтипов М-холинорецепторов, опосредую-
щих вызванное ацетилхолином сокращение глад-
кой мускулатуры кишечника трески. Блокада 
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М3-холинорецепторов с помощью 4-DAMP 
(0,1 мкМ) привела к выраженному ослаблению 
вызванного ацетилхолином сокращения препара-
тов кишечника трески: величина сократительного 
ответа в присутствии 4-DAMP составила всего 
16 ± 12% относительно первой реакции на ацетил-
холин (в отсутствие блокатора, рис. 2, А и Б). Бло-
када М2-холинорецепторов с помощью метоктра-
мина (1 мкМ) не оказала такого влияния (рис. 2, А 
и В). Мы также показали, что блокада М1-ре-
цепторов с помощью пирензепина (1 мкМ) приво-
дит к ослаблению сокращения препаратов поло-
ски кишечника, хоть и менее выраженному, чем 
при блокаде М3-холинорецепторов (рис. 2, А и Г). 
Таким образом, ацетилхолин вызывает сокраще-
ние гладкой мускулатуры кишечника трески пу-
тем активации М3- и М1-холинорецепторов, при 
этом вклад М3-рецепторов более выражен.  
М2-холинорецепторы, судя по всему, не являются 
посредниками влияния ацетилхолина на гладкую 
мускулатуру кишечника трески.  

В последней серии экспериментов мы оцени-
вали роль фермента Rho-киназы в регуляции хо-
линергического сокращения продольной мускула-
туры кишечника трески. Как видно из рис. 3, 
инкубация препаратов с ингибитором Rho-
киназы фасудилом (10 мкМ) сопровождалась 
уменьшением сократительных реакций примерно 
вдвое по сравнению с реакциями препаратов 
в контрольных экспериментах. Помимо этого, 
можно наблюдать изменение формы ответа: после 

достижения «пика» сокращения в присутствии 
фасудила происходит более резкое снижение 
силы, чем в контроле (рис. 3А). Полученные дан-
ные позволяют заключить, что активность фер-
мента Rho-киназы способствует развитию и под-
держанию сокращения гладкой мускулатуры 
кишечника трески под действием ацетилхолина. 

Обсуждение результатов
Ацетилхолин вызывает сокращение гладкой 

мышцы кишечника беломорской трески путем акти-
вации M-холинорецепторов. Холинергические пара-
симпатические нейроны энтеральной нервной  
системы, выявляемые по специфическим марке-
рам – холинацетилтрансферазе и везикулярному 
транспортеру ацетилхолина – обильно представле-
ны в энтеральной нервной системе рыб [4, 5]. У ко-
стистых рыб подслизистое нервное сплетение раз-
вито слабо либо же вовсе отсутствует, а бόльшая 
часть ацетилхолинергических нейронов сосредото-
чена в межмышечном нервном сплетении [5], что 
указывает на их роль в регуляции моторики желу-
дочно-кишечного тракта рыб. Сократительное вли-
яние ацетилхолина на кишечник атлантической 
трески было продемонстрировано еще в конце пре-
дыдущего века: в этих работах ацетилхолин вызывал 
увеличение перфузионного давления в кишечной 
трубке [6] и силы сокращения кольцевых препара-
тов [4]. По данным настоящего исследования, дей-
ствие ацетилхолина приводит к сокращению про-
дольного слоя гладкой мускулатуры кишечника. 

Рис. 3. Влияние ингибитора Rho-киназы фасудила (10 мкМ) на вызванное ацетилхолином сокращение продольной полоски ки-
шечника трески. А. Фрагмент оригинальной записи эксперимента: фасудил вызывает снижение амплитуды и длительности ре-
акции препарата кишечника трески на ацетилхолин (Ацх2, «Фасудил») относительно контрольного препарата (Ацх2, «Кон-
троль»). Б. Относительное изменение сократительных ответов полоски кишечника трески в присутствии ингибитора 
Rho-киназы фасудила (10 мкМ). Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего; n – количество живот-
ных в группе; * – p < 0,05 (непарный критерий Стьюдента).
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Участие рецепторов мускаринового типа 
в холинергическом сокращении гладкой муску-
латуры кишечника костистых рыб не вызывает 
сомнений. По данным литературы, блокада 
М-холинорецепторов с помощью атропина зна-
чительно уменьшала сократительные реакции 
гладкой мышцы кишечника радужной форели 
и золотой рыбки в ответ на активацию энтераль-
ных нейронов электрическим полем [25], а также 
реакции гладкой мышцы кишечника сазана на 
экзогенный ацетилхолин [26]. Что касается ат-
лантической трески, то Карила с коллегами про-
демонстрировали сравнительно небольшое сни-
жение силы сокращения препаратов кишечника 
в ответ на стимуляцию электрическим полем на 
фоне атропина [27], тогда как по нашим же дан-
ным блокада М-холинорецепторов атропином 
полностью устраняет сократительную реакцию 
кишки на ацетилхолин. Различие результатов на-
шей работы и работы Карила с коллегами может 
быть обусловлено разными способами воздей-
ствия на клетки кишечника. Очевидно, что при 
электрической стимуляции возбуждаются не 
только холинергические нейроны, но и нейроны 
другой медиаторной специализации, например, 
секретирующие серотонин, который также вызы-
вает сокращение гладкой мышцы кишечника 
трески [27]. В настоящей же работе сокращение 
кишечника трески было связано только с влия-
нием ацетилхолина. Таким образом, холинерги-
ческое сокращение гладкой мускулатуры ки-
шечника атлантической трески опосредуют 
преимущественно мускариновые рецепторы.

М3- и, возможно, М1-холинорецепторы опосре-
дуют сокращение гладкой мышцы кишечника бело-
морской трески в ответ на ацетилхолин. Среди всех 
подтипов М-холинорецепторов роль первых трех 
(М1, М2 и М3) в регуляции сократительной актив-
ности кишечника изучена наиболее подробно. 
В ряде исследований показаны как функциональ-
ный вклад, так и экспрессия этих подтипов муска-
риновых рецепторов в кишечнике [8, 9, 14, 28, 29]. 
Стоит отметить, что М2- и М3-рецепторы лока-
лизуются преимущественно в мембране гладко-
мышечных клеток [28, 30]. M1- и M3-рецепторы 
сопряжены с Gq-белком, активация которого ве-
дет к запуску фосфоинозитидного сигнального 
каскада и к увеличению внутриклеточной кон-
центрации ионов Ca2+. М2-рецепторы сопряже-
ны с белком Gi/о, α-субъединица которого инги-
бирует аденилатциклазу. Важно отметить, что 
участие этих подтипов М-холинорецепторов 
в регуляции сократительной активности кишеч-
ника рыб ранее не исследовалось, большинство 
данных по этой проблематике было получено на 
млекопитающих. 

В наших экспериментах блокада М3-рецеп-
торов сопровождалась выраженным ослаблением 
вызванного ацетилхолином сокращения гладкой 

мускулатуры кишечника беломорской трески. 
Схожим образом, блокаторы М3-рецепторов  
(4-DAMP или p-FHHSiD) вызывали значительное 
ослабление сократительных реакций гладкой му-
скулатуры кишечника морской свинки [29] и че-
ловека [9] на карбахол (аналог ацетилхолина, не 
гидролизуемый холинэстеразами), а также угнета-
ли вызванное ацетилхолином сокращение кишеч-
ника кролика [31] и лошади [15]. Более того,  
у мышей, нокаутных по гену, кодирующему  
М3-рецепторы, максимальная сила сокращения 
продольных полосок кишечника на карбахол была 
существенно ниже, чем у мышей дикого типа [8]. 
Таким образом, М3-рецепторы играют ключевую 
роль в реализации холинергического сокращения 
кишечника у атлантической трески, как и у мле-
копитающих.

М2-рецепторы, по нашим данным, не уча-
ствуют в вызванном ацетилхолином сокращении 
кишечника трески. Следует отметить, что в ки-
шечнике млекопитающих функциональная роль 
М2-рецепторов является предметом дискуссий и, ве-
роятно, определяется видом животного [12, 32, 33]. 
С одной стороны, чувствительность к карбахолу, 
а также сократительные реакции препаратов ки-
шечника на стимуляцию электрическим полем 
были существенно снижены у мышей, нокаутных 
по гену М2-рецептора, по сравнению с этими по-
казателями у животных дикого типа [8, 34]. Вместе 
с тем, не было выявлено прямого влияния  
М2-рецепторов в опосредование реакций сокра-
щения кишечника морской свинки [29, 35] и ло-
шади [15], что согласуется с результатами нашего 
исследования. Показано, что влияние ацетилхо-
лина на М2-рецепторы может усиливать его эф-
фекты через М3-рецепторы. Последнее связано 
с активацией неселективных катионных каналов 
семейства TRPC (Transient Receptor Potential  
(C – canonical), семейство каналов транзиторного 
рецепторного потенциала) и деполяризацией 
гладкомышечных клеток [8, 12]. Кроме того, есть 
мнение, что функциональная роль М2-рецепторов 
в гладкой мышце кишечника заключается в огра-
ничении реакций расслабления, например, при 
стимуляции аденилатциклазы (АЦ) агонистами 
β-адренорецепторов [36, 37], то есть вклад  
М2-рецепторов в холинергическое сокращение за-
висит от активности АЦ в гладкомышечных клет-
ках. Возможно, базальная активность АЦ в глад-
кой мышце кишечника трески невелика, по 
крайней мере, в условиях наших экспериментов. 
Таким образом, в кишечнике беломорской трески 
активация М2-рецепторов не оказывает прямого 
сократительного влияния, однако нельзя исклю-
чать модуляторной роли этих рецепторов, что яв-
ляется предметом будущих исследований.

Блокада М1-рецепторов с помощью пирензе-
пина приводила к уменьшению вызванных аце-
тилхолином сократительных реакций препаратов 
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кишечника трески, хотя влияние пирензепина 
было менее выраженным, чем блокатора  
М3-рецепторов 4-DAMP. В ряде исследований 
экспрессия М1-рецепторов была продемонстриро-
вана в энтеральных холинергических нейронах, 
а не в гладкомышечных клетках [28, 38, 39]. В со-
ответствии с этим, не было обнаружено функцио-
нального вклада М1-рецепторов на уровне гладкой 
мышцы в кишечнике мыши: карбахол не вызывал 
сокращение кишечника мышей, нокаутных сразу 
по двум подтипам мускариновых рецепторов – М2 
и М3 [8]. В то же время, в работах других авторов 
сократительные ответы препаратов гладкой му-
скулатуры кишечника лошади и крысы на ацетил-
холин были снижены на фоне пирензепи-
на [14, 15], что соотносится с результатами нашего 
исследования и предполагает наличие вклада  
М1-рецепторов в регуляцию холинергического со-
кращения кишечника беломорской трески. Воз-
можно, вклад М1-рецепторов в регуляцию холи-
нергического сокращения кишечника зависит от 
вида животного. 

В данной работе мы не исследовали эффекты 
блокады двух остальных подтипов М-холино-
рецепторов (М4 и М5), которые также могут экс-
прессироваться в кишечнике млекопитающих, 
хотя и в небольшом количестве [40, 41]. Однако 
значительный вклад этих подтипов в вызванное 
ацетилхолином сокращение препаратов кишеч-
ника трески маловероятен, судя по ярко  
выраженному эффекту блокады М3-холино-
рецепторов.  

Сократительное влияние ацетилхолина в ки-
шечнике беломорской трески реализуется с участи-
ем фермента Rho-киназы. Rho-киназа – фермент, 
активность которого играет ключевую роль в регу-
ляции тонического сокращения гладких мышц: 
активность Rho-киназы способствует поддержа-
нию сокращения даже в условиях низкой концен-
трации Ca2+ в цитоплазме [17]. Неудивительно, 
что содержание, активность и функциональный 
вклад Rho-киназы высоки в гладких мышцах, от-
носящихся к тоническому типу, т.е. способных 
поддерживать длительное сокращение [42]. Тем не 
менее, в ряде исследований на млекопитающих 
показан функциональный вклад Rho-киназы в ре-
гуляцию холинергического сокращения гладких 
мышц фазического типа [21, 22], к которому отно-
сится гладкая мускулатура кишечника (за исклю-
чением сфинктеров). 

Мы впервые исследовали функциональный 
вклад Rho-киназы в гладкой мускулатуре кишеч-
ника рыб. Действие ингибитора Rho-киназы фа-
судила приводило к уменьшению амплитуды и 
длительности сократительных ответов кишечни-
ка трески на ацетилхолин. Влияние фасудила на 
длительность реакции согласуется с ключевой 
ролью Rho-киназы в поддержании тонического 
сокращения гладких мышц по механизму каль-

циевой сенситизации и, по всей видимости, свя-
зано со снижением активности фосфатазы лег-
ких цепей миозина [17, 42]. Сходным образом, 
ингибиторы Rho-киназы подавляли тоническую 
фазу сократительных реакций гладких мышц пи-
щевода кошки [22], желудка лягушки [18], ки-
шечника морской свинки [20], крысы [19] 
и мыши [21] на агонисты М-холинорецепторов 
или стимуляцию электрическим полем. Сниже-
ние амплитуды быстрой фазы сокращения под 
действием ингибиторов Rho-киназы также было 
продемонстрировано в ряде работ на гладкомы-
шечных препаратах желудочно-кишечного трак-
та млекопитающих [19, 21, 22], что согласуется 
с нашими данными для кишечника трески. Та-
кое быстрое действие фасудила (падение ампли-
туды реакции) может быть связано с тем, что ис-
ходно активная или активирующаяся под 
действием ацетилхолина Rho-киназа способ-
ствует открытию потенциал-зависимых кальцие-
вых каналов L-типа [43] или неселективных ка-
тионных каналов [21, 44], что в итоге приводит 
к дополнительному входу ионов кальция в клет-
ку. Быстрое влияние Rho-киназы на концентра-
цию Ca2+ в цитоплазме может быть важным  
механизмом регуляции сокращения гладкой  
мускулатуры фазического типа. 

Таким образом, мы охарактеризовали меха-
низмы регуляции сократительной активности ки-
шечника под действием ацетилхолина, которые 
ранее были известны для млекопитающих, но не 
описаны для костистых рыб. Мы показали, что 
М1- и, особенно, М3-, но не М2-рецепторы, явля-
ются посредниками сократительного влияния 
ацетилхолина на гладкую мускулатуру кишечника 
беломорской трески. Кроме того, мы впервые 
продемонстрировали роль Rho-киназы в регуля-
ции холинергического сокращения гладкой му-
скулатуры кишечника трески. Полученные дан-
ные дополняют и развивают современные 
представления о сравнительной физиологии пи-
щеварения, необходимы для понимания механиз-
мов влияния повреждающих факторов на орга-
низм костистых рыб в условиях ухудшающейся 
экологии и глобального потепления, а также мо-
гут быть использованы при исследовании меха-
низмов влияний лекарственных препаратов в рам-
ках доклинических исследований.

Исследование выполнено в рамках научного 
проекта Государственного задания Правитель-
ства Российской Федерации Московскому госу-
дарственному университету имени М.В. Ломоно-
сова № 121032300071-8. Проведение 
экспериментов осуществлялось с соблюдением 
этических норм работы с животными, установ-
ленными Комиссией по биоэтике МГУ имени 
М.В. Ломоносова. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Mechanisms of the White Sea cod Gadus morhua marisalbi (Gadidae) 
intestinal smooth muscle cholinergic contraction: the contribution of 

various subtypes of M-cholinergic receptors and Rho-kinase
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The study of the functioning of various body systems in different vertebrates is one of the key 
tasks of comparative physiology. Teleost fish are a large group of vertebrates, however, the 
mechanisms of functioning of their digestive tract have been studied little and mainly only for 
such a model object as Danio rerio. The aim of this work was to characterize the participation of 
various subtypes of M-cholinergic receptors and the enzyme Rho-kinase in the cholinergic 
contraction of the intestinal smooth muscles of the White Sea cod Gadus morhua marisalbi 
(Gadidae). A longitudinal strip was excised from the proximal cod intestine and placed in an 
apparatus for recording contractile responses in the isometric mode. Contractile responses to 
acetylcholine were completely blocked by atropine. Blockade of M3 cholinergic receptors with 
4-DAMP resulted in a decrease in acetylcholine-induced contraction compared with the control 
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response. Blockade of M1 receptors with pirenzepine led to a weakening of contraction, less 
pronounced than with blockade of M3 cholinergic receptors. Blockade of M2-cholinergic 
receptors with methoctramine did not affect the magnitude of the contractile response. 
Incubation of preparations with the Rho-kinase inhibitor fasudil was accompanied by 
a significant decrease in contractile responses compared with the control, as well as a faster 
decrease in the contraction force after reaching the “peak” of the reaction. Thus, acetylcholine 
causes contraction of cod intestinal smooth muscle by activating M3- and M1- but not  
M2-cholinergic receptors. The activity of the Rho-kinase enzyme contributes to the 
development and maintenance of cod intestinal smooth muscle contraction under the action of 
acetylcholine. The results obtained are of interest for comparative physiology, may be important 
for understanding the mechanisms of the damaging effect of environmental factors on the bony 
fish’ body, as well as for the use of fish as objects of preclinical studies of drugs.

Keywords: Gadus morhua marisalbi, smooth muscle, intestine, acetylcholine, muscarinic receptors, 
Rho-kinase
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Влияние однонитевых разрывов ДНК на транскрипцию нуклеосом
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Ранее в исследованиях было показано, что однонитевой разрыв нематричной цепи ДНК 
может вызывать остановку транскрибирующей РНК-полимеразы, но только при органи-
зации ДНК в нуклеосому. Наблюдаемый эффект объясняли в рамках модели транскрип-
ции хроматина с образованием внутринуклеосомных петель – интермедиатов, в которых 
фермент оказывается остановленным в петле ДНК на гистоновом октамере. Согласно ука-
занной модели, разрыв цепи ослабляет возникающее в ходе транскрипции напряжение 
структуры ДНК, что вызывает стабилизацию ДНК-гистоновых взаимодействий и арест 
РНК-полимеразы. В данной работе продолжено определение границ таких внутринуклео-
сомных петель и обнаружено, что образование контактов ДНК с гистонами позади фер-
мента происходит на расстоянии не менее 17 пар нуклеотидов от активного центра.

Ключевые слова: транскрипция, хроматин, нуклеосома, внутринуклеосомная петля, 
РНКП 2, разрыв ДНК, репарация, однонитевой разрыв
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Однонитевые разрывы ДНК – одни из наибо-
лее часто возникающих в клетке повреждений. 
Целостность сахарофосфатного остова ДНК нару-
шается в ходе различных процессов клеточного 
метаболизма (спонтанного гидролиза, реакций 
с радикалами, нарушения действия топоизомераз, 
репарации ДНК путем удаления оснований или 
нуклеотидов и др.) [1, 2]. Накапливающиеся одно-
нитевые разрывы могут препятствовать успешно-
му протеканию транскрипции, репликации и ре-
парации ДНК, вызывать накопление двунитевых 
разрывов и увеличивать геномную нестабиль-
ность. Нарушение системы репарации таких по-
вреждений может приводить к развитию нейроде-
генеративных заболеваний [2, 3].

Разрыв матричной цепи ДНК в значительной 
степени ингибирует элонгацию транскрипта раз-
личными РНК-полимеразами (РНКП) in vitro и in 
vivo – РНКП 2 эукариот, РНКП Escherichia coli, 
а также бактериофагов SP6 и T7 [4–6]. Остановка 
РНКП у эукариот служит сигналом для начала ре-
парации, однако при нарушениях комплементар-
ной цепи такого ингибирования не наблюдается 
[7]. Ранее в экспериментальной системе in vitro 
было показано, что одиночные разрывы нема-
тричной цепи ДНК также могут вызывать эффек-
тивную остановку РНКП, но только при органи-
зации ДНК в нуклеосому [8] – ДНК-белковый 
комплекс, составляющий наименьшую единицу 
надмолекулярной структурной организации ДНК 
эукариот (хроматина). Нуклеосома состоит из 

участка ДНК длиной 145–147 п.н., накрученно- 
го на октамер белков-гистонов, включающий  
центральный тетрамер (H3-H4)2 и два димера  
H2A-H2B [9]. Несмотря на то что хроматин удаля-
ется при активации генов в живых клетках, коди-
рующие области умеренно транскрибируемых ге-
нов остаются упакованными в нуклеосомы 
[10] – таким образом, РНКП 2 встречается с ну-
клеосомами во время элонгации транскриптов, 
и обнаруженный эффект разрывов нематричной 
цепи на продвижение фермента может иметь важ-
ное биологическое значение.

Ранее [8] было показано, что места остановки 
РНКП при транскрипции нуклеосом с разрывами 
нематричной цепи ДНК дискретны, расположены 
после разрыва и имеют выраженную периодичность 
10-п.н. внутри нуклеосомы (+24, +34 и +44 п.н. от-
носительно ближайшей к промотору границы), 
а сила ингибирования фермента зависит от поло-
жения разрыва относительно места остановки. На-
блюдаемый эффект объясняли в рамках модели 
транскрипции хроматина с образованием внутри-
нуклеосомных петель – интермедиатов, в которых 
фермент оказывается остановленным в петле ДНК 
на гистоновом октамере [8, 11]. Остановки фермен-
та при транскрипции нуклеосом в присутствии 
одиночных разрывов нематричной цепи ДНК, 
предположительно, вызваны релаксацией напря-
жения в небольших внутринуклеосомных петлях 
ДНК, которое в норме способствует транскрип-
ции. Согласно модели, разрыв цепи уменьшает 
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вызываемое транскрипцией напряжение в струк-
туре ДНК и затрудняет раскрытие петли и даль-
нейшую элонгацию.

В данной работе продолжено изучение разме-
ра таких внутринуклеосомных петель. Для этого 
получены нуклеосомы с однонитевым разрывом 
нематричной цепи в новом положении – +7 – 
и проведена их транскрипция in vitro. Предполо-
жено, что образование контактов ДНК и гистонов 
позади РНКП происходит на расстоянии не менее 
17 п.н. В живых организмах описываемый эффект 
может ускорять репарацию разрывов нематричной 
цепи ДНК, которые в других случаях могут оста-
ваться незаметными для системы репарации из-за 
взаимодействия с гистонами.

Материалы и методы
Матрица ДНК. Работу проводили на позици-

онирующей нуклеосому последовательности 
603 [12], которая была точечно изменена для вне-
сения участка узнавания ферментом-никазой 
Nt.BsmA1. Фрагмент ДНК также включал допол-
нительный участок ДНК 123-п.н. с введенной на 
5’-конец флуоресцентной меткой FAM с одной 
стороны и дополнительный участок 13-п.н. 
с другой стороны:
5’FAMd(CCGGGATCCAGATCCCGAAAATTTAT
CAAAAAGAGTATTGACTTAAAGTCTAACCTAT
AGGATACTTACAGCCATCGAGAGGGACACGG
CGAAAGGCCAACCCAAGCGACACCGGCACT
GGGGCGTCTCT^CGCGCGCCCGCCTACCGT
GTGAAGTCGTCACTCGGGCTTCTAAGTACGC
TTAGCGCACGGTAGAGCGCAATCCAAGGCTA
ACCACCGTGCATCGATGTTGGAAGAGGCCCT
CCGTCCTGAATTCTTCAAGTCCCTGGGGTAC
GGATCCGACG)3’ (последовательность 603 под-
черкнута, сайт узнавания Nt.BsmA1 выделен полу-
жирным шрифтом, место разрезания сахарофос-
фатного остова указано знаком ^). Плазмида, 
содержащая позиционирующую нуклеосому по-
следовательность 603 [12], была любезно предо-
ставлена доктором Джоном Видомом (J. Widom).

Амплификация фрагментов ДНК. Необходимое 
количество ДНК получали методом полимеразной 
цепной реакции с использованием флуоресцентно 
меченого олигонуклеотида FAM-282Forwhst 
(5’-FAM-d(CCGGGATCCAGATCCCGAAAATT
TA)-3’) и немеченого олигонуклеотида 282Revwhst 
(5’-d(CGTCGGATCCGTACCCCAGGGACTT)-3’) 
(0,5 мкМ каждый) (Синтол, Россия). Реакцию про-
водили в 1× буфере для Taq-ДНК-полимеразы, со-
держащем 3 мМ MgCl2, дезоксирибонуклеотиды 
в концентрации 0,2 мМ каждого и Taq-ДНК-по-
лимеразу в концентрации 0,05 ед. акт./мкл (все 
реактивы – Евроген, Россия). Пробы инкубирова-
ли 3 мин при 95°С, 30 циклов повторения 93°С 
(10 с), 63°С (20 с), 72°С (20 с) и дополнительно 
7 мин при 72°С в программируемом термостате 
Veriti Thermal Cycler (Life Technologies, США). 

Продукты амплификации ожидаемой длины 
(282 п.н.) очищали от компонентов реакции элек-
трофоретически в 1%-ном агарозном геле с исполь-
зованием 0,5× буфера ТВЕ в камере для горизон-
тального электрофореза Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad 
Laboratories, США). Для экстракции ДНК из геля 
использовали коммерческий набор реагентов 
QIAquick gel extraction kit (Qiagen, Голландия).

Внесение однонитевого разрыва. Полученную 
ДНК инкубировали с ферментом-никазой 
Nt.BsmA1 в буфере CutSmart (NEB, США) и очи-
щали набором QIAquick PCR Purification Kit 
(Qiagen, Голландия). Концентрацию ДНК измеря-
ли спектрофотометрически с использованием 
оборудования Nanodrop 2000c UV-Vis CC (Thermo 
Fisher Scientific, США). Эффективность реакции 
определяли методом электрофореза в 8%-ном 
ПААГ (полиакриламидный гель; соотношение 
акриламида и бисакриламида 19:1) в денатуриру-
ющих условиях в присутствии мочевины в кон-
центрации 8М с использованием 0,5× буфера ТВЕ 
в камере для вертикального электрофореза Mini-
Sub Cell GT (Bio-Rad Laboratories, США). Опреде-
ление длины одноцепочечных фрагментов ДНК 
проводили по метке FAM, внесенной на 5’-конец 
в составе олигонуклеотида 282Forwhst, с помощью 
системы детекции флуоресценции Amersham 
Typhoon (Cytiva, Швеция). ДНК-фрагменты с раз-
рывами, внесенными с эффективностью не менее 
95%, очищали от фермента и реактивов с исполь-
зованием набора QIAquick PCR Purification Kit.

Сборка нуклеосом на анализируемых фрагмен-
тах ДНК. Нуклеосомы собирали на полученных 
фрагментах ДНК в ходе ступенчатого диализа 
против буферных растворов с уменьшающейся 
ионной силой в присутствии источника октамеров 
гистонов – хроматина без линкерных гистонов, 
выделенного из эритроцитов цыплят согласно 
протоколу, подробно описанному ранее [14]. Так, 
в буфере, содержащем 10 мМ Трис-HCl pH 7,5, 
0,1% NP-40, 0,2 мМ ЭДТА, 5 мМ бета-меркапто- 
этанол и 1M NaCl, смешивали фрагменты ДНК 
и хроматин в соотношении 1:4 по массе ДНК (на-
пример, 2 мкг синтетических фрагментов и 8 мкг 
хроматина). Диализ проводили при температуре 
4°С против буферных растворов, содержащих 
10 мМ Трис-HCl pH 7,5, 0,1% NP-40, 0,2 мМ 
ЭДТА, 5 мМ бета-меркаптоэтанол и хлористый на-
трий в понижающейся концентрации (1М в первом 
буфере, инкубация 1 ч; 0,75М – 1 ч; 0,5М – 2,5 ч; 
0,01 М – ночь). Анализ продуктов сборки проводи-
ли методом электрофоретического разделения 
в 4,5%-ном ПААГ с использованием 0,5× буфера 
ТВЕ в камере для вертикального электрофореза 
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, 
США). Условия процедуры подбирали так, чтобы 
минимизировать количество свободной ДНК. 
В дальнейшей работе использовали только смеси, 
содержащие не менее 90% мононуклеосом.
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Очистка РНК-полимеразы E. coli. РНКП очи-
щали по методике [13]. Кратко, клетки E. coli 
штамма BL21(DE3) трансформировали плазмидой 
pVS1, несущей гены альфа-, бета-, бета’- и омега-
субъединиц РНКП с внесенным в одну из них ги-
стидиновым тэгом. Культуру выращивали в объе-
ме 2 л в течение 16 ч с проведением индукции 
экспрессии. Клетки собирали центрифугировани-
ем и лизировали под действием ультразвука. Про-
водили хроматографию на носителе Ni Sepharose 6 
Fast Flow (Cytiva, США). Фракции, содержащие 
РНКП, использовали для дальнейшей аффинной 
хроматографии на гепариновом носителе Heparin 
Hyper D (Sartorius, Германия). Последний этап 
очистки включал ионообменную хроматографию 
на колонке MonoQ 5/5 HR (объем 1 мл, Pharmacia, 
США). Фракции с РНКП собирали, фермент хра-
нили в буфере, состоящем из 30 мМ TrisHCl, pH 
8,0, 50% глицерина, 0,1 мМ ЭДТА, 1 мМ бета-
меркаптоэтанола, 20 мМ NaCl.

Транскрипция нуклеосом РНК-полимеразой E. 
coli. Транскрипцию РНКП (200 нМ) начинали 
с формирования открытого комплекса на матрице 
(40 нМ) в транскрипционном буфере TB40 (20 мМ 
Tris HCl, pH 7,9, 5 мМ MgCl2, 40 мМ KCl и 1 мМ 
бета-меркаптоэтанол) в ходе инкубации 7 мин при 
37°C. Элонгационные комплексы с 11-мерной 
РНК (ЭК-39, число обозначает расположение  
активного центра фермента относительно промо-
тор-проксимальной границы нуклеосомы) фор-
мировали добавлением затравочного тририбо- 
нуклеотида 5’-ApUpC, АТФ до 20 мкM  
и α-[32P]-ГТФ (3000 Ci/mmol) в буфере TB40 
(10 мин при температуре 25°C). Затем добавляли 
немеченый ГТФ до концентрации 20 мкМ и про-
должали реакцию 5 мин в тех же условиях. Для 
предотвращения повторной инициации в реакци-
онную смесь добавляли рифампицин (20 мкг/мл). 
Транскрипцию продолжали добавлением всех  
рибонуклеотидтрифосфатов до концентрации 
200 мкМ каждого в транскрипционном буфере 
с различным содержанием KCl в течение ограни-
ченного времени (точная концентрация KCl 
и время реакции указаны в разделе «Результаты 
исследований»). Реакционную смесь обрабатыва-
ли взбалтыванием с фенолом, насыщенным ци-
тратным буфером рН 4,3 (Sigma-Aldrich, США). 
После центрифугирования проб в течение 10 мин 
при максимальных оборотах в настольной центри-
фуге MiniSpin (Eppendorf, Германия) водную фазу 
отбирали, добавляли 1/10 объема 3М ацетата на-
трия (pH 5,2), гликоген (Thermo Fisher Scientific, 
США) до концентрации 0,2 мг/мл и 3 объема  
96%-ного этилового спирта. После 18-часовой  
инкубации при -20°С нуклеиновые кислоты осаж-
дали центрифугированием при +4ºС в течение 
20 мин при максимальных оборотах (13200 об./мин) 
в настольной центрифуге 5415R (Eppendorf,  
Германия).

Продукты РНК анализировали электрофоре-
тическим разделением в 8%-ном ПААГ (соотно-
шение акриламида и бисакриламида 19:1) в дена-
турирующих условиях в присутствии мочевины 
в концентрации 8М с использованием 0,5× буфе-
ра ТВЕ в камере для вертикального электро- 
фореза Sequi-Gen GT Sequencing Cell (Bio-Rad 
Laboratories, США). Пробы растворяли в буфере, 
содержащем 95% формамида, 0,1% додецилсуль-
фата натрия (SDS), 0,01% бромфенолового синего 
и 0,01% ксиленцианола. Перед нанесением пробы 
прогревали 5 мин при 95°С, тщательно перемеши-
вая. Распределение продуктов в геле анализирова-
ли с помощью системы детекции радиоактивного 
распада 32P флуоресцентного сканера Typhoon 
Trio (General Electric, Великобритания). Было 
проведено по три независимых эксперимента. Ко-
личественный анализ проводили с использовани-
ем программного обеспечения Fiji ImageJ (США), 
предел погрешностей определялся как стандарт-
ное отклонение значений в выборке.

Результаты и обсуждение
Экспериментальная система транскрипции 

хроматина in vitro. В данной работе процесс 
транскрипции хроматина с однонитевыми разры-
вами нематричной цепи ДНК изучался в экспери-
ментальной системе с использованием собранных 
на коротких фрагментах ДНК одиночных нуклео-
сом (рис. 1А) [14]. Для точного позиционирования 
октамера гистонов в ДНК была внесена высоко-
аффинная к гистонам последовательность 603. Та-
кие нуклеосомы представляют собой асимметрич-
ный барьер для РНКП 2 [15], то есть его высота 
зависит от ориентации последовательности отно-
сительно промотора. Здесь была использована так 
называемая «пропускающая» ориентация, которая 
лучше воспроизводит свойства транскрипции in 
vivo, такие как сохранение тетрамера гистонов 
(Н3-Н4)2 на ДНК и потеря части димеров гисто-
нов Н2А-Н2В [16, 17]. В экспериментах использо-
вали РНКП E. coli, которая воспроизводит специ-
фический для РНКП 2 механизм транскрипции 
через нуклеосому, в том числе в присутствии одно-
нитевых разрывов нематричной цепи [8, 15, 17, 18]. 
РНКП была очищена в виде холофермента с сиг-
ма70-субъединицей, для инициации транскрип-
ции в ДНК был внесен сигма(70)-зависимый про-
мотор Т7А1.

Методом ПЦР были получены фрагменты 
ДНК, включающие промотор T7A1 и модифициро-
ванную последовательность 603 (рис. 1В, дорожка 
«ДНК»; на рис. 1Б приведены результаты внесения 
однонитевого разрыва в ходе инкубации с ника-
зой). На ДНК с разрывами и без были собраны ну-
клеосомы (рис. 1В, дорожки «Нукл»). Продукты 
диализа включали мононуклеосомы и динуклеосо-
мы (указаны на рисунке как «Нукл» и «ДиНукл» 
соответственно). В случае образования динуклео-
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сомной структуры второй гистоновый октамер вза-
имодействует с промоторным участком, поэтому на 
таких фрагментах не происходит инициация транс-
крипции и их присутствие не влияет на результаты 
транскрипционных экспериментов.

Разрыв +7 вызывает замедление РНКП при 
транскрипции нуклеосом. Контрольные экспери-
менты по транскрипции свободной от гистонов 
ДНК в течение 2 мин при разной ионной силе 
раствора (использованы концентрации KCl в ре-
акционной смеси 40, 150 и 300 мМ) показали, что 
разрыв между 7 и 8 нуклеотидными остатками по-
следовательности 603 от границы, ближайшей 
к промотору (далее +7), не влияет на элонгацию 

модельной РНКП E. coli. Скорость продвижения 
фермента вдоль матричной ДНК с разрывами 
в исследуемом участке не отличалась от наблюдае-
мой на неповрежденной ДНК (рис. 1Г, показаны 
результаты транскрипции при 40 мМ KCl).

Нуклеосомы с разрывом и без транскрибиро-
вали в течение 2 мин после образования ЭК-39 
при различных концентрациях KCl (40, 150 
и 300 мМ). Результаты экспериментов показали, 
что при организации в нуклеосому тот же одиноч-
ный разрыв вызывает дополнительное замедление 
РНКП (рис. 1Д). Оказалось, что разрыв +7 вызы-
вает остановку РНКП в том же положении, что 
и уже исследованные ранее +12 и +17 [8] – при 

Рис. 1. Разрыв нематричной цепи ДНК в положении +7 п.н. относительно входа в нуклеосому вызывает замедление РНК-поли-
меразы при транскрипции нуклеосомной ДНК. А – экспериментальная система транскрипции хроматина in vitro. Матрица ДНК 
включает σ70-зависимый промотор T7A1 для РНК-полимеразы Escherichia coli и позиционирующую октамер гистонов последова-
тельность 603 ([12], показана овалом). В последовательность 603 внесен участок узнавания ферментом-никазой. В ДНК вносят раз-
рыв, на фрагментах ДНК собирают нуклеосомы. Для определения эффективности внесения разрыва на 5’-конец нематричной 
цепи внесена флуоресцентная метка FAM (схематически изображена звездочкой). Последовательность нуклеотидов в точке старта 
транскрипции (указана стрелкой) позволяет проводить радиоактивное пульс-мечение продуктов для последующего количествен-
ного анализа. После мечения в присутствии ограниченного набора рибонуклеотид-5-трифосфатов (рНТФ) транскрипцию продол-
жают в различных условиях. Полученные в ходе реакции РНК-продукты анализируют методом электрофореза в полиакриламид-
ном геле (ЭФ в ПААГ) в денатурирующих условиях. Б – определение эффективности внесения разрыва в нематричную цепь ДНК 
методом ЭФ в ПААГ в денатурирующих условиях. Детекция флуоресцентного сигнала метки FAM, внесенной на 5’-конец нема-
тричной цепи. После воздействия фермента-никазы Nt.BsmA1 цепь разделяется на два более коротких участка – меченый и немече-
ный. В – сборка нуклеосом на ДНК. Электрофорез ДНК-белковых комплексов в ПААГ в нативных условиях. Детекция по вклю-
ченной в ДНК флуоресцентной метке FAM. 1 – свободная от гистонов ДНК; 2 – нуклеосомы без повреждений; 3 – нуклеосомы 
с однонитевым разрывом +7. ДиНукл – динуклеосомы – комплексы со вторым октамером гистонов на промоторном участке.  
Г – результаты транскрипции свободной от гистонов ДНК в 40 мМ KCl в течение 2 мин (сигнал радиоактивного распада [32P]).  
1 («-») – без разрыва, 2 («+») – с разрывом +7. Д – результаты транскрипции нуклеосом с неповрежденной ДНК («-») или с разры-
вом в положении +7 («+») в различных солевых условиях в течение 2 мин. Участок, при прохождении которого остановка усилива-
ется (+24), отмечен треугольником-стрелкой. Полноразмерный транскрипт длиной 207 нуклеотидов отмечен серой стрелкой. 
Справа серым овалом схематически обозначено расположение гистонового октамера на ДНК-матрице и направление транскрип-
ции (сигнал радиоактивного распада [32P]). 1 – М – радиоактивно меченые продукты расщепления плазмиды pBR322 эндонуклеа-
зой MspI, длины указаны в нуклеотидах. 2 и 6 – элонгационный комплекс 39 на матрицах без разрыва и с разрывом соответственно. 
3-5 и 7-9 – транскрипция в 40, 150 или 300 мМ KCl на матрицах без разрыва и с разрывом соответственно.
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достижении активным центром фермента положе-
ния +24 – то есть его действие распространяется 
на 17 п.н. вперед по ходу транскрипции. Согласно 
полученным ранее данным [8, 11], место останов-
ки оказалось определено не позицией самого раз-
рыва, а положением активного центра РНКП. 
Так, в работе впервые показано влияние однони-
тевого разрыва, расположенного на расстоянии 
17 п.н. от места остановки РНКП.

Эффект особенно хорошо выражен в условиях 
пониженной ионной силы (40 мМ KCl) и в физио-
логических солевых условиях (150 мМ KCl), он за-
метно ослабляется при повышении ионной силы 
(300 мМ KCl). Более эффективное продвижение 
фермента через нуклеосомные разрывы, скорее 
всего, объясняется дестабилизацией ДНК-гисто-
новых взаимодействий в буфере с более высокой 
ионной силой [19].

Эффективность замедления РНКП в присут-
ствии разрыва нематричной цепи нуклеосомной 
ДНК зависит от расположения повреждения и ак-
тивного центра фермента. Ранее было установле-
но, что разрыв +12 вызывает высокоэффективную 
остановку РНКП в положении +24 в физиологич-
ных солевых условиях (92,0 ± 2,6%), в то время 
как разрыв +17 замедляет лишь 39,5 ± 5,0% фер-
мента в этом же положении [8]. Повреждение +17 
находится всего за 7 п.н. до вызываемой им оста-
новки фермента (+24). В работе [8] было предпо-
ложено, что при достижении активным центром 
РНКП положения +24 разрыв +17 остается 
в транскрипционном «пузыре» – расплетенном 
участке матричной ДНК, полностью находящемся 
внутри РНКП, где структура ДНК может быть до-

полнительно стабилизирована самим ферментом. 
Возможно, в таком случае ослабление отрицатель-
ного суперскручивания, накапливаемого в замкну-
той внутринуклеосомной петле, будет затруднено. 
В данной работе эффективность замедления РНКП 
в присутствии разрыва +7 была определена по ре-
зультатам трех независимых экспериментов. В фи-
зиологических солевых условиях она составила все-
го около 13,5 ± 1,0%. Так, для исследованных 
однонитевых разрывов эффективность остановки 
уменьшается в следующем порядке: +12 > +17 > +7. 
Возможно, вблизи положения +7 начинается фор-
мирование ДНК-гистоновых контактов позади 
фермента, которые стабилизируют ДНК вокруг раз-
рыва. В рамках модели формирования внутрину-
клеосомных петель полученные данные свидетель-
ствуют в пользу того, что, по-видимому, участки 
между активным центром фермента и границами 
ДНК-гистоновых взаимодействий имеют длину 
около 20 п.н., а общий размер петли составляет, со-
ответственно, 40–60 нуклеотидов.

Замедление РНКП в присутствии разрыва +7 
относительно кратковременно. Остановка в поло-
жении +24 в присутствии разрыва +12 крайне 
медленно преодолевается во времени [8]. В насто-
ящей работе была изучена временная зависимость 
остановки РНКП в присутствии разрыва +7. Экс-
перименты проводились при концентрации KCl 
в транскрипционном буфере 150 мМ в течение 
ограниченного времени (30 с, 45 с, 90 с, 3 мин, 
6 мин, 10 мин, 20 мин) (рис. 2А). Было определе-
но, что остановка фермента успешно преодоле- 
вается через 3 мин после добавления всех 
рибонуклеотид-5-трифосфатов (рНТФ). Прове- 

Рис. 2. Остановка РНК-полимеразы в присутствии разрыва нематричной цепи нуклеосомной ДНК в положении +7 относительно кра-
тковременна. А – проведены эксперименты по транскрипции нуклеосом с разрывом +7 в течение различного времени (1 – 15 с,  
2 – 45 с, 3 – 90 с, 4 – 3 мин, 5 – 6 мин, 6 – 10 мин, 7 – 20 мин). Реакция проводилась при концентрации KCl 150 мМ. Сигнал радиоак-
тивного распада [32P] в меченых РНК-продуктах, разделенных ЭФ в ПААГ в денатурирующих условиях. М – pBR322 MspI. Для удоб-
ства интерпретации справа приведена схема нуклеосомной матрицы с соблюдением расположения октамера гистонов, положения раз-
рыва и остановки. Стрелкой указано направление транскрипции, треугольником-стрелкой указан участок, при прохождении которого 
наблюдается замедление РНК-полимеразы в присутствии разрыва +7. Б – доля остановленной в положении +24 РНК-полимеразы 
определена относительно общего количества продуктов транскрипции в нуклеосомной области. Анализ проведен по трем независи-
мым экспериментам. Данные для разрыва +12 взяты из для сравнения. В – модель действия однонитевых разрывов +7, +12 и +17. Их 
положение позади РНКП стимулирует остановку фермента (+24), «сила» которой зависит от расположения разрывов +7, +12 и +17 во 
внутринуклеосомной петле. При отворачивании ДНК от октамера гистонов позади фермента транскрипция может продолжаться.
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ден сравнительный анализ доли комплексов  
с остановленной в положении +24 РНКП относи-
тельно общего числа продуктов транскрипции 
в нуклеосомной области в присутствии разрывов 
+7 и +12 (рис. 2Б). Определено, что скорость вы-
хода РНКП из остановленного состояния заметно 
выше в случае разрыва +7, чем в случае +12. Ста-
билизация цепей ДНК внутри РНКП или вблизи 
ДНК-гистоновых взаимодействий, предположи-
тельно, способствует более успешному накопле-
нию напряжения в ДНК, открыванию петли 
и дальнейшему продвижению фермента (рис. 2В).

Разрыв +7 снижает эффективность остановки 
РНКП в области +1. При пониженной ионной 
силе (40 мМ KCl) наблюдается замедление РНКП 
на границе нуклеосомы (рис. 1Д, дорожка 3, уча-
сток +1). В этом участке через 2 мин реакции на-
капливается 14,3 ± 1,4% РНКП. Разрыв +7 при 
низкой ионной силе раствора несколько ослабля-
ет остановку РНКП в положении +1 (рис. 1Д, до-
рожка 7) – доля комплексов составляет 6,3±0,3%. 
Это подтверждает более ранние наши данные 
о стимулирующем действии разрывов нематрич-
ной цепи ДНК на элонгацию, осуществляемую 
РНКП, через специфичные для транскрипции ну-
клеосомной ДНК области замедления РНКП, рас-
положенные до повреждения [8]. Предположи-
тельно, такой эффект связан с уменьшением 
положительного суперскручивания ДНК, которое 
возникает впереди РНКП при транскрипции и не-
гативно сказывается на скорости продвижения 
фермента [20, 21].

Наши данные подтверждают предложенную 
ранее модель остановки РНКП в присутствии раз-
рывов, расположенных на нематричной цепи ДНК. 
По мере продвижения фермента вдоль нуклеосомы 
происходит отворачивание ДНК от октамера гисто-
нов, и его ДНК-связывающая поверхность откры-
вается. В некоторых положениях РНКП (с перио-
дичностью около 10 п.н.), по-видимому, может 
происходить кратковременное взаимодействие ги-
стонов и ДНК позади фермента (на расстоянии 
около 20 п.н. от активного центра). В этом случае 
формируются временные комплексы, содержащие 
внутринуклеосомную петлю ДНК с остановленной 
РНКП. Такие структуры, вероятно, имеют неболь-
шой размер (40–60 п.н.) и эффективно стабилизи-
руются разрывами позади фермента. Остановка 
РНКП, в свою очередь, может служить сигналом 
для начала репарации поврежденной ДНК.
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торы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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Previous studies revealed the inhibitory effect of single-stranded breaks in a non-template DNA 
strand (NT-SSB) on RNA polymerase transcription through the nucleosome. The observed 
effect was explained within the model of chromatin transcription mechanism with the formation 
of intranucleosomal DNA loops (i-loops) – intermediates in which the enzyme is locked in the 
DNA loop on the histone octamer. According to the model, NT-SSBs reduce the tension in the 
DNA structure caused by transcription and hinders the opening of the i-loop with the enzyme 
and further elongation. In this work, the boundaries of such i-loops are determined. 
Nucleosomes with NT-SSBs were transcribed. It was determined that the formation of contacts 
between DNA and histones behind RNAP occurs at a distance of more than 17 base pairs from 
the active center of the enzyme.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 576.38+577.215.3+616.36-004

Уровень экспрессии мРНК CXCL12 как независимый маркер 
прогрессирования фиброза печени у крыс
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2Белорусский государственный медицинский университет,  
Республика Беларусь, 220116, г. Минск, пр. Дзержинского, д. 83, корп. 15
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К настоящему времени накопленные знания о роли хемокина CXCL12 в инициации 
и развитии фиброза печени немногочисленны и не позволяют оценить потенциал ис-
пользования уровня мРНК CXCL12 в качестве независимого маркера фиброгенеза и про-
цессов, связанных с фиброзом и циррозом. При моделировании тиоацетамидом фиброза 
и цирроза печени у крыс-самцов Wistar на всех стадиях прогрессирования фиброза уста-
новлен низкий уровень экспрессии мРНК CXCL12 (p<0,0001) по сравнению с контроль-
ной группой крыс. В начале эксперимента (3 нед.) выявили интенсивное снижение уров-
ня экспрессии мРНК CXCL12 в 2,93 раза (p<0,0001). С 3 по 9 нед. уровень экспрессии 
гена снижался постепенно (p<0,0001). Перестройка паренхимы органа и формирование 
ложных печеночных узелков (11, 13 и 15 нед.) не сопровождались изменением уровня 
экспрессии гена. При тотальном формировании ложных печеночных узелков и выражен-
ном диффузном разрастании соединительной ткани (17 нед.) отмечался незначительный 
рост уровня экспрессии мРНК CXCL12. Полученные нами результаты позволяют пред-
положить, что уровень экспрессии мРНК CXCL12 связан с процессами фиброза и цирро-
за. мРНК CXCL12 может выступать в роли независимого маркера фиброгенеза, но не 
цирроза печени на фоне токсического повреждения ее тиоацетамидом. При проведении 
фундаментальных, доклинических исследований по оценке эффективности антифибро-
тических лекарственных средств с использованием данной экспериментальной модели 
и динамики патологического процесса минимально допустимым числом контрольных 
точек считаем три, а именно: портальный фиброз (3 нед.), мостовидный фиброз (5 нед.), 
начало процесса трансформация фиброза печени в цирроз (9 нед.).

Ключевые слова: фиброз печени, цирроз печени, интоксикация тиоацетамидом. полимераз-
ная цепная реакция в режиме реального времени, уровень экспрессии мРНК CXCL12, шкала 
Ishak K.G.

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-2022-77-4-248-257

Хемокин CXCL12 конститутивно экспресси-
руется во многих тканях человека и животных [1]. 
Посредством связывания с рецептором (CXCR4) 
CXCL12 активирует много сигнальных путей, ко-
торые отвечают за хемотаксис, миграцию клеток, 
их адгезию, пролиферацию и др. [2]. Большое ко-
личество работ посвящено изучению роли и меха-
низмов действия CXCL12 на примере канцерогене-
за. Комплексы CXCL12/CXCR4 и CXCL12/CXCR7 
являются мишенями для специфических ингиби-
торов в ходе таргетной терапии ряда опухолей [3]. 
Одной из главных ролей CXCL12 в развитии опу-
холи является стимуляция миграции ряда клеток. 
Однако на данный момент раскрыть достаточное 
количество деталей механизмов работы CXCL12 
не удалось [4]. 

Значительно меньше работ посвящено роли 
CXCL12 в инициации и развитии фиброза в раз-

личных органах. Некоторые авторы считают, что 
в ходе фиброза CXCL12 не только выполняет важ-
ную функцию, но и должен рассматриваться как 
мишень для таргетной терапии фиброза. Это свя-
зано с тем, что по аналогии с опухолями, при фи-
брозе CXCL12 стимулирует миграцию ряда кле-
ток, способствуя его инициации 
и прогрессированию [5]. Ранее проведенные ис-
следования показали, что ингибирование CXCL12 
само по себе пока не оправдывает надежд в отно-
шении терапии фиброза. Напротив, ингибирова-
ние его рецептора CXCR4 демонстрирует выра-
женный терапевтический эффект [6]. Наряду 
с этим некоторые исследования показывают, что 
тяжесть и скорость развития фиброза может зави-
сеть от наличия однонуклеотидных замен в струк-
туре гена CXCL12 [7]. Наконец, не стоит упускать 
из вида и наличие ряда альтернативных сплайс-
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вариантов мРНК и изоформ собственно белка 
CXCL12. По мнению некоторых авторов, регуля-
ция экспрессии CXCL12 осуществляется преиму-
щественно на уровне сплайсинга, а не транскрип-
ции. Различные сплайс-варианты связываются 
с рецепторами CXCR4 и CXCR7, но характеризу-
ются разными свойствами [8]. 

К сожалению, даже при наличии всего арсе-
нала современных методов, пока не представляет-
ся возможным разобраться в механизмах того или 
ли иного патологического процесса в печени ме-
тодом in vivo. Использование клеточных моделей 
не позволяет воспроизвести постоянно меняюще-
еся состояние микроокружения в печени. Это, 
в свою очередь, приводит к накоплению противо-
речивых результатов. В отношении роли CXCL12 
в инициации и развитии фиброза печени также 
существует ряд вопросов. В частности, первые 
данные свидетельствовали о том, что уровень бел-
ка и мРНК при фиброзе увеличивается и связан 
с его прогрессированием. Однако позже были по-
лучены результаты, согласно которым в зависимо-
сти от выбранной модели уровни белка CXCL12 
и мРНК CXCL12 могут как расти, так и умень-
шаться [9]. 

В изученной литературе отсутствуют исследо-
вания, направленные на возможность использова-
ния мРНК CXCL12 как независимого маркера 
фиброгенеза печени и процессов, связанных с фи-
брозом и циррозом. Мы не нашли данных об ис-
пользовании уровня экспрессии мРНК гена для 
определения направленности процесса в сторону 
регенерации органа или в сторону прогрессирова-
ния фиброза. 

В данной работе мы оценивали потенциал ис-
пользования уровня экспрессии мРНК CXCL12 
в качестве независимого маркера фиброгенеза 
печени.

Материалы и методы
В рамках настоящей работы были использова-

ны международные термины по цитологии и ги-
стологии [10], а при описании генов применяли 
названия терминов, принятые в Guidelines for 
Nomenclature of Genes, Genetic Markers, Alleles, 
and Mutations in Mouse and Rat (http://www.
informatics.jax.org/mgihome/nomen/gene.shtml). 

Протокол исследования на крыс-самцах 
Wistar весом от 190–210 г. был одобрен на заседа-
нии Комиссии по биоэтике и гуманному обраще-
нию с лабораторными животными при учрежде-
нии образования «Витебский государственный 
ордена Дружбы народов медицинский универси-
тет» (протокол № 6 от 03.01.2019). Фиброз и цир-
роз печени вызывали путем хронической инток-
сикации крыс тиоацетамидом (ТАА). В литературе 
распространена модель внутрибрюшинного введе-
ния ТАА в дозе 300 мг/кг 3 раза в нед. Примене-
ние данной методики оказалось невозможным 

ввиду образования воспаления в местах инъекции 
раствора и массовой гибели крыс от острой пече-
ночной недостаточности. В связи с этим исполь-
зовали отработанную опытным путем другую схе-
му эксперимента. Свежеприготовленный раствор 
ТАА вводили в желудок с помощью зонда (интра-
гастрально) в дозе 200 мг/кг массы тела крысы 
2 раза в нед. в течение 17 нед. Крысы контрольной 
группы получали аналогичный объем воды без 
ТАА. Во время эксперимента летальность соста-
вила 9 животных (на 2-й, 9-й, 12-й и 15-й нед.). 
Распределение животных по группам представле-
но в табл. 1.

Таблица 1

Количество и распределение по группам крыс Wistar  
в эксперименте

Наименование 
группы

Продолжительность 
эксперимента, недели

Количество крыс 
в группе

m0
контрольная 17 12

m1 3 12
m2 5 12
m3 7 12
m4 9 12
m5 11 12
m6 13 12
m7 15 12
m8 17 12

Забор биологического материала и пробоподго-
товка. После декапитации из большой левой доли 
печени крыс скальпелем забирали фрагменты орга-
на диаметром не более 5 мм, помещали в криопро-
бирки и далее в жидкий азот для транспортировки 
и хранения непосредственно до начала процедуры 
выделения суммарной РНК. Гомогенизацию мате-
риала осуществляли с использованием фарфоро-
вых ступок и пестиков в присутствии жидкого азо-
та, не допуская размораживания ткани. 

Выделение суммарной РНК. Выделение сум-
марной РНК из исследуемых образцов печени 
проводили с помощью набора реагентов «АртРНК 
MiniSpin» (АртБиоТех, Беларусь) согласно прото-
колу производителя. После процедуры выделения 
и очистки суммарную РНК элюировали с мини-
колонок с помощью свободной от РНКаз воды 
milli-Q, входящей в состав набора. Контроль каче-
ственных характеристик образцов выполняли 
с помощью электрофореза в агарозном геле (вы-
борочно) без денатурирующих условий (однократ-
ный ТРИС-ацетатный буфер, двухпроцентный 
агарозный гель). Количество суммарной РНК по-
сле выделения определяли с помощью спектрофо-
тометрии при длине волны 260 нм на приборе 
Specord 250 (Analytic Jena, Германия). 

Обратная транскрипция. Синтез кДНК про- 
водили с использованием олиго-dT праймеров  
и набора реагентов ArtMMLV Total (АртБиоТех,  

http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/gene.shtml
http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/gene.shtml
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Беларусь) в соответствии с инструкцией произво-
дителя. Для одной реакции применяли одинако-
вое стартовое количество суммарной РНК – 
200 нг/реакцию. 

Метод полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени (ПЦР-РВ). При выполнении 
ПЦР-РВ использовали реагенты производства 
компании «Праймтех», Беларусь. Конечный объ-
ем реакционной смеси составлял 25 мкл и содер-
жал все необходимые компоненты в следующих 
концентрациях и количествах: 2 мМ хлорида маг-
ния, 0,1 мМ смеси дезоксинуклеотидтрифосфа-
тов, 500 нМ олигонуклеотидов, включая зонд для 
ПЦР-РВ, 1,25 ед. термостабильной Taq-ДНК-
полимеразы с соответствующим буферным рас-
твором. Режим термоциклирования: +95оС – 
2 мин, затем 40 циклов: +95оС – 5 сек, 
+60оС – 45 сек. В работе использовали прибор 
CFX96touch (BioRad, США). Эффективность ре-
акций определяли с помощью метода стандартной 
кривой и серий разведений концентрированных 
образцов кДНК с шагом в 5 раз. Критерием удов-
летворительной эффективности считали не менее 
95%. Все реакции проводили в трех повторностях. 
Для оценки относительного уровня мРНК 
CXCL12 использовали метод 2-dCt.

Олигонуклеотиды. Выбор олигонуклеотидных 
праймеров и зондов проводили с помощью бес-
платного онлайн-приложения Primer3 v. 0.4.0 
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Уникальность 
и специфичность полученных олигонуклеотидов 
проверяли с помощью онлайн-сервиса Blast 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Перечень 
выбранных молекулярных мишеней и кандидатов 
в референсные гены представлен в табл. 2.

В случае наличия нескольких вариантов 
мРНК перед началом дизайна проводили их вы-
равнивание с помощью бесплатного программно-
го пакета Ugene v.33 (UniPro, Россия). Для дизай-
на использовали консервативные участки 
последовательности мРНК (позволяющие анали-
зировать все известные альтернативные сплайс-
формы мРНК суммарно) с соблюдением правила 
о размещении одного или более олигонуклеотидов 
в месте соединения двух разных экзонов. После-
довательности выбранных олигонуклеотидных 
праймеров и зондов представлены в табл. 3.

Нормализация данных ПЦР-РВ. В качестве  
референсного гена для нормализации данных  
ПЦР-РВ использовали HES1, характеризующийся 
наименьшим разбросом значений во всех экспе-
риментальных группах. В предварительном иссле-

Е.И. Лебедева, А.С. Бабенко, А.Т. Щастный

Таблица 2

Характеристика гена-мишени и кандидатов в референсные гены

Название 
гена Статус NCBI

Gene ID
Референсная 

последовательность мРНК Кодируемый белок

CXCL12 мишень 24772 NM_001033883.1 Хемокин подсемейства CXC

HPRT1 кандидат 
в референсные гены 24465 NM_012583.2 Гипоксантин-гуанинфосфорибозилтрансфераза 

(hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1)

SDHA кандидат 
в референсные гены 157074 NM_130428.1

Субъединица А флавопротеина, входящего в комплекс 
сукцинат-убихинон-оксидорекдуктаза (succinate 
dehydrogenase complex flavoprotein subunit A)

HES1* кандидат 
в референсные гены 29577 NM_024360.4

Базовая спираль–петля–спираль 1 семейства bHLH 
((basic helix-loop-helix), hes family bHLH transcription 
factor 1)

Примечание: * – ген HES1 использован в качестве кандидата в референсные гены поскольку в предварительных экспери-
ментах мы установили высокий уровень стабильности экспрессии (стандартное отклонение менее одного цикла), первоначаль-
но рассматривался как ген-мишень. 

Таблица 3

Последовательности специфических олигонуклеотидных праймеров и флуоресцентно-меченых зондов

Ген Последовательность олигонуклеотида, 5’  3’

CXCL12
Прямой
Обратный
Зонд  

CAGATTGTTGCAAGGCTGAA
TCCACTTTAATTTCGGGTCAA
FAM-AAGCAACAACAGACAAGTGTGCA-BHQ1

HPRT1
Прямой
Обратный
Зонд

GGACAGGACTGAAAGACTTGCT
ACAGAGGGCCACAATGTGAT
FAM-CATGAAGGAGATGGGAGGCC-BHQ1

SDHA
Прямой
Обратный
Зонд

CCCACAGGTATCTATGGTGCT
TTGGCTGTTGATGAGAATGC
FAM-CATCACAGAAGGGTGCCGTG-BHQ1

HES1
Прямой
Обратный
Зонд

GAAAGATAGCTCCCGGCATT
CGGAGGTGCTTCACTGTCAT
FAM-CCAAGCTGGAGAAGGCAGACA-BHQ1
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ЭКСПРЕССИЯ МРНК CXCL12 ПРИ ПРОГРЕССИРОВАНИИ ФИБРОЗА ПЕЧЕНИ У КРЫС

Статистический анализ. Результаты количе-
ственных измерений оценивали с использованием 
программ Statistica 10.0 (StatSoft Inc. США,), IBM 
SPSS Statistics 23.0 (An IBM Company, 28.0.1, 
США), Microsoft Office Excel (Microsoft Corp., 
США). 

В выборках для каждой недели эксперимента 
определяли нормальность частотного распределе-
ния признака по критерию Лиллиефорса. Получа-
ли описательные статистики и описывали количе-
ственные экспериментальные данные в виде 
средних и их соответствующих доверительных ин-
тервалов ДИ (среднее – М (95% ДИ: j-q)), медиа-
ны и значения 15-го – 85-го процентилей (медиа-
на – Ме (15%-ный процентиль; 85%-ный 
процентить)). Об уровне статистической значимо-
сти различий изучаемых признаков в группах с 
нормальным частотным распределением данных 
судили по t-критерию Стьюдента; в случае отли-
чия выборок от нормального частотного распреде-
ления использовали U-критерий Манна-Уитни. 
Для выявления наличия зависимости и ее силы 
между изучаемыми признаками использовали не-
параметрическую ранговую корреляцию Спирме-
на. 

Для наглядности результаты статистической 
обработки данных представили в виде графиков 
однофакторного параметрического дисперсион-
ного анализа. Так как во всех группах было одина-
ковое количество исследуемых признаков, счита-
ли допустимым использовать параметрический 
дисперсионный анализ [13].

Результаты
Морфологический анализ печени крыс. В печени 

интактных крыс соединительная ткань выявля-
лась в незначительном количестве вокруг сосудов 
триад, центральных и собирательных вен в виде 
тонких коллагеновых волокон (рис. 1А). Степень 
фиброза по шкале К.Г. Ишака соответствовала F0.

На раннем сроке эксперимента (3 нед.) отме-
чался портальный фиброз печени F1. Мостовид-
ный фиброз не выявили. 

довании (данные не приводятся) не обнаружили 
изменений уровня экспрессии мРНК этого гена 
в ответ на экспериментальное воздействие в тече-
ние всего периода наблюдений (17 нед.). Исполь-
зование SDHA и HPRT1, а также их комбинации 
не повышало точность оценки и не вносило прин-
ципиальных изменений в конечные расчеты. 

Гистологическое исследования. Образцы пече-
ни диаметром 5–10 мм помещали в 10%-ный рас-
твор нейтрального формалина на фосфатном бу-
фере и фиксировали в течение 24 ч. Затем 
проводили обработку фиксированного материала 
с последующей заливкой в парафин с использова-
нием автомата для гистологической обработки 
ткани STP-120 (Thermo Fisher Scientific, Герма-
ния) и станции для заливки ткани парафином 
EC350 (Thermo Fisher Scientific, Германия). С по-
мощью ротационного микротома НМ340Е 
(MICROM Laborgerate GmbH, Германия) изготав-
ливали 3–4 среза толщиной 4 мкм и помещали их 
на предметные стекла. Для получения обзорных 
гистологических препаратов срезы печени окра-
шивали гематоксилином и эозином, а для выявле-
ния соединительной ткани – по методу Маллори 
в автоматическом программируемом приборе для 
цитологических и гистологических исследований 
HMS70 (Thermo Fisher Scientific, Германия). При 
выборе метода окраски соединительной ткани 
в печени остановились на окраске по методу Мал-
лори, используемой в нашей лаборатории. 

Морфометрический анализ. На гистологиче-
ских препаратах с использованием компьютерных 
программ ImageScope Color и cellSens Standard 
определяли отношение площади соединительной 
ткани (в процентах) к общей площади среза [11]. 
Измерения осуществляли путем микрофотосъем-
ки случайных полей зрения препаратов печени 
цифровой камерой OLYMPUS XC30 (Япония) на 
базе микроскопа OLYMPUS BX51 (Япония) при 
увеличении объектива 20× (не менее 3 полей зре-
ния в каждом гистологическом срезе). Степень 
фиброза печени определяли согласно полуколиче-
ственной шкале К.Г. Ишака (табл. 4) [12].

Таблица 4

Стадии фиброза печени по шкале К.Г. Ишака

Стадии фиброза  
по шкале К.Г. Ишака Морфологическая характеристика степени выраженности фиброза

F0 Фиброз отсутствует
F1 Фиброзное расширение портальных зон с короткими фиброзными септами и без них
F2 Фиброзное расширение большинства портальных зон с короткими фиброзными септами и без них
F3 Фиброзное расширение большинства портальных зон с единичными мостовидными портопортальными 

септами
F4 Фиброзное расширение большинства портальных зон с выраженными мостовидными портопортальными 

и портоцентральными септами
F5 Многочисленные мостовидные септы с единичными узелками (неполный цирроз)
F6 Цирроз достоверный
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По истечении 5–7 нед. интоксикации крыс 
ТАА в паренхиме печени обнаружили порталь-
ный, мостовидный, местами центролобулярный 
и диффузный перицеллюлярный, фиброз F2/F3 
и F3/F4 соответственно (рис. 1Б).

При дальнейшей интоксикации крыс и про-
грессировании фиброза печени (9 нед., F4/F5) 
в гистологических препаратах в области отдель-
ных портальных зон наблюдали единичные лож-
ные печеночные дольки, формирование которых 
отражает начало процесса трансформация фибро-
за печени в цирроз (рис. 1В).

По окончании 11 нед. эксперимента на гисто-
логических препаратах выявили диффузную пере-
стройку паренхимы печени с формированием 
ложных печеночных долек, что соответствовало 
степени фиброза F5. Интересно отметить, что 
в период с 9-й по 11-ю нед. в печени крыс не на-
блюдали процесс увеличения зон некроза на ме-
стах полей вакуольной дистрофии и некробиоза 
гепатоцитов. При этом установили значительное 

разрастание соединительной ткани вокруг пор-
тальных зон и формирование толстых соедини-
тельнотканных септ по периферии ложных пече-
ночных долек.

На следующем этапе эксперимента (13 нед.) 
морфологически выявили тотальное поражение 
печени крыс (достоверный цирроз, F6). На срезах 
гистологических препаратов отмечали образова-
ние ложных печеночных узелков разного диаметра 
и формы (рис. 1Г). 

К концу эксперимента (15–17 нед.) наблюда-
ли выраженное диффузное разрастание соедини-
тельнотканных септ, формирование новых лож-
ных печеночных долек за счет разделения 
крупных долек тонкими соединительнотканными 
септами, а также выраженный диффузный пор-
тальный, перипортальный и перицеллюлярный 
фиброз. Установлено, что в различных участках 
одного и того же среза прогрессирование патоло-
гических изменений было выражено с различной 
степенью интенсивности.

Рис. 1. Фрагменты печени крыс. Окраска по методу Маллори. А – фрагмент печени крысы контрольной группы, незначительное 
количество соединительной ткани в области центральной вены отмечено стрелкой, увел. 400×; Б – фрагмент печени крысы 
с индуцированным циррозом через 5 нед. после начала эксперимента, соединительнотканные септы между портальными зона-
ми (мостовидный фиброз) отмечены стрелками, увел. 200×; В – фрагмент печени крысы с индуцированным циррозом через 
9 нед. после начала эксперимента, сформированная ложная печеночная долька выделена рамкой овальной формы, увел. 200×; 
Г – фрагмент печени крысы с индуцированным циррозом через 13 нед. после начала эксперимента, видны сформированные 
ложные печеночные дольки, увел. 200×. 
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Изменение площади соединительной ткани. 
На рис. 2 представлен график изменения площади 
соединительной ткани на протяжении всего экс-
перимента. До стадии фиброза F5 (неполный цир-
роз, 11 нед.) отмечали процесс постепенного уве-
личения площади соединительной ткани. Вместе 
с тем к концу 17 нед. происходило ее интенсивное 
разрастание и увеличение в 14,00 раз (p<0,0001) по 
сравнению с контрольной группой. 

Следует обратить внимание на факт того, что 
при попарном сравнении нед. эксперимента меж-
ду собой отличий не выявлено: между контроль-
ной группой и 3 нед. (р = 0,6759), между 3 и 5 нед. 
(р = 0,9560), между 3 и 7 нед. (р = 0,4433), между 
5 и 7 нед. (р = 0,9936). 

Динамика уровня экспрессии мРНК гена 
CXCL12. На всех стадиях фиброза и цирроза в пе-
чени крыс-самцов Wistar установлен низкий уро-
вень экспрессии мРНК CXCL12 (p<0,0001) по 
сравнению с контрольной группой крыс. Измене-
ние уровня экспрессии гена представлены 
в табл. 5 и рис. 3. В начале эксперимента (3 нед.) 
установили резкое снижение уровня экспрессии 
мРНК CXCL12 в 2,93 раза (p<0,0001) по сравне-
нию с контрольной группой.

С 3 по 9 нед. уровень экспрессии гена умень-
шался постепенно (p<0,0001). Перестройка парен-
химы органа и формирование ложных печеноч-
ных узелков (11, 13 и 15 нед.) не сопровождались 
изменением уровня экспрессии гена. При тоталь-
ном образовании ложных печеночных узелков 
и выраженном диффузном разрастании соедини-

тельной ткани (17 нед.) происходил незначитель-
ный рост уровня экспрессии мРНК CXCL12.

Таблица 5

Уровень экспрессии мРНК CXCL12 в ходе эксперимента

Группы животных/недели 
эксперимента

Относительный уровень экспрессии 
мРНК CXCL12 (Me (15%;85%))

m0/17, контрольная 11,719 (6,062;21,112)
m1/3 4,00 (3,138;6,498)
m2/5 2,261 (1,214;4,199)
m3/7 1,866 (1,197;3,758)
m4/9 0,850 (0,726;0,974)

m5/11 0,663 (0,583;0,744)
m6/13 0,651 (0,510;0,792)
m7/15 0,456 (0,267;0,615)
m8/17 0,872 (0,435;2,462)

Методом непараметрической ранговой корре-
ляции Спирмена между уровнем экспрессии 
мРНК CXCL12 и степенью фиброза в двух экспе-
риментальных точках выявлена корреляционная 
связь: на стадии портального фиброза F1 – пря-
мая умеренной силы (r = 0,37, р < 0,05) и на ста-
дии мостовидного фиброза F3/F4 – обратная уме-
ренной силы (r = -0,36, р < 0,05). Силу связи 
оценивали с использованием коэффициентов об-
щей корреляции [13]. 

Исследования показали, что с одной стороны 
наблюдали тенденцию к росту площади соедини-
тельной ткани, а с другой – определили снижение 
уровня экспрессии мРНК CXCL12.

Рис. 2. Изменения площади соединительной ткани в процентах к общей площади гистологического среза при ТАА-индуциро-
ванном фиброгенезе печени крыс Wistar
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Рис. 3. Изменения относительного уровня мРНК CXCL12 при ТАА-индуцированном фиброгенезе печени крыс Wistar

Обсуждение результатов
Анализ литературы выявил существенные 

пробелы в изучении уровней экспрессии мРНК 
CXCL12 и белка CXCL12 на конкретных стадиях 
(сроках) фиброза [14, 15]. Выбор эксперименталь-
ной модели в настоящем исследовании был обо-
снован тем, что у лабораторных животных ТАА 
вызывает поражение печени с морфологическими 
характеристиками, аналогичными таковым у лю-
дей с фиброзом и циррозом печени [16]. Крысы 
Wistar являются часто используемым объектом 
при проведении доклинических исследований по 
оценке эффективности лекарственных средств 
и их конечного лечебного эффекта. В научной ли-
тературе данные, посвященные уровню экспрес-
сии мРНК CXCL12 с применением такой экспери-
ментальной модели, практически не встречаются.

Особое внимание мы уделяли длительности 
эксперимента и подробному морфологическому 
стадированию фиброза по шкале К.Г. Ишака F0-F6. 
Следует отметить, что в работах, по изучению 
уровня экспрессии мРНК CXCL12, исследователи 
практически не уделяли внимания нормализации 
данных ПЦР-РВ. Практически не встречается 
обоснование выбора референсного гена и лишь 
в отдельных случаях – отсылки на соблюдение 
правил MIQE [8, 9, 17]. Это может быть одной из 
причин получения противоречивых данных 
о роли CXCL12 в процессах инициации и разви-
тия фибротических изменений.

В наших исследованиях принципиальным на-
правлением являлось использования показателей 
уровня экспрессии мРНК CXCL12 в качестве не-
зависимого маркера фиброгенеза печени. На всех 
стадиях прогрессирования фиброза установлен 
низкий уровень экспрессии мРНК CXCL12 
(p<0,0001) по сравнению с контрольной группой. 

На стадии портального фиброза отмечено резкое 
снижение уровня экспрессии мРНК CXCL12 
(3 нед., p < 0,0001). Далее до начала трансформа-
ции фиброза печени в цирроз (с 3-й по 9-ю нед.) 
наблюдали его постепенное снижение 
(p < 0,0001). Перестройка паренхимы органа 
и формирование ложных печеночных узелков 
(с 11-й по 15-ю нед.) не приводили к изменению 
уровня экспрессии мРНК CXCL12. При этом 
к концу эксперимента (17 нед.) установили его не-
значительный рост. 

Фиброз и цирроз печени крыс сопровождает-
ся миграцией в орган гемопоэтических клеток из 
костного мозга, капилляризацией синусоидных 
капилляров, трансдифференцировкой макрофа-
гов в различные субпопуляции, активацией жиро-
накапливающих клеток в миофибробластический 
фенотип и индукцией молекулярных каскадов 
ряда сигнальных путей, находящихся в условиях 
физиологической нормы в состоянии ингибиро-
вания [18–26]. Какие из этих процессов связаны 
со снижением уровня экспрессии мРНК CXCL12 
предстоит изучить в дальнейшем.

Одной из важных задач исследования стало 
изучение связи между уровнем экспрессии мРНК 
CXCL12 и процессами прогрессирования и регрес-
са фиброза печени. Это информация может быть 
чрезвычайно полезна для клинической практики, 
где оценка динамики патологического процесса 
во времени на фоне терапии имеет большое значе-
ние. Полученные нами данные показали, что 
оценка уровня экспрессии мРНК CXCL12 дей-
ствительно может указать на направленность про-
цесса и косвенно свидетельствовать об успешно-
сти или неоправданности используемых 
терапевтических подходов. Снижение уровня экс-
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прессии мРНК является фактором неблагоприят-
ного прогноза при фиброзе. Однако при наступле-
нии цирроза уровень экспрессии мРНК CXCL12 
остается практически неизменным и теряет про-
гностическую значимость. Таким образом, уро-
вень экспрессии мРНК может быть маркером ди-
намики фиброза, но не цирроза печени на фоне 
токсического ее повреждения ТАА. 

Таким образом, полученные нами результаты 
позволяют предположить, что уровень экспрессии 
мРНК CXCL12 связан с процессами фиброза/цир-
роза и может выступать в роли независимого мар-
кера только фиброгенеза, но не цирроза печени на 
фоне токсического повреждения ее ТАА. При 
проведении фундаментальных, доклинических 
исследований по оценке эффективности антифи-
бротических лекарственных средств с использова-
нием данной экспериментальной модели и кон-
троле динамики патологического процесса 
минимально допустимым числом контрольных 
точек считаем три, а именно: портальный фиброз 
(3 нед.), мостовидный фиброз (5 нед.), начало 
процесса трансформация фиброза печени в цир-
роз (9 нед.). На данной модели цирроза выбор 
этих точек мы обосновываем тем, что инициация 
фиброза начинается вокруг портальных зон. Сое-
динительнотканные септы с тяжами из поли-
морфных клеток разной степени дифференциров-

ки направлялись через паренхиму от одних 
портальных зон печени в сторону соседних пор-
тальных зон, таким образом обозначая путь для 
разрастания соединительной ткани.

Работа выполнена в рамках государственной 
программы научных исследований «Фундамен-
тальные и прикладные науки – медицине» Ми-
нистерства Здравоохранения Республики Бела-
русь, задание 2.89 «Изучить роль экспрессии 
генов NOTCH- и TWEAK-сигнальных путей, 
участвующих в процессах пролиферации и диф-
ференцировки клеток печени в норме и при ее 
токсическом поражении», № 20190107. Протокол 
эксперимента был одобрен на заседании Комис-
сии по биоэтике и гуманному обращению с лабо-
раторными животными при учреждении образо-
вания «Витебский государственный ордена 
Дружбы народов медицинский университет» 
(протокол № 6 от 03.01.2019 г). Все манипуляции 
с животными проводили в соответствии с реко-
мендациями Конвенции Совета Европы по охра-
не позвоночных животных, используемых в экс-
периментальных и других научных целях от 
18.03.1986, Директиве Совета ЕЭС от 24.11.1986 
и рекомендациям FELASA Working Group Report 
(1994—1996). Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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The accumulated knowledge about the role of the CXCL12 chemokine in the initiation and 
development of liver fibrosis is insignificant and does not allow us to assess the potential of using 
the CXCL12 mRNA level as an independent marker of fibrogenesis and processes associated 
with fibrosis and cirrhosis. Thioacetamide modeling of liver fibrosis and cirrhosis in male Wistar 
rats showed a low level of CXCL12 mRNA expression (p = 0.0000) at all stages of fibrosis 
progression. At the beginning of the experiment (3 weeks), a decrease in the level of CXCL12 
mRNA by 2.93 times (p = 0.0000) compared with the control group was revealed. After 3, 7 and 
9 weeks, the level of gene expression decreased gradually (p = 0.0000). During the 
reorganization of the parenchyma of the organ and the formation of false hepatic nodules (11, 13 
and 15 weeks), a certain stabilization of the level of gene expression was noted. Against the 
background of the total formation of pseudohepatic nodules and a pronounced diffuse 
proliferation of connective tissue (17 weeks), the level of CXCL12 mRNA expression increased, 
but did not reach the level of control values. Based on our results, the level of CXCL12 mRNA is 
associated with the processes of fibrosis/cirrhosis and can act as an independent marker of 
fibrogenesis, but not cirrhosis of the liver against the background of toxic damage to it by 
thioacetamide. When conducting fundamental and preclinical studies to evaluate the 
effectiveness of drugs using this experimental model, the minimum allowable number of control 
points is considered to be three, namely: portal fibrosis (3 weeks), bridging fibrosis (5 weeks), the 
beginning of the process of transformation of liver fibrosis into cirrhosis (9 weeks).
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Влияние климатических факторов на продолжительность  
цветения видов в Карадагском природном заповеднике

В.Ю. Летухова* , А.В. Зуев, И.Л. Потапенко 
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Россия, 298188, Крым, Феодосия, Курортное, ул. Науки, д. 24

*e-mail: letukhova@gmail.com

Фенологические реакции растений на изменение погодных условий очень сильны и мо-
гут служить индикатором глобального изменения климата. Поняв, как отдельные виды 
реагируют на изменяющиеся условия, можно смоделировать, как изменятся экосистемы 
в целом. В данной статье анализируется влияние климатических факторов (температуры 
воздуха и осадков) на продолжительность цветения дикорастущих видов сосудистых рас-
тений Карадагского природного заповедника (Крым). Было учтено 152 вида растений 
с рядом фенологических наблюдений от 5 до 8 лет. Корреляционный анализ между про-
должительностью цветения и климатическими факторами выявил высокую зависимость 
у 89 (58,6%) видов. При этом климатические факторы текущего вегетационного периода 
оказывали влияние на цветение 71 вида, предыдущего вегетационного периода – на цве-
тение 4 видов, обоих вегетационных периодов – на цветение 14 видов. Температура воз-
духа и осадки примерно в равной степени оказывают влияние на продолжительность цве-
тения видов. У 35 (41,2%) видов отмечена корреляция между продолжительностью 
цветения и температурой воздуха; у 32 (37,7%) – между продолжительностью цветения 
и осадками; у 18 (21,1%) обнаружено влияние обоих параметров. Чаще всего продолжи-
тельность цветения отрицательно коррелировала со значениями температуры воздуха 
и положительно – с количеством осадков. Наиболее чувствительные к климатическим 
факторам оказались мезофиты и виды, произрастающие в лесных сообществах, наименее 
чувствительные – эуксерофиты и виды, произрастающие в степных сообществах.

Ключевые слова: влияние климата, сосудистые растения, фенология цветения, мониторинг, 
Карадагский заповедник, Крым

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-2022-77-4-258-265

В последние годы проблема изменения кли-
мата становится все более актуальной. В отчете 
Межправительственной группы экспертов по из-
менению климата сделан вывод о том, что средняя 
глобальная температура, в зависимости от сцена-
рия выбросов парниковых газов, повысится на 
1,8–4,0°C. Это будет сопровождаться изменением 
характера осадков и увеличением изменчивости 
климата. Ответные реакции организмов, включа-
ющие изменения в физиологии, численности по-
пуляций, географическом распространении и сме-
щении сезонных сроков развития, часто 
недостаточны для того, чтобы справиться с подоб-
ными трансформациями [1, 2]. 

Глобальные перемены отражаются на состоя-
нии экосистем. Поняв, как отдельные виды реаги-
руют на изменяющиеся климатические условия, 
мы сможем смоделировать, как изменятся экоси-
стемы в целом. В частности, фенологические по-
казатели растений (срок и длительность цветения) 
очень чувствительны к ежегодной изменчивости 
погоды. Таким образом, они могут служить инди-

катором долгосрочных биологических послед-
ствий изменения климата [3–7]. 

Изменение климата может повлиять на цвете-
ние растений, и этот факт имеет большое значе-
ние для функционирования экосистем, например, 
из-за потенциального разделения времени цвете-
ния и жизненных циклов опылителей [8, 9]. Про-
должительность цветения важна, так как более 
длительный период цветения может предоставить 
больше возможностей для размножения растений. 
Как следствие, репродуктивный успех будет спо-
собствовать распространению вида [7, 10, 11]. По-
этому в последние годы фенологические наблюде-
ния вышли из тени и стали основным 
компонентом исследований изменения климата. 
Отчасти это связано с тем, что фенологические 
реакции растений на изменения температуры 
очень сильны. Важным моментом является то, что 
фенологические изменения относительно легко 
идентифицировать, особенно по сравнению с из-
менениями в распространении, морфологии ви-
дов, численности популяций [12].

https://orcid.org/0000-0002-9740-0320
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Мониторинг сезонного развития дикорасту-
щих растений сосредоточен в заповедниках и наци-
ональных парках России. Сотрудниками заповед-
ников ведется «Летопись природы» – документ, 
в который систематически, в течение длительного 
времени, собираются сведения о динамике природ-
ных явлений. Цель данного исследования – опре-
делить влияние климатических факторов (темпера-
туры воздуха и осадков) на продолжительность 
цветения видов сосудистых растений Карадагского 
природного заповедника.

Материалы и методы
Предметом исследования стали данные «Ле-

тописи природы» Карадагского природного запо-
ведника за период с 2012 по 2020 гг. Карадагский 
горный массив расположен в восточной части 
Южного берега Крыма в городском округе Феодо-
сия между поселками Коктебель, Щебетовка 
и Курортное. С 1979 г. его территория охраняется 
государством: создан Карадагский природный за-
поведник, который имеет площадь 2065,1 га суши 
и 809,1 га морской акватории. Наблюдения прово-
дились на территории Карадагского ландшафтно-
экологического стационара (КЛЭС), организо-
ванного в 1993 г. Он расположен в юго-западной 
части Карадагского заповедника на юго-восточ-
ном склоне хребта Беш-Таш и охватывает террито-
рию водосбора склоновой балки площадью 17 га.

В основу работы положены многолетние фе-
нологические и метеорологические наблюдения, 
проводимые на КЛЭС. Использованы ряды дан-
ных измерений температуры воздуха и количества 
осадков. Метеорологическая площадка КЛЭС 
расположена в нижней части водосбора на отно-
сительно ровной поверхности (экспозиция СВ, 
крутизна 5°), в 15 м от тальвега балки на высоте 
140 м ниже уровня моря. Рядом с пунктами на-
блюдения за температурным режимом на откры-
том степном участке и под лесным пологом уста-
новлены сосуды для сбора осадков. 

Гидротермический коэффициент Селянинова 
(ГКС) был рассчитан по следующей формуле: 

ГКС = Σr × 10 / Σt, 
где Σr – сумма осадков (мм) за рассматриваемый 
период календарного года со среднесуточными 
температурами выше 10°C; Σt – сумма активных 
температур (САТ) за тот же период календарного 
года. 

С 2013 г. проводился фенологический учет 
цветущих видов растений. Фиксировали даты на-
ступления и окончания цветения 152 дикорасту-
щих видов, произрастающих на территории 
КЛЭС в различных растительных сообществах 
(в петрофитной степи, кустарниковых и лесных 
сообществах). Наблюдения проводились над по-
пуляциями видов. Началом цветения считали 
день, когда в фазу цветения вступало 5–10% по-

пуляции. Конец цветения отмечался в день от-
сутствия цветков.

С помощью непараметрического коэффици-
ента корреляции Спирмена (r) была определена 
зависимость между продолжительностью цвете-
ния видов и климатическими факторами. Зависи-
мость считалась высокой, если p ≤ 0,05; заметной 
(по шкале Чеддока), если 0,05 < p ≤ 0,1, и отсут-
ствующей, если p > 0,1. При изучении влияния 
температуры было взято несколько параметров: 
среднегодовая температура, САТ (°C) за период со 
среднесуточной температурой выше 10°C, средне-
месячные температуры на разных стадиях разви-
тия растения (месяц бутонизации, месяц начала 
цветения, месяц конца цветения или два последу-
ющих месяца, если продолжительность цветения 
была больше 30 сут). Продолжительность цвете-
ния считали коррелирующей со значениями тем-
пературы воздуха, если она коррелировала с од-
ним или несколькими из этих параметров. При 
изучении влияния осадков были взяты следующие 
параметры: сумма осадков за год; количество 
осадков в месяц начала цветения вида; в месяц, 
предшествующий цветению (в фазу бутонизации); 
в месяц, следующий за началом цветения вида, 
или два последующих месяца, если продолжитель-
ность цветения больше 30 сут. Продолжитель-
ность цветения считали коррелирующей с осадка-
ми, если она коррелировала с одним или 
несколькими из этих параметров. Также было 
проанализировано влияние ГКС на продолжи-
тельность цветения. При анализе предыдущего ве-
гетационного периода учитывались только САТ 
(°C) за период со среднесуточной температурой 
выше 10°C, количество осадков (мм) за период 
выше 10°C и ГКС предыдущего вегетационного 
периода. Учитывали виды с рядом фенологиче-
ских наблюдений от 5 до 8 лет. Статистические 
расчеты проводили в программе R версии 4.1.0.

Номенклатура таксонов приведена по 
С.К. Черепанову [13]. Биоморфологическую 
и экологическую характеристику флористиче-
ских групп осуществляли с использованием дан-
ных «Биологической флоры Крыма» В.Н. Голу-
бева [14].

Результаты
Для фенологических наблюдений было ото-

брано 152 вида растений. Из них: 74 (48,7%) отно-
сились к поликарпическим травам или многолет-
ним монокарпикам; 50 (32,9%) – к однолетникам 
или двухлетникам; 11 (7,2%) – к полукустарникам 
или полукустарничкам; 9 (5,9%) – к деревьям 
и 8 (5,3%) – к кустарникам и кустарничкам. Со-
став видов по вегетации оказался следующим: 
56 (36,8%) – эфемеры и эфемероиды; 55 (36,2%) – 
летнезимнезеленые; 39 (25,7%) – летнезеленые 
и 2 (1,3%) – собственно вечнозеленые. По классу 
высоты побегов виды распределились следующим 
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образом: 87 (57,2%) имели высоту побегов до 
40 см; 44 (28,9%) имели высоту побега от 40 до 
80 см; 11 (7,2%) имели высоту побега от 80 см до 
2 м и 10 (6,6%) имели побеги выше 2 м. По ритму 
цветения распределение видов было следующее: 
14 (9,2%) – позднезимние и ранне-средневесен-
ние; 11 (7,2%) – весенние; 26 (17,1%) – средне-
поздневесенние; 41 (27%) – поздневесенние-ран-
нелетние; 26 (17,1%) – ранне-среднелетние; 
22 (14,5%) – летние; 8 (5,3%) – средне-позднелет-
ние и 4 (2,6%) – позднелетне-осенние. Кроме 
того, изученные виды произрастали в следующих 
растительных сообществах: 88 (57,9%) – в кустар-
никовом сообществе; 42 (27,6%) – в петрофитной 
степи и 22 (14,5%) – в лесном сообществе.

Продолжительность цветения коррелировала 
с климатическими факторами у 89 (58,6%) видов 
растений. При этом климатические факторы теку-
щего вегетационного периода оказывали влияние 
на цветение 71 вида, предыдущего вегетационного 
периода –на цветение 4 видов, обоих вегетацион-
ных периодов – на цветение 14 видов. Корреля-
ция была заметной у 17 (11,2%) видов растений, 
и корреляция отсутствовала у 46 (30,2%) видов. 
Более всего подвержено влиянию климатических 

факторов цветение деревьев и кустарников. В этой 
группе растений высокая корреляция наблюда-
лась соответственно у 66,7% и 88,5% видов 
(рис. 1А). Менее всего климатические факторы 
влияют на цветение двухлетников и однолетников 
(корреляция высокая – у 40%; корреляция отсут-
ствует – у 44% видов). Такой же результат показал 
анализ видов по классу высоты побегов: чем выше 
растения, тем выше доля видов с высокой корре-
ляцией (рис. 1Б). 

Среди видов с различной биоморфой по веге-
тации более всего подвержено влиянию климата 
цветение летнезеленых и летне-зимнезеленых 
растений (высокая корреляция в этой группе на-
блюдалась у 61,5% и 61,8% соответственно). Хуже 
всего цветение коррелировало с климатическими 
факторами у эфемеров и эфемероидов: корреля-
ция была высокой у 53,6% видов и корреляция от-
сутствовала у 35,7% видов (рис. 1В). Также клима-
тические факторы по-разному влияют на виды, 
цветущие в разный период (рис. 1Г). Менее всего 
влиянию подвержены средне-позднелетние виды: 
в этой группе растений высокая корреляция отме-
чена у 37,5% видов, корреляция отсутствовала 
у 62,5% видов. 

Рис. 1. Влияние климатических факторов на продолжительность цветения различных биоморф. А. Основные биоморфы: 1 – де-
ревья; 2 – кустарники и кустарнички; 3 – полукустарники и полукустарнички; 4 – поликарпические травы или многолетние мо-
нокарпики; 5 – двухлетники, озимые или яровые однолетники. Б. Биоморфы по классу высоты побегов. В. Биоморфы по веге-
тации: 1 – собственно вечнозеленые; 2 – летнезеленые; 3 – летнее-зимнезеленые; 4 – эфемеры и эфемероиды. Г. Биоморфы по 
ритму цветения: 1 – позднезимние и ранне-средневесенние; 2 – весенние; 3 – средне-поздневесенние; 4 –поздневесенние-ран-
нелетние; 5 – ранне-среднелетние; 6 – летние; 7 – средне-позднелетние; 8 – позднелетне-осенние. 
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В категории видов с различной экоморфой по 
водному режиму больше всего климатические 
факторы влияли на цветение мезофитов (высокая 
корреляция отмечена у 81,8% видов). Менее всего 
влиянию подвержены эуксерофиты: высокая кор-
реляция отмечена у 33,3% видов, корреляция от-
сутствовала у 50% видов (рис. 2А). Такие же ре-
зультаты показал анализ видов по месту 
произрастания (рис. 2Б). В лесном сообществе 
произрастают виды с высокой корреляцией между 
климатическими факторами и продолжительно-
стью цветения (72,7%), в степи доля таких видов 
меньше (52,4%).

Мы проследили, какие климатические пара-
метры влияют на цветение растений в большей 
степени, а какие – в меньшей. Высокая корреля-
ция между продолжительностью цветения и зна-
чениями температуры воздуха текущего вегетаци-
онного периода была обнаружена у 35 (41,2%) 
видов. Корреляция между продолжительностью 
цветения и количеством осадков обнаружена у 32 
(37,7%) видов. Корреляция между продолжитель-
ностью цветения и обоими параметрами (а также 
ГКС) обнаружена у 18 (21,1%) видов.

В подавляющем большинстве случаев продол-
жительность цветения отрицательно коррелирова-
ла со значениями температуры воздуха. Лишь 
в некоторых случаях корреляция была положи-
тельной. К этой группе относятся следующие 
виды1: Althaea cannabina L. (САТ за период >10°C; 
r = 0,833), Crocus angustifolius Weston (температура 
воздуха в период бутонизации; r = 0,850), Quercus 
pubescens Willd. (температура воздуха в период бу-
тонизации; r = 0,838), Acer campestre L. (температу-
ра воздуха в период бутонизации; r = 0,731), Linum 
pallasianum Schult. (температура воздуха в период 
бутонизации; r = 0,905), Scilla autumnalis L. (САТ 
за период >10°C; r = 0,779) и Salvia tesquicola Klok. 

1 Здесь и далее в скобках приводится климатический па-
раметр, который был проанализирован, и коэффициент ран-
говой корреляции Спирмена (r).

et Pobed. (температура воздуха в месяц начала цве-
тения вида; r = 0,802).

Продолжительность цветения видов в боль-
шинстве случаев положительно коррелировала 
с количеством осадков. Исключение составили 
следующие виды: Inula germanica L. (количество 
осадков в период бутонизации; r = –0,854), 
Cruciata taurica (Pall. ex Willd.) Soo (количество 
осадков за период >10°C; r = –0,802), Galium 
biebersteinii Ehrend. (количество осадков за год; 
r = –0,9) и Myosotis arvensis (L.) Hill (количество 
осадков в период бутонизации; r = –0,812). 

ГКС оказывал влияние на продолжительность 
цветения у 9 видов растений. Чаще всего продол-
жительность цветения коррелировала с этим пара-
метром положительно. Лишь в двух случаях была 
отмечена отрицательная корреляция: Acer 
campestre (r = –0,745) и Corydalis paczoskii N. Busch 
(r = –0,838).

В отличие от текущего вегетационного сезона, 
предыдущий вегетационный сезон оказывал не-
значительное влияние на продолжительность цве-
тения: корреляция была отмечена у 18 (11,8%) ви-
дов. Из них у 13 (72,2%) видов продолжительность 
цветения коррелировала с ГКС и количеством 
осадков за период >10°C, у 5 (27,8%) видов отме-
чена корреляция с САТ за период >10°C (таблица). 
В первом случае корреляция была положитель-
ной, во втором – отрицательной.

Обсуждение
Разные виды по-разному реагируют на изме-

нение климата [4, 15]. В одних случаях измене-
ния климатических условий могут влиять на  
продолжительность репродуктивных фаз бутони-
зации, цветения и плодоношения, как, напри-
мер, было отмечено у однолетних и многолетних 
растений [2, 16]. В других случаях жизненный 
цикл может сохранять свою структуру и продол-
жительность, но сдвигаться во времени [17, 18]. 
В наших исследованиях мы затронули только 
продолжительность цветения видов, однако  

Рис. 2. Влияние климатических факторов на продолжительность цветения различных экоморф (А) и ценоморф (Б).
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влияние климатических факторов на даты буто-
низации, появления первого цветка, окончания 
цветения также интересно и перспективно для 
дальнейшего изучения.

Малоизученным на сегодняшний день остает-
ся вопрос о том, какие именно климатические 
факторы влияют на цветение растений. Большин-
ство исследователей отмечают, что основным 
фактором, оказывающим влияние на цветение, 
является температура воздуха [3, 19, 20]. Однако 
в наших исследованиях осадки играли не менее 
важную роль в сезонном развитии растений. Объ-
яснением этому могут служить: 1) осадки в регио-
не исследования являются ограничивающим фак-
тором для функционирования растений; 2) как 
отмечали Гордо и Сэнз [6], значение температуры 
для растений может быть переоценено, т.к. не-
многие исследователи оценивали влияние других 
факторов. Между тем, на цветение могут оказы-
вать влияние фотопериод, биотические связи, 
структура растительных сообществ. Малоизучен-
ным остается также вопрос степени влияния тем-
пературы на поверхности почвы и влажности по-
чвы на сроки и продолжительность цветения. 

В наших исследованиях продолжительность 
цветения видов в подавляющем большинстве от-
рицательно коррелировала с температурой воздуха 
и положительно – с количеством осадков. Иссле-
дования других авторов показали как отрицатель-
ную корреляцию продолжительности цветения 

с температурой воздуха [20, 21], так и положитель-
ную [22, 23]. В работах по изучению влияния ко-
личества осадков на продолжительность цветения 
корреляция всегда была положительной [23, 24].

Рассмотрим виды, у которых не выявлено 
влияние климатических факторов на продолжи-
тельность цветения. Самый высокий процент их 
был выявлен среди видов, цветущих в середине 
и конце лета, т.е. в экстремально жаркий период 
(рис. 1Г). Из этого наблюдения можно сделать вы-
вод, что виды, наиболее адаптированные к произ-
растанию в данных условиях, менее всего под-
вержены влиянию климата. В пользу такого 
утверждения также говорят следующие факты: вы-
сокий процент видов с отсутствием корреляции 
отмечен среди эуксерофитов и видов, произраста-
ющих в петрофитной степи; высокий процент ви-
дов, подверженных влиянию погодных условий, 
выявлен среди мезофитов и видов, произрастаю-
щих в лесном сообществе (рис. 2). Однако суще-
ствует и другая версия, согласно которой весенние 
и зимние условия более подвержены колебаниям 
по сравнению с другими сезонами, и весенне-зим-
ние виды более чувствительны к таким колебани-
ям [6, 25]. Именно поэтому многие исследователи 
при изучении влияния изменений климата на цве-
тение растений ограничиваются, как правило, 
только весенними видами (как наиболее инфор-
мативными) и исключительно датами появления 
первых цветков [4, 15, 26]. 

Таблица 

Виды, продолжительность цветения которых коррелировала с климатическими факторами предыдущего вегетационного сезона

№ п/п Виды
Климатические показатели

Сумма активных температур 
за период >10°C

Количество осадков 
за период >10°C

Гидротермический 
коэффициент Селянинова

1. Valerianella turgida r = 0,829* r = 0,752*
2. Ajuga orientalis r = 0,775* r = 0,762*
3. Cotoneaster tauricus r = –0,799*
4. Trifolium leucanthum r = 0,900* r = 0,975*
5. Scorzonera mollis r = 0,900* r = 0,900*
6. Ranunculus illyricus r = 0,853* r = 0,926*
7. Jurinea sordida r = 0,667** r = 0,699*
8. Noccaea praecox r = 0,790* r = 0,770*
9. Galium biebersteinii r = 0,900* r = 0,872*

10. Plantago lanceolata r = 0,929* r = 0,901*
11. Ornithogalum flavescens r = –0,841*
12. Reseda lutea r = –0,841*
13. Arabis sagittata r = –0,943*
14. Echium russicum r = 0,975* r = 1,000*
15. Torilis arvensis r = –0,964*
16. Microthlaspi perfoliatum r = 0,731* r = 0,752*
17. Cerastium brachypetalum r = 0,810* r = 0,771*
18. Lamium purpureum r = 0,833* r = 0,819*

Примечание: В таблице указан коэффициент ранговой корреляции Спирмена (r): * – p ≤ 0,05; ** – p < 0,1.
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Среди видов с различной биоморфой по веге-
тации самый высокий процент видов с отсутстви-
ем корреляции был отмечен у эфемеров и эфеме-
роидов (рис. 1В); вечнозеленые растения мы не 
учитывали, т.к. эта группа включает всего два 
вида. На наш взгляд, эфемеры и эфемероиды сле-
дуют иной стратегии жизни. На неблагоприятные 
погодно-климатических условия они реагируют 
отсутствием цветения, прекращением роста 
вплоть до перехода в состояние вторичного покоя. 
В неблагоприятные годы цветение эфемеров и 
эфемероидов отсутствовало. Эти годы в анализе 
не участвовали, и корреляция по фенологическим 
рядам относительно благополучных лет отмечена 
не была. Таким образом, влияние климатических 
факторов на такие растения можно выявить, учи-
тывая не только продолжительность цветения, но 
и факт отсутствия цветения.

Существует большое количество данных 
о том, что влияние климата на физиологию расте-
ний проявляется с задержкой [5, 6]. Тем не менее, 
наши исследования показали слабую зависимость 
продолжительности цветения от климатических 
факторов предыдущего вегетационного периода. 
Она наблюдалась у весенне- и ранне-летнецвету-
щих видов, у которых закладка и формирование 
цветочных почек, а также созревание семян при-
ходятся на жаркий летний период. Из многолет-
ников к таким видам, например, относятся: Ajuga 
orientalis L., Scorzonera mollis Bieb., Ranunculus 
illyricus L., Jurinea sordida Stev., Noccaea praecox 
(Wulf.) F.K. Mey. и др. Из однолетников: 
Valerianella turgida (Stev.) Betcke, Trifolium 
leucanthum Bieb., Torilis arvensis (Huds.) Link, 
Microthlaspi perfoliatum (L.) F.K. Mey., Cerastium 
brachypetalum Desp. ex. Pers., Lamium purpureum L 
(таблица). Продолжительность цветения напря-
мую зависит от обилия цветков и численности 
растений. Таким образом, погодные условия пре-

дыдущего вегетационного периода могут опосре-
довано влиять на продолжительность цветения: 
чем больше будет заложено цветочных почек (или 
созреет семян у видов-однолетников), тем длин-
нее будет продолжительность цветения вида.

Заключение
Таким образом, корреляционный анализ меж-

ду продолжительностью цветения видов сосуди-
стых растений, произрастающих в Карадагском 
природном заповеднике, и климатическими фак-
торами выявил высокую зависимость у 89 (58,6%) 
видов из 152 исследованных. Температура и осад-
ки текущего вегетационного периода на продол-
жительность цветения оказывали примерно оди-
наковое влияние: у 35 видов была обнаружена 
высокая корреляция между продолжительностью 
цветения и значениями температуры воздуха, 
у 32 видов – между продолжительностью цветения 
и количеством осадков, у 18 видов было зафикси-
ровано влияние обоих параметров. При этом чаще 
всего продолжительность цветения отрицательно 
коррелировала со значениями температуры возду-
ха и положительно – с количеством осадков. Наи-
более чувствительные к климатическим факторам 
оказались мезофиты, произрастающие в лесных 
сообществах, наименее чувствительные – эуксе-
рофиты, произрастающие в степных сообществах. 
Климатические показатели предыдущего вегета-
ционного периода оказывают незначительное 
влияние на продолжительность цветения видов.

Работа выполнена в рамках темы государ-
ственного задания Карадагской научной станции 
им. Т.И. Вяземского – природного заповедника 
РАН, № 121032300023-7. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов. Работа выполнена 
без использования животных и без привлечения 
людей в качестве испытуемых.
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Impact of climatic factors on the duration of species flowering 
in the Karadag Nature Reserve

V.Ju. Letukhova* , A.V. Zuev, I.L. Potapenko

T.I. Vyazemsky Karadag Scientific Station – Nature Reserve, Russian Academy of Sciences,  
24 Nauki str., Kurortnoje, Feodosia, Crimea, 298188, Russia

*e-mail: letukhova@gmail.com

The phenological responses of plants to changing weather conditions are very strong and can 
serve as an indicator of global climate change. If we understand how individual species respond 
to changing conditions, we can represent how ecosystems will change. The aim of this study was 
to analyze the exposure of climatic factors (air temperature and precipitation) on the flowering 
duration of the wild vascular plants species in the Karadag Nature Reserve (Crimea). In general, 
152 species were taken into account with a number of phenological observations from 5 to 
8 years. Correlation analysis between the flowering duration and the climatic parameters 
revealed a significant response in 89 (58.6%) species. Moreover, the climatic factors of the 
current vegetative season impacted 71 species flowering, previous vegetative season impacted 
4 species flowering, and both vegetative seasons impacted 14 species flowering. Air temperature 
and precipitation equally impacted the flowering duration: air temperature impacted 35 (41.2%) 
species flowering; precipitation impacted 32 (37.7%) species flowering; both factors impacted 18 
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(21.1%) species flowering. The flowering duration mostly was negatively correlated with air 
temperature values and positively with precipitation amount. Mesophytes and the forest 
community species were the most sensitive to the climatic factors; euxerophytes and the steppe 
community species were the least sensitive to the climatic factors.

Keywords: climate influence, vascular plants, flowering phenology, monitoring, Karadag Reserve, 
Crimea.
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КРАТКОЕ СООБЩЕНИЕ 

УДК 579.22:579.676

Анализ кефирных зерен из разных регионов планеты 
с применением высокопроизводительного секвенирования

Ф. Дин1, 2 , А.А. Красильникова1 , М.Р. Леонтьева1 ,  
Л.Г. Стоянова1 , А.И. Нетрусов1, 3, * 

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

2Shenzhen MSU-BIT University, No 299, Ruyi Road, Longgang District, Shenzhen, Guangdong, 518172, China;
3Факультет биологии и биотехнологии, Высшая школа экономики, ул. Мясницкая, д. 20, Москва, 101000, Россия
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Исследовали таксономический состав и пространственную локализацию дрожжей 
и бактерий в кефирных зернах (КЗ), полученных для изучения из разных регионов пла-
неты. Показано разнообразие их микробиома с помощью высокопроизводительного 
секвенирования генов 16S рРНК бактерий и области ITS1 комплекса 18S-ITS1-5.8S-
ITS2-28S рРНК дрожжей. Установлено, что основными представителями сложного со-
общества КЗ из разных регионов являются молочнокислые бактерии (лактобациллы, 
лактококки и Leuconostoc spp. в разных соотношениях) и разные виды дрожжей рода 
Kazachstania (сем. Saccharomycetaceae). В КЗ из Тибета выявлены уксуснокислые бакте-
рии и незначительный процент дрожжей Kluyveromyces marxianus, а в КЗ из Осетии – 
дрожжи Pichia kluyveri. 

Ключевые слова: дрожжи, кефирные зерна, лактобактерии, микробиом, высокопроизводи-
тельное секвенирование 

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-2022-77-4-266-272

В последние годы большое внимание уделяет-
ся созданию и введению в рацион человека полез-
ных продуктов с пробиотическими микроорганиз-
мами для организации функционального питания. 
Одним из самых популярных молочных продук-
тов, с неоспоримой пользой от употребления, яв-
ляется кефир, который можно приготовить из раз-
личных видов молока, таких как коровье, козье, 
буйволиное, овечье или верблюжье, путем ми-
кробного сбраживания (заквашивание молока ке-
фирными зернами, КЗ) [1, 2]. Кефир – традици-
онный напиток, считающийся «функциональной 
пищей» благодаря своим питательным и оздоро-
вительным свойствам. Его производят путем сбра-
живания лактозы молока видами микроорганиз-
мов, присутствующими в КЗ [1]. Кефирные зерна 
содержат пробиотические микроорганизмы, кото-
рые существуют в сложной матрице из белков 
и полисахаридов [3, 4]. Существует симбиотиче-
ская связь между микроорганизмами, присутству-
ющими в КЗ, в которой бактерии и дрожжи выжи-
вают и делятся своими биопродуктами как 
источниками энергии и микробными факторами 
роста. Этот консорциум микроорганизмов отвеча-
ет за гомо- и гетероферментативное молочнокис-
лое брожение и спиртовое брожение [5, 6]. Мо-
лочнокислые бактерии (МКБ) являются основной 
популяцией в КЗ с небольшим содержанием 

дрожжей, погруженных в полисахаридные слои 
кефирана, который представляет собой гетеропо-
лисахарид, состоящий из равных пропорций глю-
козы и галактозы, образуемый Lactobacillus 
kefiranofaciens [4, 7]. Более 23 различных видов 
дрожжей были выделены из КЗ и из полученных 
с их помощью напитков различного происхожде-
ния, при этом преобладающими видами явились 
различные виды дрожжей, являющиеся пробиоти-
ческими культурами [6, 8, 9]. При сбраживании 
молока КЗ образуются многие функциональные 
соединения, такие как биоактивные пептиды (на-
пример, с антигипертензивной, антиоксидантной, 
противоаллергенной, противоопухолевой, проти-
вовоспалительной и снижающей холестерин ак-
тивностями) [10], антимикробные соединения 
(например, органические кислоты, спирты, диок-
сид углерода и бактериоцины) и гетерополисаха-
риды (например, кефиран) с потенциальной про-
биотической активностью [11]. Исследования 
показывают, что пробиотические бактерии в ки-
шечнике регулярных потребителей кефира более 
многочисленны, что коррелирует с улучшением 
здоровья [1–3, 12]. В связи с этим растет интерес 
к использованию кефира и применению его как 
важного компонента функционального питания.

Благодаря постоянному развитию современ-
ных молекулярных технологий, таких как высоко-
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производительные технологии секвенирования, 
становится возможным более глубокий анализ 
сложного микробного сообщества КЗ. Во многих 
лабораториях мира постоянно ведут исследования 
по дальнейшему изучению свойств КЗ и кефирана 
для разработки новых важных функциональных 
продуктов, биологически активных добавок и ле-
карственных средств. Необходимо создание 
устойчивых пробиотических микробных сооб-
ществ из выделенных и изученных культур КЗ, 
выявление и устранение возможного антагонизма 
между выбранными культурами. 

Целью настоящей работы было изучение ми-
кробиома КЗ, выделенных из разных территори-
альных зон, для создания устойчивых микробных 
сообществ и эффективных пробиотических про-
дуктов, полезных для здоровья.

Материалы и методы
Для проведения исследований получали КЗ из 

частных хозяйств разных регионов традиционного 
его применения, включая Кавказ (Северная Осе-
тия), Тибетскую область Китая и Московскую об-
ласть (таблица). Все зерна хранили в лиофильном 
состоянии в коллекции культур кафедры микро-
биологии биологического факультета МГУ имени 
М.В. Ломоносова. 

Таблица

Образцы КЗ, взятые для исследований

Регион выделения КЗ Шифр культуры

Москва N5
Северная Осетия OS
Тибет Т2-3

Выращивание КЗ. Лиофилизированные КЗ ак-
тивировали в стерильном 1,5%-ном молоке с регу-
лярными пересевами (2 раза в нед.) при комнат-
ной температуре (21–22°С). При пересевах КЗ 
отмывали на стерильных ситах стерильным физи-
ологическим раствором от накопившихся полиса-
харидов. Зерна в молоке хранили при 4°С. 

Микроскопия КЗ. Для установления простран-
ственного расположения микроорганизмов в КЗ 
проводили сканирующую электронную микроско-
пию препаратов зерен, выделенных из различных 
зон: ближе к поверхности и в центре [6]. Частицы 
КЗ, промытые стерильной водой, фиксировали 
в течение 30 мин в 2,5%-ном глутаровом альдегиде 
на фосфатном буфере (1,8 мM KH2PO4; 
10 мM Na2HPO4·12H2O; 137 мM NaCl; 
2,7 мM KCl) и затем обезвожены в серии спиртов 
возрастающей концентрации (30%, 50%, 70%, 
80%, 90%, 100%) и далее в смесях абсолютного 
спирта и ацетона (3:1, 1:3, 1:3). Далее образцы по-
мещали в абсолютный ацетон и проводили высу-
шивание гидратированного материала методом 
«критической точки» (ВКТ) в HCP-2 Critical Point 
Dryer (Hitachi, Япония). Высушенные препараты 

прикрепляли на специальные столики двусторон-
ней клейкой лентой и напыляли смесью Au–Pd 
в ионно-распылительной установке (Eiko IB-3 Ion 
Coater, Hitachi, Япония). Изучение образцов про-
водили с помощью сканирующего электронного 
микроскопа JSM-6380LA (JEOL, Япония) в цен-
тре коллективного пользования «Электронная ми-
кроскопия в науках о жизни» МГУ имени 
М.В. Ломоносова (уникальная научная установка 
«Трехмерная электронная микроскопия и спек-
троскопия»), и с помощью сканирующего элек-
тронного микроскопа SU-8010 (Hitachi, Япония) 
в МГУ-ППИ в Шэньчжэне.

Высокопроизводительное секвенирование микро-
биома КЗ. ДНК из образцов была выделена с ис-
пользованием Fast DNA Spin Kit for Soil (MP 
Biomedicals, США) в соответствии с инструкцией 
производителя. Коллекции ампликонов фрагмен-
тов генов 16S рРНК были получены методом поли-
меразной цепной реакции с универсальными прай-
мерами к участку V4 по ранее описанной методике 
[13]. Были использованы следующие праймеры: 
515F: 5′ GTGBCAGCMGCCGCGGTAA-3′ [14], 
Pro-mod-805R: 5’-GACTACNVGGGTMTCTAATCC-3′ 
[15]. Секвенирование проводили на приборе 
MiSeq System (Illumina, США) с использованием 
набора реагентов MiSeq Reagent Micro Kit v2  
(MS-103-1002, Illumina, США) считывающих по 
150 нуклеотидов с каждого конца. Демультиплек-
сирование, последующая обработка и анализ по-
лученных сиквенсов были проведены с использо-
ванием соответствующих скриптов QIIME 2 
программного обеспечения ver. 2019.1 [16]. Табли-
ца операционных таксономических единиц (OTU) 
была составлена в программе SILVAngs (https://
ngs.arb-silva.de/silvangs/).

Область ITS1 комплекса 18S-ITS1-5.8S-
ITS2-28S рРНК была амплифицирована из  
ДНК КЗ с использованием набора праймеров  
для полимеразной цепной реакции BITS 
(5’-ACCTGCGGARGGATCA-3′) и B58S3 
(5’-GAGATCCRTTGYTRAAAGTT-3′) для области 
ITS1 [17]. После амплификации полученные 
участки очищали магнитными шариками AMPure 
XP (Beckman Coulter, Inc., США) и готовили 
к секвенированию с помощью набора Nextera XT 
DNA в соответствии с инструкциями производи-
теля (Illumina, Inc., США). С помощью системы 
UPARSE сиквенсы были собраны, отфильтрованы 
и дереплицированы [18]. 

OTUs были объединены в группы с идентич-
ностью последовательности ≥97%, из которых 
были удалены химеры с использованием SILVAngs 
pipeline (https://ngs.arb-silva.de/silvangs/) для 
участка V4 гена 16S rRNA и knomics/biota pipeline 
(https://biota.knomics.ru) для области ITS1 ДНК 
дрожжей.

Таксономическая идентичность была присво-
ена с использованием BLASTn и справочной базы 
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данных Fittings v. 1-2 [19]. Таксономия и операци-
онные таксономические единицы были преобра-
зованы в таблицу с помощью формата файлов 
BIOM (версия V1.3.1 [20].

Статистическая обработка результатов. Все 
эксперименты были проведены в трех независи-
мых биологических повторностях. Статистиче-
скую обработку данных проводили с использова-
нием Excel (Microsoft Office, США). Значимость 
различий оценивали по t-критерию Стьюдента. 

Результаты и обсуждение
КЗ можно описать как студенистые белые или 

слегка желтоватые массы эластичной консистен-
ции, размером от 0,3 до 3,5 см в диаметре, похо-
жие на маленькие головки (кочанчики) цветной 
капусты, погруженные в матрикс экзополисахари-
дов (рис. 1, А и Б). 

Пространственная локализация дрожжей и бак-
терий в КЗ. Изученные КЗ продемонстрировали 
тесную пространственную связь бактерий и дрож-
жей на поверхности зерен (рис. 1Г). Во внутренних 
частях КЗ обнаружили практически полное отсут-
ствие клеток дрожжей (рис. 1В), видны только клет-
ки МКБ (1–4 мкм в длину). На внешней стороне КЗ 
видны крупные (7–8 мкм) клетки дрожжей со шра-
мами от отделившихся почек (рис. 1Г) и тесно при-
легающие к ним клетки МКБ (1–3 мкм в длину).

Это отражает метаболические потребности 
бактерий и дрожжей, их отношение к молекуляр-
ному кислороду. Так, дрожжи, являясь аэробными 
организмами, приспосабливают свое местополо-
жение в зерне ближе к поверхности (рис. 1Г), тог-
да как МКБ, являясь аэротолерантными анаэро-
бами, располагаются как на поверхности, тесно 
прилегая к клеткам дрожжей, так и занимают весь 
внутренний объем зерна. Такое тесное прилегание 
бактерий к клеткам дрожжей наводит на мысль 
о химических связях этих микроорганизмов и об-
лигатной зависимости МКБ от дрожжей, которые 
снабжают клетки бактерий биологически актив-
ными веществами, ростовыми компонентами 
и витаминами. Тесные симбиотические отноше-
ния молочнокислых бактерий и дрожжей, стиму-
лирующих рост МКБ, были отмечены многими 
исследователями [3–6, 21–24]. 

Клетки же дрожжей, особенно те, которые не 
способны метаболизировать лактозу молока, обли-
гатно зависят от МКБ, активно расщепляющих лак-
тозу молока на глюкозу и галактозу. Сложные взаи-
модействия между дрожжами и бактериями в КЗ до 
конца не изучены. Однако когда бактерии отделены 
от зерна, дрожжи не будут расти так эффективно [2] 

Определение родового состава бактериальных 
культур в КЗ. Исследования, начатые в 1980-х гг., 
показали, что филогенетическое сравнение видов 

Рис. 1. Микрофотографии КЗ из Тибета (Т2-3). А – внешний вид; Б – поверхность кефирного зерна в сканирующем электрон-
ном микроскопе (Hitachi SU-8010; увеличение ×5000); В – внутренняя часть кефирного зерна (увеличение ×40000); Г – внеш-
няя поверхность кефирного зерна (увеличение ×40000).
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микроорганизмов с использованием консерватив-
ной области генома является более точным и ста-
бильным для выявления их сходства или разли-
чия. Таким образом, использование сравнения 
последовательностей генов, кодирующих 16S 
рРНК, вошло в повседневную практику при уста-
новлении филогенетических отношений. Ген 16S 
рРНК состоит из множества вариабельных и кон-
сервативных областей, поэтому с целью таксоно-
мического сравнения были разработаны универ-
сальные праймеры для всего гена 16S рРНК, 
который включает и консервативные, и вариа-
бельные области, причем гипервариабельные об-
ласти с соответствующими праймерами чаще ис-
пользуют для таксономического сравнения. 
Высокопроизводительное секвенирование вариа-
бельных областей генов, кодирующих синтез  
бактериальных 16S рРНК в микробиоме зерен, 
проводили с целью выявления родового бактери-
ального разнообразия образцов из Осетии (OS), 
образца N5 из г. Москвы и Т2-3 из Тибета. 

При сравнении КЗ из разных географически 
расположенных зон установлено, что основными 
бактериальными представителями их состава яв-
ляются Lactobacillus и Lactococcus (рис. 2). По ре-
зультатам секвенирования можно видеть, что в на-
ших исследуемых КЗ лактобациллы и лактококки 
присутствуют практически в равных отношениях 
в образце из московского региона (40 и 41%), с не-

большим преобладанием лактобацилл в образцах 
из Осетии (50% к 34%), а в КЗ из Тибета больше 
выявлено лактококков (46%), чем лактобацилл 
(32%). Во всех образцах в небольших количествах 
были обнаружены гетероферментативные МКБ 
Leuconostoс spp.: 11% – в осетинском образце, 
9% – в образце из Москвы и лишь 2% – в тибет-
ском образце. Лейконостоки определяют аромат 
кефира, поскольку, являясь гетероферментатив-
ными МКБ, образуют молочную и уксусную кис-
лоту, углекислый газ, этиловый спирт, эфиры, 
ароматические вещества ацетоин и диацетил, 
а также декстран, способствующий образованию 
матрицы КЗ [21, 22]. 

В микробиоме КЗ присутствуют и другие бак-
терии в незначительных количествах. В образце из 
Тибета нашли представителей рода Acetobacter 
(18%), что согласуется с экспериментальными 
данными китайских ученых [21]. Бактерии из се-
мейства Acetobacteriaceae класса альфа-протеобак-
терий окисляют этанол до уксусной кислоты, 
а ацетат и лактат – до CO2 и H2O, и создают ма-
трицу бактериальной целлюлозы в КЗ.

Рибосомальный кластер эукариот имеет в сво-
ем составе два внутренних транскрибируемых 
спейсера – ITS1 и ITS2, которые разделяют в ри-
босомной ДНК гены 18S, 5.8S и 28S РНК. Данные 
последовательности представляют собой объеди-
нение ядерных генов, которые располагаются 

Рис. 2. Бактериальный состав микробиоты КЗ из разных регионов по результатам высокопроизводительного секвенирования ге-
нов 16S рРНК. Образцы: А – из Москвы (N5); Б – из Осетии (OS); В – из Тибета (T2-3)
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в виде тандемных повторов и при этом последова-
тельности ITS1 и ITS2 содержат участки рибосо-
мальных генов.

Как видно из рис. 3, в микробиоте всех образ-
цов КЗ присутствуют дрожжи Kazachstania 
turicensis, независимо от региона их выделения. 
Это – бывший вид Saccharomyces sp., часто выде-
ляемый из разных КЗ и упоминавшийся в работах 
китайских ученых [21, 22]. Но в образцах КЗ из 
Тибета и Москвы обнаружены еще и дрожжи 
Kluyveromyces marxianus, которые выявлены и в ке-
фире из Аргентины. Эти дрожжи составляют 
большинство или всю популяцию дрожжей, ис-
пользующих лактозу, и обладают пробиотически-
ми свойствами [8]. Невысокое в процентном соот-
ношении (0,12%) присутствие дрожжей класса 
Saccharomycetes, Pichia kluyveri, обнаружено в об-
разцах из Осетии. Эти дрожжи относятся к филу-
му Ascomycota, размножаются почкованием, отли-
чаются быстрым ростом (достигают зрелости 
через 72 ч) и часто встречаются в КЗ из Китая или 
Испании [21, 22, 24]. Совместное сосуществова-
ние разных видов дрожжей и бактерий свидетель-
ствует об их симбиотических, взаимовыгодных 
взаимоотношениях.

Проведенные исследования показали опреде-
ленное филогенетическое разнообразие составля-
ющих микробиом КЗ микроорганизмов, отобран-
ных для исследований из разных регионов их 
исторического происхождения. С использованием 
метода высокопроизводительного секвенирова-

ния микробиома КЗ показано, что основными 
представителями сложного сообщества КЗ явля-
ются МКБ (лактобациллы и лактококки в разных 
соотношениях, а также Leuconostoc spp.), и разные 
виды дрожжей родов Kazachstania и Klyveromyces 
в КЗ из различных регионов. Установлены и отли-
чия в составе их микробиомов, причем МКБ ро-
дов Lactobacillus и Lactococcus составляли около 
80% от всех прочтений с бактериальными прайме-
рами, а МКБ рода Leuconostoс – от 2 до 11%, что 
должно существенным образом влиять на вкус 
и текстуру конечного напитка. Обнаруженное 
значительное количество бактерий семейства 
Acetobacteriaceae в КЗ из Тибета (18% от всех бак-
териальных прочтений) свидетельствует о неми-
нуемом появлении уксусного привкуса и запаха 
в конечном продукте, который в таком виде может 
не понравиться потребителю, особенно в детском 
возрасте.

В отношении дрожжей различия еще нагляд-
нее: так, в дрожжах из Тибета и Осетии выявлено 
почти полное доминирование представителей 
рода Kazachstania (96% и 94% от всех прочтений 
соответственно), однако видовое соотношение – 
прямо противоположное. В КЗ из Осетии преоб-
ладает вид K. turicensis (81% прочтений), тогда как 
в тибетских КЗ – K. unispora (87% прочтений), что 
явно свидетельствует о разнообразии КЗ разных 
регионов и возможном влиянии дрожжевого 
и бактериального разнообразия на качество кефи-
ров, из них вырабатываемых. Влияние установ-

Рис. 3. Разнообразие дрожжей в составе КЗ из разных регионов по результатам высокопроизводительного секвенирования.  
Образцы: А – из Москвы (N5); Б – из Осетии (OS); В – из Тибета (T2-3)
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ленного микробного разнообразия КЗ на потреби-
тельские свойства кефирных напитков предстоит 
еще изучать с привлечением специалистов – ну-
триционистов и дегустаторов. 

Пространственная локализация дрожжей 
и бактерий в КЗ подтверждает их различное отно-
шение к молекулярному кислороду. При этом 
дрожжи тяготеют к внешним слоям КЗ, тогда как 
МКБ стараются занимать внутренние их области, 
где концентрация кислорода в значительной сте-
пени снижена вследствие высокой дыхательной 
активности поверхностных дрожжей. 

Полученные экспериментальные данные по-
сле выделения чистых культур дрожжей и бакте-
рий из КЗ могут быть использованы для создания 

устойчивых пробиотических микробных сооб-
ществ и продуктов функционального питания, не-
обходимых в период пандемии коронавирусной 
инфекции.

Настоящая работа выполнена при финансо-
вой поддержке правительства провинции Шэнь-
чжэнь, Университета МГУ-ППИ в Шэньчжэне 
и в рамках научного проекта по выполнению го-
сударственного задания МГУ № 23-1-21 (реги-
страционный номер ЦИТИС 121032300094-7). 
Исследования проводили без использования жи-
вотных и без привлечения людей в качестве ис-
пытуемых. Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов.
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Analysis of kefir grains from different regions 
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The taxonomic composition and spatial localization of yeast and bacteria in kefir grains (KG) 
obtained for study from different regions of the planet were investigated. The diversity of their 
microbiome has been demonstrated by high-throughput sequencing of bacterial 16S rRNA genes 
and the ITS1 region of the 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S complex of yeast rRNA. It has been 
established that the main representatives of the complex community of KG from different 
regions are lactic acid bacteria (LAB; lactobacilli, lactococci and Leuconostoc spp. in different 
ratios), and different types of yeast of the genus Kazachstania (family Saccharomycetaceae). 
Acetic acid bacteria and a small percentage of yeast Kluyveromyces marxianus were detected in 
the KG from Tibet, and yeast Pichia kluyveri was detected in the KG from Ossetia.

Keywords: yeasts, kefir grains, lactobacilli, microbiome, high-performance sequencing

Funding: The research was carried out with financial support of Shenzhen province Government 
and MSU-BIT joint University in Shenzhen (PRC), and as part of the Scientific Project of the 
State Order of the Government of Russian Federation to Lomonosov Moscow State University 
No. 23-1-21 (registred no. 121032300094-7).

Cведения об авторах
Дин Фань – аспирант кафедры микробиологии биологического факультета МГУ. Тел.: 8-495-
939-42-23; e-mail: dingfan0110@yandex.ru; ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9614-3388
Красильникова Анна Александровна – студентка кафедры микробиологии биологического 
факультета МГУ. Тел. 8-495-939-42-23; e-mail: akzayka@gmail.ru; ORCID https://orcid.
org/0000-0002-5968-764X
Леонтьева Мария Романовна – канд. биол. наук, науч. сотр. кафедры микробиологии 
биологического факультета МГУ. Тел. 8-495-939-45-45; e-mail: x_blade@inbox.ru; ORCID 
https://orcid.org/0000-0002-7150-9010
Стоянова Лидия Григорьевна – докт. биол. наук, вед. науч. сотр. кафедры микробиологии 
биологического факультета МГУ. Тел. 8-495-939-45-45; e-mail: stoyanovamsu@mail.ru; 
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1192-2863
Нетрусов Александр Иванович – докт. биол. наук, проф. кафедры микробиологии биоло-
гического факультета МГУ. Тел.: 8-495-939-54-83; e-mail: anetrusov@mail.ru; ORCID 
https://orcid.org/0000-0002-2803-3037

https://orcid.org/0000-0001-9614-3388
https://orcid.org/0000-0002-5968-764X
https://orcid.org/0000-0002-7150-9010
https://orcid.org/0000-0003-1192-2863
https://orcid.org/0000-0002-2803-3037
mailto:anetrusov@mail.ru
mailto:dingfan0110@yandex.ru
mailto:akzayka@gmail.ru
mailto:x_blade@inbox.ru
mailto:anetrusov@mail.ru
https://orcid.org/0000-0002-2803-3037


273

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2022. Т. 77. № 4

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2022. Т. 77. № 4. С. 273–278

МНЕНИЕ

УДК 57.017.67+612.67+612.397.81

О холестериновой теории старения – 2022
А.Н. Хохлов 

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

e-mail: khokhlov@mail.bio.msu.ru

Излагается точка зрения автора, согласно которой сформулированная еще в 80-х гг. про-
шлого века Ю.М. Лопухиным с соавторами холестериновая теория старения и смерти 
часто неправильно воспринимается в настоящее время многими биологами и медиками. 
Подчеркивается, что в этой теории во главу угла ставилась не общеизвестная роль холе-
стерина (ХС) в процессах метаболизма, а его структурная роль в плазматической мем-
бране клетки. Предполагалось, что увеличение микровязкости клеточной мембраны за 
счет накопления в ней ХС приводит к ухудшению поступления в клетку внешних сигна-
лов и питательных веществ, а также к снижению активности мембранных ферментов. 
Это, по мнению авторов, и запускает возникновение «старческих» изменений клеток, 
тканей и органов, а потом и всего многоклеточного организма, что в конце концов при-
водит к увеличению вероятности его смерти, то есть к старению. При этом содержанию 
ХС (главным образом – считающегося особенно «плохим» ХС липопротеидов низкой 
плотности) в сыворотке отводилась лишь второстепенная роль, ибо его повышение со-
всем не обязательно, по мнению авторов концепции, ведет к неблагоприятным измене-
ниям в организме. В настоящей работе кратко рассматривается эволюция представлений 
о возможной роли ХС в старении и формировании различной возрастной патологии – 
главным образом, сердечно-сосудистых заболеваний и ментальных расстройств. Анали-
зируются экспериментальные данные о влиянии липосом, содержащих как обычный, 
так и окисленный ХС, на пролиферативную активность культивируемых клеток. Рас-
сматриваются данные лонгитудинальных исследований, позволяющие полагать, что, как 
ни парадоксально, именно люди с повышенным содержанием ХС в плазме крови дожи-
вают до преклонного возраста. При этом потребление большого количества пищи, бога-
той ХС, может никак не влиять на здоровье некоторых пациентов. Отмечается, что це-
лый ряд работ свидетельствует об отсутствии причинно-следственной связи между 
уровнем ХС в сыворотке и возникновением атеросклеротических изменений. Подчерки-
вается, что ХС является очень важным для нашего организма соединением, без которого 
невозможны клеточная пролиферация и, как следствие, нормальная регенерация. Отме-
чается непрерывно увеличивающееся количество данных о негативной роли статинов 
в формировании возрастной патологии – особенно у людей старших возрастных групп. 
Заключается, что в настоящее время становится очевидной необходимость существен-
ного пересмотра (с использованием системного подхода) представлений о возможной 
роли ХС в старении, развитии атеросклероза и других возрастных заболеваний, включая 
деменции, вызванные различными причинами, в том числе и болезнь Альцгеймера.

Ключевые слова: старение, смерть, холестерин, сердечно-сосудистые заболевания, биомем-
браны, метаболизм, питание
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Летом 2022 г. я давал Первому медицинскому 
каналу интервью (https://www.youtube.com/
watch?v=qDudNipYIs0) под названием «Как ге-
ронтологи изучают старение: есть ли шансы на 
победу?». В числе прочего был затронут вопрос 
о возможной роли холестерина (ХС) в старении 
и возникновении возрастной патологии (в частно-
сти, сердечно-сосудистых заболеваний). Я сказал, 
что распространенная точка зрения, согласно ко-
торой употребление в пищу большого количества 
пищи, содержащей ХС, приводит к повышению 
его содержания в сыворотке крови, что неминуе-

мо влечет за собой вред для нашего здоровья, не 
совсем верна. При этом я сослался на результаты 
Лейпцигского лонгитудинального исследова-
ния [1, 2]. В процессе многолетних наблюдений за 
его участниками выяснилось, что действительно 
у старых людей в среднем концентрация ХС в кро-
ви повышена (о чем свидетельствовали и данные 
многочисленных проведенных ранее поперечных 
исследований), однако она у них была значитель-
но выше средней и в раннем возрасте. Таким об-
разом, оказалось, что до преклонного возраста до-
живают как раз те обследуемые, у которых ХС 
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в крови изначально много, а вот те, у кого этот по-
казатель снижен, умирают гораздо раньше. Это 
является классическим примером феномена диф-
ференциальной смертности, которая во многих 
случаях приводит к некорректным выводам при 
поперечных геронтологических исследованиях.

Кроме того, в интервью я упомянул тот факт, 
что довольно часто потребление большого коли-
чества куриных яиц, богатых ХС, не приводит 
к появлению атеросклеротических бляшек и раз-
витию сердечно-сосудистой патологии [3]. 

У ведущей Первого медицинского канала, ко-
торая брала у меня интервью, озвученные факты 
вызвали неоднозначную реакцию. Она сказала, что 
в течение многих лет врачи, являющиеся основны-
ми зрителями канала, объясняли своим пациентам, 
что они должны избегать потребления продуктов 
с высоким содержанием ХС, а теперь получается, 
что они все делали неправильно. Она предложила 
«смягчить» то, что я сказал, и сформулировать вы-
вод, согласно которому ХС, как правило, вреден, 
но надо обязательно учитывать метаболические 
особенности конкретного человека.

В связи с вышеупомянутым, в настоящей дис-
куссионной статье мне хотелось бы кратко рас-
смотреть эволюцию представлений о возможной 
роли ХС в старении и формировании возрастной 
патологии, рассмотрев некоторые работы, авторы 
которых пришли к тем же выводам, что и я.

Еще в 80-х гг. прошлого века была опублико-
вана монография «Холестериноз» Ю.М. Лопухина 
с коллегами [4], в одной из глав которой авторы 
изложили свою «холестериновую» теорию старе-
ния и естественной смерти. Авторы подчеркивали 
(см. главу 7 этой книги), что они на первый план 
выдвигают не общеизвестную роль ХС в процес-
сах метаболизма как предшественника стероид-
ных гормонов и желчных кислот, а его структур-
ную роль в клеточной мембране клетки. Поэтому, 
по их мнению, задача поддержания холестерино-
вого гомеостаза (который обеспечивается уравни-
ванием потоков поступления и выведения стеро-
идов из организма) сводится к поддержанию 
строго определенной его концентрации в плазма-
тической мембране. Отмечалось, что накопление 
ХС в плазматической мембране (увеличение соот-
ношения ХС/фосфолипиды) приводит к увеличе-
нию ее микровязкости и, соответственно, к ухуд-
шению способности к передаче внешних 
сигналов и поступлению питательных веществ 
внутрь клетки, а также к снижению активности 
различных мембранных ферментов. Если в ран-
нем возрасте такие процессы служат сигналом 
к синтезу ДНК и делению клеток, в результате ко-
торого все показатели сбрасываются до исходных 
значений (без высоких показателей содержания 
ХС в плазматической мембране клеток их проли-
ферация – а, значит, и нормальные процессы ре-
генерации тканей и органов – просто будут не-

возможны), то в старости, когда скорость 
обновления клеточной популяции сильно замед-
ляется, они вызывают, как полагали Лопухин 
и его соавторы, «старческие» изменения клеток, 
а затем и тканей, органов и физиологических си-
стем организма, что приводит к увеличению веро-
ятности его смерти, т.е. к старению. Накоплению 
ХС в плазматической мембране клеток также спо-
собствует то обстоятельство, что в старости начи-
нает расти содержание ХС в организме из-за сни-
жения его расходования на стероидогенез. 
Авторы подчеркивали, что предлагаемая ими ги-
потеза старения и смерти принципиально отлича-
ется от других концепций тем, что она рассматри-
вает в качестве ведущего фактора в механизме 
старения повышение микровязкости плазматиче-
ской мембраны, т.е. это физическая гипотеза 
(в отличие от большинства других, являющихся 
химическими, ибо речь в них идет о нарушениях 
структуры и функции отдельных молекул, уча-
ствующих в биологических процессах).

Необходимо заметить, что характер влияния 
ХС на клетки в эксперименте зависит от того, ка-
кие его модификации используются, а также от 
того, на каких конкретно клеточных культурах про-
водятся исследования. В конце 80-х гг. прошлого 
века мы изучали влияние липосом, содержащих ХС 
и 7-кетоХС на образование колоний культивируе-
мыми клетками китайского хомячка линии B11-dii 
FAF28 [5, 6]. Оказалось, что липосомы, в которых 
25% ХС было заменено на 7-кетоХС, полностью 
подавляют колониеобразование, в то время как 
способность к образованию колоний клеток, на ко-
торые подействовали липосомами, не содержащи-
ми окисленного ХС, снижалась лишь на 90%. При 
этом в последнем случае происходило перераспре-
деление колоний по классам: в классе с наиболь-
шим размером колоний («256 и более клеток») их 
количество сильно снижалось, а колонии «перете-
кали» в два соседних класса с меньшими размерами 
(«199–255 клеток» и «128–191 клетка»). Мы пред-
положили, что корреляция между концентрацией 
ХС (или его окисленных производных) в плазмати-
ческой мембране клетки и ее пролиферативной ак-
тивностью является двунаправленной: изменение 
любого из этих показателей влечет за собой изме-
нение другого.

В одной из появившихся в то время публика-
ций [7] ее автор, Г. Каунитц, отмечал, что «липид-
ная теория», согласно которой ХС является веду-
щим фактором в развитии артериосклероза, 
противоречит эволюционному принципу «телео-
номии»: продолжающиеся длительное время мета-
болические процессы должны иметь полезные для 
вида последствия. Кроме того, ХС – это соедине-
ние, совершенно необходимое для функциониро-
вания живого организма, ибо он не только ис-
пользуется для построения мембран вновь 
образующихся клеток, но и является предше-
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ственником стероидных гормонов, витамина Д 
и др. Автор подчеркнул, что имевшиеся на то вре-
мя сведения о корреляции между уровнем ХС 
в сыворотке и выраженностью атеросклеротиче-
ских изменений (базировавшиеся, в частности, на 
результатах экспериментов по кормлению живот-
ных пищей, богатой ХС, а также на данных о на-
рушении функционирования сердца у пациентов 
с семейной гиперхолестеринемией) не подтверж-
дали правоту сторонников «липидной теории». По 
мнению Каунитца, корреляции не доказывают 
причинно-следственные связи: соответствие дан-
ных экспериментов на животных и результатов 
наблюдений за пациентами с гиперхолестерине-
мией совсем не очевидно. Автор предположил, 
что изменения содержания ХС отражают функци-
онирование некого адаптивного механизма. По 
его мнению, эта идея поддерживается: 1) «нор-
мальным» уровнем ХС на стадии ранних повреж-
дений стенки аорты; 2) стабилизацией спирали 
ДНК при соответствующих концентрациях ХС; 
3) положительным влиянием богатых ХС грану-
лем; 4) испытаниями диет с низким содержанием 
ХС; 5) наблюдениями, согласно которым пациен-
ты, умирающие от ишемической болезни сердца 
(у них высокое содержание ХС в сыворотке) живут 
не меньше, чем люди, умирающие от других при-
чин. Каунитц также подчеркнул, что данные ис-
следований, посвященных препаратам, понижаю-
щим уровень ХС, по его мнению, достаточно 
трудно однозначно интерпретировать в силу их 
очевидной противоречивости. Автор заключил, 
что симптоматика изменений концентрации ХС 
в сыворотке при артериосклерозе позволяет счи-
тать их проявлениями феномена «адаптивного 
старения». Это, по его мнению, соответствует 
представлениям об механизмах эволюции.

Любопытно, что в одной из своих следующих 
публикаций (на мой взгляд, довольно провокаци-
онной) Г. Каунитц, основываясь на анализе об-
ширных демографических данных, изложил свою 
идею [8] о том, что развитие ранних стадий арте-
риосклероза является адаптивным процессом, ко-
торый увеличивает среднюю ожидаемую продол-
жительность жизни пациентов. В связи с этим 
автор сформулировал весьма спекулятивную точ-
ку зрения, согласно которой определенные виру-
сы – особенно вирус герпеса человека – участву-
ют в развитии атеросклеротических изменений. 
Почти все люди приобретают вирус герпеса в дет-
стве, и этот вирус, как ни парадоксально, может 
быть фактором увеличения ожидаемой продолжи-
тельности жизни. Каунитц ссылается на явления 
симбиоза и гормезиса, изучение которых, по его 
мнению, свидетельствует о частом положитель-
ном влиянии паразитов в небольших количествах 
на организм хозяина. И опять-таки он подчерки-
вает, что такие соображения вполне укладываются 
в наши представления об эволюции.

Публикации такого рода появлялись тогда ре-
гулярно (в частности, была развернута дискуссия 
о неочевидной роли холестериноза в развитии па-
тологии желчного пузыря, а также других «функ-
циональных болезней» [9]), однако на общепри-
нятую в медицинской среде точку зрения, 
касающуюся роли ХС в развитии возрастных бо-
лезней, это не очень повлияло.

В 1996–1997 гг. я сделал пару докладов на 
международных геронтологических симпозиу-
мах [10, 11] под названием «Холестериновая тео-
рия старения и смерти: попытка пересмотра», 
в которых попытался снова привлечь внимание 
коллег к данной проблеме. Кратко рассмотрев  
изложенную выше холестериновую концепцию 
старения и смерти [4], я подчеркнул также следу-
ющие известные факты: 1) в неделящихся культи-
вируемых клетках различной природы, претерпе-
вающих так называемое «стационарное старение» 
(накопление в клетках вследствие ограничения их 
пролиферации различных повреждений, харак-
терных для клеток состарившихся многоклеточ-
ных организмов [12–17]), ХС накапливается 
в плазматической мембране, повышая ее микро-
вязкость; 2) воздействие на «старые» клетки пре-
паратов липосом, экстрагирующих ХС из клеточ-
ных мембран, приводит к их «омоложению»; 
3) действие на быстро делящиеся трансформиро-
ванные культивируемые клетки препаратами ли-
посом, повышающими содержание ХС в клеточ-
ных мембранах, резко снижает их способность 
к пролиферации, т.е. делает их «старше» [4–6]. 
В заключение я отметил, что, по моему мнению, 
хотя изменения плазматической мембраны клеток 
играют очень важную роль в регуляции процессов 
старения на клеточном уровне, первичное «вклю-
чение» этих процессов все-таки происходит на 
уровне хроматина (вернее, ДНК; если заменить 
«испорченные» белки или липиды можно достаточ-
но легко молекулами, синтезированными de novo, 
повреждение главной матрицы во многих случаях 
может стать необратимым, даже при активно функ-
ционирующей системе репарации ДНК).

Надо сказать, что, как ни странно, опублико-
ванные резюме этих докладов даже привлеки вни-
мание главного редактора известного геронтоло-
гического журнала «Journal of Gerontology», 
который прислал мне письмо с предложением 
опубликовать в этом издании обзорно-дискусси-
онную статью на данную тему. К сожалению, до 
такой статьи у меня тогда руки не дошли, о чем 
я теперь сильно жалею.

В последующие годы интерес к цепочке «ХС – 
питание – атеросклероз – старение – возрастные 
болезни» волнообразно то затухал, то вновь воз-
растал, причем акцент в соответствующих публи-
кациях смещался в сторону критики «стандарт-
ных» представлений о роли ХС в формировании 
возрастной патологии [18–20]. Особенно это ста-
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ло заметным в последние годы, когда появилось 
большое количество публикаций о необходимости 
пересмотра причинно-следственных связей в дан-
ной цепочке [21–31]. В частности, все больше 
специалистов подчеркивает весьма вероятную не-
гативную роль статинов (препаратов, направлен-
ных на снижение в организме концентрации ХС 
липопротеидов низкой плотности) в развитии воз-
растной патологии – особенно у людей старших 
возрастных групп [27, 31]. Впрочем, эта идея до-
вольно четко была изложена уже в книге Лопухи-
на и соавторов [4].

Интересно также отметить, что ряд данных, 
полученных южнокорейскими учеными [32], сви-
детельствует о том, что не общее содержание ХС 
у людей, а его вариабельность (от одного визита 
к врачу к другому) является фактором риска раз-
вития деменций, вызванных различными причи-
нами, в том числе и болезни Альцгеймера.

Наиболее ярым противником идеи о «плохом» 
ХС и пользе статинов мне представляется Стивен 
Синатра, который еще в 2012 г. совместно с Джон-
ни Боуденом опубликовал книгу под названием 
«The Great Cholesterol Myth» («Великий холесте-
риновый миф»), в которой постулировал пользу 
обогащенной жирами диеты для предотвращения 
многих возрастных болезней и подвергнул жест-
кой критике широко пропагандируемую пользу 
«низкого ХС». В 2022 г. вышла переработанная 
и дополненная версия этой книги [27]. К сожале-
нию, в этом же году д-р Синатра умер.

Таким образом, как мне кажется, в настоящее 
время (в 2022 г.) со всей очевидностью назрела не-
обходимость серьезного пересмотра наших пред-
ставлений о «плохом» и «хорошем» ХС, а также 

о его возможной роли в старении и формировании 
возрастных болезней (главным образом, сердечно-
сосудистых). Я специально не стал в этой короткой 
дискуссионной статье останавливаться на попу-
лярных у врачей представлениях о том, что только 
ХС липопротеидов низкой плотности, обеспечива-
ющий транспорт ХС из печени к тканям и органам 
(и соответственно, к составляющим их клеткам), 
является «плохими», а ХС липопротеидов высокой 
плотности, транспортирующий ХС обратно в пе-
чень, где он утилизируется и затем выводится из 
организма, – «хорошим». Анализ (часто критиче-
ский) этих представлений можно найти в большом 
количестве соответствующих публикаций. Как, 
впрочем, и данные о роли клеточных рецепторов 
липопротеидов низкой плотности, за открытие ко-
торых Майкл Браун и Джозеф Голдштейн, зани-
мавшиеся изучением семейной гиперхолестерине-
мии, получили Нобелевскую премию по 
физиологии и медицине в 1985 г. В любом случае, 
очевидно, что, несмотря на позицию, которую за-
нимает в обсуждаемом вопросе конкретный уче-
ный, он должен понимать, что системный поход 
[30] к анализу данной проблемы совершенно необ-
ходим и может нам помочь наконец-то продви-
нуться в вопросе о новых походах к борьбе со  
старением, а также с сердечно-сосудистыми забо-
леваниями и ментальными расстройствами.

Работа выполнена в рамках государственного 
задания МГУ, ч. 2 (фундаментальные научные ис-
следования, № 121032300215-6), без использова-
ния животных и без привлечения людей в каче-
стве испытуемых. Автор заявляет об отсутствии 
у него конфликта интересов.
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On the cholesterol theory of aging – 2022
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Evolutionary Cytogerontology Sector, School of Biology, Lomonosov Moscow State University,  
1–12 Leninskie gory, Moscow, 119234, Russia

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

The author’s point of view is presented, according to which, formulated back in the 80s of the 
last century by Yu.M. Lopukhin et al., the cholesterol theory of aging and death is now often 
misunderstood by many biologists and physicians. It is emphasized that this theory prioritized 
not the well-known role of cholesterol (CS) in metabolic processes, but its structural role in the 
plasma membrane of the cell. It was assumed that an increase in the microviscosity of the cell 
membrane due to the accumulation of CS in it leads to a deterioration in the transfer of external 
signals and nutrients to the cell, as well as to a decrease in the activity of membrane enzymes. 
This, according to the authors, triggers the occurrence of “senile” changes in cells, tissues and 

https://orcid.org/0000-0001-7454-7023


278

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2022. Т. 77. № 4

А.Н. Хохлов

organs, and then in the entire multicellular organism, which ultimately leds to an increase in the 
probability of its death, that is, to aging. At the same time, the content of CS (mainly, of 
considered to be especially “bad” CS of low density lipoproteins) in serum was assigned only 
a minor role, because its increase is not at all necessary, according to the authors of the concept, 
leads to adverse changes in the body. This paper briefly discusses the evolution of ideas about the 
possible role of CS in aging and the development of various age-related pathologies, mainly 
cardiovascular diseases and mental disorders. Experimental data on the effect of liposomes 
containing both normal and oxidized CS on the proliferative activity of cultured cells are 
analyzed. The data of longitudinal studies are considered, suggesting that, paradoxically, it is 
people with elevated levels of CS in the blood plasma who live to an advanced age. At the same 
time, the consumption of large amounts of food rich in CS may not affect the health of some 
patients. It is noted that a number of studies indicate the absence of a causal relationship 
between the level of CS in serum and the occurrence of atherosclerotic changes. It is emphasized 
that CS is a very important compound for our body, without which cell proliferation and, as 
a result, normal regeneration are impossible. It is noted that there is a continuously increasing 
amount of data on the negative role of statins in the formation of age-related pathology, 
especially in people of older age groups. It is concluded that at present it becomes obvious that 
there is a need for a significant reappraisal (using the systems approach) of ideas about the 
possible role of CS in aging, the development of atherosclerosis and other age-related diseases, 
as well as dementias due to various causes, including Alzheimer’s disease.

Keywords: aging, death, cholesterol, cardiovascular diseases, biomembranes, metabolism, diet
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ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ
Журнал «Вестник Московского университета. Серия 16. Биология» является научным изданием биоло-

гического факультета Московского университета имени М.В. Ломоносова. Статьи и материалы, публикуе-
мые в журнале, затрагивают самые разные разделы современной биологии, но обязательно в фундаменталь-
ном аспекте. К печати принимаются только комплексные работы, представляющие собой завершенные 
исследования или проблемные теоретические обзоры.

«Вестник Московского университета. Серия 16. Биология» входит в Перечень рецензируемых научных из-
даний, в которых должны быть опубликованы основные результаты диссертаций на соискание ученой степени 
кандидата и доктора наук. Он также публикуется американской компанией «Pleiades Publishing Group» на ан-
глийском языке под названием «Moscow University Biological Sciences Bulletin». Оба издания синхронны и выхо-
дят четыре раза в год. Русская версия журнала индексируется в базах данных РИНЦ, ВИНИТИ, EastView, RSCI 
на платформе Web of Science, английская – в Scopus, SCImago, EBSCO Discovery Service, OCLC WorldCat 
Discovery Service, ProQuest Central, AGRICOLA, EMBiology, Institute of Scientific and Technical Information of 
China, Japanese Science and Technology Agency (JST), Dimensions, Google Scholar и др. Двухлетний импакт-фактор 
РИНЦ русскоязычной версии составляет 0,790, показатель CiteScore 2021 (Scopus) англоязычной версии – 1,2.

После принятия статьи в печать редакция высылает авторам договоры с издателем журнала, которые не-
обходимо заполнить и подписать всем соавторам. Авторский договор вступает в силу в случае и с момента 
принятия статьи к публикации. Заполненные и подписанные договоры можно присылать в редакцию в от-
сканированном виде по электронной почте.

Общая информация
Сотрудники любых научных учреждений (как российских, так и зарубежных) могут присылать в наш 

журнал свои статьи, если они написаны на литературном русском языке и оформлены в соответствии с на-
стоящими Правилами.

Все указанные в статье авторы должны нести ответственность за ее содержание. Не принимаются к пе-
чати работы, уже опубликованные или отправленные в другие издания, в связи с этим к рукописи должно 
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ся. Работы, оформленные не по правилам или не соответствующие профилю издания, могут быть отклоне-
ны редакцией журнала без рецензирования. 

Структура статьи
Статьи представляются в электронной форме в формате Word 97-2003 (*.doc) и Word 2007 (*.docx), файл 

со статьей должен быть назван по фамилии автора, а если авторов несколько – по фамилии первого (напри-
мер, Иванов и др.doc). Форматирование: шрифт Times New Roman, кегль 12, междустрочный интервал – по-
луторный, отступ – 1,25, выравнивание по ширине (для удобства к правилам прилагается шаблон статьи). 
Редакция рекомендует придерживаться следующего объема рукописи: до 4000 слов для экспериментальной 
статьи, до 7000 слов для обзорной (включая список литературы и резюме на английском языке). Объёмы, 
значительно отклоняющиеся от рекомендованных, необходимо согласовывать с редакцией.

На первой странице рукописи в левом верхнем углу следует указать индекс УДК, соответствующий со-
держанию статьи. В следующих строках приводятся: название работы (полужирным шрифтом, кегль 14), 
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 звездоч-
кой), ответственного за переписку с редакцией. После информации о местах работы следуют резюме статьи 
на русском языке (150–300 слов) и ключевые слова (6–7 слов или словосочетаний, курсивом).

Образец оформления «шапки» статьи:
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литературы. Названия разделов печатаются с заглавной буквы без точки в конце (полужирным шрифтом), слова 
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Информация о финансировании работы приводится перед списком литературы в следующей 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 кон-

фликта интересов и указать, каким этическим советом утверждены протоколы исследования, если экспери-
менты проводились с использованием животных или с привлечением людей в качестве испытуемых.

После списка литературы размещается фраза «Поступила в редакцию…», где указывается дата отправки 
рукописи.

Далее на отдельной странице на английском языке печатаются заглавие, инициалы и фамилии авторов, 
названия организаций с адресами и e-mail автора, ответственного за переписку, резюме и ключевые слова 
(полный перевод русской версии, форматирование такое же, как и в «шапке» статьи).
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Таблицы и рисунки
Число таблиц и рисунков не должно быть избыточным (рекомендуется приводить не более трех единиц 

суммарно, каждая не более половины листа А4). Не допускается представление одних и тех же материалов 
в табличной и графической формах, предпочтение отдается рисункам. Подписи к рисункам и фотографиям, 
содержащие 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 ссыл-
ке 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 отдельных 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 ри-
сунков, фотографий и таблиц в основной текст. Пиксельное реальное (не интерполированное!) разрешение 
фотографий должно обеспечивать ясность всех деталей (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 различимы.

Таблицы печатаются на отдельных страницах после сведений об авторах.

Список литературы
Мы рекомендуем авторам придерживаться осмысленного соотношения объемов текста статьи и приста-

тейного списка литературы. Как правило, список литературы должен занимать от 20 до 40% общего объема 
рукописи.
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Желательно, чтобы список литературы состоял преимущественно из ссылок на научные статьи, в основ-
ном – напечатанные в последнее десятилетие (в некоторых областях биологии допустимы отклонения от 
этого правила, которые необходимо согласовывать с редакцией). Ссылки на все остальные варианты публи-
каций следует свести к минимуму.

В тексте ссылка на цитируемый источник приводится в квадратных скобках с указанием ее порядкового 
номера. При наличии нескольких источников они перечисляются в порядке возрастания номеров через за-
пятую, 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 кавычек), год. Общее ко-
личество 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 ставится и/and). Город: Издательство (без 
кавычек), год. Страницы.

4) 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.

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

Если авторов больше 15, то приводятся только фамилии и инициалы первых трех (Сидоров С.С., Ива-
нов 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 (Москва – М., New York – N.Y. и т.д.). Допустимо использовать ссылку на 
электронную публикацию только в том случае, если статья не издавалась в бумажном виде.

Примеры оформления источников в списке литературы:
Статья в журнале:
Litchfield K., Reading J.L., Puttick C., Thakkar K., Abbosh C., Bentham R., Watkins T.B., Rosenthal R., Biswas D., 

Rowan A., Lim E. Meta-analysis of tumor- and T cell-intrinsic mechanisms of sensitization to checkpoint inhibition // 
Cell. 2021. Vol. 184. N 3. P. 596–614.

Marchena M., Echebarria B. Influence of the tubular network on the characteristics of calcium transients in 
cardiac myocytes // PloS One. 2020. Vol. 15. N 4: e0231056.

Гребенкин И.В., Алексеенко А.Е., Гайворонский Н.А., Игнатов М.Г., Казённов А.М., Козаков Д.В., Кулагин 
А.П., Холодов Я.А. Применение ансамбля нейросетей и методов статистической механики для предсказания 
связывания пептида с главным комплексом гистосовместимости // Комп. исслед. моделир. 2020. Т. 12. № 6. 
С. 1383-1395.

Книга:
Holliday R. Aging: the paradox of life. Why we age. Dordrecht: Springer, 2007. 134 pp.
Рязанова Г.И. Поведение насекомых. М.: Изд-во Моск. ун-та, 2019. 232 с.
Статья в сборнике:
Mahajan M., Yadav R.K. Labeling and sorting of arabidopsis SAM cell populations to capture their transcriptome 

profile // Plant stem cells. Methods in molecular biology, vol. 2094 / Eds. M. Naseem and T. Dandekar. N.Y.: 
Humana, 2020. P. 39–47.

Храмченкова О.М., Бачура Ю.М. Альгодиагностика деградированных почв // Радиация, экология и тех-
носфера: материалы междунар. науч. конф. (Гомель, 26–27 сент. 2013 г.) / Под ред. А.Д. Наумова. Минск: 
Ин-т Радиологии, 2013. С. 174–176.

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

info (дата обращения: 11.03.2021).
Официальный сайт ЮНЕСКО [Электронный ресурс]. 2009. URL: htpp://www.unesco.org (дата обраще-

ния: 15.02.2021).
Электронная публикация:
Bizzarro J.J. Slatyspotted guitarfish (Rhinobatos glaucostigma) [Электронный ресурс] // IUCN Red List of 

Threatened Species. 2009. URL: htpp://www.iucnredlist.org (дата обращения: 10.02.2022).



284

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2022. Т. 77. № 4

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ

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 англоязычных версий. Это позволит 
избежать проблем при переводе списков литературы.

 
Дополнительные правила оформления

Все размерности физических величин должны соответствовать Международной системе единиц (СИ), 
например: м – метр, кг – килограмм, мин – минута, ° – градус и т.д. Все сокращения размерностей и вели-
чин приводятся по ГОСТу. В десятичных дробях целая часть от дробной отделяется запятой. В тексте можно 
использовать только прямые кавычки. Цифры до десяти включительно пишутся словами. Знак процента (%) 
не отделяется от цифры пробелом, например, 50%. Между цифрами всегда ставится тире без пробелов, на-
пример, 1–3 км, 50–120 мкл и т.п.

Химические соединения следует указывать согласно номенклатуре, рекомендуемой ИЮПАК (1979 г.). 
Вместо названий простых веществ допускается использование их формулы, например, хлорид натрия – NaCl, 
углекислый газ – CO2 и т.д. Разрешается пользоваться общепринятыми аббревиатурами наиболее часто ис-
пользуемых соединений. К ним относятся: нуклеотиды, нуклеиновые кислоты, аминокислоты (например, аде-
нозинтрифосфорная кислота – АТФ, дезоксирибонуклеиновая кислота – ДНК, аргинин – Арг, валин – Вал). 
Все прочие 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 организмов обязательно 
должны быть указаны соответствующие латинские названия (род, вид), желательно пользоваться Международ-
ными кодексами номенклатуры (Международный кодекс ботанической номенклатуры, Международный ко-
декс номенклатуры бактерий и т.д.). Курсивом выделяются только родовые, видовые и подвидовые названия.

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

Подготовка к печати
Рукопись, присланная автором, проверяется на соответствие правилам оформления. Если работа не со-

ответствует требованиями, то она возвращается автору без рецензирования. Правильно оформленные статьи 
поступают на рецензию. После рецензирования рукописи, при необходимости, отправляются авторам на до-
работку и исправление ошибок. Исправленный вариант статьи должен быть возвращен в редакцию не позд-
нее, чем через 7–10 дней, вместе с подробным ответом на все замечания рецензентов. Если автор присылает 
исправленный вариант позднее указанного срока, статья рассматривается как вновь поступившая. Далее над 
рукописью работает редактор, исправленный текст и его замечания отсылаются авторам на 2–3 рабочих дня.

Корректуры (русско- и англоязычная) статей направляются авторам также на 2–3 рабочих дня, в тече-
ние которых необходимо тщательно проверить текст, рисунки, таблицы и т.д., внеся в гранки необходи-
мую правку. В случае англоязычной корректуры желательно уделить особое внимание специальным тер-
минам, которые могут быть неправильно интерпретированы переводчиками. Приветствуется практика 
публикации в английской версии авторских переводов статей.

 
Полезные ссылки

Список сокращённых названий журналов можно найти здесь
Классификатор УДК располагается здесь
О том, как правильно сокращать общепринятые термины, можно прочитать здесь

https://images.webofknowledge.com/images/help/WOS/A_abrvjt.html
https://teacode.com/online/udc/
http://new.gramota.ru/spravka/letters/86-rubric-100

