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Модуляция магнитного или электрического сенсомоторных ритмов человека при пред-
ставлении движений широко используется в фундаментальных и прикладных нейрофи-
зиологических исследованиях. К настоящему времени имеются доказательства лучшей 
чувствительности сенсоров магнитного поля к модуляции бета-ритма, однако потен- 
циальный синергический эффект от объединения двух модальностей еще не был иссле-
дован. В этом исследовании одновременная регистрация электроэнцефалограммы (ЭЭГ) 
и магнитоэнцефалограммы (МЭГ) проведена у восьми здоровых испытуемых-доброволь-
цев при выполнении ими произвольных и воображаемых движений, а также при электри-
ческой стимуляции медианного нерва. У всех испытуемых удалось идентифицировать де-
синхронизацию (подавление) мю- и бета-ритмов при выполнении сенсомоторных 
заданий, а также бета-синхронизацию после окончания движения или стимуляции. С ис-
пользованием общих проекций ковариационных матриц сигналов электрической, маг-
нитной и объединенной («МЭЭГ») модальностей были вычислены наиболее чувствитель-
ные индивидуальные пространственные фильтры отдельно для каждого из типов 
реакций. По сравнению с предстимульным контролем выраженность изменений ампли-
туды компонентов сенсомоторного ритма оказалась наибольшей в объединенной МЭЭГ-
модальности. При этом для мю-десинхронизации МЭЭГ оказалась значимо лучше МЭГ, 
а для бета-десинхронизации МЭЭГ оказалась существенно лучше как МЭГ, так и ЭЭГ. 
Для бета-синхронизации показано смещение положения источников во фронтомедиаль-
ном направлении, а значимых различий в амплитуде между модальностями не было. Так-
же было показано, что для бета-десинхронизации у большинства испытуемых выделялись 
МЭГ-источники с одинаковыми ЭЭГ-проекциями или без выраженных ЭЭГ-проекций, что 
свидетельствует о наличии нескольких малых тангенциально расположенных кортикальных 
диполей, участвующих в десинхронизации бета-ритма. Полученные результаты позволяют 
полагать, что в исследованиях модуляции компонентов сенсомоторного ритма, в особенно-
сти бета-десинхронизации, совмещение МЭГ и ЭЭГ приводит к повышению чувствитель-
ности метода. Мультифокальность магнитного бета-ритма и его различная выраженность 
в  ЭЭГ-источниках указывают на наличие независимых регуляторных контуров корково- 
таламического или внутрикортикального происхождения.

Ключевые слова: сенсомоторный ритм, бета-ритм, десинхронизация, бета-отскок,  
МЭГ/ЭЭГ-корегистрация, пространственный фильтр, представление движений
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Анализ динамической регуляции ритмической 
активности головного мозга является востребован-
ным инструментом исследования сенсомоторных 
функций. Связанная с событиями синхро- 
низация (увеличение мощности) и десинхрони-
зация (уменьшение) ритмических колебаний, 
регистрируемых вблизи центральной борозды 
коры головного мозга на электроэнцефалограмме 

(ЭЭГ) и магнитоэнцефалограмме (МЭГ) широко 
используется в оценке соматосенсорной реактив-
ности как в задачах с сенсорной стимуляцией, так 
и в исследованиях произвольных движений 
и  сложных перцептивно-моторных состояний: 
представления движений, телесных иллюзий, 
имитационного поведения  [1]. Несмотря на то, 
что большинство исследователей сходится в об-
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щих вопросах происхождения и  функциональной 
значимости альфа-/мю-компонента (~10 Гц) как 
ритма холостого хода («idling»), активная дискус-
сия ведется относительно функциональной роли 
и  происхождения сенсомоторных бета-волн 
(~20 Гц) [2]. В частности, возникающая в процес-
се возбуждения или растормаживания сенсомо-
торной коры одновременно мю- и бета-десинхро-
низация [3] часто сменяется повышенной 
бета-синхронизацией, получившей название «бе-
та-отскок» («beta-rebound»), понимаемой часто 
как гиперкомпенсация ранее подавленного бета-
ритма. Однако с распространением более точных 
способов оценки спектральной мощности и энце-
фалографии высокой плотности сенсоров иссле-
дователи стали замечать, что «отскок» происходит 
на более низких частотах [4, 5] и  в прецентраль-
ных областях коры [6, 7], а также имеет иную  
фармакологическую чувствительность  [8, 9],  
что указывает на обособленную природу синхро-
низирущегося после события бета-ритма. Таким 
образом, возникла альтернативная гипотеза о на-
личии двух источников бета-ритмики: фронталь-
ного с антикинетической функцией активного 
торможения и постцентрального с растормажива-
ющей функцией, связанной с вниманием и анти-
ципаторным поведением [10]. Регистрация раз-
личных компонентов сенсомоторного ритма 
используется не только в фундаментальных  
исследованиях, но и в ряде практических направ-
лений, таких как клиническая диагностика, ней-
рокогнитивные тренажеры и интерфейсы мозг-
компьютер  [11, 12], для которых существенным 
фактором является точная количественная оценка 
величин реакций модуляции ЭЭГ-ритмов. 

На данный момент существует огромный 
объем фундаментальных и прикладных исследо-
ваний магнитного и электрического компонента 
сенсомоторного ритма, однако встречаются лишь 
единичные работы, в которых для этого приме-
няют одновременную совместную регистрацию 
МЭГ и  ЭЭГ [13]. Помимо относительного  
небольшого числа МЭГ-установок, значимым 
фактором отсутствия подобного рода исследова-
ний является распространенное представление 
о  преимуществе МЭГ в точности локализации 
и  чувствительности к мелким поверхностным 
тангенциально ориентированным диполям, 
представляющим большой интерес для нейро-
физиологических, клинических исследований 
и  нейровизуализации [14]. Действительно, в ра-
ботах, напрямую сравнивающих сенсомоторные 
ритмы МЭГ и ЭЭГ [13], демонстрируется 
бо́льшая чувствительность магнитных градиоме-
тров для оценки величин десинхронизации 
и  синхронизации. Тем не менее, попыток объе-
динения информации двух модальностей для ко-
личественной оценки сенсомоторных ритмов на 
данный момент не предпринималось.

В отличие от классического подхода к моде-
лированию корковых источников при регистра-
ции МЭГ и ЭЭГ путем объединения физических 
моделей распространения электрических и маг-
нитных полей [15], в настоящее время набирает 
популярность сигнал-ориентированный под-
ход  [16, 17], позволяющий вычислять оптималь-
ные пространственные проекции для ожидаемой 
динамики сигнала на основе полученных в ис-
следовании многомерных данных. Такие подхо-
ды позволяют в полной мере использовать преи-
мущества больших размерностей данных без 
снижения статистической мощности, невоспри-
имчивы к шуму и артефактам отдельных сенсо-
ров/модальностей и позволяют получать физио-
логически интерпретируемые результаты, что 
отличает их от схожих по назначению подходов, 
опирающихся на нейросетевые архитектуры.  
Однако на данный момент нет достаточного ко-
личества примеров их применения на сигналах 
разной физической природы.

Таким образом, основными задачами нашего 
исследования были выявление возможности кор-
ректного вычисления интерпретируемых про-
странственных фильтров для оценки модуляции 
сенсомоторного ритма магнитоэлектроэнцефа-
лограммы (МЭЭГ) и проверка наличия преиму-
ществ использования комбинированной модаль-
ности по сравнению с 306-канальной МЭГ 
и 64-канальной ЭЭГ.

Методика
Испытуемые и регламент исследования. 

В  эксперименте приняли участие восемь здоро-
вых испытуемых-добровольцев (средний воз-
раст – 24 года, 4 женщины). Семеро испытуемых 
были правшами и один – левша. Все испытуемые 
дали свое информированное согласие на участие 
в исследовании. Процедуры исследования были 
одобрены этическим комитетом Московского  
государственного психолого-педагогического 
университета.

В исследовании применялись три способа мо-
дуляции сенсомоторных ритмов: (1) стимуляция 
медианного нерва с пороговой для мышечного со-
кращения силой тока (стимулятор постоянного 
тока Digitimer DS7A (Digitimer Ltd., Великобрита-
ния), прямоугольные импульсы, длительность – 
200 мкс, максимальная амплитуда – 250 В, сила 
тока – 3,5–4,5 мА, межстимульный интервал – 2 с); 
(2) произвольные однократные движения большо-
го пальца правой руки в ответ на зрительный сти-
мул; (3) мысленное кинестетическое представление 
таких же движений (интервал между попытками – 
5 с). В качестве контрольного состояния использо-
валась задача на зрительный счет элементов аб-
страктной картинки. Количество проб для каждого 
испытуемого составляло: 50 – для токовых стиму-
лов и 40 – для представления или выполнения дви-
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жений. Испытуемые были заранее обучены техни-
ке представления движений и  принимали участие 
в аналогичных исследованиях [18].

Сбор данных. Энцефалограмма регистрирова-
лась одновременно при помощи 306-канального 
магнитноэнцефалографа Neuromag Vector View 
(Elekta Oy, Финляндия) и электроэнцефалографа 
NVX-136 (ООО «МКС», Россия) с немагнитным 
шлемом с 64 пассивными Ag/AgCl-электродами, 
расположенными по международной системе  
«10-10». Регистрация проводилась в магнитоэкра-
нированной камере «Ak3B» (Vacuumschmelze 
GmbH, Германия) в положении сидя. Дополни-
тельно регистрировалась электроокулограмма  
(используемая для синхронизации сигналов  
МЭГ- и  ЭЭГ-усилителей), электрокардиограмма, 
миограмма с брюшка короткой мышцы, отводящей 
большой палец правой кисти (m. abductor pollicis 
brevis). Дополнительно при помощи специальных 
катушек во время записей регистрировалось поло-
жение головы испытуемого в МЭГ-шлеме. Кожно-
электродный импеданс для всех электродов энце-
фалограммы не превышал 15  кОм. Все сигналы 
оцифровывались с частотой 1000 Гц.

Анализ данных. Предварительная обработка 
МЭГ-сигнала проводилась в программе Maxfilter 
v.2.2.10 (Elekta Oy, Финляндия) по стандартному 
для данного оборудования алгоритму, включаю-
щему пространственно-временную фильтрацию 
«tSSS» (временная константа 10 с и предельная 
корреляция 0,8), компенсацию микродвижений 
головы в шлеме и приведение сигнала стандартно-
му положению головы по осям OX и OY [19]. Даль-
нейший анализ проводился в программе MATLAB 
2022b (Mathworks, США) с использованием автор-
ских скриптов и пакетов FieldTrip и EEGLAB [20] 
для загрузки и визуализации данных.

Перед дальнейшей обработкой сигналы всех 
модальностей синхронизировались во времени 
и  подвергались фильтрации фильтром низких  
частот по частоте среза 90 Гц и скользящему меди-
анному фильтру с ядром 3 с для устранения вре-
менного дрейфа и других медленных колебаний 
сигналов.

Для устранения различий в единицах измере-
ний различных сенсоров (ЭЭГ – мкВ, магнитоме-
тры – фТ, планарные градиометры – фТ/см) все 
сигналы каждого типа сенсоров стандартизова-
лись: делились на значение их общей (по всем ка-
налам) дисперсии, робастно оцениваемой с помо-
щью медианного абсолютного отклонения [16]. 
Для эффективного использования данных высо-
кой размерности вычислялись пространственные 
фильтры, оптимизируемые индивидуально для 
каждого испытуемого и отдельно для каждой из 
частотно-временных реакций (десинхронизация 
в альфа- (8–14 Гц) и бета- (14–30 Гц) диапазонах 
и синхронизация в бета-диапазоне). Простран-
ственные фильтры вычислялись как общие соб-

ственные векторы (W T) ковариационных матриц 
сигналов в экспериментальном (предполагающем 
наличие интересующей реакции) и контрольном 
(зрительный счет) условиях:

 ⋅ ⋅ =  
⋅ ⋅  

Λ
T

exp

T
ctrl

W C W
argmax

W C W
,

где W T – матрица собственных векторов (фильт- 
ров), Λ – собственные числа, а Cexp и Cctrl – кова-
риационные матрицы в экспериментальном 
и контрольном условиях соответственно.

Векторы wT с наименьшими собственными 
числами соответствуют пространственным проек-
циям c наименьшим соотношением дисперсий 
в двух условиях

exp

ctrl

C
C

,

что при неравенстве [Cexp < Cctrl] означает десин-
хронизацию сигналов энцефалограммы в экспе-
риментальном условии. Векторы с наибольшими 
собственными числами при [Cexp > Cctrl]  – син-
хронизацию сигналов энцефалограммы. Алгоритм 
вычисления собственных векторов предполагает 
сортировку столбцов W T (векторов wT ) в соответ-
ствии с величиной собственных чисел. Среди всех 
полученных фильтров wT отбирался один с наи-
меньшим (для десинхронизации) или наиболь-
шим (для синхронизации) собственным числом, 
для которого соответствующий пространственный 
паттерн (вычисляемый по формуле A = W -T [21]) 
приходился на проекционные зоны контралате-
ральной сенсомоторной коры – лобные, цент- 
ральные и теменные сенсоры [18, 22] – и имел 
пространственное ограниченную дипольную 
структуру. На практике это означало, что отбира-
лись компоненты, соответствующие одному из 
трех крайних вектор-столбцов матрицы W T. 
В  случае наличия нескольких выраженных конт- 
ралатеральных компонентов, предпочтение отда-
валось компоненту с более экстремальным соб-
ственным числом. Дополнительным критерием 
отбора фильтров для ЭЭГ и МЭГ было соответ-
ствие пространственных проекций в этих модаль-
ностях для МЭЭГ-сигнала, что позволяло более 
корректное их прямое сравнение.

Фильтры вычислялись трижды: для ЭЭГ, МЭГ 
и комбинированных данных МЭГ + ЭЭГ. Для МЭГ 
перед вычислением собственных векторов прово-
дилось понижение размерности сигнала с помо-
щью метода главных компонент (до 70–80 компо-
нентов), поскольку после процедуры «tSSS» ранг 
данных понижался.

Отобранные фильтры применялись к сырому 
сигналу, после чего проводилась оценка амплитуд 
исследуемых частотных компонентов путем сверт-
ки сигналов с вейвлет-функциями с вариабельным 
числом циклов с последующим объединением 
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результатов в виде геометрического среднего [23]. 
Полученные в результате свертки спектрограммы 
усреднялись для попыток каждого испытуемого, 
нормировались на значения предстимульного ин-
тервала [-1...0] c и конвертировались в децибелы. 
Средние значения для ритмических компонентов 
в частотно-временных секторах (рис. 1), соответ-
ствующих максимуму изучаемых реакций, срав-
нивались с помощью ANOVA с факторами  
«испытуемый» и «модальность». По фактору «мо-
дальность» проводился анализ post hoc с поправ-
кой Тьюки.

Результаты и обсуждение
Репрезентативная спектрограмма и простран-

ственные компоненты для всех типов сенсоров 
для испытуемого №8 показаны на рис. 1. У всех 
испытуемых была обнаружена десинхронизация 
в частотных мю- (~10 Гц) и бета- (~ 20 Гц) диапа-
зонах, типично развивавшаяся через 500 мс после 
подачи стимула к движению/представлению 
и спустя ~200 мс после электрической стимуляции 
медианного нерва, а также типично прекращав-
шаяся в течение 1–1,5 c. Бета-синхронизация 

Рис. 1. Частотно-временные и пространственные паттерны модуляции сенсомоторных ритмов. Верхняя панель – усредненная 
спектрограмма МЭЭГ-сигнала контралатерального источника сенсомоторного ритма у испытуемого №8 в состоянии выполне-
ния движения большим пальцем (время – относительно подачи визуального стимула к движению). Нижняя панель – соответ-
ствующие верхней спектрограмме пространственные паттерны для реакций трех типов (μd – десинхронизация мю-, βd – десин-
хронизация бета-, и βs – синхронизация бета-ритмов) для трех типов сенсоров (ЭЭГ64 – 64-канальная электроэнцефалограмма, 
МЭГм – 102 магнитометра, МЭГг – среднеквадратичное планарных градиометров); цветом показаны весовые коэффициенты 
отдельных сенсоров.
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у разных испытуемых развивалась с задержкой от 
2 до 4 с от подачи команды к движению или элек-
трическому стимулу (средний интервал – от 2,6 до 
3,8 с). Межиндивидуальная вариабельность в ла-
тентности бета-синхронизации могла являться 
следствием таких факторов, как способы выпол-
нения движения (плавно или с принудительной 
остановкой), различия в мысленной обработке 
последствий выполненного движения или полу-
ченного стимула, индивидуальные свойства стере-
отипии работы сенсомоторной системы. С учетом 
потенциально большей вариабельности латентно-
сти бета-синхронизации между отдельными по-
пытками, усреднение спектрограмм по попыткам 
могло занижать абсолютные значения амплитуды 
синхронизации, но для целей настоящего иссле-
дования это не являлось ограничением. Мю-
десинхронизация у всех испытуемых укладывалась 
в диапазон от 9 до 14 Гц, а бета-десинхронизация 
возникала типично на значениях частоты удвоен-
ного мю-диапазона (от 19 до 28 Гц). В то же время 
бета-синхронизация после движения возникала на 
более низких частотах бета-диапазона (от 15 до 
24 Гц), что согласуется с результатами, ранее полу-
ченными нашей научной группой [24], а также 
другими исследователями [4].

Для сравнения амплитуд десинхронизации 
между тремя модальностями регистрации энце-
фалограммы (ЭЭГ, МЭГ и их объединения – 
МЭЭГ) были отобраны по одному фильтру с хо-
рошо сопоставимыми пространственными 
проекциями активации в проекции всех модаль-
ностей. Однако при расчете фильтров для бета-
компонента у шести испытуемых из восьми было 
выделено несколько источников (де-)синхрони-
зации бета-ритма с общей проекцией в модаль-
ности «МЭЭГ», но с различающейся полярно-
стью для магнитометров и градиометров. 
На рис. 2 представлен пример данных для испы-
туемого 7, у которого одновременно есть два 
компонента с единой ЭЭГ-проекцией, но инвер-
тированными диполями в  МЭГ, а третий источ-
ник – с повернутой на 90  градусов полярностью 
в МЭГ без проекции в ЭЭГ. Похожие результаты 
уже были показаны  [17] для фронтального тета-
ритма с  применением аналогичного алгоритма 
обработки данных МЭЭГ. По всей видимости, 
это объясняется наличием нескольких бета-ком-
понентов, связанных с  таламическим мю-рит- 
мом, а также независимого от мю-ритма внутри-
кортикального компонента. Этот результат со-
гласуется с современными гипотезами о проис-

Рис. 2. Пространственные фильтры для десинхронизации бета-ритма у испытуемого №7. Цветом показаны весовые коэффи-
циенты сенсоров всех модальностей (ЭЭГ64 – 64-канальная электроэнцефалограмма, МЭГм – 102 магнитометра, МЭГг1 
и МЭГг2 – 102 пары планарных градиометров). Строки – три лучших пространственных фильтра, вычисленных для объеди-
ненной МЭЭГ-модальности.
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хождении бета-ритмов [25] как наложения 
входных колебаний ~10  Гц таламокортикальных 
проекций и возвратных проекций ~10 Гц корко-
во-таламических или внутрикортикальных свя-
зей. Тем не менее, от МЭГ-модальности отбира-
лась только одна проекция, поскольку 
использование сразу всех контралатеральных 
магнитных источников сделало бы некоррект-
ным сравнение их с ЭЭГ, для которой характерно 
наличие одного обширного пространственно-
сглаженного диполя – вероятно, из-за эффекта 
объемной проводимости электрических потенци-
алов. Это обстоятельство несколько ограничива-
ет возможности корректного сравнения МЭГ 
и ЭЭГ, ввиду наличия отдельных и потенциально 
независимых источников осцилляторной актив-
ности. Для установления степени функциональ-
ной и  временной связности активности про-
странственно близких источников различной 
ориентации требуется проведение дополнитель-
ного исследования, включающего анатомиче-
скую локализацию находимых диполей.

При анализе различий в источниках бета-
синхронизации было обнаружено, что для всех 
испытуемых с выраженной кратковременной 
синхронизацией характерно положение источни-
ка активности кпереди и медиальное – от источ-
ника бета-десинхронизации. Это также согласу-
ется с  данными немногочисленных исследо- 
ваний, отмечающих подобную диссоциацию 
в  локализации  [7]. Полученные результаты про-
тиворечат гипотезе о так называемом «бета- 
отскоке», понимающей синхронизацию после 
движения как гиперкомпенсацию ранее пода-
вленного бета-ритма.

Количественное сравнение десинхронизации 
и синхронизации проводилось для спектрограмм, 
нормированных на значения предстимульного ин-
тервала [-1000 0] c. Средние значения для трех ти-
пов модуляции ритма и трех модальностей реги-
страции представлены в таблице. Для всех типов 
модуляции объединенная модальность МЭЭГ да-
вала наибольший по амплитуде эффект, различия 
были незначимы для бета-синхронизации 
(F(2,  38) = 0,4599; p = 0,8437), значимы для мю-
десинхронзации (F(2, 38) = 13,6506; p = 0,0126) 
и  бета-десинхронизации (F(2, 38) = 31,9386; 
p = 3,246∙10-6). 

Парные сравнения с поправкой Тьюки выя-
вили значимые различия между МЭЭГ и ЭЭГ для 
мю-десинхронизации (p = 0,0106) и в парах 
МЭЭГ–ЭЭГ, МЭЭГ–МЭГ для бета-десинхрони-
зации (p = 1,823∙10-4 и p = 4,654∙10-4 соответ-
ственно). Таким образом, впервые показано су-
щественное преимущество использования 
объединенной модальности МЭЭГ перед исполь-
зованием отдельно МЭГ и ЭЭГ, которые досто-
верно не отличались друг от друга. В отличие от 
исследования Иллман и  коллег [13], мы не на-
блюдали значимого увеличения чувствительно-
сти в оценках бета-синхронизации, что может 
объясняться различиями в типах используемых 
задач: в их работе применялась исключительно 
сенсорная стимуляция, для которой характерна 
послестимульная синхронизация, тогда как в на-
шей работе большую роль играло представление 
движения, после которого у ряда испытуемых 
она вовсе не возникает [26]. Вероятно, что при 
обобщении модальностей (МЭЭГ) в упоминае-
мом исследовании [13] также бы наблюдался си-
нергичный эффект от объединения модальностей 
из-за наличия уникальной информации в МЭГ 
и ЭЭГ, что следует из приводимых авторами ко-
эффициентов корреляции Спирмена: ρ = 0,77 
для бета-синхронизации и ρ = 0,69 для десинхро-
низации. При объединении этих результатов 
с  нашими можно предположить, что бета-син-
хронизация достаточно хорошо представлена 
и в МЭГ, и в ЭЭГ, тогда как источники бета-де-
синхронизации по-разному проявляются на маг-
нитных и электрических датчиках. 

Таким образом, полученные результаты ука-
зывают на синергический эффект повышения 
чувствительности к модуляторным изменениям 
амплитуды компонентов сенсомоторного ритма 
и,  в  частности, бета-десинхронизации. Наличие 
множественных источников магнитного бета-рит-
ма и их различная сопряженность с электрически-
ми источниками указывают на наличие независи-
мых кортикальных центров с  тангенциальным 
положением проекционных волокон. Полученные 
данные также подтверждают гипотезу о простран-
ственной и функциональной обособленности  
источника бета-синхронизации. Выводы исследо-
вания подчеркивают перспективность использо-
вания совместной регистрации МЭГ и  ЭЭГ для 

Таблица

Средние значения амплитуды модуляции компонентов сенсомоторного ритма

Тип реакции МЭЭГ МЭГ ЭЭГ

Мю-десинхронизация -9,34 ± 1,74 -7,53 ± 2,11 * -8,74 ± 2,34

Бета-десинхронизация -9,40 ± 1,38 -7,27 ± 1,97 ** -6,72 ±1,92 **

Бета-синхронизация 5,07 ± 2,43 4,90 ± 2,6 4,74 ± 2,72
Примечание: Приведены средние значения в децибелах ± стандартное отклонение. * – статистически 

значимое отличие от «МЭЭГ», p < 0,05; ** то же для – p < 0,0001. Парный t-тест, поправка Тьюки.



9

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2023. Т. 78. № 1

МАГНИТНЫЙ И ЭЛЕКТРИЧЕСКИЙ СЕНСОМОТОРНЫЕ РИТМЫ

расширения фундаментального понимания функ-
циональной роли отдельных компонентов корти-
кальных ритмов.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского фонда фундаменталь- 
ных исследований в рамках научного проекта  
№ 19-315-60011. Исследование выполнялось на 

Уникальной научной установке «Центр нейро-
когнитивных исследований (МЭГ-центр)» 
ФГБОУ ВО МГППУ. Эксперименты проведены 
с  соблюдением этических норм работы с испы-
туемыми-добровольцами и одобрены Этиче-
ским комитетом МГППУ (протокол №13 
от  12.04.2022). Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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Increased sensitivity of spatial filters by combining the magnetic 
and electrical components of the sensorimotor cortical beta rhythm 

A.N. Vasilyev1, 2, * , A.G. Kryuchkova2, A.E. Makovskaya1

1Department of Human and Animal Physiology, School of Biology, Lomonosov Moscow State University,  
Leninskie gory 1–12, Moscow, 119234, Russia;

2MEG Center, Moscow State University of Psychology and Education, Shelepikhinskaya Naberezhnaya,  
2А 2, 123290 Moscow, 123290, Russia;

*e-mail: a.vasilyev@anvmail.com

Modulation of human magnetic or electrical sensorimotor rhythms during motor imagery is 
widely used in fundamental and applied neurophysiological research. To date, there is evidence 
of a better sensitivity of magnetic field sensors to beta-rhythm modulation, however, the 
potential synergistic effect of combining the two modalities has not yet been investigated. In this 
study, simultaneous registration of electroencephalogram (EEG) and magnetoencephalogram 
(MEG) was carried out in eight healthy volunteers during voluntary and imaginary movements, 
as well as during electrical stimulation of the median nerve. In all subjects, it was possible to 
identify desynchronization (suppression) of mu and beta rhythms during the performance of 
sensorimotor tasks, as well as beta synchronization after the end of movement or stimulation. 
Using the common projections of the covariance matrices of signals of the electric, magnetic, 
and combined (“MEEG”) modalities, the most sensitive individual spatial filters were calculated 
separately for each type of reaction. Relative to the pre-stimulus control, the changes in the 
amplitude of the sensorimotor rhythm components turned out to be the largest in the combined 
MEEG modality. At the same time, for mu-desynchronization, MEEG turned out to be 
significantly better than MEG, and for beta-desynchronization, MEEG turned out to be 
significantly better than both MEG and EEG. For beta synchronization, a shift in the position of 
sources in the fronto-medial direction was shown, and there were no significant differences in 
amplitude between modalities. It was also shown that for beta desynchronization, most subjects 
identified MEG sources with identical EEG projections or without pronounced EEG 
projections, which indicates the presence of several small tangentially located cortical dipoles 
involved in beta rhythm desynchronization. The results obtained indicate that in studies of 
modulation of sensorimotor rhythm components, in particular beta desynchronization, the 
combination of MEG and EEG leads to greater sensitivity. The multifocal nature of the 
magnetic beta rhythm and its varying severity in EEG sources indicate the presence of 
independent regulatory circuits of cortical-thalamic or intracortical origin.

Keywords: sensorimotor rhythm, beta-rhythm, desynchronization, beta-rebound, MEG-EEG 
coregistration, spatial filter, motor imagery
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

УДК 571.27

Участие нерецепторных тирозинкиназ Src-семейства 
в образовании нейтрофильных внеклеточных ловушек

Н.В. Воробьева* 

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

*e-mail: nvvorobjeva@mail.ru

Нейтрофилы высвобождают деконденсированный ядерный хроматин или нейтрофиль-
ные внеклеточные ловушки (NET, от Neutrophil Extracellular Trap) в ответ на большое 
количество разнообразных физиологических и фармакологических стимулов. Однако, 
кроме участия в защите хозяина от инфекции, NET играют важную роль в патогенезе  
аутоиммунных, воспалительных и злокачественных заболеваний. В этой связи понима-
ние молекулярных механизмов образования NET, ведущее, как правило, к гибели ней-
трофилов (NETоз), крайне важно для обеспечения контроля возможного аберрантного 
или избыточного выброса хроматина. Киназы Src-семейства (Src-киназы) представляют 
собой нерецепторные тирозиновые киназы, участвующие в разнообразных функциях 
организма человека. Однако их роль в NETозе и окислительном взрыве изучена недоста-
точно. У нейтрофилов человека описано три представителя Src-киназ (Hck, Fgr и Lyn), 
и в нашей работе был изучен их вклад в NETоз и окислительный взрыв с использовани-
ем ингибиторного анализа. Мы показали, что Src-киназы участвуют в окислительном 
взрыве и NETозе, индуцированных кальциевым ионофором A23187, но не участвуют 
в этих эффекторных функциях при стимуляции нейтрофилов миметиком диацилглице-
рола форбол-12-миристат-13-ацетатом (ФМА). 

Ключевые слова: нейтрофилы человека, нейтрофильные внеклеточные ловушки, NET, окис-
лительный взрыв, Src-киназы

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-78-1-2

Нейтрофильные внеклеточные ловушки (NET, 
от Neutrophil Extracellular Trap) представляют собой 
паутиноподобные структуры, состоящие из остова 
деконденсированного ядерного хроматина, покры-
того гистонами, противомикробными белками гра-
нул и цитозольными белками [1, 2]. Впервые NET 
были описаны и всесторонне изучены в лаборато-
рии Артуро Циклински, а в 2004 г. появилась пер-
вая публикация [1], в которой их образование было 
представлено как новая эффекторная функция 
нейтрофилов, направленная на уничтожение 
и  ограничение распространения патогенов в очаге 
воспаления. Было также установлено, что процесс 
образования NET сопровождается гибелью нейтро-
фила, и эта форма программируемой клеточной 
смерти была названа NETозом [3]. 

Впоследствии обнаружили, что, помимо за-
щитной функции, NET играют существенную 
роль в патогенезе аутоиммунных, воспалительных 
и онкологических заболеваний [4–7]. В связи 
с  этим понимание сигнальных путей, ведущих 
к  образованию нейтрофильных ловушек, крайне 
важно для обеспечения контроля последствий их 
нерегулируемого или избыточного образования.

Классический, или «суицидальный», NETоз 
представляет собой многостадийный процесс, 
включающий активацию, образование активных 
форм кислорода (АФК) ферментным комплек-
сом НАДФH-оксидазой, диссоциацию под дей-
ствием АФК азуросом – белковых комплексов, 
расположенных в мембранах азурофильных гра-
нул [8], выход из азуросом сериновых протеаз 
(нейтрофильной эластазы – НЭ, катепсина G 
и  азуроцидина) и миелопероксидазы (МПО) 
в цитоплазму, а затем их миграцию в ядро. В ядре 
при участии НЭ и МПО, а также пептидил-арги-
ниндеиминазы  4, цитруллинирующей гистоны, 
происходят деконденсация ядерного хроматина 
и  его последующий выброс за пределы клетки, 
или NETоз [1]. Помимо перечисленных ключе-
вых факторов NETоза, в сигнальных путях пере-
дачи информации от первичного акцептора сиг-
нала и до образования NET принимает участие 
большое количество других ферментов, напри-
мер, протеинкиназа  С [9], циклин-зависимые 
киназы 4 и 6 [10], сигнальный каскад Raf-MEK-
ERK, а также нерецепторные тирозиновые кина-
зы Src-семейства (Src-киназы).

https://orcid.org/0000-0001-5233-9338
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У человека было обнаружено 9 представите-
лей тирозиновых Scr-киназ: Src, Yes, Fgr, Fyn, 
Lyn, Hck, Lck, Blk и Frk, а также сходные с ними 
по структуре Src-подобные киназы: Brk, Srm, FrK 
и Bsk. Все эти киназы контролируют в организме 
множество функций, например, иммунный от-
вет, клеточную адгезию, хемотаксис, ремодели-
рование цитоскелета, апоптоз, генную экспрес-
сию и  др.  [11, 12]. В нейтрофилах человека 
в  настоящее время описана экспрессия трех 
представителей Src-киназ – Hck, Fgr и Lyn. С ис-
пользованием мышей, нокаутных по генам, ко-
дирующим киназы Hck и Fgr, было показано их 
участие в контроле экзоцитоза гранул [13]. Кроме 
того, с использованием трансгенных мышей 
установлено участие Hck и Fgr в регуляции окис-
лительного взрыва через фосфорилирование 
фактора обмена гуаниновых нуклеотидов малых 
ГТФаз, Vav1, участвующего в активации Rac1 
и Rac2 [14]. Вместе с тем, было показано, что инги-
битор ГТФазы Rac, NSC23766, не оказывает пода-
вляющего действия на форбол-12-миристат-13-
ацетат (ФМА)- и  fMLP (N-Formyl-methionyl- 
leucyl-phenylalanine)-индуцированный окислитель-
ный взрыв, несмотря на значительное снижение 
экспрессии Rac в нейтрофилах [15]. Эти факты 
свидетельствуют о том, что сборка и активация 
НАДФH-оксидазы может происходить и без  
ГТФ-связанных форм белка Rac.

Участие Src-киназ в регуляции NETоза было 
исследовано в единственной работе [16], в кото-
рой продемонстрировали образование NET ней-
трофилами человека в ответ на компонент клеточ-
ной стенки дрожжей β-глюкан и, параллельно, 
активацию экспрессии Src-киназ в сигнальном 
пути, предшествующем генерации АФК НАДФH-
оксидазой. Однако данные об участии Src-киназ 
в  окислительном взрыве и NETозе нейтрофилов 
человека, стимулированных другими физиологи-
ческими и фармакологическими стимулами, 
практически отсутствуют. В настоящей работе 
впервые было изучено влияние Src-киназ на окис-
лительный взрыв и NETоз нейтрофилов человека, 
активированных ионофором кальция А23187 
и форболовым эфиром ФМА.

Материалы и методы
Реагенты. ФМА, A23187, fMLP, 4-amino-5-(4-

chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3, 4-d] pyrimidine 
(РР2), диметилсульфоксид и люминол были приоб-
ретены в компании Sigma-Aldrich (США). Краси-
тель SYBR Green и смола ProLong Gold были заку-
плены в Thermo Fisher Scientific (Invitrogen, США).

Выделение первичных нейтрофилов человека. 
Все исследования с кровью проводили в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией Всемирной 
медицинской ассоциации 2000 г. и протоколом 
Конвенции Совета Европы о правах человека 
и биомедицине 1999 г. Образцы крови были полу-

чены с добровольного согласия доноров в отделе-
нии переливания крови Российской детской кли-
нической больницы ФГБОУ ВО «Российского 
национального исследовательского медицинского 
университета имени Н.И. Пирогова» Минздрава 
России. Периферическую кровь здоровых доно-
ров или пациентов с хронической гранулематоз-
ной болезнью (ХГБ) забирали в утренние часы  
натощак в полипропиленовые пробирки с гепари-
ном. Нейтрофилы выделяли с помощью центри-
фугирования в одноступенчатом градиенте плот-
ности Ficoll-Hypaque (плотность 1,077 г/см3) 
в течение 25 мин при 400g и комнатной темпера-
туре, как описано ранее [17]. Основную массу 
эритроцитов удаляли путем седиментации в дек-
стране. Оставшиеся эритроциты лизировали  
в гипотоническом растворе хлорида натрия  
(0,2%-ный NaCl) в течение 30 с и далее восста- 
навливали изотоничность путем добавления  
1,6%-ного NaCl. Нейтрофилы ресуспендировали 
в  полной культуральной среде (ПКС), включаю-
щей RPMI 1640, 10 мМ HEPES, 2 мМ L-глутамина 
и 1%-ную инактивированную эмбриональную те-
лячью сыворотку. Полученные клетки были пред-
ставлены на 98% гранулоцитами, а их жизнеспо-
собность составляла не менее 99%, что определяли 
по исключению 0,1%-ного трипанового синего. 

Оценка люминол-зависимой хемилюминесцен-
ции (ЛЗХЛ). ЛЗХЛ использовали для оценки сум-
марных АФК (внутри- и внеклеточных), как опи-
сано ранее [18]. Свежевыделенные нейтрофилы 
в концентрации 2,5 × 106 клеток/мл (4,5 × 105 кле-
ток) инкубировали в присутствии ингибитора Src-
киназ РР2 в возрастающих концентрациях в тече-
ние 30 мин в условиях 37°С и 5% СО2 в ПКС. 
Далее ПКС заменяли на фосфатный буфер Креб-
са-Рингера (120 мM NaCl, 5 мM KCl, 1,7 мM 
KH2PO4, 8,3 мM Na2HPO4, 10 мM глюкоза, 1 мM 
CaCl2, 1,5 мM MgCl2, рН 7,3). К 2 × 105 клеток до-
бавляли 80 мкМ люминола и проводили стимуля-
цию окислительного взрыва 2 мкМ А23187, 30 нМ 
ФМА или 800 нМ fMLP. ЛЗХЛ анализировали 
сразу после стимуляции в течение 30 мин при 37°С 
в планшетном хемилюминометре Lucy 1 (Anthos 
Labtec, Австрия). Оценивали площадь, занимае-
мую кривыми ЛЗХЛ, и выражали степень окис- 
лительного взрыва в процентах от контроля  
(контроль: стимулированные нейтрофилы, 100%) 
в виде гистограмм.

Индукция и флуоресцентное окрашивание NET. 
Для обнаружения NET использовали флуорес-
центную микроскопию. Свежевыделенные ней-
трофилы (2 × 105 клеток/мл в 500 мкл ПКС), адге-
зированные на круглых покровных стеклах, 
находящиеся в лунках 24-луночного планшета, 
инкубировали с РР2 в течение 30 мин при 37°С 
и 5% СО2. Образование NET индуцировали 30 нМ 
ФМА или 2 мкМ А23187 в течение 2 ч 40 мин и 4 ч 
соответственно. После стимуляции NETоза клет-

https://ru.wikipedia.org/wiki/Src_(%D0%BA%D0%B8%D0%BD%D0%B0%D0%B7%D0%B0)
https://ru.wikipedia.org/wiki/Fyn_(%D0%BA%D0%B8%D0%BD%D0%B0%D0%B7%D0%B0)
https://ru.wikipedia.org/wiki/Blk
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ки фиксировали в лунках в 4%-ном растворе пара-
формальдегида в течение 15 мин. Препараты 
окрашивали SYBR Green в течение 7 мин при 
комнатной температуре в темноте, далее погружа-
ли в смолу ProLong Gold. Клетки анализировали 
с  использованием флуоресцентного микроскопа 
Leica DM LB (Leica Microsystems, Германия), 
а фотографирование проводили с помощью каме-
ры Leica DC300F. Подсчитывали общее количе-
ство клеток и количество нетотических клеток 
в  каждом поле зрения, затем оценивали процент 
NETоза в нескольких полях зрения. 

Статистическая обработка. Статистическую 
обработку результатов проводили с помощью про-
граммы GraphPad InStat 3.06 (GraphPad Software, 
США). Сравнение между несколькими экспери-
ментальными группами проводили с использова-
нием однофакторного дисперсионного анализа 
(one-way ANOVA), сопровождаемого тестом мно-
жественного сравнения Бонферрони. Данные 
в  тексте и на рисунках представлены как сред-
нее  ± стандартная ошибка среднего. Различия 
считали статистически значимыми при р < 0,001.

Результаты и обсуждение
Чтобы выяснить, зависит ли NETоз нейтро-

филов человека, активированных A23187 и ФMA, 
от Src-киназ, был применен специфический несе-
лективный ингибитор РР2. Действие РР2 также 
оценивали на модели окислительного взрыва, ин-
дуцированного A23187, ФMA и хемоаттрактантом 
fMLP, методом регистрации ЛЗХЛ, как описано 
в разделе «Материалы и методы».

На рис. 1 можно видеть, что инкубация ней-
трофилов с РР2 в возрастающих концентрациях 
приводила к значительному и дозозависимому по-
давлению окислительного взрыва, индуцированно-
го А23187 (А) и fMLP (В), но не ФМА (Б). NETоз, 
стимулированный A23187, был также эффективно 
и дозозависимо подавлен РР2 (рис. 2А, В), что ука-
зывает на его зависимость от активации Src-киназ. 
Однако ФМА-индуцированный NETоз был нечув-
ствителен к действию РР2 (рис. 2Б, В), что корре-
лировало с действием ингибитора в ответ на окис-
лительный взрыв.

Мы предположили, что Src-киназы, помимо 
активации НАДФH-оксидазы (окислительный 
взрыв), являющейся неотъемлемым участником 
классического NETоза, могут активировать и дру-
гие субстраты, играющие важную роль в его акти-
вации. Для проверки этого предположения мы ис-
пользовали нейтрофилы, выделенные из крови 
больных ХГБ, имеющие мутации субъединиц, 
полностью инактивирующие НАДФH-оксидазу. 
Такие нейтрофилы не способны генерировать ок-
сидаза-зависимые АФК, а также не образуют NET 
в ответ на многие стимулы, включая ФМА, однако 
образуют NET в ответ на А23187 (рис. 2Г). Инку-
бация нейтрофилов больных ХГБ в присутствии 

Рис. 1. Оценка участия нерецепторных тирозинкиназ Srс-
семейства в окислительном взрыве нейтрофилов человека.
Нейтрофилы здоровых доноров инкубировали в течение 
30  мин в присутствии специфического ингибитора Src-киназ 
РР2. Окислительный взрыв индуцировали 2 мкМ A23187 (A), 
30 нМ ФMA (Б) или 800 нМ fMLP (В) и регистрировали хеми-
люминесценцию в присутствии 80 мкМ люминола; n = 3; 
*** – р < 0,001. 
Сокращения на графиках: ХЛ, хемилюминесценция.
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РР2 в течение 30 мин не вызывала подавления 
NETоза, индуцированного А23187 (рис. 2Г). Это 
указывает на участие Src-киназ только в сигналь-
ном пути активации окислительного взрыва как 
составляющего звена NETоза, который полно-
стью отсутствует в нейтрофилах больных ХГБ.

Различное действие на NETоз и окислитель-
ный взрыв ингибитора Src-киназ РР2 в зависимо-
сти от характера стимула (ФМА или А23187) можно 
бы было объяснить неодинаковой чувствительно-
стью НАДФH-оксидазы к отсутствию в своем  
составе ГТФ-связанной формы Rac2, активация 
которой зависит от Src-киназ  [14]. Однако трудно 

объяснить, почему при активации нейтрофилов 
ФМА отсутствие такой формы Rac2 не влияет на 
окислительный взрыв и NETоз, а при стимуляции 
нейтрофилов А23187 – оказывает сильное подавля-
ющее действие.

Мы полагаем, что различная чувствитель-
ность к подавлению Src-киназ нейтрофилов чело-
века, стимулированных различными активатора-
ми, обусловлена неодинаковой регуляцией тока 
Са2+. Известно, что почти все иммунные реакции 
нейтрофилов, включая окислительный взрыв 
и NETоз, на определенной стадии требуют повы-
шения уровня цитоплазматического Ca2+. Ней-

Рис. 2. Оценка участия тирозинкиназ Srс-семейства в NETозе нейтрофилов человека.
Для оценки NETоза нейтрофилы здоровых доноров (А, Б, В) и больных хронической гранулематозной болезнью (ХГБ) (Г), 
адгезированные на покровных стеклах, инкубировали с РР2 в течение 30 мин. Образование NET индуцировали 2 мкМ A23187 
или 30 нМ ФMA в течение 4 ч и 2 ч 40 мин соответственно. Клетки фиксировали 4%-ным параформальдегидом и окрашивали 
SYBR Green для визуализации хроматина; n = 3, для нейтрофилов здоровых доноров и нейтрофилов ХГБ; *** – р < 0,001. 
Масштаб 25 мкм.
Дозы РР2 в А23187- и ФМА-индуцированных нейтрофилах составляют 1 мкМ и 5 мкМ соответственно (В и Г).
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трофилы как невозбудимые клетки используют 
для генерации кальциевых сигналов депо-управ-
ляемые Ca2+-каналы плазматической мембра-
ны  [19], а сенсором, сигнализирующим об исто-
щении Са2+ в эндоплазматическом ретикулуме, 
являются расположенные в нем белки STIM 
(Stromal Interaction Molecule). Ранее было показа-
но, что ФМА, в отличие от А23187 и fMLP, не ак-
тивирует вход внеклеточного Са2+ при активации 
и депо-управляемые Ca2+-каналы плазматической 
мембраны не задействованы [20]. Вместе с тем, на 
модели фибробластов мышей, трансгенных по ти-
розинкиназе c-Src, было показано участие c-Src 
в регуляции депо-управляемых Ca2+-каналов [21]. 
Таким образом, мы допускаем, что тирозинкина-
зы Srс-семейства могут фосфорилировать не толь-
ко Vav1, но и компоненты кальциевых каналов 
нейтрофилов человека, чем можно объяснить раз-
личие чувствительности к их подавлению при  
стимуляции разными стимулами. Однако это 
предположение еще предстоит доказать экспе- 
риментально.

Отсутствие чувствительности А23187-инду-
цированного NETоза к РР2 у нейтрофилов боль-
ных ХГБ, вероятно, обусловлено повышенным 
уровнем цитозольного Ca2+ из-за нарушения у них 
регуляции кальциевого тока [19, 22–25]. Кроме 
того, у таких клеток многие сигнальные пути за-
висят от участия АФК не оксидазного, а митохон-
дриального происхождения [17, 23, 26], что делает 
их нечувствительными к подавлению тока внекле-
точного Ca2+.

Работа выполнена в рамках научного проекта 
государственного задания МГУ № 121042600047-9 
и  Междисциплинарной научно-образовательной 
школы Московского университета «Молекулярные 
технологии живых систем и синтетическая биоло-
гия». Исследование было одобрено локальным ко-
митетом по этике Российской детской клинической 
больницы ФГБОУ ВО «Российского национально-
го исследовательского медицинского университета 
имени Н.И. Пирогова» Минздрава России. Автор 
заявляет об отсутствии конфликта интересов.
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Neutrophils release decondensed nuclear chromatin or Neutrophil Extracellular Traps (NETs) 
in response to a great number of physiological and pharmacological stimuli. However, apart 
from the host defensive function, NETs play an essential role in the pathogenesis of various 
autoimmune, inflammatory, and malignant diseases. Therefore, understanding the molecular 
mechanisms of NETs formation, usually leading to the neutrophil death (NETosis), is important 
to control the probable aberrant or excessive NETs release. The Src-family kinases (Src-kinases) 
are non-receptor tyrosine kinases that are involved in a variety of human functions. However, 
their role in NETosis and oxidative burst has not been sufficiently studied. Since three 
representatives of Src-kinases (Hck, Fgr, and Lyn) have been described in human neutrophils, 
we studied their contribution to NETosis and oxidative burst using inhibitory analysis. We have 
shown that Src-kinases are involved in the oxidative burst and NETosis induced by the calcium 
ionophore A23187 but not the mimetic of diacylglycerol phorbol-12-myristate-13-acetate 
(PMA).
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УДК 579.26+579.25+579.68

Состав бактериальных сообществ 
нефтезагрязненных донных отложений реки Каменка

Д.О. Егорова* , П.Ю. Санников , Ю.В. Хотяновская , С.А. Бузмаков 

Кафедра биогеоценологии и охраны природы, Пермский государственный национальный исследовательский университет, 
614068, г. Пермь, ул. Букирева, д. 15

*e-mail: daryao@rambler.ru

Река Каменка протекает по территории Кокуйского газонефтяного месторождения, рас-
положенного в Пермском крае. Несмотря на отсутствие в непосредственной близости от 
реки нефтедобывающих объектов, в водах и донных отложениях выявлены нефтяные 
углеводороды в концентрации 2445–25800 мг/кг. Исследован состав микробных сооб-
ществ донных отложений реки Каменка, расположенных у истока и по течению реки. 
С применением методов высокопроизводительного секвенирования и биоинформатиче-
ской обработки данных установлено, что основная доля микробных сообществ пред-
ставлена бактериями филума Proteobacteria (16,7–30,3%), также в сообществах представ-
лены филумы Actinobacteriota, Bacteroidota, Bdellovibrionota, Campilobacterota, 
Chloroflexi, Cyanobacteria, Deferribacterota, Desulfobacterota, Firmicutes, Gemmatimonadota, 
Methylomirabilota, Myxococcota, Nitrospirota, Patescibacteria, Planctomycetota, Spirochaetota, 
Synergistota, Thermotofota и Verrucomicrobiota. Значения индекса Шеннона для исследо-
ванных сообществ находятся в прямой корреляционной зависимости от концентрации 
нефтяных углеводородов в донных отложениях. Филум Proteobacteria во всех сообще-
ствах представлен классами Alphaproteobacteria и  Gammaproteobacteria, среди которых 
доминирующую позицию занимают представители семейств Rhodobacteriaceae 
и  Comamonadaceae. При идентификации до рода установлено, что в семействе 
Comamonadaceae основную долю составляют бактерии рода Hydrogenophaga. Следует от-
метить, что бактерии рода Pseudomonas (класс Gammaproteobacteria) выявлены только 
в микробиоценозе донных отложений, характеризующихся наибольшей концентрацией 
нефтяных углеводородов. 

Ключевые слова: бактерии, нефтяное загрязнение, донные отложения, микробное сообще-
ство, высокопроизводительное секвенирование

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-78-1-3

Загрязнение окружающей среды нефтью яв-
ляется глобальной проблемой. Проникновение 
нефтяных углеводородов в природные объекты 
происходит в результате нарушения режимов неф- 
тедобычи, аварий при транспортировке и хране-
нии, в процессе переработки [1]. Длительная раз-
работка нефтяных месторождений, особенно 
в районах со сложными климатическими или гео-
логическими условиями, приводит к усугублению 
данной проблемы. Кокуйское месторождение, 
расположенное на территории Пермского края 
(Кунгурский и Ординский районы) (рис. 1) нахо-
дится в активной эксплуатации более полувека 
(https://www.nftn.ru). Геологические запасы нефти 
составляют более 100 млн т. На территории  
месторождения выявлены нефтяные, газоконден-
сатонефтяные и газонефтяные залежи. Однако 
разработка месторождения осложнена горно-гео-
логическими условиями региона, а именно – раз-

витием карстовых процессов. Наличие трещин-
ных зон в карстовых породах обусловливает 
вертикальную миграцию нефти, в том числе – 
в составе подземных вод, что приводит к появле-
нию нефтяных пятен на почвах или в реках, уда-
ленных от нефтегазодобывающих объектов [2, 3]. 
Одной из таких проблемных территорий является 
река Каменка. На протяжении длительного пери-
ода времени в водах Каменки фиксируются  
нефтяные углеводороды, повышенное содержание 
хлоридов, а также присутствует запах сероводорода 
(данные не опубликованы).

Основными компонентами нефти являются 
линейные и разветвленные углеводороды, арома-
тические углеводороды, нафтены и ряд других ор-
ганических соединений [4]. Поступление данных 
веществ в почву и донные отложения приводит 
к  нарушению их структуры и функций, а также 
оказывает влияние на микробиоценоз [4–7].  

https://orcid.org/0000-0001-8018-4687
https://orcid.org/0000-0001-7973-301X
https://orcid.org/0000-0002-7172-778X
https://orcid.org/0000-0002-5144-0714
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Известно, что появление такого комплекса орга-
нических загрязнителей вызывает необратимые 
изменения в составе и структуре микробиоценоза, 
направленные на адаптацию к новым услови-
ям  [8,  9]. В большинстве случаев это приводит 
к  повышению доли микроорганизмов, устойчи-
вых к негативному воздействию углеводородов 
нефти или/и способных использовать данные сое-
динений в метаболических процессах [10]. Анализ 
структуры микробных сообществ удаленных друг 
от друга регионов, подверженных негативному 
влиянию нефтяного загрязнения, свидетельствует 
о существенных различиях в составе основных 
таксономических групп микробиоценозов [8, 11].

Целью настоящей работы стало изучение со-
става микробиоценоза донных отложений реки 
Каменка, подверженных загрязнению углеводоро-
дами нефти в результате их проникновения из 
подлежащих горных пород.

Материалы и методы
Отбор проб донных отложений производили 

согласно ГОСТ 17.1.5.01-80 «ГИДРОСФЕРА. Об-
щие требования к отбору проб донных отложений 
водных объектов для анализа на загрязненность» 
и  Природоохранному нормативному документу 

федеративному (ПНД Ф) 12.1:2:2.2:2.3.2-03 «От-
бор проб почв, грунтов, осадков биологических 
очистных сооружений, шламов промышленных 
сточных вод, донных отложений искусственно соз-
данных водоемов, прудов-накопителей и  гидро- 
технических сооружений» в истоке реки Каменка 
и трех точках ниже по течению в августе 2021 г. 
(рис. 1) и транспортировали их в термоконтейне-
рах при поддержании температуры 4–5°С:

1) образец V-00 – отобран в истоке реки, рН 
7,31, органический углерод 17,5%, общая щелоч-
ность (СО3+НСО3) 390 мг/кг, хлориды 595 мг/кг, 
нефтепродукты 4093 мг/кг, присутствует харак-
терный запах серы;

2) образец V-00-1 – отобран на расстоянии 
10–15 м от истока реки, рН 6,97, органический 
углерод 12,6%, общая щелочность (СО3 + НСО3) 
171 мг/кг, хлориды 2975 мг/кг, нефтепродукты 
25800 мг/кг, присутствует характерный запах 
серы;

3) образец V-DO-12 – отобран на расстоянии 
100 м от истока реки, рН 7,28, органический угле-
род 13,2%, общая щелочность (СО3 + НСО3) 
1146  мг/кг, хлориды 3675 мг/кг, нефтепродукты 
5494 мг/кг, присутствует характерный запах серо-
водорода;

Рис. 1. Карта-схема расположения районов отбора донных отложений на реке Каменка, Пермский край.
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4) образец V-DO-22 – отобран на расстоянии 
2500 м от истока реки, рН 7,11, органический 
углерод 10,6%, общая щелочность (СО3 + НСО3) 
281 мг/кг, хлориды 175 мг/кг, нефтепродукты 
2445 мг/кг, присутствует характерный запах серо-
водорода.

Определение физико-химических параметров 
образцов проводили согласно опубликованной ра-
нее методике [12], концентрацию нефти опреде-
ляли согласно ПНД Ф 16.1:2.2.22-98 «Количе-
ственный химический анализ почв. Методика 
выполнения измерений массовой доли нефтепро-
дуктов в минеральных, органогенных, органоми-
неральных почвах и донных отложениях методом 
ИК-спектрометрии».

Выделение ДНК из образцов донных отложе-
ний проводили с применением набора реакти-
вов MACHEREY-NAGEL NucleoSpin Soil 
(MACHEREY-NAGEL, Германия) согласно  
инструкции производителя.

Высокопроизводительное секвенирование. Очи-
щенные препараты ДНК использовали для созда-
ния библиотек фрагментов гена 16s рРНК мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с  применением универсальных праймеров  
на вариабельный участок V4: F515/R806 
(GTGCCAGCMGCCGCGGTAA/GGACTACVSGGGTATCTAAT) 
[13] c присоединенными адаптерами и уни- 
кальными баркодами компании Illumina 
(Illumina,США). ПЦР проводили в 15 мкл реакци-
онной смеси, содержащей 0,5–1 единицу актив-
ности полимеразы Q5® High-Fidelity DNA 
Polymerase (NEB, США), по 5 пкМ прямого и об-
ратного праймеров, 1–10 нг ДНК-матрицы и 2 нМ 
каждого dNTP (LifeTechnologies США). Смесь де-
натурировали при 94°С 1 мин., после чего следова-
ло 25 циклов: 94°С – 30 с, 55°С – 30 с, 72°С – 60 с. 
Финальная элонгация проводилась при 72°С 
3 мин. ПЦР-продукты очищали по рекомендован-
ной Illumina методике с использованием магнит-
ных частиц AMPureXP (Beckman Coulter, США). 
Подготовка библиотек и секвенирование прово-
дились в соответствии с рекомендациями произ-
водителя для работы на приборе «Illumina MiSeq» 
(Illumina, США) с использованием набора реаген-
тов MiSeq® ReagentKit v3 (600 cycle) с двусторон-
ним чтением (2 × 300 н).

Обработка данных с применением биоинформа-
ционных технологий. Первоначальную обработку 
полученных данных проводили с помощью про-
граммного обеспечения компании Illumina 
(Illumina, США). Для последующего анализа  
(объединения последовательностей, удаления хи-
мерных прочтений, восстановления исходных фи-
лотипов (ASV, Amplicon sequence variant) и  даль-
нейшей таксономической классификации 
полученных ASV) использовали программные па-
кеты dada2 [14], phyloseq [15] и DECIPHER [16], 
работу осуществляли в программной среде R. Для 

представления данных таксономического анализа 
использовали средства программного пакета 
QIIME [17].

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием программ 
Microsoft Excel 2013 и STATISTICA 6.0. Статисти-
ческий анализ осуществляли с использованием 
параметрических методов, статистически значи-
мыми считали различия при p < 0,05. Графические 
данные визуализированы в программе Microsoft 
Excel 2013.

Результаты и обсуждение
Физико-химический анализ донных отложений 

реки Каменка показал, что они имеют слабощелоч-
ную, ближе к нейтральной, среду (по показателю 
рН), содержат органический углерод, карбонаты 
и  хлориды (в образцах V-00-1 и V-DO-12 
концентрация хлоридов многократно превышает 
установленные нормы), а также загрязнены угле-
водородами нефти. Наиболее высокая концентра-
ция нефтепродуктов выявлена в образце V-00-1 
(см. Материалы и методы), отобранном в 10–15 м 
от истока реки. В данном месте предполагается 
выход подземных вод, содержащих нефть.

Впервые проведены исследования структуры 
микробного сообщества донных отложений реки 
Каменка. Использование молекулярно-генетиче-
ских методов позволило выявить широкий спектр 
микроорганизмов, принадлежащих доменам 
Bacteria и Archaea.

В результате высокопроизводительного секве-
нирования участка гена 16S рРНК из образцов 
донных отложений истока реки Каменка (точка 
отбора V-00) (рис. 1) и последующей биоинформа-
тической обработки получено 546 исходных фило-
типов (ASV). Установлено, что 68,8% принадлежа-
ло домену Bacteria, 0,2% – домену Archaea,  
а 31% не был идентифицирован. Всего в составе 
микробного сообщества выявлено 13 филумов  
домена Bacteria (Acidobacteriota, Actinobacteria, 
Bacteroidota, Campilobacterota, Chloroflexi, 
Desulfobacteriota, Firmicutes, Patescibacteria, 
Planctomycetota, Proteobacteria, Spirochaetota, 
Synergistota, Verrucomicrobiota). Доминирующим 
является филум Proteobacteria (26,0%) (рис. 2). 
Доля других филумов варьировала от 0,1% до 
9,1%. Хуже всего представлены филумы 
Acidobacteriota и Verrucomicrobiota (0,1% и 0,8% 
соответственно).

В образцах донных отложений, отобранных 
ниже истока в 10–15 м (точка отбора V-00-1) 
(рис. 1), после обработки исходных данных выяв-
лено 522 ASV. Основную долю (67,5%) составлял 
домен Bacteria, тогда как к домену Archaea при-
надлежало 4,8%. Не определена таксономическая 
принадлежность у 27,7% выявленных филотипов. 
В отличие от микробного сообщества донных от-
ложений истока реки Каменка, в рассматривае-
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мом сообществе выявлено 15 филумов домена 
Bacteria (Acidobacteriota, Actinobacteria, Bacteroidota, 
Campilobacterota, Chloroflexi, Cyanobacteria, 
Deferribacterota, Desulfobacteriota, Firmicutes, 
Gemmatimonadota, Patescibacteria, Planctomycetota, 
Proteobacteria, Spirochaetota, Verrucomicrobiota). 
Следует отметить, что филум Deferribacterota 
(0,1%) не выявлен в других исследованных сооб-
ществах. 30,3% идентифицированных последова-
тельностей приходится на филум Proteobacteria 
(рис. 2). Также в значительной мере представлены 
филумы Campilobacterota (9,6%), Bacteroidota 
(9,2%) и Actinobacteria (6,4%). 

Сообщество донных отложений, отобранных 
ниже истока на 100 м (точка отбора V-DO-12) 
(рис. 1), на 65% представлено доменом Bacteria и 
на 0,1% – доменом Archaea. Для 34,9% исходных 
филотипов (из 685 ASV) таксономическая принад-
лежность не установлена. Доминировали предста-
вители филума Proteobacteria (20,4%) (рис. 2). 
Доля других тринадцати филумов в сообществе 
была ниже и варьировала от 0,1 до 14,1% (рис. 2). 

Наиболее сложным для определения таксоно-
мической принадлежности оказалось сообщество 
донных отложений, отобранных в 2500 м ниже по 
течению от истока реки Каменка (точка отбора 
V-DO-22) (рис. 1). Относительная доля некласси-
фицируемых на филогенетическом уровне нуклео-
тидных последовательностей составила 49,1%. Сре-
ди идентифицированных последовательностей: 

46,7% – домен Bacteria, 4,2% – домен Archaea. Ана-
лиз выявленных филумов показал, что в данном со-
обществе отсутствуют представители Acidobacteriota, 
но определяются представители филумов 
Methilomirabiota (0,1%) и  Thermotogota (0,2%), 
а  также в значительной мере представлен филум 
Cyanobacteria – 1,0%. Доминирующую позицию 
занимает филум Proteobacteria (16,7%) (рис. 2).

Установлена прямая линейная зависимость 
средней силы (коэффициент корреляции Пирсона 
составил 0,63) между концентрацией нефти в дон-
ных отложениях и значением индекса Шеннона-
Уивера (Н) как показателя биоразнообразия  
в исследованных микробиоценозах. Численные 
значения Н относятся к диапазону, характеризую-
щему низкое разнообразие таксономического со-
става сообществ (Н = 2,64–2,91). 

Таксономический состав бактериальных со-
обществ донных отложений реки Каменка суще-
ственно отличается от такового ряда бактериоце-
нозов, подверженных длительному загрязнению 
нефтяными углеводородами [4, 8]. В составе ми-
кробного сообщества донных отложений с наи-
большим уровнем нефтезагрязнения в значитель-
ной мере представлен филум Actinobacteria (6,7%), 
а доля филума Chloroflexi (0,3%) ниже, чем 
в  остальных сообществах. Доминирующая пози-
ция филума Proteobacteria во всех исследованных 
сообществах может быть обусловлена рядом фак-
торов: протеобактерии являются типичными 

Рис. 2. Состав бактериальных сообществ донных отложений реки Каменка на уровне филумов.
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представителями речных экосистем; представите-
ли данного филума играют важную роль в транс-
формации органических соединений; среди про-
теобактерий описано значительное количество 
штаммов, осуществляющих трансформацию угле-
водородов нефти [4, 7, 11, 18].

Во всех исследованных в настоящей работе 
сообществах присутсвуют представители филумов 
Desulfobacteriota (3,0–7,3%) и Spirochaetota (0,2–
3,3%). Интересно отметить, что бактерии данных 
филумов участвуют в анаэробных процессах, в том 
числе для них установлена способность к син-
трофным взаимодействиям [19]. Учитывая тот 
факт, что восстановление сульфатов является од-
ной из метаболических функций бактерий данных 
филумов, можно предполагать, что появление за-
паха сероводорода в местах отбора проб является 
результатом их жизнедеятельности.

Филум Halobacterota домена Archaea выявлен 
во всех сообществах донных отложений реки  
Каменка. Его доля в микробиоценозах составляла 
0,1–3,4%. По литературным данным, филум 
Halobacterota характерен для анаэробных сообществ, 
а также для сообществ солевых пещер  [19,  20].  

Вероятно, его присутствие в исследуемых сообще-
ствах донных отложений обусловлено поступле-
нием в реку Каменка подземных вод, проходящих 
по карстовым трещинам с подлежащих слоев. Ин-
тересно отметить, что в составе микробиоценозов, 
отобранных в точках V-00-1 и V-DO-22, выявлена 
значительная доля еще одного филума домена 
Archaea – Crenarchaeota (3,7% и 0,8% соответ-
ственно). Известно, что представители данного 
филума описаны в составе биоценозов полярного 
региона [21]. 

Проведен анализ микробных сообществ дон-
ных отложений на уровне класса, семейства,  
порядка и рода (таблица). Известно, что пред- 
ставители родов Microbacterium, Flavobacterium 
и  Lutibacter обладают ферментативной активно-
стью в отношении углеводородов нефти и слож-
ных ароматических соединений, встречаются в со-
ставе донных отложений пресноводных и морских 
водоемов [22, 23]. Следует отметить, что наиболь-
шая доля ASV рода Microbacterium представлена 
в  микробном сообществе с наибольшим уровнем 
нефтезагрязнения (таблица). Также в данном со-
обществе выявлено присутствие рода Rhodococcus 

Таблица 

Доминантные таксоны (%) в микробных сообществах донных отложений

Таксономическая единица
Точка отбора

V-00 V-00-1 V-DO-12 V-DO-22

Класс Actinobacteria 4,2 5,8 1,1 1,1
Bacteroidia 8,4 9,2 7,8 3,3
Desulfobacteria 2,6 0,9 2,9 1,6
Desulfobulbia 2,2 1,6 2,6 1,3
Alphaproteobacteria 5,3 8,7 4,9 3,2
Gammaproteobacteria 20,7 21,5 15,4 13,4

Порядок Micrococcales 3,5 5,0 0,3 0,9
Flavobacteriales 4,5 5,4 1,4 1,2
Desulfobacteriales 2,5 0,9 2,9 1,2
Desulfobulbales 2,2 1,6 2,6 1,3
Rhodobacteriales 2,3 1,8 2,6 1,0
Burkholderiales 15,9 10,1 12,3 10,8

Семейство Microbacteriaceae 3,1 3,78 0,3 0,5
Flavobacteriaceae 4,4 4,5 1,4 1,1
Desulfobacteriaceae 2,1 0,9 1,9 0,2
Desulfocapsaceae 2,2 1,6 2,5 0,8
Rhodobacteriaceae 2,3 1,8 2,6 1,0
Comamonadaceae 8,6 5,6 4,6 6,3

Род Microbacterium 0,4 1,0 0,1 0,1
Flavobacterium 2,9 0,7 0,7 0,1
Lutibacter 1,0 2,4 0,2 0,7
Desulfobacterium 1,9 0,3 0,2 0,05
Desulfocapsa 0,1 0,2 0,2 0,1
Не классиф. до рода 2,3 1,8 2,6 1,0
Hydrogenophaga 0,4 1,6 0,5 2,0
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(0,04%), известного большим количеством опи-
санных нефтедеструктирующих штаммов [24, 25]. 
Анализ распространения родов семейства 
Flavobacteriaceae показал, что род Flavobacterium 
наиболее представлен в сообществе истока реки 
Каменка, тогда как род Lutibacter имеет наиболь-
шую долю в сообществе, отобранном на 10–15 м 
ниже истока.

Среди сульфатвосстанавливающих представи-
телей микробиоценоза во всех исследованных со-
обществах преобладали рода Desulfobacterium 
и Desulfocapsa (таблица). Как было указано выше, 
река Каменка протекает по Кокуйскому место-
рождению, для которого характерны карстовые 
процессы в подлежащих породах. В процессе вос-
ходящего движения нефтезагрязненные глубин-
ные воды проходят от каменноугольных карбона-
тов до сульфатно-карбонатного яруса, что 
приводит к их насыщению сульфатами [2, 3]. Та-
ким образом, выходя на поверхность, подземные 
воды несут субстрат для жизнедеятельности суль-
фатвосстанавливающих бактерий.

Доминирующий филум Proteobacteria во всех 
исследованных сообществах представлен двумя 
классами: Alphaproteobacteria и Gammaproteobacteria 
(таблица). Известно, что представители класса 
Gammaproteobacteria широко распространены 
в биоценозах, испытывающих негативную нефтя-
ную нагрузку [7, 11, 18]. Доминирующую позицию 
среди представителей данного класса занимает 
род Hydrogenophaga (таблица) на долю которого 

приходится 0,4–2,0% ASV в сообществах донных 
отложений реки Каменка. Ранее представители 
рода Hydrogenophaga были описаны в составе мик- 
робных сообществ, выделенных из нефтезагрязнен-
ных осадков морей [7]. Интересно отметить, что 
представители рода Pseudomonas, к которому при-
надлежит значительное количество описанных 
штаммов-нефтедеструкторов, выявлены только 
в  составе микробного сообщества донных отложе-
ний точки V-00-1 (0,1%), характеризующейся высо-
кой концентрацией нефтяных углеводородов [26]. 

Таким образом, в результате проведенного ис-
следования впервые описаны на молекулярно-ге-
нетическом уровне микробные сообщества нефте-
загрязненных донных отложений реки Каменка, 
протекающей по территории Кокуйского газо-
нефтяного месторождения. Выявлено присутствие 
доменов Bacteria и Archaea, доминантным являет-
ся филум Proteobacteria. В значительной мере 
представлены филумы сульфатвосстанавливаю-
щих бактерий, что обусловлено проникновением 
в русло реки подземных вод, проходящих через 
сульфатно-карбонатный ярус.

Исследования выполнены при поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (проект №20-45-596018; конкурс РФФИ  
р_НОЦ_Пермский край). Работа проведена без 
использования животных и без привлечения лю-
дей в качестве испытуемых. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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Composition of bacterial communities 
in oil-contaminated bottom sediments of the Kamenka River
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The Kamenka River flows through the territory of the Kokuyskoye gas and oil field located in the 
Perm Territory. Despite the absence of oil-producing facilities in the immediate vicinity of the 
river, oil hydrocarbons were found in the waters and bottom sediments at a concentration of 
2445–25800 mg/kg. The composition of microbial communities of bottom sediments of the 
Kamenka River, located at the source and along the river, was studied. Using the methods of 
high-performance sequencing and bioinformatic data processing, it was established that the 
main share of microbial communities is represented by bacteria of the phylum Proteobacteria 
(16.7–30.3%), as well as the phyla Actinobacteriota, Bacteroidota, Bdellovibrionota, 
Campilobacterota, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deferribacterota, Desulfobacterota, Firmicutes, 
Gemmatimonadota, Methylomirabilota, Myxococcota, Nitrospirota, Patescibacteria, 
Planctomycetota, Spirochaetota, Synergistota, Thermotofota and Verrucomicrobiota. The 
values of the Shannon index for the studied communities are directly correlated with the 
concentration of petroleum hydrocarbons in bottom sediments. The phylum Proteobacteria in 
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all communities is represented by the classes Alphaproteobacteria and Gammaproteobacteria, 
among which representatives of the families Rhodobacteriaceae and Comamonadaceae 
dominate. When identifying to the genus, it was found that in the Comamonadaceae family, the 
main share is made up of bacteria of the genus Hydrogenophaga. It should be noted that bacteria 
of  the genus Pseudomonas (class Gammaproteobacteria) were found only in the microbiocenosis 
of bottom sediments, characterized by the highest concentration of petroleum hydrocarbons.

Keywords: bacteria, oil pollution, bottom sediments, microbial community, high throughput 
sequencing
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Проведено исследование разнообразия микромицетов, ассоциированных с живыми тал-
ломами съедобной красной водоросли Palmaria palmata (дульс) в Белом море. Образцы 
отбирали в Кандалакшском заливе, на верхней (10 талломов на литорали) и нижней 
(10 талломов в сублиторали) границах распространения вида. Работу проводили культу-
ральными методами, грибы выделяли с поверхности талломов. С одного образца водо-
росли выделялось от 0 до 55 колоний; максимальное число морфотипов – 24. Общее раз-
нообразие составило 52 морфотипа, из которых 48 мицелиальных и 4 дрожжевых. Все 
идентифицированные дрожжи относятся к отделу Basidiomycota; среди мицелиальных 
грибов 2 вида принадлежат к отделу Mucoromycota, остальные – к отделу Ascomycota, 
абсолютное большинство из которых – анаморфы. Наиболее разнообразными были 
представители родов Acremonium (10 морфотипов), Penicillium (9) и Cladosporium (6); са-
мыми многочисленными – Acremonium (158 колоний) и Cladosporium (103). Acremonium 
fuci – вид, наиболее широко представленный на исследованных талломах (122 колонии 
на 15 талломах). Важнейшим фактором для формирования поверхностной микобиоты 
P. palmata является местообитание: литоральные и сублиторальные популяции водорос-
ли существенно различаются по численности и структуре сообществ грибов. Талломы 
литоральной популяции значительно богаче грибами, здесь преобладают темноокра-
шенные виды, Acremonium fuci и Sarocladium strictum. В микобиоте сублиторальных образ-
цов – светлоокрашенные виды, отсюда же выделено большинство дрожжей.

Ключевые слова: морские грибы, водоросли-макрофиты, Rhodophyta, Palmaria, дульс, Белое море
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Водоросли-макрофиты – важнейшие проду-
центы в прибрежных экосистемах мирового океа-
на [1, 2]. Многие из них используются человеком 
в  пищу, в промышленности и в сельском хозяй-
стве  [2]. Грибы, ассоциированные с живыми тал-
ломами водорослей – это неоднородная экологи-
ческая группа, куда входят сапротрофы, 
мутуалисты и патогены [1]. Согласно имеющимся 
данным, на водорослях можно обнаружить около 
80 видов облигатных [1] и несколько меньшее чис-

ло видов факультативных морских грибов [3–5]. 
Молекулярные исследования также показывают 
высокое разнообразие грибов, связанных с талло-
мами водорослей [6–8]. Есть сведения, что талло-
мы водорослей-макрофитов могут содержать мико-
токсины в высоких концентрациях [9], что также 
является признаком присутствия грибов. Грибы, 
связанные с водорослями (по англоязычной терми-
нологии – algicolous fungi), могут быть как эндо-
фитными, так и эпифитными. Эндофитами  
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считают грибы, живущие в коровом и внутренних 
слоях таллома [1], а эпифитами – грибы, обитаю-
щие на поверхности и в слизистом чехле хозяи-
на  [4]. Живые талломы водорослей выделяют 
большое количество полисахаридной слизи и ак-
тивных веществ [1, 2]. Эта слизь создает на  
поверхности талломов специфическую среду, 
в  которой поселяются микроорганизмы, образуя 
уникальные многокомпонентные сообщества. 
В большей степени тема биопленок на поверхности 
макрофитов исследована микробиологами [10, 11]. 
Но имеющиеся данные по грибам свидетельствуют 
о том, что поверхность водорослей – привычное 
для них местообитание [3, 4, 11–13], и они также 
могут участвовать в образовании поверхностных 
биопленок на макрофитах.

Palmaria palmata (L.) F. Weber & D. Mohr – 
красная водоросль (Rhodophyta, Florideophyceae, 
Palmariales, Palmariaceae), широко распространен-
ная в холодных водах северной и северо-восточ-
ной Атлантики [14]. Она обитает от нижней лито-
рали до глубины около 20 м, в основном как 
эпифит на талломах крупных бурых водорослей. 
Талломы пальмарии, с продолжительностью жиз-
ни 2–4 г., до 50 см высотой, пластинчатые, состо-
ят из частей разного возраста: в основании более 
старые, полуразрушенные лопасти предыдущих 
лет, на них – более молодые, ежегодно возникаю-
щие ответвления, называемые также пролифика-
циями [15]. В Северной Америке и в Европе этот 
вид является самым массовым пищевым макро-
фитом (бытовое англоязычное название – dulse), 
в некоторых районах ее культивируют, а также ис-
пользуют как удобрение в сельском хозяй-
стве  [14,  15]; известны попытки применения ее 
в  ремедиации загрязненных вод [16]. В связи 
с  важностью пальмарии не только в природных 
сообществах, но и в народном хозяйстве, ее био-
логия довольно подробно исследована [15, 17, 18]. 
Проводились исследования микробиома этой во-
доросли [19]. В то же время о микобиоте пальма-
рии сведения крайне скудны. Известно о двух  
находках паразитических грибов на ней у  фран-
цузского побережья Атлантического океана  [20]: 
это Chadefaudia marina Feldm.-Maz. и Didymella 
magnei Feldmann. Еще одна работа была посвяще-
на эндофитным грибам различных водорослей 
у  атлантического побережья Канады. Здесь была 
обнаружена очень высокая заселенность талломов 
Palmaria palmata грибами (87,4% фрагментов, что 
в  4 раза выше среднего по всем исследованным 
видам). Были выделены представители 9 морфо-
типов, среди которых 3 вида из рода Penicillium, 
представители родов Hypoxylon, Helicomyces 
и Botrytis, а также 3 морфотипа стерильных мице-
лиев [21, 22]. В 1920-х гг. на образцах пальмарии 
с  литорали острова Кильдин в Баренцевом море 
были обнаружены красные дрожжи [23]. А при ис-
следовании численности дрожжей на поверхности 

различных водорослей у атлантического побере-
жья США было показано, что на талломах пальма-
рии, как и на других красных водорослях, она из-
меняется в разные сезоны и может колебаться от 
4  до 8600 клеток/г [12]. Этим сведения о грибах, 
ассоциированных с талломами Palmaria palmata, 
к настоящему времени исчерпываются.

С учетом природной и хозяйственной значи-
мости пальмарии, а также потенциальной важно-
сти и слабой изученности ее микобиоты, целью 
настоящей работы было исследование разнообра-
зия грибов, ассоциированных с Palmaria palmata 
в  Белом море. В задачи исследования входило:  
выявление наличия грибов и определение их так-
сономического состава на разных частях таллома 
водоросли; сравнительная характеристика ком-
плексов грибов на старых и молодых участках тал-
лома; сравнительная характеристика комплексов 
грибов на талломах литоральных и сублитораль-
ных популяций водоросли.

Материалы и методы
Материалами нашего исследования послужи-

ли талломы P. palmata (рис. 1), собранные в авгу-
сте 2018 г. в окрестностях Беломорской биостан-
ции имени Н.А. Перцова в Кандалакшском заливе 
Белого моря (66°34´ с.ш., 33°08´ в.д.). Мы выбрали 
две площадки сбора талломов: у верхней границы 
распространения водоросли на средней литорали 
и у нижней границы в этом районе – в сублитора-
ли, на глубине около 5,5 метров. Площадки распо-
лагались на одной линии, перпендикулярной уре-
зу воды, на расстоянии около 200 м друг от друга. 
Сбор талломов литоральной популяции произво-
дили во время отлива. Здесь пальмария представ-
лена эпифитами на талломах бурых фукоидов 
Fucus distichus L. и Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis. 
Сбор талломов сублиторальной популяции осу-
ществляли при водолазном погружении. В этом 
экотопе пальмария являлась эпифитом на талло-
мах ламинариевых водорослей Saccharina latissima 
(L.) C.E. Lane, C. Mayers, Druehl & G.W. Saunders 
и Laminaria digitata (Hudson) J.V. Lamouroux. Всего 
было отобрано по 10 талломов на каждой площад-
ке, на расстоянии 1–3 м друг от друга. Каждый 
отобранный таллом помещали в индивидуальный 
стерильный полиэтиленовый пакет и до обработ-
ки хранили в холодильнике при 6°С.

Не позднее, чем через 5 сут после сбора, про-
изводили первичный посев. Для него использова-
ли агаризованные среды на основе природной бе-
ломорской воды соленостью 26‰: овсяный агар, 
сусло-агар (общее содержание сахаров 0,15%) 
и  оригинальный пальмарный агар (свежие наре-
занные талломы P. palmata, взятые из расчета 
56  грамм на 1  л среды, промывали проточной во-
дой, кипятили в природной морской воде 10 мин, 
после чего остужали, фильтровали через ватно-
марлевый фильтр, и доводили до конечного объе-
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ма дистиллированной водой; добавляли 0,4 г дрож-
жевого экстракта и  15 г агара на 1 л среды). Для 
подавления роста бактерий в среды добавляли 
комплексный антибиотик оксациллин + ампицил-
лин, (133,4 мг + 66,6 мг) / 0,5 л среды, или гентами-
цин, 40 мг / 0,5 л среды. Перед посевом каждый об-
разец промывали под проточной водой от крупных 
загрязнений, после чего еще раз промывали сте-
рильной морской водой. Затем стерильным скаль-
пелем отделяли старые разрушающиеся части тал-
лома от молодых пролификаций (рис. 1) и каждую 
из этих групп разделяли на две равные части. Из 
каждой группы этих фрагментов половина шла на 
посев поверхностной микобиоты, другую половину 
подвергали поверхностной стерилизации по моди-
фицированной нами методике, использованной 
ранее для работы с бурыми водорослями [4]. Моди-
фикация состояла в уменьшении времени инкуба-
ции в стерилизующих растворах в связи с тем, что 
талломы пальмарии значительно более тонкие 
и  нежные, чем талломы исследованных ранее фу-
коидов. Все фрагменты, приготовленные для посе-
ва, стерильно нарезали на кусочки площадью 1 см2 
и раскладывали на поверхность среды в чашки  
Петри, по 3–4 фрагмента на чашку. Для каждого 
варианта было использовано по 4 чашки для посева 
(1 – сусло-агар, 1 – овсяной агар, 2 – пальмария-
агар). Кроме посева талломов были также сделаны 
контрольные посевы воды и воздуха на участке от-
бора образцов. Все посевы инкубировали в течение 
1 мес. при температуре 6°C. После инкубации  
выделяли чистые культуры для дальнейшей иден-
тификации. Мицелиальные грибы идентифи- 
цировали только по морфолого-культуральным  
критериям [7, 20, 24–26]. Для идентификации 

дрожжевых грибов использовали данные секвени-
рования ITS-региона рДНК. Методика выделения 
ДНК и проведения полимеразной цепной реакции 
опубликованы ранее [27]. Для секвенирования был 
использован праймер ITS5, секвенирование осу-
ществлялось в ЗАО «Евроген» (Москва, Россия). 
Идентификацию дрожжей на основании получен-
ных результатов секвенирования проводили, ис-
пользуя данные генбанка NCBI (www.ncbi.nlm.nih.
gov) и базы данных MycoID (www.mycobank.org). 
Синонимию и таксономическое положение всех 
идентифицированных таксонов сверяли по базе 
MYCOBANK (https://www.mycobank.org).

Использовали понятие обилия видов как от-
ношение числа колоний данной группы к общему 
числу колоний в варианте, выраженное в процен-
тах. Для определения различия видового состава 
различных вариантов рассчитывали индексы Сье-
ренсена-Чекановского и Брея-Кертиса. Видовое 
разнообразие различных вариантов оценивали по 
индексу Шеннона. Для исследования структуры 
и  характера взаимосвязей, существующих между 
исследуемыми вариантами, применяли многомер-
ное шкалирование (Multidimensional Scaling). Мы 
приняли два набора вариантов: 1) по признаку ло-
кализации: образцы литорали / образцы сублито-
рали; 2) по признаку возраста: образцы старых ча-
стей таллома / образцы молодых частей таллома. 
Для проверки правильности группировки вариан-
тов была проведена процедура проверки неслу-
чайности группировки объектов (ANOSIM – 
Analysis of Similarities: группировка считается 
неслучайной при значимости ниже 5%). Для всех 
расчетов использовали пакеты MS Excel 2007 
(Microsoft™) и PRIMER v6 (Primer™, 2001).

МИКОБИОТА PALMARIA PALMATA В БЕЛОМ МОРЕ

Рис. 1. Внешний вид таллома Palmaria palmatа.

https://www.mycobank.org
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Результаты и обсуждение
Сразу отметим, что попытки выделить эндо-

фитные грибы из талломов пальмарии не увенча-
лись успехом. Причиной этого может служить как 
их отсутствие или слишком большая редкость 
в наших образцах, так и недостатки методики сте-
рилизации. В любом случае, это требует отдельно-
го исследования, а дальнейшее изложение связано 
только с поверхностной микобиотой данной водо-
росли. Кроме того, не удалось выявить особенно-
стей микокомплексов, выделявшихся на разных 
средах, поэтому в дальнейшем мы не обсуждаем 
эти различия, а рассматриваем общую микобиоту 
по каждому варианту.

Общая характеристика микобиоты. С талло-
мов исследуемой водоросли мы выделили и иден-
тифицировали 320 спороносящих изолятов мице-
лиальных грибов и 9 изолятов дрожжей; из 
контрольных посевов – 65 спороносящих изоля-
тов мицелиальных грибов и 2 изолята дрожжей 
(таблица). Идентифицированные дрожжи принад-
лежат 4 видам из 4 родов отдела Basidiomycota. 
2 вида из 2 родов мицелиальных грибов относятся 
к отделу Mucoromycota, а все остальные – к отделу 
Ascomycota, из которых только один вид 
(Chaetomium globosum) образовывал плодовые тела, 
а все остальные – это анаморфные стадии пред-
ставителей различных классов. Общее разнообра-
зие мицелиальных грибов – 41 вид из 25 родов 

Таблица
Разнообразие и численность исследованной микобиоты

Названия таксонов Т* К СУММ
MUCOROMYCOTA
Mucoromycetes
Mucorales
Mucoraceae
Mucor racemosus f. sphaerosporus (Hagem) Schipper 2 0 2
Umbelopsidomycetes
Umbelopsidales
Umbelopsidaceae
Umbelopsis ramanniana (Möller) W. Gams 0 1 1
ASCOMYCOTA
Pezizomycotina
Dothideomycetes
Cladosporiales
Cladosporiaceae
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries 18 2 20
Cladosporium fusiforme Zalar, de Hoog & Gunde-Cimerman 1 0 1
Cladosporium halotolerans Zalar, de Hoog & Gunde-Cim. 3 0 3
Cladosporium herbarum (Pers.) Link 22 35 57
Cladosporium salinae Zalar, de Hoog & Gunde-Cim. 4 3 7
Cladosporium sphaerospermum Penz. 9 6 15
Pleosporales
Pleosporaceae
Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire 1 0 1
Paradendryphiella arenariae (Nicot) Woudenb. & Crous 10 0 10
Paradendryphiella salina (G.K. Sutherland) Woudenb. & Crous 14 0 14
Eurotiomycetes
Eurotiales
Aspergillaceae
Penicillium atramentosum Thom 5 0 5
Penicillium aurantiocandidum Dierckx 1 0 1
Penicillium brevicompactum Dierckx 1 0 1
Penicillium chrysogenum Thom 3 0 3
Penicillium cyclopium Westling, 3 0 3
Penicillium expansum Link 3 0 3
Penicillium fellutanum Biourge 1 0 1
Penicillium glabrum (Wehmer) Westling 3 0 3
Penicillium thomii Maire 6 0 6
Chaetothyriales
Herpotrichiellaceae
Phialophora cf. cyclaminis J.F.H. Beyma 1 0 1
Phialophora sp. 1 1 0 1
Leotiomycetes
Helotiales
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МИКОБИОТА PALMARIA PALMATA В БЕЛОМ МОРЕ

Названия таксонов Т* К СУММ
Ploetterulaceae
Cadophora fastigiata Lagerb. & Melin 3 0 3
Cadophora malorum (Kidd & Beaumont) W. Gams 1 0 1
Sclerotiniaceae
Botrytis cinerea Pers. 2 2 4
Thelebolales
Pseudeurotiaceae
Pseudogymnoascus pannorum (Link) Minnis & D.L. Lindner 0 1 1
Sordariomycetes
Hypocreales
Chaetomiaceae
Chaetomium globosum Kunze 2 0 2
Trichocladium sp. 1 0 1
Cordycipitaceae
Akanthomyces lecanii (Zimm.) Spatafora, Kepler & B. Shrestha 2 0 2
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. 1 0 1
Cordyceps farinosa (Holmsk.) Kepler, B. Shrestha & Spatafora 1 0 1
Hypocreaceae
Acrostalagmus luteoalbus (Link) Zare, W. Gams & Schroers 2 1 3
Glomerellales
Plectosphaerellaceae
Verticillium chlamydosporium Goddard 3 0 3
Nectriaceae
Fusarium oxysporum Schltdl. 1 0 1
Ophiocordycipitaceae
Tolypocladium cylindrosporum W. Gams 3 1 4
Tolypocladium inflatum W. Gams 2 0 2
Sarocladiaceae
Sarocladium strictum (W. Gams) Summerbell 23 3 26
Hypocreales i.s.
Acremonium byssoides W. Gams & G. Lim 1 0 1
Acremonium charticola (Lindau) W. Gams 10 0 10
Acremonium minutisporum (Sukapure & Thirum.) W. Gams 1 0 1
Acremonium fuci Summerb., Zuccaro & W. Gams 122 8 130
Acremonium tubakii W. Gams 4 0 4
Acremonium spp. 1-5 12 0 12
Saccharomycotina
Saccharomycetes
Saccharomycetales
Dipodascaceae
Geotrichum candidum Link 2 0 2
BASIDIOMYCOTA
Agaricomycotina
Tremellomycetes
Tremellales
Bullaribasidiaceae
Vishniacozyma foliicola Q.M. Wang & F.Y. Bai ex Yurkov 1 0 1
Rhynchogastremataceae
Papiliotrema fonsecae (V. de Garcia, Zalar, Brizzio, Gunde-Cim. & van Broock) Yurkov 2 0 2
Pucciniomycotina
Cystobasidiomycetes
Sakaguchiales
Sakaguchiaceae
Sakaguchia dacryoidea (Fell, I.L. Hunter & Tallman) Y. Yamada, K. Maeda & Mikata 5 1 6
Microbotryomycetes
Sporidiobolales
Sporidiobolaceae
Rhodotorula diobovata (S.Y. Newell & I.L. Hunter) Q.M. Wang, F.Y. Bai, M. Groenew. 
& Boekhout

1 1 2

Примечание: *Т – талломы пальмарии; К – контрольные посевы окружающих воды и воздуха; СУММ – общее число коло-
ний, выделенных с талломов и из контрольных посевов.

Окончание таблицы
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и  7  морфотипов были идентифицированы только 
до уровня рода. Кроме перечисленного выше, 
было выделено 26 стерильных мицелиальных изо-
лятов (20 с талломов водоросли и 6 из контроль-
ных посевов), отнесенных нами к 12 морфотипам, 
что было учтено при статистической обработке, 
а  также 51 изолят дрожжей (44 с талломов и 7 из 
контрольных посевов), которые нам не удалось 
идентифицировать. Разнообразие идентифициро-
ванных грибов представлено 2 семействами и 2 по-
рядками из 2 классов мукоромицетов, 15 семей-
ствами и 9 порядками из 5 классов аскомицетов 
и 4 семействами и 3 порядками из 3 классов бази-
диомицетов. Наиболее разнообразно представлены 
классы Sordariomycetes (21 вид), Eurotiomycetes 
(11  видов) и Dothideomycetes (9 видов). Наиболее 
обильны были классы Sordariomycetes (204 изолята) 
и Dothideomycetes (128 изолятов). Из видов наибо-
лее обильным и широко распространенным был 
Acremonium fuci (130 колоний в 16 образцах). Кроме 
того, довольно частыми и обильными были 
Cladosporium herbarum (57 колоний в 9 образцах), 
Sarocladium strictum (26 колоний в 13 образцах) 
и  Cladosporium cladosporioides (20 колоний в 10 об-
разцах). Только четыре вида известны как облигат-
но-морские: Acremonium fuci, Cladosporium salinae, 
Paradendryphiella arenaria и P. salina. Все остальные 
обнаруженные виды часто встречаются в морях, но 
также обычны и широко распространены в различ-
ных наземных экотопах, в том числе – в почвах 
данного района [28].

В целом, можно отметить следующее: состав 
и  структура микобиоты поверхности исследован-
ных водорослей и окружающей среды (контроль) 
различаются между собой (только 11 общих видов 
из 8 родов), что приводит к выводу о формирова-
нии специфических комплексов грибов в уни-
кальном местообитании – на поверхности талло-
мов пальмарии. Это подтверждается также тем, 
что полученные нами результаты по микобиоте 
поверхности пальмарии заметно отличаются от 
известных данных о микобиоте морских грунтов 
в районе исследования [20], где наиболее распро-
страненными были виды из родов Tolypocladium 
и  Penicillium, а также анаморфа Pseudogymnoascus 
pannorum. Кроме того, выявленная микобиота от-
личается от исследованных ранее в этом же райо-
не бурых водорослей из родов Fucus [3], а также 
Ascophyllum и Pelvetia [4], на поверхности которых 
преобладали в основном грибы из рода Penicillium. 
Представители рода Cladosporium в целом были до-
вольно обычны, хотя в меньшей степени, чем 
в  нашей работе, а A. fuci вообще был редок. На 
фукусах обильными были представители рода 
Paradendryphiella. Cephalosporium-подобные ана-
морфы (Acremonium и другие) значительно чаще 
выделялись из внутреннего пространства 
A.  nodosum после стерилизации поверхности, чем 
с его поверхности [4]. Подобное исследование ми-

кобиоты бурых водорослей из рода Sargassum на 
Дальнем Востоке [5] также показало отличную от 
полученной нами картину, где наиболее обиль- 
ными, в зависимости от вида хозяина, были 
Cladosporium cladosporioides или этот же вид в ком-
плексе с Trichoderma viride, Penicillium simplicissimum, 
P. thomii и P. roquefortii. Изучение эпифитных со-
обществ грибов на различных, в том числе – крас-
ных, водорослях у побережья Египта [13] показало 
преобладание во всех случаях представителей ро-
дов Aspergillus и Penicillium. Аналогичные результа-
ты были показаны и при исследовании поверх-
ностной мико- и микробиоты красных, бурых 
и  зеленых макрофитов у побережья Китая [11]. 
Сравнение с поверхностью различных водорос-
лей, а также окружающей среды (грунтов в первую 
очередь) в районе исследования определенно по-
зволяет заключить, что на поверхности красной 
водоросли P. palmata создаются условия для фор-
мирования уникальных микокомплексов.

Самый массовый из выделенных нами  
видов – A. fuci впервые был описан как эндофит 
бурой водоросли Fucus serratus [7]. Но, согласно 
последующим исследованиям, данный вид не яв-
ляется специфическим эндофитом фукусов, а ши-
роко распространен в прибрежных зонах умерен-
ных и холодных морей и регулярно выделяется из 
разнообразных морских местообитаний [4]. Хотя 
его заметное преобладание ранее не было отмече-
но ни в каких экотопах. Остальные наиболее рас-
пространенные в нашем исследовании виды – C. 
herbarum, C. cladosporioides и S. strictum – хотя 
и  распространены в наземных ценозах, но также 
обычны в различных морских экотопах, а в неко-
торых случаях могут даже преобладать [28].

С поверхности P. palmata было выделено от-
носительно большое количество дрожжевых коло-
ний. Идентифицированные нами виды ранее не-
однократно обнаруживались в морской среде. Вид 
Vishniacozyma foliicola, хотя и описан на материалах 
с листьев растений из Китая, однако известны его 
многочисленные изоляты из вод Южного океана 
(данные коллекции CBS – CBS-KNAW culture 
collection). Papiliotrema fonsecae ранее неоднократ-
но выделялся из морской или прибрежной среды 
в  ЮАР, США, Германии, Португалии (данные 
NCBI – National Center for Biotechnological 
Information). Однако только вид Sakaguchia 
dacryoidea можно считать преимущественно «мор-
ским»: его описание было сделано на изолятах из 
вод Индийского, Тихого и Южного океанов, так-
же известны его штаммы из Атлантики (данные 
коллекции CBS и NCBI). Дрожжи, обнаруженные 
в ходе нашего исследования на P. palmata, ранее 
не отмечались на других беломорских макрофитах 
(Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus, Odonthalia 
dentata и Saccharina latissima), что может указывать 
на специфичность дрожжевого населения, форми-
рующегося на разных видах водорослей [29].
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При исследовании микотоксинов, содержа-
щихся в талломах различных водорослей Канда-
лакшского залива [9], было обнаружено относи-
тельно низкое их содержание в талломах 
P. palmata. В частности, были обнаружены только 
три группы микотоксинов (из анализировавших-
ся  16) в относительно невысоких концентрациях. 
Наше исследование микобиоты косвенно под-
тверждает такие результаты. Наиболее массовый 
вид в нашем исследовании – A. fuci – не известен 
как токсинообразующий. В то же время, выявлен-
ные упомянутыми авторами токсины продуциру-
ют в основном виды из родов Alternaria, Penicillium 
и Aspergillus, которые не обнаружены, или редки 
на исследованных нами талломах. 

Влияние возраста на состав и структуру мико-
биоты талломов. В многолетнем талломе Palmaria 
palmata можно выделить более старые (перезимо-
вавшие) части и более молодые, образовавшиеся 
в текущем сезоне (рис. 1). Старые части, как пра-
вило, выглядят деградировавшими, зачастую сла-
бо окрашенными, они в основном мельче, чем мо-
лодые. Учитывая такую разницу во внешнем виде 
и состоянии разных частей таллома, мы провели 
проверку влияния возраста на состав и структуру 
микобиоты.

Ни общее количество колоний, ни количество 
колоний дрожжевых грибов, выделенных со ста-
рых и молодых частей талломов, не различаются 
принципиально. Индексы разнообразия Шеннона 
также довольно близки по значению и составляют 
2,65 для старых частей и 2,56 – для молодых. При 
этом сходство между этими двумя группами до-
вольно высоко: значение индекса Сьеренсена-Че-
кановского составило 69%. Применение много-
мерного шкалирования (MDS) не дало четкой 
картины разделения вариантов по фактору возрас-
та. В соответствии с процедурой ANOSIM значе-
ние фактора возраста части таллома не подтверж-
дается (уровень значимости 29,2%). При этом мы 
можем отметить некоторые особенности структу-
ры микобиоты старых и молодых частей талломов. 
На молодых краевых зонах и пролификациях пре-
обладают виды рода Acremonium и подобные, осо-
бенно A. fuci (38%), S. strictum (8%) и A. charticola 
(5%). Кроме того, относительно высокое обилие 
у  видов из родов Cladosporium (18%) и Penicillium 
(7%). В микобиоте старых частей высока доля 
A.  fuci (38%) и S. strictum (8%), а также представи-
телей рода Penicillium (10%). Однако в этом случае 
выше обилие темноокрашенных грибов (30%), 
в  частности – видов из рода Paradendryphiella 
(11%). Наряду с общими чертами (высокое обилие 
Cephalosporium-подобных грибов), можно также 
отметить и некоторые различия (более высокая 
доля Paradendryphella и других темноокрашенных, 
а также Penicillium на старых частях талломов) 
в  поверхностной микобиоте талломов пальмарии 
разного возраста.

Влияние местообитания на состав и структу-
ру микобиоты. Как мы уже отмечали, водоросль 
Palmaria palmata интересна тем, что обитает от 
средней литорали до сублиторали. На границах 
обитания создаются принципиально различные 
условия: на верхней границе распространения – 
регулярная смена периодов осушения и затопле-
ния, на нижней – постоянное существование 
в  водной среде. Учитывая такую разницу в усло- 
виях существования особей этой водоросли, мы  
провели проверку влияния местообитания на со-
став и структуру микобиоты.

В данном случае сразу обращает на себя вни-
мание различие в численности выделенных гри-
бов. С поверхностей талломов литоральной попу-
ляции P. palmata было выделено примерно в пять 
раз больше колоний мицелиальных грибов, чем 
с  поверхности сублиторальной. С дрожжевыми 
грибами ситуация обратная: заселенность субли-
торальной популяции примерно в пять раз выше, 
чем литоральной. Индексы разнообразия при 
этом были довольно высокими в обоих случаях: 
немного выше для литоральных образцов (2,69), 
чем для сублиторальных (2,33). Индекс сходства 
Сьеренсена между литоральными и сублитораль-
ными образцами низок, составляет всего 26%. Ди-
аграмма многомерного шкалирования (рис. 2) на-
глядно демонстрирует группировку образцов 
литорали отдельно от образцов сублиторали; точ-
ка, соответствующая воде с литорали, находится 
между точками образцов с литорали и сублитора-
ли; точка, соответствующая воде с сублиторали, 
находится рядом с точками образцов с сублитора-
ли; точка, соответствующая контролю воздуха, 
располагается отдельно. Таким образом, фактор 
локализации оказался важен не только для талло-
мов водоросли, но и для окружающей воды. В со-
ответствии с процедурой ANOSIM значение фак-
тора локализации очень хорошо подтверждается 
(уровень значимости 0,1%). В микобиоте лито-
ральных образцов преобладают виды рода 
Acremonium и подобные им – 53% общего числа 
изолятов. Из них наиболее многочисленны A. fuci 
(38%) и S. strictum (6%). Далее по обилию идет род 
Cladosporium (17,5%), представленный здесь всеми 
обнаруженными видами. Интересно, что из всех 
образцов с литорали наиболее обильным и частым 
представителем рода Cladosporium был C. herbarum, 
также наиболее обильный в контроле воздуха.  
Видимо, в формировании микобиоты литораль-
ной популяции пальмарии участвуют пропагулы, 
переносимые не только водой, но также и возду-
хом. Облигатные морские Paradendryphiella spp. 
демонстрируют здесь такое же обилие, как обыч-
ные почвенные Penicillium (7%). Остальные  
виды представлены единичными колониями. 
В  сублиторальных образцах также наиболее 
обильны A. fuci (28%) и S. strictum (14%). Несколь-
ко меньший, но также заметный вклад вносят  
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темноокрашенные виды: C.  cladosporioides (8%), 
C.  herbarum (4%) и Paradendryphiella spp. (8%).  
Общее обилие стерильных изолятов в образцах  
сублиторали почти в 10 раз выше (24%), чем в об-
разцах с литорали. 

Итак, впервые в Белом море мы изучили ми-
кобиоту поверхности талломов широко распро-
страненной в холодноводных морях съедобной 
красной водоросли Palmaria palmata. Мы обнару-
жили, что поверхность этой водоросли – уникаль-
ное в своем роде местообитание, где формируются 
специфические сообщества грибов. При этом со-
став поверхностной микобиоты заметно различа-
ется у пальмарий, обитающих на верхней (на ли-
торали) и нижней (в сублиторали) границах 
распространения вида. Наиболее обильным и рас-
пространенным в исследованных нами образцах 
оказался вид Acremonium fuci, описанный как эн-
дофит бурой водоросли Fucus serratus, но, как по-
казали дальнейшие исследования, широко рас-
пространенный в различных местообитаниях 
холодноводных морей, хотя и не известный ранее 
как преобладающий в каких-либо из них. Кроме 
того, на поверхности исследованной водоросли 
обычны такие темноокрашенные грибы, как пред-
ставители родов Cladosporium и Paradendryphiella. 
Они являются обычными морскими обитателями, 
хотя и не всегда настолько обильны. В то же вре-
мя, на талломах пальмарии обнаружено мало 

представителей рода Penicillium и Pseudogymnoascus 
и вообще не обнаружено видов из родов 
Tolypocladium и Trichoderma, которые, хотя и явля-
ются наиболее распространенными в почвах хо-
лодных регионов, также обычны в различных эко-
топах Белого моря. Таким образом, микобиота, 
формирующаяся на поверхности Palmaria 
palmata – специфична и отличается от микобио-
ты, известной для поверхности других водорослей 
и внешней среды в данном районе.

Идентификация мицелиальных грибов, а так-
же статистическая обработка результатов поддер-
жаны Министерством науки и высшего образова-
ния Российской Федерации (соглашение 
075-15-2021-1396). Идентификация дрожжей вы-
полнена в рамках темы государственного задания 
№121040800174-6 «Почвенные микробиомы: ге-
номное разнообразие, функциональная актив-
ность, география и биотехнологический потенци-
ал», а также в рамках Программы развития 
Междисциплинарной научно-образовательной 
школы Московского государственного универси-
тета имени М.В. Ломоносова «Будущее планеты 
и глобальные изменения окружающей среды».

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов. Исследования проводили без исполь-
зования животных и без привлечения людей в ка-
честве испытуемых.

Рис. 2. Диаграмма многомерного шкалирования (MDS) для исследованных вариантов по признаку местообитания. Пояснения. 
Л_01-Л_10 – образцы с литорали; СЛ_01-СЛ_10 – образцы с сублиторали; Л ВОДА – вода литорали (контроль); СЛ ВОДА – 
вода сублиторали (контроль); ВОЗД – воздух (контроль).
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Mycobiota of the red algae Palmaria palmata in the Kandalaksha Bay  
of the White Sea
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This is a first report about the diversity of micromycetes associated with living thalli of the edible red 
algae Palmaria palmata (dulse). We collected samples in the Kandalaksha Bay of the White Sea at 
upper (10 thalli in the littoral) and lower (10 thalli in the sublittoral) lines of this species distribution. 
The work was carried out by cultural methods, fungi were isolated from the surface of thalli. From 
one thallus from 0 to 55 colonies belongs to 0–24 morphotypes were isolated. The total diversity was 
52 morphotypes, of which 48 were mycelia and 4 were yeast. All identified yeasts belong to Basidio-
mycota; among filamentous fungi, 2 species belongs to Zygomycota, and the rest belongs to Asco-
mycota, the vast majority of which are represented by anamorphic stages. The most diverse genera 
were Acremonium (10 morphotypes), Penicillium (9) and Cladosporium (6); the most numerous are 
Acremonium (158 colonies) and Cladosporium (103 colonies). Acremonium fuci is the most common 
species on the studied thalli (122 colonies on 15 thalli). The most important factor for the formation 
of the surface mycobiota of dulse is the habitat: littoral and sublittoral algal populations differ signifi-
cantly in the fungal communities number and structure. The thalli of the littoral population are 
much richer in fungi. The mycobiota of littoral samples in dominated by dark-colored species, as 
well as Acremonium fuci and Sarocladium strictum. While the mycobiota of sublittoral samples is 
dominated by light-colored species, and most of the isolated yeasts were also founded here.
Keywords: marine fungi, seaweeds, Rhodophyta, Palmaria, dulse, White Sea
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

УДК 574.5(282.05+289)

Особенности видовой, пространственной и трофической структуры 
макробентоса в лагунной экосистеме Никольской губы 

(Кандалакшский залив, Белое море) 
А.П. Столяров 

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

e-mail: macrobenthos@mail.ru

В статье рассматриваются видовой состав, а также особенности пространственной и тро-
фической структуры макробентоса Никольской губы Белого моря. Никольская губа от-
носится к сильно заиленным лагунным экосистемам, в ней доминирует трофическая 
группа собирающих детритофагов. Накопление большого количества органического ве-
щества в осадках лагуны и ее опреснение в весенний период способствуют развитию 
преимущественно мелких видов детритофагов-собирателей, которые оказываются более 
устойчивыми к заилению и опреснению, а также к дефициту кислорода. Эти процессы 
особенно четко проявляются в кутовом районе губы. В лагуне было обнаружено 26 видов 
беспозвоночных животных и 9 видов морских трав и водорослей. Анализ полученных 
данных по видовому составу, разнообразию и структуре сообществ макробентоса свиде-
тельствует о преимущественно эстуарном характере фауны лагунной экосистемы Ни-
кольской губы по сравнению с другими лагунами Белого моря, поскольку она хорошо 
защищена от морских волн и течений островами, лудами и коргами.

Ключевые слова: лагунная экосистема, макробентос, видовое разнообразие экосистемы, 
пространственное распределение видов, трофическая структура лагуны, Белое море

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-78-1-5

Лагунные экосистемы, как правило, представ-
ляют собой неглубокие, полузамкнутые и дина-
мичные системы [1, 2]. Небольшой объем воды на 
площадь поверхности бентали, наличие обшир-
ной литорали и мелководных зон сублиторали, 
приливно-отливные и ветровые явления способ-
ствуют усилению обмена веществ и энергии меж-
ду водной толщей и донными отложениями. При-
брежные лагуны являются продуктивными 
экосистемами, имеющими своеобразный видовой 
состав живых организмов [2–7]. К характерным 
чертам лагунных экосистем можно отнести их не-
устойчивость и изменчивость под влиянием внеш-
них факторов, таких как гидрологический и соле-
вой режимы водоема, различные антропогенные 
факторы [8–12]. В течение относительно коротко-
го промежутка времени такие экосистемы могут 
менять свою форму и размеры [1]. 

Макробентос является важным компонентом 
лагунных и морских экосистем, играющим замет-
ную роль в круговороте питательных веществ, раз-
ложении детрита, а также в качестве источника 
пищи для более высоких трофических уровней. 
Кроме того, макрозообентос является весьма чув-
ствительным индикатором изменений в экосисте-
ме [5, 6, 11]. В связи с этим исследования макро-

бентоса актуальны и могут прояснить некоторые 
вопросы формирования лагунных экосистем, тен-
денции изменений и сохранения этих уникальных 
объектов.

Цель нашей работы заключалась в изучении 
особенностей видовой, пространственной и тро-
фической структуры сообществ макробентоса 
в  одной из мелководных лагунных экосистем Бе-
лого моря. 

Материалы и методы
Исследование макробентоса было проведено 

в лагунной экосистеме губы Никольской в июле – 
начале августа 2019 и 2021 гг. (рис. 1). Ранее была 
изучена видовая и пространственная структура су-
блиторальных сообществ макробентоса [3]. В на-
стоящей работе дополнительно были взяты пробы 
в нижней, средней и верхней литорали. Пробы 
были отобраны на 28 станциях, из которых 13 рас-
положены в сублиторали, а 15 – в литоральных 
местообитаниях. Пять литоральных разрезов были 
взяты последовательно в направлении от кутового 
района в сторону мористой области. Каждый раз-
рез представлял собой три станции, соответствую-
щие трем горизонтам литорали: нижнему, средне-
му и верхнему. В сублиторали 8 проб были взяты 

https://orcid.org/0000-0002-4850-2929
mailto:macrobenthos@mail.ru
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напротив литоральных разрезов, а 9–13 – на вы-
ходе из губы. 

В приливно-отливной полосе на каждой стан-
ции брали два вида проб – рамками 12,5 × 12,5 см 
и 25 × 25 см. Мелкие организмы, такие как 
Peringia ulvae, мелкие полихеты и олигохеты, со-
бирали на участке 12,5 × 12,5 см (1/64 м2) до глу-
бины 8–10 см. Организмы средних размеров учи-
тывали под рамкой 25 × 25 см (1/16 м2) до 
глубины залегания плотной безжизненной глины 
(20–35 см). Крупных беспозвоночных, глубоко за-
рывающихся в грунт (Arenicola marina и Mya 
arenaria), учитывали по норкам на площади 1 м2. 
На нижней литорали (а иногда и на средней) 
к  стандартному пробоотбору добавлялся отбор 
в  скоплениях Mytilus edulis. Дополнительно опре-
деляли проективное покрытие пляжа скопления-
ми мидии. Грунт, взятый с площади 1/64 
и  1/16  м2, аккуратно промывался на сите с ячеей 
0,5 мм и 1 мм соответственно. 

Сублиторальный макробентос отбирали с по-
мощью дночерпателя Экмана-Берджи с площа-
дью захвата 0,025 м2. Грунт промывали на сите 
с ячеей 1 мм. 

Промытые пробы просматривались прижиз-
ненно в лаборатории. Для расчета биомассы опре-
деляли сырой вес организмов. 

Параллельно со сбором гидробиологического 
материала измеряли важнейшие параметры среды: 
соленость (с помощью кондуктометра) на малой 
(конец отлива–начало прилива) и полной воде 
в  придонном слое (конец прилива–начало отли-
ва), характер грунта (просеиванием через ряд сит 
или визуально на четыре категории: ил, песчаный 
ил, илистый песок, песок), а также глубину в су-
блиторали лотом (конец отлива–начало прилива).

Для каждой станции были получены показа-
тели плотности и биомассы видовых популяций, 
а также рассчитаны индексы видового разнообра-
зия Шеннона [13].

Был проведен статистический анализ данных 
с помощью пакета прикладных программ PAST 
ver. 3.24 [14]. 

Для оценки сходства сообществ, формирую-
щихся на разных станциях, проводили кластер-
ный анализ по качественному составу макробен-
тоса методом среднего присоединения на основе 
матриц сходства Соренсена [15]:

,
2 ,X Y

c
K

a b
=

+
где с – число общих видов для сообществ X и Y, 
а – число видов, обнаруженных в сообществе X, 
b – число видов, обнаруженных в сообществе Y. 

Для выбора приемлемой степени дробности 
полученных кластеров использовался критерий 
«значимого сходства», который рассчитывается 
как верхняя 95%-ная доверительная граница сред-
него сходства между станциями. 

Результаты
Абиотические условия и характеристика райо-

нов исследования. Никольская губа находится 
в Кандалакшском заливе Белого моря в 5,5 км от 
Беломорской биологической станции МГУ 
(66º33’44» с.ш. и 32º57’40» в.д.) и хорошо защище-
на от морских волн и течений островами, косами 
и лудами (рис. 1). Она напоминает эстуарное рус-
ло небольшой речки и характеризуется сильной 
заиленностью, как и другие губы этого района, на-
пример, губа Ермолинская (рис. 1).

Рис. 1. Карта-схема района исследования лагунной экосистемы Никольской губы. Цифрами обозначены станции. 1–13 – субли-
тораль, 14–18 – нижняя литораль, 19–23 – средняя литораль, 24–28 – верхняя литораль. 
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Исследованная лагунная экосистема состав-
ляет около 1 км в длину и 200–400 м в ширину. 
Губа характеризуется небольшими глубинами 
(максимальные глубины 2,5–3 м на малой воде) 
и  илисто-песчаными осадками. Надо отметить 
меньшие глубины кутового и центрального райо-
нов Никольской губы (1–2 м на малой воде).

В целом сублитораль лагуны представлена се-
рыми илами, на которых произрастает морская 
трава Zostera marina. В нижней и средней литорали 
преобладают илы и песчанистые илы, а в верх-
ней – илистые пески. Соленость придонной воды 
в период взятия проб была относительно высокой 
(22–23‰). По мере приближения к куту лагуны 
соленость снижалась до 21–22‰. В самом куте 
соленость воды падала до 1–3 промилле. Резкое 
снижение солености в куте лагуны обусловлено 
впадением в него большого ручья. Следует уточ-
нить, что поступление пресного стока в губу летом 
ограничено из-за того, что мелкие ручьи пересы-
хают, а большой ручей сильно мелеет.

Видовой состав и общие показатели структу-
ры сообщества. Всего в губе Никольской было 
встречено 26 видов макробентосных животных 
и 9 видов морских трав и водорослей (см. табл. 1). 
В составе зообентоса преобладали полихеты (де-
вять видов) и моллюски (четыре вида брюхоногих 
моллюсков и три вида двустворчатых), меньше 
было встречено ракообразных (два вида). Зато 
были обнаружены представители насекомых (два 
вида) и олигохет (два вида). Полученные данные 
по качественному составу макробентоса свиде-
тельствуют о преимущественно эстуарном харак-
тере фауны этого полузамкнутого мелководного 
водоема. Это объясняется его некоторой опрес-
ненностью, особенно во время сильных дождей 
или весной в результате снеготаяния. 

Морские травы (за исключением зоостеры) 
встречались главным образом в верхней литорали 
и соленом марше (в основном кутового и цен-
трального районов), а морские водоросли (фуку-
сы, Cladophora sericea) – в нижней и средней лито-
рали (в основном центрального и мористого 
районов губы). Морская трава Zostera marina в ос-
новном обнаруживалась в нижней литорали и ча-
стично – в сублиторали. 

Интегральные показатели макрозообентосно-
го сообщества (видовое разнообразие, общая 
плотность и биомасса) в губе Никольская преиму-
щественно увеличивались от верхней литорали 
к  средней и нижней, а также немного снижались 
к сублиторали (табл. 2). Общие показатели струк-
туры сообщества в сублиторали были снижены по 
сравнению с нижней и средней литоралью, что 
можно объяснить значительным заилением дна 
этого водоема. В сублиторали доминировали в ос-
новном менее эвригалинные и менее многочис-
ленные виды полихет (Macoma balthica, Nereimyra 
punctatata, Alitta virens, Pectinaria koreni, Phyllodoce 

Таблица 1

Список видов макробентоса, обнаруженных  
в лагунной экосистеме Никольской губы летом 2019 и 2021 гг.

Макробентос Районы 
исследования

Зообентос:
класс Polychaeta

1 2 3 4

1. Alitta virens M. Sars, 1835 + – + +
2. Arenicola marina (Linnaeus, 1758) – – + –

3. Harmothoe imbricata (Linnaeus, 1767) + + – –

4. Micronephthys minuta (Theel, 1879) + – – –

5. Nereimyra punctata (Müller, 1788) + + – –

6. Pectinaria koreni (Malmgren, 1866) + – – –

7. Phyllodoce maculata (Linnaeus, 1767) + + – –

8. Pygospio elegans Claparede, 1863 – – + –

9. Scoloplos armiger (O. F. Müller, 1776) + + – –

класс Oligochaeta
10. Paranais litoralis (Müller, 1780) – – + –

11. Tubificoides benedii (d’Udekem, 1855) + + + +
кл.Gastropoda

12. Peringia ulvae (Pennant, 1777) + + + +
13. Littorina littorea (Linnaeus, 1758) – + + +
14. Littorina saxatilis (Olivi, 1792) – – + +
15. Littorina obtusata (Linnaeus, 1758) – – + –

класс Bivalvia
16. Macoma balthica (Linnaeus, 1758) + + + +
17. Mya arenaria Linnaeus, 1758 – + + -
18. Mytilus edulis Linnaeus, 1758 – + + +

класс Crustacea
19. Gammarus duebeni Lilljeborg, 1852  + – + –

20. Crassicorophium bonellii (H. Milne Edwards, 
1830) 

– + – –

класс Insecta
21. Chironomus salinarius Kieffer, 1915 – + + –

22. Dolichopus sp. Latreille, 1796 – – + –

тип Nemathelminthes
23. Halicryptus spinulosus von Siebold, 1849 – + + –

24. Priapulus caudatus Lamark, 1816 + – – –

тип Nemertini
25. Amphiporus lactifloreus (Johnston, 1828) + + + –

26. Lineus gesserensis (O. F. Müller, 1774) + – – –

Макрофиты (морские травы и водоросли):
1. Chorda tomentosa Lyngbye, 1819  – – + –

2. Cladophora sericea (Hudson) Kützing, 1843 – + + +
3. Fucus vesiculosus Linnaeus, 1753 – – + –

4. Juncus atrofuscus Rupr. (1845) – – + +
5. Puccinellia maritima (Hudson) Parl., 1850 – – – +
6. Ruppia maritima Linnaeus, 1753 – + + –

7. Salicornia pojarkovae N. Semenova, 1956 – – + +
8. Triglochin maritimum Linnaeus, 1753 – – – +
9. Zostera marina Linnaeus, 1753 + + – –

Примечание: «+» – наличие вида, «–» – вид не найден. 
1 – сублитораль, 2 – нижняя литораль, 3 – средняя литораль, 
4 – верхняя литораль. 
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наблюдаем некоторое увеличение общей биомас-
сы сообщества в сторону моря при снижении  
общей плотности популяций беспозвоночных  
животных на выходе из губы (табл. 2). Это объяс-
няется преобладанием в мористой части губы бо-
лее крупных, но менее многочисленных моллю-
сков Macoma balthica, а также полихет Nereimyra 
punctatata, Nereis virens, Scoloplos armiger, 
Micronephthys minuta, Pectinaria koreni.

Таким образом, наиболее значительные изме-
нения в продольном направлении от кутовых рай-
онов к мористой области наблюдались в средней 
и  нижней литорали, обусловленные сменой ги-
дрологических условий на выходе из губы (зона 
повышенной гидродинамики) и развитием там со-
общества неподвижных сестонофагов M. edulis. 
Надо отметить, что поселения M. edulis встреча-
лись практически на всем протяжении губы (пре-
имущественно в нижнем горизонте литорали), од-
нако если на выходе из губы они образовывали 
плотные поселения, то в куте их плотность была 
невысокой. В основном здесь обитали единичные 
экземпляры молодых M. edulis, которые, по-
видимому, вместе с кладофорой были занесены 
приливными течениями.

maculata). Сообщества литорали были представле-
ны в основном эвритопными видами. В нижней 
литорали доминировали Mytilus edulis, Macoma 
balthica, Littorina littorea, Scoloplos armiger, в сред-
ней – Macoma balthica, Mya arenaria, Littorina 
saxatilis, Mytilus edulis, Tubificoides benedii, Peringia 
ulvae (табл. 1, 2). В верхней литорали из-за значи-
тельного осушения и опреснения в основном пре-
обладали редкие популяции трех видов макробен-
тоса – брюхоногих моллюсков Peringia ulvae, 
олигохет Tubificoides benedii, а также двустворчатых 
моллюсков Litorina saxatilis (табл. 1, 2).

В средней и нижней литорали по направле-
нию от кутовых районов губы к морю наблюда-
лось в основном увеличение видового разнообра-
зия, общей плотности и биомассы сообщества 
макробентоса. Особенно повышенной плотно-
стью и биомассой характеризуется популяция 
M. edulis на выходе из губы (табл. 2). В верхней ли-
торали происходило небольшое увеличение общей 
биомассы сообщества в сторону моря при сниже-
нии общей плотности, что связано с уменьшением 
плотности мелких форм зообентоса в этом на-
правлении (в первую очередь, Peringia ulvae 
и  Tubificoides benedii) (табл. 2). В сублиторали мы 

Таблица 2 

Общие показатели структуры сообщества макрозообентоса губы Никольской

Общие показатели
Районы исследования (разрезы)

1 разрез (кут) 2 разрез 3 разрез 4 разрез 5 разрез (море) Среднее
Верхняя литораль

S 2 1 1 3 1 1,6±0,4
N, экз./м2 3072 320 2048 1984 1024 1690±471
B, г/м2 14,3 15,6 30,7 88,5 36,2 21,7±4,9
HN 0,8 0 0 1,2 0 0,45±0,30

Средняя литораль
S 4 4 7 10 10 7,0±1,3
N, экз./м2 2560 352 5904 7811 22080 7741±3811
B, г/м2 44,8 9,2 62,5 208,8 978 260,6±182,5
HN 0,6 1,6 1,0 1,1 1,3 1,1±0,2

Нижняя литораль
S 8 5 4 9 10 7,2±1,1
N, экз./м2 22112 5800 600 2520 18992 10005±4413
B, г/м2 279,3 101 4,1 41,2 1197 324,4±223,1
HN 0,7 0,7 1,5 2,5 1,4 1,3±0,3

Суб-литораль
S 4 (2) 5 3 4 (5) 3 (9) 4,4±1,0
N, экз./м2 720 (640) 720 160 1000 (440) 240(1280) 650±167
B, г/м2 17,6 (3,5) 7.0 5.8 34,4 (19,4) 4,5 (29,2) 15,2±5,3
HN 1,1 (0,8) 1,9 1,5 1,0 (1,9) 1,6 (2,9) 1,6±0,3

Суб-литораль 6 разрез
Выход из губы

7 разрез  
Выход из губы

8 разрез 
Выход из губы

9 разрез  
Выход из губы

S 2(4) 2 2 3 2,6±0,4
N, экз./м2 720 (560) 80 320 320 400±110
B, г/м2 93,2 (50) 18,8 19,1 38,2 40±15,4
HN 0,5 (1,8) 1,0 0,5 1,4 1,0±0,25

Примечание: S – число видов, N – общая плотность, B – общая биомасса, HN – индекс Шеннона по плотности популяций. 
Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего; в скобках указаны значения для станций одного разреза. 
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В целом наиболее значительные изменения 
видовой структуры сообщества в губе Николь-
ская происходят в вертикальном направлении – 
от верхней литорали к средней, нижней литора-
ли и  сублиторали. В продольном направлении 
градиент структуры сообщества был менее выра-
женным.

Пространственная структура сообщества 
(сходство станций). Среднее сходство сообществ 
по качественному составу или по плотности видо-
вых популяций макробентоса или по биомассе 
в  экосистеме губы Никольской было невысоким 
(около 0,3–0,4). Это свидетельствует о неоднород-
ности видовой структуры макробентосного сооб-
щества в этой лагуне. 

Кластерный анализ качественного состава ма-
кробентоса на уровне значимого сходства дает воз-
можность выделить в Никольской губе четыре груп-
пы станций (рис. 2). Первая группа (ст. 11, 12, 13) 
расположена в сублиторали на выходе из губы, 
вторая группа (6–9) – в сублиторали внутри губы 
(рис. 2). Третья группа (19–20) включает в основ-
ном станции верхней литорали (24–28) и станции 
кутового района средней литорали (19, 20) и су-
блиторали (1, 2, 5, 7). Четвертая группа (14–17) 
включает станции нижней литорали (14–18), 
а также станции средней литорали мористого рай-
она губы (21, 22, 23). Таким образом, в основном 
группировка станций идет относительно прилив-
ного уровня. Хорошо отличаются сублиторальные 
сообщества от литоральных, за исключением су-
блиторальных сообществ кутовой области (значи-

тельная плотность брюхоногих моллюсков Peringia 
ulvae и олигохет Tubificoides benedii), которые по 
видовой структуре были ближе к литоральным 
комплексам. Также различаются сообщества ниж-
ней литорали и среднего горизонта литорали мо-
ристого района от сообществ всей верхней лито-
рали и средней литорали кутового района. 

Таким образом, сублиторальные сообщества 
можно разделить на комплексы видов, распро-
страненные в куте лагуны при доминировании 
Macoma balthica, Peringia ulvae, Tubificoides benedii, 
в центральной части при домировании Macoma 
balthica, Nereimyra punctata, Alitta virens, Scoloplos 
armiger, Micronephthya minuta, Pectinaria koreni 
и комплексы видов, распространенные на выходе 
из нее с низким видовым разнообразием и доми-
нированием полихет Scoloplos armiger, Alitta virens, 
Micronephthys minuta. Литоральные сообщества, 
в  свою очередь, подразделяются на сообщество 
макробентоса нижней литорали вместе со средней 
мористого района (доминируют Macoma balthica, 
Mytilus edulis, Peringia ulvae, Littorina litorea, 
Amphiporus lactifloreus, Mya arenaria) и на сообще-
ство верхней литорали вместе со средней кутового 
района лагуны (Peringia ulvae, Tubificoides benedii, 
Littorina saxatilis). 

Трофическая структура сообщества. Макро-
бентосное сообщество лагунной экосистемы Ни-
кольской губы характеризуется преобладанием 
группы собирающих детритофагов (в среднем 
около 60% от общей биомассы сообщества) 
(табл. 3). 

Рис. 2. Дендрограмма сходства сообществ (станций) по каче-
ственному составу макробентоса в губе Никольская (для лито-
ральных и сублиторальных сообществ). Горизонтальной лини-
ей показан уровень значимого сходства. Нумерация станций 
согласно рис. 1. 

Таблица 3 

Трофическая структура сообщества макрозообентоса  
в лагунной экосистеме Никольской губы  

(Кандалакшский залив, Белое море)

Трофические 
группы Районы исследования 

Сублитораль Нижняя литораль
Д (%) 63,6±11,6 61,5±11,8
Г (%) 1,8±1,5 1,6±1,2
НС (%) 0 24,4±13,7
ПС (% ) 0 1,3±1,1
С, О (%) 0 5,4±3,0
Х (%) 31,8±11,3 5,2±2,9
П (%) 2,8±1,8 0,6±0,2

Средняя литораль Верхняя литораль
Д (%) 61,1±14,5 77,1±19,5
Г (%) 2,9±1,6 0
НС (%) 20,7±10,5 0
ПС (%) 12,4±6,6 0
С,О (%) 1,8±1,0 22,9±9,5
Х (%) 1,0±0,5 0
П (%) 0,1±0,05 0

Примечание: Д – собирающие детритофаги, Г – грунтое-
ды (безвыборочно заглатывающие грунт), НС – неподвижные 
сестонофаги, ПС – подвижные сестонофаги, С, О – ско-
блильщики, обгрызатели, Х – хищники, П – полифаги. % – % 
от общей биомассы сообщества. 
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Никольская губа хорошо защищена от мор-
ских волн и течений. Это сказывается в целом на 
повышенном содержании органического вещества 
в осадках лагуны и на доминировании в ней груп-
пы собирающих детритофагов. Но в то же время 
можно говорить об особенностях распределения 
трофических групп. Данные особенности прояв-
ляются при исследовании губы от верхней литора-
ли к средней, нижней и сублиторали, а также 
в  продольном направлении: кут губы и выход из 
нее также имеют свои отличия. На верхней лито-
рали преобладали собирающие детритофаги 
(Peringia ulvae и Tubificoides benedii) и скоблильщи-
ки Littorina saxatilis. В средней литорали преобла-
дали собирающие детритофаги (Macoma balthica, 
Peringia ulvae, Tubificoides benedii, Paranais litoralis, 
Pygospio elegans), за ними следовали неподвижные 
(Mytilus edulis) и малоподвижные сестонофаги 
(Mya arenaria), в нижней литорали – собирающие 
детритофаги (Macoma balthica), затем неподвиж-
ные сестонофаги (Mytilus edulis) и скоблильшики 
(Littorina littorea), а в сублиторали преобладали со-
бирающие детритофаги (Macoma balthica) и хищ-
ники (в основном немертины Lineus gesserensis 
и  полихеты Phyllodoce maculata, Micronephthys 
minuta). В куте губы повсюду, т.е. на литорали 
и в сублиторали, преобладали собирающие детри-
тофаги, а на выходе из губы в нижней и средней 
литорали в зоне активной гидродинамики доми-
нировали неподвижные сестонофаги Mytilus edulis.

Таким образом, в вертикальном направлении 
изменения трофической структуры происходили 
в  основном на уровне субдоминантых групп 
(в  верхней литорали в качестве субдоминантной 
трофической группы преобладали скоблильщики, 
в средней – малоподвижные и неподвижные се-
стонофаги, в нижней – неподвижные сестонофа-
ги и скоблильщики, в сублиторали – хищники) 
при доминировании группы собирающих детри-
тофагов. В продольном направлении собирающие 
детритофаги, преобладающие внутри губы, заме-
щались неподвижными сестонофагами M. edulis 
на выходе из губы в нижней и средней литорали 
при доминировании собирающих детритофагов 
в верхней литорали и в сублиторали.

Обсуждение
Никольская губа относится к мелководным 

сильно заиленным водоемам лагунного типа с за-
трудненным водообменом с внешней акваторией. 
Губа хорошо защищена от морских волн и тече-
ний и характеризуется бедной специфической  
фауной и флорой. В лагуне Никольской губы  
наблюдается хорошо выраженный вертикальный 
градиент структуры сообщества макробентоса (от 
верхней литорали к средней, нижней и сублитора-
ли) и менее выраженный продольный – от куто-
вых наиболее заиленных и опресненных местоо-
битаний к мористым. При этом общие показатели 

структуры сообщества макрозообентоса (видовое 
разнообразие, общая плотность, общая биомасса) 
в губе преимущественно увеличивались от верх-
ней литорали к средней и нижней и снижались 
к сублиторали. В продольном направлении замет-
ные изменения структуры сообщества макробен-
тоса наблюдались в основном в нижнем и среднем 
горизонтах литорали, обусловленные развитием 
на выходе из губы плотных поселений Mytilus 
edulis, отсутствующих или слабо представленных 
в основной внутренней части губы.

Значительное ослабление водообмена губы 
Никольская с внешней акваторией и ее сильное 
заиление (преобладают илы и песчанистые илы 
с запахом сероводорода) приводят к существенно-
му уменьшению видового разнообразия и сниже-
нию общей плотности и особенно биомассы сооб-
щества макробентоса по сравнению с внешней 
акваторией и более открытыми морскими лагуна-
ми [5, 9, 12, 16–18]. Надо отметить, что снижение 
видового разнообразия сообщества наблюдалось 
не только в сублиторали, но и в литоральных ме-
стообитаниях, особенно заметное в кутовой части 
лагуны, где доминировали мелкие эвритопные 
виды – Peringia ulvae и Tubificoides benedii. 

Макробентосное сообщество лагунной экоси-
стемы Никольской губы по сравнению с ранее из-
ученными морскими лагунами [9, 12] характеризу-
ется не только меньшим видовым разнообразием 
макрозообентоса, но и преобладанием группы со-
бирающих детритофагов практически во всех  
местообитаниях (в верхней, средней, нижней ли-
торали и сублиторали). Собственно, по этим по-
казателям лагуна приближается к опресненному 
району эстуария реки Черной, где также домини-
ровали собирающие детритофаги во всей прибреж-
ной зоне [19]. Однако сообщество макробентоса 
солоноватой зоны эстуария р. Черной в отличие от 
губы Никольской характеризовалось развитием 
бедной солоноватоводной и пресноводной фауны, 
что связано с влиянием пониженной (критиче-
ской  [4]) солености воды (3–8 промилле) в этом 
районе эстуария. В губе Никольская в отличие от 
эстуарных экосистем основным фактором, влияю-
щим на уменьшение видового разнообразия, явля-
ется не столько соленость воды (была относитель-
но высокой за исключением самой кутовой 
области), сколько сильное заиление осадков с пре-
обладанием мягких илов с запахом сероводорода, 
что способствуют развитию в губе мелких видов де-
тритофагов, особенно в ее кутовой и центральной 
областях. Нельзя недооценивать влияние солено-
сти воды, особенно весной или во время сильных 
дождей, и все же характер грунта, повышенное со-
держание органического вещества и детрита в осад-
ках, процессы сульфатредукции оказываются более 
значимыми факторами, определяющими разно- 
образие и структуру макробентосных сообществ  
лагунной экосистемы Никольской губы. 
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Сравнение антикоагулянтного действия in vitro протеаз, 
секретируемых микромицетом Aspergillus ochraceus  

и содержащихся в яде змей
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Изучено антикоагулянтноое действия in vitro протеазы, секретируемой микромицетом 
Aspergillus ochraceus L-1, и содержащихся в яде змей (препараты Protac® и RVV-X®) про-
теаз. Показана выраженность действия протеазы микромицета по отношению к плазмам 
человека и теплокровных животных, а также плазмам человека, дефицитным по опреде-
ленным факторам системы гемостаза в сопоставлении с протеазами змей в реакциях 
с  хромогенными пептидными субстратами активированного протеина C и фактора X, 
а  также с помощью теста на активированное частичное тромбопластиновое время 
(АЧТВ). Были подобраны оптимальное время прединкубации протеазы микромицета 
A. ochraceus L-1 с плазмой крови человека (3 мин) и концентрация хромогенного пептид-
ного субстрата активированного протеина C (от 0,1 до 0,5 мг/мл), необходимые для кор-
ректного определения протеина C. 

Ключевые слова: протеазы яда змей, протеаза Aspergillus ochraceus, антикоагулянтные фер-
менты, активаторы белков гемостаза, хромогенные пептидные субстраты, тест АЧТВ
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Протеолитические ферменты мицелиальных 
грибов из космополитного рода Aspergillus разли-
чаются по спектру воздействия на белки системы 
гемостаза человека и представляют значительный 
интерес и как факторы патогенности, и как потен-
циальные компоненты препаратов медицинского 
назначения [1–5]. Проявляя свойства прямых фи-
брино- и фибриногенолитиков или активаторов 
проферментов системы гемостаза, они все чаще 
рассматриваются в качестве активирующих реа-
гентов в наборах для диагностики in vitro некото-
рых белков плазменного гемостаза, таких как про-
теин C и фактор Х [3, 6]. В силу наследственных 
или приобретенных заболеваний недостаток этих 
белков ведет к риску развития тромбоэмболиче-
ских осложнений, что требует выявления уровня 
их активности для проведения корректной тера-
пии у пациентов с сердечно-сосудистыми заболе-
ваниями [7]. Содержание данных белков в плазме 
определяется при помощи специальных диагно-
стических наборов, содержащих в качестве акти-
вирующего протеин C реагента сериновую протеа-

зу из яда южно-американского щитомордника 
Agkistrodon contortrix contortrix, а в качестве активи-
рующего фактор X реагента – сериновую протеазу 
из яда гадюки Рассела (Daboia russellii) [8]. Ввиду 
сложности получения рекомбинантных форм зме-
иных протеаз-активаторов, поиск альтернативных 
протеолитических ферментов со схожими свой-
ствами представляется весьма актуальным [9]. Од-
ним из таких ферментов является внеклеточная 
сериновая протеаза микромицета Aspergillus 
ochraceus L-1, которая представляет собой негли-
козилированный белок с молекулярной массой 
35  кДа, способный активировать протеин C 
и  фактор Х плазмы крови человека аналогично 
змеиным активаторам и показавший возможность 
применения для определения этих белков плаз-
менного гемостаза хромогенным методом [10–12]. 
Возможность выявления указанных профермен-
тов системы гемостаза с помощью протеазы 
A. ochraceus L-1 клоттинговым методом, а также ее 
воздействие на белки плазмы других млекопитаю-
щих остались неизученными.

https://orcid.org/0000-0001-6672-0551
mailto:aosmol@mail.ru
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Целью настоящей работы было сравнительное 
изучение антикоагулянтного действия in vitro проте-
азы, секретируемой микромицетом A. ochraceus L-1,  
и содержащихся в яде змей протеаз, а также опреде-
ление оптимальных параметров детекции протеи-
на C в плазме с помощью протеазы A. ochraceus L-1.

Материалы и методы
Получение протеазы A. ochraceus L-1. Для по-

лучения внеклеточной протеазы продуцент – ми-
кромицет A. ochraceus L-1 – культивировали в глу-
бинных условиях в две последовательные стадии, 
сначала на посевной среде (состав в %: сусло – 
6,7, глюкоза – 1, пептон – 0,1; рН 5,5–6,0), а за-
тем – на ферментационной среде (состав в %: 
глюкоза – 3,5, гидролизат рыбной муки – 1, 
NaCl – 0,2, крахмал – 0,125, пептон – 0,1, 
KH2PO4 – 0,05, MgSO4 – 0,05; рН 5,5–6,0), как 
было предложено ранее [13, 14]. Из культуральной 
жидкости, предварительно отделенной от биомас-
сы фильтрованием через бумажный фильтр, про-
водили осаждение белков сульфатом аммония 
(степень насыщения – 0,7) с последующим выде-
лением протеазы в соответствии с разработанным 
ранее способом, включающим этапы гидрофоб-
ной (на фенил-сефарозе, GE Healthcare, США) 
ионообменной (на ДЭАЭ-сефарозе, GE 
Healthcare, США) и гель-проникающей (на Сефа-
дексе G-50, Pharmacia, Швеция) хроматогра-
фии [15]. Сорбенты для хроматографии уравнове-
шивали 50 мМ Трис-HCl-буфером, рН 8,0. Для 
подтверждения гомогенности выделенной протеа-
зы проводили денатурирующий электрофорез 
в  полиакриламидном геле по методу Лэммли 
(концентрация акриламида в концентрирующем 
геле – 6%, в разделяющем – 12,5%).

Определение белка. Количественное определе-
ние белка в пробах проводили спектрофотометри-
чески при 280 нм в кювете с длиной пути 1 см [16].

Определение активирующей проферменты си-
стемы гемостаза активности. Активирующее 
действие протеиназы A. ochraceus L-1 изучали 
c плазмой крови человека в реакциях с хромоген-
ными пептидными субстратами активированного 
протеина C (Glp-Pro-Arg-pNA) и фактора Х 
(Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA) [3]. Для проведения ре-
акции к  200 мкл раствора фермента (0,2 мг/мл) 
добавляли 50 мкл образца плазмы, разведенной 
в 2 раза 0,05 М Трис-HСl-буфером, рН 8,2, пре-
динкубировали 5 мин при 37°C. Далее к инкуба-
ционной смеси добавляли к 100 мкл 0,05%-ного 
(0,05 М Трис-HСl-буфер, рН 8,2) раствор соот-
ветствующего субстрата и продолжали реакцию 
при тех же условиях, регистрируя ее кинетику 
в течение 5 мин. Реакцию останавливали 200 мкл 
50%-ной уксусной кислоты [17]. За единицу ак-
тивности (Е) принимали количество мкмоль 
п-нитроанилина, отщепившегося от хромогенно-
го субстрата за 1 мин. 

Реакции проводили перемешиванием при 
37°С либо в термошейкере TS-100 (BioSan, Лат-
вия), либо в термостатированном кюветном отде-
лении спектрофотометра BioSpectrometer® kinetic 
(Eppendorf, Германия). Измерение оптической 
плотности растворов проводили на том же  
спектрофотометре.

Определение активированного частичного 
тромбопластинового времени (АЧТВ). АЧТВ 
определяли с помощью набора реактивов 
«АЧТВ-тест» НПО «Ренам» (Россия) в соответ-
ствии с инструкцией. К 100 мкл активирующего 
агента добавляли 100 мкл плазмы, выдерживали 
3 мин при 37°C, после чего к смеси добавляли 
100 мкл 0,025 М раствора CaCl2 и засекали время 
образования сгустка плазмы (в секундах). Реак-
ции проводили на коагулометре ЭМКО-02 (Рос-
сия). В качестве активирующих реагентов ис-
пользовали АЧТВ-реагент (на основе соевых 
фосфолипидов и эллаговой кислоты) (Ренам, 
Россия), АЧТВ-реагент с активатором (Ренам, 
Россия), препараты Protac® и  RVV-X® (DSM, 
Швейцария) и выделенную протеазу A. ochraceus 
L-1. Образцами плазмы служили лиофилизиро-
ванные нормальная плазма человека, патологи-
ческая плазма (плазма со сниженным содержа-
нием факторов системы гемостаза) человека, 
дефибринированная плазма, плазма со снижен-
ным уровнем протеина C, плазмы, дефицитные 
по факторам II, X, XI, XII (Ренам, Россия), 
а  также плазмы животных: кролика (Аллерген, 
Россия), крысы, кошки, быка и свиньи (Sigma-
Aldrich, США). Перед проведением реакции 
к  образцам плазмы добавляли по 1 мл 0,05 M 
Трис-HCl-буфера, рН 8,2 и выдерживали при 
комнатной температуре в течение 30 мин. АЧТВ 
рассчитывали по формуле: (to – tk)/tk × 100%, где 
to – время (с) свертывания плазмы в присутствии 
протеазы микромицета (опыт), tk – время (с) 
свертывания плазмы с добавлением АЧТВ-
реагента (контроль).

Определение параметров детекции протеина C 
с помощью протеазы A. ochraceus L-1. Для практи-
ческого использования протеазы микромицета 
A.  ochraceus L-1 в лабораторной диагностике 
определяли оптимальное время прединкубации 
с плазмой человека (исследовали временные ин-
тервалы в 30, 60, 120, 180, 240, 300 и 600 с) и оп-
тимальную для использования концентрацию 
субстрата Glp-Pro-Arg-pNA (исследовали кон-
центрации 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 мг/мл).

Эксперименты выполнены в трех повторно-
стях. Статистическую обработку полученных дан-
ных поводили с помощью программ MS Excel 2013 
и Statistica 7.0. Для сравнения данных использова-
ли U-критерий Манна-Уитни, различия считали 
статистически значимыми при p < 0,05. Результа-
ты представлены в виде среднего значения 
с ошибкой среднего.
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СРАВНЕНИЕ ДЕЙСТВИЯ ПРОТЕАЗ ASPERGILLUS OCHRACEUS И ПРОТЕАЗ ЯДА ЗМЕЙ

Результаты и их обсуждение
Возможность применения внеклеточной про-

теазы микромицета A. ochraceus для определения 
содержания протеина C и фактора Х плазмы кро-
ви, показанная ранее [11, 12], требует дополни-
тельного изучения как выраженности ее действия, 
так и вызываемого антикоагулянтного эффекта 
в условиях in vitro в сравнении с имеющимися ана-
логами – препаратами Protac® (протеаза-актива-
тор протеина C) и RVV-X® (протеаза-активатор 
фактора Х) для разработки полноценных диагно-
стикумов на ее основе.

В качестве тестируемых образцов использова-
ли плазмы человека и теплокровных животных, 
а также плазмы человека, дефицитные по опреде-
ленным факторам системы гемостаза. Результаты 
сопоставления выраженности действия протеазы 
A. ochraceus L-1 с протеазами змей по отношению 
к различным плазмам представлены в табл. 1 и 2. 

Как видно из табл. 1, протеаза A. ochraceus L-1 
способна активировать как протеин C, так и фак-
тор Х во всех использованных плазмах человека 
и  теплокровных животных. В случае активации 
протеина C наибольшая выраженность действия 
протеазы микромицета была к плазме человека, 
в то время как протеаза южноамериканского щи-
томордника (препарат Protac®) оказалась наибо-
лее активна в отношении плазмы быка, в реакции 
с которой протеаза микромицета была наименее 
активна. По отношению к другим плазмам обе 

протеазы продемонстрировали различную выра-
женность действия. Интересно отметить, что про-
теаза Protac® не активировала протеин C плазмы 
крови крысы, в противоположность протеазе 
A.  ochraceus L-1, активирующее действие которой 
было весьма значительным.

При изучении активирующей фактор Х актив-
ности в пробах с теми же плазмами сопоставление 
выраженности действия протеаз A. ochraceus L-1 
и  RVV-X® показало определенную схожесть: обе 
протеазы были наиболее активны по отношению 
к плазме быка, а наименее – к плазме крысы. 

Возможно, такая избирательность в специ-
фичности протеаз возникла по мере их эволюции 
в соответствии с занимаемыми продуцируемыми 
их организмами нишами: хорошо известно, что 
основными жертвами змей в природе являются 
прежде всего теплокровные животные, а аспер-
гиллы служат причиной развития микозов у чело-
века и других теплокровных млекопитающих, ло-
кально нарушая гемостаз в местах проникновения. 

По отношению к плазмам человека, дефицит-
ным по разным факторам системы гемостаза, ис-
следуемые протеазы также проявили различную 
активность (табл. 2). Так, протеаза препарата 
Protac® активировала протеин C в большинстве 
образцов плазм (кроме плазмы со сниженным 
уровнем протеина C и плазмы, дефицитной по 
фактору II), а протеаза A. ochraceus L-1 также ак-
тивировала этот белок, но с незначительно мень-
шим эффектом. Вероятно, снижение активности 

Таблица 1

Выраженность действия протеаз A. ochraceus L-1 к плазмам человека и животных в сравнении с протеазами из яда змей 

Плазма
Активаторная к протеину C активность, % Активаторная к X фактору активность, %

Протеаза A. ochraceus Protac® Протеаза A. ochraceus RVV-X®

Нормальная человека 100,0 59,4 ± 1,0 59,5 ± 1,0 30,0 ± 1,0
Кролика 18,1 ± 1,0 45,3 ± 1,0 52,6 ± 1,0 61,5 ± 1,0
Свиньи 44,8 ± 1,0 35,6 ± 1,0 34,5 ± 1,0 26,3 ± 1,0
Кошки 17,0 ± 1,0 86,7 ± 1,0 41,1 ± 1,0 36,1 ± 1,0
Крысы 92,6 ± 1,0 0,0 14,1 ± 1,0 16,5 ± 1,0
Быка 21,2 ± 1,0 100,0 100,0 100,0

Таблица 2

Выраженность действия протеаз A. ochraceus L-1 к плазмам, дефицитным по определенным факторам системы гемостаза, 
в сравнении с протеазами из яда змей 

Плазма
Активаторная к протеину C активность, % Активаторная к X фактору активность, %

Протеаза A. ochraceus Protac® Протеаза A. ochraceus RVV-X®

Нормальная человека 100,0 100,0 100,0 100,0
Дефибринированная 89,3 ± 1,0 100 44,2 ± 1,0 21,4 ± 1,0
Дефицитная по фактору II 73,0 ± 1,0 84,1 ± 1,0 14,2 ± 1,0 61,2 ± 1,0
Со сниженным уровнем протеина C 53,2 ± 1,0 54,4 ± 1,0 83,4 ± 1,0 89,8 ± 1,0
Дефицитная по фактору X 85,5 ± 1,0 100 0,0 0,0
Дефицитная по фактору XI 74,4 ± 1,0 100 18,7 ± 1,0 0,0
Дефицитная по фактору XII 28,8 ± 1,0 100 12,2 ± 1,0 0,0
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протеазы микромицета могут вызывать различные 
ингибиторы плазмы. Наименьшую активаторную 
к протеину C активность, как и активаторную к фак-
тору X активность протеаза A. ochraceus L-1 проявила 
с плазмой, дефицитной по фактору XII. Препарат 
RVV-X® оказался неактивен в плазмах, дефицитных 
по факторам XI и XII, тогда как протеаза микроми-
цета активность с ними проявляла. Можно предпо-
ложить, что обе протеазы не были активны в образце 
плазмы, дефицитной по фактору X.

Действие протеолитических ферментов раз-
личных организмов как экзогенных активаторов 
белков системы гемостаза требует более детально-
го изучения как отдельных мишеней, так и общего 
влияния на каскад свертывания крови. Одним из 
таких показателей in vitro является антикоагулянт-
ная активность протеаз, измеряемая по удлине-
нию времени свертывания образца плазмы – 
АЧТВ-тест, напрямую зависящего от уровня 
содержания протеина C в образце плазмы. Как 
показано на рис. 1А, АЧТВ при использовании 
протеаз A. ochraceus L-1 и Protac® оказалось сход-
но при их инкубации с нормальной плазмой, па-
тологической плазмой и плазмой со сниженным 
уровнем протеина C. Протеаза RVV-X® в АЧТВ-
тесте оказалась неактивна. Результаты теста АЧТВ 
подтверждают полученные ранее данные по опре-
делению содержания с их помощью протеина C 
в различных образцах плазмы [11] и позволяют рас-
сматривать протеазу A. ochraceus L-1 для определе-
ния уровня содержания протеина C при помощи 
как хромогенного, так и коагулянтного методов.

Изучение АЧТВ с помощью протеазы 
A. ochraceus L-1 с образцами плазм других млеко-
питающих подтвердило выраженность действия 
этого фермента (рис. 1Б). Так, по сравнению 
с контрольными образцами (без протеазы), АЧТВ 
значительно удлинялось под действием протеазы 
микромицета в плазмах свиньи и крысы, незначи-

тельно – в плазме кролика, а в плазмах кошки 
и  быка подобного эффекта выявлено не было.  
Вероятно, в плазмах этих животных протеаза ми-
кромицета A. ochraceus L-1 в большей степени вы-
ступает как активатор фактора X, о чем дополни-
тельно свидетельствуют данные табл. 1.

Ввиду перспективности использования проте-
азы микромицета A. ochraceus L-1 как активатора 
протеина C важной представляется задача по раз-
работке диагностикума на ее основе. В связи 
с  этим необходимо подобрать ключевые параме-
тры – оптимальную концентрацию специфиче-
ского хромогенного пептидного субстрата активи-
рованного протеина C (Glp-Pro-Arg-pNA), 
используемого для детекции протеина C, и опти-
мальное время реакции с образцом плазмы. На 
рис. 2 представлены данные, показывающие зави-
симость скорости реакции от концентрации суб-
страта активированного протеина C. Как видно из 
рисунка, скорость реакции линейна в диапазоне 
исследуемых концентраций от 0,1 мг/мл до 0,5 мг/мл. 
Следовательно, для лабораторного определения 
протеина C с помощью протеазы-активатора про-
теина C микромицета A. ochraceus L-1 следует ис-
пользовать концентрацию указанного субстрата 
в этом диапазоне. 

Поскольку реакция активации протеина C – 
сопряженная, со стадией прединкубации, время 
этой стадии может являться важным фактором 
для проведения корректного определения протеи-
на C в образце. Результаты подбора оптимального 
времени инкубации протеазы микромицета с нор-
мальной плазмой человека представлены на рис. 3. 
Видно, что увеличение активности идет в диапазо-
не от 10 до 180 с, после чего наблюдаются плато 
и  снижение активности. Соответственно, реко-
мендуемое для определения содержания протеи-
на  C плазмы крови человека с использованием 
протеазы микромицета время составляет до 3 мин. 

Рис. 1. АЧТВ образцов плазмы человека под действием протеаз A. ochraceus L-1 и препаратов Protac® и RVV-X® (А) и плазм кро-
ви других млекопитающих под действием протеазы A. ochraceus L-1 (Б).
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Таким образом, было изучено антикоагулянт-
ное действие in vitro нескольких протеаз – секрети-
руемой микромицетом A. ochraceus L-1 и содержа-
щихся в яде змей. Показана выраженность действия 
протеазы микромицета по отношению к  плазмам 
человека и теплокровных животных, а  также плаз-
мам человека, дефицитным по определенным фак-
торам системы гемостаза в сопоставлении с протеа-
зами змей в реакциях с хромогенными пептидными 
субстратами активированного протеина C и факто-
ра X, а также с помощью теста на АЧТВ. Были по-
добраны оптимальное время прединкубации проте-

азы микромицета A. ochraceus L-1 с плазмой крови 
человека (3 мин) и концентрация хромогенного 
пептидного субстрата активированного протеина C 
(от 0,1 до 0,5 мг/мл), необходимые для корректного 
определения протеина C. 

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Совета по грантам Президента РФ № СП-
3906.2021.4. Исследования выполнены без ис-
пользования животных и без привлечения людей 
в  качестве испытуемых. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.
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Comparison of the in vitro anticoagulant action of proteases secreted 
by the micromycete Aspergillus ochraceus and contained in snake venom
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The in vitro anticoagulant action of proteases secreted by the micromycete Aspergillus ochraceus L-1 
and contained in snakes’ venoms (Protac® and RVV-X® preparations) was studied. The severity of 
the action of micromycete protease in relation to plasmas of humans and warm-blooded animals, 
as well as human plasmas deficient in certain factors of the hemostasis system, in comparison with 
snake proteases in reactions with chromogenic peptide substrates of activated protein C and factor 
X, as well as using the activated partial thromboplastin time (APTT) test. The optimal time of 
preincubation of the micromycete A. ochraceus L-1 protease with human blood plasma (3 min) 
and the concentration of the chromogenic peptide substrate of activated protein C (from 0.1 to 
0.5 mg/ml) necessary for the correct determination of protein C with her help.
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