
ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2023. Т. 78. № 2

С О Д Е Р Ж А Н И Е

Обзоры
Воробьева Н.В. Нейтрофилы – атипичные антигенпрезентирующие клетки .   .   .   .   . 55

Оригинальные исследования
Яковлев А.Г., Таисова А.С., Фетисова З.Г. Адаптация зеленых 

фотосинтезирующих бактерий к разной освещенности  
по данным спектроскопии хлоросом .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   . 64

Мамчур А.А., Ерема В.В., Каштанова Д.А., Иванов М.В.,  
Юдин В.С., Кескинов А.А., Краевой С.А., Юдин С.М.  
Изучение конформационной подвижности липид-связывающего сайта 
изоформ ε2, ε3, ε4 аполипопротеина Е методом молекулярной динамики  .  .  .  .  .      70

Павлюченкова А.Н., Смирнов М.С., Челомбитько М.А.  
Влияние карбонилцианид-4-(трифторметокси)фенилгидразона (FCCP) 
на FcεRI-зависимую продукцию цитокинов клетками RBL-2H3 .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .           78

Лавренов А.Р., Мышлявкина Т.А., Умнова Н.В., Ким А.И., Румак В.С. 
Особенности экспрессии маркерных генов рыжей полевки  
Clethrionomys glareolus, отражающие эффекты экотоксичности  
загрязненной диоксинами среды .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .                               86

Кириллова И.А., Кириллов Д.В. Жизнь на краю ареала: сравнительное 
изучение центральных и краевых популяций Dactylorhiza traunsteineri (Orchida-
ceae) на европейском северо-востоке России .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   . 95

Краткие сообщения
Стаханова А.А., Воскресенская О.Г., Голубович В.П., Каменский А.А. 

Влияние пептида Ac-D-MPRG на основе С-концевого фрагмента  
аргинин-вазопрессина(6-9) на поведение крыс разного возраста .   .   .   .   .   .   .   .   .   .  102

Осмоловский А.А., Шестакова А.А., Суркова Д.Е., Лехотска Р., 
Пецкова Е. Изучение спектра активности новых штаммов микромицетов 
рода Aspergillus в отношении белков системы гемостаза .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .  109

Мнения
Хохлов А.Н. Основы биологии старения для небиологов МГУ  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .             115

Вестник 
Московского
университета

НАУЧНЫЙ ЖУРНАЛ

Основан в ноябре 1946 г.

Том 78 • № 2 • 2023 • АПРЕЛЬ — ИЮНЬ

Выходит один раз в три месяца

Серия 16                  БИОЛОГИЯ

Издательство Московского университета

©	 Издательство Московского университета, 
	 “Вестник Московского университета”, 2023



LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2023. VOL. 78. No. 2

C O N T E N T S

Reviews
Vorobjeva N.V. Neutrophils are atypical antigen-presenting cells .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .                55

Research articles
Yakovlev А.G., Таisova А.S., Fetisova Z.G. Adaptation of green photosynthetic 

bacteria to different illumination intensity according to spectroscopy data  
on chlorosomes .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .                                          64

Mamchur A.A., Erema V.V., Kashtanova D.A., Ivanov M.V., Yudin V.S., 
Keskinov A.A., Kraevoy S.A., Yudin S.M. Molecular dynamics simulation 
of the conformational mobility of the lipid-binding site in the Apolipoprotein E 
isoforms ε2, ε3, and ε4 .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .                                      70

Pavlyuchenkova A.N., Smirnov M.S., Chelombitko M.A.  
Effect of 4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone carbonyl cyanide (FCCP) 
on FcεRI-dependent cytokine production by RBL-2H3 cells  .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .  78

Lavrenov A.R., Myshliavkina T.A., Umnova N.V., Kim A.I., Roumak V.S. 
Peculiarity of marker genes’ expression in bank voles Clethrionomys glareolus 
characterizing ecotoxicity effects of the territory contaminated with dioxins .  .  .  .  .  .  .  .         86

Kirillova I.A., Kirillov D.V. Living at the edge: a comparative study  
of the central and marginal populations of Dactylorhiza traunsteineri (Orchidaceae) 
in European Northeast of Russia  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .                                95

Short communications
Stakhanova A.A., Voskresenskaya O.G., Golubovich V.P., Kamensky A.A.  

The effect of the Ac-D-MPRG peptide based on the C-terminal fragment 
of arginine-vasopressin(6-9) on the character of rats of different .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .              102

Osmolovsky A.A., Shestakova A.A., Surkova D.Ye., Lehotská R., Piecková E. 
Investigation of new Aspergillus strains as producers of hemostatically active proteases .  .  .   109

Opinion articles
Khokhlov A.N. Basics of biology of aging for MSU non-biologists  .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   .   115

©	Moscow University Press, 
	 “Lomonosov Biology Journal,” 2023

Lomonosov 
Biology Journal

Founded in November 1946

Vol. 78 • No. 2 • 2023 • APRIL — JUNE

Quarterly

Moscow University Press



55

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2023. Т. 78. № 2

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2023. Т. 78. № 3. C. 55–63

ОБЗОР

УДК 571.27

Нейтрофилы – атипичные антигенпрезентирующие клетки

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 представляют собой наиболее многочисленные лейкоциты крови и явля-
ются «первой линией» защиты от патогенов в очаге воспаления, где осуществляют та-
кие эффекторные функции, как фагоцитоз, дегрануляция, генерация активных форм 
кислорода и образование нейтрофильных внеклеточных ловушек. Долгое время счита-
лось, что нейтрофилы являются короткоживущими терминально дифференцирован-
ными фагоцитами. Однако эта точка зрения изменилась после того, как было обнару-
жено, что нейтрофилы способны взаимодействовать с другими популяциями 
лейкоцитов, а также отвечать за связь между врожденным и адаптивным иммунитетом. 
В последние годы накопилось много данных, указывающих на способность нейтрофи-
лов приобретать функцию антигенпрезентирующих клеток при патологических и вос-
палительных состояниях. Кроме того, нейтрофилы могут экспрессировать молекулы 
главного комплекса гистосовместимости класса II и костимулирующие молекулы при 
воздействии специфических цитокинов в системе in vitro и активировать 
Т-лимфоциты. В обзоре обобщены сведения последних лет об антигенпрезентирую-
щей функции нейтрофилов, предполагаемых механизмах регуляции этого процесса 
и его значении в норме и патологии.

Ключевые слова: нейтрофил, антигенпрезентирующая клетка, презентация антигена, 
главный комплекс гистосовместимости, цитокины, хемокины

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-78-2-8

СОКРАЩЕНИЯ: 

АПК – антигенпрезентирующая клетка;
АФК – активные формы кислорода;
БЦЖ – противотуберкулезная вакцина (сокр. от 

Баци́лла Кальме́та-Гере́на); 
Г-КСФ – гранулоцитарный колониестимулирую-

щий фактор; 
ГМ-КСФ – гранулоцитарно-макрофагальный ко-

лониестимулирующий фактор; 
ДК – дендритная клетка;
дЛУ – дренирующий лимфатический узел;
ИЛ-1 – интерлейкин-1;
ИФН-γ – интерферон γ;
ПАМП – патоген-ассоциированные молекулярные 

паттерны; 
ФМА – форбол-12-миристат-13-ацетат;
фМЛФ – N-формил-метионил-лейцил-фенила-

ланин;

ФНО-α – фактор некроза опухоли α;

CD80/86 – костимулирующие молекулы CD80/86 
(clusters of differentiation 80/86);

CXCL – хемокиновый лиганд (C-X-C motif chemo- 
kine ligand);

CXCR4 – рецептор хемокинов 4-го типа (C-X-C 
chemokine receptor type 4);

Ii – инвариантная цепь (Invariant chain);

MHC – главный комплекс гистосовместимости 
(major histocompatibility complex); 

NET – нейтрофильные внеклеточные ловушки 
(neutrophil extracellular traps);

NETоз –форма клеточной гибели нейтрофилов, 
сопровождаемая выбросом NET;

TCR – Т-клеточный рецептор (T-cell receptor);

TLR– толл-подобный рецептор (Toll-like receptor)
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Н.В. Воробьева

1. Введение
Нейтрофилы представляют собой короткожи-

вущие терминально дифференцированные клетки 
врожденного иммунитета, обеспечивающие «пер-
вую линию» защиты от патогенов в очаге воспале-
ния. Нейтрофилы, являясь «профессиональными» 
фагоцитами, содержат в своих гранулах огромный 
антимикробный арсенал, позволяющий им вместе 
с активными формами кислорода (АФК) уничто-
жать патогены внутри фагосомы (фагоцитоз). Ан-
тимикробные ферменты также могут выделяться 
клетками в процессе дегрануляции. Третий за-
щитный механизм заключается в высвобождении 
нейтрофильных внеклеточных ловушек (NET, от 
Neutrophil Extracellular Trap) [1]. Вместе с макро-
фагами, тучными клетками, эозинофилами, ден-
дритными клетками (ДК) и естественными килле-
рами нейтрофилы составляют клеточное звено 
врожденного иммунитета.

Нейтрофилы относятся к гранулоцитам и со-
держат в цитозоле огромное количество гранул, 
различающихся по составу, структуре и функци-
ям, и которые традиционно подразделяют на че-
тыре типа: азурофильные (или первичные), спец-
ифические (или вторичные), желатиназные (или 
третичные) и секреторные везикулы [2]. Гранулы 
формируются во время пролиферации и диффе-
ренцировки нейтрофилов в костном мозге, этот 
процесс контролируется гранулоцитарным коло-
ниестимулирующим фактором (Г-КСФ) и зани-
мает около 6 сут [3]. 

Другой характерной особенностью нейтрофи-
лов является наличие сегментированного ядра. 
А  поскольку количество ядерных сегментов ва-
рьирует от 3 до 5, то нейтрофилы иногда называют 
полиморфноядерными лейкоцитами. 

Наличие гранул и сегментированного ядра 
свидетельствует о зрелости нейтрофила. Зрелые 
нейтрофилы ежедневно выходят из костного моз-
га в количестве 109 клеток на 1 кг массы тела чело-
века [4] и мигрируют в кровоток, где обеспечива-
ют гомеостаз организма. Продолжительность 
жизни нейтрофилов в кровотоке по некоторым 
данным [5] не превышает 8 ч. По мере старения 
нейтрофилов на их поверхности начинает экс-
прессироваться гораздо больше молекул рецепто-
ра хемокинов 4-го типа (СХСR4, C-X-C chemokine 
receptor type 4), что способствует их возвращению 
в костный мозг и последующему разрушению 
и  уничтожению макрофагами [6]. Однако время 
жизни нейтрофилов увеличивается, если они пе-
ремещаются из кровотока в ткани, привлекаемые 
таким хемокинами, цитокинами или хемоаттрак-
тантами, как ИЛ-1 (интерлейкин-1), ИЛ-2, ИЛ-15, 
фактор некроза опухоли (ФНО)-α, Г-КСФ, гра- 
нулоцитарно-макрофагальный колониестимули- 
рующий фактор (ГМ-КСФ), липополисахариды  
и интерфероны (ИФН) I типа [7, 8]. Интересно, 

что в  системе in vitro продолжительность жизни 
нейтрофилов также варьирует в зависимости от 
состава и концентрации добавленных цитокинов. 
Было показано, что инкубация нейтрофилов 
в присутствии ГМ-КСФ, ИФН-γ и ИЛ-3 продле-
вает жизнь до 72 ч у 30% клеток [9]. В другой рабо-
те было установлено, что нейтрофилы, стимули-
рованные ГМ-КСФ, ФНО-α и ИЛ-4, выживали 
в течение 9 сут в системе in vitro [10].

Поскольку основной функциональной зада-
чей нейтрофилов является обнаружение и устра-
нение инфекции, в этом процессе принимают 
участие рецепторы, распознающие микробные 
мишени непосредственно или при помощи опсо-
нинов. Такие чужеродные мишени, как бактерии, 
грибы и простейшие обладают множественными 
молекулами, которые были названы патоген-ассо-
циированными молекулярными паттернами 
(ПАМП). ПАМП распознаются рядом сенсоров, 
включающих толл-подобные рецепторы (TLR, 
Toll-like receptor). Хотя нейтрофилы экспрессиру-
ют практически все типы TLR кроме TLR3, наи-
более распространенными среди них являются 
TLR2 и TLR4 [11]. 

Кроме того, четыре биохимически различные 
семейства хемоаттрактантов привлекают нейтро-
филы человека из кровотока в ткани: хемотак- 
сические липиды (например, лейкотриен В4),  
хемокины (CXCL1-CXCL3 и CXCL5-CXCL8), фор-
милированные пептиды (например, N-формил-
метионил-лейцил-фенилаланин) и  анафилотокси-
ны (ферменты системы комплемента, С3а 
и  С5а)  [12]. Процесс привлечения нейтрофилов 
был назван экстравазацией и включает ряд после-
довательных стадий, таких как опосредованный се-
лектинами роллинг, прочную адгезию, внутрисосу-
дистую и затем трансэндотелиальную миграцию, 
отделение от стенки сосуда и миграцию внутрь тка-
ни [12]. В очаге воспаления нейтрофилы осущест-
вляют такие эффекторные функции, как фагоцитоз 
и/или дегрануляцию (рис. 1). Кроме того, после 
сборки и активации ферментного комплекса 
НАДФН-оксидазы на плазматической и грануляр-
ной мембранах нейтрофилы генерируют АФК  
(О2

·–, НО·, Н2О2) [13, 14]. Н2О2 далее конвертирует-
ся в  гипохлорную кислоту (HClO) при участии  
миелопероксидазы.

В 2004 г. в лаборатории Артуро Циклински [1] 
было обнаружено, что нейтрофилы могут убивать 
патогены вне клеток, выбрасывая так называе-
мые NET. А поскольку в процессе образования 
NET нейтрофилы утрачивают свою жизнеспо-
собность, то в 2007 г. Стейнберг и Грин-
штейн [15] назвали такую форму клеточной гибе-
ли нейтрофилов NETозом. Было показано, что 
бактерицидность ловушек связана с их уникаль-
ным составом, включающим деконденсирован-
ный хроматин, «декорированный» бактерицид-
ными белками гранул, ядра и цитоплазмы. 
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Образование NET может быть индуцировано боль-
шим количеством разнообразных физиологических 
стимулов, таких как бактерии, грибы, простейшие, 
вирусы и компоненты бактериальной клеточной 
стенки (липополисахариды). NET могут индуциро-
вать антитела и  иммунные комплексы, цитокины 
и  хемокины (ИЛ-8, ФНО-α, ИЛ-1β), микро- 
кристаллы, кальциевые и калиевые ионофоры,  
а также такие фармакологические стимулы, как 
форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА) [16–18]. 
Однако впоследствии было обнаружено, что, по-
мимо защитной функции, NET играют важную 
роль в патогенезе аутоиммунных, воспалительных 
и онкологических заболеваний [16, 17, 19].

Кроме осуществления основных эффектор-
ных функций, нейтрофилы способны синтезиро-
вать ряд противо- и провоспалительных цитоки-
нов [20] (рис. 1). Помимо этого, апоптоз 
нейтрофилов и их последующее поглощение ма-
крофагами (эффероцитоз) инициируют продук-
цию цитокинов и факторов роста, способствую-
щих репарации ткани [21].

Нейтрофилы обладают способностью взаимо-
действовать с другими клетками врожденного им-
мунитета. Было показано, что активированные 
нейтрофилы выделяют ферменты и цитотоксиче-

ские вещества, а также хемокины и цитокины, 
способные привлекать незрелые ДК, моноциты 
и макрофаги [22] (рис. 1).

Нейтрофилы могут взаимодействовать с ком-
понентами адаптивной иммунной системы, свя-
зывая иммуноглобулины IgG- и IgA-классов на 
поверхности опсонизированных микроорганиз-
мов [23]. Нейтрофилы также обладают способно-
стью осуществлять функцию хелперов для 
В-лимфоцитов. Это происходит, когда они полу-
чают сигналы репрограммирования от синусои-
дальных эндотелиальных клеток в маргинальной 
зоне селезенки, стимулирующих их к образова-
нию NET-подобных структур и к синтезу цитоки-
нов, активирующих В-лимфоциты. Эти цитокины 
способствуют переключению синтеза иммуногло-
булинов на IgG-класса, соматическим гипермута-
циям и продукции антител [24]. Кроме того, было 
установлено прямое взаимодействие нейтрофилов 
с Т-лимфоцитами [25]. Наконец, было обнаруже-
но, что при определенных условиях нейтрофилы 
выступают как антигенпрезентирующие клетки 
(АПК) [26], хотя механизм презентации антигенов 
нейтрофилами изучен недостаточно. В настоящем 
обзоре суммированы результаты исследований, 
посвященных действию нейтрофилов как АПК.

Рис. 1. Эффекторные и другие функции нейтрофилов
В очаге воспаления нейтрофилы осуществляют такие эффекторные функции как фагоцитоз, дегрануляция, образование актив-
ных форм кислорода и выброс нейтрофильных внеклеточных ловушек – NETоз (указано красными стрелками).
Нейтрофилы способны синтезировать ряд противо- и провоспалительных цитокинов, взаимодействовать с другими клетками 
врожденного и адаптивного иммунитета, а также при определенных условиях выполнять функции антигенпрезентирующих кле-
ток (указано синими стрелками).
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2. Свойства профессиональных АПК
Три типа клеток иммунной системы относят-

ся к профессиональным АПК: ДК, В-лимфоциты 
и моноциты/макрофаги, которые характеризуют-
ся конститутивной экспрессией молекул главно-
го комплекса гистосовместимости (major 
histocompatibility complex, MHC) класса I и II. 
Все остальные клетки экспрессируют на своей 
поверхности только МНС-I и представляют ан-
тигены СD8+-Т-лимфоцитам.

Для презентации антигена АПК должны об-
ладать способностью захватывать и процессиро-
вать (осуществлять фрагментацию и другие пре-
вращения антигена с целью его последующего 
представления Т-лимфоцитам) его до пептидов, 
а также иметь вспомогательные молекулы, позво-
ляющие им взаимодействовать с Т-лимфоцитами. 
Так называемая «трехсигнальная модель» [27] 
была предложена для описания антигенпрезенти-
рующей функции, необходимой для активации 
Т-лимфоцитов. В соответствии с  этой моде- 
лью, взаимодействие комплекса MHC-пептид 
с Т-клеточным рецептором (TCR, T-cell receptor) 
обеспечивает сигнал 1. Однако этого сигнала  
недостаточно и требуется сигнал 2, который  
инициируется в результате взаимодействия ко-
стимулирующих молекул (например, CD80/86) 
с  комплементарными молекулами (CD28) на 
Т-лимфоцитах. И, наконец, активированные 
АПК могут секретировать различные цитокины 
в качестве сигнала 3, который определяет диффе-
ренцировку CD4+-Т-лимфоцитов в те или иные 
эффекторные клетки (например, Т-хелперы 1, 
Т-хелперы 2 или Т-хелперы 17). Чтобы стимули-
ровать пролиферацию Т-лимфоцитов, типичные 
или профессиональные АПК должны обладать 
как минимум сигналами 1 и 2.

3. Нейтрофилы как АПК
Предположение, что нейтрофилы могут вы-

полнять функцию АПК, базируется на их способ-
ности интернализовать антигены и экспрессиро-
вать при определенных условиях основной 
молекулярный аппарат для их презентации [28]. 
Однако существуют значительные различия в ан-
тигенпрезентирующих функциях нейтрофилов 
и типичных АПК. Так, было показано, что покоя-
щиеся нейтрофилы не экспрессируют или прояв-
ляют очень низкую экспрессию MHC-II и не спо-
собны стимулировать пролиферацию наивных 
CD4+-Т-лимфоцитов при совместном культиви-
ровании [29] в отличие от типичных АПК. Следует 
отметить, что около 210–340 молекул MHC-II не-
обходимы для осуществления антигенпрезентиру-
ющей функции профессиональными АПК [30]. 

Вместе с тем было установлено, что MHC-II 
и костимулирующие молекулы, тем не менее, мо-
гут быть индуцированы на поверхности нейтро-

филов при воздействии специфических цитоки-
нов, например, ИФН-γ или ГМ-КСФ [31]. Более 
того, было показано, что нейтрофилы, инкубиро-
ванные в присутствии цитокинов, приобретают 
способность стимулировать Т-лимфоциты при 
участии молекул MHC-II [32]. Интересно, что как 
мышиные, так и человеческие нейтрофилы кост-
ного мозга, подвергшиеся воздействию ГМ-КСФ, 
дифференцировались в гибридные нейтрофил-
дендритные клетки. Такие гибриды обладали  
фенотипом ДК и антигенпрезентирующей функци-
ей, сохраняя при этом некоторые свойства нейтро-
филов [33]. При этом как незрелые, так и  зрелые 
нейтрофилы мыши и человека могли трансформи-
роваться в ДК-подобные клетки после воздействия 
на них таких цитокинов, как ГМ-КСФ, ИФН-γ, 
ИЛ-4 и ФНО [34, 35]. Из этого следовало, что спо-
собность нейтрофилов трансформироваться в АПК 
не ограничена определенной стадией дифференци-
ровки. Помимо способности нейтрофилов диффе-
ренцироваться в АПК при воздействии цитокинов 
в  культурах, нейтрофилы пациентов, получающих 
терапию в виде ГМ-КСФ или ИФН-γ, также обла-
дали способностью экспрессировать MHC-II [36]. 
Кроме того, у пациентов с хроническими воспали-
тельными заболеваниями, ассоциированными  
с высоким уровнем цитокинов, такими как ревма-
тоидный артрит и гранулематоз Вегенера, также на-
блюдалась повышенная экспрессия MHC-II на 
нейтрофилах [37–39].

4. Антигенпрезентирующая функция нейтрофилов, 
индуцированная Т-лимфоцитами

Недавно было показано, что Т-лимфоциты мо-
гут индуцировать трансформацию нейтрофилов 
в  АПК [40]. Так, свежевыделенные нейтрофилы  
человека, культивированные с  Т-лимфоцитами, 
начинали экспрессировать маркеры АПК CD80 
и  CD86 [32]. Кроме того, нестимулированные  
нейтрофилы индуцировали пролиферацию анти-
ген-специфических Т-лимфоцитов при совместном 
культивировании с Т-клетками и антигенами [32]. 

5. Регуляция индукции 
антигенпрезентирующей функции нейтрофилов

Несмотря на то, что классические молекулы, 
участвующие в презентации антигена, отсутству-
ют на поверхности покоящихся нейтрофилов, 
Сандилендс и соавт. [37] обнаружили молекулы 
CD80 и CD86 в секреторных везикулах и гранулах 
нормальных нейтрофилов человека (рис. 2).  
Молекулы MHC-II также были выявлены в цито-
золе нейтрофилов, но только у 10% здоровых до-
норов  [41]. Было показано, что MHC-II, CD80 
и CD86 могут в течение нескольких минут переме-
щаться на клеточную поверхность после стимуля-
ции нейтрофилов [37, 42]. 

Помимо внутриклеточного хранения марке-
ров АПК, был также показан синтез de novo моле-
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кул MHC-II при воздействии такого цитокина, 
как ИФН-γ [43] (рис. 2). 

Как было сказано выше, нейтрофилы начина-
ют функционировать как АПК после совместного 
культивирования с антигенами и Т-клетками па-
мяти. Было показано, что подавление MHC-II 
на  нейтрофилах отменяло их антигенпрезентиру-
ющую функцию [29, 32]. Однако каким образом 
Т-клетки памяти стимулируют экспрессию  
MHC-II на поверхности нейтрофилов, до сих пор 
не выяснено.

Недавно было установлено, что свежевыде-
ленные нейтрофилы человека могли представлять 
белковые антигены (pp65-специфический гемаг-
глютинин цитомегаловируса) аутологичным анти-
ген-специфическим Т-лимфоцитам CD4+ [29]. 
Для экспрессии MHC-II и костимулирующих мо-
лекул на нейтрофилах в этой системе требовалось 
присутствие как антиген-специфических Т-клеток 
памяти, так и специфических антигенов. Хотя 
можно было бы предположить, что антигены сами 
по себе индуцируют трансформацию нейтрофилов 
в АПК, это представляется маловероятным, по-
скольку совместное культивирование нейтрофи-
лов с антигенами или агонистами TLR не приво-
дило к повышению экспрессии MHC-II на их 
поверхности [29]. Было высказано предположение, 
что индукция антигенпрезентирующей функции 
нейтрофилов в присутствии Т-лимфоцитов проис-
ходит в результате образования межклеточных 

контактов или секреции специфических медиато-
ров. Потенциальным цитокином, синтезируемым 
Т-лимфоцитами и способным вызвать подобную 
дифференцировку нейтрофилов, мог бы быть 
ИФН-γ [40]. Как уже упоминалось, антиген- 
презентирующая функция нейтрофилов индуци-
руется исключительно антиген-специфическими 
Т-клетками памяти, а не наивными Т-клетками. 
Возможно, это связано с тем, что Т-клетки памяти 
продуцируют ИФН-γ значительно быстрее 
и  в  бόльших количествах. Кроме того, у Т-клеток 
памяти существуют менее строгие требования 
к активации, чем у наивных Т-клеток. Например, 
известно, что для них требуется гораздо меньше 
костимулирующих сигналов [44]. Кроме того, 
Т-клетки памяти не являются полностью покоя-
щимися клетками, особенно в очагах воспаления 
или в присутствии постоянных стимулов в  их  
микроокружении. 

Интересно, что в покоящихся нейтрофилах 
человека была обнаружена мРНК для ИФН-γ [41], 
а также постоянный запас белков ИФН-γ, кото-
рый мог спонтанно высвобождаться в процессе 
стимуляции [45]. Таким образом, вероятно, ней-
трофилы могут сами себя активировать аутокрин-
ным способом с помощью ИФН-γ (рис. 2).

Вместе с тем, было высказано предположение, 
что прямого межклеточного контакта между 
Т-лимфоцитами и нейтрофилами достаточно для 
индукции антигенпрезентирующей функции ней-

Рис. 2. Возможные механизмы активации антигенпрезентирующей функции нейтрофилов
Нейтрофилы могут синтезировать МНС-II и костимулирующие молекулы de novo при стимуляции экзогенными цитокинами 
(ИФН-γ, ГМ-КСФ, ФНО), синтезированными Т-лимфоцитами или добавленными in vitro (А). Цитокины, синтезированные 
в самих нейтрофилах, могут аутокринным способом активировать клетки и индуцировать механизм презентации антигена (Б). 
Нейтрофилы содержат внутриклеточные запасы МНС-II и костимулирующих молекул, которые могут перемещаться на поверх-
ность клетки после стимуляции (В). Специфические рецепторы, экспрессируемые на мембранах нейтрофилов и Т-лимфоцитов, 
могут обеспечивать межклеточный контакт и усиливать дифференцировку нейтрофилов в АПК (Г).
Сокращения: МHС, главный комплекс гистосовместимости (major histocompatibility complex); CD80/86, костимулирующие мо-
лекулы на поверхности нейтрофила; TCR, Т-клеточный рецептор (T-cell receptor); ИФН-γ, интерферон гамма; ГМ-КСФ, грану-
лоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор; ФНО, фактор некроза опухоли.
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трофилов. Как недавно было показано на модели 
мышиных нейтрофилов, экспрессия MHC-II по-
давлялась, если нейтрофилы и Т-лимфоциты раз-
деляли в «Системе Transwell» [46]. Однако молеку-
лы, участвующие в межклеточных контактах 
Т-лимфоцитов с нейтрофилами, в настоящее вре-
мя не определены. Предполагают, что ими могут 
быть классические костимулирующие молекулы, 
способствующие образованию иммунологического 
синапса (рис. 2). Как и в случае с синтезом 
ИФН-γ, Т-клетки памяти экспрессируют более 
высокие уровни ряда рецепторов, сравнительно 
с наивными Т-лимфоцитами, чем можно было бы 
объяснить неспособность наивных Т-клеток инду-
цировать трансформацию нейтрофилов в АПК. 
Например, Т-клетки памяти экспрессируют более 
высокие уровни молекул межклеточной адгезии I 
(ICAM-1) по сравнению с наивными Т-клетками. 
Кроме того, маркер CD66b, конститутивно экс-
прессируемый исключительно в нейтрофилах, мо-
жет функционировать как рецептор галектина-3, 
который также конститутивно экспрессируется че-
ловеческими CD4+-Т-клетками и только на низ-
ком уровне – наивными Т-клетками [47]. Таким 
образом, вышеупомянутые взаимодействия между 
Т-клетками памяти и нейтрофилами могут обеспе-
чивать необходимые сигналы для инициации экс-
прессии MHC-II на поверхности фагоцитов. 

Сигнальный путь, обеспечивающий процес-
синг антигенов в нейтрофилах, до конца не изу-
чен, и могут быть существенные различия этого 
процесса у классических и атипичных АПК. Инва-
риантная цепь Ii (Invariant chain), ассоциирован-
ная с MHC-II и являющаяся одним из ключевых 
компонентов, необходимых для регуляции связы-
вания пептидов с MHC-II во время процессинга 
антигена, не была обнаружена в нейтрофилах [48]. 
Однако было показано, что катепсин S, лизосо-
мальный фермент, участвующий в расщеплении Ii, 
все же экспрессируется в нейтрофилах [49].  
Следует также отметить, что созревание фагосом 
в  нейтрофилах и классических АПК (например, 
макрофагах) во многих отношениях сильно разли-
чается  [50, 51]. Помимо молекулярных механиз-
мов, типы антигенов, которые способны представ-
лять нейтрофилы и классические АПК, также 
различаются. Было показано, что нейтрофилы мо-
гут представлять растворимые белковые или пеп-
тидные антигены CD4+-Т-клеткам [29]. Однако 
крайне мало данных о презентации нейтрофилами 
корпускулярных антигенов или иммунных ком-
плексов, например, целых микроорганизмов, ви-
росом или антигенов, конъюгированных с наноча-
стицами при участии MHC-II. 

Кроме представления нейтрофилами класси-
ческих антигенов в составе МНС-II, были полу- 
чены данные об их способности к перекрестной  
презентации [52]. Перекрестная презентация 
представляет собой способность профессиональ-

ных АПК представлять экзогенные антигены 
CD8+-Т-лимфоцитам. Так, было установлено, что 
как мышиные, так и человеческие нейтрофилы 
перекрестно представляют экзогенные антигены 
CD8+-Т-лимфоцитам в системах in vivo и in 
vitro  [53, 54]. Кроме того, нейтрофилы, выделен-
ные из крови пациентов с сепсисом в острой фор-
ме, были способны перекрестно представлять ан-
тигены CD8+-Т-лимфоцитам [55]. Недавно было 
также показано, что инфильтрующие опухоль 
нейтрофилы, выделенные от пациентов с раком 
легкого, перекрестно представляли опухолевые 
антигены и стимулировали противоопухолевые 
Т-клеточные ответы [56]. Таким образом, способ-
ность к перекрестной презентации антигенов так-
же может индуцироваться в нейтрофилах при 
определенных условиях и способствовать поддер-
жанию Т-клеточного ответа.

6. Физиологическое значение 
антигенпрезентирующей функции нейтрофилов

Хотя антигенпрезентирующая функция ней-
трофилов была установлена экспериментально, ее 
роль в естественных условиях до конца неизвестна. 
Вполне очевидно, что при определенных обстоя-
тельствах, например, в присутствии высоких кон-
центраций цитокинов или при воспалении, в ней-
трофилах могут экспрессироваться молекулы, 
необходимые для презентации антигенов. Напри-
мер, было показано, что MHC-II экспрессируются 
на поверхности нейтрофилов пациентов с  грану- 
лематозом Вегенера и ревматоидным артри-
том  [35,  38]. А поскольку аберрантная экспрессия 
MHC-II была ассоциирована с прогрессом этих 
аутоиммунных заболеваний, есть вероятность, что 
нейтрофилы играют важную роль в их патогенезе 
благодаря презентации аутоантигенов [52].

Была также описана инфильтрация нейтро-
филов в очаг воспаления и их последующая  
быстрая миграция во вторичные лимфоидные  
органы (дренирующие лимфатические узлы, 
дЛУ) [57]. Интересно, что у мышей, иммунизиро-
ванных вакциной БЦЖ (сокр. от Баци́лла 
Кальме́та-Гере́на), преимущественно нейтрофи-
лы фагоцитировали вакцину в местах инъекции 
и затем транспортировали ее в Т-клеточные зоны 
в дЛУ [58]. Миграция нейтрофилов, несущих ан-
тиген, из периферических участков в дЛУ, может 
вносить существенный вклад в стимуляцию 
Т-лимфоцитов. Это предположение было под-
тверждено результатами вакцинации приматов, 
у  которых нейтрофилы представляли наиболь-
шую популяцию клеток, интернализовавших вак-
цинные антигены как в  месте инъекции, так 
и  в  дЛУ [29, 59]. Таким образом, вакцина-поло-
жительные нейтрофилы могли представлять ан-
тиген CD4+-Т-клеткам памяти в  дЛУ, и в целом 
вклад нейтрофилов может быть существенным 
благодаря их огромному количеству. 
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7. Заключение
Таким образом, нейтрофилы – не просто  

короткоживущие терминально дифференциро-
ванные клетки, обеспечивающие первую линию 
защиты от патогенов. Эти клетки могут представ-
лять антигены при определенных условиях и ак-
тивировать адаптивный иммунитет. Однако моле-
кулярный механизм презентации антигенов 
нейтрофилами изучен недостаточно. Понимание 
вклада нейтрофилов в активацию адаптивного 
иммунитета через презентацию антигенов может 
способствовать переоценке их роли в патогенезе 
аутоиммунных и воспалительных заболеваний, 

а  также разработке новых вакцин и терапевтиче-
ских средств для профилактики ряда инфекцион-
ных болезней.

Работа выполнена в рамках проекта «Молеку-
лярные и клеточные основы иммунитета» (проект 
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гия». Работа проведена без использования живот-
ных и без привлечения людей в качестве 
испытуемых. Автор заявляет об отсутствии кон-
фликта интересов.
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REVIEW 

Neutrophils are atypical antigen-presenting cells
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Neutrophils are the most abundant leukocytes in the blood and the “first line” of defense 
against pathogens in the inflammation foci, where they perform effector functions such as 
phagocytosis, degranulation, generation of reactive oxygen species, and the formation of 
neutrophil extracellular traps. For a long time, it was believed that neutrophils are short-lived 
terminally differentiated phagocytes. However, this point of view has been changed after it was 
found that these cells are able to interact with other populations of leukocytes, as well as 
mediate the relationship between innate and adaptive immunity. In recent years, a lot of data 
has accumulated indicating the ability of neutrophils to acquire the function of antigen-
presenting cells in a number of pathological and inflammatory conditions. In addition, 
neutrophils can express major histocompatibility complex class II and costimulatory 
molecules under the influence of specific cytokines in the in vitro system and activate 
T  lymphocytes. This review summarizes current data on the antigen-presenting function 
of  neutrophils, the proposed mechanisms of regulation of this process and its significance 
in normal and pathological conditions.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 577.32

Адаптация зеленых фотосинтезирующих бактерий 
к разной освещенности по данным спектроскопии хлоросом

А.Г. Яковлев* , А.С. Таисова, З.Г. Фетисова
НИИ физико-химической биологии имени А.Н. Белозерского,  

Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,  
Россия, 119991, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 40

*e-mail: yakov@belozersky.msu.ru

Исследовали спектры поглощения и кругового дихроизма хлоросом, выделенных из 
зеленых фотосинтезирующих бактерий Chloroflexus aurantiacus, выращенных при раз-
ной освещенности. Обнаружили, что по мере уменьшения этой освещенности спектры 
сдвигаются в красную сторону и становятся уже и больше по амплитуде. Выполнили 
теоретическое моделирование полученных данных с помощью теории экситонов. 
Пришли к выводу о том, что количество молекул бактериохлорофилла c в линейных 
цепях, составляющих основу элементарных блоков хлоросом, становится больше по 
мере уменьшения интенсивности света, при котором выращиваются бактерии. Пред-
положили, что данное явление увеличивает эффективность улавливания слабых свето-
вых потоков и тем самым повышает шансы на выживание бактерий в условиях дефи-
цита солнечного света. 
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Фотосинтез растений, водорослей и бактерий 
является основой жизни на Земле, создавая устой-
чивые химические соединения с помощью энер-
гии солнечного света. Этот глобальный сложней-
ший процесс начинается с поглощения квантов 
света различными светособирающими комплекса-
ми. В зеленых бактериях такими комплексами яв-
ляются хлоросомы, состоящие из 104–105 молекул 
бактериохлорофилла (БХл) c/d/e [1, 2]. Огромный 
размер хлоросом позволяет бактериям улавливать 
очень слабые световые потоки. Соседние молеку-
лы БХл хлоросом притягиваются друг к другу за 
счет водородных связей и сил Ван-дер-Ваальса. 
Это притяжение приводит к олигомеризации БХл 
и образованию сложных пространственных струк-
тур, основу которых составляют квазилинейные 
цепи БХл [3–5]. Детальное строение хлоросом до 
сих пор не изучено до конца, однако в ряде работ 
показано, что линейные цепи БХл могут объеди-
няться в полые цилиндрические структуры [6–9], 
цилиндрические рулоны [10], полуцилиндры или 
воронкообразные структуры [11], изогнутые пло-
скости [12, 13]. При поглощении света в олигоме-
рах БХл образуются экситоны, которые мигриру-
ют по хлоросоме и через несколько пикосекунд 
начинают проникать в мембранные структуры, 
непосредственно примыкающие к реакционному 

центру [14–16]. В нем происходит первичное раз-
деление зарядов, энергия которых используется 
в дальнейшей цепи биохимических превращений. 
Показано, что зеленые бактерии реагируют на из-
менение интенсивности света, увеличивая разме-
ры хлоросом при его уменьшении, и наобо-
рот  [1, 17, 18]. В нашей работе мы выясняли, как 
влияет изменение интенсивности света, при кото-
ром культивируются зеленые бактерии Chloroflexus 
aurantiacus, на структуру их хлоросом. Для этого 
мы использовали стационарную спектроскопию 
поглощения и кругового дихроизма, а также тео-
ретическое моделирование спектров. Оказалось, 
что не только размеры, но и структура хлоросом 
весьма чувствительны к изменениям интенсивно-
сти света. Увеличение размеров элементарных 
блоков хлоросом бактерий, выращенных на сла-
бом свету, минимизирует снижение эффективно-
сти переноса энергии, неизбежное при увеличе-
нии общего размера хлоросом.

Материалы и методы
Культуры зеленой бактерии C. aurantiacus 

(штамм Ok-70-fl) выращивали в анаэробных усло-
виях при 55°C на стандартной среде [17] при по-
стоянном перемешивании и двух разных интен-
сивностях света: низкой (3 мкЭ/м2с) и высокой 
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(60 мкЭ/м2с). В качестве источника света приме-
няли лампы накаливания с вольфрамовой нитью. 
Световой поток варьировали изменением количе-
ства ламп, а также расстояния между лампами 
и  емкостью с бактериальной культурой. Выделе-
ние хлоросом из клеток проводили, как описано 
ранее [19]. Свежие клетки осаждали из культу-
ральной среды центрифугированием при 10000 g 
в  течение 20 мин, двукратно промывали 10 мМ 
Трис-HCl-буфером (рН 8,0) и ресуспендировали 
в  20 мл 50 мМ Трис-HCl-буфера, содержащего 
2 М тиоцианата натрия и 10 мМ аскорбата натрия 
(ТТА-буфер). Клетки гомогенизировали, добав- 
ляли кристаллическую ДНКазу (Sigma, Герма- 
ния) до концентрации 50 мкг/мл и 100 мМ 
MgCl2 · 6 H2O до 2 мМ. Суспензию инкубировали 
15 мин в темноте при 4°С. Затем клетки разрушали 
путем трехкратного пропускания через пресс 
Френча при 20000 пси. После добавления этилен-
диаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА), рН 7,0, до 
конечной концентрации 2 мМ, суспензию разру-
шенных клеток инкубировали 30 мин при слабом 
перемешивании в темноте при 4°С. Неразрушен-
ные клетки и большие клеточные обломки отделя-
ли центрифугированием при 20000 g в течение 
25 мин. Полученный супернатант доводили до 
24 мл ТТА-буфером и добавляли Triton-X100 до 
конечной концентрации 0,05 % (m/v). Непрерыв-
ный градиент сахарозы (от 55% до 20% m/v) 
в  ТТА-буфере готовили непосредственно в цен-
трифужных стаканчиках. На каждый градиент  
сахарозы наносили по 4 мл супернатанта. После 
цетрифугирования в течение 20 ч при 135000 g  
при 4°C фракцию хлоросом отбирали в области 
28–30% градиента сахарозы. Спектры поглощения 
хлоросом измеряли с помощью спектрофотометра 
Hitachi-557 (Hitachi, Япония). Спектры кругового 
дихроизма измеряли с помощью спектрометра 
Марк III (Jobin Ivon, Франция). 

Теоретическое моделирование проводили 
в рамках стандартной теории экситонов [20] и ци-
линдрической модели элементарных блоков хло-
росом [21, 22]. Энергия Eij и дипольный момент 
Dij экситонного состояния с индексами i, j вычис-
лялись следующим образом (жирным шрифтом 
в формулах 1–6 обозначены векторы):
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здесь электронная энергия мономера БХл 
с  E0 = 15083 см−1 (663 нм), энергия экситонного 
взаимодействия соседних молекул из одной цепи 
E1 = −750 см−1, энергия взаимодействия соседних 

цепей E2 = −140 см−1, dkl – дипольный момент пе-
рехода молекулы с номером k из цепи с номером l, 
N – число молекул в цепи, L – число цепей в ци-
линдрическом агрегате. Коэффициенты Cki и Clj 
вычислялись следующим образом:
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Спектр поглощения цилиндрического агрега-
та A находился суммированием экситонных полос: 
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Компоненты спектра кругового дихроизма 
(КД) вычислялись так:
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здесь Rkl – радиус-вектор между молекулами  
с номерами k и l. Зависимость коэффициента пре-
ломления от ω не учитывалась. Ориентация ди-
польных моментов задавалась углом наклона 
к длинной оси цилиндра (35°) и углом между про-
екцией дипольного момента на поперечное сече-
ние цилиндра и прямой, проведенной через центр 
этого сечения и данную молекулу (80°).

Результаты и их обсуждение
На рис. 1 показаны спектры поглощения хлоро-

сом двух культур бактерий C. aurantiacus, выращен-
ных на слабом (3 мкЭ/м2с) и сильном (60 мкЭ/м2с) 
свету. Оба спектра состоят из красной полосы Qy 
(центр при ~740 нм) и синей полосы Сорэ (центр 
при ~460 нм) молекул БХл c в агрегированном со-
стоянии. Очень слабая полоса при 795 нм принад-
лежит переходу Qy мономерных молекул БХл a  
базовой пластинки, соединяющей хлоросому с ци-
топлазматической мембраной [1]. При уменьше-
нии интенсивности света, при котором выращива-
лись культуры бактерий, в 20 раз происходит сдвиг 
полосы Qy в  красную сторону на несколько нано-
метров. Одновременно наблюдается увеличение 
амплитуды этой полосы более чем в 2 раза и ее не-
большое сужение. На рис. 2 приведены спектры КД 
хлоросом двух культур бактерий C. aurantiacus, вы-
ращенных на слабом и сильном свету. Каждый 
спектр представляет собой разность спектров по-
глощения, измеренных с помощью левополяризо-
ванного и  правополяризованного света. Форма 
спектров КД на рис. 2 характерна для олигомерных 
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агрегатов молекул. Известно, что спектры КД 
очень чувствительны к структурным изменениям 
объектов. При уменьшении интенсивности света, 
при котором культивировались бактерии в 20 раз 
наблюдается общий сдвиг спектра КД в красную 
сторону и увеличение амплитуд его положительных 
и отрицательных полос.

При теоретическом моделировании получен-
ных данных мы опирались на стандартную теорию 
экситонов [20] и цилиндрическую модель хлоро-
сом [21, 22]. Согласно этой модели, хлоросома 
C.  aurantiacus состоит из 10–20 полых цилиндров 
диаметром ~5 нм и длиной ~100 нм, образованных 
линейными цепями молекул БХл с. Каждый ци-
линдр, в свою очередь, представляет собой цепоч-
ку из 15–30 одинаковых коротких цилиндров 
(элементарных блоков) длиной ~6 нм. Количество 
цепей молекул в цилиндрах и количество молекул 

БХл c в каждой цепи являлись свободными пара-
метрами, однако, исходя из размеров молекул и их 
общего числа в хлоросоме (~104), мы предположи-
ли, что каждый элементарный блок состоит из 
6 цепей, а каждая цепь в этом блоке состоит из не-
скольких молекул. Для упрощения расчетов мы 
приняли, что размер области экситонного взаимо-
действия молекул равен размеру элементарного 
блока. В качестве иллюстрации на рис. 3 представ-
лена схема элементарного блока хлоросомы 
C.  aurantiacus, состоящего из 36 молекул БХл c 
(6  ×  6). Для имитации структурного беспорядка 
мы предположили, что в ансамбле хлоросом име-
ются хлоросомы с разным количеством молекул 
в цепях. При моделировании спектров мы учиты-
вали эффект гиперхромизма, который приводит 
к  дополнительному усилению полосы Qy за счет 
ослабления полосы Сорэ [23]. 

Рис. 1. Экспериментальные (сплошные линии) и теоретические (пунктир) спектры поглощения полосы Qy хлоросом бактерий 
C. aurantiacus. Хлоросомы были выделены из культур, выращенных при интенсивности света 3 мкЭ/м2с (1) и 60 мкЭ/м2с (2). На 
врезке – полный спектр тех же хлоросом во всем видимом диапазоне. Теоретические спектры рассчитаны согласно цилиндриче-
ской модели хлоросом, элементарные блоки которых состоят из 6 линейных цепей по 3–6 (1) и 3–4 (2) молекул БХл c в каждой 
цепи. Подробности приведены в тексте. 

Рис. 2. Экспериментальные (сплошные линии) и теоретические (пунктир) спектры кругового дихроизма (КД) полосы Qy хлоро-
сом бактерий C. aurantiacus. Хлоросомы были выделены из культур, выращенных при интенсивности света 3 мкЭ/м2с (1) 
и 60 мкЭ/м2с (2). Теоретические спектры рассчитаны согласно цилиндрической модели хлоросом, элементарные блоки которых 
состоят из 6 линейных цепей по 3–6 (1) и 3–4 (2) молекул БХл c в каждой цепи. Подробности приведены в тексте. 
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Результаты расчетов показаны пунктиром на 
рис. 1 (спектры поглощения) и рис. 2 (спектры 
КД). Теоретические спектры являются результа-
том сложения многих экситонных полос [22]. 
Гладкая форма спектров достигается за счет спек-
трального перекрытия этих полос. Хорошее со-
впадение теоретических и экспериментальных 
спектров хлоросом, полученных на сильном свету, 
получается, если в ансамбле имеется 60% хлоро-
сом, элементарные цепи которых состоят из 3 мо-
лекул БХл с, и 40% хлоросом с 4 молекулами 
в каждой цепи. Среднее число молекул в элемен-
тарном блоке, состоящем из 6 одинаковых цепей, 
для такого ансамбля составит ~20. Для спектров 
хлоросом, выращенных на слабом свету, теория 
и  эксперимент согласуются, если цепи молекул 
в  ансамбле состоят из 6 (50%), 4 (20%) и 3(30%) 
молекул БХл c. Для этого ансамбля среднее число 
молекул в элементарном блоке, состоящем из 
6  цепей, составит ~28. Таким образом, уменьше-
ние интенсивности света, при котором культиви-
руются бактерии, приводит к увеличению доли 
бактерий с хлоросомами, состоящими из элемен-
тарных блоков с большим числом молекул. Имен-
но увеличение среднего числа молекул в каждой 
элементарном блоке хлоросом от 20 до 28 приво-
дит к сдвигу спектров поглощения и КД в крас-
ную сторону, а также к увеличению их амплитуды 
и некоторому уменьшению ширины. Причиной 
такой трансформации спектров является экситон-
ное взаимодействие всех молекул в элементарном 
блоке, которое зависит от числа молекул, охвачен-
ных этим взаимодействием [20, 23]. Подчеркнем, 
что известное увеличение общего размера хлоро-
сом при понижении освещенности [1, 5, 24, 25] не 
приведет к изменению спектров, если структура 
хлоросом останется неизменной. Отметим, что 
увеличение числа молекул в каждом элементар-
ном блоке в 1,4 (28/20) раза в нашей работе не оз-
начает увеличения размеров всей хлоросомы в та-
кое же число раз. Известно, что хлоросомы 
бактерий C. aurantiacus, выращенных на очень 

сильном свету, имеют размеры 12 × 34 × 96 нм 
и содержат ~3400 молекул БХл с, а хлоросомы, по-
лученные на очень слабом свету, имеют размеры 
19 × 38 × 108 нм и состоят из ~12000 молекул 
БХл  с  [26]. Нетрудно подсчитать, что в первом 
случае каждая молекула БХл c занимает объем 
~11,5 нм3, а во втором случае этот объем состав- 
ляет ~6,5 нм3, то есть имеет место заметное уплот-
нение хлоросом.

 Теоретически показано, что увеличение раз-
меров светособирающей антенны при ее неизмен-
ной пространственной организации неизменно 
приводит к уменьшению квантового выхода пере-
носа энергии, то есть эффективности функцио-
нирования, за счет увеличения потерь энер-
гии [5, 21]. На качественном уровне понятно, что 
чем больше светособирающая антенна, тем боль-
ше среднее время, которое проводит экситон, ми-
грируя по антенне и теряя часть своей энергии 
каждую единицу времени. С другой стороны, уве-
личение размеров хлоросомы совершенно необхо-
димо для улавливания слабых потоков света. При-
рода снимает это противоречие за счет увеличения 
размеров элементарного блока хлоросом и повы-
шения плотности упаковки молекул. В результате 
эффективность переноса энергии в хлоросомах 
бактерий с очень разными размерами достигает 
90% [5, 24, 25]. Отметим, что существуют и другие 
способы повышения эффективности работы хло-
росом. Например, хлоросомы зеленой серной бак-
терии Chlorobaculum tepidum состоят из 2,5 × 105 
молекул БХл разных видов (c/d/e), что более  
чем на порядок больше, чем в хлоросоме 
C. aurantiacus [1]. Однако эффективность переноса 
энергии в хлоросомах C. tepidum так же высока, 
как и в хлоросомах меньшего размера других фо-
тосинтезирующих бактерий. Совокупность раз-
личных экспериментальных и теоретических ис-
следований этих рекордно больших хлоросом 
указывает на большое разнообразие структур агре-
гатов БХл в сочетании с очень плотной упаковкой 
молекул в каждом агрегате [11, 12, 27, 28]. Агрега-
ты БХл в хлоросомах C. tepidum могут иметь форму 
соосных цилиндров, вложенных один в другой, 
трехмерных спиралей различной формы или мно-
гослойных изогнутых плоскостей. Каждый агрегат 
может состоять из нескольких десятков квазили-
нейных цепей молекул БХл, а длина этих цепей 
может быть сравнима с размерами хлоросомы [29]. 
Гетерогенность форм агрегатов БХл может прояв-
ляться как между различными хлоросомами, так 
и внутри каждой хлоросомы. Спектроскопия оди-
ночных хлоросом C. tepidum также указывает на 
значительную разницу их спектров, которая  
является следствием структурной гетерогенно-
сти  [27,  30, 31]. Вероятно, именно структурное 
разнообразие хлоросом позволяет бактериям 
C.  tepidum улавливать предельно слабые световые 
потоки, исчисляемые несколькими квантами 

Рис. 3. Схема элементарного блока хлоросом, состоящего 
из  6  линейных цепей по 6 молекул БХл c в каждой цепи. 
Стрелками показаны векторы дипольных моментов переходов 
для полосы Qy. Подробности приведены в тексте.
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в  час. Отметим, что зависимость степени агрега-
ции молекул пигмента от интенсивности света 
присуща и другим видам фотосинтезирующих 
бактерий, которые не имеют хлоросом. Например, 
элементарный блок светособирающего комплекса 
LH-2 пурпурной бактерии Rhodopseudomonas 
palustris обычно состоит из одного мономера В-800 
и одного димера В-850, однако на слабом свету 
количество агрегированных молекул БХл а в нем 
возрастает до 4 [32].

Таким образом, спектроскопия хлоросом, вы-
деленных из зеленых фотосинтезирующих бакте-
рий C. aurantiacus, показала зависимость спектров 
поглощения и кругового дихроизма от интенсив-
ности света, при котором культивировались эти 
бактерии. Теоретическое моделирование показа-
ло, что экситонное взаимодействие молекул БХл с 
полностью объясняет полученные данные. Выяс-
нилось, что количество молекул БХл c в линейных 

цепях, составляющих основу элементарных бло-
ков хлоросом, становится больше по мере умень-
шения интенсивности света, при котором выра-
щиваются бактерии. При этом увеличивается 
эффективность улавливания слабых световых по-
токов и тем самым повышаются шансы на выжи-
вание бактерий в условиях дефицита солнечного 
света. Данное явление отражает фундаментальную 
особенность живых организмов адаптироваться 
к изменению внешних условий.
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Adaptation of green photosynthetic bacteria to different illumination 
intensity according to spectroscopy data on chlorosomes
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The absorption and circular dichroism spectra of chlorosomes isolated from green photosynthetic 
bacteria Chloroflexus aurantiacus grown under different illumination were studied. It was found 
that as the intensity of the growth light decreases, the spectra shift to the red side and become 
narrower and larger in amplitude. Theoretical modeling of the data obtained was performed using 
the theory of excitons. The conclusion was formulated that the number of bacteriochlorophyll c 
molecules in linear chains, which form the basis of the elementary blocks of chlorosomes, become 
greater as the intensity of light at which bacteria are grown decreases. It was suggested that this 
phenomenon increases the efficiency of capturing weak light fluxes and thereby increases the 
chances of bacterial survival in conditions of sunlight deficiency.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 577.322.4

Изучение конформационной подвижности  
липид-связывающего сайта изоформ ε2, ε3, ε4 аполипопротеина E 

методом молекулярной динамики
А.А. Мамчур1, 2, * , В.В. Ерема1 , Д.А. Каштанова1 , М.В. Иванов1, В.С. Юдин1 ,  

А.А. Кескинов1 , С.А. Краевой1 , С.М. Юдин1 

1Центр стратегического планирования и управления медико-биологическими рисками здоровью,  
Федеральное медико-биологическое агентство, Россия, 119121, г. Москва, ул. Погодинская, д. 10, стр. 1;

2Кафедра биофизики, биологический факультет, Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 
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Нейродегенеративные заболевания, в особенности болезнь Альцгеймера, являются од-
ной из наиболее острых проблем человечества. Несмотря на растущее число исследова-
ний в данной области, молекулярные механизмы развития данных заболеваний до сих 
пор неизвестны. Полиморфизмы в гене APOE, кодирующем аполипопротеин Е, досто-
верно ассоциированы как с развитием нейродегенеративных состояний (rs429358, 
C112R), так и с механизмами защиты от них (rs7412, R158C). В популяции человека  
присутствует три изоформы аполипопротеина E – ε2 (белок с «защитной» заменой),  
ε3 (белок дикого типа), ε4 (белок с «патогенной» заменой). Данная работа посвящена из-
учению влияния описанных замен на функциональный участок белка – липид-связыва-
ющий сайт – методом молекулярной динамики. В исследовании одновременно рассмо-
трены все три изоформы аполипопротеина E. Показано, что как «патогенная», так 
и «защитная» аминокислотные замены приводят к изменению структуры липид-связыва-
ющего сайта по сравнению со структурой дикого типа, но суть этих изменений различна. 
Расстояние между N-концевой (аминокислоты 88-104) и C-концевой (аминокислоты 
251-266) α-спиралями липид-связывающего сайта увеличивается в обеих изоформах. Од-
нако для изоформы ε2 характерно сохранение структуры С-концевой α-спирали, в то 
время как для изоформы ε4 наблюдается расплетание участка из аминокислот 260-266. 
Для N-концевой α-спирали наблюдается обратная ситуация. Можно предположить, что 
именно такие структурные различия в липид-связывающем сайте АпоE лежат в основе 
разного влияния описанных изоформ на клинические показатели носителей соответству-
ющих генотипов. Кластерный анализ позволил выделить структуры, наиболее характер-
ные для изоформ ε2 и ε4, которые будут в дальнейшем использованы как стартовые кон-
формации для последующих молекулярно-динамических исследований.

Ключевые слова: молекулярная динамика, аполипопротеин E, липид-связывающий сайт, 
транспорт липидов, нейродегенерация

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-78-2-3

Последние десятилетия отмечается общемиро-
вая тенденция к увеличению продолжительности 
жизни и демографическому старению населения. 
Именно пожилой возраст несет с собой бремя воз-
раст-ассоциированных инвалидизирующих состоя-
ний, одним из которых является деменция. Причи-
ной деменции часто является нейродегенерация 
и конкретно болезнь Альцгеймера (БА) [1], наибо-
лее часто развивающаяся у людей старше 65 лет 
и находящаяся в первой десятке причин смерти по 
всему миру [2]. На данный момент БА является не-
излечимым заболеванием, а  имеющиеся лекар-
ственные средства предлагают поддерживающую 
симптоматическую терапию  [1,  2]. Несмотря на 

возросшее число исследований в этой области, од-
нозначного ответа на вопросы о молекулярном ме-
ханизме патогенеза, и, соответственно, патогенети-
ческой терапии нет.

Широко известной генетической ассоциацией 
с болезнью Альцгеймера являются полиморфизмы 
rs429358 и rs7412 в гене APOE, который располо-
жен на 19 хромосоме и кодирует аполипопроте-
ин  E (АпоE), участвующий в метаболизме липи-
дов в  организме человека [3]. АпоE связывается 
с  триглицеридами и холестерином, в основном 
в  виде липопротеинов низкой плотности и липо-
протеинов очень низкой плотности, обеспечивая 
их взаимодействие с рецепторами целевых кле-
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ток  [3]. В периферических тканях АпоE в основ-
ном синтезируется клетками печени, в централь-
ной нервной системе – астроцитами [3]. 
Нарушение транспорта и катаболизма липидов 
предположительно является одним из механизмов 
развития нейродегенеративных заболеваний, так 
как липиды необходимы для эффективного фор-
мирования миелиновой оболочки. Полиморфизм 
rs429358 (C112R) формирует вариант АпоE ε4, он 
ассоциирован с развитием БА и меньшей продол-
жительностью жизни [4]. Полиморфизм rs7412 
(R158C) формирует вариант АпоE ε2, эффект это-
го полиморфизма прямо противоположен эффек-
ту rs429358 [4]. Дикий тип белка АпоE формирует 
изоформу ε3.

По своей структуре АпоE представляет собой 
глобулярный белок с молекулярной массой 
34кДа и  тремя основными доменами: 
N-концевым (аминокислоты 1-167), шарнирным 
(168-205) и  С-концевым (206-299) [5]. В про-
странстве между N- и С-концевыми доменами 
происходит присоединение липидов [6]. Именно 
липид-связывающий сайт, включающий в себя 
аминокислоты 88-104 и  251-266 [6], стал основ-
ным объектом нашего исследования. Участок 
белка, состоящий из аминокислот 140-150, пред-
положительно отвечает за связывание рецептора 
липопротеинов низкой плотности [6]. В связи 
с ассоциацией гена APOE с болезнью Альцгейме-
ра были проведены исследования in vitro и in silico 
по изучению взаимодействий аполипопротеина E 
и бета-амилоида. По результатам этих исследова-
ний за связывание бета-амилоида могут отвечать 
аминокислоты 133-135 и 150-161 АпоE [7].

Изучение структуры полноразмерного АпоE 
экспериментальными методами затруднено обра-
зованием агрегатов из-за значительной доли ги-
дрофобных аминокислот в С-концевом доме-
не  [5]. Внесение определенных мутаций (F257A, 
W264R, V269A, L279Q, V287E) позволяет избежать 
агрегации при сохранении биологических функ-
ций [8]. Именно при помощи такого метода была 
получена единственная на данный момент полно-
размерная экспериментальная структура АпоE – 
2L7B в Protein Data Bank [5]. До ее появления 
представления о структуре АпоE базировались на 
результатах спектроскопии кругового дихроизма 
[9]. Предполагалось, что нарушение функций 
АпоE в изоформе ε4 связано с формированием со-
левого мостика R61-E255, который затрудняет 
связывание липидов [9], однако позже эта гипоте-
за была опровергнута [5].

Отсутствие однозначной полноразмерной 
структуры затрудняет анализ молекулярных меха-
низмов, лежащих в основе изменений функций 
АпоE, вызванных заменами C112R и R158C, акту-
ализируя использование теоретических методов 
молекулярного моделирования, представленных 
в данной работе. 

Материалы и методы
Выбор стартовых конформаций. В качестве 

стартовой конформации для АпоE дикого типа 
была выбрана структура 2L7B из базы данных 
Protein Data Bank [5]. Стартовые конформации 
для изоформ ε2 и ε4 были получены путем внесе-
ния замен R158C и C112R соответственно с помо-
щью функции «Мутагенез» программного пакета 
PyMOL (Schrödinger). Модели, соответствующие 
изоформам ε2, ε3 и ε4, названы APOE2, APOE3 
и APOE4 соответственно.

Молекулярная динамика (МД). Молекулярную 
динамику (МД) проводили с использованием паке-
та GROMACS [10] версии 2022.2 и полноатомного 
силового поля CHARMM27 [11]. Временной шаг 
интегрирования составил 2 фс. Белок помещался 
в  кубическую ячейку размером 8 нм × 8 нм × 8 нм, 
применены периодические граничные условия. 
Температура 300 К и давление 1 атм поддержива-
лись в системе с помощью алгоритмов V-rescale [12] 
и Parrinello-Rahman [13] соответственно. Раствори-
тель учтен в явном виде (модель воды TIP4P [14]). 
Для электростатических и Ван-дер-Ваальсовых 
взаимодействий был установлен радиус отсечки 
12 Å. Энергию электростатических взаимодействий 
рассчитывали с использованием алгоритма 
PME  [15]. Для нейтрализации системы добавля-
лись ионы Na+. Перед МД-моделированием прово-
дилась минимизация энергии (методом сопряжен-
ных градиентов, 10000 итераций) с последующим 
нагревом от 5 до 300 К в течение 5 нс. Для каждой 
модели были рассчитаны траектории длительно-
стью 500 нс, что суммарно составляет 1,5 мкс дина-
мики аполипопротеина E. 

Анализ данных. Подвижность полноразмерно-
го белка была проанализирована с помощью пока-
зателей RMSD (root-mean-square deviation, сред-
неквадратичное отклонение атомов) и RMSF 
(root-mean-square-fluctuation, среднеквадратичные 
колебания альфа-углеродов аминокислот – ато-
мов, которые непосредственно присоединены 
к карбоксильной и аминогруппам), рассчитанных 
библиотекой MDAnalysis (Python 3.9.12) [16].

Для прицельного анализа липид-связываю-
щего сайта АпоE были выбраны участки белка, со-
стоящие из аминокислот 88-104 и 251-266, опи-
санные в статье Фридена и соавторов [6]. По 
тексту работы эти участки обозначены как 
N-концевая и С-концевая α-спираль липид-свя-
зывающего сайта соответственно. Для липид-свя-
зывающего сайта было дополнительно рассчитано 
значение RMSD. Анализ вторичных структур  
осуществлен с использованием функции do_dssp 
программного пакета GROMACS. Для анализа 
аминокислотных контактов использовалась  
библиотека MDAnalysis. Наличие контакта было 
определено как расположение атомов в составе 
двух аминокислот на расстоянии меньшем или 
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равном 4 Å. Программа ENCORE была использо-
вана для анализа сходства кластерных ансам-
блей  [17]. Кластерный анализ траекторий прово-
дился с помощью метода DBSCAN. В качестве 
метрики для оценки сходства кластерных ансам-
блей выбрана дивергенция Йенсона-Шеннона. 
Данные визуализированы с помощью библиотек 
MatPlotLib и seaborn языка программирования 
Python (версия 3.9.12) и программного пакета 
PyMOL (Schrödinger).

Результаты и обсуждение
Мы рассмотрели поведение всех вариантов 

белка АпоE в растворе методом МД с оценкой 
среднеквадратичного отклонения атомов RMSD. 
Интересно отметить, что наиболее стабильным на 
протяжении всей симуляции оставался вариант 
APOE3 (максимальное значение RMSD от старто-
вой конформации 0,7 нм), в то время как APOE4 
сильнее всего отклоняется от первоначальной 
структуры в результате динамики (максимум 
RMSD 1,02 нс) (рис. 1А, Приложение). Дополни-
тельно была проанализирована подвижность не 
только полноразмерных белков, но и их отдель-
ных доменов (рис. 1Б и 1В, Приложение), а также 
среднеквадратичные колебания RMSF альфа-
углеродов отдельных аминокислот (рис. 2, Прило-
жение). На основании этих данных мы заключи-
ли, что для всех вариантов АпоE наибольший 
вклад в отклонение от первоначальной структуры 
вносит С-концевой домен (RMSD 0,8–1,1 нм) 
(рис. 1В, Приложение), тогда как для N-конце-
вого домена RMSD не превышает 0,7 нм (рис. 1Б, 
Приложение). При этом динамика RMSD для 
N-концевого домена APOE2 практически совпа-
дает с аналогичной динамикой для APOE3, 
а  N-концевой домен APOE4 отклоняется на 
0,15 нм дальше. В то же время при анализе флук-
туаций альфа-углеродов аминокислот (рис. 2, 
Приложение) мы можем заметить, что отличия 
в подвижности N-концевых доменов незначитель-
ны. Тот же анализ RMSF показывает значитель-
ное повышение подвижности в шарнирном доме-
не APOE4. Также APOE4 показывает бóльшую 
подвижность в С-концевом домене, чем дикий 
тип APOE3. Несмотря на сходство в динамике 
RMSD С-концевых доменов APOE2 и APOE4, 
пик подвижности APOE4 приходится на амино-
кислоты 260-280, тогда как APOE2 наиболее под-
вижен в областях 230-250 и 290-299. Таким обра-
зом, варианты APOE4 и APOE2 являются менее 
стабильными относительно дикого типа, однако 
максимальные колебания в этих вариантах лока-
лизованы в разных участках аминокислотной по-
следовательности.

Наличие определенных аллелей гена APOE 
(ε2, ε3 или ε4) является одним из факторов, опре-
деляющих метаболизм липидов у человека. В свя-
зи с этим особое внимание в нашем исследовании 

белка АпоE было уделено структуре липид-связы-
вающего сайта, описанной группой Фридена и со-
авторов [6]. В его состав входят две α-спирали, 
расположенные параллельно в белке дикого типа – 
N-концевая α-спираль (аминокислоты 88-104) 
и С-концевая α-спираль (аминокислоты 251-266) [6]. 
Стабильность липид-связывающих сайтов различ-
ных изоформ АпоE относительно стартовой кон-
формации также оценивалась с помощью параме-
тра RMSD (рис. 1А). По данным анализа наиболее 
стабильная структура и, соответственно, наимень-
шее отклонение от стартовой конформации ха-
рактерны для модели APOE3 (рис. 1А). RMSD для 
нее не превышает 0,3 нм. Наибольшее отклонение 
от первоначальной структуры наблюдается для 
липид-связывающего сайта модели APOE4 
(рис.  1А). Для нее RMSD достигает 0,8 нм, что 
почти в 3 раза выше, чем для белка дикого типа. 
Отклонение для модели APOE2 также довольно 
высоко и составляет в среднем 0,5 нм. При этом 
для всех моделей наблюдается выход RMSD на 
плато. Можно предположить, что каждая модель 
достигает своего оптимального состояния, при 
этом для APOE4 этот оптимум наиболее удален от 
стартовой конформации, а значит и от APOE3 
(в  связи с методикой получения стартовых кон-
формаций). Дальнейшие исследования были на-
правлены на изучение структурных особенностей 
описанных оптимумов.

Для описания взаимодействия N- и С- конце-
вых α-спиралей липид-связывающего сайта АпоE 
был проведен анализ контактов между их амино-
кислотами. Наиболее стабильные контакты пере-
числены в таблице. Карты контактов представле-
ны в приложении (рис. 3. Приложение). Для белка 
дикого типа характерны 12 стабильных контактов 
(присутствуют в более чем 70% фреймах траекто-
рии) (таблица). Некоторые из них (R92-S263, 
K95-E255, E96-S263) ранее были описаны иссле-
дователями, впервые получившими ЯМР-струк-
туру АпоE [5] (рис. 2А). Контакты E88-K262 
и T89-E266, также представленные в их статье [5], 
в нашей траектории присутствовали, но оказались 
нестабильными (длительность менее 8% времени 
симуляции) (рис. 2Б). Другие же контакты 
(T89-K262, Q98-R251), ожидаемые в области ли-
пид-связывающего сайта, после этапа минимиза-
ции энергии пропадали вовсе (рис. 2Г). Таким  
образом, проведенный анализ контактов, присут-
ствующих на протяжении 500 нс МД, обновляет 
наши представления о состоянии белка дикого 
типа, так как многие из ожидаемых контактов не 
сохраняются в динамике. В траектории, получен-
ной для модели APOE2, был обнаружен относи-
тельно стабильный солевой мостик E96-R264 
(рис. 2Г), который почти не присутствовал в тра-
ектории APOE3 (рис. 2Д). В то же время в APOE2 
нарушены контакты, характерные для белка дико-
го типа. В траектории APOE4 любые стабильные 
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Рис. 1. Результаты анализа конформационной подвижности вариантов АпоЕ. А – зависимость RMSD от времени для липид-
связывающих сайтов моделей APOE2, APOE3, APOE4. Б, В – анализ вторичных структур в составе липид-связывающих сайтов 
моделей APOE2, APOE3, APOE4. По оси абсцисс расположены номера аминокислот, по оси абсцисс указана доля (в %) времени 
молекулярно-динамической симуляции, в течение которого данная аминокислота вовлечена в образование α-спирали; Г – ди-
вергенция Йенсена-Шеннона, отражающая сходство кластерных ансамблей изоформ APOE2, APOE3, APOE4.

Таблица 
Анализ контактов аминокислот C- и N-концевой спиралями липид-связывающего сайта

Аминокислота 
N-концевой спирали

Аминокислота 
C-концевой спирали

Длительность контакта (в % от времени симуляции) в модели

APOE2 APOE3 APOE4

R92 A259 2,6% 78,1% 0,2%
R92 K262 2,6% 71,5% 0,4%
R92 S263 7,1% 73,5% 0,7%
K95 E255 4% 96,5% 2,5%
K95 A256 0,5% 99,8% 0%
K95 A259 2,1% 96,4% 0,4%
E96 A256 1,6% 93,9% 0,02%
E96 A259 2,1% 73,1% 0,7%
E96 R260 39,1% 75,5% 3,7%
E96 S263 6,9% 97,1% 1,2%
E96 R264 64,2% 31% 0,6%

R103 L252 3,2% 78,5% 1,3%
R103 Q253 17,9% 98,1% 1,5%
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Рис. 2. Некоторые из анализируемых контактов. А – стабильные контакты в структуре липид-связывающего сайта изоформы 
APOE3, ранее описанные авторами структуры 2L7B. Б – нестабильные контакты в структуре липид-связывающего сайта изо-
формы APOE3, ранее описанные авторами структуры 2L7B. В – полностью отсутствующие контакты в структуре липид-связы-
вающего сайта изоформы APOE3, ранее описанные авторами структуры 2L7B. Г – присутствие солевого мостика E96-R264 
в структуре липид-связывающего сайта изоформы APOE2. Д – отсутствие солевого мостика E96-R264 в структуре липид-связы-
вающего сайта изоформы APOE3. 

контакты отсутствовали. Среди 40 найденных 
контактов ни один не длился дольше 4% времени 
молекулярно-динамической симуляции. Описан-
ное нарушение контактов говорит о том, что для 
моделей APOE2 и APOE4 характерно большее 
расстояние между C- и N-концевыми α-спира-
лями, входящими в состав липид-связывающего 
сайта, чем для модели APOE3.

Для уточнения характера структурных изме-
нений, происходящих при расширении щели 
между C- и N-концевыми α-спиралями, входящи-
ми в состав липид-связывающего сайта, была про-
анализирована стабильность вторичной структуры 
белка. По данным, представленным на рис. 1Б, 
в моделях APOE3 и APOE4 N-концевая α-спираль 
(аминокислоты 88-104) остается стабильной на 
протяжении всей траектории. В модели APOE2 
наблюдается расплетание N-концевой α-спирали 
на участке из аминокислот 88-90 (рис. 1Б). Для 
изоформы ε4, напротив, характерно нарушение 
целостности С-концевой α-спирали на участ-
ке 261-265, которое отсутствует в моделях APOE2 
и APOE3 (рис. 1В).

Понять, как именно проявляются описанные 
выше закономерности в трехмерной структуре, 
помогло сравнение кластерных ансамблей, обра-
зуемых моделями в ходе молекулярно-динамиче-
ской симуляции. Дивергенция Йенсена-Шенно-
на, близкая к нулю, описывает абсолютную 
идентичность кластерных ансамблей структур. 
Соответственно, рис. 1Г демонстрирует, что сход-
ство между ансамблями моделей APOE3 и APOE4 
практически отсутствует. При этом присутствуют 
похожие паттерны в кластеризации моделей 
APOE2 и APOE3, а также APOE2 и APOE4. Для 
более глубокого понимания структурных особен-
ностей моделей APOE2, APOE3, APOE4 был  
проанализирован состав полученных кластерных 
ансамблей.

Суммарно вся система из трех траекторий  
содержит в себе 10 кластеров, образованных 
структурами, принадлежащими как одной, так 
и  нескольким моделям. Кластерный анализ  
подтверждает стабильность липид-связывающего 
сайта изоформы ε3 – вся траектория модели 
APOE3 вошла в кластер 0. Этот же кластер содер-
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жит в себе начальные фреймы траекторий APOE2 
(0,9% от общего числа фреймов) и APOE4 (0,2%), 
что ожидаемо с учетом методики формирования 
стартовых конформаций. Остальные фреймы тра-
ектории APOE2 были распределены между класте-
рами 1, 2, 3, 4, 5 и 6 (2,2%, 7,4%, 2,2%, 4,8%, 81,2% 
и 1,4% соответственно), APOE4 – между кластера-
ми 2, 7, 8 и 9 (5,6%, 1,6%, 11,8% и 80,8% соответ-
ственно). Центроиды самых заселенных кластеров 
(№№ 0, 5, 9), соответствующие наиболее харак-
терным для каждой из трех моделей структурам, 
представлены на рис. 3.

В течение траектории молекулярной динами-
ки изоформы ε2 происходит поворот α-спиралей, 
входящих в состав липид-связывающего домена, 
в параллельных плоскостях, а затем эти плоскости 
удаляются друг от друга. Вероятно, этот поворот 
происходит вокруг солевого мостика E96-R264, 
описанного выше (таблица, рис. 2Д). При этом 
структура С-концевой α-спирали сохраняется 
(рис. 1В, 3А), тогда как участок N-концевой 
α-спирали теряет вторичную структуру (рис. 1Б, 
3А). Сопоставляя информацию о структуре цен-
троидов и стабильности вторичных структур, 
можно предположить, что в моделях APOE3 
и APOE4 N-концевая α-спираль стабилизирована 
солевым мостиком E96-R158 (рис. 2Г). Однако 
при внесении замены R158C данный контакт раз-
рушается, и E96 притягивается к R264 (рис. 2Д), 
тем самым дестабилизируя α-спираль.

Для изоформы ε4 также характерно удаление 
N-концевой и C-концевой α-спиралей друг от 
друга, однако оно происходит по другому меха-
низму. В данном случае С-концевая α-спираль 
как бы «оттягивается», увеличивая размер щели 
и  постепенно расплетая участок, состоящий 
из  аминокислот 260-266 (рис. 1В и 3В). Такая  

ситуация объяснима стабильностью N-концевой 
α-спирали при одновременно более мобильной 
C-концевой, что согласуется с ранее полученны-
ми экспериментальными данными о высокой под-
вижности изоформы ε4 [6].

О нарушении прочности взаимодействий 
между N- и С-концевой α-спиралями липид-свя-
зывающего сайта изоформ ε2 и ε4 свидетельствуют 
также энергетические характеристики (рис. 6 и 7, 
Приложение). Средняя энергия электростатиче-
ских взаимодействий для ε2 и ε4 составляет 
-74,17 кДж/моль и -10,66 кДж/моль соответствен-
но, тогда как для ε3 – -259,16 кДж/моль. Анало-
гичная ситуация наблюдается для Ван-дер-
Ваальсовых взаимодействий: -15,11 кДж/моль для 
ε2, -83,23 кДж/моль для ε3 и -1,69 кДж/моль для 
ε4. Уменьшение модуля энергии в изоформах ε2 
и ε4 вероятнее всего является следствием увеличе-
ния расстояния между описываемыми спиралями.

Необходимо отметить, что структура 2l7b 
из  базы данных Protein Data Bank, используемая 
в  данном исследовании как основа для построе-
ния стартовых конформаций, была получена  
с использованием мутантного белка АпоE 
(A257R264A269Q279E287). Вводимые замены 
(F257A, W264R, V269A, L279Q, V287E) делают 
С-концевой домен менее гидрофобным. Некото-
рые из них (F257A, W264R) находятся в исследуе-
мой области белка и могут вносить существенный 
вклад в конформационную подвижность липид-
связывающего сайта. Более того, именно амино-
кислота R264 образует солевой мостик с E96 
N-концевой α-спирали липид-связывающего сай-
та APOE2, который сильно влияет на динамику 
этой изоформы. При удалении этой аминокисло-
ты и возвращении триптофана в положение 264 
обнаруженный контакт может быть нарушен. Не-

Рис. 3. Структуры липид-связывающих сайтов APOE2 (А), APOE3 (Б), APOE4 (В), представляющие центроиды наиболее засе-
ленных кластеров в каждой модели.
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смотря на имеющиеся данные о сохранении био-
логической активности изоформы APOE3 при 
введении указанных замен [8], экспериментов по 
их влиянию на изоформы APOE2 и APOE4 не 
проводилось. Данный факт накладывает ограни-
чения на проведенное исследование, из-за чего 
мы вынуждены утверждать, что описанные выше 
результаты справедливы только для мутантной 
(A257R264A269Q279E287) формы белка.

Таким образом, изоформы ε2 и ε4 аполипопро-
теина E содержат в себе измененный, по сравне-
нию с ε3, липид-связывающий сайт, однако меха-
низм этих изменений различен. Несмотря на то, 
что замены, определяющие изоформу белка, рас-
положены вне липид-связывающего сайта, их вне-
сение влияет на его структуру и динамику через 
сеть аминокислотных контактов. Для изоформы ε2 
характерно сохранение структуры С-концевой 
α-спирали, в то время как для изоформы ε4 наблю-
дается расплетание участка из аминокислот 260-266. 
Расстояние между N-концевой (аминокисло-

ты  88-104) и  C-концевой (аминокислоты 251-266) 
α-спиралями липид-связывающего сайта увеличи-
вается в обеих изоформах. Для N-концевой 
α-спирали наблюдается обратная ситуация. Можно 
предположить, что именно такие структурные раз-
личия в липид-связывающем сайте АпоЕ лежат 
в  основе разного влияния описанных изоформ на 
клинические показатели людей-носителей. Прове-
денный кластерный анализ позволил выделить 
структуры, наиболее характерные для изоформ ε2 
и  ε4, которые будут в дальнейшем использованы 
как стартовые конформации для последующих мо-
лекулярно-динамических исследований, в том чис-
ле моделирования непосредственно комплексов 
АпоE и липидов.

Работа выполнена без привлечения финанси-
рования. Исследование проводили без использо-
вания животных и без привлечения людей в каче-
стве испытуемых. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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Neurodegenerative disorders, particularly Alzheimer’s disease, have become a major healthcare 
issue all over the world. Despite extensive research, the molecular mechanisms underlying these 
conditions are yet to be identified. APOE is the apolipoprotein E-coding gene. Its 
polymorphisms have been found to be significantly associated with both neurodegenerative 
disorders (rs429358, C112R) and protective effects against these disorders (rs7412, R158C). 
Humans carry three apolipoprotein E isoforms: ε2 (protein with a protective mutation), ε3 
(wild-type protein), and ε4 (protein with a pathogenic mutation). The study sought to 
investigate how these substitutions affect the lipid-binding site, which is the functional region of 
the protein. Molecular dynamics simulation was used to analyze all three isoforms. We found 
that, unlike the wild-type isoform, both the pathogenic and protective mutations caused changes 
in the lipid-binding site. The changes, however, were different. Both ε2 and ε4 lead to an 
increased distance between the N-terminal (amino acids 88-104) and the C-terminal (amino 
acids 251-266) helices. However, in ε2, the C-terminal helix retained its structure, whereas in 
ε4, it unwound between amino acids 260 and 266. The opposite was true for the N-terminal 
helix. It is safe to assume that it is these structural differences in the lipid-binding site that 
account for the different effects of these two isoforms and clinical characteristics of their carriers. 
The clustering analysis allowed for the identification of the structures, most typical of ε2 and ε4, 
which could be used as the foundation for further molecular dynamics studies.
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Влияние карбонилцианид-4-(трифторметокси)фенилгидразона 
(FCCP) на FcεRI-зависимую продукцию цитокинов  

клетками RBL-2H3 
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Ключевое значение в развитии аллергических заболеваний имеют тучные клетки (ТК). 
Основную роль в активации ТК при аллергии играет взаимодействие антигенов с имму-
ноглобулином E и последующее связывание этих комплексов с рецептором FcεRI, что 
в  конечном счете приводит к быстрому экзоцитозу гранул и последующей продукции 
цитокинов. Имеются данные о роли мембранного потенциала митохондрий в  FcεRI-
зависимой активации ТК. Так, применение классических разобщителей окислительного 
фосфорилирования снижает уровень дегрануляции ТК. Однако их влияние на продук-
цию цитокинов ТК не изучено. В настоящей работе было продемонстрировано, что 
предварительная обработка ТК линии RBL-2H3 разобщителем карбонилцианид-4-(три-
фторметокси)фенилгидразоном (FCCP) приводит к уменьшению не только уровня 
FcεRI-зависимой дегрануляции, но и продукции цитокинов TNFα и IL-4. При этом 
FCCP препятствует фосфорилированию адаптерной молекулы LAT, а также киназы 
Erk1/2, что может лежать в основе ингибирующего влияния разобщителя на FcεRI-
зависимую активацию клеток линии RBL-2H3. Полученные данные свидетельствуют 
о том, что мембранный потенциал митохондрий играет важную роль в FcεRI-зависимой 
активации ТК, а разобщение окислительного фосфорилирования и дыхания митохон-
дрий с помощью разобщителей может использоваться для регуляции этого процесса. 

Ключевые слова: тучные клетки, разобщители, митохондрии, аллергия, FcεRI-зависимая 
активация, FCCP
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Ключевое значение в развитии аллергических 
заболеваний играют тучные клетки (ТК). Они вы-
полняют свои функции за счет секреции широкого 
спектра биологически активных соединений. Меди-
аторы ТК можно разделить на две категории: пред-
варительно сформированные медиаторы, которые 
запасаются в секреторных гранулах, и вновь синте-
зированные медиаторы, образуемые только после 
стимуляции клеток. Секреторные гранулы ТК  
содержат лизосомальные белки (такие как 
β-гексозаминидаза), биогенные амины (такие как 
гистамин и серотонин), гликозаминогликаны (такие 
как сульфаты гепарина и хондроитина) и ферменты 
(такие как триптаза и химаза). Ко второй группе ме-
диаторов относятся метаболиты арахидоновой кис-
лоты, цитокины, хемокины и факторы роста [1–4].

Основную роль в активации ТК при аллергии 
играет взаимодействие антигенов с иммуноглобу-
лином E (IgE) и последующее связывание этих 
комплексов с его высокоафинным рецептором 
FcεRI, что в конечном счете приводит к быстрому 

экзоцитозу гранул и последующей продукции 
вновь синтезированных медиаторов [5].

В литературе имеются данные о роли мем-
бранного потенциала митохондрий (ΔΨm) 
в  FcεRI-зависимой активации ТК. Так, разоб- 
щитель карбонилцианид-м-хлорфенилгидразон  
ингибирует антиген-индуцированную секрецию 
β-гексозаминидазы в линии ТК крыс RBL-2H3 [6]. 
Разобщитель карбонилцианид-4-(трифторметокси) 
фенилгидразон (FCCP) также подавлял уровень 
IgE-опосредованной дегрануляции ТК костного 
мозга мышей и клеток RBL-2H3 [7]. 

Многие природные и синтетические соедине-
ния обладают разобщающей активностью. Одним 
из таких соединений является антибактериальный 
и противогрибковый агент триклозан. Триклозан 
вызывает снижение ΔΨm и продукции АТФ, 
а также способствует фрагментации митохондрий 
и образованию активных форм кислорода (АФК) 
в нестимулированных клетках RBL-2H3. При сти-
муляции ТК триклозан ингибирует полимериза-
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цию микротрубочек и транслокацию митохон-
дрий к плазматической мембране, а также 
подавляет поступление внеклеточного Са2+ через 
плазматическую мембрану. В то же время три- 
клозан увеличивает экспрессию цитокина 
TNFα [8, 9]. Влияние классических разобщителей 
на продукцию вновь синтезированных медиато-
ров исследовано не было. Среди классических ра-
зобщителей FCCP является одним из наиболее 
широко используемых агентов и помимо непо-
средственного разобщения окислительного фос-
форилирования может оказывать влияние на та-
кие клеточные процессы, как аутофагия, синтез 
АФК, перемещение митохондрий, поддержание 
гомеостаза кальция, регуляция pH лизосом [10]. 
В частности, существует ряд работ в рамках иссле-
дования возможных механизмов действия FCCP 
на активацию ТК [7, 11, 12]. В связи с этим нами 
было изучено воздействие разобщителя FCCP на 
продукцию вновь синтезированных цитокинов 
в клетках базофильной лейкемии крыс RBL-2H3.

Материалы и методы
Клетки и схема их обработки. Исследования 

проводили на клеточной линии базофильной лей-
кемии крысы (RBL-2H3). Для культивирования 
клеток использовали смесь сред α-MEM (ПанЭко, 
Россия) и RPMI (ПанЭко, Россия) в соотношении 
7:2, с добавлением 0,3 г/л L-глутамина (ПанЭко, 
Россия) и 10% эмбриональной телячьей сыворот-
ки (HyClone, США), при 37°C и 5% CO2. Клетки 
пассировали с использованием смеси растворов 
Версена и трипсина (ПанЭко, Россия). Экспери-
менты проводили на 6- и 12-луночных планшетах 
для адгезионных культур (Eppendorf, США).

Тест на цитотоксичность. Влияние FCCP 
(Sigma, США) на жизнеспособность клеток линии 
RBL-2H3 оценивали с использованием резазури-
нового теста. Клетки высевали в 96-луночный 
планшет (10 тыс. клеток на лунку) и обрабатывали 
FCCP в концентрациях 1 и 10 мкМ в течение 2 ч 
при 37°C и 5% CO2. Далее клетки отмывали в сре-
де и через 24 ч анализировали их жизнеспособ-
ность. Для этого к клеткам добавляли 25 мкл сто-
кового раствора резазурина в концентрации 
1,25  мM (Sigma-Aldrich, США) и инкубировали 
в  течение 3 ч при 37°C и 5% CO2. Уровень флуо-
ресценции резоруфина, образующегося в резуль-
тате восстановления резазурина в образцах,  
регистрировали при длинах волн поглощения 
и  эмиссии 560 нм и 590 нм соответственно  
с использованием планшетного флуориметра 
Fluoroskan Ascent (Thermo Fisher Scientific, США). 

Сенсибилизация и антигенная стимуляция кле-
ток. Сенсибилизацию клеток проводили путем 
инкубации в течение ночи с мышиными моно-
клональными антителами изотипа IgE к дини-
трофенилу (Sigma, #D8406, США) в концентра-
ции 0,2  мкг/мл. Для последующей антигенной 

стимуляции сенсибилизированные клетки отмы-
вали в  буфере Хэнкса (ПанЭко, Россия) (экспе-
рименты по оценке уровня дегрануляции) или 
в среде (эксперименты по оценке уровня продук-
ции цитокинов и исследования сигналинга), за-
тем на различное время (указано в подписях 
к рисункам) добавляли 1 мкг/мл динитрофенола, 
конъюгированного с бычьим сывороточным  
альбумином (ДНФ-БСА) (Molecular probes, 
#A23018, США). Перед антигенной стимуляцией 
к клеткам добавляли FCCP в диапазоне концен-
траций от 1 до 10 мкМ и инкубировали 37°C и 5% 
CO2 в течение 1 ч. 

Оценка уровня дегрануляции клеток. Уровень 
спонтанной (в отсутствие стимуляции) и FcεRI-за- 
висимой дегрануляции клеток линии RBL-2H3 
оценивали путем выявления активности β-гексо-
заминидазы в кондиционированной среде и лиза-
те клеток, которую измеряли по высвобождению 
p-нитрофенола из субстрата (4-нитрофенил- 
N-ацетил-β-D-глюкозаминид, Sigma, США) по 
стандартной методике [13]. Флуоресценцию об-
разцов регистрировали при помощи планшетного 
флуориметра Fluoroskan Ascent (Thermo Fisher 
Scientific, США) при длине волны 460 нм (длина 
волны поглощения 355 нм) и программного обе-
спечения Ascent Software ver. 2.6. Уровень высво-
бождения β-гексозаминидазы (%) в  образце  
определяли по формуле А/(A+B)×100%, где A – 
интенсивность флуоресценции в кондициониро-
ванной среде, B – интенсивность флуоресценции 
клеточного лизата.

Выделение РНК, обратная транскрипция и по-
лимеразная цепная реакция в реальном времени. Вы-
деление РНК проводили по протоколу с реагента-
ми Quick-RNATM MiniPrep (Zymo Research, 
США). Измерение концентрации РНК проводили 
с использованием спектрофотометра NanoDrop 
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, США) и про-
граммного обеспечения ND-1000 ver. 3.8.1. кДНК 
получали с использованием набора RevertAid RT 
Kit (Thermo Fisher Scientific, США) в соответствии 
с протоколом производителя. Количественную 
ПЦР в реальном времени проводили с использо-
ванием реакционной смеси, состоящей из флуо-
ресцентного интеркалирующего красителя EVA 
Green, референсного красителя ROX, ДНК-
полимеразы SynTaq, набора дезоксирибонуклео-
тидтрифосфатов, глицерина, Tween 20, KCl, 
TrisHCl (pH 8,8) и MgCl2 (Синтол, Россия). Ам-
плификацию осуществляли с использованием 
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System 
(Bio-Rad, США) и программного обеспечения 
Bio-Rad CFX Manager ver. 3.1 в следующих усло-
виях: 95°C 3’→ (95°C 15’’→ 56°C 15’’→72°C 15’’) × 40. 
Для расчета изменений относительной экспрес-
сии генов применяли метод 2-ΔΔCt. В качестве ре-
ференсного гена для нормирования данных об 
экспрессии мРНК целевых генов использовали 
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ген 18S рибосомальной РНК. Последовательности 
праймеров указаны в табл. 1. 

Вестерн-блот. Для разделения образцов мето-
дом электрофореза в SDS-PAGE (sodium dodecyl 
sulfate–polyacrylamide gel) при денатурирующих 
условия использовали 5%-й концентрирующий 
и 12%-й разделяющий гели. Идентификацию мо-
лекулярных масс белков проводили с использова-
нием коммерческой смеси лизатов окрашенных 
белков PageRuler™ (Thermo Fisher Scientific, 
США). После этого осуществляли электроблот-
тинг образцов с геля на мембрану LF PVDF (Bio-
Rad, США) в течение 120 мин при постоянной 
силе тока 200 мА. Для блокирования неспецифи-
ческого связывания вторичных антител мембраны 
инкубировали в течение 20 мин в блокирующем 
буфере, содержащем 5%-е обезжиренное молоко, 
0,1% детергента Tween 20 (AppliChem, Германия) 
в физиологическом растворе c трис-буфером, 
а  далее на мембраны последовательно наносили 
раствор первичных и вторичных антител (табл. 2) 
с соответствующими промывками. Инкубацию 
с  первичными антителами осуществляли в тече-
ние ночи при 4°C, со вторичными антителами – 
в  течение 1 ч при комнатной температуре. Для 
проявления сигнала использовали набор 
SuperSignal West Dura (Thermo Fisher Scientific, 
США) в соответствии с протоколом производите-
ля. Реакцию визуализировали при помощи прибо-
ра ChemiDoc Touch Imaging System (Bio-Rad, 
США), дальнейшую обработку результатов прово-
дили с использованием программного обеспече-
ния ImageLab 5.2.1 (Bio-Rad, США).

Определение концентрации цитокинов IL-4 
и  TNFα. Определение уровня цитокинов IL-4 
и TNFα в среде культивирования осуществлялось 
с помощью коммерческих наборов для иммуно-

ферментного анализа (MyBioSource, США) со-
гласно инструкции производителя.

Статистическая обработка. Данные представ-
лены в виде среднего ± стандартная ошибка. 
Статистическую обработку результатов осущест-
вляли с использованием программного обеспече-
ния GraphPad Prism 6 путем сравнения групп 
с  помощью двухстороннего дисперсионного  
анализа (ANOVA) и теста множественных срав-
нений Тьюки.

Результаты
Клеточная линия базофильной лейкемии 

крыс RBL-2H3 использовалась в данном исследо-
вании в качестве модели ТК. Эти клетки исполь-
зуются в качестве общепринятой модели в иссле-
дованиях FcεRI-зависимой активации базофилов 
и ТК [14]. Для оценки цитотоксичности FCCP 
был применен резазуриновый тест. FCCP ни в од-
ной из исследуемых нами концентраций не сни-
жал жизнеспособность клеток (рис. 1А). Также мы 
подтвердили полученные другими авторами дан-
ные об ингибирующем влиянии FCCP на уровень 
FcεRI-зависимой дегрануляции клеток линии 
RBL-2H3. Так, предобработка клеток FCCP 
в  концентрации 10  мкМ приводила к значимому 
снижению уровня высвобождения β-гексозами-
нидазы, в то время как более низкие концентра-
ции не вызывали такого эффекта (рис. 1Б). 

На следующем этапе мы оценили влияние 
FCCP на уровень экспрессии генов цитокинов IL-4 
и TNFα. Анализ результатов данного эксперимента 
показал, что предварительная инкубация клеток 
RBL-2H3 с FCCP в концентрации 10 мкМ приво-
дит к значимому снижению FcεRI-зависимой про-
дукции мРНК гена IL-4, но не оказывает влияния 
на продукцию мРНК гена TNF (рис.  1В и  1Г).  

Таблица 1
Последовательности праймеров для количественной ПЦР

Целевой ген Прямой (5’-3’) Обратный (5’-3’)
rIL-4 TTACGGCAACAAGGAACAC TTCTTCAAGCACGGAGGTA
rTNF TTATCTACTCCCAGGTTCT TGGTATGAAATGGCAAATC
r18S GACAGGATTGACAGATTGAT TTATCGGAATTAACCAGACAA

Таблица 2
Перечень антител, использованных для вестерн-блоттинга

Антиген Производитель антител Тип антител Разведение
LAT Cell Signaling Technology #45533 Кроличьи моноклональные 1:1000
Phospho-LAT (Tyr220) Cell Signaling Technology #3584 Кроличьи поликлональные 1:1000
p38 MAPK Cell Signaling Technology #9212 Кроличьи IgG 1:1000
Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Cell Signaling Technology #4631 Кроличьи IgG 1:1000
p44/42 MAPK (ERK1/2) Cell Signaling Technology #4695 Кроличьи IgG 1:1000
Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) Cell Signaling Technology #4370 Кроличьи IgG 1:1000
PI3 Kinase p85  Cell Signaling Technology #4257 Кроличьи моноклональные IgG 1:500
Phospho-PI3 Kinase p85 (Tyr458)/p55 (Tyr199) Cell Signaling Technology #4228 Кроличьи поликлональные 1:500
Anti-Mouse IgG (Fab-specific) Sigma-Aldrich A9917 Козьи поликлональные 1:30000
Anti-Rabbit IgG (whole molecule) Sigma-Aldrich A0545 Козьи поликлональные 1:30000
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Рис. 1. FCCP подавляет FcεRI-зависимую активацию клеток линии RBL-2H3. Клетки сенсибилизировали мышиными монокло-
нальными антителами изотипа IgE против динитрофенола в концентрации 0,2 мкг/мл в течение ночи. Далее клетки обрабатывали 
1 и 10 мкМ FCCP в течение 2 ч, после чего стимулировали FcεRI-зависимую активацию путем добавления 1 мкг/мл динитрофено-
ла, коньюгированного с бычьим сывороточным альбумином (ДНФ-БСА). Уровень дегрануляции определяли через 20 мин после 
стимуляции, уровень мРНК генов IL-4 и TNFα – через 2 ч, концентрацию цитокинов IL-4 и TNFα – через 24 ч. Влияние FCCP: 
А – на жизнеспособность клеток. Б – на уровень спонтанной (в отсутствие ДНФ-БСА) и ДНФ-БСА-индуцированной дегрануля-
ции клеток. В–Г – на базовый (в отсутствие ДНФ-БСА) и ДНФ-БСА-индуцированный уровень мРНК генов IL-4 (В) и TNFα (Г). 
Д–Е – на базовый (в отсутствие ДНФ-БСА) и ДНФ-БСА-индуцированный уровень цитокинов IL-4 (Д) и TNFα (Е). Результаты 
представлены как среднее значение ± стандартное отклонение (n ≥ 3); * = р ≤ 0,05, ** = р ≤ 0,01, *** = р ≤ 0,001.
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Более низкая концентрация не влияет на FcεRI-за- 
висимое образование мРНК генов IL-4 и  TNF. 
В то же время результаты иммуноферментного ана-
лиза продемонстрировали ингибирующее влияние 
10 мкМ FCCP на уровень FcεRI-зависимой секре-
ции цитокинов IL-4 и TNFα (рис. 1Д и 1Е). 

Для того чтобы выяснить механизм ингибиру-
ющего влияния FCCP на FcεRI-зависимую дегра-
нуляцию клеток линии RBL-2H3 и секрецию ими 
цитокинов IL-4 и TNFα, мы проверили его дей-
ствие на активацию ключевых компонентов 
FcεRI-зависимого сигналинга. Мы обнаружили, 
что предварительная инкубация клеток с FCCP 
в концентрации 10 мкМ приводит к снижению ба-
зового уровня фосфорилирования адаптерной мо-
лекулы LAT (линкерный белок для активации 
Т-клеток) (рис. 2). Фосфорилирование данной 
молекулы киназами Syk и Lyn приводит к сборке 
сигнального комплекса, активирующего фосфо-
липазу Cγ и Ca2+-зависимую дегрануляцию, а так-
же активацию митоген-активируемых протеинки-

наз (MAPKs) – Erk1/2, p38 и JNK, что приводит 
к продукции цитокинов [15, 16]. 

Через 1 мин после стимуляции клеток ДНФ-
БСА наблюдалось значимое увеличение уровня 
фосфорилирования адаптерной молекулы LAT, 
уже через 15 мин уровень фосфорилирования падал 
практически до уровня контроля. FCCP предотвра-
щал увеличение фосфорилирования LAT (рис. 2). 
Кроме того, FcεRI-зависимая активация сопрово-
ждалась увеличением активности MAP-киназ 
Erk1/2 и p38, а также киназы PI3K уже через 1 мин 
после стимуляции и сохранялась через 15  мин 
(рис. 2). При этом FCCP значимо снижал уровень 
фосфорилирования киназы Erk1/2, не оказывал 
влияние на активность киназы PI3K и  увеличивал 
уровень фосфорилирования киназы p38 (рис. 2).

Таким образом, FCCP снижает не только уро-
вень FcεRI-зависимой дегрануляции клеток линии 
RBL-2H3, но и продукцию ими цитокинов IL-4 
и TNFα, а также препятствует фосфорилированию 
адаптерной молекулы LAT и киназы Erk1/2.

Рис. 2. Влияние FCCP на ключевые компоненты FcεRI-зависимого сигналинга клеток линии RBL-2H3. Клетки сенсибилизирова-
ли мышиными моноклональными антителами изотипа IgE против динитрофенола в концентрации 0,2 мкг/мл в течение ночи. Да-
лее клетки обрабатывали 1 и 10 мкМ FCCP в течение 2 ч, после чего вызывали FcεRI-зависимую активацию путем добавления 
1 мкг/мл динитрофенола, коньюгированного с бычьим сывороточным альбумином (ДНФ-БСА) в течение 1 и 15 мин. А – Вестерн-
блоттинг клеточных лизатов. Б – Гистограммы, отражающие относительное количество фосфорилированных форм белков.  
Результаты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение (n ≥ 3); #p ≤ 0,1, *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001.
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FCCP ПОДАВЛЯЕТ ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ КЛЕТКАМИ RBL-2H3

Обсуждение
ТК представляют собой важную популяцию 

клеток соединительной ткани, играющую крити-
ческую роль в поддержании ее гомеостаза. ТК яв-
ляются важными участниками реакций, как 
врожденного, так и адаптивного иммунитета. 
Эти клетки наиболее известны своим участием 
в  IgE-ассоциированных реакциях гиперчувстви-
тельности немедленного типа и других аллерги-
ческих заболеваниях. Основной тип активации 
ТК осуществляется путем взаимодействия анти-
генов с IgE и его последующим связыванием 
с высокоафинным рецептором FcεRI. Это приво-
дит к запуску внутриклеточного FcεRI-сигна- 
линга, экзоцитозу гранул с преформированными 
медиаторами и продукции вновь образованных 
медиаторов, к которым относятся метаболиты 
арахидоновой кислоты, цитокины, хемокины 
и  факторы роста [17]. Связывание комплексов, 
состоящих из антигена и молекул IgE, с рецепто-
ром FcεRI приводит к фосфорилированию тиро-
зинов в участках ITAM (тирозинсодержащие 
активационные последовательности остатков 
аминокислот) киназой Lyn из семейства киназ 
Src. Кроме того, Lyn активирует другую киназу из 
семейства Src – Syk. Субстратом для Syk является 
LAT, фосфорилирование которого инициирует 
сборку сигнального комплекса белков [15], что 
в  конечном счете стимулирует фосфолипазу Cγ 
и  Ca2+-зависимую дегрануляцию, а также актива-
цию RAF-зависимого сигнального пути. В свою 
очередь это приводит к фосфорилированию и ак-
тивации киназы Erk1/2 (киназы, регулируемой 
внеклеточным сигналом 1/2). Аналогичным обра-
зом увеличивается активность аминотерминальной 
киназы MAPK-каскада JUN (JNK) и  p38  [16], но 
механизмы регуляции этих реакций изучены 
в меньшей степени. Все эти молекулы (Erk1/2, p38 
и JNK), в свою очередь, активируют факторы 
транскрипции – включая компоненты белка-акти-
ватора 1 (AP1) FOS и JUN, ядерный фактор акти-
вированных Т-клеток (NFAT) [15] и  ядерный 
фактор-κB (NF-κB) [18]. Активация данных транс-
крипционных факторов ведет к продукции цитоки-
нов. Каскад MAPK-киназ также участвует в регуля-
ции FcεRI-индуцированной продукции липидных 
медиаторов (эйкозаноидов) через фосфолипазу A2, 
которая транслоцируется из цитозоля в ответ на 
увеличение содержания в нем Са2+ [19]. Существу-
ет также LAT-независимый путь активации ТК, 
осуществляемый киназой Fyn, фосфорилирующей 
адаптерную молекулу NTAL, в свою очередь акти-
вирующую фосфатидилинозитол-3-киназу (PI3K). 
Считается, что данный путь обеспечивает поддер-
жание активированного состояния ТК [20]. 

В литературе имеются данные о роли мембран-
ного потенциала митохондрий (ΔΨm) в  FcεRI-за- 
висимой активации мастоцитов. Так, использова-

ние классических разобщителей карбонилцианид- 
м-хлорфенилгидразона и FCCP ингибирует FcεRI-
зависимую секрецию β-гексозаминидазы ТК in 
vitro [6, 7, 11]. Кроме того, антибактериальный 
и противогрибковый агент триклозан, обладающий 
разобщающей активностью, также снижал уровень 
дегрануляции ТК, но при этом увеличивал экс-
прессию цитокина TNFα [8, 9]. 

В нашей работе мы показали, что обработка 
клеток линии RBL-2H3 разобщителем FCCP 
не  только снижает FcεRI-зависимую секрецию 
β-гексозаминидазы, но и снижает уровень мРНК 
гена цитокина IL-4, а также подавляет секрецию 
TNFα и IL-4 (рис. 1). Это свидетельствует о том, что 
FCCP снижает как уровень FcεRI-зависимой дегра-
нуляции ТК, так и продукцию ими цитокинов. Ре-
зультаты исследования активации ключевых сиг-
нальных молекул, участвующих в FcεRI-зависимом 
сигналинге, показали, что FCCP препятствует  
фосфорилированию адаптерной молекулы LAT, 
а  также киназы Erk1/2, что может лежать в основе 
ингибирующего влияния разобщителя на FcεRI-за- 
висимую активацию клеток линии RBL-2H3. В ли-
тературе имеются данные о влиянии разобщения на 
регуляцию уровня активности Erk1/2. Как было на-
писано выше, дефицит разобщающего белка мито-
хондрий UCP2 в ТК костного мозга мышей приво-
дит к повышению уровней FcεRI-зависимой 
дегрануляции, продукции IL-6 и простагландина 
D2, а также фосфорилирования Erk1/2 [21]. 

FCCP не оказывал значимого влияния на уро-
вень фосфорилирования киназы PI3K, являющей-
ся частью LAT-независимого пути, и увеличивал 
базовый уровень фосфорилирования MAP-киназы 
p38 (рис. 2). Однако через 15 мин после антиген-
ной стимуляции данный эффект исчезал. Актива-
ция p38 под действием FCCP может происходить 
в результате активации киназы AMPK (AMP-activated  
protein kinase) [22, 23]. Так, известно, что актива-
ция киназы AMPK вследствие падения уровня 
АТФ является одним из первых и ключевых отве-
тов клетки на разобщение окислительного фосфо-
рилирования и дыхания в  митохондриях  [24]. 
Кроме того, имеются сведения о том, что AMPK 
подавляет активность киназы Erk1/2  [25,  26].  
Также интересно отметить, что АМРК является 
негативным регулятором FcεRI-зависимой акти-
вации ТК [27, 28]. Это могло бы вносить свой 
вклад в механизм ингибирующего влияния FCCP. 
Чтобы понять, является ли наблюдаемое в нашей 
системе увеличение уровня фосфорилирования 
киназы p38 следствием активации AMPK, требу-
ются дополнительные эксперименты.

Еще одним эффектом разобщения может яв-
ляться снижение генерации АФК [24]. Многие  
из молекул FcεRI-зависимого сигналинга являют-
ся АФК-чувствительными, в том числе LAT 
и Erk1/2 [29]. Наряду с другими тирозинфосфата-
зами, АФК окисляют активный центр SPH-2 
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и  снижают тем самым ее каталитическую актив-
ность, что приводит к избыточному фосфорили-
рованию ее мишеней-участников FcεRI-зави-
симого сигналинга, в  частности Syk [30]. Также 
было показано, что продукция эндогенных АФК, 
наравне с экзогенными, повышает активность ки-
назы Lyn, находящейся в самом начале каскада 
сигнальных белков [31]. 

Таким образом, полученные нами данные сви-
детельствуют о том, что применение разобщителя 
FCCP приводит к снижению как уровня FcεRI-за-
висимой дегрануляции клеток линии RBL-2H3,  
так и секреции цитокинов IL-4 и  TNFα, а также 
препятствует фосфорилированию компонентов 

 FcεRI-зависимого сигналинга – адаптерной моле-
кулы LAT и киназы Erk1/2. Полученные данные 
свидетельствуют о том, что ΔΨm играет важную 
роль в FcεRI-зависимой активации ТК, а разобще-
ние окислительного фосфорилирования и дыхания 
митохондрий с помощью разобщителей может ис-
пользоваться для регуляции этого процесса. 

Работа выполнено при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 22-74-
00081). Исследования проводили без использова-
ния животных и без привлечения людей 
в  качестве испытуемых. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.
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Effect of 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone carbonyl cyanide (FCCP) 
on FcεRI-dependent cytokine production by RBL-2H3 cells
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Mast cells (MCs) play a key role in the development of allergic diseases. The interaction of antigens 
with immunoglobulin E and the subsequent binding of these complexes to the FcεRI receptor, 
which ultimately leads to rapid exocytosis of granules and subsequent production of cytokines, play 
a major role in MC activation in allergy. There is data on the role of the mitochondrial membrane 
potential in the FcεRI-dependent activation of MC. Thus, the use of classical uncouplers of oxida-
tive phosphorylation reduces MC degranulation. However, their effect on the production of MC 
cytokines has not been studied. In the present work, it was demonstrated that pretreatment of 
RBL-2H3 mast cells with the uncoupler carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone 
(FCCP) leads to a decrease not only in FcεRI-dependent degranulation, but also in a decrease in 
the production of TNFα and IL-4 cytokines. At the same time, FCCP prevents the phosphoryla-
tion of the LAT adapter molecule, as well as the Erk1/2 kinase, which may underlie the inhibitory 
effect of the uncoupler on FcεRI-dependent activation of RBL-2H3 cell line. The data obtained 
indicate that the mitochondrial membrane potential plays an important role in the FcεRI-depen- 
dent activation of MC, and the uncoupling of oxidative phosphorylation and respiration of mito-
chondria with the help of uncouplers can be used to regulate this process.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ
УДК 574.21+575.826+575.167 

Особенности экспрессии маркерных генов рыжей полевки 
Clethrionomys glareolus, отражающие эффекты экотоксичности 

загрязненной диоксинами среды
А.Р. Лавренов1, 2, * , Т.А. Мышлявкина1, 2, Н.В. Умнова2 ,  

А.И. Ким1, 3 , В.С. Румак1, 2 
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Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12;

2Центр безопасности биосистем, Институт проблем экологии и эволюции имени А.Н. Северцова,  
Россия, 119071, г. Москва, Ленинский проспект, д. 33;

3Биологический факультет, Университет МГУ–ППИ в Шэньчжэне,  
Китай, 518172, Провинция Гуандун, г. Шэньчжэнь, район Лунган, Даюньсиньчэн, ул. Гоцзидасюэюань, д. 1
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Оценить экотоксичность малых субтоксичных доз диоксинов без учета влияния на их 
свойства факторов реальных условий экспозиции обоснованно нельзя. Лучшим методи-
ческим приемом для этого является биомониторинг проявлений начальных токсических 
эффектов. Объектом исследования были рыжие полевки (Clethrionomys glareolus) из оби-
тающей вблизи свалки природной популяции, а именно их значимо различимые по за-
грязнению тканей диоксинами группировки летнего и зимнего сезонов. Контролем слу-
жили полевки виварной линии. Начальные токсические эффекты характеризовали 
показателями экспрессии на уровне транскрипции генетических маркеров: ahr, cyp1a2, 
keap1, dnmt1, dnmt3a, dnmt3b, LINE-1 и B1-SINE. У полевок группировки летнего сезона 
уровни экспрессии генов ahr, keap1, dnmt3a и dnmt3b были значимо выше, чем в контро-
ле. В группировке зимнего сезона против контроля была повышена экспрессия генов 
cyp1a2 и keap1, в отношении dnmt1, LINE-1 и SINE B1 отличий не выявлено. Зафиксиро-
ванный у экспонированных диоксинами полевок рост экспрессии маркерных генов хо-
рошо ассоциируется с механизмами формирования и развития токсического процесса 
в условиях действия диоксинов в малых дозах на несколько поколений популяции. По-
лученные данные будут способствовать созданию метода оценки при биомониторинге 
начальных эффектов экотоксичности загрязненной диоксинами среды.

Ключевые слова: биомониторинг, диоксины, маркерные гены, ahr, cyp1a2, dnmt, рыжая полевка

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-78-2-6

В больших и малых городах России источники 
диоксинов (полихлорированных дибензо-п-диок-
синов и дибензофуранов, ПХДД/Ф) встречаются 
повсеместно. К наиболее активным источникам от-
носят полигоны твердых отходов производства 
и потребления, созданные по устаревшим техноло-
гиям или вообще без них, – свалки [1]. Обеспечение 
экологической безопасности на загрязняемых диок-
синами территориях, в первую очередь в отноше-
нии человека, требует непременного учета особен-
ностей проявления присущих этим веществам 
свойств, определяемых длительным воздействием 
на организм млекопитающих малых доз, а также 
выраженным сверхкумулятивным эффектом. Заме-
тим, что эти вещества могут проявлять токсические 
свойства при любых концентрациях, а установлен-
ные для них величины предельно допустимых кон-
центраций (ПДК) характеризует условность [2].  
Более того, на проявления этих свойств активно 

влияют многие внешние, внутренние и временной 
факторы экспозиции [3]. Регистрация биологиче-
ских ответов на уровне генетических и эпигенетиче-
ских биомаркеров позволит учитывать эти особен-
ности, что будет способствовать созданию условий 
для обоснованного выявления и характеристики 
эффектов (проявления обратимых по своей сути ре-
акций на действия диоксинов) с учетом влияния на 
механизмы их формирования и развития различий 
в чувствительности/резистентности особей/инди-
видуумов в реальных условиях экспозиции [2].  
Более того, регистрация таких ответов при биомо-
ниторинге создаст лучшие условия для обоснован-
ного решения проблем в области обеспечения эко-
логической безопасности, т.к. изменения на уровне 
органов и тканей следует ожидать при значимо 
больших мерах токсического воздействия [4]. 

В объектах окружающей среды диоксины 
присутствуют в виде сложных смесей (известно 

https://orcid.org/0000-0002-7318-8046
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210 совместно встречающихся соединений –  
конгенеров). Наиболее токсичным среди них  
общепризнан 2,3,7,8-тетрахлордибензо-п-диоксин 
(ТХДД), обладающий очень высоким канцероген-
ным потенциалом для человека и животных. Мно-
гочисленные экспериментальные исследования 
токсичности конгенеров позволили выделить 
ТХДД в качестве эталона, относительно которого 
они оцениваются [2].

Важной особенностью токсического действия 
диоксинов на организм человека является их спо-
собность вызывать отсроченные эффекты, сход-
ные с проявлениями полигенных заболеваний, 
а  также влияние факторов и условий экспозиции 
на механизмы формирования таких эффектов [5]. 

Для оценки опасности диоксинов обоснованы 
санитарно-гигиенические нормативы, в том числе 
допустимого поступления в организм человека (по 
данным ВОЗ(1998) 1–4 пг/г в перерасчете на ТХДД, 
в России – 10 пг/г) и загрязнения сред (почв, воз-
духа и т. д.). В последнем случае величины сани-
тарно-гигиенических нормативов или ориентиро-
вочно безопасного уровня воздействия (ОБУВ) 
для России в большинстве случаев оказались зна-
чимо выше принятых в зарубежных странах. На-
пример, отечественный ОБУВ для почв сельскохо-
зяйственных угодий в России составил 5,0 нг/кг1 
против допустимых концентраций в почвах 
США – 0,1 нг/кг, в Германии – 1,0 нг/кг, в Ни-
дерландах – 4,0 нг/кг [2]. Подобные различия  
отмечены относительно атмосферного воздуха  
(Россия – 0,5 пг/м3 – ГН-2.1.6.014-94; США – 
0,02 пг/м3, Нидерланды – 0,24 пг/м3 [2]) и питье-
вой воды (Россия – 20 пг/л; приказ МЗ СССР 
№142-9/105 от 05.05.19912: США – 0,013 пг/дм3). 
Между тем, эти нормативы далеко не в полной 
мере учитывают влияние факторов реальных усло-
вий экспозиции на проявления токсических 
свойств. Наилучшие условия для учета большин-
ства факторов предоставляет биомониторинг с ис-
пользованием млекопитающих. Перспективы 
применения мелких млекопитающих для вы- 
явления и характеристики ряда генетических про-
цессов, происходящих в природных популяциях  
рыжих полевок, обитающих на загрязненных ди-
оксинами территориях в окрестностях свалок, по-
казаны нами ранее [6]. Этот начальный по своей 

1  Гигиенический норматив ГН 2.1.7.3298-15 «Ориенти-
ровочные допустимые концентрации (ОДК) полихлорирован-
ных дибензо-п-диоксинов и дибензофуранов (в пересчете на 
2,3,7,8-тетрахлордибензо-пара-диоксин и его аналоги) в почве 
населенных мест, сельскохозяйственных угодий и промышлен-
ной площадки» и Постановление Главного Государственного 
Санврача РФ от 28 января 2021 года № 2 «Об утверждении са-
нитарных правил и норм СанПиН 1.2.3685-21 «Гигиенические 
нормативы и требования к обеспечению безопасности и (или) 
безвредности для человека факторов среды обитания».

2  Приказ 142-9/105 О гигиеническом нормировании 
диоксинов в воде и продуктах питания. https://www.normacs.
ru/Doclist/doc/12LQU.html

сути результат требовал последующей разработки 
путем расширения перечня генов-маркеров,  
показателей экспрессии/транскрипции, которые 
должны отражать эффекты экотоксичности  
загрязненной диоксинами среды.

Основой достижения поставленной цели стали 
современные представления о механизмах, уча-
ствующих в реакциях организма на действие ксено-
биотиков. Прежде всего, речь идет о начальных  
механизмах влияния малых субтоксичных доз ди-
оксинов на процессы, запускаемые этими веще-
ствами на генетическом и эпигенетическом уров-
нях. К ключевым проявлениям этого влияния  
относят экспрессию гена ahr, характеризующую  
активацию сигнальных путей прямого взаимодей-
ствия диоксинов с цитозольным белком – рецеп- 
тором ароматических углеводородов (AhR, диокси-
новый рецептор) с последующей активацией 
лигандированным рецепторным комплексом 
(AhR:диоксин) экспрессии генов первой и второй 
фаз биотрансформации ксенобиотиков, в первую 
очередь – cyp1a2 [2, 7–9]; индукцию окислительно-
го стресса при участии редокс-чувствительной сиг-
нальной системы Keap1/Nrf2/ARE [10]; изменения 
механизмов эпигенетической регуляции и  поддер-
жания стабильности генома. В качестве биомарке-
ров эпигенетических изменений и дестабилизации 
генома можно рассматривать изменения экспрес-
сии генов ДНК-метилтрансфераз dnmt1, dnmt3a, 
dnmt3b и транскрипции ретротранспозонов [11–13]. 

Без учета особенностей проявления этих эф-
фектов трудно сформировать системные пред-
ставления о возникающих в клетках изменениях, 
способствующих запуску механизмов формирова-
ния и развития токсического процесса в условиях 
длительного воздействия на организм диоксинов 
в малых дозах. Более того, отражающие эти изме-
нения показатели могут быть адаптированы к ре-
шению задач в области биомониторинга эффектов 
экотоксичности загрязненной диоксинами среды.

Материалы и методы 
Исследованы две выборки животных из при-

родной популяции рыжей полевки (Clethrionomys 
(Myodes) glareolus Schreb 1780), обитающей на за-
грязненных диоксинами территориях. Концентра-
ции в тканях составляли – WHO-TEQ05 в среднем 
2,1 (0,4–13,0) пг/г, сухого веса; ТХДД 0,2 (0,07–0,3) 
пг/г сухого веса [14]). Зоны отлова расположены 
в ≈ 1,5 км от границ санитарной зоны законсерви-
рованного полигона твердых бытовых отходов 
(ТБО) «Саларьево» (г. Москва). Обследованы вы-
борки из различимых по показателям загрязнения 
диоксинами функциональных группировок поле-
вок зимнего и летнего сезонов. В ходе проводимых 
ранее исследований показано, что у  представляю-
щих функциональную группировку зимнего сезона 
животных концентрации диоксинов (WHO-TEQ05) 
оказались меньше, чем у полевок летнего сезона – 

https://www.normacs.ru/Doclist/doc/12LQU.html
https://www.normacs.ru/Doclist/doc/12LQU.html
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0,48±0,36 пг/г липидов против 4,01±4,67 пг/г липи-
дов соответственно [15]. Выборка рыжих полевок 
из группировки зимнего сезона, отловленная 
в апреле 2021 г., обозначена как С1, из летнего се-
зона (отловлена в ноябре 2021 г.) – как С2.

Учитывая, что для этого вида не выведены ли-
нии животных с известными мутациями или ха-
рактеристиками популяции, которые могут по-
влиять на результаты исследования, сделанный 
нами выбор в пользу рыжих полевок как модель-
ного вида мы сочли вполне оправданным. Услов-
но контрольными для исследованных выборок С1 
и С2 стали выборки рыжих полевок из виварной 
линии, поддерживаемой в научно-эксперимен-
тальной базе «Черноголовка» Института проблем 
экологии и эволюции РАН (ИПЭЭ РАН), обозна-
ченные соответственно Ч1 и Ч2. Виварная линия, 
происходящая от популяции диких особей из 
Тверской области, не подвергалась воздействию 
диоксинов [15]. Обследование всех выборок было 
выполнено одновременно. 

При оценке физического состояния обследо-
ванных особей видимых патологий (опухоли, на-
рушения морфогенеза) отмечено не было. Все 
животные были сопоставимы по возрасту. Харак-
теристика биоматериала представлена в табл. 1.

Таблица 1
Общая характеристика обследованного биоматериала

Регистрируемые 
параметры

Изучаемые выборки

Ч1 С1 Ч2 С2

Дата обследова-
ния, месяц/год 04/2021 04/2021 10/2021 10/2021

Размер выборки, n 10 12 7 13
Пол, самцы/самки 5 / 5 10 / 2 5 / 2 12 / 1
Масса тела, г 21,5 ± 2,7 24,1 ± 2,9 17,6 ± 2,2 15,8 ± 1,5
Длина тела, мм 97,1 ± 2,9 96,1 ± 3,8 101,1 ± 6,8 81,2 ± 2,4

Отлов и забой животных. Полевок отлавлива-
ли рядом с поселением Картмазово – на расстоя-
нии 1,0–1,3 км от полигона ТБО «Саларьево». 
Место отлова – смешанный лес с преобладанием 
мелколиственных пород (береза, осина) и неболь-
шим присутствием хвойных (сосна, ель), с разви-
тым подлеском (орешник, малина), координаты – 
55.615429, 37.401984. 

Животных после отлова помещали в клетки 
и содержали в лаборатории в одинаковых услови-
ях в течение 5–8 сут до забоя вместе с условно-
контрольными животными. В условиях лаборато-
рии полевкам давали воду и стандартный корм. 
Таким образом частично исключали влияние 
стресса или возможных заболеваний животных. 

Забой животных проводили методом церви-
кальной дислокации. Метод эвтаназии соответ-
ствовал требованиям ст. 6 и Приложения IV Ди-
рективы 2010/63/EU.

Выделение РНК и обратная транскрипция. Для 
сохранения РНК от каждой особи брали по фраг-

менту печени (главный орган метаболизма ксено-
биотиков [16]) массой примерно 0,01–0,05 г, поме-
щали его в раствор фиксатора IntactRNA 
(«Евроген», Россия) в соответствии с рекомендаци-
ями. Выделение РНК проводили с помощью реак-
тива ExtractRNA («Евроген», Россия) по протоколу 
производителя. На спектрофотометре NanoDrop 
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, США) определя-
ли концентрацию РНК в пробе. 2 мкг РНК обраба-
тывали ДНКазой I в соответствии с протоколом 
фирмы «Thermo Fisher Scientific» (США). Синтез 
кДНК осуществляли с помощью набора MMLV RT 
kit (Евроген, Россия) с использованием случайного 
декануклеотидного праймера.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР). Уровень 
экспрессии генов-маркеров и мобильных элемен-
тов оценивали методом количественной ОТ-ПЦР. 
Протокол ПЦР в реальном времени: 95° – 5 мин, 
затем 40 циклов (95° – 10 с, 55° – 30 с, 72° – 40 с). 
В  работе использовали амплификатор Bio-Rad MJ 
MiniOpticon (Bio-Rad Laboratories, США). В каче-
стве референсного гена применили ген β-актина 
actb. Уровень экспрессии генов рассчитывали в со-
ответствии со стандартным методом ΔСt. При ста-
тистической обработке результатов использовали 
критерий Манна-Уитни. Для оценки вариабельно-
сти применяли коэффициент осцилляции px%.

Выбранные для исследования гены и использо-
ванные праймеры приведены в табл. 2. Средний ди-
апазон длин ПЦР-продуктов составлял 150–170 п.н.

Результаты и обсуждение 
Показатели экспрессии генов представлены 

на рисунке. При анализе диаграмм важно учиты-
вать, что наши исследования выполнены на жи-
вотных из двух функциональных группировок, т.е. 
фактически из сменяющих друг друга в течение 
года поколений локальной популяции, ткани ко-
торых содержали значимо различимые концентра-
ции диоксинов [17]. Наличие этой разницы позво-
ляет рассматривать регистрируемые эффекты 
экспрессии маркерных генов не только во взаи-
мосвязи с реакциями организма на разных уров-
нях (генетическом и эпигенетическом), но и как 
отражающие последствия воздействия диоксинов 
и сопутствующих им ксенобиотиков на цикло-
морфных млекопитающих. Необходимость учета 
влияния на проявления этих реакций сезонных 
различий уже отмечена [18].

Функциональная группировка зимнего сезона. 
Статистически значимых отличий между показа-
телями уровней экспрессии гена ahr у животных 
из выборки С1 против выборки Ч1 не выявлено 
(рисунок А). Между тем отмечена выраженная ва-
риабельность этих показателей. Более того, у трех 
из 12 особей выборки С1 показатели экспрессии 
гена ahr оказались на уровне, превышающем верх-
нюю границу вариабельности его экспрессии в ус-
ловно контрольной выборке Ч1.
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Таблица 2
Список генов и праймеров, использованных в работе

Ген Праймер Последовательности финальных праймеров (направление от 5’ к 3’)

actb Прямой GAG CCA GAG CAG TGA TCT CC
Обратный GCT CTT TTC CAG CCT TCC TT

ahr Прямой GAA GAC CGA GCT GAG TTC CA
Обратный AGC CGG CAT ATG AAG CAC CT

keap1 Прямой GGC GGA TGA TCA CAC CAA TGA A
Обратный ACT CCG TCG GTG CTT CAT GG

cyp1a2 Прямой GAC CTC AGC TGC CCT ATC TG
Обратный ACA CAA AGG GGT CTT CCC AC

dnmt1 Прямой AGT GAC GAG GAA GCT GTG GT
Обратный AAG GAA GTA GAA GCG GTC AGG

dnmt3a Прямой CCG GCT CTT CTT TGA GTT CTA C
Обратный AGA TGT CCC TCT TGT CAC TAA CG

dnmt3b Прямой GAT GGA GAC AGC ACT GAG TAC C
Обратный TGG CGC TTG GAG GTG GCT TT

B1-SINE Прямой ACG CCT TTA ATC CCA GCA CT
Обратный TTT CGA GAC AGG GTT TCT CTG

LINE-1 Прямой CTC AGA AGA TGG AAA GAT CTC CCA
Обратный GAT GGG GAT TGC ATT GAA TCT GT

Рисунок. Сравнение относительных уровней экспрессии генов ahr, cyp1a2, keap1, dnmt1, dnmt3a, dnmt3b, LINE-1 и B1-SINE  
у рыжих полевок с помощью критерия Манна-Уитни. Линия в середине ящика – медиана, границы ящика – первый и третий 
квартили, «усы» – размах, ▼ – выбросы, + – среднее; * – p≤0,05; ** – p≤0,01; *** –  p≤0,001; **** – p<0,0001
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казателей – значения коэффициента осцилляции 
в выборках С2 и Ч2 составляли 290% и 270% соот-
ветственно. При этом у большей части экспони-
рованных полевок (у 9 особей из 13) показатели 
экспрессии cyp1a2 превышали медианные значе-
ния для условного контроля, а у 2 из 13 особей – 
максимальные для него значения. 

К выявленным особенностям экспрессии ге-
нов dnmt1, dnmt3a, dnmt3b в рассматриваемых вы-
борках можно отнести сравнительно небольшие 
уровни их вариабельности. При этом у особей 
из  выборки С2 показатели экспрессии dnmt3a 
и dnmt3b оказались значимо выше тех, что отмече-
ны у полевок из выборки Ч2. В отношении dnmt1 
значимых отличий не выявлено.

Ранее мы наблюдали [6] повышенный уровень 
экспрессии dnmt1 у полевок, обитающих в условиях 
загрязнения. С одной стороны, этот факт можно 
рассматривать как противоречащий вновь полу-
ченным данным. Между тем, это может свидетель-
ствовать лишь о неоднозначной направленности 
эффектов регуляции метилтрансферазами в разных 
условиях. Считается, что ДНК-метилтрансфераза 
Dnmt1 задействована преимущественно в механиз-
мах поддержания метилирования ДНК после ре-
пликации в свободных от действия стрессовых 
факторов условиях. В то же время при появлении 
стресса могут включаться процессы метилирова-
нии de novo с участием гена dnmt3а и кодируемой 
им ДНК-метилтрансферазы [25]. В связи с этим 
выявленный нами эффект значимых отличий  
экспрессии гена dnmt3а в выборке С2 против вы-
борки Ч2 дает основание рассматривать его как 
проявление вероятной специфической активации  
ДНК-метилтрансфераз Dnmt3a и Dnmt3b для под-
держания гомеостаза и  стабильности генома в пе-
риод жесткой экспозиции, а именно в летний сезон 
года. Согласованную работу генов dnmt1 и dnmt3а 
исследователи уже отмечали [26, 27] как при мети-
лировании de novo, так и при поддержании ста-
бильного уровня метилирования [26].

Показатели активности ретротранспозонов 
LINE-1 и SINE B1 между выборками С2 и Ч2 не 
различались (рисунок Ж, З). Не исключено, что 
это не случайно, особенно на фоне повышенных 
уровней транскрипции двух генов ДНК-метил- 
трансфераз (dnmt3a и dnmt3b). Важно отметить, 
что наибольшее число потенциально метилируе-
мых/деметилируемых сайтов CpG локализовано 
в ретротранспозонах и тандемных повторах ДНК. 
Известно, что в условиях постоянного химическо-
го стресса активность ретротранспозонов может 
возрастать с последующим приростом частоты 
спонтанного мутагенеза. Вполне вероятно, что ос-
новным механизмом формирования адаптации 
к  загрязненной диоксинами территории стала  
повышенная экспрессия генов dnmt3a и dnmt3b, 
позволившая обеспечить защиту генома путем  
активной репрессии ретротранспозонов.

Экспрессию cyp1a2 и keap1 характеризовали 
существенно большие средние уровни в выборке 
С1 против выборки Ч1 (рисунок Б и В). При ана-
лизе этих различий важно учитывать, что основ-
ной механизм токсичности диоксинов определяет 
индукция гемсодержащих белков, в первую оче-
редь – микросомальных ферментов [16, 19]. 
В роли признанных маркеров такой индукции вы-
ступают экспрессия cyp1a2 и последующие реак-
ции биотрансформации, происходящие с образо-
ванием активных форм кислорода и, как 
следствие, развитием окислительного стресса [20]. 
Отмеченное в выборке С1 повышение уровня экс-
прессии keap1, обладающего повышенной чув-
ствительностью к изменениям гомеостаза, можно 
рассматривать как еще одно свидетельство воз-
действия лигандированных (в том числе диокси-
нами) комплексов белков системы AhR на чув-
ствительные элементы ДНК в промоторах 
множества генов, включая участников множе-
ственных механизмов последующей каскадной ре-
гуляции сигнальных путей [21].

Не установлено статистически значимых раз-
личий между выборками С1 и Ч1 по показателям, 
характеризующим эпигенетическую регуляцию – 
уровням экспрессии всех трех ДНК-метил- 
трансфераз (dnmt1, dnmt3a, dnmt3b) и транс- 
крипции ретротранспозонов B1-SINE и LINE-1 
(рисунок Г, Д, Е, Ж, З). 

Исходя из перечисленного выше, мы рассма-
триваем зарегистрированные нами изменения 
экспрессии генов как особенности проявления 
естественных ответных реакций генома рыжей по-
левки на действие загрязняющих веществ в эколо-
гически значимых малых дозах в осенне-зимних 
условиях экспозиции [2, 16]. 

Возможность ассоциации рассматриваемых 
нами поглощенных животными доз с экологиче-
ски значимыми (малыми) определяется тем, что 
их количественные значения находятся в диапазо-
не типичных для жителей многих городов России 
нагрузок диоксинами [22–24], а также не превы-
шают санитарно-гигиенические и экологические 
нормативы3.

Функциональная группировка летнего сезона. 
У полевок С2 средние показатели уровня экспрес-
сия генов ahr, keap1, dnmt3a и dnmt3b оказались 
значимо выше против зарегистрированных у по-
левок Ч2 (рисунок А, В, Д, Е). В отношении cyp1a2 
и dnmt1 отличий не выявлено (рисунок Б и  Г).  
При анализе причин, определивших отсутствие 
различий в уровнях экспрессии cyp1a2 между эти-
ми выборками, мы обратили внимание на чрезвы-
чайную вариабельность зарегистрированных по-

3  Гигиенический норматив ГН 2.1.7.3298-15; Руковод-
ство по оценке риска для населения при воздействии химиче-
ских веществ, загрязняющих окружающую среду. Руковод-
ство. P2.1.10.1920-04 (утверждено Главным государственным 
санитраным врачом РФ 05.03.2004).
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Таким образом, использованные в работе по-
казатели экспрессии генов и активности ретротра-
спозонов отражают эффекты начальных ответных 
реакций организма на действие факторов среды 
обитания в условиях длительного хронического 
воздействия диоксинов, загрязняющих среду в ма-
лых концентрациях. В этой связи отметим, что при 
изучении проявлений этих эффектов во взаимос-
вязи с мерами токсической нагрузки диоксинов на 
организм важно учитывать вероятность нелиней-
ного характера таких взаимосвязей, когда низкие 
их дозы могут быть более активны в отношении 
вызываемых эффектов (парадоксальное действие 
диоксинов с нелинейными (U-образными) кривы-
ми зависимости «доза – эффект») [3, 28–30]. Более 
того, следует учитывать множественные сигналь-
ные пути и механизмы с участием AhR, вовлекае-
мые в ответные реакции на низкие дозы с самых 
ранних этапов онтогенеза и способные изменять 
функциональную активность иммунной, нервной, 
репродуктивной и других систем организма. Одна-
ко без учета относительного уровня экспрессии 
гена ahr будет трудно интерпретировать остальные 
показатели.

Систематизация полученных данных позволя-
ет выделить три взаимосвязанные между собой 
группы маркеров рассматриваемых эффектов. 
К первой группе мы можем отнести показатели ак-
тивности гена ahr и гена cyp1a2, которые считаются 
признанными маркерами воздействия на микросо-
мальную систему [19]. Регистрация активности 
keap1 способствует диагностике индукции окисли-
тельного стресса, вызываемого целым каскадом ре-
акций с участием продуктов биотрансформации 
эндогенных и экзогенных соединений  [10, 31].  
Вероятность изменения эпигенетических событий 
и  возможных последствий для процессов адапта-
ции в целом может быть зарегистрирована с помо-
щью маркеров транскрипционной активности ре-
тротранспозонов на фоне модифицированной 
экспрессии генов ДНК-метилтрансфераз [27, 32].

Проявления экспрессии маркерных генов в раз-
ные сезоны года. Особенностью нашего экспери-
мента является учет влияния сезонных факторов 
на проявления зарегистрированных эффектов 
экспрессии маркерных генов у особей из природ-
ной популяции рыжих полевок, что согласуется 
с синхронизирующей ролью среды [18, 33–36].

У животных условно контрольных выборок 
Ч1 и Ч2 средние уровни экспрессии ahr, cyp1a2, 
dnmt1 и dnmt3a были неразличимы. Средние уров-
ни экспрессии keap1 и dnmt3b оказались значимо 
выше в выборке зимнего сезона. К свидетельствам 
адаптационного характера этого возрастания ак-
тивности можно отнести выраженную вариабель-
ность показателей экспрессии генов dnmt1, dnmt3a 
и dnmt3b в выборке зимнего сезона, при участии 
которых генотип организма взаимодействует 
с  окружающей средой [25, 37, 38]. При этом уве-

личение уровня экспрессии молекулярного сенсо-
ра окислительного стресса (keap1) мы сочли допу-
стимым рассматривать в аспекте появления более 
широкого спектра естественных стрессовых фак-
торов в зимний период года [10].

Показатели экспрессии маркерных генов 
dnmt1, dnmt3b и LINE-1 у полевок из выборки С1 
оказались значимо ниже, чем в выборке С2  
(рисунок Г, Е, З). Для ahr, cyp1a2, keap1, dnmt3a 
и  B1-SINE значимых отличий не найдено  
(рисунок А, Б, В, Д, Ж). Выявленные различия 
в  уровне экспрессии dnmt1, dnmt3b и LINE-1 
в полной мере укладываются в современные пред-
ставления о  роли эпигенетического репрограми-
рования в  процессах адаптации к стрессовым  
факторами среды обитания, в данном случае – 
к факторам зимнего сезона [37, 38]. 

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что выбранный нами набор генов и анализируе-
мые показатели их экспрессии позволяют создать 
научно обоснованные представления о запускае-
мых в организме рыжих полевок процессах в ответ 
на длительное воздействие на локальную популя-
цию диоксинов, загрязняющих среду за предела-
ми санитарной зоны свалки в малых дозах. Стоит 
отметить, что наблюдаемые нами на молекуляр-
ном уровне эффекты способны приводить как 
к  адаптационным изменениям, так и к негатив-
ным последствиям для здоровья. Эпигенетические 
модификации, включая особенности метилирова-
ния ДНК, возникающие на ранних этапах онтоге-
неза и передаваемые в ряду поколений, рассма-
тривают как важный компонент патогенеза 
многофакторных и экологозависимых заболева-
ний, а также как участника вероятных механизмов 
адаптации к действию экотоксикантов  [39–42]. 
Баланс между надежностью и  гибкостью ответов 
систем адаптации к разным стрессовым ситуаци-
ям может поддерживаться и за счет системы диок-
синового рецептора, основной белок которой 
(AhR) сейчас рассматривают как универсальный 
фактор, считывающий метильные метки в чув-
ствительных элементах генов – мишеней ксено-
биотиков [43]. Последующее формирование  
методической базы для изучения и оценки эко-
токсичности загрязненной диоксинами среды тре-
бует расширения работ. Прежде всего это отно-
сится к учету влияния синхронизирующей роли 
сезонных, возрастных и других факторов натурно-
го эксперимента (с использованием выбранных 
нами показателей). 
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Peculiarity of marker genes’ expression in bank voles  
Clethrionomys glareolus characterizing ecotoxicity effects  
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To assess the ecotoxicity of low doses of dioxins is almost impossible without considering the 
influence of real exposure conditions on these substances’ properties. The best approach to take 
these into account is the biomonitoring of the initial toxic effects’ manifestation. We studied 
bank voles from population naturally exposed to dioxins, the summer-born adults and 
overwintered functional groups of animals differed by dioxin body burden. Dioxin-free samples 
of a vivarium bank voles’ line served as a control. Initial effects of ecotoxicity were characterized 
by transcriptional levels of genetic markers: ahr, cyp1a2, keap1, dnmt1, dnmt3a, dnmt3b, LINE-1 
and B1-SINE. Summer-born functional group had significantly higher expression levels of ahr, 
keap1, dnmt3a and dnmt3b genes versus their control group. Overwintered functional group had 
elevated expression levels of cyp1a2 and keap1, but no changes were found versus controls for 
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dnmt1, LINE-1 and SINE B1. The increased expression of marker genes in dioxin-exposed voles 
was quite well associated with toxic process’ mechanisms – their formation and progression 
under exposure of several generations to low sub-toxic doses. The data obtained will contribute 
to the development of a biomonitoring method for assessing the initial effects of dioxin 
ecotoxicity.
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Жизнь на краю ареала: сравнительное изучение центральных 
и краевых популяций Dactylorhiza traunsteineri (Orchidaceae) 

на европейском северо-востоке России
И.А. Кириллова* , Д.В. Кириллов 

Институт биологии Коми научного центра, Уральское отделение Российской Академии наук,  
Россия, 167000, г. Сыктывкар, ул. Коммунистическая, д. 28

*e-mail: kirillova_orchid@mail.ru

Периферийные популяции считаются более уязвимыми, чем центральные, однако не-
давние исследования поставили под сомнение существование четких закономерностей 
в пределах ареалов видов. Мы изучили репродуктивные и демографические характери-
стики редкой орхидеи Dactylorhiza traunsteineri на северо-восточном пределе ее распро-
странения (Приполярный Урал) и сравнили их с данными четырех популяций, находя-
щихся ближе к центру ареала этого вида (юг Республики Коми). Значения численности 
популяций, размеров растений, числа цветков на особь и семян в плоде в периферийных 
популяциях были достоверно ниже, чем в популяциях, расположенных ближе к центру 
ареала. Вопреки ожиданиям, периферийные популяции возобновлялись лучше, чем 
центральные популяции, что, возможно, связано с высоким уровнем влагообеспеченно-
сти территории Приполярного Урала. Доля ювенильных особей в периферийных попу-
ляциях составила 18,7%, в популяциях на юге Республики Коми – 6,3–6,9%. Кроме того 
выявлено, что в направлении от центра к периферии ареала увеличивается доля пустого 
пространства в семенах (с 63,9 до 75,6%). Это обеспечивает им лучшую летучесть и по-
вышает шансы достичь благоприятных для прорастания мест, которых на краю ареала 
становится меньше.

Ключевые слова: орхидные, граница ареала, репродуктивный успех, структура популяции, 
Республика Коми, морфометрия семян

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-78-2-9

Каждый вид занимает ограниченную геогра-
фическую область – ареал. Идея о том, что попу-
ляции в центре ареала и на его окраинах отлича-
ются, является фундаментальным принципом 
экологии и биогеографии [1]. Существует гипоте-
за «обильного центра», согласно которой виды 
в центре ареала чаще всего населяют большее раз-
нообразие типов местообитаний, тогда как по 
краям они в основном произрастают в ограничен-
ном спектре растительных сообществ [2]. Счита-
ется, что условия окружающей среды являются 
оптимальными вблизи центра ареала и более су-
ровыми на периферии, поэтому индивидуальная 
приспособленность и показатели демографии 
снижаются от центра к окраинам ареала [3]. Кра-
евые популяции из-за изоляции и ограничений, 
вызванных экстремальными условиями среды 
обитания, считаются более уязвимыми по сравне-
нию с популяциями, встречающимися в центре 
ареала. Ряд исследований показали более низкие 
показатели жизнедеятельности на границе ареа-
ла [4, 5], тогда как другие не обнаружили ожидае-
мых различий [6, 7].

Виды семейства орхидные являются своео-
бразными «индикаторами» состояния экоси-
стем  [8] и первыми выпадают из состава фитоце-
нозов при любых антропогенных нарушениях. 
Для успешного сохранения природных популяций 
этих уязвимых растений необходимы всесторон-
ние исследования их биологии и экологии [9]. 
Особенно актуальны такие исследования близ 
границ ареалов видов, где они существуют на пре-
деле своих биологических возможностей.

Dactylorhiza traunsteineri (Saut. ex Rchb.) 
Soó [10] – редкий вид семейства орхидные, вклю-
ченный в Красную книгу Российской Федера-
ции [11], однако на ее территории практически не 
исследован [12]. Данные по виду представлены 
лишь в публикации И.В. Блиновой [13] по Мур-
манской области и в исследовании, посвященном 
динамике одной популяции этого вида в Респу-
блике Коми [14]. Кроме того, есть несколько работ 
по разным вопросам биологии близкого вида – 
D. lapponica (Laest. Ex Hartm.) Soó, который иногда 
рассматривают в составе D. traunsteineri s. l., выпол-
ненных на территории Норвегии [15, 16].

https://orcid.org/0000-0001-7774-7709
https://orcid.org/0000-0002-6577-693X
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Целью данной работы стала оценка состояния 
периферийных популяций этого вида, располо-
женных на северо-восточном пределе распростра-
нения, и сравнение их демографических показате-
лей с показателями популяций, находящихся 
ближе к центру ареала в пределах территории Ре-
спублики Коми. 

Материалы и методы
D. traunsteineri – редкая орхидея, охраняемая 

во многих европейских странах и в 26 регионах 
России [12]. Преимущественно европейский вид 
(рисунок). Растет на открытых сфагновых болотах 
переходного и низинного типа с повышенным 
минеральным питанием и на ключевых болотах. 
В  Республике Коми находится на северо-восточ-
ной границе своего распространения. Произрас-
тает на травяно-сфагновых, осоково-гипново-
сфагновых и травяно-гипновых болотах [17].

Исследования проводили в 2022 г. на трех 
участках территории Республики Коми (рисунок), 
расположенных по градиенту юг–север. Первый 
участок находился в подзоне южной тайги, на тер-
ритории Прилузского административного района, 
в пределах Северных увалов. Здесь исследована 
одна популяция (№ 1, табл. 1), самая южная из изу-
ченных нами. Среднегодовая температура воздуха 
составляет на данной территории +1,1°C, количе-
ство осадков за год – 622 мм, продолжительность 
вегетационного периода 106 сут [18]. 

Второй участок расположен в подзоне средней 
тайги, на территории Сыктывдинского админи-
стративного района, в пределах Вычегодско-Ме-

зенской равнины. Климат района умеренно конти-
нентальный, среднегодовая температура воздуха 
+0,4°C, количество осадков за год 560 мм, продол-
жительность вегетационного периода 100  сут [19]. 
На данном участке исследовано три популяции 
вида (№ 2–4, табл. 1), в популяции № 2 с 2014 г. ве-
дутся мониторинговые исследования [14]. 

Третий участок расположен на северо-востоке 
Республики Коми, в подзоне северной тайги на 
Приполярном Урале. В административном отно-
шении он входит в состав Вуктыльского админи-
стративного района (национальный парк «Югыд 
ва»). Климат здесь резко континентальный, с пре-
обладанием холодного времени над умеренно  
теплым. Это обусловлено географическим поло-
жением и наличием горных хребтов меридиональ-
ного направления, вдоль которых с  севера на юг 
проникают холодные арктические массы воздуха. 
Среднегодовая температура воздуха –4,5°C. Коли-
чество осадков более 1000 мм за год [18]. Вегета-
ционный период длится 60–75 сут. На данной тер-
ритории исследовали четыре популяции вида 
(№ 5–8, табл. 1), они находятся на северо-восточ-
ном краю его ареала.

При изучении популяций D. traunsteineri ис-
пользовали общепринятые в популяционной 
биологии методики с учетом специфики изуче-
ния редких видов [20]. В каждой популяции были 
заложены трансекты (1 × 10 м2), по 2–3 для каж-
дой популяции. Трансекты разбивали на учетные 
площадки по 1 м2. На каждой учетной площадке 
подсчитывали число особей изучаемого вида, 
определяли его плотность и онтогенетическую 

Рисунок. Ареал Dactylorhiza traunsteineri (отмечен зеленым цветом) (А) и локализация изученных популяций вида (черные звез-
дочки) на территории Республики Коми (Б), цифрами обозначены участки исследований.
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структуру популяций. Условные онтогенетиче-
ские состояния растений выделены по ранее раз-
работанным для данного вида ключам [14]. Выде-
ляли следующие онтогенетические состояния: 
ювенильное (j) (растения с одним листом сре-
динной формации с  2–4  жилками), имматурное 
(im) (растения с 1–2 листьями срединной форма-
ции с  6–8  жилками), взрослое вегетативное (v) 
(2–3  листа с 8–12  жилками) и генеративное (g) 
(цветущие растения). 

Во время плодоношения подсчитывали коли-
чество завязавшихся плодов и собирали коробоч-
ки со зрелыми семенами из центральной части  
соцветия до начала их раскрытия. Семена просма-
тривали при увеличении 4,5× под световым  
микроскопом МСП-2 (ЛОМО, Россия) и фото- 
графировали цифровой видеокамерой ТС-500 
(ЛОМО, Россия). Измерения проводили в про-
грамме ToupView (ToupTek, Китай). Анализирова-
ли среднюю длину и ширину семени и зародыша, 
отношение этих показателей друг к другу, объем 
семени и зародыша, долю воздушного простран-
ства в семени [21, 22] у 40 выполненных семян 
из каждой популяции. 

Для определения качества семян взята смесь 
семян из коробочек, отобранных с разных расте-
ний в пределах одной популяции (не менее 600 се-
мян с каждой популяции). Семена просматривали 
под микроскопом, неполноценными считали се-
мена без нормально развитого зародыша. Подсчет 
числа семян в коробочках проведен с применени-
ем разработанной нами оригинальной методики 
абсолютного учета количества семян средствами 
программного пакета ImageJ 1.53t [23] на сканиро-
ванном материале в автоматическом режиме (ал-
горитм Find Maxima) с ручной корректировкой. 
Для каждой популяции подсчитаны семена 
в 5–7 коробочках из средней части соцветия. 

Подготовительную обработку и анализ дан-
ных проводили в приложении Microsoft Office 
Excel 2010. Статистические расчеты выполнены 
с  помощью среды R (v.3.6.3) [24]. Проверку на 
нормальность распределения выборок значений 
морфометрических параметров растений и семян 
проводили с помощью W-теста Шапиро–Уилка. 
Для сравнения выборок использовали две группы 
методов: параметрические (t-критерий Стьюдента 
для выборок с нормальным распределением) и не-
параметрические (критерий Уилкоксона–Манна–
Уитни для данных с отклонениями от нормально-
го распределения). 

Результаты
Наши исследования показали, что числен-

ность популяций D. traunsteineri на юге Республи-
ки Коми (участки 1–2) высокая – свыше 1000 рас-
тений, плотность – 5–20 особей на 1 м2. Самая 
большая популяция (№ 2) насчитывает 23722 рас-
тения [14]. Краевые популяции на Приполярном 
Урале (участок 3) характеризуются меньшей чис-
ленностью – 100–500 особей, при средней плот-
ности размещения 8–18 экземпляров на 1 м2.

Все изученные нами популяции D. traunsteineri – 
нормальные, полночленные. В табл. 2 представлены 
усредненные онтогенетические спектры популяций 
вида с разных частей Республики Коми. На юге ре-
гиона в популяциях преобладают взрослые вегета-
тивные растения, при большом числе генеративных 
особей. В онтогенетических спектрах популяций 
вида на Приполярном Урале преобладают генера-
тивные и имматурные особи. Кроме того, они отли-
чаются повышенной долей молодых растений. Юве-
нильные особи присутствовали во всех изученных 
нами популяциях на территории Республики Коми, 
в краевых популяциях их доля оказалась выше 
(18,7%), чем в популяциях с юга региона (6,3–6,9%).

Таблица 1
Местонахождения изученных популяций Dactylorhiza traunsteineri в Республике Коми 

№ Местонахождение Координаты Местообитание

1 Окрестности деревни Занулье 60,6275° с.ш. 
49,4203° в.д.

Вахтово-сфагновое болото

2 Пойма реки Тылаю 61,5927° с.ш. 
50,6244° в.д.

Вахтово-осоково-гипновое болото

3 Пойма реки Юил 61,5161° с.ш. 
50,4323° в.д.

Вахтово-осоково-сфагновое болото с ерником

4 Истоки реки Фирма 61,6698° с.ш. 
51,0488° в.д.

Вахтово-гипново-сфагновое болото

5 Правый берег реки Большой Паток, 600 м ниже 
ручья Лиственичный

64,7417° с.ш. 
59,2857° в.д.

Пушицево-гипново-сфагновое болото

6 Правый берег реки Большой Паток, 3 км выше 
устья реки Седью

64,5630° с.ш. 
58,8087° в.д.

Хвощово-осоково-сфагновое болото

7 Левый берег реки Большой Паток, 400 м ниже 
острова Кузьлынди

64,5111° с.ш. 
58,5245° в.д.

Разнотравно-осоково-гипновое болото

8 Левый берег реки Большой Паток, 1 км выше 
острова Давди

64,4991° с.ш. 
58,5045° в.д.

Пушицево-осоково-гипновое болото
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В трех из четырех исследованных популяциях 
вида на Приполярном Урале отмечены повреж-
денные генеративные особи, их доля составила 
6–15%. На самом юге Республики Коми (уча-
сток  1) поврежденных генеративных растений не 
обнаружено. На участке 2 такие особи отмечены 
лишь в одной популяции, где ведутся мониторин-
говые исследования (в 2015 г. после заморозков 
в начале октября предыдущего года 7% генератив-
ных растений оказались повреждены).

Усредненные морфометрические параметры 
растений D. traunsteineri с разных частей Республи-
ки Коми приведены в табл. 3. Наши исследования 
показали, что в направлении с юга на север проис-
ходит значимое уменьшение размеров растений 
и числа цветков (при p < 0,05). 

Завязываемость плодов варьирует в разных по-
пуляциях от 14 до 69% (табл. 2). Не выявлено до-
стоверной корреляции между этим показателем 
и числом цветков в соцветии. Размеры семян в крае- 
вых популяциях D. traunsteineri значимо больше, 

чем в расположенных южнее: длина семени на са-
мом юге региона составляет 0,67 мм, в краевых по-
пуляциях – 0,73 мм, ширина – 0,19 и 0,21 мм соот-
ветственно (табл. 3). Выявлено, что в направлении 
от центра к периферии ареала у растений в изучен-
ных популяциях увеличивается доля пустого воз-
душного пространства – от 63,9 до 75,6%, отноше-
ние длины семени к его ширине не меняется, 
а зародыш становится более вытянутым (табл. 3).

На самом юге Республики Коми в коробочке 
D. traunsteineri образуется в среднем 5233 ± 433 се-
мян, в пределах средней тайги – 4472 ± 563 шт., 
а  на Приполярном Урале – 4222 ± 386 шт. Часть 
семян в коробочках – неполноценная, не содер-
жит нормально развитый зародыш. Доля таких се-
мян в изученных нами популяциях невелика – не 
превышает 4,9% (табл. 2). Реальная семенная про-
дуктивность генеративной особи максимальна на 
участке 2 – 29  740 семян. На самом юге региона 
и на Приполярном Урале на растение приходится 
в среднем 20 тыс. семян.

Таблица 2
Онтогенетические спектры и репродуктивные характеристики популяций Dactylorhiza traunsteineri на трех участках Республики Коми

Признак Участок 1 Участок 2 Участок 3

Усредненные онтогенетические спектры популяций (j:im:v:g) 6,9:18,5:38,6:36,0 6,3:15,3:41,6:36,8 18,7:29,8:19,8:31,7
Завязываемость плодов, % 26,9 46,2 (28,5-69,1) 28,8 (13,3-47,8)
Среднее число семян в коробочке, шт. 5233 4472 4221
Доля неполноценных семян, % 3,3 4,9 3,0
Реальная семенная продуктивность особи, шт. 19 057 29 740 20 277

Таблица 3
Морфометрические параметры растений и семян Dactylorhiza traunsteineri на трех участках Республики Коми

Признак
Участок 1 Участок 2 Участок 3 Уровень значимости

1 2 3 1-2 2-3 1-3

Высота растения, см 25,28±3,44 21,83±4,33 20,93±3,70 ** ** **
Длина соцветия, см 5,11±1,13 4,91±1,14 4,82±1,46 – – –
Число листьев, шт. 2,78±0,48 3,01±0,37 2,55±0,52 ** ** **
Длина нижнего листа, см 8,09±1,80 7,61±1,97 5,17±1,56 * ** **
Ширина нижнего листа, см 1,57±0,32 1,24±0,29 1,13±0,26 ** ** **
Длина второго листа, см 8,99±1,80 9,35±1,71 6,54±1,66 – ** **
Ширина второго листа, см 1,45±0,39 1,22±0,30 1,07±0,28 ** ** **
Число цветков, шт. 13,8±3,60 14,87±4,92 11,26±4,05 – ** **
Длина семени, мм 0,67±0,07 0,71±0,10 0,73±0,11 ** – **
Ширина семени, мм 0,19±0,03 0,21±0,03 0,21±0,03 ** – **
Длина зародыша, мм 0,21±0,02 0,23±0,03 0,22±0,05 ** ** *
Ширина зародыша, мм 0,14±0,02 0,15±0,02 0,13±0,03 ** ** **
Отношение длины семени к ширине 3,55±0,70 3,51±0,73 3,52±0,80 – – –
Отношение длины зародыша к ширине 1,56±0,14 1,60±0,18 1,71±0,27 – ** **
Объем семени ×10-3, мм3 6,65 8,34 8,94 ** – **
Объем зародыша ×10-3, мм3 2,20 2,74 2,15 ** ** *
Доля пустого воздушного пространства в семени, % 63,88 65,07 75,65 * ** **

Примечание: В таблице приведены среднее арифметическое (M) и стандартное отклонение (SD).
«–» – различия недостоверны; * – p<0,05; ** – p<0,01
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Обсуждение
Границы ареала вида часто совпадают с эко-

логическими границами. Поэтому виды достига-
ют здесь предела своей экологической толерант-
ности и плохо адаптируются к условиям вне 
ареала. В  связи с этим численность популяций 
видов с удалением от центра ареала уменьшается 
в ответ на все более неблагоприятную окружаю-
щую среду  [25]. По территории Республики  
Коми проходит северо-восточная граница рас-
пространения D.  traunsteineri и обследованные 
нами популяции на Приполярном Урале можно 
отнести к самым крайним точкам его ареала. 
Численность этих популяций ниже, чем на юге 
Республики Коми, но сопоставима с данны- 
ми для Центральной Норвегии [26, 16], где  
популяции насчитывают 400–500  цветущих  
растений. 

В результате снижения благоприятности 
окружающей среды при продвижении от центра 
к периферии ареала возрастает уровень экологи-
ческого стресса [27]. Следствием этого может 
быть уменьшение энергии, доступной для роста 
и размножения, при приближении к краю ареа-
ла, и, следовательно, уменьшение размеров рас-
тений и  снижение производства семян [5]. 
Уменьшение морфометрических параметров 
растений и числа цветков также отмечено нами 
в  периферийных популяциях D. traunsteineri 
на  Приполярном Урале, по сравнению с более 
южными популяциями вида на территории  
Республики Коми.

В большинстве изученных краевых популя-
ций D. traunsteineri отмечены поврежденные замо-
розками генеративные особи, по направлению 
к югу Республики Коми их число уменьшается. То 
есть низкие температуры на северо-восточной 
границе ареала влияют и на количество цветущих 
растений этого вида.

Эффективность опыления D. traunsteineri не 
связана с нахождением в разных точках ареала. 
Она сильно варьирует в разных популяциях и за-
висит от погодных условий во время цветения 
вида, а также конкретных условий фитоценоза. 
Средняя завязываемость плодов D. traunsteineri 
в  краевых популяциях на Приполярном Урале 
(28,8%) сопоставима с данными из Центральной 
Норвегии и Мурманской области, где этот показа-
тель не превышает 30% [13, 15]. В более южных 
популяциях, в Московской области, он составляет 
10–15% и только в особо благоприятные годы до-
стигает 60–65% [12]. 

Отмечено небольшое снижение семенной 
продуктивности в направлении от центра к краю 
ареала D. traunsteineri. Сокращение производства 
семян на северной границе ареала отмечено  
и для некоторых других видов орхидных, напри-
мер Epipactis atrorubens (Hoffm.) Besser [28], 

D.  incarnata (L.) Soó [29] и D. fuchsii (Druce) 
Soó [30]. Размер семян D. traunsteineri на террито-
рии Республики Коми при продвижении на се-
вер, напротив, увеличивается, в основном за счет 
увеличения доли пустого воздушного простран-
ства в семени. В Мурманской области, где прохо-
дит северная граница ареала D. traunsteineri, семе-
на этого вида еще крупнее, их размер составляет 
0,89  ×  0,27  мм  [13]. Известно, что увеличение 
объема воздушной прослойки в семенах повыша-
ет их парусность и  плавучесть и, следовательно, 
расширяет зону их возможного распространения 
с помощью воды и ветра [31]. Возможно, это яв-
ляется приспособлением к лучшему распростра-
нению, так как на границе ареала подходящих 
мест для прорастания становится меньше. По-
добная закономерность обнаружена и для друго-
го представителя рода Dactylorhiza (D. maculata 
(L.) Soó) на северной границе ареала [32]. Сни-
жения качества семян на границе ареала, описан-
ного для некоторых видов [6], для D. traunsteineri 
не отмечено.

Конечным показателем репродуктивного 
успеха вида на уровне популяции является число 
появившихся и закрепившихся молодых расте-
ний  [20]. Доля ювенильных особей оказалась 
выше в периферийных популяциях D. traunsteineri 
на Приполярном Урале, чем в более южных попу-
ляциях вида. Подобная закономерность описана 
и  для Plantago coronopus L. на северной границе 
ареала [33]. Возможно, это связано с тем, что 
среднегодовое количество осадков на территории, 
где находятся краевые популяции D. traunsteineri 
(участок 3) в два раза выше (1000 мм), чем в более 
южных частях (560–620 мм). А наши предыдущие 
исследования [14] показали, что уровень влагоо-
беспеченности является основным фактором, по-
ложительно влияющим на репродуктивный успех 
этого вида.

Таким образом, нами показано, что, несмотря 
на ряд свойств изученных краевых популяций 
D.  traunsteineri (уменьшение размеров растений, 
числа цветков и семян, снижение численности 
популяций, повреждение заморозками генератив-
ных растений), местообитания на периферии аре-
ала могут быть благоприятными для этого вида – 
по крайней мере, для некоторых показателей 
жизнедеятельности. Так, здесь выше число моло-
дых (ювенильных) растений, что свидетельствует 
о  благоприятных условиях для семенного возоб-
новления, основного у этого вида.

Работа выполнена в рамках госзадания Ин-
ститута биологии Коми научного центра Ураль-
ского отделения РАН (№ 122040600026-9). Ис-
следования проводили без использования 
животных и без привлечения людей в качестве 
испытуемых. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов. 
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Living at the edge: a comparative study of the central 
and marginal populations of Dactylorhiza traunsteineri (Orchidaceae) 

in European Northeast of Russia
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Institute of Biology, Komi Science Center, Ural Branch of Russian Academy of Sciences, 
28 Kommunisticheskaya str, Syktyvkar, Komi Republic, 167982, Russia 
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Peripheral populations are considered more vulnerable than central ones, but recent studies have 
questioned the existence of clear patterns within species ranges. We studied reproductive and 
demographic characteristics of the rare orchid Dactylorhiza traunsteineri at the northeastern limit 
of its distribution range (the Subpolar Urals) and compared them with the data of four 
populations located closer to the center of the range (south of the Komi Republic). In peripheral 
populations, number of individuals per population, plant sizes, number of flowers per individual 
and seeds per fruit were significantly lower than those in populations located closer to the center 
of the area. Contrary to expectations, the peripheral populations were renewed better than the 
central ones, which may be due to the high level of moisture availability in the Subpolar Urals. 
The proportion of juvenile individuals in the peripheral populations was 18.7%, in populations in 
the south of the Komi Republic – 6.3–6.9%. In addition, we found that in the direction from 
the center to the periphery of the species range, the proportion of empty space in seeds increased 
(from 63.9 to 75.6%). This provides the seeds with better volatility and increases the chances of 
reaching places favorable for germination, which are becoming fewer at the edge of the range.

Keywords: orchids, range boundary, reproductive success, population structure, Komi Republic, seed 
morphometry

Funding: This study was performed as part of the state assignment of the Institute of Biology, 
Komi Science Center, Ural Branch of Russian Academy of Sciences (no. 122040600026-9).

Сведения об авторах
Кириллова Ирина Анатольевна – канд. биол. наук, науч. сотр. отдела флоры и раститель-
ности Севера Института биологии Коми НЦ УрО РАН. Тел.: 8-821-221-68-55; e-mail: 
kirillova_orchid@mail.ru; ORCID https://orcid.org/0000-0001-7774-7709
Кириллов Дмитрий Валерьевич – канд. биол. наук, науч. сотр. отдела флоры и раститель-
ности Севера Института биологии Коми НЦ УрО РАН. Тел.: 8-821-221-68-55; e-mail: 
kirdimka@mail.ru; ORCID https://orcid.org/0000-0002-6577-693X

https://orcid.org/0000-0001-7774-7709
https://orcid.org/0000-0002-6577-693X
mailto:kirillova_orchid@mail.ru
https://orcid.org/0000-0001-7774-7709
http://orcid.org/0000-0002-6577-693X


102

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2023. Т. 78. № 2

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2023. Т. 78. № 2. С. 102–108

КРАТКОЕ СООБЩЕНИЕ
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Влияние пептида Ac-D-MPRG на основе С-концевого фрагмента 
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В данной работе было выявлено, что Ac-D-MPRG – тетрапептид, синтезированный на 
основе С-концевого фрагмента аргинин-вазопрессина(6-9) – при хроническом неона-
тальном введении влияет на тревожность и ориентировочно-исследовательское поведе-
ние крыс всех трех изученных возрастных групп. Также было установлено, что пептид 
оказывает наиболее выраженное действие в стрессогенных условиях. У крыс, получав-
ших пептид во всех трех исследуемых дозах, наблюдали сниженный уровень тревожно-
сти, что проявлялось в уменьшении количества актов груминга в тесте «Приподнятый 
крестообразный лабиринт» и увеличении времени нахождения в светлом отсеке в тесте 
«Светло-темная камера». Двигательная активность изменялась от пассивного затаива-
ния в препубертатном периоде к активному избеганию в пубертатный период и у взрос-
лых животных. На основании полученных данных можно сделать вывод, что пептид 
проявляет свое действие только при наличии биологически значимых стимулов.

Ключевые слова: поведение, тревожность, пептидные препараты, аналог аргинин-вазо-
прессина, ориентировочно-исследовательская реакция, интраназальное введение
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Фармакологические препараты пептидной 
природы в последнее время стали привлекать  
пристальное внимание исследователей в области 
психофармакологии. С каждым годом растет  
разнообразие пептидных препаратов, обладаю-
щих ноотропным, антидепрессантным и анксио-
литическим действием.

Вазопрессин, в дополнение к широко извест-
ной гормональной активности, вызывает ряд негор-
мональных эффектов. Помимо действия на пери-
ферийные органы, аргинин-вазопрессин (АВП) 
вызывает целый набор эффектов в центральной 
нервной системе, воспроизводя процессы обучения 
и запоминания, а также изменяя ответные реакции 
на стрессогенные факторы. АВП является одним из 
регуляторных пептидов, способных модифициро-
вать процесс обучения. Он обладает анксиолитиче-
ским и антидепрессантным действием [2].

Ранее было выявлено, что АВП и ряд его 
структурных аналогов при их хроническом неона-
тальном введении оказывают антистрессорное 
действие, способствуют улучшению обучаемости. 
Данные эффекты не ослабевают со временем, что 
может доказывать влияние пептидов этого ряда на 
созревание и формирование разнообразных ней-

роэндокринных систем мозга в постэмбриональ-
ном периоде развития животных [3].

В первый раз о ноотропном воздействии АВП 
и его структурных аналогов было упомянуто в ран-
них исследованиях группы Де Вида [4, 5]. В них же 
было представлено доказательство наличия негор-
мональных эффектов АВП. Было показано, что пе-
риферическое, а также внутримозговое введение 
АВП положительно влияет на обучаемость живот-
ных и степень их депрессивности.

При поиске минимально возможных фраг-
ментов АВП, вызывающих ноотропный эффект, 
был синтезирован целый ряд аналогов АВП, 
в частности – (АВП(6-9)). После этого был прове-
ден ряд исследований по их влиянию на память 
и обучение животных. В результате были синтези-
рованы пептиды, в состав которых входили с 6-й 
по 9-ю аминокислоты из АВП: Cys-Pro-Arg-Gly-
NH2 (CPRG) и Cys-Pro-Arg (CPR) [6]. Например, 
пептид CPRG, один из пептидов, синтезирован-
ных на основе АВП(6-9), не оказывал воздействия 
на выработку навыка в тесте «условная реакция 
активного избегания» (УРАИ) у здоровых крыс, 
но был эффективен у животных, находящихся под 
действием галоперидола [6–7]. 

https://orcid.org/0000-0003-2086-3746
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В лаборатории общей физиологии и регуля-
торных пепидов на кафедре физиологии человека 
и животных биологического факультета МГУ  
исследовалась биологическая активность таких 
фрагментов АВП, как АВП(4-8), АВП(4-9), 
АВП(5-9) и АВП(6-9). Было показано, что именно 
биологическая активность АВП(6-9) является 
наиболее высокой. Опираясь на полученные дан-
ные [8], сотрудники лаборатории прикладной 
биохимии Института биоорганической химии 
НАН Беларуси под руководством профессора В.П. 
Голубовича синтезировали аналог С-концевого 
фрагмента АВП с заменой Cys в 6-м положении на 
D-Met – Ac-D-MPRG. Было высказано предпо-
ложение о том, что данная замена Cys на D-Met 
способна привести к увеличению устойчивости 
данного пептида к разрушению пептидазами [7].

Материалы и методы 
Исследования проводились на самцах и сам-

ках нелинейных белых крыс, были работе задей-
ствовано 215 особей. Животные находились 
в  стандартных условиях вивария. Доступ к пище 
и воде был свободным, также соблюдался 12-часо-
вой световой режим дня (искусственное освеще-
ние с 9 до 21 ч). Вся экспериментальная работа на 
крысах проводилась с 10 до 20 ч. Опыты проводи-
лись в рамках биоэтических норм.

В эксперименте использовали аналог 
С-концевого фрагмента АВП – тетрапептид Ac-
D-MPRG, который был синтезирован в Инсти-
туте биоорганической химии Национальной 
академии наук Беларуси. Вещество вводили де-
тенышам белых крыс интраназально в дозах 
0,01  мкг/кг, 1,0  мкг/кг и 10 мкг/кг в течение 
5  сут с 3-х по 7-е сут жизни. В свою очередь  
контрольным животным вводили соответствую-
щий объем растворителя – дистиллированной 
воды – в те же сроки введения.

Детеныши белых крыс каждого выводка со-
держались вместе в отдельной клетке. С матерью 
крысята находились до месячного возраста. На 
45-е сут жизни, когда крысята достигают половоз-
релости, самцов и самок рассаживали, чтобы из-
бежать близкородственного скрещивания.

Тестирование животных проводилось в трех 
возрастах: 35–39-е сут жизни (препубертатный пе-
риод), 49–54-е сут жизни (пубертатный период), 
63–69-е сут жизни (взрослые животные).

Тест «Открытое поле» 

Бесстрессорная модификация. «Открытое поле» 
представляет собой стандартную круглую пластико-
вую арену диаметром 100 см с высокими стенками 
и  полом, расчерченным двумя концентрическими 
окружностями, расположенными на равном рас- 
стоянии друг от друга и от края арены, а также от-
резками прямых, делящими поле на 19  равных  
по площади областей. Тест в данной модификации 

проводится под красным светом лампы с мощно-
стью 15 Вт и в тишине [9]. Тестируемых животных 
помещали в установку на 2 мин и каждые 30 с экс-
перимента фиксировали параметры: период выхода 
из центра арены (латентный период); пробег – ко-
личество пройденных секторов (горизонтальную 
двигательную активность); стойки – количество 
подъемов на задние лапы (вертикальную двигатель-
ную активность); количество отходов от стенки аре-
ны – выходы I – количество пересечений внешней 
концентрической окружности; количество выходов 
в центр арены – выходы II – количество пересече-
ний внутренней концентрической окружности; ко-
личество умываний – груминг – количество каса-
ний животным морды передними лапами.

Стрессогенная модификация. Красный свет 
был заменен на ярко-белый мощностью 200 Вт 
и электрический звонок. Тестирование животных 
проводилось, как описано выше.

Тест «Приподнятый крестообразный лабиринт»

Эксперимент проводили в стандартном лаби-
ринте для взрослых крыс. Установка была разде-
лена на четыре рукава: два – с направленным яр-
ким светом мощностью 200 Вт и без перегородок 
(открытое пространство) и два – без освещениия 
и стенками (закрытое безопасное пространство.) 
Тестируемых животных помещали в установку 
мордой на освещенный рукав, тест проводили 
в течение 3 мин [8]. В тесте оценивали: латентный 
период первого захода в темный отсек, с; общее 
время нахождения на свету, с; количество выходов 
на первую или вторую половину светлого рукава; 
количество переходов из одного темного отсека 
в другой; количество переходов из одного светлого 
отсека в другой; количество пересечений центра 
лабиринта – общее количество переходов; коли-
чество свешиваний с открытых рукавов лабирин-
та; количество выглядываний из закрытых рука-
вов лабиринта; вертикальная двигательная 
активность – стойки – количество подъемов на 
задние лапы; количество умываний – груминг – 
количество касаний морды передними лапами.

Тест «Светлая – темная камера»

Установка представляет собой камеру (размер 
30 × 22 × 35 см), разделенную перегородкой с от-
верстием на два отсека: один – ярко освещенный, 
другой – затемненный. Животное помещали 
в светлый отсек и в течение 3 мин наблюдали пе-
ремещение крыс из отсека в отсек. Более подроб-
но методика описана ранее [8]. Параметры, иссле-
дуемые в тесте: латентный период перехода 
в темный отсек, с; суммарное время, проведенное 
в светлом отсеке, с; количество стоек в светлом 
и  темном отсеках; количество выглядываний из 
темного отсека; количество переходов между свет-
лым и темным отсеками; количество умываний 
в светлом и темном отсеках.
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Статистическая обработка результатов
Полученные экспериментальные данные об-

рабатывали с использованием стандартных мето-
дов статистического анализа. Для проверки нор-
мальности распределения использовали критерий 
Шапиро-Уилка.   Для сравнения параметров экс-
перимента массив данных сравнивали с помощью 
непараметрического критерия Манна-Уитни. Об-
работку массива данных проводили с помощью 
статистических программ «GraphPad Prism 8.0» 
(GraphPad Software, США), «Statistica 10.0», 
«Microsoft Excel». На графиках данные представ-
лены в виде медианы и интерквартильного разма-
ха. Значимыми различия считались при вероятно-
сти ошибки p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Тетрапептид Ac-D-MPRG влияет на уровень 

тревожности в тесте «приподнятый крестообраз-
ный лабиринт». Хроническое неонатальное введе-
ние тетрапептида в дозе 0,01 мкг/кг вызывало ста-
тистически значимое снижение количества актов 

груминга, которое наблюдали в период 49–54 сут 
жизни) (рис. 1Б) и 63–69 сут жизни (рис. 1В) 
(р = 0,0110 и р = 0,0437 соответственно), а также 
в  этих группах наблюдали значимое увеличение 
количества свешиваний с открытых рукавов лаби-
ринта у опытной группы по сравнению с кон-
трольной (р = 0,0291 и р = 0,0254 соответственно). 
В период 35–39 сут жизни введение Ac-D-MPRG 
в дозах 1,0 и 10 мкг/кг приводило к статистически 
значимому уменьшению количества актов гру-
минга (р = 0,0064 и р = 0,0487 соответственно) 
(рис. 1А), что свидетельствует о снижении эмоци-
ональной напряженности животных. Таким обра-
зом, неонатальное введение Ac-D-MPRG в дозе 
0,01 мкг/кг в период с 49 по 69 сут жизни и в дозах 
1,0 и 10 мкг/кг в период с 35 по 39 сут жизни при-
водит к понижению уровня тревожности и эмоци-
ональной реактивности животных.

Влияние Ac-D-MPRG на тревожность в тесте 
«Светло-темная камера». В тесте «Светло-темная 
камера» неонатальное введение Ac-D-MPRG в пе-
риод 35–39 сут жизни во всех трех дозах (0,01, 1,0 

Рис. 1. Изменение груминга у животных, неонатально получавших Ac-D-MPRG, в тесте «приподнятый крестообразный лаби-
ринт» (данные представлены в виде медианы и интерквартильного размаха)
Значимые отличия от контроля: * – р < 0,05; ** – р < 0,01
А – 35–39 сут жизни – препубертатный период; Б – 49–54 сут жизни – пубертатный период; В – 63–69 сут жизни – взрослые 
животные
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и 10 мкг/кг) приводило к статистически значимо-
му увеличению времени, проводимого в светлом 
отсеке камеры, у животных опытной группы по 
сравнению с контрольной (р = 0,0124, р = 0,0001 
и  р = 0,0207 для доз 0,01, 1,0 и 10 мкг/кг соот- 
ветственно) (рис. 2А). Животные из опытной 
группы также значимо больше делали переходов 
между отсеками камеры (р = 0,0251, р = 0,0429 
и р = 0,0140 для доз 0,01, 1,0 и 10 мкг/кг соответ-
ственно), но значимо реже выглядывали из темно-
го отсека, чем крысы контрольной группы 
(р = 0,0109 и р = 0,007 для доз 0,01 и 1,0 мкг/кг со-
ответственно). В период 49–54 сут жизни введе-
ние тетрапептида приводило к статистически зна-
чимому увеличению времени нахождения на свету 
только при введении в дозе 1,0 мкг/кг (р = 0,0251) 
(рис. 2Б), также уменьшилось количество выгля-
дываний из темного отсека камеры у опытных 
крысят при введении препарата в дозах 0,01 
и 1,0 мкг/кг (р = 0,0455 и р = 0,0463 соответствен-
но). У взрослых животных статистически значи-
мых отличий между группами не выявлено.

Регуляцию уровня тревожности выполняет 
АВП, синтезируемый в экстрагипоталамической 
части вазопрессинергической системы [10]. В этой 

зоне проекции нейронов следуют в передний мозг 
к его латеральному септуму, в котором содержится 
плотная сеть вазопрессин-содержащих нейро-
нов  [11]. Для этой области мозга характерна  
высокая плотность V1a-рецепторов АВП [12].  
Локальная экстрагипоталамическая активация ре-
цепторов данного типа участвует в обеспечении 
влияния АВП на уровень тревожности живот-
ных  [13]. Мы предполагаем, что для проявления 
эффекта необходимы более стрессогенные усло-
вия. Например, в тесте «приподнятый крестоо-
бразный лабиринт» условия менее стрессогенные, 
чем в «светло-темной камере», так как камера 
меньше по размерам и перепад освещенности двух 
отсеков камеры ярче выражен. В период неона-
тального введения Ac-D-MPRG часть вазопресси-
нергической системы, которая отвечает за эту по-
веденческую активность, еще не окончательно 
сформирована, поэтому мы и наблюдали влияние 
пептида на уровень тревожности животных только 
в более стрессогенных условиях [14].

Влияние Ac-D-MPRG на ориентировочно-иссле-
довательское поведение в тесте «открытое поле» 
(бесстрессорная и стрессогенная модификации). 
В тесте «открытое поле» (бесстрессорная модифи-

Рис. 2. Изменение двигательной активности у животных, неонатально получавших Ac-D-MPRG, в тесте «светло-темная камера» 
(данные представлены в виде медианы и интерквартильного размаха)
Значимые отличия от контроля: * – р < 0,05; ** – р < 0,01
А – 35–39 сут жизни – препубертатный период; Б – 49–54 сут жизни – пубертатный период
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кация) не было значимых отличий в поведении 
крыс контрольной и опытной группы при неона-
тальном введении Ac-D-MPRG во всех трех дозах 
и во всех возрастах.

В тесте «открытое поле» (стрессогенная моди-
фикация) в период 35–39 сут жизни наиболее  
эффективной оказалась доза пептида 1,0 мкг/кг: 
статистически значимо уменьшался пробег у опыт-
ных животных в период 30–60 с тестирования 
(р = 0,0105) (рис. 3А), а также суммарный пробег за 
все время тестирования (р = 0,0099). На 49–54 сут 
жизни статистически значимо увеличивался пробег 
у опытных животных в период 30–60 с (р = 0,0198) 
и в период 90–120 с (р = 0,0269) (рис. 3Б), а также 

в  период 30–60  с увеличивалось количество стоек 
(р = 0,0056) при использовании тетрапептида в дозе 
10 мкг/кг. На 63–69 сут жизни наблюдалось стати-
стически значимое увеличение пробега в период 
0–30 с (р = 0,0130) и суммарный пробег (р = 0,0147) 
(рис.  3В) при хроническом введении тетрапептида 
в дозе 1 мкг/кг.

Данные результаты подтверждают то, что в ус-
ловиях неизбегаемого стресса у животных, начи-
ная с пубертатного периода, наблюдается усиле-
ние ориентировочно-исследовательской реакции. 
Это может свидетельствовать о преимуществен-
ном развитии реакции избегания при действии 
стрессогенных факторов.

Рис. 3. Изменение горизонтальной двигательной активности у животных, неонатально получавших Ac-D-MPRG, в тесте  
«открытое поле» (стрессогенная модификация) (данные представлены в виде медианы и интерквартильного размаха)
Значимые отличия от контроля: * – р < 0,05; ** – р < 0,01
А – 35–39 сут жизни – препубертатный период; Б – 49–54 сут жизни – пубертатный период; В – 63–69 сут жизни – взрослые 
животные
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Понятие двигательной активности состоит 
из  достаточно большого числа поведенческих  
составляющих, определяемых степенью возбуж-
дения моторных центров, а также уровнем иссле-
довательской активности, способностью к  созда-
нию новых двигательных программ и др. Уровень 
горизонтальной двигательной активности хорошо 
характеризует уровень возбуждения локомотор-
ных центров. Соответствующие исполнительные 
области располагаются в спинном мозге. Верти-
кальная же активность рассматривается в рамках 
ориентировочного поведения, которое направле-
но на собирание новой информации. При перехо-
де от горизонтальной двигательной активности 
к  вертикальной (выполнение стоек) обеспечива-
ются торможение локомоторных проявлений, 
а также смена двигательных программ. Эта задача 
решается как высшими центрами головного моз-
га, так и корой больших полушарий, и базальны-
ми ганглиями [13]. 

Таким образом, в результате работы было по-
казано, что синтетический аналог фрагмента 
АВП(6-9) – Ac-D-МPRG – вызывает отставлен-
ные поведенческие эффекты. Тетрапептид ока-

зывает влияние на двигательную активность жи-
вотных всех возрастов, а также проявляет 
некоторое анксиолитическое действие. Наиболее 
эффективными оказались дозы 0,01 и 1,0 мкг/кг. 
Влияние хронического неонатального введения 
Ac-D-МPRG наиболее выражено у животных 
в препубертатный и пубертатный периоды жизни.

Работа выполнена в рамках государствен- 
ного задания МГУ имени М.В. Ломоносова 
(№ 121032300071-8), без поддержки государствен-
ных или частных фондов в рамках договора о на-
учно-техническом сотрудничестве между «Инсти-
тутом биоорганической химии» Национальной 
академии наук Беларуси и биологическим факуль-
тетом Московского государственного университе-
та имени М.В. Ломоносова с целью проведения 
работ по исследованию пептидных соединений. 
Эксперименты проведены с соблюдением этиче-
ских норм работы с животными и одобрены ко-
миссией Московского государственного универ-
ситета имени М.В. Ломоносова по биоэтике 
(протокол № 107-д). Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликтов интересов.
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SHORT COMMUNICATION 

The effect of the Ac-D-MPRG peptide based on the C-terminal fragment 
of arginine-vasopressin(6-9) on the character of rats of different ages
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In this work, it was found that Ac-D-MPRG, a tetrapeptide synthesized on the basis of the 
C-terminal fragment of arginine-vasopressin(6-9), upon chronic neonatal administration, 
affects anxiety and exploratory behavior in rats of three age groups. The most significant effect of 
the peptide was manifested under more stressful conditions. The rats of the experimental group 
showed less anxiety. They did less grooming in the Elevated Plus Maze test and increased time in 
light in the Light-Dark Chamber test. Motor activity changed from passive holding in the 
prepubertal period to active avoidance in puberty and adulthood. Based on the data obtained, we 
conclude that the effects of the peptide are manifested only when exposed to a biologically 
significant stimulus.

Keywords: behavior, anxiety, peptide drugs, arginine-vasopressin analog, orienting-exploratory 
reaction, intranasal administration
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КРАТКОЕ СООБЩЕНИЕ
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Изучение спектра активности новых штаммов микромицетов 
рода Aspergillus в отношении белков системы гемостаза

А.А. Осмоловский1, * , А.А. Шестакова1, Д.Е. Суркова1, 2, Р. Лехотска3, Е. Пецкова3
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Изучен спектр активности внеклеточных протеаз в отношении белков системы гемостаза 
для пяти видов микромицетов рода Aspergillus. Показано отсутствие типов активности, по-
добных компонентам системы гемостаза – тромбину, плазмину, фактору Xa, урокиназе 
и протеину C – а также активаторной активности по отношению к предшественникам че-
ловеческих гемостатических протеаз для A. athecius, A. caespitosus, A. glaucus, A. tamarii 
и A. wentii. Для A. glaucus показано наличие протеаз, высокоактивных (58,52 Eтир) и высоко-
специфичных в отношении фибриногена, а для A. athecius, A. caespitosus и A. wentii – спо-
собность синтезировать протеазы, активные в кислых областях рН. 

Ключевые слова: протеазы микромицетов, фибринолитические ферменты, тромболитические 
средства, активаторы белков гемостаза, хромогенные пептидные субстраты, аспергиллы

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-78-2-7

Микромицеты рода Aspergillus известны как 
продуценты протеаз, активных в отношении раз-
нообразных субстратов. Хорошо изучены фибри-
нолитические протеазы, синтезируемые A. oryzae, 
A. terricola, A. kanagawaensis, A. ustus и многими 
другими видами [1–5] и перспективные как тром-
болитические препараты экстренного действия. 
Кроме того, для некоторых протеаз показана ак-
тиваторная активность по отношению к белкам 
системы гемостаза, опосредующая непрямой фи-
бринолиз: протеаза A. ochraceus способна активи-
ровать протеин C, протеаза A. terreus – прекалли-
креин [6, 7]. Такие ферменты, несмотря на то что 
выявляются у продуцентов довольно редко [8], 
признаются перспективными агентами для диа-
гностикумов, используемых при выявлении забо-
леваний системы гемостаза ввиду уникальности 
их протеолитического действия. Низкая стои-
мость культивирования, простота выделения 
и  очистки, а также ограниченная субстратная 
специфичность секретируемых протеаз делают 
микромицеты рода Aspergillus перспективными 
продуцентами таких ферментов для биомедицины 
и фармацевтической промышленности.

В данной работе была исследована способ-
ность пяти представителей рода Aspergillus секре-
тировать протеолитические ферменты с активно-
стью в отношении белков системы гемостаза. Для 
данных видов изучение протеолитической актив-
ности проводилось впервые.

Материалы и методы
Объекты исследования. Объектами исследова-

ния были штаммы микромицетов A. athecius, 
A. caespitosus, A. glaucus, A. tamarii и A. wentii из кол-
лекции медицинского факультета Словацкого ме-
дицинского университета в г. Братислава. Поддер-
жание штаммов осуществляли в пробирках на 
скошенном сусло-агаре. В качестве посевного ма-
териала использовали культуры, выращенные 
в течение 7 сут.

Глубинное культивирование микромицетов. 
Культивирование микромицетов проводили в глу-
бинных условиях в шейкере-инкубаторе ES-20/80 
(BioSan, Латвия) при 200 об./мин в качалочных 
колбах объемом 750 мл со 100 мл питательной сре-
ды при 28°C в течение 48 ч на среде, содержащей 
сусло, глюкозу и пептон [9]. Далее 3% (об./об.) по-
севного материала переносили в среду № 1 (в %: 
глюкоза – 3,0, глицерин – 7,0, гидролизат рыбной 
муки – 0,5, NaNO3 – 0,2, KH2PO4 – 0,05, MgSO4 – 
0,05, рН 6,0) и среду № 2 (в %: крахмал – 1,0, глю-
коза – 3,5, гидролизат рыбной муки – 0,5, пептон – 
0,5, MgSO4 – 0,05, KH2PO4 – 0,05, NaCl – 0,2,  
рН 6,0) и культивировали в течение 4  сут. После 
культивирования культуральную жидкость отделя-
ли от мицелия фильтрованием и использовали для 
определения протеолитической активности.

Определение протеолитической активности 
с белковыми субстратами. Активность внеклеточ-
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ных протеаз определяли с различными белковыми 
субстратами. Для определения общей протеолити-
ческой активности использовали 0,2%-й раствор 
азоказеина (Merck, Германия), приготовленный 
на 0,1 М Трис-HCl буфере (рН 8,2) и на 0,1 М аце-
татном буфере (рН 5,5). Для определения фибри-
ногенолитической активности использовали 1%-й 
раствор фибриногена (Merck, Германия), приго-
товленный на 0,1 М Трис-HCl буфере (рН 8,2). 
Для определения гемоглобинолитической актив-
ности использовали 1%-ю суспензию гемоглобина 
(Merck, Германия), приготовленную на 0,1 М аце-
татном буфере (рН 4,7). Для определения протео-
литической активности по отношению к кислым 
фибриллярным белкам использовали 0,2%-ю су-
спензию голубого фибрина (Calbiochem, Герма-
ния), приготовленную на 0,1 М ацетатном буфере 
(рН 5,5). Реакции проводили при постоянном пе-
ремешивании (600 об./мин) при 37°С в термошей-
кере TS-100 (BioSan, Латвия). Для проведения  
реакции к 200 мкл субстрата добавляли 100 мкл 
культуральной жидкости. Для остановки реакции 
после 10 мин (для гемоглобина и фибриногена) 
или 30 мин (для азоказеина и голубого фибрина) 
инкубации добавляли 300 мкл 10%-й трихло- 
руксусной кислоты. Далее образцы центрифуги-
ровали в течение 10 мин при 14300 об./мин  
и в надосадочной жидкости измеряли оптическую 
плотность на спектрофотометре BioSpectrometer 
(Eppendorf, Германия). За единицу гемоглобино- 
и фибриногенолитической активности (Етир)  
принимали количество фермента, высвобож- 
давшее 1 мкг тирозина за 1 мин в условиях прове-
дения реакции. 

За единицы общей протеолитической (Еазк) 
и  фибринолитической (Егф) активности принима-
ли количество фермента, которое вызывало изме-
нение оптической плотности на 0,01 ед. в услови-
ях проведения реакции.

Плазминоподобную и активаторную по отно-
шению к плазминогену активность определяли по 
методу Аструпа–Мюллертца–Лансена с использо-
ванием фибриновых пластин [10]. Для приготов-
ления пластины с фибрином 9 мл 0,47%-го рас-
твора бычьего фибриногена (Merck, Германия) 
и 0,2 мл 0,4%-го раствора тромбина (приготовлен-
ных на 0,9%-м NaCl) смешивали и помещали 
в  стеклянную чашку Петри для полимеризации. 
После часовой стабилизации одну пластину про-
гревали в течение 30 мин при 86°С для инактива-
ции примеси плазминогена. Фибриновые пласти-
ны с нанесенными образцами (30 мкл) 
инкубировали при 37°С в течение 3 ч в термоста-
те-инкубаторе Binder (Binder, Германия). После 
инкубации измеряли диаметры зон гидролиза на 
прогретых и непрогретых чашках. Для расчета ак-
тиваторной по отношению к плазминогену актив-
ности диаметр зоны гидролиза на прогретой чаш-
ке вычитали из диаметра на непрогретой. За 

единицу активности принимали количество фер-
мента, формирующее зону гидролиза с площадью 
поверхности 1 мм2.

Определение протеолитической активности 
с  хромогенными пептидными субстратами. Актив-
ность внеклеточных протеаз микромицетов по от-
ношению к белкам плазмы крови человека опреде-
ляли в реакциях с хромогенными пептидными 
субстратами: Tos-Gly-Pro-Arg-pNA (ChromozymTH) 
и H-D-Phe-Pip-Arg-pNA (S-2238) – субстра- 
ты тромбина; H-D-Val-Leu-Lys-pNA (S-2251) – 
субстрат плазмина; Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA (S-2765) 
и  Bz-Ile-Glu(OR)-Gly-Arg-pNA (S-2222) –  
субстраты Xa-фактора плазмы крови человека;  
Glp-Gly-Arg-pNA (S-2444) – субстрат урокиназы; 
Glp-Pro-Arg-pNA (S-2366) – субстрат протеина С. 
Реакции проводили при постоянном перемешива-
нии (600 об./мин) при 37°C в термошейкере TS-100 
(BioSan, Латвия). 

Для проведения реакции 200 мкл пробы до-
бавляли к 50 мкл 0,05 М Трис-HCl (рН 8,2) 
и 100 мкл 0,05%-го субстрата, приготовленного на 
том же буфере, через 5 мин инкубации реакцию 
останавливали 200 мкл 50%-й уксусной кислоты. 
Оптическую плотность измеряли при длине вол-
ны 405 нм.

Активаторные активности по отношению 
к  белкам плазмы крови человека определяли для 
образцов с низкой прямой активностью по опи-
санному ранее методу [11]. За единицу активности 
(ЕpNA) в обоих случаях принимали количество 
мкмоль п-нитроанилина, отщепившегося от хро-
могенного субстрата за 1 мин. 

Результаты и их обсуждение
Протеолитическая активность использован-

ных в работе штаммов микромицетов, опреде-
ленная с  белковыми субстратами, представлена 
в табл. 1. 

Как видно из табл. 1, протеолитическую ак-
тивность проявляли все штаммы аспергиллов, но 
наименьшие значения были установлены для ми-
кромицета A. glaucus, у которого единственная су-
щественная активность наблюдалась в отношении 
фибриногена и достигала 58,52 Етир при культиви-
ровании на ферментационной среде № 1, что мо-
жет свидетельствовать об узкой субстратной спец-
ифичности выделяемых этим продуцентом 
ферментов. Высокую фибриногенолитическую 
активность также показал A. athecius (105,46 Етир) 
при культивировании на среде № 2, что в сочета-
нии с низкой общей протеолитической активно-
стью (18,95 Еазк) также может указывать на узкую 
субстратную специфичность протеаз этого проду-
цента. A. athecius, кроме того, оказался способен 
секретировать протеазы, активные в кислой обла-
сти рН и специфично расщепляющие глобуляр-
ные, но не фибриллярные белки. Наибольшую  
гемоглобинолитическую активность показали 



111

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2023. Т. 78. № 2

АКТИВНОСТЬ НОВЫХ ШТАММОВ ASPERGILLUS В ОТНОШЕНИИ БЕЛКОВ СИСТЕМЫ ГЕМОСТАЗА

A. caespitosus и A. wentii (292,60 и 127,14 Етир соот-
ветственно), что уменьшает вероятность примене-
ния выделяемых ими ферментов в биомедицине 
и  фармацевтике, но может быть использовано 
в  промышленности. Фибринолитическая актив-
ность, определенная с голубым фибрином при 
рН  5,5, для всех штаммов не превосходила 
10,1  Егф, что говорит о неспособности исследуе-
мых микромицетов образовывать протеазы, ак-
тивные в отношении фибриллярных белков в кис-
лых областях рН. Общая протеолитическая 
активность, определенная с азоказеином при 
рН  8,2, была достаточно низкой (менее 29 Еазк) 
для всех штаммов, кроме A. wentii (47,55 Еазк).

Изучение спектра протеолитической активно-
сти выделяемых используемыми микромицетами 

ферментов проводили с использованием хромо-
генных пептидных субстратов, расщепляемых 
белками системы гемостаза (тромбином, плазми-
ном, фактором Xa, урокиназой и протеином C). 
Результаты представлены в табл. 2. 

Исходя из значений, представленных в табл. 2, 
можно полагать, что микромицеты, использован-
ные в исследовании, не обладают высокими актив-
ностями, подобным тем, что проявляются белками 
системы гемостаза. Незначительную плазминопо-
добную активность проявляли A. glaucus и A. tamarii, 
однако она не превышала 16 ЕpNA.

Результаты изучения способности внеклеточ-
ных протеаз исследуемых микромицетов активи-
ровать белки системы гемостаза представлены 
в табл. 3.

Таблица 1
Протеолитическая активность микромицетов, определенная с белковыми субстратами

Микромицет Среда

Протеолитическая активность

Общая 
протеолитическая 

активность 
(рН 5,5), Eазк

Общая 
протеолитическая 

активность 
(рН 8,2), Eазк

Фибриногенолитическая 
активность, Eтир

Гемоглобинолитическая 
активность, Eтир

Фибринолитическая 
активность (рН 5,5), 

Eгф

A. athecius
1 27,60 14,50 0,00 29,89 0,00

2 72,05 18,95 105,46 22,95 0,00

A. caespitosus
1 2,55 28,35 0,00 84,20 0,00

2 12,15 10,75 32,63 292,60 0,00

A. glaucus
1 0,00 0,00 58,52 0,00 3,00

2 0,00 0,00 17,26 9,47 1,25

A. tamarii
1 6,25 6,30 0,00 15,99 0,00

2 20,90 27,05 4,21 13,68 10,10

A. wentii
1 33,40 47,55 0,00 127,14 6,00

2 18,95 6,15 17,89 26,10 0,00

Таблица 2
Прямая активность протеаз микромицетов в отношении хромогенных пептидных субстратов белков системы гемостаза

Микромицет Среда
Активность, ЕpNA

ChromozymTH S-2238 S-2251 S-2765 S-2222 S-2444 S-2366

A. athecius
1 0,00 1,42±1,42 0,09±0,09 0,55±0,55 5,77±2,70 0,00 0,00

2 2,58±0,32 0,96±0,15 2,93±0,03 1,07±0,44 0,00 0,93±0,06 2,78±0,32

A. caespitosus
1 0,03±0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,22±0,12

2 2,12±0,44 0,09±0,09 0,17±0,03 0,93±0,06 0,00 0,00 1,25±0,09

A. glaucus
1 0,41±0,00 0,00 9,89±1,54 0,00 0,00 5,89±0,03 7,92±0,84

2 7,19±1,86 6,50±1,39 15,60±1,33 7,48±0,17 0,75±0,32 8,50±0,55 8,70±0,15

A. tamarii
1 1,28±0,06 1,04±1,04 2,29±0,44 2,06±0,09 3,68±0,20 2,12±0,61 0,15±0,05

2 5,42±0,20 3,54±0,46 10,41±3,86 2,35±0,26 0,00 0,70±0,12 0,00

A. wentii
1 6,06±0,61 0,00 0,75±0,29 0,55±0,32 0,26±0,03 0,78±0,20 0,00

2 0,29±0,29 0,00 1,89±0,15 2,03±0,46 0,00 1,89±0,09 0,00
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Данные табл. 3 свидетельствуют о том, что 
внеклеточные протеазы, выделяемые всеми ис-
пользуемыми в исследовании штаммами микро-
мицетов рода Aspergillus, не обладают достаточны-
ми активаторными активностями по отношению 
к  белкам системы гемостаза. Из пяти штаммов, 
исследованных на предмет проявления активатор-
ной активности в отношении семи субстратов, 
только A. athecius и A. wentii показали активность, 
превосходящую 10 ед. (14,97 и 10,20 ЕpNA соответ-
ственно). Однако такие величины активности не 
позволяют считать данных микромицетов биотех-
нологически перспективными.

Для изучения прямой фибринолитической 
и  активаторной по отношению к плазминогену 
активности был использован метод Аструпа–
Мюллертца–Лансена с использованием фибрино-
вых пластин. Результаты представлены в табл. 4.

Наибольшую прямую фибринолитическую 
активность продемонстрировал A. athecius при 
культивировании на ферментационной среде № 2 
(402,93 Е). В то же время, при культивировании 
на этой же среде активаторная по отношению 
к  плазминогену активность также была наивыс-
шей среди наблюдаемых, что делает протеазы 
этого микромицета перспективными в качестве 
препарата для неотложной медицины, однако 

потенциально ограничивает их использование 
для создания диагностикумов. Также выражен-
ная фибринолитическая активность была показа-
на для A. caespitosus, а  активаторная по отноше-
нию к  плазминогену – для А. wentii. Отсутствие 
фибринолитической и  несущественная актива-
торная по отношению к  плазминогену актив-
ность наблюдались для A. glaucus, что в сочетании 
с  низкой протеолитической активностью, опре-
деленной с белковыми и хромогенными субстра-
тами, доказывает, что использование данного 
микромицета как продуцента протеолитических 
ферментов нецелесообразно. 

Полученные результаты могут быть объяснены 
происхождением использованных микромицетов: 
они были выделены из различных материалов, 
включая мышцы, кости, кожу и  погребальную 
одежду из мумифицированных человеческих 
останков из склепа [12]. Поскольку склеп, в кото-
ром они были обнаружены, долгое время не вскры-
вался, метаболическая активность грибов в  усло-
виях ограниченного количества питательного 
субстрата должна быть крайне низкой. Два основ-
ных питательных субстрата, обнаруженные в скле-
пе, представляют собой тела умерших и их одежду, 
то есть богатые белком и целлюлозой материалы. 
Вполне возможно, что низкая протеолитическая 

Таблица 3
Активаторная активность протеаз микромицетов в реакциях с хромогенными пептидными субстратами белков системы гемостаза

Микромицет Среда
Активность, ЕpNA

ChromozymTH S-2238 S-2251 S-2765 S-2222 S-2444 S-2366

A. athecius
1 0,00 0,64±0,36 0,00 0,00 0,00 2,78±0,18 0,00

2 14,97±0,99 4,35±1,48 0,00 3,07±0,32 0,00 2,38±0,28 0,00

A. caespitosus
1 6,56±0,97 0,00 1,94±0,04 0,93 0,00 0,00 3,28±0,41

2 0,00 0,00 0,00 1,33 0,00 1,54±0,08 0,00

A. glaucus
1 2,64±0,15 0,00 0,00 0,00 1,13±0,11 0,00 0,00

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

A. tamarii
1 0,00 0,52±0,08 1,45±0,09 0,00 0,00 4,29±1,00 2,78±2,78

2 0,00 0,75±0,21 0,00 4,06±1,08 0,00 0,81±0,07 1,91±1,91

A. wentii
1 0,00 1,91±0,32 0,00 0,00 3,25±0,23 0,70±0,03 0,06±0,06

2 10,20±0,43 0,41±0,12 0,75±0,20 0,00 0,00 3,60±0,021 0,00

Таблица 4
 Фибринолитическая и активаторная к плазминогену активность протеаз аспергиллов

Микромицет
Фибринолитическая активность, усл.ед/мл Активаторная к плазминогену активность, усл.ед/мл

Среда 1 Среда 2 Среда 1 Среда 2

A. athecius 174,83±16,48 402,93±0,00 37,46±17,66 310,52±8,24

A. caespitosus 241,43±40,03 141,53±30,61 44,12±17,66 0,00

A. glaucus 0,00 0,00 0,00 14,15±20,01

A. tamarii 0,00 83,25±0,00 104,90±7,06 213,12±0,00

A. wentii 0,00 83,25±0,00 53,28±0,00 91,58±11,77
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For five species of Aspergillus micromycetes, the diversity of proteolytic activities against human 
hemostasis proteins was assessed. For every strain, absence of activities similar to hemostatic 
proteases – thrombin, plasmin, factor Xa, urokinase, and protein C was shown. In addition, no 

активность использованных штаммов объясняется 
метаболической спецификацией в  отношении ма-
териалов одежды, а не мертвых тканей.

Таким образом, изучена активность внекле-
точных протеаз для пяти видов микромицетов 
рода Aspergillus. Показано отсутствие активностей, 
подобных активности тромбина, плазмина, фак-
тора Xa, урокиназы и протеина C, а также актива-
торных активностей в отношении этих белков. 
Продемонстрированы высокая и специфическая 

фибриногенолитическая, фибринолитическая, 
а также активаторная по отношению к плазмино-
гену активность для A. athecius, а также высокая 
фибринолитическая активность для A. caespitosus.

Работа проведена без привлечения финанси-
рования. Исследования выполнены без использо-
вания животных и без привлечения людей в каче-
стве испытуемых. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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activating activities towards precursors of the named proteases were demonstrated. For 
A. glaucus, proteases of high activity (58,52 Utyr) and specificity against fibrinogen were found. 
A. athecius, A. caespitosus и A. wentii, were capable of proteolysis at acidic pH.

Keywords: proteases of micromycetes, fibrinolytic enzymes, thrombolytics, activators of human 
hemostatic proteins, chromogenic peptide substrates, Aspergillus
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Основы биологии старения для небиологов МГУ

А.Н. Хохлов 
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Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, Россия,  

119234, Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12
e-mail: khokhlov@mail.bio.msu.ru

Кратко излагается история создания курса лекций «Основы биологии старения» на 
биологическом факультете Московского государственного университета имени 
М.В.  Ломоносова, а также в Центре инженерно-медицинских и биологических наук 
Харбинского политехнического университета. В процессе чтения этого курса у автора 
сложилось впечатление, что основные его положения могут быть интересными и для 
студентов небиологических специальностей, которые в последнее время довольно ча-
сто подключаются к работе по реализации геронтологических грантов. Во многом это 
определяется, по-видимому, значительно возросшим за последние годы финансирова-
нием такого рода исследований. В свою очередь, это является следствием того, что 
средняя продолжительность жизни людей в развитых странах резко возросла за по-
следние десятилетия. Однако максимальная продолжительность жизни практически 
не изменилась (она сейчас такая же, как и тысячелетия назад, просто шансов дожить 
до возраста долгожителя стало гораздо больше). Если раньше часто умирали в раннем 
возрасте от различных не связанных с возрастом болезней (главным образом – инфек-
ционных), то сейчас, вследствие значительных успехов медицины, большинство людей 
доживают до старости. В результате смерть «от старения» становится все более распро-
страненной. В то же время многие весьма смутно представляют себе, что такое старе-
ние, каковы его механизмы и как можно с ним бороться. В связи с этим в 2022 г. 
в МГУ был организован межфакультетский курс лекций по выбору для студентов лю-
бых подразделений университета, кроме самого биологического факультета. Он назы-
вается «Основы биологии старения, или все, что вы хотели знать о старении (но боя-
лись спросить)». Материал лекций был специально адаптирован для студентов, не 
являющихся по основной специальности биологами. Основной акцент в курсе, состо-
ящем из 12 лекций, сделан на фундаментальных определениях и методических/мето-
дологических подходах, используемых в геронтологии. В статье перечислены вопросы, 
вынесенные на зачет, и кратко анализируются его результаты.

Ключевые слова: старение, геронтология, курс лекций, преподавание, студенты небиологи-
ческих специальностей, Московский университет

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-78-2-5

Впервые курс лекций «Основы биологии ста-
рения» был организован мной в 1999 г. для сту-
дентов кафедры эмбриологии биологического 
факультета Московского университета имени 
М.В. Ломоносова [1, 2]. Предполагалось, что тем, 
кто изучает онтогенез, имеет смысл разбираться 
и  в  его последних стадиях. В рамках курса рас-
сматривались самые различные вопросы теорети-
ческой и экспериментальной геронтологии, 
в частности:

• Геронтология, ее роль в биологии и медици-
не, история становления и развития как науки.	
Современное состояние геронтологических иссле-
дований в России и за рубежом.

• Определения понятий – старение, смерт-
ность, продолжительность жизни (средняя, мак-
симальная, средняя ожидаемая, видовая).

• Теория надежности и старение. Скорость 
старения – что это такое? Есть ли разница между 
старением автомобилей и людей?

• Кривые выживания, таблицы смертности. 
Уравнение Гомпертца-Мейкхема. Стареющие 
и нестареющие виды. Чем определяются видовые 
различия в продолжительности жизни и скорости 
старения? Как пресноводная гидра ускользнула от 
старения и стала бессмертной?

• Ускоренное и преждевременное старение. 
Прогероидные синдромы. 

https://orcid.org/0000-0001-7454-7023
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• Продольные (лонгитудинальные) и попереч-
ные геронтологические исследования. Их плюсы 
и минусы. Почему первые лучше вторых?

• Половые различия в продолжительнос- 
ти жизни. Почему женщины живут дольше  
мужчин?

• Эволюция и старение. Старение простей-
ших, бактерий, грибов, микоплазм, расте- 
ний и др.

• Различные концепции старения (свободно-
радикальная теория, теория «катастрофы оши-
бок», «холестериновая» концепция, концепция 
ограничения пролиферации как причины нако-
пления повреждений макромолекул при старе-
нии и др.).

• Запрограммировано ли старение? Как рабо-
тает несуществующая программа старения? О свя-
зи развития и старения.

• Методология геронтологических исследова-
ний. Требования к новым теориям старения.

• Биологический возраст – определение, ме-
тоды оценки, использование в геронтологических 
и гериатрических исследованиях. Требования 
к маркерам биологического возраста. Что означает 
фраза «ему 50, а выглядит он на 30»?

• Физиология, молекулярная биология, био-
химия старения (основы). Генетика и старение.

• Долголетие и долгожители. «Возрастные» 
болезни. Старение – норма или патология? Гериа-
трия и биология старения. Социально-психологи-
ческие аспекты геронтологии.

• Возможная роль в старении изменений 
ДНК, белков, липидов, структуры и функции 
мембран. Репарация ДНК и старение. Холестерин 
и старение. Можно ли каждый день есть яйца?

• Возрастные изменения различных физио-
логических систем – кровь, сердечно-сосуди-
стая система, дыхательная система, пищевари-
тельная система, мочевыделительная система, 
нейрогуморальная система, иммунная система 
(основы).

• Половые клетки и старение. Проблема 
«бессмертия» зародышевой линии. «Эффект воз-
раста матери». Стволовые клетки и старение. По-
чему дети рождаются молодыми от взрослых ро-
дителей? 

• Классификация модельных объектов, ис-
пользуемых для исследования процессов старе-
ния и тестирования потенциальных геропротек-
торов и  геропромоторов. Различные подходы 
к их выбору.

• Экспериментальное продление жизни. Геро-
протекторы (замедляющие старение факторы), 
подходы к их тестированию. Ограничение пита-
ния. Физическая активность. Секс и старение. 
Антиоксиданты. Латирогены. Комплексоны. 
Можно ли считать геропротекторами воду и анти-
биотики? Насколько полезно в геронтологиче-
ском плане ограничение питания?

• Геропромоторы («ускорители» старения). 
Переедание. Ионизирующая радиация. Различные 
загрязнители окружающей среды. Индуцирован-
ное радиацией преждевременное старение.

• Аутофагия, ее активаторы / ингибиторы 
и старение. 

• Старение клеток in vitro («феномен Хейф-
лика») – история вопроса, использование кле-
точных культур в экспериментальной геронтоло-
гии. Цитогеронтология. Теория маргинотомии. 
Теломеры и теломераза. Теория коммитирова-
ния. Модели «стационарного» и хронологическо-
го старения. Другие геронтологические модели, 
использующие культивируемые клетки (напри-
мер, «клеточно-кинетическая модель» для испы-
тания геропротекторов и геропромоторов). Дис-
куссии о термине «клеточное старение» (cell 
senescence). Феномен DDR (DNA Damage 
Response). «Бессмертные» линии трансформиро-
ванных и иммортализованных клеток. 

• Сенолитики, сеностатики, сеноморфики. 
Зачем они нужны?

• «Сущностные» и «коррелятивные» модели 
в геронтологических исследованиях.

• Возможные последствия увеличения видо-
вой продолжительности жизни для человечества.

На основании этого курса в 2008 г. мной был 
создан курс лекций на английском языке для ма-
гистрантов Центра инженерно-медицинских 
и биологических наук Харбинского политехниче-
ского университета (Department of Life Science 
and Engineering of Harbin Institute of Technology) 
в Китае [3, 4]. Курс вызвал большой интерес ки-
тайских коллег и даже получил премию на кон-
курсе зарубежных лекций в этом университете. 
В 2009 г. я снова читал этот курс в Харбине, при-
чем на этот раз все слушатели сдали лектору  
зачет, прошедший весьма успешно. С  2010 г. 
в  силу определенных обстоятельств я не смог  
ездить в  Китай, так что китайские коллеги про-
должили читать его сами, ориентируясь на мои 
разработки.

В процессе чтения обоих курсов у меня сложи-
лось четкое представление о том, что адекватное 
восприятие студентами и аспирантами результа- 
тов современных молекулярно-геронтологических  
исследований невозможно без понимания основ-
ных фундаментальных определений и понятий,  
используемых как в теоретической, так и в экспе-
риментальной геронтологии. В дальнейшем на 
многочисленных геронтологических конференци-
ях я  неоднократно говорил, что, по-видимому, 
нельзя изучать тонкие механизмы старения и дол-
голетия на клеточном и  молекулярном уровне 
(а именно на этом сосредоточены в настоящее вре-
мя усилия большинства геронтологов), не имея 
представления о том, что такое старение, биологи-
ческий возраст, ожидаемая продолжительность 
жизни, клеточное старение, поперечные и лонгиту-



117

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2023. Т. 78. № 2

ОСНОВЫ БИОЛОГИИ СТАРЕНИЯ ДЛЯ НЕБИОЛОГОВ МГУ

динальные исследования, а также о том, как нужно 
правильно снимать кривые выживания экспери-
ментальных животных и формировать контроль-
ную когорту.

Надо заметить, что в последние годы интерес 
к геронтологии резко возрос. И в первую очередь 
это связано с тем, что средняя продолжитель-
ность жизни людей в развитых странах резко воз-
росла за последние десятилетия. Однако макси-
мальная продолжительность жизни практически 
не изменилась (она сейчас такая же, как и тыся-
челетия назад, просто шансов дожить до возраста 
долгожителя стало гораздо больше). Если раньше 
часто умирали в раннем возрасте от различных 
не связанных с возрастом болезней (главным об-
разом – инфекционных), то сейчас, вследствие 
значительных успехов медицины, большинство 
людей доживают до старости. В результате 
смерть «от старения» становится все более рас-
пространенной. В то же время многие весьма 
смутно представляют себе, что такое старение, 
каковы его механизмы и как можно с ним бо-
роться. Даже специалисты-геронтологи доста-
точно часто проводят свои исследования, не  
учитывая хорошо известные положения «класси-
ческой» науки о старении (например, определе-
ние старения как совокупности возрастных  
изменений, приводящих к увеличению вероят-
ности смерти), без которых становится просто 
невозможным получение корректных результа-
тов [5–7]. В частности, это касается работ,  
посвященных различным препаратам, предполо-
жительно замедляющим старение (геропротекто-
рам). Очень часто их испытания проводят на  
модельных животных с  определенными патоло-
гиями либо находящихся в неблагоприятных ус-
ловиях, так что авторы не могут с  уверенностью 
сказать, что они воздействовали на процесс ста-
рения, а не просто лечили какую-то болезнь или 
стимулировали защитные системы организма [8]. 
По-видимому, именно поэтому, как ни печаль-
но, на сегодняшний день науке не известны та-
кие геропротекторы, которые можно было бы ре-
комендовать для использования у людей. 
Впрочем, ситуация со ставшим очень популяр-
ным ограничением питания, которое многие 
считают наилучшим средством борьбы со старе-
нием, тоже является весьма неоднозначной. Не 
исключено, что многие эксперименты, направ-
ленные на выявление возможного влияния огра-
ничения питания на старение и продолжитель-
ность жизни, были поставлены не совсем 
корректно [8, 9]. Это же касается и интерпрета-
ции данных поперечных геронтологических ис-
следований [10] или выбора корректных клеточ-
ных моделей для тестирования геропротекторов 
и геропромоторов [11–14].

В рамках межфакультетского курса лекций 
по выбору, который с 2022 г. я читаю вместе 

с  Г.В.  Моргуновой для студентов любых других 
подразделений МГУ, кроме биологического фа-
культета, рассматривается целый ряд вопросов, 
встающих перед современной геронтологией, 
финансирование которой, надо заметить, в по-
следние годы резко возросло. По-видимому, 
именно последнее обстоятельство привлекло 
к  геронтологическим исследованиям большое 
количество специалистов смежных специально-
стей, которым, на взгляд авторов курса, было бы 
весьма полезно ознакомится с основами биоло-
гии старения, чтобы понять, почему мы до сих 
пор не живем 1000 лет. К сожалению, формируе-
мые в настоящее время интернет-ресурсами 
и  средствами массовой информации у рядо- 
вого читателя-зрителя-слушателя представления 
о старении и подходах к его изучению, как пра-
вило, не вполне соответствуют истине. Напри-
мер, можно найти в Интернете страничку с экс-
пертным мнением, согласно которому «клетки 
условно «считают» года по количеству употребля-
емого человеком сахара». При этом эксперт упо-
минает некий белок «reage» (?), который, по его 
мнению, и учитывает количество сахара, «нали-
пающего на белковые молекулы внутри тела». 
Про белок «reage» я ничего не смог обнаружить 
в  Интернете. Могу только предположить, что 
речь идет о RAGE – рецепторе конечных про-
дуктов гликирования [15, 16]. С его участием мо-
гут запускаться провоспалительные реакции 
и  нейродегенеративные процессы, но про его 
роль в  формировании биологического возраста 
информацию мне найти не удалось. Вряд ли все 
это очевидно для всех пользователей Интернета, 
просматривающих данную страничку. Однако 
она очень популярна (как и сам эксперт, даю-
щий огромное количество «геронтологических» 
интервью), и на нее легко найти очень много 
ссылок. Все это, на мой взгляд, делает весьма ак-
туальным обучение специалистов самых разных 
профилей основам геронтологии и биологии 
старения.

Состоящий из 12 лекций курс называется 
«Основы биологии старения, или все, что вы хо-
тели знать о старении (но боялись спросить)». 
Материал лекций был специально адаптирован 
для студентов, не являющихся по основной спе-
циальности биологами. Основной акцент сделан 
на фундаментальных определениях и методиче-
ских/методологических подходах, используемых 
в геронтологии.

На зачете после окончания курса студентам 
были предложены, в числе прочих, следующие во-
просы: 

1) Что такое старение? Дайте определение 
и объясните, как его измерить; 

2) Когорты и кривые выживания в экспе-
риментально-геронтологических исследова- 
ниях; 

https://radiokp.ru/zdorove/nalip-na-belkovye-molekuly-vnutri-tela-genetik-nazval-produkt-kotoryy-zastavlyaet-organizm-staret_nid505631_au10665au
https://lk.msu.ru/course/view?id=2659
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3) Стареющие и нестареющие организмы. 
Дайте определения и проиллюстрируйте на при-
мерах; 

4) Основные группы теорий старения; 
5) Как рассчитывается средняя ожидаемая 

продолжительность жизни? 
6) Кривые выживания, таблицы смертности. 

Уравнение Гомпертца; 
7) Как оценивают биологический возраст? 

Приведите примеры; 
8) Расскажите о требованиях к маркерам био-

логического возраста; 
9) Что такое геропротекторы и геропромото-

ры? Приведите примеры; 
10) Расскажите об исследованиях ограниче-

ния питания в геронтологии. Каковы основные 
методологические проблемы таких работ? 

11) Что такое лонгитудинальные и попереч-
ные исследования? Как их проводят? 

12) Расскажите о существующих моделях для 
изучения клеточного старения; 

13) Как реализуется «бессмертие» зародыше-
вой линии? 

14) Запрограммировано ли старение? Приве-
дите доводы за и против; 

15) Расскажите о правильном выборе кон-
трольных объектов для геронтологических экспе-
риментов; 

16) Дайте определения ускоренного и пре-
ждевременного старения. Проиллюстрируйте гра-
фиками; 

17) Что такое дифференциальная смертность 
и секулярный тренд? Приведите примеры их вли-
яния на интерпретацию данных геронтологиче-
ских исследований; 

18) Расскажите о подходах к оценке старения 
одноклеточных организмов; 

19) Чем определяются видовые различия 
в продолжительности жизни? 

20) Разные стратегии борьбы со старением на 
уровне вида; 

21) Каким образом избегает старения пресно-
водная гидра? 

22) Что такое «феномен Хейфлика»? 
23) Что такое хронологическое и «стационар-

ное» старение клеток? 
24) Почему была подставлена под сомнение 

роль теломер и теломеразы в старении? 
25) Чем определяются требования к размеру 

когорт в экспериментально-геронтологических 
исследованиях? 

26) Что такое сенолитики и как их используют? 
27) Какие органы человека наиболее чувстви-

тельны к старению и почему? 
28) Почему фраза «мой дед пил и курил, но 

прожил до 100 лет» не является подтверждением 
безвредности алкоголизма и курения?

На одном из недавних геронтологических фо-
румов я показал эти вопросы коллегам и спросил, 

кто из них готов сдать мне зачет. Они, оценив 
свои возможности, как и следовало ожидать, 
дружно отказались. 

По результатам проведенного зачета был сде-
лан вывод о том, что отсутствие биологического 
образования не является препятствием для 
успешного изучения геронтологии. Возможно, 
отсутствие «геронтологического», биологическо-
го или медицинского опыта – это только плюс 
для восприятия нашего курса лекций. У таких 
слушателей глаз не «замылен» догмами, которые 
оказывают огромное влияние на мышление тех, 
кто интересуется механизмами старения и подхо-
дами к воздействию на этот процесс. Многие сту-
денты с небиологических факультетов (а среди 
них были журналисты, филологи, математики, 
физики, химики, экономисты и др.) дали исчер-
пывающие ответы на сформулированные выше 
вопросы. В то же время некоторые слушатели 
(даже с «околобиологических» факультетов) 
практически ничего не смогли толком сказать на 
зачете (один из них даже полагал, что наука 
о старении называется «герАнтология»). Так что, 
как говорится, было бы желание, а остальное 
приложится.

Мне кажется, что большую роль в отношении 
слушателей к данному курсу лекций сыграла пол-
ная добровольность его выбора. На сайте межфа-
культетских курсов МГУ выложено огромное ко-
личество предложений лекторов с  самых разных 
факультетов, но большинство из тех, кто слушал 
наш курс, выбрали его вполне сознательно. Они 
задавали много вопросов, свидетельствующих об 
искреннем интересе к проблемам геронтологии. 
В то же время наш с Г.В. Моргуновой межфакуль-
тетский курс МГУ по наукометрии и оформлению 
научных статей  [17] был организован совсем по-
другому. Он предназначался для аспирантов лю-
бых факультетов МГУ, но был действительно до-
бровольным только для слушателей с других 
факультетов. Аспиранты же биологического фа-
культета фактически были обязаны его посещать. 
И это, увы, отразилось на результатах зачета. Хо-
рошо сдали его в основном «чужие» слушатели, 
а многие из «своих» (хоть и не все) сильно «хрома-
ли» на зачете. Им явно эта тема была не очень ин-
тересна. Так что, по-видимому, Дейл Карнеги был 
прав, когда писал в своей знаменитой книге «Как 
завоевывать друзей и оказывать влияние на лю-
дей» [18], что именно интерес движет почти всеми 
поступками людей. В том числе и в плане изуче-
ния чего-либо.

Работа выполнена в рамках государственного 
задания МГУ, ч. 2 (фундаментальные научные ис-
следования, № 121032300215-6), без использова-
ния животных и без привлечения людей в каче-
стве испытуемых. Автор заявляет об отсутствии 
у него конфликта интересов.
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Basics of biology of aging for MSU non-biologists
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1–12 Leninskie gory, Moscow, 119234, Russia
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The history of the creation of the course of lectures “Basics of the Biology of Aging” at the 
School of Biology of Lomonosov Moscow State University, as well as at the Department of 
Life Science and Engineering of Harbin Institute of Technology is briefly described. In the 
process of teaching this course, the author got the impression that its main provisions may 
also be of interest to students of non-biological specialties, who have recently been quite 
often involved in the work on the implementation of gerontological grants. This is largely 
determined, apparently, by the significantly increased funding for this kind of research in 
recent years. In turn, this is a consequence of the fact that the average life span of people in 
developed countries has increased dramatically over the past decades. However, the 
maximum life span has not changed much (it is now the same as it was thousands of years 
ago, it is just that the chances of living to the age of a centenarian have become much 
greater). If earlier people often died at an early age from various diseases not related to age 
(mainly infectious diseases), now, due to significant advances in medicine, most people live 
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to old age. As a result, death “from aging” is becoming more common. At the same time, 
many people have a very vague idea of what aging is, what are its mechanisms and how to 
fight it. In this regard, in 2022, an interschool elective course of lectures was organized at 
MSU for students of any departments of the university, except for the School of Biology 
itself. It is called “Basics of the biology of aging, or everything you wanted to know about 
aging (but were afraid to ask).” The material of the lectures was specially adapted for students 
who are not biologists by their main specialty. The main emphasis in the course, consisting of 
12 lectures, is made on the fundamental definitions and methodical/methodological 
approaches used in gerontology. The article lists the questions submitted for the students’ test 
and briefly analyzes its results.

Keywords: aging, gerontology, course of lectures, teaching, non-biology students, Moscow University
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декс номенклатуры бактерий и т.д.). Курсивом выделяются только родовые, видовые и подвидовые названия.
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