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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

УДК 57.017.647+616.053+612.133

Роль каналов ВКСа в дилатации пиальных артерий  
у крыс разного возраста

В.Н. Шуваева* , О.П. Горшкова  
Институт физиологии имени И.П. Павлова, Российская академия наук, Россия,  

199034, г. Санкт-Петербург, наб. Макарова, д. 6 
*e-mail: shuvaevavn@infran.ru

Исследование механизмов возрастных изменений сосудистых реакций и применение по-
лученных знаний в клинике может способствовать снижению количества осложнений 
и смертности от заболеваний сердечно-сосудистой системы, частота которых увеличивает-
ся с возрастом. При старении усиливается дисфункция эндотелия и наблюдаются наруше-
ния мозгового кровообращения, вызванные возникновением очагов ишемии. Одним из 
основных элементов регуляции сосудистого тонуса, наряду со множеством важных меха-
низмов, являются ионные калиевые каналы. В настоящей работе изучали возрастные из-
менения роли кальций-активируемых калиевых каналов большой проводимости (BKCa) 
в ацетилхолин-опосредованной дилатации мозговых артерий у крыс Wistar, поскольку 
вклад этих каналов в вазодилатацию при старении изучен недостаточно. Методом при-
жизненной микрофотосъемки (×470) сравнивали реакции пиальных артерий на ацетилхо-
лин (АХ, ацетилхолина хлорид, 10-7 М, 5 мин) в отсутствие и на фоне блокады ВКCa с по-
мощью хлорида тетраэтиламмония (ТЭА, 2 мМ, 5 мин) у крыс Wistar в возрасте 4, 6, 9, 18 
и 24 мес. Изменения вклада ВКСa в дилатацию сосудов оценивали по изменению числа ди-
латаций пиальных артерий в ответ на воздействие АХ после блокады ВКСa, измеряя шири-
ну сосудов в трех отдельных группах артерий: мелких (диаметром менее 20 мкм), средних 
(20–40 мкм) и крупных (более 40 мкм). Показано, что АХ-индуцированная дилатация за-
висит от начального диаметра артерий. Ингибирование активности ВКСа у 4-месячных 
крыс уменьшало число АХ-индуцированных дилатаций во всех группах исследованных 
артерий. По сравнению с 4-месячными крысами у 6- и 18-месячных животных был сни-
жен вклад ВКСа в дилатацию мелких, у 9- и 24-месячных – увеличен вклад ВКСа в дилата-
цию средних артерий; вклад ВКСа в дилатацию крупных артерий снижался, начиная 
с 6-месячного возраста. Заключается, что ВКСа играют значительную роль в АХ-опосре-
дованной дилатации пиальных артерий. Возрастные нарушения вклада этих каналов  
в АХ-опосредованную дилатацию пиальных артерий развиваются постепенно, имеют  
волнообразное течение и зависят от диаметра артерий. Выявленные нарушения функцио-
нальной активности ВКСа могут служить терапевтическими мишенями для создания но-
вых технологий лечения возрастных поражений церебральных сосудов.

Ключевые слова: старение, пиальные артерии, вазодилатация, ацетилхолин, кальций-ак-
тивируемые калиевые каналы большой проводимости, гладкомышечные клетки сосудов

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-79-1-1

Введение
Знание механизмов возрастных изменений со-

судистых реакций и применение полученных зна-
ний в клинике может способствовать снижению 
выраженности осложнений и смертности от забо-
леваний сердечно-сосудистой системы, частота 
которых особенно высока у пожилых людей [1]. 
При старении усиливается дисфункция эндотелия 
и наблюдаются нарушения мозгового кровообра-
щения, вызванные локальным сужением мелких 
церебральных сосудов и возникновением очагов 

ишемии, поэтому исследование механизмов воз-
растной вазодилататорной регуляции сосудистого 
тонуса имеет важное значение. Изменение вазоди-
латации с возрастом связывают с нарушением син-
теза и снижением биодоступности оксида азота 
(NO) в эндотелии [2]. Важнейшими элементами 
регуляции сосудистого тонуса являются также 
ионные каналы, экспрессируемые как в эндотели-
альных, так и в сосудистых гладкомышечных клет-
ках (ГМК). Эти каналы играют ключевую роль 
в интеграции и передаче генерируемых в эндоте-
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лии химических сигналов к нижележащим ГМК 
сосудов [3]. Кальций-активируемые калиевые ка-
налы (KCa) широко представлены в различных тка-
нях и активируются увеличением внутриклеточной 
концентрации Са2+. Эти каналы названы в соот-
ветствии с их проводимостью и механизмом от-
крывания-закрывания: активируемые кальцием 
калиевые каналы с большой проводимостью ионов 
Ca2+ обозначаются как BKCa или KCa 1.1. ВКСа  
состоят из порообразующей α-субъединицы 
и β-субъединицы и отличаются от других калиевых 
каналов наличием дополнительных участков на 
NH2-конце и C-конце молекулы α-субъединицы. 
Это позволяет α-субъединице соединяться с раз-
личными молекулами, что ведет к разнообразию 
ВКCa, экспрессируемых в различных органах, 
и обеспечивает динамическую регуляцию их  
функций [4]. Эндотелий-зависимая вазодилатация 
опосредуется широким спектром факторов, вклю-
чая NO, простациклин, эндотелиальный гиперпо-
ляризующий фактор (EDHF, endothelium-derived 
hyperpolarizing factor) и ряд других. Одним из ос-
новных вазодилататоров, влияющих на активность 
BKCa, является NO. Исследования механизмов ре-
лаксирующего действия NO на кровеносные сосу-
ды выявили роль BKCa в гладких мышцах в каче-
стве одного из нижестоящих эффекторов NO [5]. 
В сосудах головного мозга NO может активировать 
BKCa, а также стимулировать саркоплазматиче-
ский ретикулум, вызывая дискретные токи Са2+, 
активирующие соседние кластеры BKCa [6]. Син-
тезируемый под действием NO циклогуанидинмо-
нофосфат активирует протеинкиназу G, а послед-
няя способствует активации BKCa, что приводит 
к изменению мембранного потенциала ГМК в сто-
рону их гиперполяризации и расслабления [7]. 
Имеются данные, что BKCa могут служить мише-
нью и для EDHF [8]. Изменение активности BKCa, 
в свою очередь, может стимулировать или ограни-
чивать NO-зависимую дилатацию сосудов [9]. Од-
нако роль ВКCa сосудистых ГМК в поддержании 
миогенного тонуса и в вазоактивных реакциях со-
судистого русла не вполне ясна.

Так как вклад BKCa в вазодилатацию в связи 
со старением изучен недостаточно подробно, це-
лью данной работы было исследование возраст-
ных изменений вклада BKCa в ацетилхолин-опос-
редованную (АХ-опосредованную) дилатацию 
мозговых артерий у крыс. 

Материалы и методы исследования
Использованы самцы крыс Wistar из Центра 

коллективного пользования «Биоколлекция ИФ 
РАН для исследования интегративных механиз-
мов деятельности нервной и висцеральных си-
стем» (Санкт-Петербург, Институт физиологии 
имени И.П. Павлова РАН), содержавшиеся 
в стандартных условиях при свободном доступе 
к воде и пище по 6 особей в клетках Т4 на стан-

дартной диете в условиях искусственного освеще-
ния (12 ч свет/12 ч темнота).

Эксперименты проведены на крысах в возрас-
те 4 мес. (n = 5, масса 230 ± 25 г), 6 мес. (n = 5, 
305 ± 15 г), 9 мес. (n = 6, 455 ± 25 г), 18 мес. (n = 5, 
485 ± 20 г) и 24 мес. (n = 7, 515 ± 35 г). В экспе- 
рименте среднее артериальное давление (АД)  
(таблица) у наркотизированных хлоралгидратом 
(43 мг/100 г массы тела, внутрибрюшинно) крыс 
измеряли инвазивным методом через катетер в бе-
дренной артерии, соединенный с датчиком 
DTXPlusTM (Argon Critical Care Systems, Синга-
пур), подключенным к компьютеру.

Методом прижизненной микрофотосъемки [10] 
(×470) у каждого животного после трепанации 
в теменной области черепа фиксировали фоновое 
изображение пиальной сосудистой сети в стан-
дартных условиях при непрерывном орошении 
поверхности мозга раствором Кребса (37 °С) и ре-
акцию артериальных сосудов на воздействие пре-
паратов. Оценивали изменения в дилатации пи-
альных артерий по числу расширившихся 
участков сосудистой сети, дополнительно оцени-
вали степень расширения артериальных сосудов. 
В качестве агониста эндотелий-зависимой вазоди-
латации использовали АХ [11] в концентрации 
10-7 М, при орошении которым мягкой мозговой 
оболочки у молодых крыс наблюдали преимуще-
ственную дилатацию пиальных артерий [12]. Ин-
дуцированную АХ (10-7 М, 5 мин; Sigma, США) 
дилатацию считали базовой реакцией (100%) 
и с ней сравнивали результаты, полученные при 
действии АХ на фоне блокатора BKCa – хлорида 
тетраэтиламмония (ТЭА, «Вектон», Россия, 2 мМ, 
предварительное орошение поверхности мозга 
в течение 5 мин с последующим добавлением АХ 
в раствор блокатора). У всех крыс регистрировали 
изображение пиальных артерий до и на фоне дей-
ствия АХ, ТЭА и совместного действия ТЭА и АХ. 
Оценивали число сузившихся и дилатированных 
пиальных артерий и степень их реакции на воз-
действие АХ в каждой возрастной группе: у 4-, 6-, 
9-, 18- и 24-месячных крыс. Проверка по крите-
рию Краскела-Уоллеса показала отсутствие зна-
чимых различий между отдельными животными 
одного возраста в фоновых реакциях на воздей-
ствие АХ. Эксперимент длился 60–90 мин, после 
чего животных выводили из эксперимента передо-
зировкой раствора хлоралгидрата.

Таблица 
Показатели АД у крыс разного возраста

Возраст крыс Показатели среднего АД, мм рт. ст.

4 мес. (n = 5)
6 мес. (n = 5)
9 мес. (n = 6)

18 мес. (n = 5)
24 мес. (n = 7)

100 ± 5
97 ± 4
95 ± 6
96 ± 4
92 ± 3
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РОЛЬ КАНАЛОВ ВКСА В ДИЛАТАЦИИ ПИАЛЬНЫХ АРТЕРИЙ У КРЫС РАЗНОГО ВОЗРАСТА

Диаметр сосудов измеряли на статических изо-
бражениях с помощью оригинальной компьютер-
ной программы «Blood Vessel Media Analyzer»  
(© Denis Chouvaev, Швеция). В программе предус-
мотрен режим контраста и увеличения изображе-
ния, а также калибровки для пересчета всех коор-
динат в метрические единицы. У каждой крысы 
было измерено от 30 до 50 артериальных участков. 
Для анализа артерии были разделены на три груп-
пы в соответствии с их диаметрами: 1) < 20 мкм 
(мелкие), 2) 20–40 мкм (средние) и 3) > 40 мкм 
(крупные). В каждой возрастной группе примерно 
30% артерий приходилось на мелкие, около 50% – 
на средние и 20% – на крупные сосуды; число про-
анализированных артерий в каждой из возрастных 
групп находилось в пределах 150–200. По измене-
нию числа артерий, сузившихся в ответ на воздей-
ствие блокатора, судили об изменении вклада BKСa 
в базальный тонус сосудов с возрастом. Об измене-
нии вклада ВКСa в дилатацию артерий судили по 
изменению числа дилатированных сосудов и степе-
ни их дилатации в ответ на воздействие АХ на фоне 
ТЭА. Изменение числа расширившихся артерий 
выражали в процентах от общего числа исследо-
ванных артерий в группе с соответствующими диа-
метрами. Степень дилатации оценивали в процен-
тах как разность между значениями диаметра после 
и до воздействия АХ, отнесенную к диаметру сосу-
да перед воздействием АХ. Изменения диаметра 
в покое в отсутствие каких-либо воздействий не 
превышали 5,0 ± 0,5%, поэтому при таких значени-
ях считали, что реакция на воздействие отсутствует.

Данные по отдельной группе артерий усредня-
лись для каждого животного и использовались для 
статистических сравнений. Статистический анализ 
данных проводили с использованием пакета стати-
стических программ Microsoft Excel 2019 и InStat 
3.02 (GraphPad Software Inc., США). Проверка экс-
периментальных данных на нормальность распре-
деления проводилась с использованием критерия 
Колмогорова-Смирнова в программе InStat 3.02. 
В случае если хотя бы в одной из сравниваемых вы-
борок отсутствовало нормальное распределение, 
для статистического анализа данных использова-
лись непараметрические тесты: сравнение средних 
данных двух независимых выборок проводилось 
с использованием U-критерия Манна-Уитни, для 
сравнения нескольких выборок использовался 
критерий Краскела-Уоллиса (KW). Данные на гра-
фиках (боксплоты) представлены как медиана, ми-
нимум, максимум, процентили [25-й процентиль; 
75-й процентиль]. Значимым уровнем отличий 
считали вероятность не менее 95% (р < 0,05). 

Результаты и их обсуждение
Орошение поверхности головного мозга раство-

ром АХ у крыс в возрасте 4 мес. вызывало дилата-
цию у 42% всех исследованных пиальных артерий, 
констрикцию – у 36%, а 22% артерий не изменяли 

диаметр. В других возрастных группах наблюдалась 
сходная картина: дилатация и констрикция наблю-
дались в 30–40% случаев, а примерно 20% сосудов 
не изменяли диаметр. Такая гетерогенная реакция, 
как показывают наши многолетние исследования, 
характерна для пиальной сосудистой сети. Для ана-
лиза сосудистых реакций все исследованные арте-
рии были распределены по группам в соответствии 
с их диаметрами. В литературе имеются сведения 
о том, что вклад калиевых каналов в сосудистые  
реакции неоднороден и варьируется в зависимости 
от размера сосудов [13], об этом свидетельствуют 
и наши предыдущие исследования [10, 14].

У 4-месячных крыс число расширившихся в от-
вет на воздействие АХ мелких и средних артерий со-
ставило 41,9 [33,3; 50,0] и 55,0% [30,0; 65,0] соответ-
ственно, крупных – 34,6% [31,6; 37,1] (рис. 1А). 
Степень АХ-опосредованных дилатаций от мелких 
к крупным пиальным артериям снижалась (рис. 1Б). 

Рис. 1. АХ-индуцированная дилатация пиальных артерий 
у крыс разного возраста в группах сосудов с различными диа-
метрами. А – число дилатаций, Б – степень дилатаций. По оси 
ординат – число дилатаций, % от числа сосудов соответствую-
щего диаметра (А), изменение диаметра сосудов относительно 
их диаметра перед воздействием АХ (Б). По оси абсцисс – воз-
раст крыс, мес. Точечная штриховка – артерии диаметром 
< 20 мкм, белая заливка – артерии диаметром 20–40 мкм, се-
рая заливка – артерии диаметром > 40 мкм. Различия между 
группами сосудов с одинаковым диаметром относительно со-
ответствующих значений у 4-месячных крыс (попарные срав-
нения) статистически значимы: * – p < 0,05. 
Обозначения на рисунке: Верхняя и нижняя граница каждого 
прямоугольника – первый и третий квартили (25-й и 75-й про-
центили) соответственно, поперечная линия внутри – медиана 
(50-й процентиль), крестик внутри – среднее арифметическое, 
концы отрезков – 10-й и 90-й процентили, точки – выбросы.
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Для изучения роли BKСa в индуцированной 
АХ дилатации пиальных артерий использовали 
блокатор BKСa – ТЭА – в миллимолярной кон-
центрации. В каждой возрастной группе сравни-
вали изменение реакции артерий определенного 
калибра на АХ (по числу дилатированных артерий 
и степени их дилатации) на фоне блокады ВКСa 
с числом и степенью дилатаций в ответ на воздей-
ствие АХ перед применением блокатора. Значения 
указанных параметров перед применением блока-
тора принимали за 100% (базовый тест на АХ).

На фоне блокады BKCa у крыс в возрасте 
4 мес. уменьшилось число АХ-индуцированных 
дилатаций артерий всех диаметров (рис. 2) по 
сравнению с их числом до блокады BKCa. Макси-
мальное уменьшение числа дилатаций до 55,6% 
[42,2; 68,9], наблюдалось в мелких сосудах. Число 
дилатированных средних и крупных артерий на 
фоне блокады ВКСa снизилось в меньшей степени: 
до 81,3% [80,7; 81,8]) и до 78,4% [74,6; 82,1] соот-
ветственно. Степень дилатации на фоне блокады 
в сравнении с ответом на воздействие АХ в отсут-
ствие блокады ВКСa (рис. 3) сильнее всего снизи-
лась у крупных сосудов до 59,8% [55,5; 62,7]). 
У мелких и средних артерий она снижалась до 71,5 
[67,7; 75,5] и до 74,7% [73,0; 76,4] соответственно. 

У крыс в возрасте 6 мес. общее число дилати-
рованных в ответ на воздействие АХ артерий со-
ставило 43%. Сопоставление реакций артерий раз-
ных диаметров на воздействие АХ показало, что 
наибольшее число АХ-опосредованных дилатаций 
наблюдалось в группе мелких (44,4% [37,5; 66,6]) 
и средних артерий (40,0% [18,0; 46,7]), число рас-
ширившихся крупных артерий составило 18,8% 
[8,3; 40,7] (рис. 1А). Степень дилатации артерий 
всех диаметров у 6-месячных крыс, а также у крыс 
в возрасте 9–24 мес. достоверно не отличалась от 
аналогичных показателей у крыс в возрасте 4 мес. 
(рис. 1Б), снижаясь от мелких к крупным сосудам 
у крыс одного возраста.

На фоне блокады ВКСа число АХ-инду- 
цированных дилатаций мелких артерий у 6-месяч-
ных крыс снизилось до 71,4% [63,4; 81,0], а их сте-
пень не менялась, тогда как степень дилатации 
средних и крупных сосудов незначительно снизи-
лась, соответственно, до 90,2 [88,0; 91,6] и 90,0% 
[84,6; 93,1] при неизменном числе дилатаций 
средних и небольшом увеличении числа дилата-
ций крупных артерий до 112,5% [97,6; 113,7] 
(рис. 2, 3).

У 9-месячных крыс число дилатированных 
в ответ на воздействие АХ артерий составило 
35%. Сопоставление реакций на воздействие АХ 
артерий различных диаметров показало, что наи-
большее число дилатаций приходится на мелкие 
артерии – 50% [40,6; 51,4]. Число дилатирован-
ных средних и крупных артерий составило 29,2 
[12,5; 41,7] и 14,3% [11,3; 22,6] соответственно 
(рис. 1А). 

Рис. 2. Число АХ-индуцированных дилатаций пиальных арте-
рий разного диаметра в каждой возрастной группе после бло-
кады ВКСа-каналов относительно числа АХ-индуцированных 
дилатаций артерий того же калибра в отсутствие блокады. По 
оси ординат – число дилатаций в ответ на АХ на фоне блока-
ды ВКСа относительно числа дилатаций в ответ на АХ перед 
блокадой, %. По оси абсцисс – возраст крыс, мес. Прямая ли-
ния 100% – число АХ-индуцированных дилатаций в отсут-
ствие блокады. Точечная штриховка – артерии диаметром 
< 20 мкм, белая заливка – артерии диаметром 20–40 мкм, се-
рая заливка – артерии диаметром > 40 мкм. Различия стати-
стически значимы относительно значений перед блокадой: 
* – p < 0,05, ** – p < 0,01, *** – p < 0,001.
Обозначения на рисунке: Верхняя и нижняя граница каждого 
прямоугольника – первый и третий квартили (25-й и 75-й про-
центили) соответственно, поперечная линия внутри – медиана 
(50-й процентиль), крестик внутри – среднее арифметическое, 
концы отрезков – 10-й и 90-й процентили, точки – выбросы.

Рис. 3. Степень дилатации пиальных артерий в ответ на АХ в 
каждой возрастной группе в группах сосудов с различными 
диаметрами на фоне блокады ВКСа-каналов относительно сте-
пени дилатации артерий того же калибра в ответ на АХ в от-
сутствие блокады. По оси ординат – изменение диаметра со-
судов в ответ на АХ при блокаде ВКСа относительно 
изменения их диаметра в ответ на АХ перед блокадой ВКСа, %. 
По оси абсцисс – возраст крыс, мес. Прямая линия 100% – 
степень АХ-индуцированных дилатаций в отсутствие блока-
ды. Точечная штриховка – артерии диаметром < 20 мкм, белая 
заливка – артерии диаметром 20–40 мкм, серая заливка – ар-
терии диаметром > 40 мкм. Различия статистически значимы 
относительно значений перед блокадой: * – p < 0,05, ** – 
p < 0,01, *** – p < 0,001.
Обозначения на рисунке те же, что на рис. 2.
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У 9-месячных крыс на фоне блокады ВКСа 
АХ-индуцированная дилатация мелких и средних 
артерий снизилась: число дилатированных мелких 
артерий уменьшилось до 62,9 [61,0; 65,5], средних 
артерий – до 53,0 [47,8; 56,6], в то время как число 
дилатированных крупных артерий увеличилось до 
137,3% [135,6; 140,0] по сравнению с соответству-
ющим числом дилатаций в ответ на воздействие 
АХ в отсутствие блокады (рис. 2). Степень дилата-
ции при этом во всех группах артерий снижалась 
(рис. 3): до 59,9 [56,5; 63,3] у мелких артерий, 
до 79,8 [78,2; 81,0] – у средних и до 74,4% 
[72,3; 75,9] – у крупных. 

У достигших 18-месячного возраста крыс об-
щее число артерий, расширившихся в ответ на 
воздействие АХ, составило 26%. Наибольшее чис-
ло АХ-индуцированных дилатаций отмечено 
в группе мелких артерий 42,2% [16,6; 53,2]. Число 
дилатированных средних и крупных артерий со-
ставило 25,2 [16,6; 38,6] и 15,5% [8,3; 22,5] соот-
ветственно (рис. 1А). 

На фоне блокады ВКСа у 18-месячных крыс 
АХ-индуцированная дилатация мелких артерий не 
изменялась: число дилатированных артерий и сте-
пень дилатации остались такими же, как до блока-
ды ВКСа (рис. 2, 3). Число дилатированных сред-
них артерий увеличилось до 138,9 [126,2; 145,8] 
и крупных – до 196,1% [187,7; 210,3] по сравне-
нию с таковым до воздействия блокатора, степень 
дилатации также увеличилась – до 140,3 
[137,1; 143,6] у средних и до 162,5% [149,5; 186,5] 
у крупных артерий по сравнению со значениями 
данных показателей до блокады. 

В возрасте 24 мес. у крыс в ответ на воздей-
ствие АХ расширилось 43% всех исследованных 
артерий. Сопоставление реакций на воздействие 
АХ по группам артерий различных диаметров по-
казало, что у животных этого возраста расширя-
лись преимущественно мелкие (51,2% [37,5; 66,6]) 
и средние артерии (52,5% [25,0; 66,3]) число рас-
ширившихся крупных артерий составило 16,7% 
[15,4: 30,8] (рис. 1А). 

На фоне блокады ВКСа число АХ-индуци-
рованных дилатаций мелких и средних артерий 
уменьшилось, соответственно, до 42,2 [38,8; 45,8]) 
и до 47,5% [46,1; 49,6], а крупных – увеличилось 
до 120,8% [113,0; 125,6] по сравнению с базовым 
тестом на АХ (рис. 2). Степень дилатации досто-
верно не изменялась относительно соответствую-
щих значений до блокады ВКСа-каналов в группе 
средних артерий, в группе мелких снизилась 
до 82,9 [78,1; 87,4] и увеличилась до 114,4% 
[106,7; 117,2] у крупных артерий (рис. 3). Такая 
неоднозначная реакция сосудов разного диаметра 
может быть обусловлена как их разным миоген-
ным тонусом, так, вероятно, и различной плотно-
стью ВКСа. Поскольку ВКСа являются нижестоя-
щим эффектором и для NO [5], и для EDHF [8], 
а NO и EDHF по-разному представлены в сосудах 

разного калибра [13], это может влиять на реак-
цию сосудов. Изменение активности BKСа, в свою 
очередь, может стимулировать либо ограничивать 
NO-зависимую дилатацию [9]. Для дилатации 
важно также продольное распространение гипер-
поляризующего тока [15]. 

Характерной особенностью реакции пиаль-
ной сосудистой сети на воздействия является не 
только изменение степени реакции сосуда, но 
и вовлечение новых участков в сосудистый ответ. 
В наших экспериментах в ряде случаев не наблю-
далось значительных различий в степени дилата-
ции сосудов, тогда как число расширившихся 
участков увеличивалось, поэтому основное вни-
мание было уделено оценке числа расширивших-
ся сосудов. По изменению числа расширившихся 
в ответ на воздействие АХ артерий на фоне бло-
кады ВКСа судили о вкладе последних в дилата-
цию сосудов разных калибров у крыс разного 
возраста. Исследование возрастных изменений 
в АХ-индуцированной дилатации пиальных арте-
рий на фоне блокады ВКСа показало, что по срав-
нению с 4-месячными крысами у 6- и 18-месяч-
ных снижен вклад ВКСа в дилатацию мелких, 
у 9- и 24-месячных увеличен вклад ВКСа-каналов 
в дилатацию средних артерий, а вклад ВКСа в ди-
латацию крупных артерий снижается, начиная 
с 6-месячного возраста.

Артерии мягкой мозговой оболочки обеспе-
чивают распределение мозгового кровотока 
и компенсацию последствий снижения системно-
го АД в дополнение к функциям магистральных 
артерий, отвечающих за стабилизацию величины 
мозгового кровотока при изменении АД. Мелкие 
пиальные артерии ответственны за регуляцию 
притока крови во внутримозговые сосуды, тогда 
как для пиальных артерий среднего калибра ха-
рактерна функция перераспределения кровотока 
в зависимости от потребностей того или иного 
участка мозга [12, 16]. Базальные нейроны перед-
него мозга увеличивают кровоток в коре, высво-
бождая АХ, который стимулирует эндотелиальные 
клетки (ЭК) к выработке вазодилататоров [17]. 
Учитывая воздействие АХ непосредственно на 
ЭК, мы использовали его в качестве вазодилата-
торного агента [11]. 

АХ вызывал дилатацию пиальных артериаль-
ных сосудов в 30–50% случаев, при этом степень 
дилатации снижалась от мелких к более крупным 
сосудам во всех возрастных группах (рис. 1Б). По 
сравнению с молодыми 4-месячными крысами 
число АХ-индуцированных дилатаций изменя-
лось с возрастом, при этом реакции артерий ма-
лого, среднего и большого диаметров изменялись 
по-разному. 

Так, у 6-месячных крыс при примерно одина-
ковой с 4-месячными крысами степени дилатации 
число дилатированных средних артерий было 
меньше (рис. 1А, Б). В возрасте 9 мес. эта тенден-
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ция усиливалась: число дилатированных не только 
средних, но и крупных артерий снижалось по 
сравнению с таковым у 4-месячных крыс. Следо-
вательно, изменения в реакциях пиальной сосуди-
стой сети начинают проявляться уже в 6 мес. и со-
храняются в более старшем возрасте. Дальнейшее 
старение, вплоть до 24 мес., практически не влия-
ло на степень АХ-опосредованной дилатации пи-
альных артерий. В 18-месячном возрасте были от-
мечены более значительные изменения: значимо 
уменьшалось общее число АХ-индуцированных 
дилатаций (26% по сравнению с 42% у 4-месячных 
и с 35% – у 9-месячных), преимущественно за 
счет снижения числа дилатаций средних и круп-
ных артерий. Число дилатаций мелких артерий со-
ответствовало значениям у 4-месячных крыс. Ука-
занные изменения свидетельствуют о нарушении 
эндотелий-зависимой регуляции тонуса средних 
и крупных пиальных артерий на этом этапе старе-
ния. У крыс в возрасте 24 мес. число расширив-
шихся мелких артерий было значимо больше, 
а крупных – меньше, чем у 4-месячных крыс. Сле-
довательно, снижение роли АХ-опосредованных 
механизмов в дилатации пиальных артерий диа-
метром более 20 мкм и повышение роли этих ме-
ханизмов в дилататорной реакции мелких пиаль-
ных артерий у крыс может обусловливать 
возрастные изменения мозгового кровотока, свя-
занные с функционированием пиальной сосуди-
стой сети [18, 19].

Эндотелий кровеносных сосудов играет ре-
шающую роль в регуляции кровотока, контроли-
руя механические функции гладких мышц арте-
рий [20]. Регуляция эндотелием релаксации 
и сокращения гладких мышц сосудов в основном 
достигается за счет высвобождения вазоактивных 
веществ, преимущественно NO, который оказы-
вает расслабляющее действие на кровеносные  
сосуды через активацию растворимой гуанилат-
циклазы. Исследования механизмов релаксирую-
щего действия NO на кровеносные сосуды выя-
вили роль BKСа в гладких мышцах в качестве 
одного из нижестоящих эффекторов NO [5]. Как 
упоминалось выше, NO через посредничество 
протеинкиназы G участвует в активации BKСа, 
что в итоге вызывает гиперполяризацию и рас-
слабление ГМК [7]. Существует сложное взаимо-
действие между многочисленными эндотелиаль-
ными сосудорасширяющими механизмами, 
которое позволяет поддерживать эндотелий-за-
висимую вазодилатацию. Например, при сниже-
нии биодоступности NO и/или простагландинов 
происходит усиление механизмов вазодилатации, 
зависящих от EDHF, особенно в микроциркуля-
ции [8]. Указывается также, что при уменьшении 
синтеза NO, остаточная дилатация происходит 
благодаря увеличенной выработке простацикли-
на, который играет компенсаторную роль в меха-
низме вазодилатации в условиях дефицита 

NO [21]. Простациклин, связываясь со специфи-
ческими рецепторами ГМК, активирует адени-
латциклазу, которая индуцирует синтез цАМФ, 
а цАМФ активирует протеинкиназу А, что в ко-
нечном счете ведет к расслаблению гладкой му-
скулатуры. При этом происходит открытие одно-
го или нескольких типов калиевых каналов. 
Таким образом, образование простациклина ЭК 
синергично дополняет дилататорные реакции, 
обусловленные системой NO [22]. 

Сама структура BKСа определяет значительное 
функциональное разнообразие их подтипов, экс-
прессируемых в различных тканях. Различия 
в степени связывания α- и β-субъединиц канала 
обуславливают гетерогенность Ca2+-чувствитель- 
ности BKСа между сосудистыми ГМК и внутри 
них в различных органах и тканях. BKСа активны 
в условиях покоя, вносят вклад в мембранный по-
тенциал и участвуют в регуляции миогенного то-
нуса по принципу отрицательной обратной связи, 
что было показано in vivo в экспериментах с ис-
пользованием ТЭА в качестве блокатора ВКСа для 
артериол трапециевидной мышцы (musculus 
trapezius) крыс и человека [4]. С другой стороны, 
ряд работ в конце 90-х гг. продемонстрировал, что 
ТЭА в концентрации 1 ммоль/л не влияет на диа-
метр пиальных артериол крыс in vivo, несмотря на 
значительный миогенный тонус в покое [23, 24]. 
Отмечается, что действие ТЭА на тонус сосудов 
имеет существенные видовые и регионарные раз-
личия [4]. Поэтому роль ВКСа сосудистых ГМК 
в поддержании миогенного тонуса и в вазоактив-
ных реакциях в системном сосудистом русле не 
вполне ясна. Однако наше предыдущее исследова-
ние [14] четко продемонстрировало, что апплика-
ция ТЭА вызывает констрикцию 65% мелких пи-
альных артерий и в среднем около 40% средних 
и крупных артерий у крыс в возрасте 4 мес., что 
свидетельствует об участии BKСа в регуляции со-
кращения-расслабления ГМК в этих сосудах. 
В настоящем исследовании аппликация ТЭА вы-
зывала констрикцию 63% всех проанализирован-
ных пиальных артерий у 4-месячных крыс, 40% – 
у 6-месячных, 60% – у 9-месячных, 40% – у 18-ме- 
сячных и 50% – у 24-месячных.

В данном исследовании установлено, что 
число и амплитуда АХ-опосредованных дилата-
ций артерий, предварительно подвергнутых воз-
действию ТЭА, у 4-месячных крыс в группах ар-
терий всех исследованных нами диаметров 
снижается по сравнению с базовым АХ-тестом 
в отсутствие блокады (рис. 2, 3). Эти результаты 
указывают на участие ВКСа в АХ-индуциро- 
ванной дилатации пиальных артерий наряду 
с другими факторами. У 6-месячных крыс число 
дилатаций артерий в ответ на воздействие АХ на 
фоне действия ТЭА снижалось только в группе 
мелких артерий (на 30%), но в значимо меньшей 
степени, чем у 4-месячных крыс (на 44%), сни-
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жение степени дилатации также было менее вы-
раженным по сравнению с таковым у 4-месячных 
крыс. Число дилатаций крупных артерий по 
сравнению с их числом в реакции на воздействие 
АХ в отсутствие блокады ВКСа и с аналогичным 
показателем у 4-месячных животных увеличива-
лось. У крыс в возрасте 9 мес. число АХ-инду- 
цированных дилатаций мелких артерий на фоне 
введения ТЭА соответствовало значениям у 4-ме-
сячных животных, а средних – уменьшалось 
в более значительной степени, чем у молодых 
крыс. Это может указывать на то, что ВКСа не 
играют существенной роли в АХ-индуцирован- 
ной дилатации средних артерий у 6-месячных 
крыс, тогда как в возрасте 9 мес. они вносят зна-
чительный вклад в дилатацию как мелких, так 
и средних пиальных артерий. Однако у 9-месяч-
ных крыс, также как и у животных в возрасте 
6 мес., на фоне ТЭА увеличивалось число  
АХ-индуцированных дилатаций крупных арте-
рий по сравнению с их числом до блокады. В воз-
расте 18 мес. увеличение числа и степени дилата-
ций в ответ на воздействие АХ наблюдалось уже 
не только в крупных, но и в средних артериях. 
У 24-месячных крыс на фоне блокады ВКСа чис-
ло дилатаций крупных артерий также увеличива-
лось. Как уже указывалось [14], активация BKСа 
внутриклеточными – локальными – токами 
(«искрами») Ca2+ гиперполяризует мембрану 
ГМК, снижая активность потенциал-зависимых 
кальциевых каналов и ограничивая приток Ca2+ 
в клетку, тем самым способствуя релаксации 
ГМК и расширению сосудов. BKСа регулируются 
различными факторами, которые могут изменять 
условия их открытия, чувствительность к Ca2+ 
и экспрессию субъединиц. С увеличением воз-
раста экспрессия и функции ВКСа изменяют-
ся [3]. В силу того, что у старых животных откры-
то больше К+-каналов, блокада этих каналов, 
предотвращая диссипацию электрического сиг-
нала путем изменения сопротивления клеточной 
мембраны, может приводить к восстановлению 
и даже увеличению продольной проводимости 
сигнала, и, как следствие, к увеличению дилата-
ции [24–26]. Показано [15], что активированные 
ВКСа снижают эффективность проводимой дила-
тации. Из этого следует, что при ингибировании 
этих каналов проводимая дилатация будет усили-
ваться. Полученные нами данные показывают, 
что старение у крыс сопровождается изменением 
вклада ВКСа в АХ-опосредованную дилатацию 
пиальных артерий диаметром более 20 мкм. Уже 
с 6-месячного возраста и в процессе дальнейшего 
старения крыс эти каналы практически не уча-
ствуют в дилататорном ответе крупных артерий 
на воздействие АХ (диаметром > 40 мкм). 

У 9- и 24-месячных крыс блокада ВКСа приво-
дит к уменьшению числа АХ-индуцированных ди-
латаций средних сосудов (20–40 мкм) в значитель-

но большей степени, чем у 4-месячных животных, 
что свидетельствует об увеличении вклада этих ка-
налов в дилатацию средних артерий. Это, возмож-
но, является компенсаторным механизмом регу-
ляции притока и перераспределения крови 
в условиях нарушения регуляции тонуса круп- 
ных артерий. Число дилатаций мелких артерий  
у 6- и 18-месячных крыс на фоне блокады ВКСа 
было больше по сравнению с аналогичными пока-
зателями у 4-месячных крыс, т.е. на фоне блокады 
ВКСа снижение числа дилатаций мелких артерий 
у 6- и 18-месячных крыс выражено в меньшей сте-
пени, чем у 4-месячных, что указывает на сниже-
ние вклада этих каналов в дилатацию мелких арте-
рий (< 20 мкм). Таким образом, можно говорить 
о зависимости вклада ВКСа в регуляцию дилата-
ции пиальных артерий как от возраста, так и от 
калибра сосудов.

Заключение
Можно констатировать, что дилатация пиаль-

ных артерий крыс Wistar в возрасте 4–24 мес. за-
висит от начального диаметра сосуда. Значитель-
ную роль в АХ-опосредованной дилатации этих 
сосудов играют ВКСа. Возрастные нарушения 
вклада этих каналов в АХ-опосредованную дила-
тацию пиальных артерий развиваются постепенно 
и имеют волнообразное течение. По сравнению 
с 4-месячными крысами у 6- и 18-месячных сни-
жается вклад ВКСа в дилатацию пиальных артерий 
диаметром менее 20 мкм. Изменения регуляции 
пиальных артерий диаметром 20–40 мкм проявля-
ются в увеличении вклада ВКСа в дилатацию этих 
сосудов у 9- и 24-месячных крыс по сравнению 
с 4-месячными. Также с возрастом снижается 
вклад ВКСа в дилатацию артерий диаметром более 
40 мкм: уже у 6-месячных крыс, они практически 
не участвуют в дилататорном ответе на воздей-
ствие АХ. Выявленные нарушения функциональ-
ной активности калиевых каналов могут служить 
терапевтическими мишенями для создания новых 
технологий лечения возрастных поражений цере-
бральных сосудов.

Работа поддержана средствами федерального 
бюджета в рамках государственного задания Ин-
ститута физиологии имени И.П. Павлова РАН 
(№1021062411784-3-3.1.8). Все процедуры, выпол-
ненные на животных, соответствовали этическим 
стандартам, утвержденным правовыми актами 
РФ, принципам Базельской декларации и одобре-
ны Комиссией по контролю за содержанием и ис-
пользованием лабораторных животных при Ин-
ституте физиологии имени И.П. Павлова РАН 
(протокол № 12/26 от 26.12.2022 г.). Все междуна-
родные, национальные и/или институциональные 
принципы содержания и использования живот-
ных были соблюдены. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов. 
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РОЛЬ КАНАЛОВ ВКСА В ДИЛАТАЦИИ ПИАЛЬНЫХ АРТЕРИЙ У КРЫС РАЗНОГО ВОЗРАСТА

because with aging, endothelial dysfunction increases and cerebral circulation disorders caused 
by the occurrence of ischemic foci are observed. One of the main elements in the regulation of 
vascular tone, along with many important mechanisms, are potassium ion channels. In this 
work, we studied age-related changes in the role of calcium-activated potassium channels 
(BKCa) in acetylcholine-mediated dilatation of cerebral arteries in Wistar rats, since their 
contribution to vasodilation in aging is poorly understood. Using intravital microphotography 
(×470), we compared the responses of pial arteries to acetylcholine chloride (ACh, 10-7 M, 
5 min) in the absence and against the background of BKCa blockade with tetraethylammonium 
chloride (TEA, 2 mM, 5 min) in aged Wistar rats 4, 6, 9, 18 and 24 months. Changes in the 
contribution of BKCa to vascular dilatation were assessed by changes in the number of dilatations 
of the pial arteries on the exposure to ACh after BKCa blockade, measuring the width of vessels 
in 3 separate groups of arteries: small (with a diameter of less than 20 μm), medium (20–40 μm) 
and large (more than 40 μm). It has been shown that ACh-induced dilatation depends on the 
initial diameter of the arteries. Inhibition of BKCa activity in 4-month-old rats reduces the 
number of ACh-induced dilatations in all groups of arteries studied. Compared to 4-month-old 
rats, in 6- and 18-month-old rats the contribution of BKCa channels to the dilatation of small 
arteries is reduced, in 9- and 24-month-old rats the contribution of BKCa channels to the 
dilatation of medium arteries is increased; the contribution of BKCa to the dilatation of large 
arteries decreases starting from 6 months of age. Dilatation of the pial arteries of Wistar rats at 
the age of 4–24 months depends on the initial diameter of the vessel. BKCa play a significant role 
in ACh-mediated dilatation of these vessels. Age-related impairments in the contribution of 
these channels to ACh-mediated dilatation of pial arteries develop gradually, have a wave-like 
course and depend on the diameter of the arteries. The identified disturbances in the functional 
activity of the BKCa can serve as therapeutic targets for the creation of new technologies for the 
treatment of age-related lesions of cerebral vessels.

Keywords: aging, pial arteries, vasodilation, acetylcholine, calcium-activated potassium channels of 
large conductance, vascular smooth muscle cells
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

УДК 57.044+579.695

Краситель 10-N-нонилакридиновый оранжевый  
как флуоресцентный индикатор действия антисептика октенидина 

на мембраны хроматофоров Rhodobacter sphaeroides
Е.П. Лукашев1 , П.П. Нокс1, М.Г. Страховская2, * , В.З. Пащенко1

1Кафедра биофизики и 2кафедра синтетической биологии, биологический факультет, Московский государственный 
университет имени М.В.Ломоносова, Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12

*e-mail: maristra@yandex.ru

Возрастающие объемы производимых антисептиков и дезинфектантов, которые широко 
применяются в медицине, ветеринарии, пищевой промышленности и быту, после  
использования могут представлять серьезную экологическую проблему. Ранее при изу- 
чении действия ряда антисептиков в микромолярных концентрациях мы выявили  
нарушения функционирования фотосинтетических мембран и выделенных из них фото-
трансформирующих пигмент-белковых комплексов у разных представителей фотосинте-
зирующих организмов. В настоящей работе для определения чувствительности фотосин-
тетических мембран к действию катионного антисептика октенидина использованы 
хроматофоры пурпурных несерных бактерий Rhodobacter sphaeroides, меченные флуорес-
центным красителем 10-N-нонилакридиновым оранжевым (НАО). Показано, что связы-
вание НАО с хроматофорами сопровождается сдвигом максимума излучения красителя от 
525 к 640 нм. «Красная» флуоресценция связанного с хроматофорами НАО оказалась чув-
ствительна к действию на фотосинтетические мембраны октенидина в возрастающих кон-
центрациях. Установлены концентрации антисептика, при которых он приводит к дегра-
дации структур хроматофоров и изменению агрегатного состояния НАО, что можно 
обнаружить по усилению «зеленой» флуоресценции в спектрах излучения красителя. Об-
суждаются свойства НАО в качестве флуоресцентного индикатора функционального со-
стояния фотосинтетических мембран и потенциальных изменений, которые могут проис-
ходить в таких системах под влиянием катионного антисептика.

Ключевые слова: пурпурные несерные бактерии, хроматофоры, фотосинтетические мем-
браны, флуоресценция, 10-N-нонилакридиновый оранжевый, антисептик октенидин

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-79-1-2

Введение
Антисептиками называют противомикробные 

средства широкого спектра действия для обеззара-
живания кожи, слизистых, раневых поверхностей. 
В настоящее время антисептики активно использу-
ются не только в здравоохранении и ветеринарной 
медицине, но также в быту для обработки кожи рук 
и как компоненты зубных паст, ополаскивателей 
полости рта и других средств личной гигиены [1, 2]. 
Свой вклад в массовое применение антисептиков 
и рост их производства внесла и пандемия 
COVID-19. В качестве действующего вещества ан-
тисептики могут содержать йод, пероксид водоро-
да, спиртовые компоненты и др. Высокой эффек-
тивностью обладают катионные антисептики [3] на 
основе бигуанидов (хлоргексидин) и четвертичных 
аммониевых соединений (ЧАС), в частности, бен-
залкония хлорид и октенидин. ЧАС также широко 

используются в составе дезинфектантов для обезза-
раживания поверхностей [4].

После использования антисептики и дезин-
фектанты наиболее часто попадают непосред-
ственно в сточные воды. Так, в сточных водах  
медицинских учреждений концентрация хлоргек-
сидина может достигать 10,3 мкг/мл, а в бытовых 
водах– 4,5 мкг/мл [5]. По оценке, сделанной ра-
нее [6], до 25% используемых ЧАС сбрасываются 
непосредственно в окружающую среду, загрязняя 
поверхностные воды, осадочные материалы водо-
емов и почву, а 75% поступает в системы очистки 
сточных вод, в большинстве своем не предназна-
ченные для удаления такого рода микропримесей. 
Они оказывают негативное действие на активный 
ил, способствуют выработке перекрестной устой-
чивости входящих в него микроорганизмов [7], на-
капливаются в осадках очистных сооружений [8].

© Лукашев Е.П., Нокс П.П., Страховская М.Г., Пащенко В.З., 2024
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НАО КАК ИНДИКАТОР ДЕЙСТВИЯ ОКТЕНИДИНА НА МЕМБРАНЫ R. SPHAEROIDES

С загрязненными сточными водами и осадка-
ми очистных сооружений антисептики и дезин-
фектанты попадают в окружающую среду, где 
лишь частично подвергаются биодеградации [9]. 
Показано, что хлоргексидин вызывает уменьше-
ние доли биомассы зеленых водорослей и циано-
бактерий в речной воде [10], а ЧАС, накапливаясь 
в осадочных материалах [11], уменьшают видовое 
разнообразие в микробных сообществах.

Очевидно, с течением времени в окружающей 
среде будут накапливаться все большие количе-
ства антисептических средств с длительным вре-
менем жизни, способностью к биоаккумуляции и 
высокой экотоксичностью, что требует повышен-
ного внимания к этой проблеме и постоянного 
мониторинга. В этой связи представляет безуслов-
ный интерес поиск индикаторов функционально-
го состояния биомембран при воздействии на них 
такого рода соединений.

В цикле работ [12–15] мы исследовали влияние 
катионных антисептиков (хлоргексидин, пиклок-
сидин, мирамистин, октенидин) в микромолярных 
концентрациях на фотосинтетические мембраны 
и изолированные из них фототрансформирующие 
пигмент-белковые комплексы разных представите-
лей фотосинтезирующих организмов – от пурпур-
ных бактерий до цианобактерий и высших расте-
ний. В частности, пурпурные несерные бактерии, 
хроматофоры которых могут служить удобным объ-
ектом тестирования воздействия антисептиков на 
аппарат фотосинтеза, являются факультативно аэ-
робными фотоорганогетеротрофными грамотрица-
тельными бактериями, которые, осуществляя 
аноксигенный фотосинтез, используют в качестве 
доноров электронов органические соединения. 
Они обитают в илистой почве, богатых органикой 
водоемах, осадках сточных вод, входят в состав ак-
тивного ила [16], то есть присутствуют там, где вы-
сока вероятность накопления дезинфектантов 
и антисептиков.

В результате воздействия антисептиков было 
выявлено нарушение функциональных процессов 
переноса световой энергии между мембранно-
связанными светособирающими комплексами 
(ССК), доставки энергии возбуждения к соб-
ственно фотосинтетическим реакционным цен-
трам (РЦ), процессов переноса электронов в РЦ 
фотосистемы 1, эффективности работы кислород-
выделяющего комплекса фотосистемы 2. При 
этом при общем сходстве вызываемых эффектов 
наиболее ярко выраженное воздействие наблюда-
лось у октенидина.

Результатом обнаруженного нами воздействия 
антисептиков были и очевидные структурные нару-
шения в фотосинтетических мембранах и мембран-
носвязанных пигмент-белковых комплексах. Появ-
ление продуктов деградации бактериохлорофилла 
(Бхл) в виде бактериофеофитина [12, 13] и молекул 
свободного мономерного хлорофилла [14, 15] сви-

детельствуют уже о разрушении этих мембран и их 
фототрансформирующих комплексов в присут-
ствии антисептика в высоких концентрациях. 
В дальнейшем развитии этих исследований пред-
ставляет интерес использование индикаторов 
структурного состояния фотосинтетических мем-
бран, которые отражали бы состояние гидрофоб-
ных областей изучаемых объектов при воздействии 
на них антисептиков, в том числе при умеренных 
концентрациях последних, еще не вызывающих 
очевидной деградации мембран. В этой связи при-
влекает внимание возможность использования 
в данных целях флуоресцентного красителя 
10-N-нонилакридинового оранжевого (НАО), ко-
торый уже давно применяется в качестве селектив-
ного индикатора кардиолипина в биомембранах. 
Считают, что НАО способен связываться с отрица-
тельно заряженными липидами не только благода-
ря зарядовому взаимодействию и водородной связи 
с полярной головкой липида, но также и благодаря 
гидрофобным взаимодействиям, обусловленным 
длинным ацильным хвостом НАО. При этом имен-
но гидрофобные взаимодействия играют, по-
видимому, превалирующую роль [17–19].

В настоящей работе мы исследовали влияние 
наиболее «эффективного» в группе изучаемых 
нами катионных антисептоков октенидина на 
мембраны хроматофоров пурпурных несерных 
бактерий Rhodobacter sphaeroides, меченных НАО.

Материалы и методы
Выращивание бактерий R. sphaeroides дикого 

типа и выделение из клеток хроматофоров прово-
дили, как описано ранее [20]. Хроматофоры, пред-
ставляющие собой замкнутые везикулярные  
частицы, суспендировали в 50 мМ натрий-фос-
фатном буфере (рН 7,5) и хранили при температу-
ре -20 °С. Перед экспериментом xpоматофоpы 
pазводили буфеpом до концентрации порядка 
0,05 мкМ (поглощение суспензии хроматофоров 
при 850 нм находилось в пределах 0,35–0,4 ед. о. п.). 
Для расчета числа хроматофорных частиц в рас-
творе использовали величину поглощения при 
850 нм и соответствующий этой полосе коэффи-
циент молярной экстинкции ССК LH2, равный 
132 мМ-1см-1 [21], а также известное среднее число 
этих периферических комплексов в одном хрома-
тофоре, равное 63 [22].

Cпектpы поглощения pегиcтpиpовали c помо-
щью модифицированного cпектpофотометpа 
Hitachi-557 (Hitachi, Япония), а спектры флуорес-
ценции – с использованием спектрофлуориметра 
Fluorolog-3 (Horiba-Jobin-Yvon, Франция). Возбуж-
дение флуоресценции проводили при 430 нм. Ки-
нетику затухания флуоресценции регистрировали 
методом время-коррелированного счета фотонов 
(time-correlated single-photon counting, TCSPC) при 
возбуждении светодиодом (NanoLED) с длиной 
волны 390 нм и длительностью импульса 0,8 нс.
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В качестве источника катионного антисепти-
ка октенидина служил коммерческий препарат 
«Октенисепт» (Schulke & Mayr, Германия), содер-
жащий 0,1% дигидрохлорида октенидина и 2% фе-
ноксиэтанола. Предварительные эксперименты 
показали, что компонент препарата «Октенисепт» 
феноксиэтанол в эквимолярных концентрациях 
сам по себе не влияет на спектральные свойства 
НАО и исследуемые параметры фотосинтетиче-
ских мембран (данные не приведены).

В работе использовали флуоресцентный кра-
ситель НАО (Sigma-Aldrich, США). Непосред-
ственно перед экспериментами с хроматофорами 
готовили исходный 30 мМ раствор НАО в этаноле, 
который затем доводили до значения концентра-
ции красителя 5 мкМ натрий-фосфатным буфе-
ром. В отдельных экспериментах 30 мМ раствор 
НАО в этаноле хранили в течение месяца при тем-
пературе -80 °С, а перед измерениями его разводи-
ли буфером до концентрации 5–20 мкМ.

Эксперименты повторяли три раза. Для обра-
ботки результатов было использовано либо стан-
дартное приборное программное обеспечение, 
либо программа OriginPro 9.1 (Origin Lab., США).

Результаты
Влияние октенидина на собственно флуорес-

центные свойства НАО в растворах. НАО представ-
ляет собой липофильный флуоресцентный краси-
тель, содержащий азотистый гетероцикл 
производного акридина, связанный с нонилациль-
ной цепью. В миллимолярных концентрациях 

в этанольных и водно-метанольных раство-
рах [23, 24] или микромолярных – в водном буфере 
с ЭДТА [25] – НАО имеет максимумы возбуждения 
флуоресценции при 495 нм и излучения – при 
525 нм, характерные для акридинов в мономерной 
форме [26]. При концентрации в спиртовых рас-
творах выше 100 мкМ акридиновые красители под-
вержены молекулярной агрегации – в первую оче-
редь, с образованием Н-димеров. По сравнению 
с показателями мономерного акридина максимум 
возбуждения флуоресценции таких гомоагрегатов 
смещается на 22–25 нм в сторону более коротких 
длин волн, а максимум излучения – в «красную» 
область спектра [26]. По нашим наблюдениям, об-
разование димеров НАО со сдвигом флуоресцен-
ции в «красную» область спектра может быть также 
результатом длительного хранения концентриро-
ванных растворов красителя в этаноле при низкой 
температуре (-80 °С). При последующем их разве-
дении буфером до концентрации 20 мкМ и в спек-
тре поглощения, и в спектре флуоресценции поло-
сы димера заметно увеличиваются (в спектре 
поглощения увеличена коротковолновая полоса 
при 470 нм и уменьшена полоса мономера при 
495 нм, а в спектре флуоресценции соответственно 
уменьшена полоса мономера при 527 нм и увеличе-
на полоса димера при 635 нм) (рис. 1, А и Б, кри-
вые 1). При снижении концентрации НАО до 
5–10 мкМ относительная амплитуда полос погло-
щения димера при 470 нм и флуоресценции при 
635 нм падает, что говорит об уменьшении степени 
димеризации красителя (кривые 2 и 3).

Рис. 1. Спектры поглощения (А) и флуоресценции (Б) НАО в 10 мМ натрий-фосфатном буфере (рН 7,8) в концентрации 20, 10 
и 5 мкМ (кривые 1, 2 и 3 соответственно), а также спектры поглощения (В) и флуоресценции (Г) раствора 5 мкМ НАО в контро-
ле и в присутствии октенидина в концентрации 30 и 100 мкМ (кривые 1, 2 и 3 соответственно). На вставке рисунка Г показаны 
спектры возбуждения флуоресценции при 550 нм (1) и 650 нм (2) для раствора 5 мкМ НАО в контроле без октенидина.
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В спектре возбуждения флуоресценции преи-
мущественно димеров НАО (при 650 нм) преобла-
дает коротковолновая полоса около 470 нм, 
а в спектре возбуждения флуоресценции преиму-
щественно мономеров (550 нм) – полоса около 
500 нм (рис. 1, вставка на панели Д). Вместе с тем, 
эти полосы, характерные для димеров НАО, исче-
зают после добавления октенидина (рис. 1, В и Г), 
а также детергента Тритон Х-100 в концентрации 
порядка 0,1% (данные не показаны). Следует отме-
тить, что октенидин вызывает дезагрегацию 
димеров в растворе НАО, начиная с самых низких 
концентраций в несколько микромолей, а при его 
концентрациях 100 мкМ и выше спектры НАО 
(рис. 1, В и Г, кривые 3) характерны для полностью 
мономерного состояния красителя. На рис. 1 хоро-
шо видно, что и экстинкция, и интенсивность флу-
оресценции при мономеризации НАО значительно 
увеличиваются. Таким образом, октенидин в рас-
творе с НАО разрушает агрегаты красителя, обла-
дающие «красной» флуоресценцией, проявляя свое 
хорошо известное свойство катионного детергента.

Влияние октенидина на флуоресценцию НАО 
в суспензии хроматофоров. На рис. 2А приведены 
спектры флуоресценции раствора 5 мкМ НАО 
с хроматофорами в концентрации ~0,05 мкМ (кри-
вая 1) и ~0,025 мкМ (кривая 2). В первом случае на 
одну везикулу приходится примерно 100 молекул 
красителя, а во втором – около 200 молекул. Как 
видно из рисунка, при соотношении НАО:везикула 
200:1 наблюдается более интенсивное свечение 
в «красной» области, что свидетельствует о более 
высокой степени димеризации НАО.

На рис. 2Б показана эволюция спектра флуо-
ресценции суспензии ~0,05 мкМ хроматофоров, 
содержащей 5 мкМ НАО, при добавлении окте-
нидина в возрастающей концентрации. Видно, 
что в диапазоне концентраций октенидина до 
60 мкМ (кривые 2–5) наблюдается рост интен-
сивности «красного» свечения НАО в области 
600–650 нм, что, по-видимому, указывает на 
формирование зон с более высокой плотностью 
красителя. Как мы показали ранее [12], при этих 
концентрациях антисептика происходит также 
нарушение эффективности переноса световой 
энергии от светособирающих комплексов LH2 
к коровому комплексу LH1-RC в хроматофорах 
R. sphaeroides. Полосы флуоресценции около 
700 нм и 780 нм (рис. 2Б) могут принадлежать 
продуктам деградации Бхл, образующимся в ре-
зультате воздействия антисептика.

При концентрации октенидина выше 60 мкМ 
вклад «красного» свечения НАО падает (рис. 2Б, 
кривые 6–9). Отметим, что, независимо от после-
довательности добавления НАО и октенидина к 
хроматофорам, при низкой концентрации анти-
септика наблюдалась увеличенная «красная» флу-
оресценция НАО, а при высокой концентрации – 
ее практически не было.

Значения зависимости отношения интенсив-
ности «красной» и «зеленой» флуоресценции НАО 
(Фл630/Фл530) от концентрации октенидина пока-
заны на рис. 3. Кинетика затухания флуоресценции 
НАО в буфере (кривая 1), в суспензии НАО  
с хроматофорами при концентрации октенидина 
50 мкМ (кривая 2) и 140 мкМ (кривая 3) приве- 
дены на вставке рис. 3. Длительность флуоресцен-
ции составляла 1,19 ± 0,04 нс, 4,06 ± 0,05 нс 
и 1,22 ± 0,04 нс соответственно. Как было показано 
ранее [27], время жизни флуоресценции димера 
НАО много больше, чем мономера. Из приведен-
ных нами спектрально-кинетических данных сле-
дует, что при концентрациях октенидина около 
100 мкМ и выше флуоресценция НАО в суспензии 
хроматофоров фактически приближается к флуо-
ресценции свободного НАО в растворе буфера. 
Свидетельством разрушающего действия антисеп-
тика является и существенное увеличение интен-
сивности свечения продуктов деградации Бхл в об-
ласти 700 нм (рис. 2Б), а также падение экстинкции 
полос поглощения при 800, 850 и 875 нм (данные 
не приводятся). Кроме того, ранее на препаратах 
фотосистемы 2 мы показали, что и длительность 
флуоресценции хлорофилла при этом увеличивает-
ся до 5 нс – значения, характерного для мономер-
ного состояния хлорофилла в растворе [14].

Рис. 2. Нормированные спектры флуоресценции НАО в при-
сутствии хроматофоров без и с добавлением октенидина. А – 
Спектры флуоресценции 5 мкМ НАО в присутствии хромато-
форов в концентрации ~0,05 мкМ (1) и 0,025 мкМ (2). 
Б – Спектры флуоресценции раствора 5 мкМ НАО в присут-
ствии хроматофоров в концентрации ~0,05 мкМ в контро-
ле (1) и в присутствии октенидина в концентрации 5, 20, 40, 
50, 70, 90, 115 и 140 мкМ (кривые 2–9 соответственно).
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Обсуждение результатов
Выделяемые из бактерий R. sphaeroides хро-

матофоры представляют собой замкнутые вези-
кулярные частицы диаметром от 50 до 70 нм 
(в зависимости от условий выделения). Такая 
среднестатистическая частица включает в себя по 
имеющимся данным [22, 28] 63–67 перифериче-
ских светособирающих комплексов LH2, 11 ди-
мерных LH1–RC–PufX и два мономерных LH1 – 
RC–PufX коровых комплекса, 4 димерных 
комплекса цитохром-bc1 и две молекулы АТФ-
синтазы. Пигментный комплекс содержит 
~2500 молекул БХл и ~1550 молекул каротинои-
дов. Эти молекулы связаны с 9-субъединичными 
гетеродимерными белковыми комплексами LH2, 
14–15-субъединичными гетеродимерными бел-
ковыми комплексами LH1, 3-субъединичными 
белковыми комплексами РЦ. Кроме того, в со-
ставе хроматофора находится подвижный липид-
растворимый пул хинон/хинолов из примерно 
900 молекул и порядка 16000 молекул фосфоли-
пидов, формирующих мембранный бислой. Из 
этих фосфолипидов примерно половину состав-
ляют отрицательно заряженные кардиолипин  
(6–13%) и фосфатидилглицерол (36–44%) [29]. 
Остальная масса липидов приходится на фосфа-
тидилэтаноламин и фосфатидилхолин.

Известно, что хотя НАО обладает наиболее 
высокой степенью сродства к кардиолипину, этот 
краситель способен связываться и с другими отри-
цательно заряженными липидами [27, 30]. Таким 
образом, положительно заряженные молекулы 
НАО потенциально могут вступать в зарядовые 
взаимодействия с по крайней мере половиной  
липидов мембранного бислоя. Связываясь с мем-
браной, НАО может формировать гомодиме-

ры [30, 31], а также сэндвич-подобные структуры, 
в которых две молекулы НАО располагаются 
с двух сторон полярной головки кардиолипи-
на [27]. При этом наблюдается сдвиг спектра флу-
оресценции красителя из «зеленой» в «красную» 
область. При низких концентрациях НАО связы-
вается с мембраной в мономерной форме, а также 
существует в свободной форме в растворе.

Ранее [27] был исследован механизм возник-
новения «красного» свечения (640 нм) в смеси 
НАО в концентрации порядка 25 мкМ с везикула-
ми из различных липидов. Методом флуоресцент-
ной микроскопии с временным разрешением 
(fluorescence lifetime imaging, FLIM) было показа-
но, что такая флуоресценция возникает в месте 
пограничного контакта двух везикул с молекулами 
НАО на их поверхностях. В другой работе [30] ис-
следовалось изменение спектра флуоресценции 
НАО в постоянной концентрации 5 мкМ в Трис-
буфере с возрастающей концентрацией липосом 
из разных липидов. Для всех липидов, кроме фос-
фатидилэтаноламина, было обнаружено, что при 
высоком содержании липосом наблюдается толь-
ко «зеленая» флуоресценция, характерная для мо-
номерного состояния красителя, тогда как при 
уменьшении числа липосом в суспензии, то есть 
увеличении числа молекул НАО на одну липосо-
му, происходит сдвиг полосы флуоресценции 
НАО в сторону длинноволновой «красной» части 
спектра. Иными словами, чем выше плотность 
покрытия поверхности липосомы молекулами 
НАО, тем выше вероятность образования димеров 
НАО-НАО в месте контакта двух частиц. Как 
было показано микроскопически ранее [27], 
именно пограничное взаимодействие НАО из двух 
соседних слоев является причиной появления 

Рис. 3. Зависимость отношения интенсивности флуоресценции при 630 нм к таковой при 530 нм (Фл630 / Фл530) для раствора 
5 мкМ НАО в контроле без хроматофоров и октенидина (открытый квадрат) и для раствора НАО с хроматофорами от концен-
трации добавленного октенидина (закрытые квадраты). На вставке – кинетика затухания флуоресценции НАО при 530 нм 
в контроле (1), и в суспензии НАО с хроматофорами после добавления октенидина в концентрации 50 мкМ (2) и 140 мкМ (3).
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«красной» флуоресценции. При этом квантовый 
выход флуоресценции димеров гораздо ниже, чем 
мономеров, что следует из значительного умень-
шения интенсивности свечения НАО при умень-
шении числа липосом (то есть росте отношения 
НАО/липид) в растворе. Таким образом, по ранее 
высказанному предположению [27], образование 
димеров НАО происходит в зоне контакта двух ве-
зикул, а «красная» полоса в спектре флуоресцен-
ции НАО, связанная с образованием его димеров, 
появляется только при достижении высокого от-
ношения НАО/липосома. При наличии большого 
числа частиц с малым количеством сорбирован-
ного красителя образование пар НАО-НАО в ре-
зультате взаимодействия липосом является ред-
ким событием. При более высокой плотности 
красителя на поверхности везикул в зоне контакта 
двух сферических частиц будет образовываться 
больше пар НАО-НАО. Наши данные с хромато-
форами, которые также являются сферическими 
везикулярными частицами диаметром 50–70 нм, 
не противоречат этой гипотезе. Граничные взаи-
модействия между соседними молекулами НАО 
при агрегации хроматофорных везикул могут при-
водить к появлению «красного» свечения. Вероят-
ность образования пар НАО-НАО в местах кон-
такта соседних хроматофоров возрастает при 
высокой плотности молекул красителя на их по-
верхностях. Такие граничные взаимодействия 
в молекулах красителей, приводящие к «красно-
му» сдвигу спектра флуоресценции, характерны 
и для многих других красителей [32]. Таким обра-
зом, наблюдаемый немонотонный ход интенсив-
ности «красного» свечения НАО в присутствии 
октенидина можно описать следующим образом. 
При концентрациях октенидина до 60 мкМ про-
исходит увеличение числа димеров НАО либо 
в зоне контактов между хроматофорами, либо не-
посредственно на поверхности хроматофора. Ок-
тенидин в более высокой концентрации вызывает 
разрушение образованных пар НАО-НАО за счет 
его поверхностно-активных свойств, что было по-
казано нами для раствора НАО с исходно боль-
шим содержанием димеров.

Рассмотрим возможный механизм образова-
ния димеров НАО в мембране хроматофора в при-
сутствии октенидина. Ранее мы показали, что все 
исследованные нами антисептики, которые оказы-
вали влияние на функциональное состояние фото-
синтетических мембран [12–15], имеют амфи-
фильную природу с одновременным наличием 
в молекулах заряженных групп и гидрофобных 
участков. Но наибольшей «токсичностью» для фо-
тосинтетических мембран обладал октенидин, 
в молекулах которого два положительно заряжен-
ных центра разделены 10-углеводородным линке-
ром, также гидрофобные углеводородные «хвосты» 
располагаются по краям от этих зарядов. Такая 
структура, очевидно, способствует эффективным 

зарядовым и гидрофобным взаимодействиям 
с биомембранами, нарушая их нормальную струк-
турно-функциональную организацию. В вычисли-
тельных экспериментах нами показано, что при 
взаимодействии с модельным бислоем [33] моле-
кула октенидина принимает форму скобы с погру-
женными в гидрофобную часть мембраны ациль-
ными «хвостами». При этом центральная часть 
молекулы, несущая два положительно заряженных 
центра и гидрофобный линкер, располагается 
в области заряженных головок фосфолипидов. 
При внедрении в липидный бислой октенидин 
при соотношениях антисептик:липид от 1:60 до 1:6 
вызывал уменьшение толщины мембраны, увели-
чивал площадь мембраны, приходящуюся на моле-
кулу липида, снижал коэффициенты латеральной 
диффузии фосфатидилглицерола и фосфатидилэ-
таноламина и параметр порядка ацильных цепей 
липидов. Последнее согласуется с данными [34] 
о сильном разупорядывающем действии октениди-
на на упаковку липидных цепей. Мы показали, что 
при взаимодействии НАО с модельным бислоем, 
имитирующим плазматическую мембрану грамо-
трицательных бактерий, краситель существует 
в форме мономера или в комплексах с отрицатель-
но заряженными липидами. Как и в случае с кати-
онным антисептиком, внедрение ацильного  
«хвоста» НАО в липидный бислой приводило 
к уменьшению коэффициентов латеральной диф-
фузии мембранных липидов. В этих модельных 
экспериментах было зафиксировано образование 
сэндвич-подобных комплексов НАО с кардиоли-
пином [35]. Появление таких агрегатов должно 
проявляться стимуляцией «красного» свечения.

В фотосинтетической мембране, где полови-
на липидов отрицательно заряжена, даже неболь-
шие концентрации катионного антисептика  
октенидина потенциально могут приводить к су-
щественной дезорганизации процессов переноса 
световой энергии между светособирающими ком-
плексами, в том числе – в результате изменения 
латеральной диффузии липидов в бислое вслед-
ствие зарядовых взаимодействий. Нами было по-
казано, что в области умеренных концентраций 
антисептика (до ~60 мкМ) происходит блокиро-
вание миграции энергии от периферийного  
LH2-комплекса к коровому комплексу LH1-RC [12]. 
В настоящей работе мы обнаружили, что действие 
октенидина на взаимодействие между светособи-
рающими комплексами в такой низкой концен-
трации коррелирует с увеличением выхода «крас-
ной» флуоресценции НАО. При высоких 
концентрациях октенидина (порядка 100 мкМ 
и более) уже происходит нарушение пигмент-бел-
ковых и пигмент-пигментых взаимодействий, что 
хорошо видно по увеличению свечения продуктов 
деградации Бхл и росту количества свободного 
мономерного Бхл [12]. То есть нативная структура 
пигмент-белкового комплекса и липидной матри-



18

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2024. Т. 79. № 1

Е.П. Лукашев, П.П. Нокс, М.Г. Страховская, В.З. Пащенко

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Kampf G. Biocidal agents used for disinfection can 
enhance antibiotic resistance in gram-negative species. 
Antibiotics. 2018;7(4):e110.

2. Hübner N.O., Siebert J., Kramer A. Octenidine 
dihydrochloride, a modern antiseptic for skin, mucous 
membranes and wounds. Skin Pharmacol. Physiol. 
2010;23(5):244–258.

3. Gilbert P., Moore L.E. Cationic antiseptics: diversity 
of action under a common epithet. J. Appl. Microbiol. 
2005;99(4):703–715.

4. Boyce J.M. Quaternary ammonium disinfectants and 
antiseptics: tolerance, resistance and potential impact on 
antibiotic resistance. Antimicrob. Resist. Infect. Control. 
2023;12(1):e32.

5. Kodama H., Hashimoto T., Tsuruoka M., Kido Y., 
Uyeda M., Shibata M. Microbial degradation of disinfec- 
tants. IV. Treatment by activated sludge of chlorhexidine.  
Eiseikagaku. 1988;34:408–413.

6. Tezel U., Pavlostathis S.G. Quaternary ammonium 
disinfectants: microbial adaptation, degradation and ecolo-
gy. Curr. Opin. Biotechnol. 2015;33:296–304.

7. Keerthisinghe T.P., Nguyen L.N., Kwon E.E., Oh S. 
Antiseptic chlorhexidine in activated sludge: Biosorption, 
antimicrobial susceptibility, and alteration of community 
structure. J. Environ. Manage. 2019;237:629–635.

8. Östman M., Lindberg R.H., Fick J., Björn E., Tysk-
lind M. Screening of biocides, metals and antibiotics in 
Swedish sewage sludge and wastewater. Water Res. 
2017;115:318–328.

9. Linhartová L., Michalíková K., Šrédlová K., 
Cajthaml T. Biodegradability of dental care antimicrobial 
agents chlorhexidine and octenidine by ligninolytic fungi. 
Molecules. 2020;25(2):e400.

10. Lawrence J.R., Zhu B., Swerhone G.D.W., Topp E., 
Roy J., Wassenaar L.I., Rema T., Korber D.R. Communi-
ty-level assessment of the effects of the broad-spectrum  
antimicrobial chlorhexidine on the outcome of river  
microbial biofilm development. Appl. Environ. Microbiol. 
2008;74(11):3541–3550.

11. Li X., Brownawell B. J. Quaternary ammonium 
compounds in urban estuarine sediment environments – 
A class of contaminants in need of increased attention? 
Environ. Sci. Technol. 2010;44(19):7561–7568.

12. Strakhovskaya M.G., Lukashev E.P., Korvatovs-
kiy B.N., Kholina E.G., Seifullina N.Kh., Knox P.P., Pas-
chenko V.Z. The effect of some antiseptic drugs on the ener-
gy transfer in chromatophore photosynthetic membranes of 
purple nonsulfur bacteria Rhodobacter sphaeroides. Photo-
synth. Res. 2021;147(1):197–209.

13. Knox P.P., Lukashev E.P., Korvatovskiy B.N., Stra-
khovskaya M.G., Makhneva Z.K., Bol’shakov M.A., Pas-
chenko V.Z. Disproportionate effect of cationic antiseptics 
on the quantum yield and fuorescence lifetime of bacteri-
ochlorophyll molecules in the LH1RC complex of R. rubrum 
chromatophores. Photosynth. Res. 2022;153(1):103–112.

14. Paschenko V.Z., Lukashev E.P., Mamedov M.D., 
Korvatovskiy B.N., Knox P.P. Infuence of the antiseptic 
octenidine on spectral characteristics and energy migration 
processes in photosystem II core complexes. Photosynth. 
Res. 2023;155(1):93–105.

15. Paschenko V.Z., Lukashev E.P., Mamedov M.D., 
Gvozdev D.A., Knox P.P. Effect of cationic antiseptics on 
fluorescent characteristics and electron transfer in 
cyanobacterial photosystem I complexes. Photosynth. Res. 
2023;159(2-3):241–251.

16. Liang C.-M., Hung C.-H., Hsu S.-C., Yeh I.-C. 
Purple nonsulfur bacteria diversity in activated sludge and 
its potential phosphorus-accumulating ability under diffe- 
rent cultivation conditions. Appl. Microbiol. Biotechnol. 
2009;86(2):709–719.

17. Inmaculada M., Fernandez G., Ceccarelli D., 
Muscatello U. Use of the fluorescent dye 10-N-nonyl 
acridine orange in quantitative and location assays of 
cardiolipin: a study on different experimental models. Anal. 
Biochem. 2004;328(2):174–180.

18. Kaewsuya P., Danielson N.D., Ekhterae D. Fluo-
rescent determination of cardiolipin using 10-N-nonyl acri-
dine orange. Anal. Bioanal. Chem. 2007;387(8):2775–2782.

цы хроматофора разрушается. При этом молеку-
лы НАО фактически теряют связь с отрицательно 
заряженными головками липидов и переходят 
в раствор. Поскольку октенидин, обладая свой-
ствами детергента, способен разрушать димеры 
НАО в растворе, краситель в этих условиях нахо-
дится преимущественно в мономерном состоянии 
с «зеленым» свечением. Таким образом, НАО 
фактически является флуоресцентным индикато-
ром состояния фотосинтетической мембраны 
и изменений, которые происходят в ней под вли-
янием катионного антисептика.

Заключение
В настоящей работе хроматофоры пурпурных 

несерных бактерий R. sphaeroides использовались 
в качестве платформы, с которой взаимодействова-
ли катионный антисептик октенидин и произво-
дное акридина НАО. Основные результаты иссле-

дований показали, что краситель НАО чувстви- 
телен к состоянию фотосинтетической мембраны, 
которое менялось под действием октенидина. Ан-
тисептик в низкой концентрации вызывает увели-
чение количества димеров НАО за счет облегчения 
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тивную структуру всего пигмент-белкового ком-
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Последний процесс коррелирует с образованием 
продуктов деградации пигментного аппарата – 
бактериофеофитина и мономерного Бхл [12].
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Dye 10-N-nonyl acridine orange as a fluorescent indicator  
of the action of the antiseptic octenidine on the membranes  

of Rhodobacter sphaeroides chromatophores
E.P. Lukashev1 , P.P. Knox1, M.G. Strakhovskaya2, * , V.Z. Paschenko1

1Biophysics Department and 2Synthetic Biology Department, Biology Faculty, Lomonosov Moscow State University,  
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Increasing volumes of produced antiseptics and disinfectants, which are widely used in 
medicine, veterinary medicine, the food industry and everyday life, can create a serious 
environmental problem after use. Previously, under the influence of micromolar concentrations 
of a number of antiseptics, we identified disturbances in the functioning of photosynthetic 
membranes and phototransforming pigment-protein complexes isolated from them in various 
representatives of photosynthetic organisms. In this work, to determine the sensitivity of 
photosynthetic membranes to the action of the cationic antiseptic octenidine, we used 
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chromatophores of the purple nonsulfur bacteria Rhodobacter sphaeroides, labeled with the 
fluorescent dye 10-N-nonylacridine orange (NAO). It was shown that the binding of NAO to 
chromatophores is accompanied by a shift in the dye emission maximum from 525 to 640 nm. 
The “red” fluorescence of NAO associated with chromatophores turned out to be sensitive to the 
effect of increasing concentrations of octenidine on photosynthetic membranes. We have found 
antiseptic concentrations which led to the degradation of chromatophore structures and change 
in the NAO aggregative state. It can be detected by an increase of “green” fluorescence in the 
emission spectra of the dye. The properties of NAO as a fluorescent indicator of the functional 
state of photosynthetic membranes and possible changes that can occur in such systems under 
the influence of a cationic antiseptic are discussed.

Keywords: purple non-sulfur bacteria, chromatophores, photosynthetic membranes, fluorescence, 
10-N-nonyl acridine orange, antiseptic octenidine
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 581.552

Функциональные признаки листьев и стратегии растений 
субальпийских вейниковых лугов северо-западного Кавказа

Т.В. Полошевец1 , В.Г. Онипченко1, 2, * , Е.В. Сандалова1, 
Т.M. Джатдоева3, Т.Г. Елумеева1 

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

2Тебердинский национальный парк, Россия, Карачаево-Черкесская Республика, 369210, г. Теберда, пер. Бадукский, д. 1;
3Медицинский институт, Северо-Кавказская государственная академия,  

Россия, Карачаево-Черкесская Республика, 369015, г. Черкесск, ул. Космонавтов, д. 100 
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Анализ функциональных признаков растений и их стратегий – магистральное направле-
ние изучения механизмов формирования состава и структуры растительных сообществ. 
Сравнение средних по видам значений признаков со случайной выборкой местной фло-
ры позволяет определить, насколько тот или иной признак важен для формирования со-
става сообщества. Сравнение средних и средневзвешенных значений показывает роль 
признака в доминировании. Целью работы было изучение роли функциональных при-
знаков листьев и вклада CSR-стратегий Ф. Грайма (аббревиатура от названий трех стра-
тегий: C – competitors, S – stress-tolerants, R – ruderals) в формировании наиболее рас-
пространенных на северо-западном Кавказе субальпийских вейниковых лугов. 
Надземная биомасса в этих сообществах – 384 ± 21 г/м² (среднее и его ошибка), масса 
ветоши прошлых лет – 393 ± 40 г/м². Доля злаков в сообществе 57,1 ± 2,9%, разнотра-
вья – 32,9 ± 2,6%, бобовых– 8,9 ± 1,4%, осок и ситников – 1 ± 0,3%. Доминируют три 
вида: Calamagrostis arundinacea (26,5% от всей фитомассы), Festuca varia (23,3%), 
Hedysarum caucasicum (8%). Доминанты сообщества имеют бóльшую сухую массу листа, 
меньшее содержание воды в листе, меньшую удельную листовую поверхность. Компо-
ненты сообщества характеризуются меньшей массой водонасыщенного листа, меньшей 
долей сухой массы и большей удельной листовой поверхностью, чем доминанты. Для 
доминантов и всех компонентов в сообществе характерен больший вклад стресс-
толерантной стратегии, по сравнению со случайным значением.

Ключевые слова: функциональные признаки, экологические стратегии, субальпийские луга, 
Calamagrostis arundinacea, надземная биомасса, средневзвешенные значения

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-79-1-3

Введение
Функциональные признаки – это признаки, 

прямо или косвенно влияющие на приспособлен-
ность [1]. Существование видов в сообществе за-
висит от соответствия этих признаков абиотиче-
ской и биотической среде, отбор видов в состав 
сообществ связан с этими признаками [2, 3]. Ана-
лиз функциональных признаков растений и их 
стратегий – магистральное направление изучения 
механизмов формирования состава и структуры 
растительных сообществ. Для оценки роли от-
дельных признаков используется сравнение сред-
них по видам значений признаков со случайной 
выборкой местной флоры, что позволяет опреде-
лить, насколько тот или иной признак важен для 

формирования состава сообщества. В качестве 
местной флоры взято большинство растений аль-
пийского пояса Тебердинского нацпарка, выяв-
ленных с помощью базы данных [4]. С другой сто-
роны, сравнение средних и средневзвешенных 
значений показывает роль признака для домини-
рования в том или ином сообществе [5]. 

Функциональные признаки растений можно 
разделить на первичные (непосредственно изме-
ряемые – например, высота растений, толщина 
и масса листа) и вторичные, которые рассчиты-
ваются на базе первичных (например, удельная 
листовая поверхность – УЛП – площадь на еди-
ницу массы листа). Особое место занимают ком-
бинированные признаки, среди которых часто 
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используют относительный вклад CSR-стратегий 
(аббревиатура от названий трех стратегий: конку-
ренты – competitors; стресс-толеранты – stress-
tolerants; рудералы – ruderals) системы Раменско-
го-Грайма [6, 7], количественная оценка которых 
возможна на базе методики С. Пирса с соавт. [8]. 
В работе В.Г. Онипченко и др. [9] была провере-
на гипотеза о том, что в альпийских сообществах, 
при общей склонности растений к S-стратегии, 
в разных ландшафтах повышается роль других 
стратегий. Так, на продуктивных лугах (герание-
во-копеечниковые луга) относительно большую 
роль играет C-стратегия, а в сообществах с ко-
ротким вегетационным периодом (альпийские 
ковры) – R-стратегия [9].

Для изучения функционального состава рас-
тительных сообществ необходимо иметь два набо-
ра данных: 1) детальная оценка участия видов рас-
тений в сообществе, 2) значения функциональных 
признаков для растений, образующих сообщество, 
а также большинства растений местной флоры. 
Целью настоящей работы было изучение роли 
функциональных признаков листьев и вклада 
CSR-стратегий в формировании наиболее распро-
страненных на Северо-Западном Кавказе есте-
ственных субальпийских вейниковых лугов. Зада-
чами работы было произвести оценку биомассы 
этих сообществ в Тебердинском национальном 
парке, выявить видовую структуру, измерить 
функциональные признаки листьев (площадь ли-
ста, УЛП, масса листа в водонасыщенном и сухом 
состоянии), рассчитать эколого-ценотические 
стратегии видов, а также оценить механизмы фор-
мирования сообщества за счет сравнения случай-
ных, средних и средневзвешенных значений при-
знаков и стратегий.

Материалы и методы
Субальпийский пояс Кавказа располагается 

на высоте от 1900 до 2650 м над уровнем моря 
и граничит с альпийским поясом по верхней гра-
нице и с верхнегорным лесным поясом – по ниж-
ней [10]. Он отличается благоприятным темпера-
турным режимом и интенсивным таянием снега 
весной. Это продлевает вегетационный период 
в понижениях рельефа, где накапливается снег, по 
сравнению с альпийским поясом [10]. Изученные 
субальпийские луга относятся к ассоциации 
Betonici macranthae-Calamagrostietum arundinaceae 
Onipchenko 2002. Они занимают в основном кру-
тые склоны (7 °–35 °) южной экспозиции, с не-
большой каменистостью и долей обнаженной по-
чвы. Субальпийские луга этой ассоциации 
широко распространены в Тебердинском нацио-
нальном парке и занимают 28,9% площади высо-
когорий (4867 га) [11]. 

Для оценки состава надземной фитомассы 
мы закладывали площадки размером 25 × 25 см, 
располагая их на случайном расстоянии от 1 до 

7 м друг от друга вдоль трансект в субальпийском 
поясе горы Малая Хатипара и ее окрестностях 
в Тебердинском национальном парке. Каждая 
трансекта включала пять площадок и располага-
лась на высоте 2350–2650 м. Всего было собрано 
100 укосов (35 укосов в 2020 г. и 65 – в 2021 г.), 
которые затем были разобраны по видам и взве-
шены. Бумажные пакеты сушили сначала на воз-
духе, а затем в сушильном шкафу (8 ч при 80 °С), 
сухую биомассу взвешивали на весах с точностью 
до 0,1 мг. Однофакторный дисперсионный ана-
лиз ANOVA в программе STATISTICA 8 по мас-
сам видов в разные годы показал, что между уко-
сами 2020 г. и 2021 г. нет статистической разницы 
(p = 0,538), поэтому все укосы обрабатывали еди-
ным массивом.

Измерение функциональных признаков было 
произведено для 102 видов, найденных в укосах, 
по 10 листьев на один вид.

Для измерения площади листа мы брали пол-
ностью раскрывшиеся листья без следов патогенов 
и болезней. В полевых условиях срезали подходя-
щий побег либо отдельный лист, которые помеща-
ли в полиэтиленовый пакет. До момента измере-
ния в лаборатории побег или лист помещали 
в сосуд с водой, закрывали полиэтиленовым паке-
том и ставили в холодильник на 6–8 ч для насыще-
ния водой. Лист без черешка взвешивали и скани-
ровали для измерения его площади с помощью 
программы ImageJ. Для измерения сухой массы 
лист высушивали в сушильном шкафу при темпе-
ратуре 80 °C 8 ч, затем сухой лист взвешивали. 
УЛП рассчитывали как площадь листа, деленную 
на массу сухого листа. Также мы рассчитали про-
цент сухой массы в листе от полной массы листа. 

Для определения стратегий растений мы ис-
пользовали площадь листа, массу сухого листа и 
массу насыщенного водой листа. В программе 
«StrateFy – The global vascular plant CSR strategy 
calculator tool» [8] по нашим данным о трех функ-
циональных признаках растений мы вычисляли 
процентное соотношение CSR-стратегий для всех 
видов. Для полученных данных нашли случайное, 
среднее и средневзвешенное значения признаков 
в сообществе. Средневзвешенное значение рас-
считывали на основании вклада биомассы («вес» 
вида) и значений признаков [12]. 

Случайные значения для признаков и страте-
гий мы рассчитывали в программе R-Studio 4.3.1 
(R Core Team, 2021). Для этого мы создавали спи-
сок, включающий весь набор значений признака 
или стратегии, а также список с числом видов на 
каждой из 100 площадок. Затем, с помощью функ-
ции sample(), из этого списка случайно брали зна-
чения, число которых было равно числу видов на 
площадке. Таким образом мы получали случайное 
значение признака для каждой площадки, которое 
затем сравнивали со средним и средневзвешен-
ным значениями.
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В программе R-Studio мы провели сравнение 
случайных, средних и средневзвешенных значе-
ний для трех стратегий (S, C, R) и пяти признаков 
(сухая и влажная масса листа, содержание сухого 
вещества в листе, УЛП, площадь листа), а также 
нашли среднее для случайных значений этих при-
знаков. С помощью теста Шапиро shapiro.test() 
провели проверку на соответствие распределения 
нормальному. При нормальном распределении 
сравнение случайных, средних и средневзвешен-
ных проводили с помощью теста Тьюки, в других 
случаях использовали тест Уилкоксона с поправ-
кой Бонферрони для устранения проблемы мно-
жественных проверок. 

Результаты
Средняя надземная фитомасса (масса сосуди-

стых растений, мхов и ветоши прошлых лет) на 
площадке составляла 777 ± 50 г/м² (среднее значе-
ние ± ошибка среднего, n = 100), общая надземная 
биомасса (масса сосудистых растений и мхов) – 
384 ± 21 г/м², масса ветоши прошлых лет (ВПЛ) – 
393 ± 40 г/м², масса сосудистых растений – 
383 ± 21 г/м², масса мхов – 0,85 ± 0,26 г/м². 
Эпигейные лишайники полностью отсутствовали. 
Всего обнаружено 105 видов сосудистых растений, 
в среднем в укосе встречалось 10 ± 0,3 видов расте-
ний. Зависимости между биомассой на площадке 
и числом видов не обнаружено (коэффициент кор-
реляции Спирмена ρ = −0,096, p = 0,342). Доля 
злаков в сообществе составила 57,1 ± 2,9%, разно-
травья – 32,9 ± 2,6%, бобовых – 8,9 ± 1,4%, осок 
и ситников – 1,0 ± 0,3%. Есть положительная зави-

симость между фитомассой на площадке и долей 
злаков и отрицательная – между фитомассой и до-
лей разнотравья (коэффициент корреляции Спир-
мена ρ = 0,34, p < 0,001 и ρ = −0,321, p < 0,001).

На субальпийских лугах 80% всей фитомассы 
образуют 13 видов из 105: Calamagrostis arundinacea 
(L.) Roth (26,5%), Festuca varia Haenke (23,3%), 
Hedysarum caucasicum M. Bieb. (8%), Pulsatilla aurea 
(Sommier & Levier) Juz. (3,9%), Poa longifolia Trin. 
(3,7%), Betonica macrantha K. Koch (2,8%), Agrostis 
vinealis Schreb. (2,3%), Trollius ranunculinus (Sm.) 
Stearn (2,2%), Anemone narcissiflora L. (2,2%), 
Deschampsia flexuosa (L.) Trin. (1,8%), Bupleurum 
falcatum L. (1,7%), Geranium sylvaticum L. (1,5%), 
Veratrum album L. (1,5%). Только три первых вида, 
образующие более 5% биомассы, можно считать 
доминантами сообщества [13].

При сравнении случайных и средних значе-
ний признаков оказалось, что среднее значимо 
выше случайного у массы сухого листа (p = 0,015) 
и процента сухого вещества в листе (p < 0,001), 
и ниже – у массы водонасыщенного листа 
(p = 0,006) и УЛП (p < 0,001). Не найдено значи-
мых различий между случайными и средними ве-
личинами массы водонасыщенного листа и пло-
щади листа (p = 0,428). Средневзвешенное 
значение значимо отличается от среднего и выше 
у массы водонасыщенного листа (p = 0,036), мас-
сы сухого листа (p = 0,002) и процента сухой мас-
сы в листе (p < 0,001), а ниже – у УЛП (p < 0,001). 
Не было значимых различий между средними 
и средневзвешенными площади листа (p = 0,125) 
(рис. 1).

Рис. 1. Сравнение средних, средневзвешенных и случайных значений для шести функциональных признаков, n = 100. Усы – 
ошибка среднего. Разными буквами обозначены значимо отличающиеся варианты, одинаковые буквы говорят об отсутствии 
значимых отличий. При нормальном распределении сравнение проводили с помощью теста Тьюки, в других случаях использо-
вали тест Уилкоксона с поправкой Бонферрони.
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Средневзвешенные значения R-стратегии 
(19,8 ± 0,8%) были значимо ниже средних и случай-
ных (31,5 ± 0,5% и 35,7 ± 0,6% соответственно), 
а средневзвешенные значения S-стратегии 
(51,8 ± 1,6%), напротив, были больше средних и слу-
чайных (46,6 ± 0,8% и 35,1 ± 0,8%). Для C-стратегии 
не было значимых отличий между всеми значения-
ми (рис. 2). В целом, среди компонентов сообщества 
преобладает стресс-толерантная стратегия, так как 
выявлено такое распределение средних значений: 
S – 46,6 ± 0,8%, C – 29 ± 0,6%, R – 31,5 ± 0,5%.

Доминанты сообщества имеют следующие 
стратегии: Calamagrostis arundinacea (биомасса 
101 г/м²) – S/CSR, Festuca varia (89 г/м²) – S, 
Hedysarum caucasicum (31 г/м²) – CR/CSR (рис. 3). 
Наиболее выраженная конкурентная стратегия от-
мечена у Veratrum album, а рудеральная – 
у Cerastium arvense.

Вклады S-стратегии и C-стратегии не имеют 
значимых корреляций с биомассой. Доля 
R-стратегии связана с уменьшением биомассы 
(r = −0,349, p < 0,001).

Рис. 2. Сравнение средних, средневзвешенных и случайных значений для R-стратегии, S-стратегии, C-стратегии, n = 100. Усы – 
ошибка среднего. Разными буквами обозначены значимо отличающиеся варианты, одинаковые буквы говорят об отсутствии 
значимых отличий. При нормальном распределении сравнение проводили с помощью теста Тьюки, в других случаях использо-
вали тест Уилкоксона с поправкой Бонферрони.

Рис. 3. Распределение видов в треугольнике CSR-стратегий. H.c – Hedysarum caucasicum, C.ar – Calamagrostis arundinacea,  
F.v – Festuca varia.
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Обсуждение
Биомасса сосудистых растений в альпийских 

сообществах Тебердинского национального пар-
ка – в частности, на гераниево-копеечниковых 
лугах (318 г/м²) – сравнима с биомассой на су-
бальпийских [14]. В этом альпийском сообще-
стве, как и на субальпийских вейниковых лугах, 
один из доминантов – Hedysarum caucasicum, 
в другом же (пестроовсяницевые луга) – Festuca 
varia [14]. В сообществе субальпийского высоко-
травья надземная биомасса превышает биомассу 
нашего сообщества более чем в 2 раза. Однако 
ВПЛ там было меньше (280 ± 18 г/м2), что связа-
но с высокой скоростью разложения мортмассы 
в этом сообществе [17]. Субальпийские болота 
имели меньшую биомассу (264 ± 12 г/м2), фито-
массу (631 ± 32 г/м2) и ВПЛ (168 ± 11 г/м2), но 
гораздо бóльшую массу мхов (199 ± 33 г/м2). До-
минантами болот среди функциональных групп 
были осоки и ситниковые (41%), также 37% со-
ставляли виды разнотравья [16]. Фитомасса на-
ших субальпийских лугов превышает фитомассу 
субальпийских лугов Азербайджана – 350 г/м2 
[17] и субальпийских лугов Западных Альп  
(130–320 г/м2) [18].

Для компонентов сообщества (на основании 
сравнения случайных и средних значений) было 
важно меньшее значение массы водонасыщенного 
листа и удельной листовой поверхности, и боль-
шее значение массы сухого листа и доли сухого ве-
щества. Сравнение средних и средневзвешенных 
значений признаков в сообществе субальпийских 
лугов показало, что для доминирования в сообще-
стве важна бóльшая масса листа (как сухая, так 
и влажная), а также бóльшая доля сухого вещества 
в листе и меньшая УЛП.

Средняя площадь листа (19,8 ± 3,5 см²) 
и УЛП (223,2 ± 9,0 см²/г) в субальпийских сооб-
ществах оказались больше, чем в альпийских со-
обществах Кавказа (7,6 см² и 187 см²/г) [12] 
и больше, чем на высокогорных пастбищах вос-
точной части Цинхай-Тибетского нагорья 
(2,4 см² и 192 см²/г) [19]. УЛП сравнима со значе-
ниями для альпийских сообществ Тебердинского 
национального парка [19, 20]. УЛП в сообще-
ствах Альп зависит от высоты: на высоте 600 м 
над уровнем моря она составляла 230 см²/г, а на 
высоте 3000 м – 190 см²/г, что сравнимо с нашим 
сообществом [21]. В исследовании Росбаха и др. 
[22], изменение УЛП между сообществами свя-
зывают с температурой, влияющей на участие ви-
дов в сообществах, что приводит к изменению 
среднего значения признака. Размер листа явля-
ется хорошим признаком для изучения изменчи-
вости экологических стратегий растений на 
крупномасштабных градиентах, а также может 
прогнозировать реакцию видов на изменение 
климата [23]. Мелколистные виды характерны 

для высоких широт и высокогорий, и это обу-
словлено перепадами температур между днем 
и ночью [24]. 

Преобладающей стратегией для растений су-
бальпийских лугов является стресс-толерантная 
стратегия, в то время как в сообществе субаль-
пийского высокотравья доминирует конкурент-
ная стратегия [25]. Доминирующая стресс-
толерантная стратегия и большой вклад злаков 
хорошо согласуются с тем, что злаки часто обла-
дают S/CSR-стратегией [8]. Стресс-толерантная 
стратегия также характерна для горных сооб-
ществ, так как в них большое влияние на расти-
тельность оказывают факторы стресса, ограничи-
вающие фотосинтетическую продукцию: низкие 
температуры, недостаток элементов минерально-
го питания и др. [6]. В сообществах альпийского 
пояса Кавказа – в частности, пестроовсяницевых 
лугов – растения также демонстрировали выра-
женность стресс-толерантной стратегии, а выра-
женность конкурентной стратегии у них была 
меньше [9]. Рудеральность наших сообществ 
ниже, чем других – например, горных лугов Ти-
бета и Кордильер [8]. В альпийских сообществах 
Тибета стресс-толеранты преобладали при низ-
кой интенсивности выпаса, а при увеличении 
выпаса доминировали конкуренты [26]. В высо-
когорьях Южных Альп доминировали стресс-
толе-ранты [27], то же самое было отмечено для 
Французских Альп [28].

Заключение
Биомасса субальпийских лугов составила 

384 ± 21 г/м², что оказалось меньше, чем в субаль-
пийском высокотравье, но больше, чем на бо-
лотах, и была сравнима с альпийскими гера- 
ниево-копеечниковыми лугами Тебердинского 
национального парка. Фитомасса составила 
777 ± 50 г/м². В составе сообщества преобладали 
злаки, их доля составляла 57,1 ± 2,9%. К доминан-
там отнесены три вида: Calamagrostis arundinacea 
(26,5%), Festuca varia (23,3%) и Hedysarum 
caucasicum (8%). Компоненты сообщества, по 
сравнению с доминантами, имели меньшее значе-
ние массы водонасыщенного листа, меньшую 
долю сухой массы и большее значение УЛП (по 
результатам сравнения средних и средневзвешен-
ных значений). Для доминирования в сообществе 
важна большая сухая масса листа, меньшее содер-
жание воды в листе (т.е. большая доля сухого ве-
щества), меньшая УЛП. Стресс-толерантная стра-
тегия была преобладающей.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда (проект 
№ 19-14-00038п). Работа проведена без использо-
вания животных и без привлечения людей в каче-
стве испытуемых. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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Leaf functional traits and strategies of plants  
in subalpine Calamagrostis meadows of the North-Western Caucasus
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The analysis of plant functional traits and strategies is the main direction to study the formation 
mechanisms of the composition and structure of plant communities. Comparison of the mean 
species trait values with a random sample of a local flora allows us to determine the importance 
of the trait for the plant community formation. Comparison of mean and weighted mean shows 
the role of the trait in dominance. The aim of this work was to study the role of leaf functional 
traits and the contribution of Grime’s CSR strategies in the formation of Calamagrostis subalpine 
meadows, which are the most widespread in the north-western Caucasus. The aboveground 
biomass in these communities is 384 ± 21 g/m2 (mean and standard error of the mean), the mass 
of litter of previous years is 393 ± 40 g/m2. The share of grasses in the community is 57,1 ± 
2,9%, forbs – 32,9 ± 2,6%, legumes – 8,9 ± 1,4%, sedges and rushes – 1 ± 0,3%. The three 
species can be considered as dominants: Calamagrostis arundinacea (26,5% of the total 
phytomass), Festuca varia (23,3%), Hedysarum caucasicum (8%). The dominants of community 
have a high leaf dry mass, a lower leaf water content, a smaller specific leaf area. The community 
components are characterized by a lower mass of the water-saturated leaf and dry matter 
content, and a higher specific leaf area. Dominants and components in the community are 
characterized by a greater contribution of the stress-tolerant strategy.

Keywords: functional traits, ecological strategies, subalpine meadows, Calamagrostis arundinacea, 
aboveground biomass, weighted mean
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В августе 2023 г. состоялась комплексная экспедиция «Крильон 2023», которая охватила 
как наземные, так и морские биотопы в юго-восточной части полуострова Крильон 
(о. Сахалин, Россия). Специалистами проведены полевые работы по ихтиологии, зооло-
гии беспозвоночных, энтомологии, ботанике, лихенологии, бриологии, микологии, па-
разитологии, микробиологии и морской биологии. На малоизученной территории юго-
восточной части полуострова собраны данные по видовому разнообразию: отмечено 
более 200 видов растений, 101 вид лишайников, 127 видов мхов, 117 видов базидиальных 
грибов. Морские прибрежные сообщества литорали и сублиторали были изучены, в том 
числе, при помощи водолазных методов. Отмечено 119 видов беспозвоночных и 20 ви-
дов морских водорослей. Собраны сведения о 20 видах рыб, в том числе об их заражен-
ности гельминтами. Работы по паразитологии включали детекцию микроспоридий 
у всех доступных животных-хозяев, а также поиск корнеголовых раков – паразитов чле-
нистоногих. Среди найденных животных, грибов, лишайников и растений есть редкие 
и исчезающие виды, включенные в региональную и федеральную Красные книги, а так-
же ранее не отмеченные для Сахалина. Полученные результаты говорят о большом по-
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ЭКСПЕДИЦИЯ «КРИЛЬОН 2023»

Введение
В августе 2023 г. состоялась комплексная экс-

педиция «Крильон 2023», в работе которой приня-
ли участие более десяти специалистов по различ-
ным биологическим специальностям, а также 
молодые ученые. Экспедиция охватила как назем-
ные, так и морские биотопы в юго-восточной ча-
сти полуострова Крильон (о. Сахалин, Россия).

Остров Сахалин находится между Охотским 
и Японским морями и имеет значительную протя-
женность с севера на юг, благодаря чему на нем 
поясами расположены несколько климатических 
зон, для каждой из которых характерны свои до-
минирующие представители флоры и, иногда, фа-
уны. Полуостров Крильон представляет собой са-
мую южную оконечность Сахалина и территорию, 
наиболее близкую к островам Японского архипе-
лага. В силу этих обстоятельств основу раститель-
ных сообществ составляют нетипичные для сред-
ней и северной части острова виды, которые 
больше не встречаются либо нигде на территории 
России, либо на территории остальной части Са-
халина [1, 2]. Территория полуострова относится 
к подзоне темнохвойных лесов с примесью широ-
колиственных пород [3], а видовая насыщенность 
растительного и животного мира полуострова – 
одна из самых высоких на Сахалине [4, 5]. Осо-
бенный интерес с точки зрения сохранения био-
разнообразия представляет именно восточная 
половина полуострова Крильон, которой в период 
с 1972 по 2002 г. был присвоен статус охраняемой 
природной территории. 

В целом Восточноазиатская флористическая 
область является одним из известных мировых 
центров флористического биоразнообразия, ха-
рактеризуется значительным числом не только эн-
демиков, но и реликтов. Результаты исследований 
высших растений и грибов этой территории под-
тверждают наличие здесь высокого разнообразия 
как эволюционно молодых, так и, вероятно, древ-
них видов. На Сахалине в целом и на полуострове 
Крильон в частности произрастают редкие и исче-
зающие виды, включенные как в Красную книгу 
Сахалинской области [6], так и в Красную книгу 
России [7], которые требуют тщательного изуче-
ния и сохранения.

Сведения о биоразнообразии грибов Дальнего 
Востока России в большой степени остаются фраг-
ментарными и не отражают реального богатства 
этих организмов. На момент проведения экспеди-

ции прошло более 30 лет со времен последних ком-
плексных микологических исследований о. Саха-
лин. Кроме того, целенаправленных исследований 
микобиоты в лесах полуострова Крильон ранее ни-
кто не проводил. В настоящее время для Сахалин-
ской обл. известно 739 видов базидиальных макро-
мицетов, из которых более 400 видов относится 
к агарикоидным грибам [8]. В том числе, на о. Са-
халин отмечено 577 видов (данные 52 публикаций). 
При этом 67 видов грибов выявлены только в Саха-
линской обл. и не отмечены в близлежащих регио-
нах материковой части России, а 46 – известны 
только для Сахалина. Таким образом, учитывая об-
ширную площадь и разнообразие природных усло-
вий Сахалина, изученность микобиоты данной тер-
ритории явно недостаточна, а полуостров Крильон 
и вовсе является «белым пятном».

Лихенофлора была изучена чуть лучше. 
В обобщенных литературных данных [9] для фло-
ры лишайников и лихенофильных грибов юга 
Дальнего Востока отмечено 943 вида. Более позд-
няя работа Г.П. Урбанавичюса [10] указывает для 
этой территории 1107 видов, из которых 206 из-
вестны в России исключительно для юга Дальнего 
Востока. При этом лихенологи отмечают, что юг 
Дальнего Востока России – это одна из террито-
рий, данные по лихенофлоре которой наименее 
полные [11]. Всего для о. Сахалин известно 
736 видов лишайников (данные Е.А. Давыдова, 
основанные на обобщении и приведении к совре-
менной синонимике 147 работ). Территория Саха-
лина в отношении лишайников изучена неравно-
мерно. Одной из наименее изученных территорий 
является полуостров Крильон. Среди субстратных 
групп хуже всего изучены лишайники, обитающие 
на камнях. В Красную книгу Сахалинской обла-
сти [6] внесено 35 видов лишайников.

На территории юго-восточной части полуо-
строва Крильон имеется большое количество рек 
и ручьев, впадающих в залив Анива. Самые круп-
ные из них (Таранай, Бачинская, Урюм, Тамбов-
ка, Ульяновка, Кура, Колхозная, Медведевка, 
Найча, Рифлянка, Могучи, Анастасия и Атласов-
ка) служат местом нереста лососевых видов рыб, 
таких как сима, горбуша, кета, а также сахалин-
ский таймень, внесенный в Красную книгу Саха-
линской области [6]. Реки западного побережья 
залива Анива по большей части короткие – 30 км 
и менее в длину. Только р. Таранай и р. Урюм 
имеют длину 57 и 51 км соответственно. Горный 

тенциале дальнейшего изучения восточной части полуострова с точки зрения биологи-
ческих наук, а также о перспективности создания на этой территории биостанции для 
проведения многолетних исследований и разработок. 

Ключевые слова: Сахалин, биологическое разнообразие, Восточная Азия, лишайники, фауна, 
флора, микобиота, залив Анива, полуостров Крильон, Дальний Восток
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характер русла большинства из них, а также рас-
положение в зоне тайфунов, приводящих к павод-
ковым явлениями, во многом определяют состав 
биологических сообществ этих рек и околоводной 
территории [12–16]. Условия нереста ценных про-
мысловых рыб и заполняемость нерестилищ в ре-
ках полуострова – это важные сведения, которые 
в дальнейшем ложатся в основу стратегии их про-
мыслового использования при соблюдении предо-
сторожного подхода [17].

Залив Анива не замерзает, что делает доступ-
ным изучение его и в зимний период, однако 
в прибрежной части и на литорали скапливаются 
ледовые и снежные наносы, которые значительно 
осложняют любую логистику. Прибрежные сооб-
щества юго-западной части залива Анива отлича-
ются богатым видовым разнообразием морских 
рыб, беспозвоночных и водорослей, которое при-
влекает исследователей самых различных специ-
альностей. К сожалению, несмотря на наличие 
некоторых сведений [18], прибрежная фауна 
Охотского моря в целом и прибрежных вод остро-
ва Сахалин в частности до сих пор остается очень 
слабо изученной.

В данной статье приводятся предварительные 
научные результаты экспедиции «Крильон 2023», 
объединившей в себе полевые работы по ихтиоло-

гии, зоологии беспозвоночных, энтомологии, бота-
нике, лихенологии, бриологии, микологии, пара-
зитологии, микробиологии и морской биологии.

Материалы и методы
Экспедиция «Крильон 2023» проходила в пе-

риод с 3 по 25 августа 2023 г. Базовый лагерь рас-
полагался в устье р. Могучи (рис. 1).

Ботаника и бриология. Изучение наземных со-
обществ проводилось путем маршрутных обследо-
ваний. Сбор полевых материалов основывался на 
общепринятых методических руководствах [19] 
и методиках, описанных в работах по исследова-
нию лугов [20]. Всего собрано 323 гербарных об-
разца мхов и 29 (травянистые растения лугов) со-
судистых растений. Латинские названия родов 
и видов сосудистых растений приводятся согласно 
С.К. Черепанову [3]. Матрица сходства описаний 
с использованием количественного индекса Брея–
Кертиса [21] для кластерного анализа рассчитана 
в программе IBIS 7.2 [22]. Посредством кластерно-
го анализа была проведена доминантно-детерми-
натная классификация луговой растительности.

Микология. Сбор образцов грибов проводился 
маршрутным методом. Исследованиями были 
охвачены пихтово-еловые леса с березой и зарос-
лями бамбучника, а также пойменные леса, где 

Рис. 1. Район работ экспедиции «Крильон 2023». Красной точкой отмечено место расположения базы экспедиции в устье 
р. Могучи.
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преобладающими породами служат ива и ольха. 
Всего на изученной территории собрано 350 об-
разцов грибов, включая 180 агарикоидных, 
149 афиллофоровых, 8 гетеробазидиальных 
и 13 сумчатых грибов. Весь материал обрабатыва-
ли и гербаризировали в соответствии со стандарт-
ными методиками [23–25]. После предваритель-
ной сушки образцы подвергали проморозке 
в течение 2 нед. при температуре –60 °C с целью 
уничтожения насекомых-вредителей. Идентифи-
кацию видовой принадлежности грибов проводи-
ли по морфологическим признакам. Препараты 
рассматривали в 10%-м растворе KOH, при необ-
ходимости производили окрашивание красителем 
Конго красным, а для выявления амилоидности 
структур использовали реактив Мельцера. При 
идентификации грибов пользовались определите-
лями, монографиями, публикациями по отдель-
ным группам [26–30]. Данные о географическом 
распространении и особенностях экологии от-
дельных видов приведены на основании собствен-
ной базы литературных источников, сводки по 
агарикоидным базидиомицетам России [8] и меж-
дународной базы данных Global Core Biodata 
Resource (www.globalbiodata.org). Гербарные об-
разцы хранятся в микологическом гербарии Феде-
рального научного центра Биоразнообразия на-
земной биоты Восточной Азии ДВО РАН (VLA, 
г. Владивосток) и в коллекции высших грибов 
Гербария Амурского филиала Ботанического са-
да-института ДВО РАН (ABGI, г. Благовещенск). 
Данные о гербарных образцах грибов с полуостро-
ва Крильон внесены в Базу электронного гербария 
Ботанического сада-института ДВО РАН (http://
botsad.ru/herbarium).

Также собраны пробы для сравнительного  
изучения грибов-микоризообразователей эндемич-
ных и инвазивных видов крестовника Senecio sp. 
флоры Южного Сахалина.

Лихенология. Сбор лишайников как с камени-
стого, так и с древесного субстрата проводился 
в пяти локалитетах: 1) залив Анива, мыс Канабее-
ва; 2) правый берег р. Найча в 1 км выше устья; 
3) залив Анива, мыс Анастасии, близ устья р. Во-
допадная; 4) долина р. Могучи; 5) долина р. Риф-
лянка. Определение лишайников проводилось 
при помощи принятых в лихенологии мето-
дик [31]. Анатомия и морфология слоевищ изуча-
лась с использованием бинокулярной лупы 
Olympus CZ-61 (Olympus, Япония) и микроскопа 
ZEISS AxioLabA1 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 
Германия). Анатомические срезы изготавливались 
от руки бритвенным лезвием и изучались в воде, 
для рассматривания кристаллов на срезах апоте-
циев использовался поляризованный свет, для 
окрашивания апикальных аппаратов сумок ис-
пользовался раствор Люголя. Для экспресс-опре-
деления лишайниковых веществ был использован 
метод цветных реакций: 10%-ный раствор КОH, 

насыщенный водный раствор Ca(ClO)2, раствор 
йода в йодистом калии (IKI) или раствор Лю- 
голя, спиртовой pаствоp паpафенилендиамина – 
C6H4(NH2)2, концентрированная HNO3. Также 
изучалась флуоресценция некоторых метаболитов 
в ультрафиолетовом диапазоне света. Для ряда ви-
дов изучен состав вторичных метаболитов мето-
дом тонкослойной хроматографии по стандартной 
методике [32, 33].

Ихтиология. Проводилась визуальная оценка 
подходов горбуши в нерестовые реки по общепри-
нятой методике [34]. Также проводился лов горбу-
ши и симы жаберной сетью на основании разреше-
ния № 6520230317192, выданного Федеральным 
агентством по рыболовству для осуществления ры-
боловства в научно-исследовательских и контроль-
ных целях. Осмотр рек проводился пешим ходом 
в сопровождении егеря или охотоведа. Лов рыбы 
в ручьях, впадающих в р. Могучи и р. Найча, а так-
же в р. Рифлянка, проводился при помощи ручного 
сачка (30 × 40 см). Биологический анализ улова 
проводился по стандартной методике [35]. Сбор 
образцов для гематологического анализа также 
проводился по стандартной методике [36, 37].

Паразитология. Паразитологическое вскрытие 
рыб и фиксация образцов гельминтов проводи-
лись по стандартной методике [38, 39]. Все до-
ступные биотопы были обследованы на предмет 
наличия животных, которые потенциально могут 
быть пораженны микроспоридиями. Для этой 
цели было проведено вскрытие и микроскопи- 
рование нескольких десятков образцов свободно-
живущих морских (Anomura, Isopoda) и пресно-
водных (Amphipoda, Decapoda), а также паразити-
ческих (Caligidae) ракообразных; личинок водных 
насекомых (Odonata, Plecoptera, Trichoptera);  
проходных (Salmonidae) и пресноводных рыб 
(Gasterosteidae), а также их паразитов – цестод 
(Caryophyllidae) и ракообразных (Caligidae). Были 
проведены сборы десятиногих ракообразных 
в Охотском море близ устья р. Могучи для поиска 
особей, зараженных корнеголовыми раками 
(Cirripedia: Rhizocephala). В частности, в качестве 
потенциальных объектов исследования были вы-
браны раки-отшельники (Anomura) и крабы 
(Brachyura). Сбор раков-отшельников и крабов 
осуществлялся в прибрежной зоне на глубине от 0 
до 1,5 м, а также с помощью водолазного оборудо-
вания на глубинах 10–20 м в трех точках: мыс Ко-
набеевка, Тюлений остров (скалы Хирано) и близ 
эстуария р. Рифлянка. Из всех собранных десяти-
ногих ракообразных были отобраны зараженные 
особи. Помимо этого, были зафиксированы про-
бы для сравнения содержания низкомолекуляр-
ных метаболитов у здоровых и зараженных осо-
бей. Для этого раки-отшельники были целиком 
зафиксированы и заморожены.

Морская биология. Сбор образцов на литорали 
проводился вручную с глубины 0,1–0,6 м и с лито-

http://botsad.ru/herbarium
http://botsad.ru/herbarium
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ральных выбросов (талломы бурых и зеленых  
водорослей). Также было проведено изучение 
подводных прибрежных сообществ путем снорке-
линга, сбор материала осуществлялся с глубин 
0,1–1 м. Собранные экземпляры были предвари-
тельно определены, сфотографированы, снабже-
ны этикеткой и зафиксированы в этиловом спирте 
для проведения морфологических и молекуляр-
ных исследований. Кроме того, было выполнено 
предварительное картирование донных биотопов 
в окрестностях устья р. Могучи на глубине до 22 м 
при помощи водолазных методов исследова-
ния [40]. Наблюдения за морскими млекопитаю-
щими проводили визуально. 

Энтомология и пресноводные беспозвоночные. 
Сбор насекомых проводился общепринятыми ме-
тодами [41] вручную, кошением энтомологическим 
сачком, а также при помощи спиртовой светоло-
вушки с ультрафиолетовой лампой мощностью 
20 В (Aspectek Ultraviolet Tube 20W; Aspectek, 
Canada). Сборы пресноводных беспозвоночных, 

включая личинок амфибиотических насекомых, 
производились по методам, описанным в моногра-
фии Т.С. Вшивковой с соавт. [42]. Насекомые, 
предназначенные в том числе для изучения зара-
женностью микроспоридиями, были убиты замо-
раживанием и засушены для дальнейшего анализа.

Микробиология и биофизика. Были взяты микро-
биологические пробы/пробы секретов различных 
позвоночных и беспозвоночных животных, расте-
ний, почвы; собраны для химического и микробио-
логического анализа образцы объектов и жидкостей 
(вода из источников, луж, моря), пробы пластика из 
залива Анива. Отбор микробиологических проб 
проводился по стандартной методике с соблюдени-
ем стерильности отбираемых образцов.

Результаты и обсуждение
Ботаника и бриология. В результате работ были 

собраны данные о встречаемости более 200 видов 
сосудистых растений, среди которых было обнару-
жено 8 видов, включенных в Красную книгу  

Рис. 2. Доминирующие компоненты растительности юго-восточной части полуострова Крильон. А – Abies sachalinensis; Б – 
Phellodendron sachalinense; В – Hydrangea petiolaris; Г – Sasa sp.
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Российской Федерации, и 15 видов – в Красную 
книгу Сахалинской области [6]. Кроме того, ото-
брано более 30 образцов семян, плодов и черенков 
растений с целью интродукции в ботанические 
сады. Найдены новые и ранее не отмеченные в ли-
тературе для этого региона виды: Arisaema sadoënse 
Nakai, Cakile edentula (Bigelow) Hook., Cremastra 
variabilis (Blume) Nakai, Juniperus sargentii (A. Henry) 
Takeda ex Koidz., Kalopanax septemlobus (Thunb.) 
Koidz., Padus ssiori (Fr. Schmidt) C. K. Schneid 
и Phacellanthus tubiflorus Siebold et Zucc.

Основу растительных сообществ исследован-
ной территории составляют травянистые растения 
(Leymus mollis (Trin.) Pilg., Artemisia vulgaris L., Sasa 
kurilensis (Rupr.) Makino & Shibata, Senecio 
pseudoarnica Less., Leptorumohra amurensis (Christ) 
Tzvel., Equisetum hyemale L. Petasites amplus Kitam., 
Senecio cannabifolius Less.), кустарники (Duschekia 
maximowiczii (Call. ex C.K. Schneid.) Pouzar, Ilex 
rugosa Fr. Schmidt, Ribes sachalinense (Fr. Schmidt) 
Nakai, Rosa rugosa Thunb., Rubus sachalinensis Lévl., 

Sambucus racemosa L.), деревья (Abies sachalinensis 
Fr. Schmidt, Alnus hirsuta (Spach) Fisch. ex Rupr., 
Betula ermanii Cham., B. platyphylla Sukacz., 
Phellodendron sachalinense (Fr. Schmidt) Sarg., Picea 
jezoensis Carr., Salix schwerinii E. Wolf subsp. yezoensis 
(C.K. Schned.) Worosch., Salix udensis Trautv. et 
Mey., Sorbus commixta Hedl.) и лианы (Actinidia 
kolomikta (Maxim.) Maxim., Hydrangea petiolaris 
Siebold et Zucc., Vitis coignetiae Pulliat ex Planch.) 
(рис. 2). К редким и охраняемым видам относятся 
Aralia cordata Thunb., Aralia elata (Miq.) Seem., 
Cardiocrinum cordatum (Thunb.) Makino, Cremastra 
variabilis (Blume) Nakai, Diphylleia grayi Fr. Schmidt, 
Hydrangea petiolaris Siebold et Zucc., Ilex crenata 
Thunb., Juniperus sargentii (A. Henry) Takeda ex 
Koidz., Kalopanax septemlobus (Thunb.) Koidz., 
Mecodium wrightii (Bosch) Copel., Padus ssiori 
(Fr. Schmidt) C. K. Schneid., Phacellanthus tubiflorus 
Siebold et Zucc., Phellodendron sachalinense 
(Fr. Schmidt) Sarg., Phyllitis japonica Kom. и Taxus 
cuspidata Siebold et Zucc. ex Endl. (рис. 3).

Рис. 3. Редкие и исчезающие виды, найденные в юго-восточной части полуострова Крильон. А – Juniperus sargentii; Б – Mecodium 
wrightii; В – Cremastra variabilis; Г – Phyllitis japonica.



34

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2024. Т. 79. № 1

И.И. Гордеев, Ю.С. Токарев, Е.А. Давыдов и др.

Рис. 4. Гистограмма семейственно–видового спектра расте-
ний луговых сообществ.

Выделено несколько формаций луговых сооб-
ществ полуострова Крильон в районе устья р. Мо-
гучи: 1) крупнотравные долинные сообщества, где 
к доминантным видам относятся Angelica ursina 
Regel., Reynoutria sachalinensis Nakai., Petasites 
amplus, Filipendula camtschatica (Pall.) Maxim., 
Senecio cannabifolius, Cirsium kamtschaticum Ledeb. 
ex DC. и Cacalia robusta Tolm.; 2) волоснецовые 
прибрежные сообщества морского побережья, где 
доминантный вид – Leymus mollis, реже встреча-
ются Lathyrus japonicus Willd., Artemisia vulgaris 
и Ligusticum scoticum L.; 3) разнозлаково-разно-
травные сообщества, где к доминантным видам 
в равной степени относятся Rumex obtusifolius L., 
Agrimonia viscidula Bunge., Artemisia vulgaris, Phleum 
pratense L., Dactylis glomerata L., Phalaroides 
arundinacea (L.) Rausch., Poa pratensis L. и Senecio 
pseudoarnica; 4) тростниково-бамбучниковые со-
общества, где доминантные виды – Sasa kurilensis 
и Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud., также 
встречаются Senecio cannabifolius, Aster glehnii 
Fr. Schmidt и Artemisia vulgaris.

В процессе работы было собрано 323 гербар-
ных образца мхов, которые депонированы в Гер-
барии Главного ботанического сада РАН. Среди 
уже определенных видов к бриевым мхам 
(Bryopsida) относятся 64 вида из 30 семейств 
(рис. 5), а к печеночникам (Marchantiophyta) – 
10 видов из 8 семейств. Среди наиболее распро-
страненных на исследованной территории мхов 
можно отметить – Trachycystis flagellaris, 
Callicladium haldanianum, Thamnobryum neckeroides, 

Рис. 5. Мхи юго-восточной части полуострова Крильон. А – Sphagnum riparium; Б – Polytrichum piliferum.

Выполнено 38 геоботанических описаний лу-
говых сообществ. Всего на лугах было зарегистри-
ровано 70 видов растений, относящихся к 61 роду 
из 24 семейств. На рис. 4 представлена гистограм-
ма семейственно-видового спектра.
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Myuroclada longiramea, Sciuro-hypnum reflexum 
и Aquilonium adscendens. Кроме того, был найден 
вид мхов, включенный в Красную Книгу Саха-
линской области: Forsstroemia japonica.

Микология. По итогу предварительной иден-
тификации выявлено 50 видов афиллофоровых 
и 67 видов агарикоидных грибов, из которых 
46 видов обнаружены впервые на о. Сахалин. Из 
базидиомицетов, найденных на полуострове Кри-
льон, семь видов афиллофоровых и 36 видов ага-
рикоидных грибов отмечены впервые для 
Сахалинской области, а два вида являются новы-
ми для микобиоты Дальнего Востока России.

Основная масса (89%) выявленных афилло-
форовых видов грибов (рис. 6) относится к ксило-
трофам, разрушающим древесину на разных ста-
диях разложения, в том числе 18 видов грибов, 
способных поражать живые деревья (Fomitiporia 
punctata, Fomitopsis pinicola, Ganoderma applanatum, 
Inonotus obliquus, Laetiporus cremeiporus, Mensularia 
radiata, Phaeolus schweinitzii, Phellinus gilvus, Ph. 
hartigii, Ph. jezoënsis и др.).

В биоте агарикоидных грибов (рис. 7) лучше 
всего представлены эколого-трофические группы 
микоризообразователей (часто встречаются Amanita 
flavipes, A. rubescens, Boletus edulis, Russula foetens, 
Xerocomus subtomentosus и др.) и ксилотрофов на 
мертвой древесине (Gymnopilus junonius, Hypholoma 
fasciculare, Lentinellus ursinus, Pleurotus pulmonarius, 
Pluteus cervinus и др.), а также группа подстилочных 
сапротрофов (например, Gymnopus dryophilus, 
Lepiota clypeolaria, Marasmius siccus и Paralepista 
flaccida).

Нами отмечено, что местообитания, заросшие 
курильским бамбучником (саза), оказались не-
подходящими для произрастания агарикоидных 
грибов. Бамбучник является лимитирующим фак-
тором в прорастании базидиом шляпочных гри-
бов, поскольку создает негативные условия (избы-
точная влажность, плохая аэрация, меньшее 
прогревание почвы). Наибольшим обилием бази-
диом отличались открытые местообитания в лесах 
с наименее выраженным травянистым покровом 
и хорошо развитой лесной подстилкой. Также  

Рис. 6. Афиллофоровые грибы юго-восточной части полуострова Крильон. А – Стереум байковый Stereum gausapatum; Б – Пи-
стиллярия белокопытниковая Pistillaria petasitis; В – Гименохете окровавленная Hymenochaete cruenta; Г – Трутовик лакирован-
ный Ganoderma lucidum.
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выяснилось, что для плодоношения агарикоидных 
грибов в условиях изучаемой местности особенно 
благоприятна вторая половина августа при опти-
мальном сочетании влажности и температуры.

Обнаружены новые местонахождения редких 
видов Ganoderma lucidum и Strobilomyces strobilaceus, 
внесенных в Красную книгу Сахалинской обла-
сти [6] и Красную книгу России [7].

В дальнейшем планируется провести иденти-
фикацию видовой принадлежности оставшихся 
образцов. Кроме того, 13 образцов сумчатых гри-
бов (Ascomycota), собранных на исследованной 
территории, будут переданы специалистам для 
дальнейшего изучения.

Лихенология. В результате полевых исследова-
ний найден 101 вид лишайников, в том числе 
43 эпилитных и 58 эпифитных и напочвенных  

видов. Основное внимание было уделено лишай-
никам на каменистых субстратах. Для роста и раз-
вития эпилитным лишайникам требуется дли- 
тельное время, поэтому они заселяют только  
относительно стабильные субстраты. Несмотря на 
обилие гальки и валунов в приливно-отливной 
зоне морского побережья, лишайники здесь 
встречаются редко, только в специфических усло-
виях. Возникающие новые каменистые обнаже-
ния в лесу довольно быстро зарастают высокой 
травянистой, а затем и древесной растительно-
стью, делая такие местообитания непригодными 
для лишайников из-за практически полного от-
сутствия света. В условиях полуострова Крильон 
основные местообитания эпилитных лишайни-
ков – приморские крутые или вертикальные ска-
лы, речные пороги, а также крупные валуны и за-

Рис. 7. Агарикоидные грибы юго-восточной части полуострова Крильон. А – Гимнопил Юноны Gymnopilus junonius; Б – Мухо-
мор желтоножковый Amanita flavipes; В – Лепиота щитковая Lepiota clypeolaria; Г – Шишкогриб хлопьеножковый Strobilomyces 
strobilaceus.
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растающие россыпи камней в лесу. Всего на 
прибрежных скалах обнаружено 43 вида лишайни-
ков. Наиболее типичные виды –Caloplaca atroflava 
(Turner) Mong., Flavoplaca flavocitrina (Nyl.) Arup et 
al., Lecanora argentea Oxner et Volkova, Candelariella 
vitellina (Hoffm.) Müll. Arg., Lecidella carpathica 
Körb., Lecanora polytropa (Hoffm.) Rabenh., 
L. sulphurea (Hoffm.) Ach., Physcia caesia (Hoffm.) 
Fürnr., Porpidia crustulata (Ach.) Hertel et Knoph, 
Rusavskia elegans (Link.) S. Y. Kondr. et Kärnefelt, 
Scoliciosporum umbrinum (Ach.) Arnold, виды родов 
Rhizocarpon, Ramalina и др. (рис. 8). Многие из них 
приведены впервые для Сахалина в течение по-
следних лет из одного или двух местонахожде-
ний [43–46]. Местонахождения на полуострове 
Крильон расширяют представление об их распро-
странении на Сахалине.

Лесные экосистемы полуострова Крильон 
характеризуются разнообразием видов деревьев, 
кора и ветви которых служат местообитаниями 
для эпифитных лишайников. В хвойно-широко-
лиственных лесах наиболее часто встречаются 
Anaptychia isidiza Kurok. Cetrelia olivetorum (Nyl.) 
W.L. Culb. et C.F. Culb. Lopadium disciforme (Flot.) 
Kullh. Menegazzia subsimilis (H. Magn.) R. Sant., 
Mikhtomia gordejevii (Tomin) S. Y. Kondr. et al., 

Parmelia fertilis Müll. Arg., P. squarrosa Hale, виды 
родов Hypogymnia, Lecanora, Phaeophyscia, 
Polyblastidium и др. В пойменных лесах также 
обитают виды родов Collema, Leptogium, 
Flavoparmelia caperata (L.) Hale, Heterodermia 
speciosa (Wulfen) Trevis., Melanohalea olivacea (L.) 
O. Blanco et al. и другие. Напочвенные виды 
практически отсутствуют, поскольку не выдер-
живают конкуренции с травянистой раститель-
ностью. Немногочисленные виды родов Cladonia 
и Peltigera селятся в основаниях стволов деревьев, 
на обработанной древесине либо на каменистых 
участках. Всего в лесных экосистемах обнаруже-
но 58 видов лишайников, что далеко не исчерпы-
вает их разнообразие. Нами выявлено шесть ви-
дов лишайников, охраняемых на федеральном 
или региональном уровнях. Из них четыре вида 
внесены в Красную книгу Сахалинской обла-
сти [6] и четыре вида – в Красную книгу Россий-
ской Федерации [7]. Все виды обнаружены в до-
лине р. Могучи, в хвойно-широколиственных и 
долинных лесах, один вид – Menegazzia 
subsimilis – в долине р. Найча. Все выявленные 
локалитеты новые и не были упомянуты в по-
следнем издании Красной книги Сахалинской 
области (таблица, рис. 9).

Рис. 8. Распространенные лишайники каменистых обнажений юго-восточной части полуострова Крильон. А – Caloplaca 
atroflava; Б – Candelariella vitellina; В – Flavoplaca flavocitrina; Г –Rusavskia elegans.
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Таблица 
Охраняемые лишайники юго-восточной части полуострова Крильон

№ Русское название Латинское название Статус в Красной книге 
Сахалинской обл. [8]

Статус в Красной 
книге РФ [9] Местонахождения

1 Гипогимния двояковидная Hypogymnia duplicatoides 2а – Правый берег р. Могучи близ устья
2 Гипогимния хрупкая Hypogymnia fragillima 3д 3(У) III Правый берег р. Могучи близ устья
3 Лобария легочная Lobaria pulmonaria 3б 2(БУ) III Долина р. Могучи в 3 км от устья

4 Менегацция почти 
подобная Menegazzia subsimilis – 3(У) III

Правый берег р. Найча в 1 км выше 
устья; правый берег р. Могучи близ 
устья, долина р. Могучи в 5 км 
от устья

5 Лептогиум Бурнета Leptogium burnetiae – 3(БУ) III Долина р. Могучи в 3 км от устья
6 Уснея растрескавшаяся Usnea diffracta 3 б – Правый берег р. Могучи близ устья

Рис. 9. Охраняемые виды лишайников юго-восточной части полуострова Крильон. А – Hypogymnia duplicatoides; Б – Menegazzia 
subsimilis; В – Lobaria pulmonaria; Г – Hypogymnia fragillima.
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Ихтиология. В результате исследования нере-
стилищ малых рек западного берега залива Анива 
были получены результаты, характеризующие ин-
тенсивность нерестовой миграции (хода) горбуши 
Oncorhynchus gorbuscha, количество особей в реке, 
их плотность на нерестилищах, а также произве-
ден пересчет заполнения нерестилищ на основа-
нии паспортной площади. Результаты оказались 
более чем скромными – заполнение нерестилищ 
производителями горбуши на большей части рек 
не превышало 20%. В значительной степени это 
связано с паводковыми явлениями, вызванными 
прошедшими в августе 2023 г. тайфунами – боль-
шая часть зашедших на нерест особей была смыта 
обратно в море. Из лососевых видов рыб, помимо 
горбуши, в ручьях, впадающих в р. Могучи 
и р. Найча, были отмечены молодь (рис. 10) и кар-
ликовые самцы симы Oncorhynchus masou.

Всего исследовано 48 особей горбуши. Длина 
по Смитту (АС) самок (14) составила 39,6–55,0 см, 
в среднем – 45,68 ± 0,46 см. Вес – от 885 до 2325 г, 
в среднем – 1280 ± 41,53 г. Самки (14) были длиной 
(АС) 42,1–48,3 см, в среднем – 44,5 ± 0,45 см. Вес 
варьировал от 1015 до 1712 г, в среднем – 
1210,50 ± 46,33 г. Вес гонад варьировал от 95,3 до 
189 г (среднее – 148,06 ± 8,60). Гонадо-соматиче-
ский индекс (ГСИ) варьировал от 7,6 до 22,69%, 
в среднем составив 15,26 ± 1,05%. Гонады всех, 
кроме одной, самок находились на IV–V стадиях 
зрелости. Самцы (34) были длиной (АС) 39,6–
55,0 см (среднее – 46,15 ± 6,14). Вес варьировал от 
885 до 2325 г, в среднем – 1308,47 ± 55,10. Вес гонад 
варьировал от 56 до 126 г (среднее – 88,81 ± 3,55). 
ГСИ варьировал от 4,82 до 13,76% (в среднем – 
7,97 ± 0,36). Гонады находились на III–IV (62%), 
IV (29%) и IV–V (9%) стадиях зрелости.

Длина изученных особей молоди симы (АС) 
варьировала от 43 до 117 мм, в среднем составив 
69,01 ± 2,12 мм. Вес – от 0,8 до 16,2 г, в среднем 
4,29 ± 0,36 г. Карликовый самец был длиной 
350 мм и весом 62,6 г.

Генетические образцы симы и горбуши депо-
нированы в Российской национальной коллекции 
эталонных генетических материалов (Централь-
ный институт ФГБНУ «ВНИРО», г. Москва).

Также в реках и их притоках отмечены тихо- 
океанская минога Lethenteron camtschaticum,  
сибирский голец Barbatula toni, сахалинский  
озерный гольян Rhynchocypris sachalinensis, кета 
Oncorhynchus keta, южная мальма Salvelinus curilus, 
кунджа Salvelinus leucomaenis, сахалинский подка-
менщик Cottus amblystomopsis, пресноводный даль-
невосточный бычок Gymnogobius urotaenia, китай-
ская девятииглая колюшка Pungitius sinensis.

 В прибрежных морских водах отмечены 
крупночешуйная красноперка-угай Pseudaspius 
hakonensis, звездчатая камбала Platichthys stellatus, 
камбала Шренка Pseudopleuronectes schrenki, вос-
точная бельдюга Zoarces elongatus, дальневосточ-
ная песчанка Ammodytes hexapterus, южный одно-
перый терпуг Pleurogrammus azonus, снежный 
керчак Myoxocephalus brandtii, керчак Стеллера 
M. stelleri и др.

Сахалинский таймень Parahucho perryi, зане-
сенный в Красные книги РФ [7] и Сахалинской 
области [6], воспроизводится во всех крупных ре-
ках полуострова (Урюм, Тамбовка, Ульяновка, 
Найча), но наиболее многочисленная популяция 
отмечена в р. Могучи.

Паразитология. В районе устья р. Могучи об-
наружено три вида корнеголовых ракообразных. 
В биотопе скальных выходов около мыса Кана- 
беева найдена одна особь рака-отшельника, зара-
женного, предположительно, паразитом вида 
Peltogasterella gracilis (экстенсивность инвазии  
~ 0,125%). На одной из экстерн (часть тела корне-
голового ракообразного, вынесенная за пределы 
тела хозяина и выполняющая репродуктивную 
функцию) обнаружена личинка самца, осевшая на 
кутикулу экстерны в районе мантийной поры. 
Данная находка представляет особую ценность, 
так как в природе редко удается увидеть момент 
прикрепления личинки самца к экстерне самки. 
В другом раке-отшельнике рода Pagurus (пока не 
установленной видовой принадлежности) был об-
наружен паразит, предположительно относящий-
ся к роду Peltogaster (экстенсивность инвазии ~ 
0,125%). Мы предполагаем, что данный вид может 
быть описан как новый, поскольку ни хозяин, ни 
паразит не были ранее описаны в Охотском море. 

Рис. 10. Молодь симы Oncorhynchus masou.
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к семейству Bopyridae. Эти эктопаразиты часто 
встречаются на абдомене и в жаберной камере хо-
зяина. Кроме того, в гемоцеле раков-отшельников 
встречены скопления спор микроспоридий. Кра-
бы были заражены не только паразитическими 
корнеголовыми раками, но и метацеркариями 
трематод. 

Отсутствие заражения микроспоридиями дру-
гих видов того же рода раков-отшельников 
(Pagurus) наводит на мысль о том, что инфекция 
в данном случае передается преимущественно 
вертикальным путем (от родительских особей до-
черним), поскольку при горизонтальном пути рас-
пространения инфекции, предполагающем обмен 
между особями одного поколения, вероятность 
заражения совместно обитающих особей разных 
видов должна быть примерно одинаковой. По 
крайней мере, близкородственные виды хозяев 
обычно одинаково восприимчивы к одному виду 
микроспоридий [47–48]. Заражение рака-отшель-
ника проявлялось в виде сильной гипертрофии 
внутренних органов, хорошо различимых в виде 
белых пятен, просвечивающих сквозь покровы аб-
домена извлеченных из раковины особей 
(рис. 12А). В отличие от здоровых особей, у зара-
женных полость тела была заполнена гипертрофи-
рованной тканью (рис. 12Б). При микроскопиро-
вании на мазке наблюдалась масса спор, 
собранных группами по 8 (октоспоры) в так назы-
ваемом спорофорном пузырьке (рис. 12В).

Исследование зараженности рыб макропара-
зитами показало значительную зараженность мо-
лоди симы нематодами Salvelinema sp. и Salmonema 
sp. Также в кишечнике симы отмечены цестоды 
рода Cyathocephallus. Паразитологическое вскры-
тие горбуши показало зараженность плероцеркои-
дами рода Pelichnibothrium, нематодами семейства 
Anisakidae и трематодами Brachyphallus crenatus.

Рис. 11. Краб Eriocheir sp., зараженный корнеголовым 
Polyascus gregarius.

Рис. 12. Заражение рака-отшельника Pagurus sp. микроспоридией. А – внешний вид зараженных особей, извлеченных из рако-
вины; Б – гипертрофированные под воздействием паразита ткани внутренних органов; В – споры паразита на свежем мазке за-
раженных тканей.

В эстуарии р. Могучи удалось собрать 25 мохнато-
руких крабов Eriocheir sp., девять из которых ока-
зались заражены корнеголовым ракообразным 
Polyascus gregarius (экстенсивность инвазии – 36%) 
(рис. 11). Такая большая экстенсивность является 
редкой для природных популяций, что делает этот 
вид удобным модельным объектом для разноо-
бразных исследований – с использованием как 
традиционных морфологических методов, так 
и молекулярных. Среди других паразитов, ассоци-
ированных с раками-отшельниками, нами были 
найдены паразитические изоподы, относящиеся 
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Морская биология. Полученные нами данные 
свидетельствуют о высоком биологическом разно- 
образии беспозвоночных животных и водорослей 
на литорали и сублиторали полуострова Крильон. 
Литораль представлена двумя основными биотопа-
ми: заиленными песчаными грунтами с морскими 
травами Zostera sp., а также каменистыми грунтами 
и скальными выходами. В литоральных ваннах 
произрастают различные бурые, а также коралли-
новые и зеленые водоросли. С глубины 0,5 м начи-
нается сообщество ламинарий. Среди морских во-
дорослей отмечены: красные водоросли Corallina 
officinalis, C. pilulifera, Congregatocarpus kurilensis, Neo-
hypophyllum middendorffii, Neorhodomela larix, Ptilota 
asplenioides, Devaleraea spp., Constantinea subulifera, 
Besa japonica, Chondrus armatus и Mazzaella spp., бу-
рые водоросли Fucus distichus, Stephanocystis crassipes 
и Alaria angusta, зеленые водоросли Ulva lactuca и 
Chaetomorpha sp. Также встречается Phyllospadix 
iwatensis (отдел Magnoliophyta).

Среди низших беспозвоночных животных ли-
торали и верхней сублиторали (глубины 0,5–1 м) 
встречаются губки Halichondria spp., актинии 
Epiactis japonica и Anthopleura artemisia, гидроидные 
полипы Sertularella sp., Sertularia sp., Orthopyxis cf. 
matsuensis и Obelia longissima, сидячие медузы 
Haliclysthus borealis (Staurozoa). Многощетинковые 
черви (Polychaeta) были представлены большим ко-
личеством видов, а именно Abarenicola pacifica, 
Chone cf. ecaudata, Eteone spp., Capitella spp., Har-
mathoe imbricata, Harmathoe sp., Glycinde sp., Nereis 
vexillosa, Nereis sp., Naineris spp., Eumida sp., Phyllo-
doce sp., Syllidae gen. spp. и другими представителя-
ми семейств Polynoidae, Spionidae, Sabellidae, 
Orbiniidae, Nereididae, Phyllodocidae, Maldanidae, 
Cirratulidae и Terebellidae. Малакофауна включала 
хитонов Cryptochiton stelleri, Tonicella zotini, Boreochi-
ton sp. и Schizoplax brandtii, двустворчатых моллю-
сков Callista brevisiphonata, Ciliatocardium sp., Creno-
mytilus grayanus, Entodesma sp., Leucoma sp., 
Mizuhopecten yessoensis, Mytilus trossulus, Ruditapes 
philippinarum, Siliqua alta, Crassostrea gigas (устрица), 
Spisula sachalinensis (спизула), Swiftopecten swiftii (гре-
бешок), Turtonia minuta и Veneridae gen. sp., брюхо-
ногих моллюсков Lottia borealis, L. instabilis, Mitrella 
burchardi, Nucella heyseana, Neptunea arthritica, Nassar-
ius fratercuis, Buccinum percrassum, Ocinebrellus lumari-
us, Neptunea arthritica, Euspira pila, Lacuna sp., литто-
рины Littorina squalida, L. mandshurica и L. .sitkiana, 
Onoba s.l., Cryptonatica janthostoma, а также 
Eubranchus alexeii, E. rupium и Cuthonella soboli (голо-
жаберные моллюски). Среди обнаруженных немер-
тин можно выделить Kulikovia manchenkoi, Tortus tok-
makovae, Quasitetrastemma stimpsoni, Cephalotrix spp., 
Zygonemertes sp. и Oerstedia venusta. Наибольшее раз-
нообразие ракообразных животных приходилось на 
амфипод Ampithoe sp., A. valida, Trinorchestia sp., 
Spasskogammarus spasskii, Spasskogammarus sp., Pla-
torchestia sp., Monocorophium indisiosum, Parallorchestes 

spp., Ishyrocerus sp., Jassa marmorata, Protohyale trian-
gulata, Corophiidae gen. sp. Другие виды ракообраз-
ных представлены крабами: японский мохнатору-
кий краб Eriocheir japonica, пятиугольный волосатый 
краб Telmessus cheiragonus, пляжный краб Hemigrap-
sus takanoi и краб Веррилла Paralomis verrilli; раками-
отшельниками Pagurus spp.; мизидами Archaeomysis 
articulata; равноногими раками Cliamenella fraudatrix, 
Idothea okhotensis, Ianiropsis sp., усоногими раками 
Chthamalus dalli. Megabalanus rosa, Lepas anatifera. 
Фауна иглокожих включала морских ежей Strongylo-
centrotus intermedius, морских звезд Asterias amurensis, 
Patiria pectinifera и офиуру Amphiopholis pugetana. Фо-
тографии некоторых из перечисленных видов пред-
ставлены на рис. 13 и 14.

Небольшое количество видов было отмечено 
впервые для Сахалина: это голожаберные моллюски 
Eubranchus rupium, E. alexeii, морские блюдечки Lottia 
borealis и немертина Oerstedia venusta. Находки амфи-
под Protohyale triangulata, Platorchestia cf. pacifica 
и Ampithoe valida требуют дополнительной верифи-
кации специалистами по этой группе. В то же время, 
хотя большинство видов, представленных в нашем 
материале, являются весьма обычными литоральны-
ми видами, обитающими в различных морях Даль-
него Востока, были обнаружены морфологические 
и генетические отличия, что может свидетельство-
вать о наличии скрытого биоразнообразия. Наши 
предварительные результаты свидетельствуют о том, 
что необходима масштабная ревизия биологическо-
го разнообразия различных таксономических групп 
как на Сахалине, так и в Дальневосточных морях 
в целом, особенно представителей таксонов Poly-
chaeta, Amphipoda, Hydrozoa, некоторых представи-
телей типов Mollusca и Nemertini. Полученные от 
образцов молекулярно-генетические данные станут 
основой для будущих таксономических работ и за-
ложат фундамент для дальнейшего изучения эволю-
ционных отношений отдельных групп беспозвоноч-
ных животных фауны морей России и связи 
отдельных биот северо-западной части Тихого океа-
на, а также последующих работ по мониторингу со-
стояния фауны дальневосточных морей.

Морские млекопитающие – пятнистая нерпа 
Phoca lagra и кольчатая нерпа Pusa hispida были от-
мечены на скалах Хирано (около 70 особей) и близ 
устья р. Анастасия (250–300 особей).

Картирование морских донных биотопов по-
казало наличие вблизи устья р. Могучи несколь-
ких их типов: 1) илистый гравийник (каменистый, 
слабо проточный биотоп); 2) гравийник с битой 
ракушечником и меньшим количеством ила (по-
хож на илистый гравийник, но в нем больше кам-
ней различного размера и меньше илистых участ-
ков); 3) илистый песчаник (проточный биотоп, 
в котором дно образовано заиленным песком); 
4) скальные выходы. Для каждого биотопа харак-
терно свое сообщество беспозвоночных животных 
и водорослей. 

https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=572419
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Рис. 13. Представители морских беспозвоночных животных литорали и верхней сублиторали. А – Nereis vexillosa; Б – Phyllodoce 
sp.; В – Harmathoe sp.; Г – Naineris jacutica; Д – Cirratulus sp.; E – Capitella sp.; Ж – Nicomache sp.; З – Abarenicola pacifica; И – 
Chone cf. ecaudata; К – Tortus tokmakovae; Л – Kulikovia manchenkoi; М – Cephalothrix cf. mokievskii; Н – Cephalothrix sp.; О – 
Zygonemertes sp.; П – Neptunea arthritica; Р – Littorina squalida; С – Nucella heyseana; Т – Mitrella buchgardtii; У – Nassarius fraternicus; 
Ф – Lottia instabilis; Х – Cuthonella soboli; Ц – Boreochiton sp.; Ч – Shizoplax brandtii; Ш – Ruditapes philippinarum; Щ – Mytilus 
trossulus; Э – Ciliatocardium sp. 
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Рис. 14. Представители морских беспозвоночных животных литорали и верхней сублиторали. А – Eriocheir japonica; Б – 
Hemigrapsus takanoi; В – Pagurus middendorffii; Г – Lepas anatifera; Д – Chthamalus dalli; E – Megabalanus rosa; Ж – Archaeomysis 
articulata; З – Idothea okhotensis; И – Cliamenella fraudatrix; К – Caprella sp. 1; Л – Caprella sp. 2; М – Spasskogammarus sp.; Н – 
Spasskogammarus spasski; О – Platorchestia cf. pacifica; П – Ampithoe valida; Р – Ampithoe sp.; С – Jassa marmorata; Т – Ischyroceros sp.; 
У – Parallorchestes sp.; Ф – Protohyale triangulata.
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Энтомология и пресноводные беспозвоночные. 
Собрана коллекция наземных насекомых, пред-
ставленная прямокрылыми (Acrididae), жестко-
крылыми (Cerambicidae, Chrysomelidae), чешуе-
крылыми (Erebidae, Crambidae, Pyralidae, 
Lycaenidae), двукрылыми и перепончатокрылыми. 
При помощи светоловушки пойманы имаго ру-
чейников Dolophilodes nomugiensis, Eubasilissa regi-
na, Goera japonica, Hydatophylax minor, Limnephilus 
orientalis и L. sparsus. Эта коллекция представляет 
собой отправную точку для последующего иссле-
дования разнообразия насекомых Южного Саха-
лина, а также их симбионтов.

При обследовании травянистых растений 
в устье р. Могучи обнаружен очаг гусениц перво-
го-второго возраста желтогузки Euproctis similis на 
крапиве. Видовая принадлежность установлена по 
внешнему виду гусениц, выращенных до третьего-
четвертого возраста. Протестирована пригодность 
листвы разных видов травянистых и древесных 
растений для выкармливания гусениц в условиях 
искусственного содержания, как в ходе экспеди-
ции, так и после ее окончания в лабораторных ус-
ловиях (рис. 15). Насекомые охотно питались ли-
стьями ряда наиболее распространенных в России 
видов древесных растений. В отсутствии предпо-

читаемых растений гусеницы также потребляли 
листья некоторых травянистых растений. С дру-
гой стороны, многие массово произрастающие на 
Южном Сахалине растения не были повреждены 
гусеницами в условиях эксперимента.

В устье р. Найча отловлены имаго медведицы 
кайя Arctia caja, от которых получено потомство. 
Это позволило не только определить спектр расте-
ний, пригодных для лабораторного выкармлива-
ния гусениц, но и провести эксперименты по их 
выращиванию на искусственной питательной сре-
де. Благодаря этим результатам открываются ши-
рокие возможности для изучения зависимости 
физиологии и инфекционной патологии насеко-
мых от условий питания.

В пресноводных сообществах обследованной 
территории обнаружены планарии, амфиподы 
Gammarus koreanus, ручейники Apatania sp., Arc-
topsyche palpata, Dicosmoecus jozankeanus, Ecclisomyia 
kamtshatica, Hydatophylax sp., Limnephilidae gen. sp., 
Neophylax ussuriensis, Rhyacophila spp., Oligotricha 
lapponica, Stenopsyche aff. marmorata, поденки Baetis 
pseudothermicus, Drunella cryptomeria, Drunella sp., 
Ecdyonurus aspersus, Epeorus pellucidus, Ephemera 
japonica, Iron maculatus, Rhitrogena lepnevae, личин-
ки жуков, а также двукрылых сем. Chironomidae, 

Рис. 15. Желтогузка Euproctis similis при выращивании в лабораторных условиях. А – Гусеницы. Б – Предкуколка. В – Куколка. 
Г – Бабочка. Фото Д.С. Киреевой (Всероссийский научно-исследовательский институт защиты растений).
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Culicidae, Tipulidae и Limoniidae. Кроме того, от-
мечены двустворчатые моллюски Dahurinaia laevis.

Микробиология и биофизика. Образцы микро-
флоры корневых систем тимофеевки луговой 
Phleum pratense, пырейника сибирского Elymus 
sibiricus и сазы курильской Sasa kurilensis будут ис-
пользованы для поиска возможных симбионтов, 
которые помогают растениям расщеплять и усваи-
вать внешние питательные вещества. Согласно 
литературным данным, слизь земноводных содер-
жит как биологически активные макромолекулы 
(пептиды, токсины), так и целые сообщества бак-
терий и вирусов. Для их изучения были отобраны 
пробы слизи жабы сахалинской Bufo sachalinensis 
(рис. 16А), дальневосточной жабы Bufo gargarizans 
и дальневосточной лягушки Rana dybowskii. Ис-
следование найденных образцов грибов с помо-
щью ультрафиолетового света (370 нм), позволило 
выявить индуцированную флуоресценцию слизи 
сыроежки невзрачной Russula nauseosa (рис. 16Б), 
причиной которой могут служить живущие в сли-
зи микроорганизмы, отобранные на анализ. Сбор 
и определение видовой принадлежности актиний 
тоже сопровождались кратковременным тестовым 
облучением их в лаборатории ультрафиолетом 
(370 нм). Один из видов, определенный как 
Anthopleura artemisia, давал флуоресценцию щупа-
лец в зеленой области спектра видимого света.

 Микробиологические пробы, отобранные из 
грунта, воды рек Могучи, Найча и Рифлянка, 
и пробы анаэробной микрофлоры будут использо-
ваны для дальнейшего изучения и выделения био-
молекул, а также разработки новых антимикроб-
ных препаратов биологического происхождения.

Заключение
На малоизученной территории юго-восточной 

части полуострова собраны данные по видовому 
разнообразию: отмечено более 200 видов растений, 
101 вид лишайников, 74 вида мхов, 117 видов бази-
диальных грибов. Были изучены, в том числе при 
помощи водолазных методов, морские сообщества 
литорали и сублиторали. Отмечено 119 видов бес-

позвоночных и 20 видов морских водорослей. Со-
браны сведения о 20 видах рыб, в том числе о зара-
женности гельминтами. Работы по паразитологии 
включали поиск микроспоридий у всех доступных 
животных-хозяев, а также поиск корнеголовых ра-
ков – паразитов членистоногих. Среди найденных 
животных, грибов и растений есть редкие и исчеза-
ющие виды, включенные в региональную и феде-
ральную Красные книги, а также ранее не отмечен-
ные для Сахалина. В целом Сахалин и близлежащие 
острова – и п-ов Крильон в частности – несут 
в себе большой интродукционный потенциал, как 
с точки зрения сохранения биоразнообразия, так 
и с точки зрения введения в культуру декоративных 
растений. Полученные результаты говорят о боль-
шом потенциале дальнейшего изучения восточной 
части полуострова с точки зрения биологии, а также 
о перспективности создания на этой территории 
биологической станции, которая послужит базой 
для проведения многолетних исследований, долго-
срочных экспериментов и прикладных разработок.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Некоммерческого благотворительного фонда 
«Поддержка биологических исследований» (в на-
стоящее время – НБФ «Поддержка биоисследова-
ний «БИОМ»), про екты #1 – #10/2023-гр. Авторы 
заявляют об отсутствии конфликта интересов. Ав-
торы выражают благодарность Л.С. Яковченко 
(ФНЦ Биоразнообразия наземных экосистем 
ДВО РАН, г. Владивосток) и А.К. Ежкину (Инсти-
тут морской геологии и геофизики ДВО РАН, 
г. Южно-Сахалинск) за помощь в определении 
лишайников, А.Д. Лянгузовой (СПбГУ) за по-
мощь в паразитологическом анализе ракообраз-
ных, а также Д.С. Киреевой (Всероссийский ин-
ститут защиты растений, г. Санкт-Петербург) за 
проведение экспериментов по лабораторному раз-
ведению чешуекрылых насекомых и предостав-
ленные фотографии. Исследования проводили 
с соблюдением международных этических норм 
работы с животными. Автор заявляет об отсут-
ствии конфликта интересов.

Рис. 16. А – Жаба сахалинская Bufo sachalinensis. Б – Индуцированная флуоресценция сыроежки невзрачной Russula nauseosa.
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Complex research expedition “Crillon 2023”:  
first findings and preliminary results

I.I. Gordeev1, 2, * , Yu.S. Tokarev3 , E.A. Davydov4 , I.A. Ekimova1 , K.A. Drozdov5 , 
I.O. Yatsenko6 , O.V. Yatsenko6 , N.A. Kochunova7 , N.V. Bukharova8 , 

M.S. Kondratyev9 , A.A. Miroliubov10 , I.O. Rozhkova-Timina11, 12 , S.S. Makeev13 , 
D.Yu. Grishina1 , A.D. Plaksin14 , A.A. Semenov14 
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In August 2023, a comprehensive expedition “Crillon 2023” was performed, covering both 
terrestrial and marine biotopes in the southeastern part of the Crillon Peninsula (Sakhalin 
Island, Russia). A group of specialists carried out field work in ichthyology, invertebrate 
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zoology, entomology, botany, lichenology, bryology, mycology, parasitology, microbiology 
and marine biology. In the scarcely studied territory of the southeastern part of the peninsula, 
a notable amount of data on species diversity was collected, including more than 200 species 
of plants, 101 species of lichens, 74 species of mosses, 117 species of basidial macromycetes 
were recorded. Marine coastal communities of the littoral and sublittoral zones were studied, 
and diving methods were exploited. As many as 119 species of invertebrates and 20 species of 
seaweed have been recorded. Information was collected on 20 species of fish, including data 
on helminth infestation. Parasitological studies included the search for microsporidia in all 
available animal hosts, as well as the search for root crayfish – parasites of arthropods. 
Among the animals and plants found, there are rare and endangered species included in the 
regional and federal Red Books, as well as those previously not recorded for Sakhalin. The 
preliminary results obtained indicate great potential for further study of the eastern part of 
the peninsula from the standpoint of biological sciences, as well as the prospects for 
establishment a biological station in this area for long-term research and development.

Keywords: Sakhalin, biological diversity, lichens, fauna, flora, Aniva Bay, Crillon Peninsula, Far 
East, East Asia

Funding: The work was carried out with the financial support of the Non-profit Charitable 
Foundation “Support for Biological Research” (present name – “Support for Bioresearch 
“BIOME”), projects No. 1/2023-gr – 10/2023 gr.
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Теоретическое описание паккерных состояний 
циклических групп каротиноидов

М.М. Сурков1 , А.А. Мамчур1 , Т.Б. Станишнева-Коновалова2 ,  
А.Б. Рубин1 , И.А. Ярошевич1, * 
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Каротиноиды являются одним из самых распространенных классов биологических пиг-
ментов. Они встречаются как в свободном виде – растворенными в гидрофобных средах, 
так и связанными в стехиометрические комплексы с белком – каротенопротеины. Взаи-
модействие между каротиноидом и белковым окружением в значительной степени зави-
сит от молекулярной конформации и динамического поведения пигмента-кофактора. 
В этой работе мы, используя методы молекулярного моделирования, проанализировали 
весь набор альтернативных конформационных состояний боковых циклических групп 
каротиноидов и оценили энергетические эффекты их взаимодействия с основной сопря-
женной цепью. Результатом проведенного теоретического исследования является сорти-
рованный по энергии каталог альтернативных конформационных состояний для био-
генных циклических каротиноидов и их оптических изомеров. Конформационные 
состояния, охарактеризованные в этом исследовании, могут быть использованы для 
корректного выбора начальных условий при решении задач молекулярного моделирова-
ния каротенопротеинов.

Ключевые слова: каротиноиды, паккерные состояния, астаксантин, бета-каротин, кан-
таксантин, лютеин, зеаксантин, молекулярная динамика, квантовая химия
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Введение
Каротиноиды – самый распространенный 

класс биологических пигментов. На данный мо-
мент выделено более 600 природных каротинои-
дов различных молекулярных структур [1]. Каро-
тиноиды синтезируются клетками прокариот, 
растений и грибов путем конденсации изопрено-
идов с образованием фитоина, который затем 
претерпевает ряд перестроек и превращается 
в ликопин. Циклизация ликопина приводит  
к образованию двух альтернативных боковых  
β- и ε-иононовых шестичленных колец [2], кото-
рые в свою очередь могут быть модифицированы 
кислородсодержащими группами. Общей харак-
теристикой каротиноидов является наличие цепи 
sp2-гибридизованных атомов углерода, образую-
щих сопряженную π-систему. Именно π-система 
определяет положение и форму спектральных 
линий этих пигментов [3–6].

Каротиноиды в природе играют разнообраз-
ные биологические роли [7]: регулируют динами-

ку липидных мембран [8, 9], выступают в качестве 
антиоксидантов [10], а также выполняют целый 
ряд специфических биологических функций, ко-
торые реализуются в результате взаимодействия 
каротиноидов с белком и образования каротено-
протеинов.

Спектральные и функциональные характери-
стики каротенопротеинов обусловлены молеку-
лярным взаимодействием между специфическим 
каротиноидом-кофактором и белком. Ярким 
представителем этого класса пигментов является 
оранжевый каротиноидный белок (Orange Carote-
noid Protein, OCP) – водорастворимый фоторе-
цептор цианобактерий [11, 12]. Активируясь на 
интенсивном синем свету, OCP образует ком-
плекс с фотосинтетической антенной и обеспечи-
вает диссипацию запасенной световой энергии 
в тепло [13]. И активацию, и тушение обеспечива-
ет единственная молекула каротиноида, связанная 
в активном центре ОСР. Показано, что связыва-
ние каротиноида в активном центре приводит 
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к значительным изменениям динамического  
поведения каротиноида – в частности, происходит 
обеднение разнообразия ансамбля конформаций 
одного из кето-β-иононовых колец [14]. Такое  
изменение, приводящее к уменьшению энтропии 
состояния каротиноида, компенсируется увеличе-
нием энтальпии взаимодействия между каротино-
идом и белком благодаря паре водородных связей 
между кетогруппой бокового цикла каротиноида 
(акцептора протонов) и остатками тирозина 
и триптофана (доноров протона). Трехмерная кон-
формация боковой циклической группы называет-
ся паккерным (от англ. «pucker» – сморщенное) 
состоянием (англ. «puckering state», подробнее см. 
Материалы и Методы. Построение паккерных 
карт). Теоретический анализ конформационного 
ансамбля каротиноидов указывает на взаимное 
влияние паккерного состояния бокового шестич-
ленного цикла кето-каротиноида и ансамбля  
водородных связей, которые, в свою очередь, 
определяют спектральные свойства и путь фото- 
активации ОСР [15–17]. Кроме того, важно ука-
зать, что экспериментальные методы определения 
трехмерной структуры каротенопротеинов не по-
зволяют добиться разрешения, достаточного для 
однозначного определения конформации боковых 
циклических групп [6]. 

Настоящая работа посвящена систематиче-
скому исследованию молекулярных конформаций 
распространенных каротиноидов, связанных 
с трехмерной организацией их боковых цикличе-
ских групп. Теоретические оценки электронных 
и вибронных состояний сделаны с помощью мо-
лекулярной динамики и квантово-химических 
расчетов на основании имеющихся структурных 
данных. Методы молекулярного моделирования 
активно применяются для исследования свойств 
каротиноидов [18]. Учитывая ресурсоемкость точ-
ных методов расчета электронных эффектов, мо-
делирование крайне чувствительно к полноте сэм-
плинга динамического ансамбля. В свою очередь, 
результаты семплирования зависят от выбора на-
чальных условий, к которым относится, в частно-
сти, выбор экспериментально не установленного 
конформационного состояния. Отсутствие надеж-
ных структурных данных о геометрии боковых ци-
клических групп каротиноидов в составе кароте-
нопротеинов зачастую приводит к произвольному 
выбору этой геометрии. Данная работа призвана 
исправить эту ситуацию и представить каталог 
альтернативных конформационных состояний 
для наиболее распространенных каротиноидов.

Материалы и методы
Каротиноиды. Для анализа были выбраны 

кольца пяти различных каротиноидов: астаксатин 
(astaxanthin, AST), бета-каротин (β-carotene, 
BCT), кантаксантин (canthaxanthin, CAN), лютеин 
(lutein, LUT) и зеаксантин (zeaxanthin, ZEA). Бо-

ковые циклические группы ZEA, AST и LUT со-
держат оптически активные атомы (в положении 3 
для ZEA и AST, и положениях 3 и 6 для LUT), для 
них были проведены независимые расчеты альтер-
нативных оптических изомеров (рис. 1).

Молекулярная динамика. Первым этапом ра-
боты было определение локальных конформаций 
боковых циклических групп каротиноидов. Для 
этого мы использовали семплирование методом 
молекулярной динамики. В качестве начальных 
условий были выбраны структуры, депонирован-
ные в базу данных ZINC [19]. Симуляции прово-
дились с использованием пакета GROMACS 
2020.1 [20] и модифицированного вручную сило-
вого поля OPLS-AA [21]. Каротиноиды размеща-
лись в вакууме. Для обеспечения семплирования 
всех доступных конформационных состояний 
боковых циклических групп была выбрана повы-
шенная температура 400К, которая поддержива-
лась с помощью алгоритма Nose-Hoover [22]. 
Шаг интегрирования расчета составил 2 фс. Дли-
тельность симуляции составила 1,02 мкс для каж-
дого каротиноида. Координаты для AST, BCT 
и CAN записывались каждые 170 шагов, для ана-
лиза использовались оба кольца. Для LUT фрей-
мы записывались вдвое чаще, β- и ε-кольца ана-
лизировались отдельно. Суммарно для каждого 
типа каротиноидных колец было получено 6 млн 
фреймов.

Рис. 1. Структурные мотивы исследованных каротиноидов. 
LC – Linear Chain – линейная sp2-сопряженная цепь, общая 
для всех изученных структур; иононовые кольца каротинои-
дов AST (AST-3R, AST-3S), BCT (BCT), CAN (CAN), LUT 
(LUT-3R-6R, LUT-3S-6R) и ZEA (ZEA-3S, ZEA-3R).
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Построение паккерных карт. В этой работе 
нами использована теория конформационной ди-
намики шестичленных циклических групп [23]. 
Любой объемный шестиугольник может быть од-
нозначно описан набором из восемнадцати коор-
динат, но для химических циклов, которые харак-
теризуются выпуклостью и постоянством длин 
связей, число координат, однозначно определяю-
щих конформационное состояние, можно умень-
шить до трех. Все три полярных координаты зави-
сят от величин смещения атомов кольца вдоль 
оси-нормали плоскости шестиугольника. Кон-
формационное состояние цикла в рамках такого 
подхода называется паккерным (англ. «puckering 
state»), а редуцированное трехмерное простран-
ство – паккерной картой (англ. «puckering map»). 
Две угловые координаты, φ и θ, зависят от соотно-
шения величин и направлений этих смещений 
и определяют тип паккерного состояния. В свою 
очередь, радиальная координата Q называется 
полной паккерной амплитудой и равна сумме ква-
дратов смещений атомов вдоль той же оси. В дан-
ной работе рассматриваются переходы между раз-
личными типами паккерных состояний, поэтому 
для анализа используются только две угловые ко-
ординаты. Для определения паккерных состояний 
иононовых колец каротиноидов, представленных 
в траекториях молекулярной динамики, были по-
строены соответствующие гистограммы в коорди-
натах φ и θ – паккерные карты. Гистограмма рас-
считанных координат боковых циклических групп 
на паккерной сфере однозначно указывает на ве-
роятность обнаружения кольца в каждом конкрет-
ном состоянии. Заселенность каждого конформа-
ционного состояния конвертирована в значение 
свободной энергии в соответствии с уравнением 
классической термодинамики (1):

 
=  

 

0 1
12

2

ln ,n
G RT

n  
(1)

где 0
12G  – свободная энергия перехода из состоя-

ния 1 в состояние 2, R – универсальная газовая 
постоянная, T – термодинамическая температура, 
n1 – заселенность состояния 1, n2 – заселенность 
состояния 2.

Для визуализации полученных распределений 
свободной энергии использовалась синусоидаль-
ная проекция (рис. 2). Конформации шестичлен-
ного кольца и соответствующие им координаты на 
паккерной карте визуализированы с помощью ав-
торского Python-алгоритма [24].

Квантовая химия. В рамках методов вычисли-
тельной квантовой химии было оценено влияние 
соответствующих паккерных состояний цикличе-
ских групп каротиноидов на общую конформацию 
сопряженной π-системы. Расчеты проведены с ис-
пользованием пакета ORCA [25, 26]. Для всех опре-
деленных паккерных состояний проведено скани-

Рис. 2. Паккерные карты, вычисленные по результатам молеку-
лярной динамики бета-каротина (BCT), кантаксантина (CAN) 
и оптических изомеров лютеина (LUT-3R-6S и LUT-3S-6S),  
зеаксантина (ZEA-3S и ZEA-3R) и астаксантина (AST-3R  
и AST-3S). На картах отмечены локальные конформационные 
паккерные состояния R1 и R2, расположенные в северном  
и южном полушарии паккерных карт соответственно.

рование потенциальной энергии вдоль координаты 
вращения вокруг связи C6-C7 (C6`-C7`) с шагом 
10° (рис. 3). Использован метод DFT с функциона-
лом PBE0 [27] и дисперсионной коррекцией по 
энергии D3 [28], базис DEF2-TZVPP [29]. Далее все 
конформационные состояния вблизи энергетиче-
ских минимумов были подвергнуты процедуре  
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глобальной оптимизации геометрии с расчетом 
гессиана для вычисления свободной энергии соот-
ветствующих состояний в нормальных условиях. 
Электронная компонента свободной энергии была 
уточнена в рамках функционала DLPNO-CCSD(T) 
[30] / DEF2-TZVPP.

Результаты и их обсуждение
На основании проведенных нами расчетов мо-

лекулярной динамики построены паккерные кар-
ты для исследованных боковых циклических групп 
каротиноидов (рис. 2). Для каждого исследованно-
го кольца обнаружено два локальных паккерных 
минимума, соединенных двумя путями конформа-
ционного перехода. В рамках выбранной нумера-
ции атомов (рис. 1) для каждой исследованной ци-
клической группы одно локальное паккерное 
состояние находится в северном полушарии, а вто-
рое в южном полушарии паккерной карты. Мы на-
звали эти состояния R1 и R2 соответственно. Эти 
состояния энергетически вырождены для колец, 
не содержащих оптически активных центров (BCT 
и CAN). Энергетическое вырождение снимается 
для колец, содержащих оптически активные цен-
тры (ZEA, AST, LUT). Наличие объемного заме-
стителя в положении C3 делает энергетически бо-
лее выгодным состояние кольца, в котором 
конверт цикла «упаковывает» гидроксильную 
группу. Такая конформация, в свою очередь, зави-
сит от последовательности расположения уникаль-
ных заместителей в хиральном центре C3. Этот эф-
фект в случае AST усиливается образованием 
внутримолекулярной водородной связи между ги-
дроксильной группой в положении C3 (донором 
протона) и кетогруппой в положении C4 (акцепто-
ром протона). Отдельно стоит отметить, что в со-
ответствии с результатами молекулярной динами-
ки энергетический барьер перехода колец, 
содержащих только два sp2-гибридизационных 
атома углерода (BCT, ZEA и LUT), значительно 
ниже, чем для колец, содержащих три sp2-гибри- 
дизационных атома (CAN, AST).

Вторым этапом этой работы было изучение 
влияния паккерного состояния боковой цикличе-
ской группы на общую конформацию молекулы 
каротиноида и линейной сопряженной цепи 
в частности. Связь C6-C7 соединяет линейную 
часть сопряженной цепи и боковую циклическую 
группу, двугранный угол в четверке атомов 
C5C6C7C8 характеризует поворот боковой цикли-
ческой группы относительно основной полиено-
вой цепи. Поворотная изомеризация этого угла 
ограничена стерическим эффектом отталкивания 
метильных заместителей в положениях C1 и C5 от 
заместителей линейной цепи. Кроме того, для 
всех исследованных каротиноидов, кроме LUT, 
связь C6-C7 организована двумя sp2-гибриди- 
зованными атомами углерода и обладает соответ-
ствующими свойствами – в частности, имеет тен-

денцию сохранять ориентацию заместителей 
в плоскости. Стерические ограничения и элек-
тронное π-сопряжение формируют профиль по-
тенциальной энергии вращения боковой цикличе-
ской группы, уникальный для каждого кольца 
в соответствующем паккерном состоянии (рис. 3). 
Для BCT, CAN, LUT и ZEA профили потенциаль-
ной энергии вращения вокруг связи C6-C7 
(C6`-C7`) имеют три локальных минимума, энергия 
перехода между которыми составляет около 
15 кДж/моль. Пара низко лежащих конформацион-
ных минимумов соответствует диэдрическому углу 
-30° (конформация с1) и 30° (с2). Эти конформации 
соответствует единому цис-состоянию псевдо-оди-
нарной связи С6-С7, которое, ввиду энергетически 
невыгодного сближения метильного заместителя 
C5 и водородного заместителя C8 в районе 0°, рас-
щепилось надвое. Хотя энергетические различия 

Рис. 3. Проекция поверхности потенциальной энергии на ко-
ординату вращения боковых циклических групп относительно 
основной сопряженной цепи исследованных каротиноидов. 
Голубая линия соответствует паккерному состоянию R1, 
оранжевая – R2. На картах отмечены локальные геометриче-
ские минимумы t1, c1, c2, t2, g1, g2 двугранного угла поворота 
боковой цеклической группы относительно основной сопря-
женной цепи.
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между c1 и с2 малы, можно отметить, что относи-
тельная энергия двух цис-состояний зависит от 
паккерного состояния кольца. В состоянии R1 гло-
бальным минимумом выступает с2, в R2 – с1. Тре-
тий локальный конформационный минимум соот-
ветствует транс-конформации и в зависимости от 
паккерного состояния соответствует диэдрическому 
углу -160° (t1) или 160° (t2). По аналогии эта кон-
формация обусловлена отталкиванием метильных 
заместителей С1 и водородного заместителя C8 
в плоской конформации 180°. Так как расположе-
ние метильных заместителей С1 полностью обу-
словлено парой связей, входящих в кольцо (С1-С2 
и C1-C6), транс-конформация боковой цикличе-
ской группы значительно более чувствительна 
к паккерному состоянию.

LUT представляет собой особый случай. Вви-
ду расположения двойной связи кольца между С4 
и С5 атом С6 оказывается sp3-гибридным. С одной 
стороны, двойная связь кольца LUT не сопряжена 
с π-системой полиеновой цепи, но, с другой, она 
активно взаимодействует с гидроксильной груп-
пой в соседнем положении С3. Это определяет 
значительные отличия профиля вращения боко-
вого цикла этой молекулы от профилей, получен-
ных для других каротиноидов. На профиле потен-
циальной энергии наблюдается всего два 
минимума, соответствующих диэдрическим углам 
-30° (g1) и 120° (g2). Как и в предыдущих случаях, 
относительная энергия локальных геометрических 
минимумов зависит от паккерного состояния 
кольца. В состоянии R1 две конформации g1 и g2 
практически вырождены по энергии, в R2 кон-
формация g2 значительно стабилизирована, что 
делает ее глобальным геометрическим миниму-
мом. Барьеры вращения вдоль координаты пово-
рота бокового цикла LUT выше, чем для других 
исследованных каротиноидов, и составляют по-
рядка 30 кДж/моль. Потенциальную энергию 
вдоль координаты вращения боковой группы 
определяют тетраэдрические углы между замести-
телями С6 и уже упомянутые стерические затруд-
нения между заместителями кольца и цепи.

Последним этапом этой работы было постро-
ение энергетической иерархии среди найденных 
конформационных минимумов исследованных 
каротиноидов. Для этого каждый локальный 
энергетический минимум был дополнительно оп-
тимизирован, проведен расчет нормальных коле-
бательных мод и вычислена свободная энергия 
Гиббса в нормальных условиях. Результаты приве-
дены в таблице. Полученные данные подтверж- 
дают сделанные ранее выводы. В частности,  
конформации с1 и с2 обладают наименьшим зна-
чением свободной энергии Гиббса. Значение сво-
бодной энергии Гиббса в минимумах поверхности 
потенциальной энергии зависит от паккерного со-
стояния и не симметрично относительно перехода 
между состояниями R1 и R2, однако близко  

Таблица
Оценка свободной энергии Гиббса в нормальных условиях 

локальных конформационных минимумов  
исследованных каротиноидов

Циклическая 
группа,  

паккерное 
состояние

Конформация 
поворотной 

изомеризации 
кольца

Относительная 
электронная 

энергия 
CCSD(T), 
кДж/моль

Относительная 
свободная 

энергия Гиббса 
(300K),  

кДж/моль

AST_3R, R1 c2 1,62 1,76
c1 0 0
t1 5,95 7,25

AST_3R, R2 c2 0 0
t2 6,29 5,72
c1 1,31 0,46

AST_3S, R1 c2 0 0,27
c1 0,57 0
t1 5,74 5,95

AST_3S, R2 t2 5,97 6,92
c1 1,00 1,05
c2 0 0

BCT, R1 c2 0 0
t2 6,56 6,45
c1 1,18 1,55

BCT, R2 t1 6,46 5,29
c2 1,17 0,06
c1 0 0

CAN, R1 c2 0,35 0,52
t1 4,73 4,36
c1 0 0

CAN, R2 c1 0,35 0,52
t2 4,73 4,36
c2 0 0

LUT_3R6R, R1 g1 0 0
g2 0,31 0,02

LUT_3R6R, R2 g1 8,44 9,11
g2 0 0

LUT_3S6R, R1 g1 0 0
g2 2,39 3,94

LUT_3S6R, R2 g1 9,35 11,18
g2 0 0

ZEA_3R, R1 c2 1,64 0,78
t1 7,97 8,16
c1 0 0

ZEA_3R, R2 c2 0 0
t2 7,06 5,88
c1 1,28 0,54

ZEA_3S, R1 c1 0 0
t1 7,01 7,38
c2 0,36 0,15

ZEA_3S, R2 c1 1,50 0,48
c2 0 0
t2 8,36 7,85
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к таковому. У LUT переход из состояния R1 в со-
стояние R2 сопровождается увеличением свобод-
ной энергии Гиббса в минимуме g1 более, чем на 
9 кДж/моль. Установленные конформационные 
состояния каротиноидов относятся к их свобод-
ным формам и должны участвовать в процессах 
ассоциации-диссоциации каротиноидов с белко-
вой глобулой.

Заключение
Наши результаты показали, что конформаци-

онная динамика каротиноидов имеет определен-
ные закономерности. В зависимости от химическо-
го строения кольца два альтернативных паккерных 
состояния могут быть энергетически равнозначны 
либо одно из состояний может быть доминирую-
щим в ансамбле. Паккерное состояние иононового 
кольца влияет на профиль потенциальной энергии 

вращения этого кольца относительно плоскости 
полиеновой цепи. Приведенные данные охватыва-
ют набор равновесных паккерных конформаций 
ряда наиболее распространенных каротиноидов. 
Наша работа позволяет уточнить структурные дан-
ные о трехмерной организации каротиноидов в со-
ставе каротенопротеинов. В первую очередь мы 
указываем на возможность наличия альтернатив-
ных паккерных конформаций, которые способны 
влиять на эффективность координации пигмента 
и динамику в активном центре. 

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 22-74-
00012). Работа проведена без использования жи-
вотных и без привлечения людей в качестве 
испытуемых. Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов.
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Carotenoids are one of the largest classes among biological pigments. They are found both in 
free form (dissolved in hydrophobic environments), and bound in stoichiometric complexes with 
protein (carotenoproteins). The interaction between the carotenoid and the protein environment 
is determined by the molecular conformation and dynamic behavior of the cofactor. In this 
work, using molecular modeling methods, we analyzed the entire set of alternative 
conformational states of cyclic carotenoids. The result of the theoretical study is an energy-
sorted catalog of alternative conformational states for biogenic cyclic carotenoids and their 
optical isomers. The conformational states characterized in this study can be used to correctly 
select initial conditions when solving problems of molecular modeling of carotenoproteins.

Keywords: carotenoids, pucker states, astaxanthin, beta-carotene, canthaxanthin, lutein, 
zeaxanthin, molecular dynamics, quantum chemistry
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Моделирование пространственного распространения  
европейского наземного моллюска Cochlodina laminata  

(Gastropoda, Pulmonata, Clausiliidae) в восточной части ареала
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Моделирование распространения видов позволяет определить потенциальный ареал и выя-
вить ключевые факторы, определяющие пригодность территорий для обитания. В настоя-
щем исследовании с применением методов SDM (species distribution modelling) созданы про-
гнозы распространения европейского вида клаузилид Cochlodina laminata (Montagu, 1803) 
в восточной части ареала. Для создания моделей использованы различные алгоритмы, в том 
числе алгоритмы машинного обучения. В качестве предикторов выбраны климатические 
факторы и данные дистанционного зондирования Земли: расширенный вегетационный ин-
декс и тип земельных угодий. Ансамблевый прогноз на основе всех моделей показал, что 
ареал C. laminata имеет клиновидную форму и во многом совпадает со схемой, предложен-
ной ранее И.М. Лихаревым. Однако в восточной и юго-восточной части потенциальный 
ареал вида оказался шире. Установлены границы потенциального распространения 
C. laminata в зоне лесостепи и степи, а также в Причерноморье и на Кавказе. Использование 
данных дистанционного зондирования позволило более детально обозначить пригодные 
территории, что особенно важно в периферийных зонах ареала. Показано, что наиболее 
значимыми факторами в распределении вида на исследованной территории являются сред-
негодовая температура, сезонность температуры и осадки самого теплого квартала.
Ключевые слова: экологическое моделирование, SDM, клаузилиды, регрессионные модели, 
машинное обучение, Восточная Европа
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Введение
Семейство Clausiliidae во многом является уни-

кальным среди наземных моллюсков ввиду своих 
экологических особенностей, большого видового 
разнообразия и широкого географического распро-
странения. Моллюски этого семейства преимуще-
ственно стенобионты, и среди всех представителей 
европейских клаузилид «наиболее эврибионтным» 
видом является Cochlodina laminata (Montagu, 1803). 
Моллюск населяет лесные биотопы и обитает 
в лесной подстилке, гниющей древесине, пнях. 
Именно этот вид можно назвать наиболее широко 
распространенным в сравнении с другими евро-
пейскими видами семейства, но в то же время оста-
ется неясным, насколько глубоко на восток Евро-
пы и, что особенно интересно, в зону лесостепи,  
он заходит. В своей монографии И.М. Лихарев 
(1962) [1] указывал, что ареалы моллюсков сем. 
Clausiliidae на Восточно-Европейской равнине 
имеют форму клиньев, в разной степени заходящих 
вглубь континента. За последние десятки лет нако-
пились сведения о распространении C. laminata за 

пределами тех границ ареала, которые указывал 
И.М. Лихарев. Однако, во-первых, эти сведения не 
обобщены, а во-вторых, безусловно, остаются «бе-
лые пятна», и границы распространения вида 
в восточной части его ареала, по сути, неизвестны. 
Так как C. laminata – один из немногих видов евро-
пейских клаузилид, который может населять зону 
лесостепи, мы поставили задачу создать модель 
распространения этого вида на территории Восточ-
ной Европы, включая восточные и юго-восточные 
границы ареала. Для решения таких задач в послед-
ние годы широко применяются методы SDM 
(species distribution modelling). Очевидными преи-
муществами этих методов являются возможность 
использовать разнообразные данные и предикто-
ры, которые отражают различные факторы среды 
обитания, а также применение разных алгоритмов 
для моделирования [2, 3]. 

Сферы применения SDM разнообразны [3]. 
Так, эти методы широко применяются с целью 
планирования природоохранных мероприя-
тий [4, 5]. Примером подобной работы является 
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выявление территорий для сохранения большого 
количество видов наземных моллюсков надсемей-
ства Orthalicoidea [6]. Другая область применения 
SDM – определение потенциально уязвимых для 
инвазий территорий [7, 8]. В этом направлении 
также есть примеры исследований, объектами ко-
торых являются наземные улитки и слизни [9–12].

В настоящем исследовании мы использовали 
SDM для моделирования потенциального распро-
странения C. laminata на интересующей нас терри-
тории.

Материалы и методы
Работа включала следующие этапы:
1. Сбор данных о находках вида, их обработка.
2. Создание точек псевдоотсутствия.
3. Отбор переменных – предикторов (факто-

ров среды).
4. Подбор математических алгоритмов моде-

лирования, создание и кросс-валидация моделей.
5. Создание ансамблевого прогноза на основе 

полученных моделей.
В качестве исходных данных о местонахожде-

нии C. laminata были использованы полевые сборы 
авторов (49 пунктов); литературные данные (96 пун-
ктов) [13–28]; данные репозитория GBIF (Global 
Biodiversity Information Facility, https://www.gbif.org) 
(4034 пункта) [29–37]; данные из коллекции лабо-
ратории малакологии Государственного природо-
ведческого музея НАН Украины (три пункта, www.
pip-mollusca.org), данные каталогов коллекций Зоо-
логического Института РАН и Зоологического му-
зея МГУ (117 и 25 пунктов соответственно). Заме-
тим, что GBIF включает в себя сведения из 
разнообразных источников. В том числе – данные 
из iNaturalist (https://www.inaturalist.org) – платфор-
мы для сбора данных не профессионалами, а добро-
вольцами. Мы критически относимся к исполь- 
зованию такого источника в исследованиях рас- 
пространения моллюсков, ввиду чего данные из 
iNaturalist были удалены из набора GBIF.

Так как невозможно избежать неравномерного 
распределения точек находок, было проведено про-
странственное разбавление с использованием паке-
та spThin в среде R [38]. Этот шаг подразумевает 
удаление некоторых точек из набора по принципу 
ближайшего соседа. В итоге получается набор то-
чек, расположенных друг от друга на расстоянии, 
равном или большем выбранного. Для данных 
GBIF расстояние прореживания было равно 20 км, 
для данных из остальных источников – 10 км. Вы-
бор расстояния прореживания обусловлен изна-
чальным пространственным распределением точек: 
такое расстояние позволило минимизировать эф-
фект смещения выборки, но в то же время не убрать 
излишнее количество точек находок. В итоге после 
процедуры прореживания в модель была включена 
131 точка из репозитория GBIF и 210 точек – из 
остальных, указанных выше, источников (рис. 1). 

Набор данных должен включать не только точ-
ки находок (точки присутствия), но и точки, в кото-
рых вид не обнаружен (точки отсутствия). Собрать 
такие данные напрямую крайне затруднительно, 
поэтому в качестве точек отсутствия по умолчанию 
были приняты так называемые точки псевдоотсут-
ствия. Они были сгенерированы случайным обра-
зом из фоновых точек исследуемой территории.

Регион исследования охватывал территории 
от 66° с.ш до 40° с.ш. и от 20° в.д. до 60° в.д., то 
есть Восточную Европу. 

В качестве предикторов для моделей были ис-
пользованы следующие факторы. Климатические 
переменные были взяты из базы данных 
WorldClim.org [39]. Первоначально было взято 
19 биоклиматических факторов. Все переменные 
были протестированы на мультиколлинеарность 
и на основе значения VIF (variance inflation factor, 
коэффициент инфляции дисперсии) из этого на-
бора были исключены коррелирующие перемен-
ные. Расчет VIF проводили с использованием па-
кета usdm [40] в среде R. В итоге в модель были 
включены восемь биоклиматических переменных 
со значением VIF от 1,48 до 5,47: ‘bio1’ (среднего-
довая температура), ‘bio2’ (среднесуточный диапа-
зон температур), ‘bio4’ (сезонность температуры), 
‘bio8’ (средняя температура самого влажного квар-
тала), ‘bio9’ (средняя температура самого засуш-
ливого квартала), ‘bio15’ (коэффициент вариации 
осадков), ‘bio18’ (осадки самого теплого кварта-
ла), ‘bio19’ (осадки самого холодного квартала).

Также в качестве предикторов использовались 
тип земельных угодий (landcover) и расширенный 
вегетационный индекс EVI (enhanced vegetation 
index), которые созданы на основе снимков спут-
никового сенсора MODIS (Moderate Resolution 
Imaging Spectroradiometer). Данные по этим пре-
дикторам взяты с платформы открытого доступа 
earthexplorer.usgs.gov. Эти предикторы были вы-
браны ввиду того, что они косвенно характеризу-
ют биотопы, пригодные для обитания C. laminata: 
тип земельных угодий несет информацию о разде-
лении территории на земли разного назначения, 
а вегетационный индекс характеризует биомассу 
растительности на той или иной территории по-
верхности суши. Как уже было сказано, C. laminata 
населяет лесные биотопы (landcover «поможет» 
моделям их выделить), а наиболее благоприятные 
для вида лесные биотопы предположительно мо-
гут отличаться по значениям EVI от остальных, 
что тоже внесет вклад в прогноз.

Для моделирования использовались следую-
щие алгоритмы: обобщенная аддитивная модель 
(generalized additive model, GAM), метод опорных 
векторов (support vector machine, SVM) и много-
слойный перцептрон (multilayer perceptron, MLP). 
Первый алгоритм относится к регрессионным, 
а остальные – к методам машинного обучения. 
При построении моделей была применена кросс-

https://www.gbif.org
https://www.inaturalist.org
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валидация (перекрестная проверка) выборки ме-
тодом пятикратной перегруппировки. Процедура 
кросс-валидации предполагает разделение исход-
ной выборки на обучающую и тестовую. В нашем 
случае 25% исходной выборки были включены 
в тестовую, а 75% – в обучающую выборку. То 
есть модель обучается на одной части данных, 
а результат моделирования проверяется на другой 
части данных. Такая операция проводится не-
сколько раз, при этом каждый раз обучающая 
и тестовая выборки формируются случайным об-
разом, за счет чего снижается эффект смещения 
выборки [41]. Основными показателями прогно-
стической способности модели является чувстви-
тельность и специфичность. Чувствительность ха-
рактеризует долю истинно положительных 
прогнозов, специфичность – долю ложноположи-
тельных прогнозов. На основе этих показателей 
для оценки качества прогноза была вычислена 
площадь под ROC-кривой (area-under-the-curve, 
AUC), скорректированное отношение шансов 
(COR, crude odds ratio), а также была рассчитана 
TSS-статистика (true skill statistic, известна также 
как критерий Пирса-Обухова) [42, 43]. Для усред-
нения результатов моделирования разных алго-
ритмов мы также построили ансамблевую модель 
по взвешенным результатам всех моделей.

Моделирование и основная часть подготови-
тельных работ с данными были проведены в среде 
R версии 4.1.2 [44] преимущественно с использо-
ванием пакета «sdm» [45]. Обработка растровых 
изображений с предикторами также осуществля-
лась в программе ArcGIS версии 10.7.

Результаты и их обсуждение
Прогноз распространения вида представлен 

в виде картосхем со шкалой пригодности терри-
тории для обитания вида от 0 до 1 (рис. 2). Ре-
зультаты моделирования несколько разнятся 
в зависимости от примененных алгоритмов. За-
метно, что прогноз на основе алгоритмов GAM 
и MLP дает, с одной стороны, более фрагменти-
рованную картину, но с другой стороны, пло-
щадь пригодной для обитания C. laminata терри-
тории в этих моделях больше, чем в SVM. 
Последний показывает более «заполненную» тер-
риторию, в том числе на тех участках, на которых 
не были отмечены точки встречаемости из-за де-
фицита данных. В частности, это касается терри-
тории Белоруссии. 

Во всех случаях заметен клин в восточном на-
правлении, который достигает Предуралья (во 
всех моделях), либо даже доходит до Урала (в мо-
делях GAM и MLP).

Рис. 1. Карта точек находок, использованных в моделировании.
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Рис. 2. Результат моделирования распространения Cochlodina laminata, полученный с помощью разных алгоритмов.
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Показатели площади под ROC-кривой, харак-
теризующие предсказательную способность моде-
лей, имеют сопоставимые и довольно высокие 
значения для разных моделей (таблица). Также 
у разных моделей после процедуры перегруппи-
ровки оказались сопоставимые статистические 
показатели.

Ансамблевый прогноз демонстрирует усред-
ненный результат по всем моделям (рис. 3). Здесь 
также виден клин, который в крайней восточной 
точке достигает Предуралья. В южной половине 
этого клина (то есть в лесостепной и отчасти 
в степной зоне) территории с высокой степенью 
пригодности для обитания вида расходятся в виде 
полос от юга Среднерусской возвышенности до 
юго-востока Донецкого кряжа. Отдельные крайне 
небольшие участки отмечены на территории юга 
Приднепровской возвышенности и Причерно-
морской низменности. Ожидаемо, основная часть 

степной зоны – территории Причерноморской 
низменности, Приазовской возвышенности, При-
кубанской низменности до Прикаспийской низ-
менности и юга Приволжской возвышенности – 
выходят за пределы ареала C. laminata.

В самой южной части ареала моллюска выде-
лены территории Причерноморья, а именно – 
горная часть Крымского полуострова, северо-вос-
точное Причерноморье, некоторая часть Кавказа, 
Понтийских гор и Балканы.

Среди предикторов, оказавших наибольшее 
влияние на прогноз, выделяется среднегодовая 
температура. Это можно видеть как по усреднен-
ным значениям для всех моделей, так и для каж-
дого алгоритма по отдельности (рис. 4). Наиболее 
равномерно распределены вклады предикторов 
в моделях MLP, наименее равномерно – в регрес-
сионных моделях. Тем не менее, если судить по 
усредненным значениям, то, за исключением 
среднегодовой температуры, вклад предикторов 
можно считать более-менее равнозначным. Поми-
мо среднегодовой температуры, можно выделить 
сезонность температуры («bio4») и осадки самого 
теплого квартала («bio18»). Наименее значимой 
оказалась переменная «bio9» – средняя температу-
ра самого засушливого квартала. Примечательно, 
что тип земельных угодий и вегетационный ин-
декс внесли заметный вклад в прогноз наряду 
с климатическими предикторами.

Рис. 3. Результат ансамблевого моделирования распространения Cochlodina laminata.

Таблица
Статистические показатели моделей

Алгоритмы AUC COR TSS
GAM 0,82 0,55 0,50
MLP 0,83 0,54 0,56
SVM 0,83 0,59 0,58

Примечание: AUC (area-under-the-curve) – площадь под 
ROC-кривой, COR (crude odds ratio) – отношение шансов, 
TSS (true skill statistic) – TSS-статистика
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Необходимо заметить, что результат SDM 
представляет собой потенциальный ареал вида 
и показывает территорию, пригодную для его оби-
тания [3]. Иными словами, прогноз на основе SDM 
нельзя воспринимать как однозначный ответ на во-
прос о границах реального распространения вида. 
Тем не менее, результат SDM позволяет увидеть, на 
каких территориях наиболее оптимальные условия 
для обитания вида и где наиболее вероятно прохо-
дят границы пригодной для обитания территории.

Так как ансамблевый прогноз позволяет ус-
реднить результаты моделирования для итогового 
предсказания [46], мы будем преимущественно 
ориентироваться на его результаты.

При сопоставлении нашего прогноза со схе- 
мой распространения C. laminata, предложенной 
И.М. Лихаревым (рис. 3) ясно видно, что большей 
частью они совпадают. А именно, точно совпадает 
центральная часть клинального ареала, ограниче-
ние которой Лихарев обуславливал сочетанием 
температуры и влажности. Однако, согласно на-
шим прогнозам, ареал C. laminata оказывается 
шире в юго-восточном направлении и отдельно 
в Причерноморье и на Кавказе. В северо-восточ-
ной части ареала также есть некоторые отличия: 
небольшая область (39° в.д., 62° с.ш.) в прогнозе от-
мечена как пригодная для обитания вида, что выхо-
дит за границы, очерченные Лихаревым. При этом 
есть и области, которые, напротив, на схеме 
И.М. Лихарева обозначены как часть ареала, а в ан-
самблевом прогнозе обозначены как малопригод-

ные для обитания вида. Основной причиной такого 
расхождения вероятнее всего является недостаточ-
ная представленность данных. Это касается части 
Марийской низменности и севера Приволжской 
возвышенности (впадение р. Суры в Волгу).

Если сфокусироваться на юго-восточной ча-
сти ареала C. laminata, которая наиболее интересо-
вала нас, то можно выделить территории лесосте-
пи и горных экосистем, которые входят 
в потенциальный ареал вида. В зоне лесостепи мо-
дели выделили лесные массивы, что отчетливо 
видно на картосхемах прогноза. Это обусловлено 
вкладом в модели EVI и типа земельных угодий. 
Известно, что использование предикторов разных 
типов, и в частности, данных дистанционного 
зондирования Земли, существенно улучшает каче-
ство моделей [47]. В нашем случае это позволяет 
обозначить пригодные для обитания территории 
на периферии ареала более точно.

В южной части потенциального ареала – на 
Кавказе, Понтийских горах и в горном Крыму вы-
делены территории, соответствующие определен-
ным значениям EVI. Как в Крыму, так и на Кавка-
зе видовое разнообразие клаузилид довольно 
высокое, включая эндемичные виды [1, 48–50]. 
Для Крыма довольно хорошо известны экологиче-
ские особенности разных видов клаузилид, их эко-
логическое разделение по локальным местообита-
ниям [51–54]. О распространении C. laminata 
в горном Крыму известно достаточно давно. Со-
гласно И.И. Пузанову (1925) [55] вид населяет всю 

Рис. 4. Вклад предикторов в модели: А – усредненные значения для всех моделей; Б – значения для GAM; В – значения для 
MLP; Г – значения для SVM.
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зону буковых лесов, а по данным А.А. Байдашни-
кова (1990) [51] известно, что в Крыму распростра-
нение C. laminata ограничено лесами северных 
склонов. О распространении C. laminata на Кавка-
зе и Понтийских горах сведений практически нет, 
за исключением данных по Северному Кавказу, 
которые мы использовали в наборе исходных дан-
ных. Несмотря на наличие пригодных для обита-
ния территорий, в этом регионе распространению 
вида препятствовали географические барьеры. Та-
ким образом, обозначенные территории в этом ре-
гионе попадают в потенциальный ареал ввиду оп-
тимального сочетания условий среды, но 
расселения вида здесь, очевидно, не произошло.

По зоне лесостепи и степи проходит южная 
часть восточного клина ареала C. laminata. Терри-
тория потенциального ареала, которая проходит 
южнее границы И.М. Лихарева, относится к бас-
сейну Дона и от Среднерусской возвышенности 
продолжается на Приволжскую возвышенность, 
немного не доходя до Общего Сырта. Если же 
взять во внимание не только ансамблевый про-
гноз, но и модели MLP и GAM, то клин проходит 
еще восточнее – фактически, до Урала.

Обращает на себя внимание неравномерность 
распределения пригодных для обитания вида тер-
риторий, что связано с неоднородностью рельефа 
и растительных сообществ, которые модель «рас-
познала» по значениям EVI. Известно, что распро-
странение C. laminata на Среднерусской возвышен-
ности в основном приурочено к байрачным 
и плакорным дубравам, что описано в работе 
В.А. Николаева для основной части этой террито-
рии (1973) [56], а также описано для национального 
парка «Двуречанский» [57]. Помимо дубрав, 
C. laminata встречается в пойменных лесах, что от-

мечено и на территории Донецкого кряжа [58]. На 
Приволжской возвышенности вид встречается 
в дубравах, смешанных лесах, осинниках и остепе-
ненных лесах [16, 19, 20, 22]. К сожалению, пока 
нет описаний находок C. laminata в самой восточ-
ной части потенциального ареала. Но, согласно на-
шим моделям, такими потенциально пригодными 
для обитания вида территориями являются участки 
Бугульминско-Белебеевской возвышенности.

Заключение
Таким образом, потенциальный ареал наибо-

лее широко распространенного в Европе вида сем. 
Clausiliidae C. laminata доходит до Предуралья. 
В юго-восточной части он охватывает Балканы, 
горный Крым, потенциально пригодные террито-
рии Кавказа, а также часть Понтийских гор. Фак-
тически, вся зона лесостепи и некоторые участки 
в степной зоне в восточной части ареала C. laminata 
пригодны для обитания вида. Среди используемых 
нами предикторов наибольший вклад в прогноз 
внесли фактор среднегодовой температуры, сезон-
ность температуры и осадки самого теплого кварта-
ла. Остальные факторы оказали примерно равное 
влияние на модели. 
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Species distribution modeling (SDM) allows to define the potential range and identify key 
factors that determine the habitat suitable areas. In this study, we made forecasts for the 
distribution of the European clausilid Cochlodina laminata (Montagu, 1803) in the eastern part 
of the range using SDM methods. Various algorithms are used to create models, including 
machine learning algorithms. We selected climatic factors and Earth remote sensing (ERS) data 
as predictors (extended vegetation index and land use). An ensemble forecast based on all 
models showed that the range of C. laminata is a wedge-shaped and largely coincides with the 
scheme proposed earlier by I.M. Likharev. However, in the eastern and southeastern parts the 
potential range turned out to be wider. The boundaries of the C. laminata potential distribution 
have been established in the forest-steppe and steppe zones, as well as in the Black Sea region 
and the Caucasus. The use of remote sensing data made it possible to identify suitable territories 
in more detail, which is especially important in the peripheral zones of the range. It is shown that 
the most significant factors in the distribution of the species in the studied area are the average 
annual temperature, temperature seasonality and precipitation of the warmest quarter.
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Europe
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

УДК 571.27

Особенности образования нейтрофильных внеклеточных ловушек 
у кроликов породы шиншилла
Н.В. Воробьева1, * , М.С. Мунтян2 

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

2НИИ физико-химической биологии имени А.Н. Белозерского, Московский государственный университет  
имени М.В. Ломоносова, Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 40
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Нейтрофильные внеклеточные ловушки (NET, Neutrophil Extracellular Traps) представ-
ляют собой деконденсированный ядерный хроматин, «декорированный» бактерицидны-
ми белками различных органелл клетки и выполняющий эффекторную функцию, на-
правленную на борьбу с патогенами в очаге воспаления. Вместе с тем, NET играют 
важную роль в патогенезе многих аутоиммунных и воспалительных заболеваний, а также 
злокачественных новообразований. Кролики являются одним из наиболее часто исполь-
зуемых видов лабораторных животных в медицинских и биологических исследованиях. 
На кроликах разработано большое количество моделей различных заболеваний сердеч-
но-сосудистой, иммунной и других систем человека. Однако в научной литературе от-
сутствуют сведения о способности нейтрофилов кролика подвергаться NETозу (про-
граммируемой гибели клеток в процессе образования NET) в ответ на известные 
фармакологические стимулы. Целью представленной работы было изучение в системе 
in vitro способности нейтрофилов кролика породы Советская шиншилла образовывать 
NET в ответ на миметик диацилглицерола форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА) 
и кальциевый ионофор А23187. Для выделения нейтрофилов кролика использовали ме-
тод центрифугирования в одноступенчатом градиенте плотности Ficoll-Hypaque с моди-
фикациями. Окислительный взрыв оценивали методом регистрации люминол-зависи-
мой хемилюминесценции, а образование NET – с помощью иммунофлуоресцентного 
анализа. В работе впервые показано, что нейтрофилы кролика Советская шиншилла не 
образуют NET в ответ на ФМА, но формируют ловушки в ответ на А23187, а также обла-
дают низким уровнем окислительного взрыва в ответ на ФМА, А23187 и хемоаттрактант 
N-формил-метионил-лейцил-фенилаланин.

Ключевые слова: нейтрофилы кролика, нейтрофильные внеклеточные ловушки, NET, окис-
лительный взрыв, форбол-12-миристат-13-ацетат, А23187

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-79-1-7

Открытие Артуро Циклински [1] в 2004 г. ней-
трофильных внеклеточных ловушек (NET, 
Neutrophil Extracellular Traps) привлекло внима-
ние большого числа исследователей и стимулиро-
вало огромное количество научных публикаций. 
Подавляющее большинство этих работ было про-
ведено на нейтрофилах человека или грызунов 
(мышей и крыс). Показано, что NET состоят из 
остова хроматина, деконденсированного до ну-
клеосомного уровня упаковки ДНК и «декориро-
ванного» несколькими десятками типов белков 
гранул (миелопероксидаза, МПО; эластаза), ядра 
(гистоны) и цитоплазмы [2]. Индукторами образо-
вания NET являются разнообразные физиологи-
ческие стимулы, такие как бактерии, грибы, виру-

сы и простейшие [1], а также химические 
стимулы, антитела, иммунные комплексы, хемо-
кины, цитокины и хемоаттрактанты. Наиболее 
широко используемыми фармакологическими 
стимулами образования NET являются форбол-
12-миристат-13-ацетат (ФМА) и кальциевые ио-
нофоры (иономицин, А23187). Высвобождение 
хроматина было постулировано как новая эффек-
торная функция нейтрофилов для борьбы с пато-
генами, дополняющая фагоцитоз, дегрануляцию и 
генерацию активных форм кислорода (АФК). 
Впоследствии выяснилось, что хроматин могут 
выделять и другие гранулоциты, например, эози-
нофилы, базофилы и тучные клетки, а также мо-
ноциты, макрофаги и В-лимфоциты [3]. Вскоре 
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стало ясно, что нейтрофилы многих млекопитаю-
щих, включая кошек, собак, крупный рогатый 
скот, овец, коз и свиней, выделяют хроматин для 
защиты хозяина от патогенов [4]. Сообщалось, что 
специфические клетки птиц и рыб [4], некоторых 
представителей беспозвоночных [5] и растений [6] 
также способны высвобождать ядерный хроматин. 
Таким образом, выделение хроматина, направлен-
ное на защиту хозяина от патогенов, является эво-
люционно консервативным механизмом.

Однако впоследствии оказалось, что, помимо 
защитной функции, NET играют важную роль 
в  патогенезе таких аутоиммунных и воспалитель-
ных заболеваний, как системная красная волчан-
ка, ревматоидный артрит, васкулит мелких сосу-
дов и псориаз [7–11], а также злокачественных 
новообразований [12]. Таким образом, существует 
тонкий баланс между высвобождением NET и их 
своевременным устранением, что обеспечивает 
защитные или повреждающие последствия их об-
разования.

Кролики являются одним из наиболее часто 
используемых видов лабораторных животных 
в медицинских и биологических исследованиях. 
На них разработано большое количество моделей 
различных болезней человека, в частности, забо-
леваний сердечно-сосудистой и иммунной си-
стем. Поскольку кролики имеют больше общих 
офтальмологических характеристик с людьми по 
сравнению с мелкими грызунами, это делает их 
удобной моделью для исследований в области оф-
тальмологии и изучения таких заболеваний чело-
века, как синдром сухого глаза, глаукома, ката-
ракта и увеит [13–15]. Хотя в научной литературе 
отсутствуют данные о способности нейтрофилов 
кроликов развивать NETоз в ответ на фармаколо-
гические стимулы в системе in vitro, образование 
NET недавно было обнаружено в легких и печени 
кроликов, инфицированных возбудителем туля-
ремии Francisella tularensis [16].

Ввиду широкого использования кроликов 
для разработки моделей ряда заболеваний чело-
века, важно также учитывать способность их 
нейтрофилов образовывать NET как фактор па-
тогенеза воспалительных и аутоиммунных про-
цессов. В связи с этим целью работы было изуче-
ние способности нейтрофилов кроликов породы 
Советская шиншилла образовывать NET в ответ 
на классические активаторы NETоза, ФМА 
и А23187, в системе in vitro.

Материалы и методы
Реагенты. ФМА, A23187, N-формил-метионил-

лейцил-фенилаланин (fMLP, N-formyl-methionyl-
leucyl-phenylalanine), диметилсульфоксид, Тритон 
Х-100 были приобретены в компании Sigma-Aldrich 
(США). SYBR Green, DAPI (4′,6-diamidino-2-
phenylindole), смола ProLong Gold и моноклональ-
ные FITC-меченные антитела к МПО были заку-

плены в Thermo Fisher Scientific (Invitrogen, США), 
декстран Т-500 – в Pharmacosmos (Дания). 

Выделение первичных нейтрофилов из крови 
кроликов породы Советская шиншилла. Все иссле-
дования с кровью проводились в соответствии 
с биоэтическими нормами Европейского Союза 
и РФ. Нейтрофилы кролика выделяли с использо-
ванием одноступенчатого градиента Ficoll-
Hypaque, ранее разработанного для выделения 
нейтрофилов человека [17], однако с небольшими 
модификациями. Периферическую кровь кроли-
ков отбирали из ушной вены в полипропиленовые 
пробирки с гепарином (20 МЕ × мл-1 крови). 
Цельную кровь разводили средой 199 в соотноше-
нии 1:1 и наслаивали на Ficoll-Hypaque с плотно-
стью 1,077 г/см3. Центрифугирование проводили 
при 478 g в течение 30 мин и комнатной темпера-
туре. Эритроцитарную массу доводили до перво-
начального объема крови, добавляли декстран 
Т-500 (конечная концентрация – 1%) и оставляли 
на 15 мин для осаждения основной массы эритро-
цитов. Верхний прозрачный слой отбирали, дово-
дили средой 199 до 10 мл и проводили центрифу-
гирование при 400 g в течение 10 мин. Оставшиеся 
эритроциты лизировали в гипотоническом рас-
творе хлорида натрия (0,2%-ный NaCl) в течение 
30 с и далее восстанавливали изотоничность путем 
добавления гипертонического раствора хлорида 
натрия (1,6%-ный NaCl). Осаждали клетки при 
400 g в течение 10 мин и разводили осадок в пол-
ной культуральной среде, содержащей RPMI 1640, 
10 мМ HEPES, 2 мМ L-глутамин и 1%-ную инак-
тивированную эмбриональную телячью сыворот-
ку, для последующего исследования NETоза. Для 
исследования окислительного взрыва осадок су-
спендировали в фосфатном буфере Кребса-Ринге-
ра (120 мM NaCl, 5 мM KCl, 1,7 мM KH2PO4, 
8,3 мM Na2HPO4, 10 мM глюкоза, 1 мM CaCl2, 
1,5 мM MgCl2, рН – 7,3). Полученные клетки 
были представлены на 92% нейтрофилами, а их 
жизнеспособность составляла не менее 99%, что 
определяли по исключению 0,1%-ного трипано-
вого синего. Изменение условий центрифугирова-
ния в градиенте плотности позволило выделять 
нейтрофилы кролика в количестве 1,5–2,0 × 106 
на 1 мл цельной крови, что коррелирует с данны-
ми литературы [18]. Нейтрофилы инкубировали 
в течение 1 ч при 4°С перед экспериментом для 
достижения состояния покоя.

Оценка люминол-зависимой хемилюминесценции 
(ЛЗХЛ). ЛЗХЛ использовали для оценки суммар-
ных АФК (внутри- и внеклеточных), как описано 
ранее [17]. В лунки 96-луночного планшета добав-
ляли нейтрофилы кролика в количестве 2,5 × 105 

клеток в фосфатном буфере Кребса-Рингера, лю-
минол (80 мкМ – конечная концентрация) и один 
из активаторов окислительного взрыва – А23187 
(2,5 мкМ), ФМА (35 нМ) или fMLP (800 нМ). 
Планшет немедленно помещали в хемилюмино-
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метр Lucy 1 (Anthos Labtec, Австрия) для регистра-
ции ЛЗХЛ. По окончании ЛЗХЛ оценивали пло-
щадь, занимаемую кривыми хемилюминесценции 
(суммарная эмиссия света), и степень окислитель-
ного взрыва выражали в виде гистограмм.

Индукция и иммунофлуоресцентное окрашива-
ние NET. Свежевыделенные нейтрофилы кролика 
(2 × 105 кл/мл в 500 мкл полной культуральной 
среды), адгезированные на круглых покровных 
стеклах, находящихся в лунках 24-луночного 
планшета, стимулировали ФМА (35, 50, 100 нМ) 
или 2,5 мкМ А23187 в течение 3 ч и 4 ч соответ-
ственно. После стимуляции NETоза клетки фик-
сировали в лунках в 200 мкл 4%-ного раствора па-
раформальдегида в течение 15 мин. Препараты 
окрашивали проникающим через мембраны кле-
ток красителем SYBR Green, разведенным в фос-
фатно-солевом буфере (PBS, phosphate-buffered 

saline) в соотношении 1:10000 в соответствии с ре-
комендацией производителя, в течение 7 мин 
в темноте. Для иммунофлуоресцентного окраши-
вания фиксированные нейтрофилы промывали 
в PBS и пермеабилизировали с Тритоном Х-100 
в течение 1 мин при комнатной температуре. Не-
специфическое связывание уменьшали путем ин-
кубации клеток в блокирующем буфере (иммуно-
глобулины человека) в течение 20 мин. 
Иммунофлуоресцентное окрашивание проводили 
с использованием FITC-меченных моноклональ-
ных антител против МПО. Хроматин окашивали 
флуоресцентным красителем DAPI в течение 
10 мин. Стекла промывали 2 раза в PBS и 1 раз 
в дистиллированной воде, далее погружали в смо-
лу ProLong Gold. Клетки анализировали с исполь-
зованием флуоресцентного микроскопа Leica DM 
LB (Leica Microsystems, Германия), а фотографи-

Рис. 1. Оценка NETоза, индуцированного в нейтрофилах кролика породы Советская шиншилла ФМА и А23187. Свежевыделен-
ные нейтрофилы кролика, адгезированные на покровных стеклах, инкубировали в присутствии растворителя (А), ФМА (35 нМ) 
(Б) или А23187 (2,5 мкМ) (В) в течение 3 ч (ФМА) или 4 ч (А23187). Клетки фиксировали в 4%-ном параформальдегиде и окра-
шивали флуоресцентными красителями. (А) Для оценки чистоты выделения нейтрофилы кролика окрашивали DAPI (тест на 
хроматин, голубое свечение) и меченными FITC моноклональными антителами против МПО (зеленое свечение). Белые стрелки 
указывают на нейтрофилы, красные – на мононуклеары. Для оценки NETоза нейтрофилы кролика окрашивали меченными 
FITC моноклональными антителами против МПО и DAPI (Б) или SYBR Green (В). Масштаб – 25 мкм. (Г) Гистограмма, отра-
жающая процент NETоза, индуцированного различными стимулами, n = 5, *** p < 0,001
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рование проводили с помощью камеры Leica 
DC300F (Leica Microsystems, Германия). Подсчи-
тывали общее количество клеток и количество не-
тотических клеток в каждом поле зрения, оцени-
вали процент NETоза в нескольких полях зрения 
(не менее 500 клеток). 

Статистическая обработка. Статистическую 
обработку результатов проводили с помощью про-
граммы GraphPad InStat 3.06 (GraphPad Software, 
США). Данные в тексте и на рисунках представле-
ны как среднее ± стандартная ошибка среднего. 
Статистический анализ осуществляли с использо-
ванием параметрических методов, статистически 
значимыми считали различия при p < 0,05. 

Результаты и их обсуждение
Использование метода одноступенчатого гра-

диента плотности Ficoll-Hypaque, ранее разрабо-
танного для выделения нейтрофилов человека [17], 
не позволило получить чистую фракцию нейтро-
филов кролика – по-видимому, из-за плотностных 
особенностей этих клеток. В связи с этим в работе 
пришлось изменить ряд параметров выделения, что 
позволило нам получить чистую фракцию нейтро-
филов. Чистоту выделения нейтрофилов оценива-
ли в предварительных экспериментах с использова-
нием меченных FITC моноклональных антител 
против МПО. МПО является компонентом азуро-
фильных гранул нейтрофилов, которые отсутству-
ют в мононуклеарных клетках (моноциты, лимфо-
циты). В покоящихся нейтрофилах, как правило, 
можно наблюдать характерное распределение 
МПО в составе гранул, заполняющих цитозоль 
клетки, тогда как в нетотических нейтрофилах 
МПО колокализуется с деконденсированным хро-
матином. На рис. 1А можно видеть неактивирован-
ные нейтрофилы кролика, маркированные зеленой 
меткой (МПО, белые стрелки), в то время как от-
дельные мононуклеары такой маркировкой не об-
ладают (красные стрелки).

Поскольку в научной литературе практически 
отсутствует информация о способности нейтрофи-
лов кролика к NETозу [16], нам было интересно 
выяснить, будут ли эти клетки образовывать NET 
в ответ на классические активаторы этого процес-
са, ФМА и кальциевый ионофор А23187 в системе 
in vitro. Для этого клетки инкубировали в присут-
ствии ФМА в возрастающих концентрациях (от 
35 нМ до 100 нМ) или 2,5 мкМ А23187 в течение 3 ч 
и 4 ч соответственно. Результаты показали (рис. 1, 
Б и Г), что стимуляция нейтрофилов ФМА не при-
водит к заметной деконденсации хроматина, харак-
терной для NETоза человека, хотя ядерные сегмен-
ты слегка увеличивались в размерах. Увеличение 
дозы ФМА до 100 нМ не способствовало каким-ли-
бо изменениям в сторону NETоза. В то же время 
инкубация нейтрофилов с А23187 в течение 4 ч 
приводила к практически 100%-ной деконденса-
ции ядерного хроматина (рис. 1, В и Г). 

Поскольку ФMA является миметиком диа-
цилглицерола, который при активации связывает-
ся с протеинкиназой C, отсутствие ответа на ФМА 
можно бы было объяснить недостатком этого фер-
мента или особенностями клеточной мембраны 
нейтрофилов кроликов, препятствующими сво-
бодному проникновению ФМА в клетки. Другим 
возможным объяснением может быть низкий уро-
вень активации НАДФН-оксидазы и связанный 
с этим дефицит АФК, которые необходимы для 
индукции ФМА-индуцированного NETоза. Для 
проверки этой гипотезы мы провели оценку  
люминол-амплифицированного окислительного 
взрыва, индуцированного ФМА, А23187 и fMLP. 
На рис. 2 можно видеть, что все три классических 
активатора окислительного взрыва вызывали 
крайне низкую стимуляцию образования АФК 
у нейтрофилов кролика по сравнению с нейтро-
филами человека, что может объяснить отсутствие 
у них NETоза в ответ на ФМА. Как нами было об-
наружено ранее, NETоз в ответ на кальциевые ио-

Рис. 2. Оценка окислительного взрыва нейтрофилов кролика, 
индуцированного различными стимулами. Нейтрофилы кроли-
ка стимулировали ФМА (35 нМ), A23187 (2,5 мкМ) или fMLP 
(800 нМ) в присутствии 80 мкМ люминола. Люминол-зависи-
мую хемилюминесценцию (ЛЗХЛ) оценивали сразу после до-
бавления стимулов в планшетном хемилюминометре Lucy 1. 
(А) Представлены типичные кинетические кривые ЛЗХЛ, инду-
цированной в нейтрофилах кролика активаторами окислитель-
ного взрыва. Для сравнения приведены типичные кинетические 
кривые ЛЗХЛ, полученные для нейтрофилов человека [17]. По 
оси абсцисс: время, мин. По оси ординат: интенсивность хеми-
люминесценции, мВ/мин. (Б) Представлена эмиссия света, ин-
дуцированная активаторами окислительного взрыва и выражен-
ная в виде площади под кривыми ЛЗХЛ, n = 5.
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нофоры может происходить и без стимуляции 
НАДФН-оксидазы и в основном зависит от мито-
хондриальных АФК [19]. В этой связи, низкий 
уровень окислительного взрыва под влиянием 
А23187 не играет существенной роли в этом про-
цессе. Что касается fMLP, то этот хемоаттрактант 
не является активатором образования NET [19].

В научной базе данных PubMed практически 
отсутствуют публикации, касающиеся способно-
сти нейтрофилов кроликов осуществлять NETоз. 
Только в единственной статье Пулавендран и со-
авт. [16] было показано в системе in vivo, что ней-
трофилы кроликов выбрасывают NET в тканях 
легких и печени после инфицирования животных 
возбудителем туляремии. При этом NET не ока-
зывали защитного действия от патогена. Отсут-
ствие информации о NETозе у кроликов может 
быть связано, по нашему мнению, с превалирова-
нием у нейтрофилов этих животных иных эффек-
торных функций, например, фагоцитоза и дегра-
нуляции. Вместе с тем, в связи с широким 
использованием кроликов в качестве лаборатор-
ных животных и тестированием на них большого 
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количества химических препаратов, необходимо 
учитывать возможную активацию NETоза и его 
цитопатологическое действие на органы и ткани, 
а также его роль в патогенезе многих аутоиммун-
ных и воспалительных заболеваний.

Таким образом, в представленной работе пока-
зано, что нейтрофилы кроликов породы Советская 
шиншилла не образуют NET в ответ на ФМА в ши-
роком диапазоне концентраций, однако с высокой 
интенсивностью выбрасывают NET в ответ кальци-
евый ионофор А23187. Отсутствие ответа на ФМА 
может быть обусловлено низким уровнем образова-
ния АФК как важного медиатора этого процесса.
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Peculiarities of neutrophil extracellular traps formation  
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Neutrophil extracellular traps (NETs) are decondensed nuclear chromatin, decorated with 
bactericidal proteins of various cell organelles and performing an effector function aimed to 
combat pathogens at the site of inflammation. At the same time, NETs play an important role in 
the pathogenesis of many autoimmune and inflammatory diseases as well as malignancies. 
Rabbits are one of the most commonly used species of laboratory animals in medical and 
biological research. A large number of models of various diseases of the cardiovascular, immune 
and other human systems have been developed in rabbits. However, there is no information in 
the scientific literature about the ability of rabbit neutrophils to undergo NETosis in response to 
well-known pharmacological stimuli. The purpose of the present work was to study in in vitro 
system the ability of neutrophils of Soviet chinchilla rabbit to form NETs in response to mimetic 
of diacylglycerol phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and calcium ionophore A23187. To 
isolate rabbit neutrophils, the one-step density gradient centrifugation on Ficoll-Hypaque 
method with modifications was used. Oxidative burst was assessed with luminol-amplified 
chemiluminescence method, and NET formation was assessed with immunofluorescence 
analysis. The work shows for the first time that neutrophils of Soviet chinchilla rabbit do not 
form NETs in response to PMA, but form traps in response to A23187, as well as have a low level 
of oxidative burst in response to PMA, A23187 and chemoattractant N-formyl-methionyl-
leucyl-phenylalanine.

Keywords: rabbit neutrophils, neutrophil extracellular traps, NETs, oxidative burst, phorbol 
12-myristate 13-acetate, A23187
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Исследовали содержание витаминов A (ретинол) и E (α-токоферол) в тканях рыжей по-
левки (Myodes (Clethrionomys) glareolus) и обыкновенной бурозубки (Sorex araneus), обита-
ющих на северной границе ареала. Распределение витамина A в тканях обоих видов было 
схожим, наибольшее содержание обнаруживалось в печени, наименьшее – в сердце. 
У обоих видов выявлены возрастные различия по уровню ретинола в почках, а также у бу-
розубки в скелетной мышце. Во всех органах у молодых бурозубок, которым предстояла 
зимовка, установлено достоверно более низкое содержание витамина E по сравнению 
с взрослыми зимовавшими животными, в то время как у рыжей полевки таких возрастных 
различий обнаружено не было. Выявлены межвидовые различия по уровню витаминов A 
и E в печени зимовавших зверьков. Полученные результаты показывают, что содержание 
витаминов A и E в тканях рыжей полевки и обыкновенной бурозубки обусловлено харак-
тером обменных процессов и экологическими особенностями видов. У обыкновенной бу-
розубки уровень витаминов в значительной степени зависит от возраста.
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Введение
Среда обитания млекопитающих в районах 

субарктики подвержена глубоким сезонным из-
менениям. Для успешного выживания в условиях 
холодного климата животные выработали разно-
образные физиологические адаптации, направ-
ленные на сохранение энергии и повышение 
устойчивости к холоду. В то же время, не только 
зима может быть сложным периодом для мелких 
млекопитающих, которые весной и летом стал-
киваются с чрезвычайно высокими энергетиче-
скими потребностями в течение репродуктивно-
го сезона [1–2].

Различия между видами мелких млекопитаю-
щих особенно проявляются в местообитаниях 
с высокой сезонностью и обусловлены поведен-
ческими, анатомическими и физиологическими 
характеристиками животных [3]. Рыжая лесная 
полевка (Myodes (Clethrionomys) glareolus Schreber, 
1780) и обыкновенная бурозубка (Sorex araneus 
Linnaeus, 1758) являются фоновыми видами 
в лесных сообществах Карелии. Общей экологи-
ческой особенностью двух видов, принадлежа-
щих к разным таксонам, является обитание в су-

женном годовом диапазоне внешних температур. 
Оба вида выработали приспособления для выжи-
вания зимой с низкими температурами окружаю-
щей среды – они не впадают в спячку и активны 
в течение холодного времени года. В то же время, 
грызуны и землеройки представляют собой два 
таксона с совершенно разной эволюционной 
историей. Мелкие насекомоядные и грызуны де-
монстрируют значительные различия в рационе 
питания, скорости метаболизма, репродуктивных 
стратегиях и др. Предполагается, что размноже-
ние, отложенное у землероек в условиях Карелии 
до второго календарного года жизни, является 
результатом отбора по признакам, обеспечиваю-
щим успешное выживание зимой – в период,  
который более сложен для землероек, чем для 
грызунов. У грызунов, напротив, оппортунисти-
ческое размножение является наиболее яркой ха-
рактеристикой, которая помогает увеличивать 
репродуктивную отдачу и является основной 
стратегией в эволюции, возникшей в качестве ре-
акции на повышенное истребление хищника-
ми [1, 3–4]. В пессимальных условиях при увели-
чении общей смертности возрастает значение 
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ювенильного размножения для сохранения попу-
ляции [5–6].

Изучение механизмов стабильности популя-
ций мелких млекопитающих включает исследова-
ние физиологических систем, прямо или косвен-
но реагирующих на изменения окружающей 
среды [7]. Одним из основных факторов, опреде-
ляющих темпы индивидуального развития и про-
должительность жизни, является скорость обмена 
веществ, которая у небольших короткоживущих 
видов очень высока. Мелкие млекопитающие ис-
пользуют набор морфологических и физиологиче-
ских приспособлений, которые обеспечивают не-
прерывное снабжение тканей кислородом для 
поддержания окислительного метаболизма [8–9]. 
Высокий уровень аэробного обмена оказывает 
влияние на скорость накопления продуктов мета-
болизма, образующихся в реакциях свободнора-
дикального окисления и в других процессах, поэ-
тому среди сезонных адаптаций незимоспящих 
мелких млекопитающих значительный интерес 
может представлять изменение состояния антиок-
сидантной системы.

Витамины A и E играют важную роль в мета-
болизме, характеризуются разносторонними фи-
зиологическими эффектами и биохимическим 
действием и являются низкомолекулярными ан-
тиоксидантами. Витамин A имеет особое значение 
в процессе восприятия света, необходим для нор-
мального развития плода, а также влияет на про-
цесс увеличения белой и бурой жировых тканей, 
имеющих важное значение для благополучной зи-
мовки млекопитающих [10, 11]. Витамин E в орга-
низме выполняет роль основного биологического 
антиоксиданта, является регулятором энергетиче-
ского метаболизма [12]. Витамин E обладает выра-
женным синергизмом с витамином A и предохра-
няет его от окисления.

Цель работы состояла в изучении содержания 
жирорастворимых витаминов A и E в органах 
и тканях у рыжей полевки и обыкновенной буро-
зубки разного возраста. Содержание витаминов А 
и Е в тканях этих видов ранее практически не оце-
нивалось.

Материалы и методы
Объектами исследования послужили рыжая 

полевка (Myodes (Clethrionomys) glareolus Schreber, 
1780) (n = 62) и обыкновенная бурозубка (Sorex 
araneus Linnaeus, 1758) (n = 38), которые были до-
быты в природных условиях в Республике Карелия 
(61–63° с. ш., 30–36° в. д.). Работу по отлову живот-
ных проводили на экспедиционной базе Института 
биологии КарНЦ РАН (Республика Карелия, Пря-
жинский район, деревня Каскеснаволок) с 2016 по 
2022 гг. Весной отлов животных проводился с кон-
ца апреля и в мае, в летне-осенний период – с кон-
ца июля по ноябрь. Разрешения для отлова выданы 
Управлением охотничьего хозяйства Министерства 

сельского, рыбного и охотничьего хозяйства Респу-
блики Карелия. Животных отлавливали стандарт-
ными методами [13] в основных типах биотопов, 
используя стандартные ловушки (давилки) фа-
бричного производства и ловчие канавки. Ловушки 
устанавливали линиями по 25 шт. с интервалом 
5 м. Каждая линия работала 3 сут, с ежедневной од-
нократной проверкой. Ловчие канавки длиной 30 м 
с тремя ловчими цилиндрами, на 1/3 заполненны-
ми водой, проверялись однократно в течение суток. 
Каждая канавка работала 5 сут. После отлова жи-
вотных взвешивали, определяли возраст, пол и от-
бирали образцы тканей, которые замораживали до 
проведения анализа. Для определения возраста ры-
жих полевок использовался метод, разработанный 
Н.В. Тупиковой с соавт. [14], позволяющий по сте-
пени развития зубов устанавливать возраст зверька 
с точностью до двух месяцев. При отнесении зверь-
ка к той или иной возрастной группе дополнитель-
но учитывались другие признаки – развитие тиму-
са, строение черепа, состояние репродуктивной 
системы и т. д. При делении прибылых зверьков на 
генерации использовался функционально-онтоге-
нетический подход, который применялся и описан 
Э.В. Ивантером [6, 15] и Г.В. Оленевым [16, 17]. 
У землероек в качестве основных возрастных кри-
териев использовали форму (конфигурация, состо-
яние швов) черепа и степень стертости зубов, 
а в качестве вспомогательных – особенности сна-
шивания волосяного покрова на хвосте, лапах 
и ушных раковинах [15]. В сомнительных случаях 
использовались также другие показатели, в частно-
сти, размер тимуса, который полностью инволюи-
рует к осени первого года жизни и у перезимо- 
вавших зверьков практически не выражен.

Содержание витаминов A (ретинол) и E 
(α-токоферол) определяли в печени, почках, серд-
це и скелетной мышце методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии [18]. Образцы 
тканей (100 мг) гомогенизировали в 0,9 мл 0,25 М 
раствора сахарозы (рН 7,4) в качестве суспензиру-
ющей среды. К гомогенату добавляли 0,025%-ный 
раствор бутилгидрокситолуола в этиловом спирте 
и тщательно смешивали для осаждения белков. 
Приливали 0,0125%-ный раствор бутилгидрокси-
толуола в н-гексане, смесь встряхивали в течение 
5 мин, затем центрифугировали при 3000g в тече-
ние 10 мин и выдерживали в течение 40 мин при 
4°C. Пробу для хроматографического анализа от-
бирали из верхнего гексанового слоя, элюентом 
служила смесь гексана с изопропанолом в соотно-
шении 98,5:1,5. Детектирование проводили при 
292 нм для α-токоферола и 324 нм для ретинола. 
При построении калибровочных кривых исполь-
зовали стандартные растворы ретинола и α-токо-
ферола (Sigma-Aldrich, США).

Полученные данные обрабатывались с ис-
пользованием пакетов программ MS Excel 2007 
и Statgraphics 5.0. Для статистического анализа 

https://ru.wikipedia.org/wiki/1780
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применяли критерий Краскела-Уоллиса с после-
дующим попарным сравнением с помощью крите-
рия Манна-Уитни, использовали поправку на 
множественность сравнений. Данные на графиках 
представлены в виде медианы и межквартильного 
интервала. Различия считались статистически 
значимыми при p < 0,05. Достоверных половых 
различий по исследуемым показателям не обнару-
жено, в связи с чем данные по самцам и самкам 
анализировали в совокупности.

Исследования выполнены с использованием 
научного оборудования Центра коллективного 
пользования Федерального исследовательского 
центра «Карельский научный центр Российской 
академии наук».

Результаты
Наиболее высокое содержание витамина A 

обнаружено в печени животных обоих видов 
(рис. 1). Уровень ретинола в почках рыжих поле-
вок поздних генераций был значимо ниже по 

сравнению со зверьками ранних генераций и зи-
мовавшими особями. У зимовавших бурозубок 
в почках и скелетной мышце установлено более 
высокое содержание витамина, чем у молодых жи-
вотных. В печени зимовавших рыжих полевок со-
держание витамина A было значимо выше, чем 
у взрослых зимовавших бурозубок.

У рыжей полевки не было обнаружено досто-
верных возрастных различий в содержании вита-
мина E в тканях (рис. 2). У молодых особей буро-
зубки во всех тканях уровень витамина E был 
значимо ниже, чем у взрослых животных. При 
этом в сердце, энергетический метаболизм кото-
рого очень высок, уровень витамина E у сеголеток 
бурозубки был значимо ниже по сравнению как 
с взрослыми особями, так и с сеголетками рыжей 
полевки. В печени зимовавших особей бурозубки 
содержание витамина E было значительно выше, 
чем у полевки.

Для контроля физиологического состояния 
определяли массу тела животных. У рыжей по-

Рис. 1. Содержание витамина А в органах рыжей полевки и обыкновенной бурозубки.
Обозначения: (+) – среднее, ( – ) – медиана,  – 25–75 %,   – статистический диапазон, ° – выпадающие варианты; 1 – сего-
летки, 1а – сеголетки ранних генераций, 1б – сеголетки поздних генерации, 2 – зимовавшие животные. Различия достоверны по 
сравнению с: * – сеголетками, ○ – зимовавшими полевками, # – сеголетками ранних генераций, × – сеголетками поздних гене-
раций (р < 0,05, критерий Краскела-Уоллиса с post-hoc тестом по Манну-Уитни).
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левки средний вес зимовавших животных и сего-
леток не имел достоверных различий (рис. 3). 
В то же время, сеголетки поздних генераций по-
левки имели более низкую массу тела по сравне-
нию с ранними генерациями и взрослыми зимо-
вавшими зверьками. У неполовозрелых особей 
бурозубки, отловленных в осенние месяцы, масса 
тела была ниже, чем у взрослых зимовавших  
животных.

Обсуждение результатов
Результаты исследования показали, что содер-

жание витаминов A и E в тканях рыжей полевки 
и обыкновенной бурозубки имеет высокую вариа-
бельность, обусловленную значительными разли-
чиями в физиологическом состоянии обитающих 
в дикой природе животных, а также целым рядом 
факторов – биологической функцией органов, так-
сономической принадлежностью животных, уров-
нем и типом питания, возрастом, участием в раз-
множении и т. д. Уровень ретинола и токоферола 
у исследованных видов в целом невысок по сравне-
нию с более крупными представителями отрядов 
Rodentia и Eulipotyphla [19].

Содержание витаминов A и E зависит от вида 
ткани, и у большинства млекопитающих наиболее 
высокий уровень витаминов обнаруживается в пе-
чени, откуда они транспортируются в другие орга-
ны. В нашем исследовании большее содержание 
витамина A у рыжей полевки и обыкновенной бу-
розубки также обнаружено в печени – в почках, 
сердечной и скелетной мышцах уровень ретинола 
был существенно ниже. У рыжих полевок поздних 
генераций в почках содержание ретинола было 
меньше, чем у весенне-летнего поколения зверь-
ков. Грызунов разных сезонных генераций отлича-
ет целый комплекс морфофизиологических при-
знаков: животные летне-осеннего рождения имеют 
низкий темп роста и развития, меньшую массу тела 
и упитанность по сравнению с полевками ранних 
генераций [20]. Выявленные различия, вероятно, 
не связаны с изменением общего уровня витами-
на A в организме, поскольку в печени, которая де-
понирует и регулирует его обмен, отличий между 
животными разных генераций обнаружено не 
было. Почки являются местом образования и уда-
ления конечных продуктов обмена витамина A, из-
быток которого токсичен для организма. Более 

Рис. 2. Содержание витамина Е в органах рыжей полевки и обыкновенной бурозубки.
Обозначения: (+) – среднее, ( – ) – медиана,  – 25–75 %,   – статистический диапазон, ° – выпадающие варианты; 1 – сего-
летки, 1а – сеголетки ранних генераций, 1б – сеголетки поздних генерации, 2 – зимовавшие животные. Различия достоверны по 
сравнению с: * – сеголетками, ◊ – полевками сеголетками, ○ – зимовавшими полевками (р < 0,05, критерий Краскела-Уоллиса 
с post-hoc тестом по Манну-Уитни).
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низкое содержание ретинола у животных летне-
осеннего рождения связано, вероятно, со снижени-
ем у них выводящей функции органа в предзимний 
период. Следует отметить, что уровень витамина A 
в почках у сеголетков полевки поздних генераций 
также был ниже по сравнению с зимовавшими  
животными. Аналогичная разница наблюдалась 
в почках и скелетной мышце обыкновенной буро-
зубки. Известно, что для мелких млекопитающих 
характерно осеннее снижение массы тела и некото-
рых основных органов, что способствует успешной 
перезимовке [1–3, 6, 20, 21]. При этом у бурозубок 
эти изменения более выражены, чем у грызу-
нов [2, 7, 20, 22, 23]. Весной происходит обратный 
процесс: увеличивается масса тела и внутренних 
органов, сопровождающееся накоплением пита-
тельных веществ, что направлено на подготовку 
к размножению, требующему больших энергетиче-
ских затрат [2, 6]. Уровень ретинола в почках и ске-
летной мышце значительно ниже, чем в печени, 
однако эти ткани также являются местом хранения 
микронутриентов. У других видов мелких млекопи-
тающих содержание витамина A исследовалось 
в основном в печени. Обнаружено, что у полевки-
экономки его наиболее низкий уровень наблюдал-
ся у молодых особей зимой [24]. У красной и водя-
ной полевок, ондатры и бурундука содержание 
витамина A у сеголетков было ниже по сравнению 
с взрослыми животными [25].

Общий уровень витамина A в печени пропор-
ционален его количеству, поступающему с пищей, 
но эта зависимость не является линейной. При 
низком потреблении витамина A резервирование 
в печени низкое, так как большая часть поступаю-
щего в организм витамина используется для вы-
полнения его биологических функций. В нашем 
исследовании у зимовавших животных более низ-
кое содержание ретинола в печени выявлено у бу-
розубки по сравнению с рыжей полевкой. Обнару-
женные различия могут быть связаны как 
с кормовой специализацией, так и с разным уров-
нем и особенностями обменных процессов у поле-
вок и землероек. Установлено, что ретиноевая 
кислота, биологически активная форма витамина 
A, принимает участие в регуляции энергетическо-
го метаболизма, способствуя приобретению белы-
ми адипоцитами свойств, характерных для бурой 
жировой ткани [26]. Финские исследователи счи-
тают, что обмен липидов более важен для земле-
роек, чем для полевок. У зимующих бурозубок об-
наружены значительные запасы жировой ткани, 
представленной преимущественно бурым жиром, 
который, как предполагают, играет роль белого 
жира у Sorex araneus [21, 27]. В зимний период 
у этого вида наблюдается самая высокая метабо-
лическая активность бурой жировой ткани, на-
правленная на поддержание термогенеза [28].

Печень является важным местом депонирова-
ния витамина E, где происходит процесс его 

включения в состав липопротеинов, в комплексе 
с которыми токоферол доставляется кровью к дру-
гим органам и тканям. У зимующих мышевидных 
грызунов отмечается снижение массы тела, кото-
рая затем увеличивается с началом весеннего ро-
ста для обеспечения размножения животных, нор-
мального течения беременности и лактации. 
Однако происходящие у животных сезонные фи-
зиологические перестройки не привели к значи-
тельным изменениям уровня витамина E в тканях 
рыжих полевок. В то же время зимовавшие особи 
обыкновенной бурозубки во всех тканях имели 
более высокий уровень α-токоферола по сравне-
нию с сеголетками. Известно, что метаболизм  
витамина E в организме тесно связан с обменом 
липидов. По сравнению с рыжей полевкой, 
у обыкновенной бурозубки сезонные изменения 
количества бурой жировой ткани более выраже-
ны [29]. У бурозубок скорость обмена жира отри-
цательно коррелирует с размером тела [28]. Веро-
ятно, в весенний период у зимовавших особей, 
масса тела которых была выше, чем у сеголетков, 
замедление процессов жирового обмена способ-
ствует повышению уровня α-токоферола в орга-
низме, несмотря на то, что для этого фенотипа  
характерно наиболее высокое потребление энер-
гии [2]. Обнаруженные в сердечной и скелетной 
мышцах различия в содержании α-токоферола 
между сеголетками и зимовавшими бурозубками 
могут отражать в том числе и возрастные измене-
ния в мышцах землероек [30]. Увеличение общего 
количества витамина E в процессе старения, воз-
можно, представляет адаптивную реакцию, свя-
занную с доступностью токоферола для предот-
вращения окислительного повреждения тканей, 
которое увеличивается с возрастом [31].

Рис. 3. Масса тела рыжей полевки и обыкновенной бурозубки. 
Обозначения: (+) – среднее, ( – ) – медиана,  – 25–75 %,  – 
статистический диапазон, ° – выпадающие варианты; 1 – се-
голетки, 1а – сеголетки ранних генераций, 1б – сеголетки 
поздних генерации, 2 – зимовавшие животные; * – различия 
достоверны по сравнению с сеголетками (р < 0,05, критерий 
Краскела-Уоллиса с post-hoc тестом по Манну-Уитни).
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Содержание α-токоферола в печени зимовав-
ших бурозубок было значительно выше, чем у зи-
мовавших полевок. Исследования показывают, 
что метаболический потенциал разных тканей 
землеройки очень высок по сравнению с другими 
мелкими млекопитающими, в том числе грызу-
нами [22, 32]. В то же время у отловленных осе-
нью молодых бурозубок содержание α-токо- 
ферола в сердце, которое вместе с мозгом потре-
бляет наибольшее количество энергии, было зна-
чительно ниже, чем у сеголетков рыжей полевки 
разных генераций. Причины сравнительно низ-
кого уровня витамина E в сердце бурозубок 
в осенний период требуют специальных иссле- 
дований.

Таким образом, содержание витаминов A и E 
в тканях рыжей полевки и обыкновенной бурозуб-
ки зависит от ряда факторов – видовых, физиоло-
гических, сезонных, трофических и др. У рыжей 
полевки дефинитивный уровень витаминов в ор-
ганах и тканях формируется, вероятно, в раннем 
возрасте и в дальнейшем остается достаточно ста-
бильным. Более выраженные возрастные измене-
ния уровня витаминов в тканях обнаружены у бу-
розубки и связаны, очевидно, с сезонными 
изменениями метаболизма и экологическими осо-
бенностями вида. Присущие разным видам жи-
вотных эколого-физиологические черты опреде-
ляют адаптивный потенциал вида и влияют на 
возрастные особенности содержания витаминов 
в органах и тканях. Выявленный у рыжей полевки 
и обыкновенной бурозубки на разных этапах он-
тогенеза уровень витаминов A и E можно считать 
фактором биохимического гомеостаза, обуслов-
ленным различием в уровне обменных процессов 
у разных видов мелких млекопитающих. Высокая 
устойчивость обитающих на севере млекопитаю-
щих к действию условий среды не ограничивается 
только морфологическими или физиологически-
ми изменениями, но также поддерживается с по-
мощью биохимических адаптаций.

Заключение
В результате исследования установлено содер-

жание витаминов A и E в органах рыжей полевки 
и обыкновенной бурозубки. Несмотря на то, что ис-
следуемые виды относятся к разным отрядам, рас-
пределение витамина A в тканях было схожим, при 
этом наибольшее содержание ретинола наблюда-
лось в печени, а наименьшее – в сердце. У обоих  
видов выявлены возрастные различия по уровню ре-
тинола в почках. Бурозубки разного возраста разли-
чались по содержанию витамина A в скелетной 
мышце. Возрастные изменения содержания витами-
на E в тканях рыжей полевки и обыкновенной буро-
зубки имели различный характер. У зимовавших 
особей бурозубки установлено более высокое содер-
жание токоферола в тканях по сравнению с сеголет-
ками накануне зимовки, в то время как у рыжей по-
левки возрастных различий не обнаружено. В целом 
проведенное сравнительное исследование показы-
вает специфический профиль витаминов в органах 
исследованных видов. Выявленные межвидовые раз-
личия содержания витаминов A и E в тканях рыжей 
полевки и обыкновенной бурозубки являются, веро-
ятно, отражением эволюционно сложившихся взаи-
моотношений между организмом и средой обитания, 
при которых обеспечивается наиболее эффективное 
функционирование метаболических систем организ-
ма у мелких млекопитающих из разных экологиче-
ских групп на северной периферии их ареала.

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета на 
выполнение государственного задания – тема 
№ FMEN-2022-0003. Работа выполнена в соответ-
ствии с этическими стандартами, утвержденным 
правовыми актами РФ, принципами Базельской 
декларации и рекомендациями этического коми-
тета Института биологии КарНЦ РАН (протокол 
№ 3 от 14 августа 2023 года). Авторы декларируют 
отсутствие конфликтов интересов, связанных 
с публикацией данной статьи.
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We studied the vitamins A (retinol) and E (α-tocopherol) content in the tissues of the bank vole 
(Myodes (Clethrionomys) glareolus) and common shrew (Sorex araneus) inhabiting the northern 
periphery of its range. The distribution of vitamin A in the common shrew and bank vole tissues 
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ВИТАМИНЫ A И E У РЫЖЕЙ ПОЛЕВКИ И ОБЫКНОВЕННОЙ БУРОЗУБКИ

was similar, the highest content was found in the liver, and the lowest level was in the heart. Age-
related differences in retinol content were detected in the kidneys of two species, as well as in the 
skeletal muscle of the shrew. Significantly lower vitamin E content was found in all organs of 
young shrews before wintering, compared to adult wintered animals, while in the bank vole no 
such age-related differences were found. Interspecies differences in the levels of vitamins A and 
E in the liver of overwintered animals were revealed. The results obtained show that vitamins A 
and E content in the tissues of the bank vole and the common shrew is determined by the 
metabolic processes and the ecological characteristics of the species. The vitamins level in the 
common shrew depends largely on age.

Keywords: vitamin A, vitamin E, metabolism, age, season, mammals
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водные версии на английском языке, желательно указывать выходные данные англоязычных вер-
сий. Это позволит избежать проблем при переводе списков литературы.

 
Дополнительные правила оформления

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

Химические соединения следует указывать согласно номенклатуре, рекомендуемой ИЮПАК 
(1979 г.). Вместо названий простых веществ допускается использование их формулы, например, 
хлорид натрия – NaCl, углекислый газ – CO2 и т.д. Разрешается пользоваться общепринятыми 
аббревиатурами наиболее часто используемых соединений. К ним относятся: нуклеотиды, нукле-
иновые кислоты, аминокислоты (например, аденозинтрифосфорная кислота – АТФ, дезоксири-
бонуклеиновая кислота – ДНК, аргинин – Арг, валин – Вал). Все прочие нестандартные сокра-
щения должны быть пояснены в тексте при первом упоминании.

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

При наличии в тексте русских названий представителей различных царств живых организмов 
обязательно должны быть указаны соответствующие латинские названия (род, вид), желательно 



84

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2024. Т. 79. № 1

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ

пользоваться Международными кодексами номенклатуры (Международный кодекс ботанической 
номенклатуры, Международный кодекс номенклатуры бактерий и т.д.). Курсивом выделяются 
только родовые, видовые и подвидовые названия.

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