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Ectopharyngeata и Endopharyngeata  
вместо Protostomia и Deuterostomia?

В.В. Малахов , О.В. Ежова , М.М. Ганцевич* 
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Использование молекулярно-генетических методов привело к глубокой перестройке си-
стемы и филогении трехслойных Bilateria (=Triploblastica). Тем не менее, в большинстве 
филогенетических деревьев сохраняются две основные клады, совпадающие с Protosto-
mia (первичноротыми) и Deuterostomia (вторичноротыми), установленными К. Гроббе-
ном (Grobben, 1908) более 100 лет назад. Для обеих клад Triploblastica первичным спосо-
бом закладки сквозного кишечника является амфистомия. Однако анализ показывает, 
что только происхождение рта и ануса не позволяет провести различие между этими дву-
мя основными кладами. Все группы, которые были отнесены К. Гроббеном к Protosto-
mia, характеризуются эктодермальной глоткой, поэтому эту кладу правильнее было бы 
назвать Ectopharyngeata. На основе модификации кутикулы глотки у многих эктофарин-
геальных развиваются различные структуры, предназначенные для измельчения пищи. 
Группы, отнесенные К. Гроббеном к Deuterostomia, имеют энтодермальную глотку, поэ-
тому правильнее было бы называть эту кладу Endopharyngeata. Синапоморфия 
Endopharyngeata заключается в развитии жаберных щелей в стенках энтодермальной 
глотки и подразделении глотки на две зоны – дорсальную жаберную и вентральную пи-
щеварительную. В процессе эволюции хордовых произошла инверсия сторон тела, и та 
часть пищеварительной трубки, которая гомологична пищеварительной зоне глотки 
Hemichordata, стала дорсальной хордой, а жаберная зона глотки оказалась вентральной. 
Таким образом, разделение Triploblastica на две клады полностью сохраняет свое значе-
ние в современной биологии, хотя и основано на ином наборе морфологических при-
знаков, чем тот, который рассматривал К. Гроббен.

Ключевые слова: Bilateria, Triploblastica, амфистомия, эктодермальная глотка, энтодер-
мальная глотка, жаберные щели, эволюция, филогения

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-80-4-4

Введение
На протяжении всего ХХ в. наши представле-

ния о филогении и системе животного царства 
оставались в рамках парадигмы, предложенной ав-
стрийским зоологом К. Гроббеном [1], который на 
основе достижений биологии XIX в. разработал 
концепцию о том, что все билатерально-симме-
тричные животные могут быть разделены на два 
ствола – первичноротых (Protostomia) и вторично-
ротых (Deuterostomia). Согласно этой парадигме, 
у  первичноротых рот является производным бла-
стопора, тогда как у вторичноротых на месте бла-
стопора формируется анус, а рот прорывается не-
зависимо от бластопора. На рубеже ХХ и  XXI  вв., 
благодаря развитию молекулярно-филогенетиче-
ских методов, наши представления о филогении и 
системе животного царства подверглись таким ко-
лоссальным перестройкам, что их можно рассма-

тривать как научную революцию [2, 3]. Методами 
молекулярной филогенетики было показано суще-
ствование в пределах Triploblastica четырех круп-
ных групп: Lophotrochozoa, Ecdysozoa, Chordata 
и Ambulacraria [4–13]. В то же время, в построен-
ных методами молекулярной филогенетики дере-
вьях существуют две клады, в основном совпадаю-
щие с выделенными К. Гроббеном [1] Protostomia 
и Deuterostomia. 

Сравнительный анализ процессов формиро-
вания сквозного кишечника в онтогенезе Triplo-
blastica показывает, что они далеко не всегда соот-
ветствуют правилам «первичноротости» и  «вто- 
ричноротости» [14–21]. В самом деле, среди  
Deuterostomia типичная вторичноротость, т.е. пре-
вращение бластопора в анус и формирование рта 
независимо от бластопора, характерна только для 
иглокожих. В развитии Enteropneusta, бластопор 
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закрывается (хотя архентерон сохраняет связь 
с  эктодермой), и дефинитивные отверстия пище-
варительного тракта образуются заново, при этом 
рот прорывается на брюшной стороне в передней 
половине зародыша, а анус – на заднем конце за-
родыша на месте бластопора [22, 23]. С другой 
стороны, у типичных Protostomia немало приме-
ров вторичноротости, когда анус формируется на 
месте бластопора, а рот прорывается на переднем 
конце без связи с бластопором. Такие примеры 
известны среди кольчатых червей [24], моллю-
сков  [25], членистоногих [26], приапулид [27] 
и волосатиков [28]. 

Очевидно, что названия Protostomia и Deu-
terostomia не отражают тех морфологических при-
знаков, которые отделяют одну кладу от другой. 
Это приводит к большим трудностям в преподава-
нии зоологии. Преподавателю приходится объяс-
нять студентам, что, несмотря на то, что проис-
хождение рта и ануса не всегда соответствует 
первичноротости и вторичноротости, сами пер-
вичноротые и вторичноротые как две основные 
клады билатерально-симметричных животных, 
тем не менее, существуют… Биологи незоологиче-
ских специальностей часто вообще не в состоянии 
понять, почему названия Protostomia и Deuterosto-
mia до сих пор используются, если они не отража-
ют тех признаков, на которых основано разделе-
ние Triploblastica на две филогенетические ветви. 

Если происхождение дефинитивных отвер-
стий пищеварительного тракта не отражает реаль-
ных различий между Protostomia и Deuterostomia, 

каковы же те морфологические синапоморфии, 
которые были приобретены предками двух глав-
ных клад трехслойных Bilateria на начальных эта-
пах их эволюции? Настоящая статья является по-
пыткой ответить на этот вопрос.

Амфистомия – первичный способ формирования 
сквозного кишечника у Triploblastica

Во многих группах Triploblastica формирова-
ние сквозного кишечника связано с амфистоми-
ей (рис. 1, верхний ряд). В этом случае бластопор 
вытягивается вдоль передне-задней оси, замыка-
ется посередине, отверстие на переднем конце 
дает рот, а на заднем – анус. Типичная амфисто-
мия характерна для онихофор [29, 30], нема-
тод [31, 32], гастротрих [33, 34]. У аннелид щеле-
видный бластопор, как правило, замыкается от 
заднего своего конца к переднему, так, что рот 
представляет собой остаток бластопора, а анус 
открывается заново на месте заднего конца бла-
стопора [35–38]. Такой характер замыкания ще-
левидного бластопора характерен для сипунку-
лид [39], моллюсков [40–45], форонид [46, 47] 
и Kamptozoa [48, 49]. Среди брахиопод щелевид-
ный бластопор у одних видов замыкается от сво-
его заднего конца к переднему [50, 51], тогда как 
у других – от переднего конца к заднему [52–54]. 
Продольная борозда, которая соединяет зачаток 
стомодеума и проктодеума, характерна для мно-
гоножек [55, 56], насекомых  [57,  58] и паукоо-
бразных [59]. Среди ракообразных щелевидный 
бластопор описан у Ostracoda [60]. 

Рис. 1. Формирование сквозного кишечника путем амфистомии в эмбриогенезе Triploblastica. Верхний ряд – примеры щелевид-
ного бластопора в разных группах Triploblastica, нижний ряд – экспрессия регуляторных генов Brachyury и Brachyury+FoxA в раз-
витии Triploblastica (пояснения в тексте).
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На месте замкнувшегося бластопора у личи-
нок аннелид и моллюсков формируется ресничная 
полоска, соединяющая рот и анус, – невротрох. 
Заметим, что невротрох формируется также у ли-
чинок Deuterostomia, а именно у торнарий Entero-
pneusta [61]. Как известно, хордовые испытали 
инверсию сторон тела: их спинная (нейральная) 
сторона гомологична брюшной стороне других 
трехслойных Bilateria [62–64]. Процесс гаструля-
ции у хордовых – так же, как у всех Triploblastica – 
происходит на вегетативном полюсе яйца, но сам 
вегетативный полюс соответствует спинной (т.е. 
нейральной) стороне. Бластопор сужается за счет 
сближения своих боковых краев и нарастания 
нейрогенной эктодермы на его переднем краю. На 
месте бластопора формируется нервная пластинка, 
края которой образуют нервные валики. Впослед-
ствии нервные валики смыкаются, образуя нерв-
ную трубку, а сужающееся отверстие бластопора 
становится нервно-кишечным каналом [62–69]. 
Нервная трубка хордовых выстлана изнутри рес-
ничным эпителием – эпендимой [70, 71], что по-
зволяет рассматривать ее как погрузившийся не-
вротрох. Таким образом, процессы гаструляции 
и  нейруляции Chordata представляют собой один 
из вариантов амфистомии. 

Молекулярная генетика развития предостави-
ла новые аргументы в пользу первичности амфи-
стомии как способа формирования сквозного ки-
шечника у Triploblastica (рис. 1, нижний ряд). 
У  животных с выраженным щелевидным бласто-
пором гены Brachyury и FoxA экспрессируются 
в зачатках рта, ануса и вдоль линии замыкающего-
ся бластопора [18, 44, 72–75]. У приапулид 
Brachyury экспрессируется в зачатке рта и в зачат-
ке ануса [27, 76]. У Ambulacraria зона экспрессии 
Brachyury локализована в области бластопора (ко-
торый становится анусом) и в вентральной обла-
сти, примыкающей к вторичному рту [77–79]. 
У  хордовых зона экспрессии Brachyury окружает 
бластопор, а по мере его замыкания локализуется 
вдоль средней линии нервной пластинки, соеди-
няя остаток бластопора на заднем конце зароды-
ша и фарингеальную энтодерму – на перед-
нем  [18, 19, 80, 81]. Интересно, что у Acoela 
и Xenoturbellida, которые лишены ануса, экспрес-
сия Brachyury имеет место на брюшной стороне 
вокруг рта и гонопора. При этом вокруг гонопора 
экспрессируются гены cdx и orthopedia, которые 
у Triploblastica со сквозным кишечником экспрес-
сируются вокруг ануса [82–83]. Эти данные гово-
рят о том, что предки Acoela и Xenoturbellida име-
ли сквозной кишечник, при этом заднепроходное 
отверстие функционировало и как анус, и как го-
нопор, а после редукции сквозного кишечника со-
хранило только последнюю функцию. Заметим, 
что развитие на основе анального отверстия клоа-
ки, в которую открываются кишечник и половая 
система, встречается у других мелких беспозво-

ночных с внутренним оплодотворением, напри-
мер, у коловраток и самцов нематод. 

Все это позволяет согласиться с высказанным 
более века назад мнением Мак-Брайда [65] 
(стр.  335), который писал: “That the mouth and 
anus in all animals in which two such openings are 
found, owe their origin to the division of a long slit-
like coelenterate mouth I firmly believe.” («Я твердо 
убежден, что рот и анус у всех животных, у кото-
рых есть два таких отверстия, обязаны своим про-
исхождением разделению длинного щелевидного 
рта кишечнополостных»).

Эктодермальная глотка – синапоморфия клады 
Ectopharyngeata (=Protostomia)

Несмотря на то, что признаки, на которых 
Гроббен [1] основывал разделение билатерально-
симметричных животных на Protostomia и  Deu-
terostomia, не соответствуют реальному происхож-
дению рта и ануса, начальная дивергенция двух 
главных филогенетических стволов трехслойных 
Bilateria связана с судьбой передних отделов ки-
шечника. 

Для всех групп, которые К. Гроббен [1] относил 
к Protostomia, характерно развитие обширной экто-
дермальной глотки, поэтому эту кладу правильнее 
было бы называть Ectopharyngeata (рис.  2,  1).  
В эмбриогенезе материал эктодермальной глотки 
мигрирует внутрь зародыша через отверстие на пе-
реднем крае щелевидного бластопора, поэтому 
первичный рот замыкается от своего заднего конца 
к переднему. Остающееся на переднем конце от-
верстие становится дефинитивным ртом, что ха-
рактерно для многих Lophotrochozoa  [33–49].  
У онихофор, нематод и членистоногих развиты как 
обширная эктодермальная глотка (стомодеум), так 
и эктодермальная задняя кишка (проктодеум). 
В  этом случае щелевидный бластопор замыкается 
посередине, и отверстия стомодеума и проктодеума 
оказываются одинаково хорошо выраженными 
в онтогенезе [29–33, 55–60].

Поскольку глотка Ectopharyngeata образована 
впяченной эктодермой, у организмов с кутикуляр-
ными покровами она сохраняет кутикулярную вы-
стилку. На основе модификации кутикулярной 
выстилки глотки у многих Ectopharyngeata могут 
развиваться различного строения органы, предна-
значенные для измельчения пищи (рис. 2, 2–7). 
Это челюсти Annelida, челюсти и радула Mollusca, 
мастакс Rotifera, Micrognathozoa и Gnathostomulida, 
ловчие щетинки Chaetognatha, гиззард Bryozoa, 
хитиновые склериты провентрикулюса Arthropoda 
(так называемая «желудочная мельница»), кутику-
лярные клапаны бульбуса Nematoda, гребенчатые 
зубы Priapulida и другие подобные образования. 
В  свое время К. Гроббен [1] отнес Chaetognatha 
к вторичноротым, опираясь на тот факт, что в эм-
бриогенезе морских стрелок рот и глотка развива-
ются на переднем конце зародыша независимо от 
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бластопора. Однако, если принять во внимание та-
кой признак, как развитие эктодермальной глотки 
с хитиновыми ловчими щетинками, Chaetognatha 
относятся к кладе Ectopharyngeata. Данные моле-
кулярной филогенетики указывают на близость 
Chaetognatha к Lophotrochozoa [84, 85]. 

 Подобно многим другим, кутикулярные орга-
ны разных представителей Ectopharyngeata уст- 
роены по-разному. Маловероятно, чтобы послед-
ний общий предок Ectopharyngeata имел ка- 
кие-то определенные модификации кутикулярной  
выстилки. Глоточные кутикулярные органы воз-
никли на основе гомологичной структуры – вы-
стланной кутикулой эктодермальной глотки Ecto-
pharyngeata – и с точки зрения классической 
сравнительной анатомии являются проявлением 
гомоплазии [86–88]. В то же время, в некоторых 
случаях мы можем говорить о гомологии кутику-
лярных образований в глотке представителей раз-
ных типов Ectopharyngeata. Так, например, вен-
тральный фарингеальный орган аннелид, несущий 
модифицированную кутикулу, занимает то же по-
ложение, что и вентральный язык моллюсков, не-
сущий радулу [89, 90]. Это позволяет рассматри-
вать их как гомологичные структуры согласно 
первому критерию гомологии А. Ремане [91]. 

Энтодермальная глотка с жаберными щелями – 
синапоморфия Endopharyngeata (=Deuterostomia)

У представителей тех групп, которые К. Гроб-
бен [1] относил к Deuterostomia, глотка – энтодер-
мальный орган, поэтому эту кладу правильнее 
было бы называть Endopharyngeata (рис. 2, 8). Раз-
умеется, само по себе наличие энтодермальной 
глотки нельзя рассматривать как синапоморфию 
Endopharyngeata, поскольку энтодермальная глот-
ка – это исходный для трехслойных Bilateria при-
знак. Синапоморфией клады Endopharyngeata яв-
ляется развитие в стенках энтодермальной глотки 
метамерных дыхательных отверстий – жаберных 
щелей (рис. 2, 9–11). В связи с развитием жабер-
ных щелей глотка Endopharyngeata разделена на 
две параллельные трубки, или зоны, – пищевари-
тельную (первоначально вентральную) и жабер-
ную (первоначально дорсальную) (рис. 2, 12).

Это зонирование отчетливо выражено у всех 
Enteropneusta [92–96]. Как известно, хордовые пере-
вернуты относительно других трехслойных Bilateria: 
их дорсальная сторона гомологична вентральной 
стороне прочих Triploblastica, а вентральная –  
гомологична дорсальной [62–64, 66–68, 97, 98]. 
У Chordata та часть пищеварительной трубки, кото-
рая гомологична пищеварительной зоне глотки 

Рис. 2. Синапоморфии Ectopharyngeata и Endopharyngeata. Обозначения: 1 – трохофорная личинка Ectopharyngeata, 2–7 – при-
меры эктодермальной глотки Ectopharyngeata с кутикулярными склеритами (2 – Annelida, 3 – Mollusca, 4 – Rotifera, 5 – Bryozoa, 
6 – Arthropoda, 7 – Nematoda), 8 – диплеврула Endopharyngeata, 9–11 – жаберные щели (9 – Chordata, 10 – Hemichordata,  
11 – Stylophora), 12 – схема морфологической эволюции Endopharyngeata. Обозначения: cho – хорда, eph – эктодермальная глот-
ка, gsl – жаберные щели, int – кишечник, ntu – нервная трубка.
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Hemichordata, становится дорсальной хордой, а жа-
берная зона глотки занимает вентральное положе-
ние (рис. 2, 12). 

Частичная или полная редукция жаберных 
щелей приводит к исчезновению дифференциров-
ки глотки на жаберную и пищеварительную зоны. 
Для миниатюрных полухордовых Graptolithoidea 
(=Pterobranchia) характерна тенденция к редукции 
жаберных щелей. Две пары жаберных щелей най-
дены у Atubaria heterolopha [99, 100]. Вполне веро-
ятно, однако, что под названием A. heterolopha 
описана ювенильная особь вида рода Cephalodiscus 
[101]. Взрослые представители рода Cephalodiscus 
имеют одну пару жаберных щелей [102–104], 
а многочисленные виды рода Rhabdopleura не име-
ют жаберных щелей вовсе [102–104]. Современ-
ные Echinodermata полностью лишены жаберных 
щелей и разделения глотки на пищеварительную 
и  жаберную зоны. Однако представители нижне-
палеозойской группы Stylophora (рис. 2, 11) имели 
метамерные дыхательные отверстия, которые рас-
сматриваются как жаберные щели [105–110].

В последние годы стали появляться публика-
ции, в которых показано, что поддержка монофи-
лии Deuterostomia на молекулярных деревьях часто 
статистически слаба и может быть артефактом (на-
пример, следствием «притяжения длинных вет-
вей»), в то время как монофилия Protostomia под-
держивается значительно сильнее [111, 112]. 
Заметим, что ряд эмбриологических признаков, 
которые ранее рассматривались как характерные 
черты Deuterostomia, – радиальное дробление, эн-
тероцельный способ закладки целома и сама вто-
ричноротость – как оказалось, встречаются также 
у некоторых групп Protostomia и поэтому не могут 
рассматриваться как синапоморфии вторичноро-
тых. Однако разделение глотки на жаберную и пи-

щеварительную зоны и наличие жаберных щелей – 
это истинная синапоморфия Endopharyngeata, что 
подтверждает реальность этого таксона.

Загадочные червеобразные организмы Xena-
coelomorpha рассматриваются либо как группа, се-
стринская ко всем остальным трехслойным 
Bilateria [113], либо как представители сильно 
упрощенных вторичноротых [114, 115]. Рассма-
тривать Xenacoelomorpha как упростившихся по-
томков Deuterostomia возможно только, если при-
нять их происхождение от личиночных стадий 
Ambulacraria путем прогенеза (=педоморфо-
за) [116]. Рот Xenacoelomorpha ведет прямо в энто-
дермальный кишечник или в пищеварительную 
паренхиму. Эктодермальной глотки у Xenacoelo-
morpha нет, и это говорит, скорее, в пользу их 
сближения с Endopharyngeata.

Заключение
Правила приоритета, установленные Между-

народным кодексом зоологической номенклату-
ры  [117], не распространяются на таксоны более 
высокого ранга, чем надсемейство. Названия 
Ectopharyngeata и Endopharyngeata информативнее 
и точнее отражают признаки, характеризующие две 
главных клады Triploblastica, чем названия 
Protostomia и Deuterostomia. Употребление терми-
нов Ectopharyngeata и Endopharyngeata оправдано 
также и тем, что более не потребуется делать тех 
утомительных и путаных оговорок, которые неиз-
бежны при употреблении названий Protostomia 
и  Deuterostomia. Опыт чтения лекций в Москов-
ском государственном университет имени М.В. Ло-
моносова показывает, что студенты легко и сразу 
усваивают новые термины, поскольку использова-
ние названий Ectopharyngeata и  Endopharyngeata 
исключает несоответствие названий и признаков.

Рис. 3. Филогенетическое дерево Triploblastica.
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Суть предлагаемой концепции состоит не 
в замене названий. Новый фактический материал 
позволит подтвердить или опровергнуть положе-
ния новой концепции. Это справедливо для всех 
составляющих современной эволюционной тетра-
ды: сравнительной анатомии, биологии развития, 
молекулярной филогенетики и даже палеонтоло-
гии. Так, обнаружение в ископаемом материале 
глоточных склеритов будет свидетельствовать 
о  принадлежности ископаемых организмов к  Ec-
topharyngeata, тогда как находка отпечатков мета-
мерных отверстий в стенке пищеварительного 
тракта (подобных тем, которые известны для ис-
копаемых Stylophora) позволит отнести найден-
ные остатки к Endopharyngeata. 

Тот факт, что глубокая перестройка зоологи-
ческой системы на рубеже XX и XXI вв. сохранила 

два главных ствола Triploblastica (рис. 3), не про-
тиворечит ее трактовке как научной революции. 
Хорошо известно, что теория относительности, 
ознаменовавшая научную революцию в физике 
в  начале ХХ в., сохранила основные положения 
классической механики [118, 119]. Истинное зна-
ние способно выдержать проверку временем. 
«Tempo è galantuomo…» («Время – честный чело-
век»), как выразился Фигаро в бессмертной коме-
дии Бомарше [120].

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 23-14-
00047) и проведена без использования животных 
и без привлечения людей в качестве испытуемых. 
Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.
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REVIEW

Ectopharyngeata and Endopharyngeata instead of Protostomia and 
Deuterostomia?

V.V. Malakhov , O.V. Ezhova , M.M. Gantsevich* 

Department of Invertebrate Zoology, Faculty of Biology, M.V. Lomonosov Moscow State University,  
Leninskye gory, 1–12, Moscow, 119234, Russia

*е-mail: mgantsevich@gmail.com

The use of molecular phylogenetic methods has caused a profound rearrangement of the system 
and phylogeny of the triploblastic Bilateria (=Triploblastica). Nevertheless, in most phylogenetic 
trees, two main clades remain, coinciding with Protostomia and Deuterostomia, established by 
K. Grobben (1908) more than 100 years ago. For both clades of Triploblastica, amphistomy is 
the primary way of forming a through intestine. However, the analysis shows that only the origin 
of the mouth and anus does not allow us to distinguish between the two main clades. All the 
groups that were referred to Grobben’s Protostomia are characterized by an ectodermal pharynx, 
therefore this clade would be more correctly called Ectopharyngeata. Based on the modification 
of the pharyngeal cuticle, many ectopharyngeates develop various structures designed to grind 
food. The groups attributed by K. Grobben to Deuterostomia have an endodermal pharynx, 
therefore it would be more correct to call this clade Endopharyngeata. The synapomorphy of 
Endopharyngeata is the development of gill slits in the walls of the endodermal pharynx and the 
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division of the pharynx into two zones – the dorsal branchial zone, and ventral digestive zone. 
During the evolution of the chordates, the sides of the body were inverted. As a result, that part 
of the digestive tube, which is homologous to the hemichordate digestive zone of the pharynx, 
became the dorsal notochord and the branchial zone of the pharynx turned out to be ventral. 
Thus, the division of Triploblastica into two clades entirely retains its significance in modern  
biology, although it is based on a different set of morphological features than that considered 
by K. Grobben.

Keywords: Bilateria, Triploblastica, amphystomy, ectodermal pharynx, endodermal pharynx, gill 
slits, evolution, phylogeny
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УДК 612.172+612.179.1

Ключевые транскриптомные характеристики  
нативного ритмоводителя сердца крысы, их изменение 
при культивировании неонатальных кардиомиоцитов 

и использование для оценки пейсмекерной компетентности
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Важной задачей на пути создания компетентного клеточного эквивалента биологического 
пейсмекера сердца для терапии сердечно-сосудистых заболеваний является оценка спо-
собности культивируемых кардиомиоцитов в конгломератах, слоях или псевдоткани к ав-
томатической спонтанной активности. Известно, что электрофизиологические и тканевые 
свойства культивируемых кардиомиоцитарных структур существенно отличаются от на-
тивных. В данной работе, на основании сопоставления транскрипционного профиля, 
оценки уровня экспрессии ключевых генов в ткани синоатриального узла (САУ), предсер-
дия, неонатальных и культивируемых кардиомиоцитарных конгломератов крысы, предло-
жены индексы пейсмекерной компетентности (ИПК), характеризующие способность 
(компетентность) клеточных структур к функционированию в качестве ритмоводителя. 
С помощью анализа данных секвенирования мРНК установлено, что при культивировании 
неонатальных кардиомиоцитов происходит существенное изменение профиля экспрессии 
функционально значимых генов, которое усиливает отличие фенотипа формирующихся 
конгломератов как от пейсмекера САУ, так и от сократительного миокарда. Впервые пока-
зано, что удовлетворительные ИПК могут быть получены на основе оценки уровня мРНК 
транскриптов не более четырех генов, включающих антагонистически экспрессируемые 
в  САУ и сократительном миокарде пары транскрипционных факторов (Tbx3, Tbx18 
и Nkx2.5, Gata4) либо пары ионных каналов (Hcn4, Kcnj2) и щелевых контактов (Gjc1, Gja1). 
Использование ИПК упрощает и ускоряет оценку функциональных свойств искусствен-
ных спонтанно-активных кардиомиоцитарных клеточных конструкций.

Ключевые слова: ритмоводитель сердца, искусственный биологический пейсмекер, транс-
крипционный профиль, клеточные конструкции, неонатальные кардиомиоциты, первичная 
культура кардиомиоцитов 

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-80-4-1

Введение
Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) яв-

ляются лидирующей причиной смертности в мире 
и России. Нарушения ритма сердца – аритмии – 
обуславливают летальность ССЗ. Распространен-
ными формами аритмий являются заболевания, 
при которых естественный, доминантный, ритмо-
водитель (пейсмекер) сердца – синоатриальный 
узел (САУ), или атрио-вентрикулярный узел – те-
ряет способность генерировать нормальный ритм 
работы сердца и передавать возбуждение в рабочий 

миокард, что приводит к дефициту кровоснабже-
ния тканей организма [1, 2]. В настоящее время 
методы лечения дисфункции САУ основаны на 
малоэффективном фармакологическом, или ин-
тервенционном, подходе, при котором ритм серд-
ца поддерживается за счет имплантации сложных, 
дорогостоящих и ненадежных кардиостимулято-
ров. В связи с вышесказанным значительные уси-
лия направлены на создание искусственного био-
логического пейсмекера (ИБП) [3], замещающего 
САУ [4], однако проблема ИБП сердца до сих пор 
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не решена. Функционирование САУ как структу-
ры, задающей момент возбуждения рабочего мио-
карда и ритм сердца, определяется электрофизио-
логическими характеристиками отдельных 
пейсмекерных кардиомиоцитов САУ [5, 6], а также 
электрофизиологическими свойствами САУ как 
тканевой структуры [7, 8]. Причины текущей не-
эффективности ИБП связаны с тем, что кардио-
миоциты в составе клеточных структур, созданные 
с помощью профилирования индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток [9, 10], репро-
граммирования культивируемых кардиомиоци-
тов  [11–13] или цитокиновой направленной диф-
ференцировки неонатальных кардиомиоцитов, 
хоть и демонстрируют способность к автоматии – 
т.е. к  спонтанному ритмическому возбуждению 
и  сокращению [14] – но значительно отличаются 
по электрофизиологическим свойствам и характе-
ру межклеточного взаимодействия от кардиомио-
цитов нативного синусного узла [15, 16] и являют-
ся некомпетентными с точки зрения способности 
выполнять роль ритмоводителя сердца.

Важной задачей на пути создания компетент-
ного клеточного эквивалента биологического 
пейсмекера сердца является оценка способности 
культивируемых кардиомиоцитов в конгломера-
тах, клеточных слоях или псевдоткани к автомати-
ческой, спонтанной, активности. 

Следует отметить, что, несмотря на значи-
тельный объем данных касательно истории иссле-
дования САУ [17, 18] и фенотипа кардиомиоцитов 
САУ [19, 20], перечень и набор ключевых маркер-
ных генов и/или белков [21], которые высокоспе-
цифически характеризовали бы кластеры натив-
ных клеток, генерирующих ритм сердца, остаются 
размытым и не до конца определенным [22], осо-
бенно в случае САУ лабораторных животных. 

Полнопрофильный транскриптомный анализ 
клеточных культуральных образцов является как 
ресурсо- так и времязатратным подходом при не-
обходимости многократного тестирования [23]. 
Применение индексов, характеризующих способ-
ность к активации и генерации ритма – индексов 
пейсмекерной компетентности (ИПК) – может 
являться решением вышеуказанной задачи. ИПК 
могут быть использованы для выявления измене-
ний в  культивируемых пейсмекероподобных 
структурах, а также для сопоставления свойств та-
ких структур со свойствами нативных зрелых 
пейсмекеров.

В связи с вышесказанным, в данной работе 
впервые предложены ИПК, характеризующие спо-
собность клеточных структур к автоматии и сход-
ство с пейсмекерными кардиомиоцитами САУ. 
ИПК получены на основании сопоставления 
транскрипционного профиля ткани САУ, сократи-
тельного миокарда левого предсердия взрослых 
крыс, неонатальных кардиомиоцитов и культиви-
руемых кардиомиоцитарных конгломератов крысы.

2. Материалы и методы

2.1. Получение первичной культуры  
и культивирование кардиомиоцитов

Культура первичных неонатальных кардиомио-
цитов (ННКМ) была получена при помощи энзима-
тической обработки изолированных желудочков 
сердца новорожденных крыс (Miltenyi Biotec, #130-
105-420, согласно инструкции производителя; сам-
цы крыс 20–24 ч после рождения, 1-е сут, P0). Ис-
пользование новорожденных животных позволяет 
получить первичную культуру с высокой пролифе-
ративной активностью. Для выделения клеток и по-
лучения первичных культур разные пометы объеди-
няли так, чтобы суммарное количество животных 
составляло не менее 25. Полученные кардиомиоци-
ты от отдельных животных объединяли (около 
10  млн клеток), смешивали и  высевали из расчета 
250 тыс. клеток на лунку (36 лунок). Клетки культи-
вировали в 6-луночных планшетах (Corning, США) 
в среде DMEM/F12 (ПанЭко, Россия) с добавлени-
ем 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(BioWest, Новая Зеландия), 2 мМ глутамина (ПанЭ-
ко, Россия), 100 мкг/мл стрептомицина и 100 Ед/мл 
пенициллина (ПанЭко, Россия) при 37°C в атмос-
фере с 21% О2 и 5% СО2, смена среды – каждые 48 ч. 
К 7-м сут культивирования происходило формиро-
вание кардиомиоцитарных конгломератов и клеточ-
ного псевдослоя, которые демонстрировали автома-
тическую, квазиритмическую, синхронную или 
несинхронную сократительную активность.

2.2. Транскриптомное секвенирование  
культивируемых кардиомиоцитов и тканевых образцов 

нативного САУ

Для профилирования неонатальных культиви-
руемых кардиомиоцитов было выполнено секвени-
рование транскриптома клеток в момент получе-
ния (P0, n = 3, по 2 млн клеток), а также после 
7-суточного периода культивирования (Р7, n = 3). 
Для получения одного образца для секвенирования 
случайным образом объединяли клеточные слои из 
12 лунок культуральных планшетов. Для этого кле-
точные слои лизировали в 1 мл extractRNA (Евро-
ген, Россия) при +4°С и следовали дальнейшему 
протоколу или хранили при температуре -80°С.

Приготовление библиотек осуществляли на-
бором RNA-seq Library Prep Kit for Illumina 
(Vazyme, Китай). Контроль качества библиотек 
проводили при помощи капиллярного электрофо-
реза (Qsep400, High Sensitivity Cartridge Kit, 
Bioptic, Тайвань). Концентрацию библиотек изме-
ряли при помощи SpectraQ HS (Raissol, Россия). 
Секвенирование проводили на приборе SURFSeq 
5000 (GeneMind, Китай) с использованием набора 
SURFSeq 5000 Sequencing Kit V1.0 FCH 300cycles 
(GeneMind, Китай). Оценку качества секвениро-
вания проводили при помощи программного обе-
спечения (ПО) FastQC.
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Прочтения картировали на геном R. norvegicus 
с использованием программного обеспечения 
(ПО) STAR (версия 2.7.11b, mRatBN7.2) [24]. 
В  качестве эталонного генома и аннотационной 
информации по генам использовали файлы fasta 
и  gtf mRatBN7.2, полученные из базы данных 
Ensemble [25]. Секвенирование проводилось с ис-
пользованием двухстороннего (paired-end) чтения, 
обеспечивающего среднюю глубину покрытия 
42,35 ± 3,59 млн прочтений на образец. Количе-
ственные значения (TPM, transcripts per million) 
для каждого гена были определены по результатам 
выравнивания с помощью ПО featureCounts. Нор-
мализацию данных проводили методом медианы 
отношений (relative log expression, RLE), при по-
мощи программного пакета DESeq2 [26].

Для оценки степени сходства культивируемых 
кардиомиоцитов с нативными пейсмекерными 
кардиомиоцитами осуществляли транскриптом-
ное секвенирование ткани нативного САУ (n = 5) 
и рабочего (сократительного) миокарда левого 
предсердия (ЛП, n = 5) самцов взрослых (P60, 
250  г) крыс стока Wistar. Секвенирование ткане-
вых образцов осуществляли вышеописанным спо-
собом. Эвтаназию и препаровку осуществляли со-
гласно ранее описанному методу [27]. Тканевые 
образцы САУ (участок ткани «гладкостенной» 
ткани в межвенной области правого предсердия, 
окружающий бифуркацию артерии синусного 
узла, 6,9 ± 1,1 мг) и ЛП (трабекуляризованная 
ткань сегмента ушка левого предсердия, 
9,5 ± 2,1 мг) помещали в 2 мл RNAlater (Евроген, 
Россия, 48 ч, +4°С), после чего гомогенизировали 
и осуществляли пробоподготовку по инструкции 
производителя (GeneMind, Китай).

Исходя из нормализованных значений прочте-
ний (нормализация с помощью RLE и ПО DESeq2) 
оценивали изменение экспрессии генов ключевых 
для кардиомиоцитов ионных каналов (Hcn4 («пейс-
мекерные» каналы, активируемые гиперполяриза-
цией и управляемые [цАМФ]i), Cacna1d (CaV1.3), 
Cacna1g (CaV3.1)), Scna5 (NaV1.5), Kcnj2 (Kir2.1), 
Kcnj12 (Kir2.2), Cacna1c (CaV1.2), Cacna2d2 (α2Δ2-
Cav1.2), щелевых контактов Gjc1 (Cx45), Gjc3 
(Cx29)), Gja1 (Cx43), Gja5 (Cx40), транскрипцион-
ных факторов (ТФ) – Isl1, Shox2, Tbx3, Tbx18, Pitx2, 
Tbx5, Tbx20, Nkx2.5, GATA4, регуляторных факто-
ров (Fxyd2 (γ-субъединица NKA), Nppa (NPA)), 
гена тяжелых цепей миозина (Myh6). 

Используя значения прочтений для опреде-
ленного набора генов, экспрессируемых антаго-
нистически (реципрокно) в САУ и предсердном 
миокарде, рассчитывали индексы, характеризую-
щие свойства миокардиальных структур – ИПК. 
Из множества комбинаторно полученных индек-
сов отбирали те, которые соответствуют основным 
условиям: включение в состав индекса не более 
пары антагонистически экспрессируемых генов; 
не сложные алгебраические операции; подгонка 

целочисленных коэффициентов таким образом, 
чтобы значение индекса для САУ было равно 1. 

Сконструировано четыре типа индексов: 
(1)  учитывающие экспрессию ТФ ключевых для 
эмбриогенеза САУ; (2) учитывающие экспрессию 
ТФ, контролирующих гены ионных каналов 
и  коннексинов; (3) учитывающие экспрессию ге-
нов, определяющих электрофизиологический фе-
нотип ткани; (4) учитывающие гены, не влияю-
щие напрямую на электрофизиологические 
свойства, но характеризующие тип миокардиаль-
ной ткани. В индексы включали пары или наборы 
генов, для которых ранее установлена и подтверж-
дена «антагонистическая» или реципрокная экс-
прессия в двух типах миокардиальной ткани: САУ 
и рабочем (сократительный) миокарде (примером 
такой пары являются ТФ Shox2 и Pitx1). 

2.3. Статистическая обработка

Анализ дифференциальной экспрессии был 
проведен с помощью ПО DESeq2 [28]. В анализ 
дифференциальной экспрессии генов вошли 7068 
белок-кодирующих генов c выраженной экспрес-
сией. Средний уровень экспрессии аннотирован-
ных генов составлял 5220 ТРМ (transcripts per 
million). Поправку на множественность сравнений 
при выявлении дифференциально экспрессируе-
мых генов проводили методом Бенджамини-Хох-
берга. При статистической значимости различий 
padj < 0,01 и разнице в уровне экспрессии более 
четырех раз (логарифм кратности различий – 
log2(fold change > 2)) гены считали дифференци-
ально экспрессируемыми (дифференциальные 
гены) в САУ и ЛП. 

Для выявления биологических путей и процес-
сов, в которых обнаруживается наибольшее коли-
чество дифференциальных генов, проводили ана-
лиз обогащения связанных групп генов – т.н. 
«генных онтологий» (GO, gene ontology). Для ана-
лиза обогащения GO использовали функции ПО 
EnrichGO пакета clusterProfiler [29]. В качестве ре-
ферентного набора использовали экспрессируемые 
в образцах гены после удаления низкоэкспрессиру-
емых генов. Группу генов или генную онтологию 
считали статистически значимо измененной (обо-
гащенной) при padj < 0,01 (с поправкой на множе-
ственное сравнение Бенджамини-Хохберга).

Непараметрический критерий Мана-Уитни 
(p(U) < 0,05) использовали для выявления разли-
чий значения ИПК для САУ и ЛП.

3. Результаты

3.1. Особенности транскрипционного профиля  
САУ крыс

В зрелом САУ крысы обнаруживается экспрес-
сия ключевых ТФ, участвующих в дифференциров-
ке и определении фенотипа кардиомиоцитов. Экс-
прессия эмбрионального ТФ Isl1 составляет лишь 
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1,48 ± 0,91 TPM (единицы нормализации DESeq2 – 
136 ± 11), тогда как для САУ взрослых крыс харак-
терен крайне высокий уровень ключевого «пейсме-
керного» ТФ Shox2, в то время как экспрессия ТФ 
рабочего миокарда Pitx2 в САУ существенно ниже, 
чем Shox2. Уровень репрессоров транскрипции 
в  САУ, способствующих поддержанию пейсмекер-
ного фенотипа в кардиомиоцитах – TBX3 и TBX18 – 
является значимым. Важно, что экспрессия в САУ 
всех «рабочих» ТФ (Tbx5, Tbx20, Nkx2.5, GATA4) 
также значимо выше фонового уровня, но суще-
ственно ниже, чем в ЛП (табл. 1).

В САУ крысы высока экспрессия генов ион-
ных каналов, необходимых для формирования 
пейсмекерных ионных токов в кардиомиоцитах и 
функционирования ритмоводителя – Hcn4, 
Cacna1g и Cacna1d. Также высок уровень экспрес-

сии генов щелевых контактов низкой проводимо-
сти Gjc1 (Cx45) и Gjc3 (Cx29).

На удивление, в САУ обнаруживается высо-
кий, хотя и меньший, чем в ЛП, уровень мРНК 
транскриптов «рабочих» щелевых контактов Gja1 
(Cx43), а также высокий, сопоставимый со значе-
ниями в ЛП, уровень мРНК транскриптов генов 
натриевых (Scna5, NaV1.5), калиевых Kcnj2, Kcnj12 
(Kir2.1/2.2) и кальциевых (Cacna1c, CaV1.2) ион-
ных каналов сократительных («непейсмекерных») 
кардиомиоцитов.

Важно, что в ткани САУ крысы крайне высо-
ко количество мРНК транскриптов гена (Nppa) 
предсердного натрийуретического пептида (ANP, 
atrial natriuretic peptide): уровень Nppa в ЛП явля-
ется наибольшим для всех выбранных генов 
(табл. 1).

Таблица 1
Нормализованное количество прочтений фрагментов мРНК ключевых генов,  

определяющих фенотип кардиомиоцитов в САУ и ЛП, а также в неонатальных кардиомиоцитах (Р0)  
и в культивируемых в течение 7 сут кардиомиоцитах (Р7)

Ген САУ (Р60), n = 5 ЛП (Р60), n = 5 неонат. кмц. (Р0) культ. кмц. (P7)

1 Gjc1* 2703 ± 189 2542 ± 229 4097 ± 328 2305 ± 184

Gja1 62287 ± 4983 125822 ± 8808 27916 ± 2512 21531 ± 1722

Gja5 3098 ± 248 428 ± 30 3442 ± 275 32619 ± 2610

Gjc3* 215 ± 17 61 ± 4 17 ± 1 11 ± 1

2 Tbx3* 2719 ± 190 213 ± 15 664 ± 60 136 ± 10

Tbx18* 4262 ± 384 2975 ± 208 6165 ± 493 2596 ± 182

Nkx2-5 400 ± 36 462 ± 37 926 ± 74 517 ± 41

Gata4 11639 ± 815 12625 ± 1010 12835 ± 1027 8458 ± 677

Tbx5 14256 ± 1141 21002 ± 1680 438 ± 31 306 ± 28

Tbx20 166 ± 12 386 ± 31 12191 ± 853 4141 ± 290

Isl1* 136 ± 11 0 16 ± 1 26 ± 2

Pitx2 652 ± 52 2230 ± 178 129 ± 12 118 ± 9

Shox2* 19256 ± 1348 211 ± 15 100 ± 8 231 ± 18

3 Hcn4* 12735 ± 1146 1842 ± 166 222 ± 20 86 ± 7

Scn5a 37258 ± 2608 20193 ± 1615 4903 ± 343 1566 ± 110

Kcnj2 2514 ± 201 3499 ± 245 3562 ± 249 1709 ± 120

Kcnj12 6400 ± 576 7407 ± 667 470 ± 38 158 ± 14

Cacna1g* 20532 ± 1437 19080 ± 1336 4282 ± 300 2418 ± 169

Cacna2d2 14784 ± 1331 10498 ± 945 2388 ± 215 1274 ± 102

Cacna1d* 2245 ± 180 1467 ± 117 159 ± 11 341 ± 24

Cacna1c 4822 ± 434 4998 ± 350 2145 ± 193 1627 ± 146

4 Nppa 959723 ± 76778 2645636 ± 211651 26562 ± 2391 78428 ± 6274

Fxyd2 1616 ± 129 802 ± 72 105 ± 8 7475 ± 598

Myh6 1443580 ± 129922 1804878 ± 162439 83357 ± 5835 90854 ± 8177

Rplp0 5000 ± 450 0 93064 ± 6514 150768 ± 12061
Примечание: 1 – щелевые контакты; 2 – транскрипционные факторы, 3 – ионные каналы, 4 – регуляторные факторы. * – клю-
чевые гены кардиомиоцитов с пейсмекерным электрофизиологическим фенотипом. Неонат.кмц. – неонатальные кардиомио-
циты; культ.кмц. – культивируемые кардиомиоциты и формируемые ими клеточные структуры



233

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2025. Т. 80. № 4

ОЦЕНКА ПЕЙСМЕКЕРНОЙ КОМПЕТЕНТНОСТИ КАРДИОМИОЦИТОВ

3.2. Особенности транскрипционного профиля 
и функциональные свойства неонатальных 

кардиомиоцитов крысы
Ключевые ТФ (Isl1, Shox2), определяющие 

дифференцировку клеток по пейсмекерному типу 
в  неонатальных кардиомиоцитах, обнаруживают-
ся на фоновом уровне. Тем не менее, количество 
мРНК транскриптов гена ТФ – TBX3, значимо 
выше фоновой, а экспрессия другого ТФ, крити-
чески значимого для реализации пейсмекерной 
программы – TBX18 – сравнима с таковой в на-
тивном САУ. Экспрессия в неонатальных кардио-
миоцитах «рабочих» ТФ (Tbx5, Tbx20, Nkx2.5, 
GATA4) значимо выше фонового уровня: для 
Nkx2.5 и GATA4 уровень экспрессии сопоставим 
с таковым в зрелом миокарде, а для TBX20 значе-
ния существенно выше, чем в тканевых образцах 
САУ и ЛВ взрослых крыс.

Для неонатальных кардиомиоцитов крысы ха-
рактерно значительное количество мРНК транс-
криптов генов пейсмекерных щелевых контактов 
и ионных каналов – Gjc1 (Cx45), Cacna1g (CaV3.1). 
Тем не менее, для неонатальных кардиомиоцитов 
характерна крайне низкая экспрессия гена Hcn4.

Неонатальные кардиомиоциты демонстриру-
ют значительный уровень экспрессии гена высо-
копроводящих «рабочих» щелевых контактов 
Gja1, заметный уровень экспрессии генов Snc5a 
и  Cacna1c, характерных для сократительных кар-
диомиоцитов, а также сопоставимый с уровнем 
экспрессии Kcnj2 (Kir2.1) в зрелых тканях.

Для неонатальных кардиомиоцитов характерна 
высокая экспрессия Nppa. Следует отметить, что 
этот уровень почти на два порядка ниже, чем в ЛП, 
и более чем на порядок ниже, чем в САУ (табл. 1).

3.3. Изменение профиля экспрессии генов 
при культивировании кардиомиоцитов крысы

При культивировании (Р0 → P7) ННКМ проис-
ходит существенное изменение транскрипционно-
го профиля, сопровождаемое как значимым повы-
шением (270 генов), так и понижением (196 генов) 
экспрессии (рис. 1А). Дифференциальные гены от-
носятся к множеству групп. Сопоставление транс-
криптома в группах Р0 и Р7 позволило обнаружить 
GO, что указывает на упорядоченное изменение 
экспрессии. В частности, анализ функционального 
обогащения выявил группы, связанные с контро-

Рис. 1. Изменение профиля экспрессии генов в ходе культивирования митотически активных неонатальных кардиомиоцитов 
крысы. (А) Диаграмма рассеяния (вулкан-плот), демонстрирующая дифференциально-экспрессируемые гены в неонатальных 
кардиомиоцитах крысы (P1) и на 7-е сут (P7) культивирования. По оси абсцисс – величина различия (логарифм кратности изме-
нений), по оси ординат – значимость различий (отрицательный логарифм рadj). Красным цветом показаны гены, экспрессия ко-
торых значимо изменена (padj < 0,01 или -log(padj) > 2, а кратность изменения >2, P7 vs P1). (Б) Анализ обогащения групп генов 
со значимо уменьшенной (P7 vs P1) экспрессией, вовлеченных в регуляцию указанных биологических процессов (GO). (В) Ана-
лиз обогащения групп генов со значимо увеличенной экспрессией (P7 vs P1), вовлеченных в регуляцию указанных биологических 
процессов (GO). По оси абсцисс – индекс обогащения, рассчитываемый как log10(доля дифференциальных генов группы). ЧЛР – 
частота ложноположительных результатов. Размер маркеров пропорционален количеству генов в аннотированной категории.
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лем дифференцировки кардиомиоцитов, индукци-
ей мышечного фенотипа и контролем морфогенеза 
сердца (рис. 1Б). Среди групп генов, экспрессия 
которых увеличена, обнаруживаются группы, свя-
занные с подвижностью клеток и продукцией вне-
клеточного матрикса (рис. 1В).

При рассмотрении отдельных генов, являю-
щихся ключевыми для определения электрофизио-
логического фенотипа кардиомиоцитов, обнару-
жили, что недельное культивирование ННКМ 
сопровождается снижением количества мРНК 
транскриптов большинства как «пропейсмекер-
ных» (Isl1, Shox2, Tbx3, Tbx18, Hcn4, Cacna1g 
(CaV3.1)), Gjc1 (Cx45), Gjc3 (Cx29), так и «рабочих» 
генов (Pitx2, Tbx5, Tbx20, Nkx2.5, GATA4, Scna5 
(NaV1.5), Kcnj2 (Kir2.1), Kcnj12 (Kir2.2), Cacna1c 
(CaV1.2), Cacna2d2 (α2Δ2-Cav1.2), Gja1 (Cx43) 
(рис.  2А–В). Уровень эмбрионального ТФ Isl1 
в  ННКМ (Р7) близок к фоновому значению, схо-
жему с этим показателем для нативной ткани ЛП. 

Особенностью ННКМ является заметное уве-
личение уровня мРНК транскриптов ТФ Shox2, ге-
нов ANP (Nppa) и Cx40 (Gja5) и регулятора актив-
ности Na/K-АТФазы (Fxyd2) (табл. 1). В целом, 
соотношение экспрессии «пропейсмекерных» генов 
для культивируемых спонтанно активных ННКМ 
(P7/P0) существенно отличается от такового, на-
блюдаемого в нативных тканях (САУ/ЛП, рис. 2Г).

3.4. Индексы, характеризующие пейсмекерную 
компетентность культивируемых миокардиальных 

структур

Индексы, основанные на экспрессии таких 
ТФ, как Isl1, Shox2 и Pitx1, и их соотношении, по-
зволяют дискриминировать пейсмекерный мио-
кард САУ и рабочий миокард, некоторые – с высо-
кой степенью значимости (p < 0,001, табл. 2, 
строка  1). Однако между значениями для кардио-
миоцитов (Р0) и культивируемых клеточных струк-
тур (Р7) не выявлено различий.

Рис. 2. Экспрессия ключевых генов, определяющих электрофизиологические свойства, пейсмекерных и рабочих кардиомиоци-
тов в ткани нативного САУ и культивируемых неонатальных кардиомиоцитах. (А, Б) Экспрессия генов ионных каналов (Hcn4, 
Cacna1d (CaV1.3), Cacna1g (CaV3.1)), щелевых контактов (Gjc1 (Cx45), Gjc3 (Cx29)), транскрипционных факторов (Shox2, Tbx3, 
Tbx18), критически важных для реализации автоматической пейсмекерной активности, а также экспрессия ключевых генов «ра-
бочего» (сократительного) фенотипа (Scna5 (NaV1.5), Kcnj2 (Kir2.1), Kcnj12 (Kir2.2), Cacna1c (CaV1.2), Cacna2d2 (α2Δ2-Cav1.2), 
Fxyd2 (γ-субъединица NKA), Gja1 (Cx43), Gja5 (Cx40), Pitx2, Tbx5, Tbx20, Nppa (NPA) в неонатальных кардиомиоцитах крысы 
(А, Р1) и на 7-е сут (Б) культивирования. Пунктиром показан средний уровень экспрессии аннотированных генов, определяе-
мый в образцах. (В) Кратность изменения экспрессии ключевых генов «пейсмекерного», а также «рабочего» фенотипа, обнару-
живаемая после недельного культивирования неонатальных кардиомиоцитов. (Г) Соотношение экспрессии генов, определяю-
щих электрофизиологический фенотип кардиомиоцитов в САУ и рабочем миокарде левого предсердия (ЛП) взрослых крыс.
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Среди остальных типов индексов отбирали 
те, значение которых для САУ стремились к 1, 
а значение для ЛП < 0,4. Среди всех протестиро-
ванных индексов для САУ и ЛП отобрано во-
семь, попадающих в пределы заданных диапазо-
нов и позволяющих значимо дискриминировать 
САУ и ЛП (p < 0,05).

Среди отобранных дискриминирующих ин-
дексов некоторые индексы обладали крайне низ-
кими значениями для неонатальных кардиомио-
цитов (Р0) или культивируемых ННКМ (Р7). 
Таким образом, вышеуказанная группа индексов 
не позволяет оценить функциональные свойства 
клеточных структур. Тем не менее, вышеуказан-
ная группа индексов позволяет оценить степень 
сходства транскрипционного профиля (СТП) 
(табл. 1, СТП) нативного пейсмекера и клеточных 
структур, проявляющих способность к автоматии. 
Другая часть дискриминирующих индексов при-
нимала для групп Р0 и Р7 значения меньшие, чем 
для САУ, но существенно большие, чем для рабо-
чего миокарда. Индексы этой группы рассматри-

вались как валидные индексы пейсмекерной ком-
петентности (табл. 2, ИПК №1 – №3), поскольку 
их значения соотносятся как с транскрипцион-
ным профилем, так и с функциональными свой-
ствами нативных и культивируемых структур.

4. Обсуждение
4.1. Особенности транскрипционного профиля ткани 

нативного зрелого ритмоводителя сердца крысы
Впервые для зрелого нативного САУ крысы 

определено соотношение экспрессия ключевых 
генов, участвующих в эмбриогенезе, морфогенезе 
САУ, дифференцировке кардиомиоцитов по 
«пейсмекерному» типу и поддерживающих пейс-
мекерный электрофизиологический фенотип кар-
диомиоцитов.

Установлено, что для ткани САУ крысы, поми-
мо экспрессии типичных «пейсмекерных» генов 
(Hcn4, Cacna1d, Cacna1g, Gjc1) характерны такие 
особенности, как достаточно высокий уровень 
мРНК транскриптов ТФ Shox2 и TBX3, ассоцииру-
емых с эмбриональными структурами сердца  [30]; 

Таблица 2
Индексы пейсмекерной компетентности (ИПК) и индексы сходства транскрипционного профиля (СТП)  

для кардиомиоцитов крысы

N Тип Индекс САУ (Р60) ЛП (Р60) Неонат. кмц. (Р0) Культ. кмц. (P7)

1 –

1
0

Isl
Rplp

0,027 ± 0,001 0 0,0002 ± 0,00001 0,0002 ± 0,00001

2
2

Shox
Pitx

29,5 ± 1,6 0,095 ± 0,006 0,77 ± 0,21 1,95 ± 0,44

2

ИПК1*
Tbx TBX

Nkx GATA
( )

( )
3 3 + 18

2.5+ 4
1,032 ± 0,081 0,276 ± 0,031 0,592 ± 0,039 0,334 ± 0,029

СТП1 +
0

( 3 18
2

)Tbx TBX
TBX

1,050 ± 0,120 0,276 ± 0,033 0,014 ± 0,006 0,016 ± 0,09

3

ИПК2*
( )

( )
4 + 1

2 +0,2 1
Hcn Gjc

Kcnj Gja
1,031 ± 0,09 0,153 ± 0,09 0,472 ± 0,09 0,397 ± 0,09

СТП2

+
+

( )
( )

4 1
2 0,2 1

Hcn Cacna d
Kcnj Gja

1,001 ± 0,091 0,115 ± 0,018 0,042 ± 0,005 0,071 ± 0,007

+4 2 2
10 2

( )Hcn Cacna d
Kcnj

1,094 ± 0,120 0,353 ± 0,044 0,073 ± 0,008 0,079 ± 0,011

4

ИПК3*
×

×

4 1

1100

Hcn Gjc

Gja Nppa
1,408 ± 0,151 0,081 ± 0,009 0,334 ± 0,029 0,048 ± 0,010

–
×

×

1 1
25 1
Cacna d Gjc

Gja Nppa
0,993 ± 0,098 0,258 ± 0,021 0,956 ± 0,018 0,765 ± 0,088

Примечание: 1–4 – тип индекса. (1) – индексы, учитывающие экспрессию ключевых эмбриональных транскрипционных факторов 
САУ; (2) – индексы, основанные на ТФ, контролирующих гены ионных каналов и переносчиков; (3) – индексы, учитывающие 
экспрессию только генов ионных каналов и щелевых контактов; (4) – гибридные индексы, учитывающие экспрессию гена натрий-
уретического пептида. СТП1-2 – индексы сходства с транскрипционным профилем САУ, характеризующий «пейсмекероподоб-
ность» клеток или структур. САУ – синоатриальный узел, ЛП – левое предсердие, неонат.кмц. – неонатальные кардиомиоциты, 
культ.кмц. – культивируемые кардиомиоциты и формируемые ими клеточные структуры. * – р(U) < 0,05 (САУ vs ЛП).
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высокий уровень генов нетипичных щелевых кон-
тактов Gjc3 (Cx29), генов «рабочих» кальциевых 
Cacna1c (CaV1.2) и других каналов, а также высо-
кий уровень мРНК транскриптов гена ANP (Nppa), 
рассматриваемого как типичный маркер сократи-
тельного предсердного миокарда. Наличие мРНК 
транскриптов вышеперечисленных генов в  ткани 
САУ может быть связано с крайней гетерогенно-
стью клеточной организации пейсмекера и «вкра-
плением» групп клеток с рабочим фенотипом. Ве-
роятно, такие особенности организации являются 
необходимыми для реализации пейсмекерной 
функции САУ и должны быть учтены при модели-
ровании ИБП.

4.2. Особенности транскрипционного профиля 
неонатальных кардиом иоцитов и его смещение 

при культивировании клеток

Секвенирование мРНК впервые позволило 
установить, что для неонатальных кардиомиоцитов 
характерна экспрессия генов, типичных для «рабо-
чего» миокарда (Scna5, Kcnj2, Kcnj12, Cacna1c, 
Gja1). Для ННКМ характерен высокий уровень 
экспрессии мРНК некоторых ТФ, стимулирующих 
«рабочий» фенотип и индуцирующих гены сокра-
тительного аппарата (Tbx20, GATA4), что, в целом, 
характерно для клеток, проходящих физиологиче-
скую гипертрофию и развивающихся в кардиомио-
циты желудочкового миокарда. Тем не менее, в не-
онатальных кардиомиоцитах количество мРНК 
транскриптов типичного «пропейсмекерного» ТФ 
TBX18 значительно выше среднего уровня экспрес-
сии, что может способствовать активации «пейсме-
керных» генов. Действительно, в ННКМ высок 
уровень Cacna1g (CaV3.1) и Gjc1 (Cx45) – типичных 
для кардиомиоцитов САУ, демонстрирующих 
спонтанную автоматическую активность. 

Важно, что количество мРНК транскриптов 
гена Hcn4, который рассматривается как основной 
маркер клеток «истинного» ритмоводителя серд-
ца, в ННКМ крайне низко [31]. Таким образом, 
ННКМ обладают признаками, характерными для 
пейсмекерных кардиомиоцитов, демонстрируют 
«пейсмекерный» потенциал, но существенно от-
личаются от кардиомиоцитов САУ.

Хорошо известно, что ННКМ после периода 
адгезии (1–3-е сут культивирования) демонстри-
руют спонтанную ритмическую активность, про-
являющуюся в колебаниях [Ca2+]i и сокращениях. 
Учитывая низкий уровень мРНК ТФ (Isl1, Shox2, 
Tbx3), а также Hcn4, можно предположить, что 
способность ННКМ к ритмической активности 
обусловлена, преимущественно, механизмом, свя-
занным с осцилляциями [Ca2+]i – так называемы-
ми «кальциевыми часами» автоматии [32]. Вероят-
но, спонтанные колебания [Ca2+]i обусловлены 
его поступлением в цитоплазму через Са-каналы 
CaV3.1 (Cacna1g), экспрессия которых в ННКМ 
выше, чем Cacna1d (CaV1.3).

Формирование кардиомиоцитарных конгло-
мератов и клеточного слоя приводит к суще-
ственному изменению транскрипционного про-
филя неонатальных кардиомиоцитов. При 
анализе обогащенных функциональных катего-
рий установлено, что при культивировании ока-
зываются изменены гены, связанные с развитием 
и  дифференцировкой ткани миокарда. Подавле-
ние экспрессии отдельных генов наблюдается 
в категориях, ассоциированных с развитием мы-
шечных компонентов миоцитов, что могло бы 
указывать на сдвиг фенотипа клеток к «пейсме-
керному». С другой стороны, культивирование 
сопровождается снижением уровня мРНК транс-
криптов «пейсмекерных» генов (за исключением 
Shox2), а также большинства генов, определяю-
щих электрофизиологические свойства. Таким 
образом, наблюдаемое изменение транскрипци-
онного профиля при культивировании можно 
рассматривать как признак дедифференцировки 
клеток либо как смещение от условной антагони-
стической оси, полюсами которой являются 
«пейсмекерный» и «рабочий» транскриптом.

Несмотря на снижение уровня экспрессии 
пейсмекерных генов, ННКМ к Р7 сохраняют и де-
монстрируют устойчивую автоматическую актив-
ность. Следует отметить, что при культивирова-
нии ННКМ существенно возрастает уровень 
мРНК транскриптов таких генов, как Gja5 (Сх40), 
Nppa (ANP) и Fxyd2.

ТФ GATA4, NKX2.5 и TBX5 известны как 
«трансактиваторы», способствующие усилению экс-
прессии Nppa. Высокий уровень GATA4 в ННКМ на 
Р0/Р7 согласуется с достаточно высоким уровнем 
мРНК транскриптов Nppa. 

Предсердный натрийуретический пептид хоро-
шо известен как маркер гипертрофии и диффе- 
ренцировки кардиомиоцитов по «желудочковому»  
сократительному фенотипу [33, 34]. В  таком кон-
тексте нарастание уровня мРНК Nppa могло бы слу-
жить признаком дифференцировки и гипертрофии 
культивируемых в течение 7 сут клеток  [35–38].  
Как указано выше, анализ транскриптома не по-
зволяет подтвердить дифференцировку и манифе-
стацию желудочкового фенотипа. Ранее показано, 
что накопление ANP в  культуре или увеличение 
его продукции нативной тканью связано с гипок-
сией, закислением среды, повреждением кардио-
миоцитов [39]. Таким образом, одним из факто-
ров, обуславливающих увеличение уровня мРНК 
Nppa в ходе культивирования, может являться по-
вышение плотности клеток в среде и снижение до-
ступности кислорода.

Рост экспрессии Gja5 – гена щелевых контак-
тов, характерных для проводящей системы желудоч-
ков [40, 41] – установлен в ходе культивирования 
кардиомиоцитов впервые в представленной работе. 
Известно, что дифференцировка Cx40+-кардио- 
миоцитов, являющихся структурными элементами 
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волокон Пуркинье, происходит под действием эн-
дотелиальных и целого ряда других факторов [42]. 
Одним из стимуляторов преобразования эмбрио-
нальных кардиомиоцитов в клетки волокон Пур-
кинье является ANP [43]. Наши данные позволяют 
предположить, что уровень мРНК транскриптов 
Nppa и Gja5 при культивировании кардиомиоцитов 
коррелирует. Вероятно, повышение количества 
мРНК транскриптов Gja5, сопровождающееся 
снижением экспрессии Gja1 (Cx43) в ходе культи-
вирования, является результатом продукции и на-
копления значительного количества ANP. Экс-
прессия Gja5 может приводить к повышению 
количества функционального белка щелевых кон-
тактов Сх40 в мембране культивируемых клеток. 
Полученные данные о  повышении экспрессии 
мРНК Nppa/Gja5 позволяют сформулировать ги-
потезу, согласно которой культивирование неона-
тальных кардиомиоцитов может сопровождаться 
манифестацией фенотипа, характерного для воло-
кон Пуркинье.

4.3. Индексы пейсмекерной компетентности

Поскольку способность к автоматической 
активности и электрофизиологический фенотип 
кардиомиоцитов определяются набором экспрес-
сируемых в них транскрипционных факторов, то 
логичным начальным подходом для конструиро-
вания ИПК могло бы быть использование уровня 
мРНК ТФ. Одним из основных ТФ, управляю-
щих эмбриогенезом САУ, является Isl1 [14, 44]. 
Значительная часть предшественников кардио-
миоцитов САУ происходит из пула мезодермаль-
ных клеток Isl1+/Nkx2.5-. Тем не менее, уровень 
мРНК транскриптов Isl1 в изолированных неона-
тальных и  культивируемых кардиомиоцитах, 
а также в рабочем миокарде сравним с фоновым, 
что не позволяет использовать этот ТФ в каче-
стве ИПК.

Известно, что Shox2 и Pitx2 являются ключе-
вой антагонистической парой ТФ, определяющих 
тип развивающегося миокарда, экспрессию других 
ТФ и электрофизиологический фенотип кардио-
миоцитов [14]. Действительно, экспрессия Shox2 
в  нативном САУ в 90 раз выше экспрессии Shox2 
в ЛП. Для Pitx2 наблюдается обратное: его уровень 
в ЛП существенно выше фонового, а также в 3 раза 
выше, чем в САУ. Соотношение Shox2/Pitx2 могло 
бы быть идеальным ИПК, поскольку для нативных 
САУ и ЛП различается более, чем в 300 раз. Однако 
количество прочтений как Shox2, так и Pitx2 
в культивируемых кардиомиоцитах является край-
не низким и сходным, что делает соотношение 
Shox2/Pitx2 ненадежным ИПК при оценке модель-
ных клеточных структур.

Shox2 контролирует активность таких «про-
пейсмекерных» ТФ как Tbx3 и Tbx18 [45], служит 
репрессором для «рабочих» ТФ Nkx2.5/GATA4/
Tbx5 и Tbx20 (трансактиватором для которых яв-

ляется Pitx2) [46, 47]. Комбинирование пар анта-
гонистических ТФ позволяет получить индексы, 
адекватно отражающие свойства САУ, предсерд-
ного миокарда, культивируемых кардиомиоцитар-
ных конгломератов. Как указано выше, автоматия 
любых кардиомиоцитподобных клеток невозмож-
на без такого смещения профиля ТФ, при кото-
ром возникает преобладание «пропейсмекерных» 
и подавление экспрессии «рабочих» ТФ. В данном 
контексте разработанные индексы, учитывающие 
соотношение уровня мРНК ТФ (ИПК1, СТП1, 
табл. 2), могут использоваться для оценки пейсме-
керной компетентности разного рода клеток, ин-
дуцированных из плюрипотентных стволовых, ме-
зенхимальных, эмбриональных и прочих клеток.

Количество «фенотипических» ИПК, учиты-
вающих экспрессию генов, кодирующих ионные 
каналы, щелевые контакты и другие структуры, 
напрямую определяющие электрофизиологиче-
ские свойства ткани, может быть гораздо боль-
шим, чем количество ИПК вышеуказанных двух 
типов. Тем не менее, нам удалось сконструировать 
только три индекса, позволяющих удовлетвори-
тельно ранжировать САУ, ЛП, НК (табл. 2, СТП2, 
ИПК2). Вероятно, причиной сложности создания 
индексов данного типа является некогерентное 
смещение экспрессии генов внутри группы, от-
ветственной за «пейсмекерный» или «рабочий» 
фенотип, как показано в наших экспериментах 
с культивированием ННКМ.

Наконец, нами показано, что приемлемыми 
могут являться гибридные индексы, включающие 
гены, напрямую не касающиеся электрофизиоло-
гических характеристик кардиомиоцитов. Щеле-
вые контакты необходимы для синхронизации ак-
тивности клеток и передачи волны возбуждения 
к сократительным кардиомиоцитам, т.е. являются 
ключевыми молекулами, обуславливающими 
функцию ритмоводителя как тканевой структуры. 
Вероятно, культивирование искусственных ткане-
подобных кардиомиоцит-содержащих структур 
всегда сопровождается экспрессией Nppa, кото-
рая, к тому же, регулирует экспрессию генов ще-
левых контактов. Таким образом, наиболее удач-
ными в этой категории оказались индексы, 
учитывающие экспрессию генов «антагонистиче-
ских» щелевых контактов (Cx43/Cx45) и Nppa 
(табл. 2, ИПК3).

5. Ограничения расчета и применимости ИПК
«Конструирование» ИПК, очевидно, имеет 

ограничения и требует учета нескольких факто-
ров. Во-первых, уровень детектирования факто-
ров (экспрессируемых генов), включаемых 
в ИПК, должен быть существенно выше фоново-
го уровня. Оценка абсолютного значения экс-
прессии гена (количество прочтений) зависит от 
качества образцов, сохранности и качества 
мРНК, метода анализа и пр. Поэтому для норми-
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ровки в ИПК должны быть включены гены, кото-
рые экспрессируются реципрокно или антагони-
стически в пейсмекерном и непейсмекерном 
миокарде. Использование для ИПК «антагони-
стических» генов позволяет соблюсти принцип 
дифференциальности, применимый для анализа 
данных РНК-секвенирования и полимеразной 
цепной реакции.

Как установлено в наших экспериментах, 
в клеточных моделях может наблюдаться сильное 
подавление одного из ключевых «пейсмекерных» 
генов (например, Isl1 или Hcn4), а также усиление 
экспрессии других генов (Tbx18) c сохранением 
способности к автоматии. Вероятно, несмотря на 
необходимость максимального упрощения, ИПК 
должен включать более двух параметров. Значе-
ния ИПК должны различаться в несколько раз 
(> 3) при его расчете для нативного САУ и рабоче-
го сократительного миокарда. Так как культиви-
руемые, модельные, структуры могут отличаться 
по транскрипционному профилю и свойствам от 
нативной ткани САУ и рабочего сократительного 
миокарда, только значительный диапазон разли-
чий позволит их дифференцировать и классифи-
цировать. Очевидно, что в предполагаемом  
индексе должны быть учтены особенности экс-
прессии генов, являющихся ключевыми для пейс-
мекерных кардиомиоцитов САУ и значимыми для 
реализации пейсмекерной функции. То есть 
включение в  ИПК того или иного фактора (гена 
ТФ или ионного канала) должно быть функцио-
нально обосновано.

6. Заключение
В работе выявлены особенности транскрип-

томного профиля ткани ритмоводителя взрослых 
крыс. Ткань САУ, неонатальные и культивируе-
мые кардиомиоциты значительно различаются по 
соотношению экспрессии генов, участвующих 

в  морфогенезе, дифференцировке и контроле 
электрофизиологических свойств. Неонатальные 
кардиомиоциты, экспрессируя такие гены, как 
Shox2, Tbx18 и Gjc1, демонстрируют «пейсмекер-
ный потенциал». Культивирование неонатальных 
кардиомиоцитов, сопровождаемое формировани-
ем ими тканеподобных структур, приводит к су-
щественному смещению транскрипционного про-
филя. Это смещение затрагивает группы генов, 
участвующих в гипертрофии клеток, контроле со-
кратимости, способствует появлению признаков, 
характерных для кардиомиоцитов проводящей си-
стемы желудочков.

На основе сопоставления экспрессии группы 
генов в культивируемых кардиомиоцитах, пред-
сердной ткани и ткани САУ впервые предложены 
индексы «пейсмекерной компетентности», позво-
ляющие оценить сходство нативной ткани САУ 
и псевдоткани, а также ее способность функцио-
нировать как искусственный биологический 
пейсмекер.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 24-75-
00023). В работе было использовано оборудова-
ние, приобретенное МГУ имени М.В. Ломоносова 
в рамках федерального проекта «Развитие инфра-
структуры для научных исследований и подготов-
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ние комиссии по биоэтике Национального меди-
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имени академика Е.И. Чазова, председатель ко-
миссии по биоэтике докт. мед. наук Т.И. Арефье-
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18.10.24  г.). Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов.
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Key transcriptomic characteristics of the native rat heart pacemaker, 
their changes during cultivation of neonatal cardiomyocytes  

and their use to assess pacemaker competence

O.B. Pustovit1, * , A.M. Karhov1, 2 , V.S. Kuzmin1, 2 

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

2Institute of Experimental Cardiology, National Medical Research Centre of Cardiology, 
Academician Chazov str. 15a, Moscow, 121552, Russia 

*e-mail: k_pustovit@mail.ru

An important task on the way to creating a competent cellular equivalent of a biological heart 
pacemaker for the treatment of cardiovascular diseases is to assess the ability of cultured car-
diomyocytes in conglomerates, layers or pseudo-tissues to automatic, spontaneous activity. It 
is known that the electrophysiological and tissue properties of cultured cardiomyocyte struc-
tures differ significantly from native ones. In this work, based on a comparison of the tran-
scription profile and an assessment of the expression level of key genes in the tissues of the 
sinoatrial node (SAN), atrium, neonatal cardiomyocytes and cultured cardiomyocyte con-
glomerates of rats, pacemaker competence indices (PCI) are proposed, characterizing the 
ability (competence) of cellular structures to function as a pacemaker. Based on the analysis 
of mRNA sequencing data, it was found that during neonatal cardiomyocytes cultivation, 
there is a significant change in the expression profile of functionally significant genes, which 
enhances the difference in the phenotype of emerging cardiomyocyte conglomerates from 
both the pacemaker of SAN and the contractile myocardium. It has been shown for the first 
time that satisfactory PCIs can be obtained based on an assessment of the transcript level of 
no more than four genes, including pairs of transcription factors (Tbx3, Tbx18 and Nkx2.5, 
Gata4) or pairs of ion channels (Hcn4, Kcnj2) and gap junctions (Gjc1, Gja1) antagonistically 
expressed in the SAN and contractile myocardium. The PCI simplifies and accelerates the as-
sessment of the functional properties of artificial spontaneously active cardiomyocyte cell 
structures.

Keywords: heart pacemaker, artificial biological pacemaker, transcription profile, cellular 
constructs, neonatal cardiomyocytes, primary cardiomyocyte culture
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 633.812+581.84

Особенности структуры стебля Myrtus communis  
и его гистохимический анализ

И.В. Булавин* , Д.И. Калмыкова , В.Д. Конобеев ,  
Л.А. Логвиненко , О.М. Шевчук 

Никитский ботанический сад – Национальный научный центр РАН, Российская академия наук,  
Россия, 298648, г. Ялта, пгт Никита, Никитский спуск, д. 52

*e-mail: cellbiolnbs@yandex.ru

Myrtus  communis L. (мирт обыкновенный) является одним из важных ароматических 
и  лекарственных растений семейства миртовых (Myrtaceae). В его органах содержатся 
в  достаточном количестве эфирные масла, фенольные кислоты, флавоноиды, танины, 
антоциановые пигменты и жирные кислоты, что делает растение перспективным объек-
том для фармацевтической и парфюмерной промышленности. В Российской Федерации 
M. communis введен в культуру как декоративное и эфиромасличное растение на Южном 
берегу Крыма и на Черноморском побережье Кавказа в XIX в. В условиях Южного бере-
га Крыма у M. communis в анатомическом аспекте ранее были исследованы особенности 
морфологии и структуры листовой пластинки, плодов. Информация о строении стебля 
остается ограниченной. Поэтому целью данной работы был сравнительный анализ 
структуры молодых и одревесневших стеблей, а также определение локализации эфир-
ного масла и фенольных соединений в его тканях. Установлено, что молодые и одревес-
невшие стебли M. communis отличаются по цвету и форме, определен потенциал отраста-
ющих осевых органов в накоплении эфирного масла. Впервые показано, что 
у одревесневших стеблей M. communis формируется особый тип феллемы, клетки кото-
рой вытянуты в радиальном направлении и имеют тонкие оболочки. Специфика строе-
ния перидермы, возможно, обуславливает подмерзание побегов и ограничивает распро-
странение M.  communis за пределы влажных и сухих субтропиков РФ. Качественные 
гистохимические исследования выявили во вместилищах молодых и одревесневших сте-
блей накопление эфирного масла, при этом отмечена суберинизация выстилающих кле-
ток структур внутренней секреции. По мере развития перидермы обнаруживается тен-
денция к разрушению вместилищ. В тканях стебля обнаруживаются фенольные 
соединения, часть из которых структурно связана с клеточными стенками, другая – на-
капливается в  протопластах эпидермы, паренхимы, флоэмы, в наибольшем количе-
стве – у молодых (неодревесневших) органов.

Ключевые слова: мирт обыкновенный, осевые органы, анатомия, качественный анализ, 
эфирное масло, фенолы

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-80-4-5

Введение
Мировая фармацевтическая, парфюмерная, 

косметическая и пищевая промышленность испы-
тывает постоянно растущий спрос на натуральные 
эфирные масла благодаря их составу, который, 
в  отличие от химически синтезированных масел, 
богат природными ароматическими соединения-
ми, органическими кислотами, фенолами, спир-
тами, альдегидами и многим другим. Это делает 
эфирные масла дорогими на мировом рынке 
и  подчеркивает актуальность внедрения и изуче-
ния агротехнических приемов выращивания эфи-

ромасличных растений в различных почвенно-
климатических зонах [1].

Myrtus  communis L. (мирт обыкновенный) яв-
ляется одним из важных ароматических и лекар-
ственных растений семейства миртовых (Myrtace-
ae) [2], которое включает примерно 145  родов 
и  более 5500 видов. Этот вечнозеленый склеро-
фитный кустарник или небольшое дерево высотой 
1,8–2,4 (3 м) [3] является частью типичной среди-
земноморской флоры и произрастает в  изобилии 
от северо-западной до восточной части региона, 
включая соседние страны, а также западную Азию 
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и Эгейское побережье [4]. Также вид встречается 
в  Южной Европе, Северной Африке, Западной 
Азии, в Южной Америке, северо-западных Гима-
лаях и Австралии, в северо-западной части Ин-
дии [5]. В литературе сообщается, что части расте-
ний Myrtus sp. содержат в достаточном количестве 
эфирные масла, фенольные кислоты, флавонои-
ды, танины, антоциановые пигменты и жирные 
кислоты [6].

В Российской Федерации M. communis введен 
в культуру как декоративное и эфиромасличное 
растение еще в 1815 г. на Южном берегу Крыма 
(ЮБК) в Никитском ботаническом саду и на Чер-
номорском побережье Кавказа с 60-х гг. XIX в. [7].

В условиях ЮБК у M.  communis исследованы 
особенности прорастания семян в зависимости от 
продолжительности хранения [8], морфолого-ана-
томические характеристики листьев в качестве 
идентификаторов подлинности перспективного 
лекарственного растительного сырья [9], анатомия 
черешков и люминесценция доминирующих био-
логически активных соединений в их тканях  [10], 
структура плодов [11], накопление эссенциальных 
элементов (Ca, Mg, K, Fe, Mn, Cu, Zn) в вегетатив-
ных (однолетние побеги, листья) и генеративных 
(плоды) органах растений [12]; эфирное масло 
и  основные его компоненты при порослевой 
и  многолетней культуре возделывания в  свежих 
и  воздушно-сухих листьях как источника сырья 
для фармацевтической и парфюмерно-косметиче-
ской отрасли [13]; антибактериальная активность 
водно-спиртовых извлечений из листьев [14].

Информация о структуре стебля остается 
ограниченной. На сегодня существует малое коли-
чество работ, в которых продемонстрировано его 
строение [15, 16]. Исследование анатомии осевых 
органов, выявление структур, накапливающих 
биологически активные вещества, является акту-
альным с точки зрения фундаментальной науки, 
а  также определения потенциального количества 
эфирного масла от стеблей и для селекционного 
отбора на морозостойкость. Поэтому целью дан-
ной работы был сравнительный анализ структуры 
молодых и одревесневших стеблей, а также уста-
новление локализации эфирного масла и феноль-
ных соединений в их тканях.

Материалы и методы
Исследования проводили в 2024 г. В качестве 

объекта выбран мирт обыкновенный (Myrtus 
communis L.), культивируемый на территории Арбо-
ретума Федерального государственного бюджетно-
го учреждения науки «Ордена Трудового Красного 
Знамени Никитский ботанический сад – Нацио-
нальный научный центр РАН» (ФГБУН «НБС-
ННЦ»), расположенного на высоте 200 м над уров-
нем моря, в условиях субтропического климата 
средиземноморского типа. Материал отбирали 
в период технической зрелости растений (ноябрь). 

Значения погодных условий приведены согласно 
данным ФГБУ «Крымское УГМС» (Агрометео-
станция Никитский сад). Температура: средняя – 
9,3°С, максимальная – 21,6°С, минимальная – 
1,0°С; сумма осадков, мм – 103,3; относительная 
влажность воздуха, % – 71,3. 

Морфологические исследования выполняли на 
свежем материале. Органы анализировали при по-
мощи стереомикроскопа МСП-1 (Ломо, Россия), 
оснащенного цифровой камерой E31SPM12000KPA 
(Korticam, Китай), подключенной к персональному 
компьютеру с программным обеспечением (ПО) 
ImageViewTM (Carestream, США).

Гистохимический анализ выполняли согласно 
общепринятым методам на поперечных срезах, 
изготовленных из свежего материала с использо-
ванием замораживающего микротома МЗ-2 (Точ-
медприбор, Украина), оснащенного охладителем 
лабораторным ОЛ-ЗСО 30 (Инмедпром, Россия). 
Лигнин выявляли 0,5%-ным раствором флоро-
глюцина и концентрированной соляной кисло-
той. Одревесневшие оболочки окрашивались 
в красно-малиновый цвет [17]. Локализацию субе-
рина определяли 1%-ным раствором генцианово-
го фиолетового и аммиаком после воздействия на 
срезы жавелевой водой. Структуры, содержащие 
суберин, окрашивались в фиолетовый цвет [18]. 
Выявление эфирного масла осуществляли при по-
мощи обработки срезов спиртовым раствором су-
дана III (1%) [19]. Анализ на качественное присут-
ствие фенольных соединений проводили путем 
последовательной обработки срезов жавелем, дис-
тиллированной водой, 0,5%-ным раствором толу-
идинового синего в 2,5%-ном Na2CO3 при pH 9 
в течение 5 мин, 70%-ным этанолом [20]. Локали-
зацию флавоноидов в тканях определяли посред-
ством применения 1%-го раствора ванилина 
и концентрированной соляной кислоты. Структу-
ры, содержащие указанные соединения, окраши-
вались в красный цвет [21]. 

Анатомические исследования проводили на 
фиксированном материале. Для этого от побегов 
отделяли фрагменты стеблей и сразу переносили 
их в пенициллиновые флаконы с раствором фор-
малина (38%), ледяной уксусной кислоты, спирта 
этилового (96%) и воды (1:0,5:5:3,5). Дополни-
тельно добавляли несколько капель детергента 
Твин-20. Обезвоживание материала осуществляли 
в спиртах восходящей концентрации. В качестве 
промежуточной жидкости использовали толуол 
(Вектон, Россия). Образцы заключали в парафи-
новую гомогенизированную среду Гистопоинт 
Экстра (МедТехникаПоинт, Россия). Срезы тол-
щиной 12 и 16 мкм изготавливали на полуавтома-
тическом ротационном микротоме Ротмик 2А 
(ОрионМедик, Россия), наклеивали на предмет-
ные стекла, предварительно обработанные раство-
ром белка куриного яйца, смешанным с глицери-
ном в соотношении 1:1. Стекла со срезами сушили 
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при помощи нагревательного столика Микро-
стат-30/80 (Техном, Россия). Депарафинирование 
осуществляли толуолом в стеклянных емкостях 
Шиффердекера (2 ч). Затем предметные стекла со 
срезами переносили в 96%-ный спирт (1,5 ч), дис-
тиллированную воду (30 мин), окрашивали во-
дным раствором метиленового синего (0,05%) 
(30  мин). Для заключения использовали раствор 
сахарозы (60%) [22].

Полученные препараты исследовали с помо-
щью микроскопа CX-41 (Olympus, Япония), осна-
щенного цифровой камерой SC 50 (Olympus, Гер-
мания) и ПО CellSens Imaging Software v. 1.17. 
Материал после окрашивания на фенольные соеди-
нения изучали с помощью зеленого светофильтра.

Статистический анализ данных выполняли 
в ПО Past v. 3.26 [23]. Для каждого варианта (мо-
лодые/одревесневшие стебли, листья) было проа-
нализировано по 10 образцов. Выборки проверяли 
на нормальность распределения и, в зависимости 
от полученного результата, использовали либо 
t-критерий, либо U-тест при p ≤ 0,05. Данные 
представлены в виде среднего значения и стан-
дартной ошибки среднего значения.

Результаты и обсуждение
Исследована морфология и анатомия молодых 

(неодревесневших) и одревесневших стеблей 
M.  communis. Молодые стебли были практически 
голые (наблюдали весьма редкие трихомы), светло-

зеленого цвета с малиновым оттенком, по форме – 
четырехгранные или округлые с небольшими ре-
брами. Под покровной тканью были различимы 
секреторные структуры – вместилища (рис. 1А, Б). 
Отличием одревесневших стеблей было: светло-ко-
ричневый цвет, округлая форма и наличие вмести-
лищ с содержимым янтарного цвета (рис.  1В,  Г). 
Проанализировано количество последних на осе-
вых органах и их поперечных срезах сравнительно 
с  таковым у листовых пластинок. У  молодых 
и одревесневших стеблей первый показатель дости-
гал 9,1 ± 1,03 и 6,9 ± 0,84 шт./мм2 соответственно, 
листовых пластинок – 10,2 ± 0,84 шт./мм2. На по-
перечных срезах количество вместилищ для первых 
двух вариантов органов составляло 8 ± 1,56 
и 4,6 ± 0,6 шт., для третьего – 19 ± 1,65 шт. Установ-
лены статистически значимые различия между ко-
личеством вместилищ на поперечных срезах моло-
дых и одревесневших стеблей, а также листьев 
и  молодых побегов, которое было меньше в 1,7 
и 2,4 раза соответственно.

Изучено анатомическое строение неодревес-
невших стеблей M.  communis. Топографически на 
поперечных срезах выделяли эпидерму, кору 
и центральный цилиндр. Эпидерма была представ-
лена плотно сомкнутыми овальными (овально-
прямоугольными) клетками, внешние тангенталь-
ные стенки которых имели кутикулярный слой. 
В  состав коры входили колленхима, паренхима 
и слабовыраженная эндодерма. В наружных слоях 

Рис. 1. Морфология молодых (А–Б) и одревесневших (В–Г) стеблей и листьев (Д–Е) Myrtus communis. Стрелочками показаны 
вместилища с эфирным маслом.
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коры формировались вместилища. В центральном 
цилиндре располагались тяжи склеренхимы пери-
циклического происхождения (могли отсутство-
вать), непучковая биколлатеральная проводящая 
система, паренхима сердцевины (рис. 2А). 

В древесном стебле M. communis толщиной до 
0,5 см (рис. 2Б), выделяли кору, камбий, древеси-

ну и сердцевину. В состав коры входили эпидерма, 
остатки первичной коры, ткани которой смина-
лись. Под эпидермой дифференцировали либо це-
лые вместилища или их части. Глубже в тканях 
были четко заметны волокна склеренхимы пери-
циклического происхождения. Отмечено наличие 
клеток, вытянутых в радиальном направлении. 

Рис. 2. Поперечные срезы молодых (А, В, Д) и одревесневших (Б, Г, Е) стеблей Myrtus communis; А, Б – окрашивание метиленовым 
синим; В, Г – качественная гистохимическая реакция на лигнин; Д, Е – качественная гистохимическая реакция на суберин. Вм – 
вместилище, Ка – камбий, Кo – колленхима, Кс – ксилема, Па – паренхима, Пс – паренхима сердцевины, Скл – склеренхима, 
Фг – феллоген, Фд – феллодерма, Фл – флоэма, Фм – феллема, Энд – эндодерма, Эп – эпидерма (световая микроскопия).



246

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2025. Т. 80. № 4

И.В. Булавин, Д.И. Калмыкова, В.Д. Конобеев и др.

Качественный гистохимический анализ на лигнин 
(рис. 2Г) и суберин (рис. 2Е) выявил в указанных 
клетках наличие последнего и подтвердил наше 
предположение о том, что это феллема. Далее рас-
полагались феллоген, феллодерма и вторичная 
кора, представленная флоэмой (первичной, вто-
ричной), за которой находилась камбиальная зона 
и древесина, составленная вторичными и первич-
ными элементами. В самом центре стели наблю-
дали паренхиму.

Исследовано накопление эфирного масла 
(ЭМ) и фенольных соединений в тканях стеблей и 
листовых пластинок M. communis. Согласно полу-
ченным результатам, ЭМ наблюдали во вместили-
щах, расположенных в паренхиме анализируемых 
вегетативных органов (рис. 3Г). Также отмечено 
окрашивание выстилающих клеток вместилищ 
при использовании спиртового раствора судана 
III (рис. 3А, Б) и генцианового фиолетового при 
реакции на суберин (рис. 2Д, Е).

Анализ локализации фенольных соединений 
показал, что в стеблях изменение цвета проис- 
ходило в эпидерме, выстилающих клетках  
вместилищ, склеренхиме, феллеме и ксилеме 
(рис. 3Д, Е). В листе в области центральной жил-
ки окрашивание приобретали эпидерма (внешняя 
тангентальная часть), ксилема, склеренхима, вы-
стилающие клетки вместилищ (рис. 3Ж). В боко-
вой части листовой пластинки (рис. 3З) зеленое 

окрашивание наблюдали в эпидермальных клет-
ках, выстилающих клетках вместилищ, ксилеме 
боковых жилок.

Качественные гистохимические реакции на 
флавоноиды показали их присутствие в эпидерме, 
клетках первичной коры, выстилающих клетках 
вместилищ, флоэме, паренхиме сердцевины мо-
лодых стеблей (рис. 3И). У одревесневших орга-
нов красный оттенок наблюдали в эпидерме и вы-
стилающих клетках вместилищ. Наиболее слабое 
окрашивание выявлено во флоэме и паренхиме 
сердцевины (рис. 3К). В листьях интенсивный 
красный цвет появлялся в эпидерме, флоэме, вы-
стилающих клетках вместилищ, слабый – коллен-
химе центральной жилки, палисаде, некоторых 
клетках губчатого мезофилла (рис. 3Л, М). 

В литературе имеются сведения о морфологии 
листовой пластинки M. communis. При описании ее 
поверхности отмечается наличие ароматических 
железок, плотность которых на дорсальной стороне 
больше и составляет 966,63 ± 15,212 шт./см2,  
на вентральной – 736,97 ± 16,563 шт./см2 [24], 
а  частота встречаемости находится в диапазоне 
0–14 шт./мм2 [9]. Нами впервые проведено срав-
нительное исследование количества вместилищ 
на поверхности молодых и одревесневших стеблей 
и листьев. Показан наибольший потенциал по на-
коплению ЭМ для листьев и молодых (зеленых) 
стеблей, что согласуется с данными литературы. 

Рис. 3. Поперечные срезы молодых (А, Д, И), одревесневших стеблей (Б, Е, К), а также листьев (В, Г, Ж, З, Л, М) после проведе-
ния качественных гистохимических реакций. А–Г – выявление эфирного масла; Д–З – выявление фенолов; И–М – выявление 
флавоноидов (световая микроскопия). Стрелочками указаны вместилища.
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В  работе Л.А.  Логвиненко показано, что при из-
влечении ЭМ из одревесневших побегов его со-
держание было весьма незначительным и опреде-
лены следовые количества [13]. 

По данным М.А.  Аль-Хадиси [15] стебель 
M. communis покрыт однорядной эпидермой с кути-
кулой, затем располагается многослойная кора, со-
стоящая из колленхимы и паренхимы, хлоренхима 
отсутствует. Сосудистые пучки биколлатеральные, 
формируют кольцо. Сердцевина представлена па-
ренхимными клетками. В работе Ю.С.  Черятовой 
указано, что стебель M.  communis характеризуется 
непучковым типом строения. В  паренхиме коры 
стебля обнаружены выделительные структуры, 
представленные сферическими схизолизигенными 
эфиромасличными вместилищами, полость кото-
рых была выстлана эпителиальными клетками 
и  одиночными эфиромасличными клетками [16]. 
Нами на поперечных срезах отмечены несколько 
слоев клеток, вытянутых в радиальном направле-
нии. Гистохимические исследования показали на-
копление в них суберина, что подтвердило их при-
надлежность к феллеме. Они не опробковевают 
полностью и формируют одну из феллем, сходную 
с таковой у Rhododendron maximum L. [25]. Перидер-
ма – это сложная ткань, состоящая из феллогена 
или пробкового камбия – вторичной латеральной 
меристемы – и двух типов тканей, которые он про-
изводит – феллемы (также обычно называемой 
пробкой) и феллодермы [26]. Во время вторичного 
роста, за счет увеличения обхвата растительных ор-
ганов, перидерма заменяет эпидерму как самую 
внешнюю ткань и выступает в качестве первой ли-
нии защиты внутренних структур осевых органов 
растений от абиотических и биотических воздей-
ствий. Таким образом, перидерма может заклады-
ваться непосредственно под первичной покровной 
тканью (гиподермально – часто) или в более глубо-
ких слоях тканей органов (например, вблизи воло-
кон, прилегающих к флоэме) [27, 28]. Многократ-
ное заложение феллогена приводит к образованию 
множественных перидерм, формирующих корку 
(ритидом). Наиболее характерным свойством фел-
лемы является высокая степень опробковения ее 
вторичных клеточных стенок, при этом их утолще-
ния могут быть как равномерными, так и неравно-
мерными [25]. Например, у Quercus suber L. высота 
клетки корки 30–40 мкм, а толщина ее оболочки 
1–1,5 мкм [29]. Перидерма у Vaccinium praestans 
Lamb. закладывается в первый год нарастания сте-
бля, к третьему – представляет непрерывное мно-
гослойное кольцо. Феллема гомогенная, тонко-
стенная, в радиальном ряду поперечного среза 
ткани имеются три клетки, тангентальный размер 
которых составляет 9,9 ± 0,32, а радиальный – 
6,9 ± 0,37 мкм [30]. Нами впервые показано, что 
у  одревесневших побегов M.  communis феллема  
закладывается в более глубоких слоях коры и фор-
мирует несколько рядов тонкостенных клеток.  

Возможно, такое ее строение обуславливает под-
мерзание мелких побегов растений, что и ограни-
чивает распространение M.  communis за пределы 
влажных и сухих субтропиков РФ.

Сырье мирта является ценным источником 
целого комплекса биологически активных ве-
ществ (фенольные кислоты, флавоноиды, ЭМ 
и др.), с чем связан широкий спектр его терапев-
тической активности. Вторичные метаболиты 
мирта обладают антибактериальным, противо-
грибковым, противовоспалительным, антиокси-
дантным, противовирусным, антидиабетическим 
действием, укрепляют иммунную систему [16].

Вместилища с ЭМ (секреторные полости)  
являются важной особенностью семейства 
Myrtaceae и изучаются с середины XVIII в. Ранее 
данные структуры рассматривали лишь как место 
синтеза и хранения терпеноидов [32]. Нами отме-
чено, что стенки выстилающих клеток вмести-
лищ стебля при окрашивании спиртовым раство-
ром судана III приобретают розовый оттенок. 
В  анатомической практике cудан III также ис-
пользуется для выявления пробки (в составе ко-
торой имеется суберин) и кутикулы, а также жи-
ров [17]. Таким образом, стенки выстилающих 
клеток вместилищ в стебле содержат суберин, что 
подтверждено нашими дополнительными гисто-
химическими исследованиями поперечных сре-
зов стеблей. Подобные результаты приведены 
в работе Х.Ф. Ричит с соавторами для вместилищ 
листовых пластинок девяти представителей  
семейства Myrtaceae [32]. По мнению исследова-
телей, суберинизация снижает проницаемость 
клеточных стенок секреторных структур, обеспе-
чивая изоляцию вторичных метаболитов и  пре-
дотвращая диффузию секретируемых химических 
веществ в окружающие ткани [32].

При исследовании локализации фенольных 
соединений с использованием толуидинового си-
него окрашивание наблюдали преимущественно 
в покровных, механических, проводящих и секре-
торных тканях (стенки выстилающих клеток вме-
стилищ). Стебли исследуемых органов покрыты 
эпидермой, внешние тангентальные клетки кото-
рых формируют кутикулярный слой. С химиче-
ской точки зрения кутикула состоит из набора сое-
динений с различными физико-химическими 
свойствами. Этими соединениями могут быть во-
ски, кутин и/или кутан, полисахариды, фенольные 
соединения и минеральные элементы [33]. Вероят-
но, наличие в кутикуле фенолов объясняет окра-
шивание внешней тангентальной части клеток 
эпидермы. В процессе развития проводящей си-
стемы одни из составляющих ее элементов (сосу-
ды) подвергаются лигнификации. Лигнин, в свою 
очередь, содержит фенольную гидроксильную 
группу [34], что, возможно, и дает цветную реак-
цию, характерную для фенольных соединений. 
Склеренхима состоит из непроводящих клеток, 
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которые имеют толстую лигнифицированную вто-
ричную клеточную стенку. Феллема стебля являет-
ся неотъемлемой структурной единицей перидер-
мы (пробкой). С химической точки зрения пробка 
состоит как из нерастворимых, так и из раствори-
мых компонентов. К нерастворимым компонентам 
относятся алифатический суберин, ароматический 
суберин (лигниноподобный), целлюлоза и геми-
целлюлозы. Растворимые компоненты в основном 
состоят из липидов и фенольных соединений. Со-
став пробки сильно варьирует и может содержать 
33–50% алифатического суберина; 13–29% лигни-
ноподобного ароматического суберина; 6–25% по-
лисахаридов; 13–24% экстрактивных веществ 
и  1–7% золы. Наиболее распространенными экс-
трактивными веществами обычно являются воски 
и дубильные вещества [35].

Проведенные нами гистохимические исследо-
вания также выявили локализацию флавоноидов. 
В молодых стеблях данные соединения присут-
ствуют в большей части тканей, за исключением 
ксилемы. У одревесневших органов накопление 
флавоноидов снижается, о чем свидетельствует 
разница в интенсивности окрашивания групп ги-
стологических элементов сравнительно с молоды-
ми стеблями. Для листьев также характерно при-
сутствие флавоноидов. Полученные нами данные 
находят подтверждение в литературе. С помощью 
люминесцентной микроскопии показано нако-
пление флавоноидов в паренхиме ксилемы, флоэ-
мы и мезофилле поперечных срезов черешка 
M. communis [10]. В листьях при использовании ги-
стохимических методов анализа накопление фла-
воноидов отмечено в клетках мезофилла [36] 
и,  согласно биохимическим исследованиям, их 
общее содержание незначительно превышает та-
ковое в стеблях (6,56 ± 0,57 и 6,11 ± 0,30 мг/г в пе-
ресчете на катехин) [37]. По сведениям других ав-
торов, содержание флавоноидов в стеблях может 
быть выше, чем в листьях (5, 17 и 3 мг/г соответ-

ственно) [38]. Тем не менее, в этих работах пока-
зано, что наибольшее суммарное количество фе-
нольных соединений характерно для листьев [38].

Заключение
Проведенные нами сравнительные морфоло-

гические исследования показали отличия между 
молодыми и одервесневшими стеблями M. commu-
nis по цвету и форме. Количественные исследова-
ния секреторных структур на поверхности осевых 
органов подтвердили потенциал неодревесневших 
стеблей в накоплении ЭМ. Анатомически впервые 
показано, что у одревесневших стеблей M. communis 
формируется особый тип феллемы, образование 
которой происходит вследствие заложения фелло-
гена не гиподермально, а в более глубоких слоях 
коры. Клетки феллемы вытянуты в радиальном на-
правлении, а ее оболочки тонкие. Особое строение 
перидермы, возможно, обуславливает подмерзание 
побегов и ограничивает распространение M.  com-
munis за пределы влажных и сухих субтропиков РФ. 
Основным местом накопления ЭМ в тканях осевых 
органов являются вместилища, выстилающие клет-
ки которых суберинизируются, что препятствует 
выходу вторичных метаболитов в окружающие тка-
ни. По мере развития перидермы наблюдается тен-
денция к разрушению эндогенных секреторных 
структур. В тканях стебля обнаруживаются феноль-
ные соединения, при этом часть из них структурно 
связана с клеточными стенками, а другая – нака-
пливается в протопластах эпидермы, паренхимы, 
флоэмы, в наибольшем количестве – у молодых 
(неодревесневших) органов.

Работа выполнена в рамках государственного 
задания ФГБУН «НБС-ННЦ» (проект № FNNS-
2024-0004). Исследования выполнены без исполь-
зования животных и без привлечения людей  
в качестве испытуемых. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов. 
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Myrtus communis stem structure peculiarities  
and histochemical analysis

I.V. Bulavin* , D.I. Kalmykova , V.D. Konobeev , L.A. Logvinenko , O.M. Shevchuk 

Nikita Botanical Gardens – National Scientific Center of the RAS, Russian Academy of Sciences,  
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Myrtus communis L. (common myrtle) is one of the important aromatic and medicinal plants of 
the family Myrtaceae. Its organs contain sufficient quantities of essential oils, phenolic acids, fla-
vonoids, tannins, anthocyanin pigments, and fatty acids, which make it a promising object for 
the pharmaceutical and perfume industries. In the Russian Federation, M. communis has been 
cultivated as an ornamental and essential oil plant on the Southern Coast of Crimea and the 
Black Sea coast of the Caucasus since the 19th century. In the Southern Coast of Crimea condi-
tions, M.  communis leaf blade and fruit morpho-anatomical characteristics were investigated. 
However, data on the stem structure is still limited overall. Therefore, the aim of this work was 
a comparative analysis of the non-woody (young) and woody stem anatomy, as well as the detec-
tion of the localization of essential oil and phenolic compounds in its tissues. It was estimated 
that the young and woody stems of M. communis differed in color and shape and a possible con-
tribution of the axial organs to a whole portion of the essential oil yield was determined. For the 
first time it was shown that the woody stems of M. communis had a special type of phellem cells 
that were elongated in the radial direction with thin cell walls. The special structure of the secon- 
dary dermal tissue may cause freezing of shoots and limit the spread of M. communis beyond the 
humid and dry subtropics of the Russian Federation. Qualitative histochemical studies revealed 
accumulation of essential oil in the cavities of young and woody stems, with suberization of the 
endogenous secretory structure sheath layer cells and a tendency for their destruction as the peri-
derm develops. Phenolic compounds are found in stem tissues, some of which are structurally 
linked to cell walls, while others accumulate in the protoplasts of the epidermis, parenchyma, 
and phloem, in the greatest quantities in young (non-woody) organs.

Keywords: common myrtle, axial organs, anatomy, qualitative analysis, essential oil, phenols
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 599.735.3:591.133.16(470.2)

Cодержание ретинола и α-токоферола у представителей семейства 
Cervidae (Mammalia, Cetartiodactyla) на северо-западе России

И.В. Баишникова* , И.А. Зайцева , С.Н. Калинина ,  
Д.В. Панченко , Т.Н. Ильина 

Институт биологии Карельского научного центра РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН»,  
Российская академия наук, Россия, 185910, г. Петрозаводск, ул. Пушкинская, д. 11

*e-mail: iravbai@mail.ru

Содержание витаминов в организме является одним из важнейших показателей, кото-
рый отражает уровень питания крупных копытных млекопитающих, обитающих на се-
верной периферии ареала в условиях ограниченного доступа кормовых ресурсов в хо-
лодный период года. В данной работе исследовали уровень ретинола (витамин А) 
и α-токоферола (витамин Е) в органах и тканях диких лосей (Alces alces) разного возраста 
и пола, а также содержащихся в полувольных условиях европейского благородного оле-
ня (Cervus elaphus) и марала (C. e. sibiricus) на северо-западе России (Республика Карелия 
и Ленинградская область). Биологический материал был получен от животных, добытых 
в результате легальной охоты в период с октября по январь. Уровни витаминов у иссле-
дованных животных в целом согласовались со значениями, установленными для оле-
ньих, обитающих в других регионах мира, в том числе и с более мягким климатом. Отно-
сительно низкое содержание витаминов, выявленное у представителей рода Cervus, 
требует дополнительного изучения. У лосей не было обнаружено половых и возрастных 
различий в содержании витаминов А и Е, за исключением более низкого уровня 
α-токоферола в почках взрослых самок по сравнению с молодыми. Беременные самки 
лося отличались сравнительно низким содержанием ретинола в исследованных органах 
и тканях. Обнаружено влияние района, в котором были добыты лоси, на содержание ре-
тинола в печени и α-токоферола в сердце, что может быть связано с природно-климати-
ческими особенностями районов исследования, которые определяют состав фитоцено-
зов и кормовую ценность растений. Полученные результаты могут быть использованы 
при оценке состояния и разработке плана управления популяциями крупных копытных.

Ключевые слова: ретинол, α-токоферол, оленьи, лось, благородный олень, периферия ареала, 
адаптация
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Введение
Копытные млекопитающие, как важные ком-

поненты биогеоценозов, оказывают влияние на 
формирование и продуктивность растительных 
сообществ, а также являются неотъемлемым зве-
ном в трофических цепях. Видовой и численный 
состав копытных, обитающих на той или иной 
территории, тесно связан с природно-климатиче-
скими условиями. Для Республики Карелия або-
ригенными видами являются два представителя 
семейства Оленьи (Cervidae): лось (Alces alces) 
и  лесной северный олень (Rangifer tarandus) [1]. 
Лось – самый крупный представитель оленьих и 
один из главных ресурсных видов на данной тер-
ритории. В Северном полушарии имеет довольно 
большой ареал обитания, южный ареал ограничен 

высокими летними температурами. Самая высо-
кая плотность популяции лосей в мире наблюда-
ется в западной Фенноскандии, преимущественно 
в ее прибрежных районах, чему способствуют оп-
тимальные климатические условия обитания 
и  кормления, а также интенсивное лесоуправле-
ние [2]. На северо-западе России численность 
вида значительно ниже, что связано с более суро-
выми климатическими условиями, прессом хищ-
ников и браконьерством [2, 3].

Европейский благородный олень (Cervus ela-
phus) и марал (C. e. sibiricus) не являются типичны-
ми обитателями северо-запада России, однако су-
ществует практика полувольного разведения 
представителей этого вида в охотничьих хозяй-
ствах в загонах большой площади для расширения 

https://orcid.org/0000-0001-5064-3731
https://orcid.org/0000-0002-6277-009X
https://orcid.org/0000-0003-1906-092X
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видового состава и увеличения численности охот-
ничьих животных, а также проведения высокосер-
висной охоты [4]. Наряду с изучением некоторых 
закономерностей освоения этими животными но-
вых угодий, оценки экологических последствий 
их влияния на фито- и зооценозы [4] представляет 
интерес оценка их физиологического состояния 
при обитании в нетипичных природно-климати-
ческих условиях.

Климатические условия, с которыми тесно 
связаны доступность и качество пищевых ресур-
сов, оказывают большое влияние на численность 
популяций крупных копытных [5]. От условий 
питания зависят вероятность размножения осе-
нью, выживаемость зимой, показатели лактации 
самок, взаимодействие с хищниками и другие 
факторы, влияющие на выживание и успешное 
воспроизводство. Упитанность животных, ключе-
вым параметром которой является содержание 
жира в организме, отражает кумулятивный энер-
гетический баланс за относительно длительный 
период и  в  конечном итоге определяет числен-
ность и динамику популяции [6, 7]. Важнейшими 
нутриентами, уровень и обмен которых в орга-
низме животных тесно связаны с метаболизмом 
липидов, являются витамины А и Е, поступаю-
щие в организм исключительно с пищей. Они не-
обходимы для успешного размножения, роста, 
регуляции иммунной функции, а также участвуют 
в адаптационных процессах [8–10]. Строение 
и  функционирование пищеварительной системы 
жвачных определяет особенности усвоения вита-
минов из растительных тканей, при этом степень 
деградации и высвобождения витаминов в про-
цессе микробной ферментации корма в рубце яв-
ляется существенной характеристикой их биодо-
ступности [11, 12].

Основным источником витамина А для расти-
тельноядных являются обладающие провитамин-
ной активностью каротиноиды, преимущественно 
β-каротин, которые также выполняют собствен-
ные биохимические функции в организме живот-
ных. Потери β-каротина в рубце вследствие окис-
ления и деградации бактериями в среднем 
составляют 20% [11]. При этом трансформация 
каротина в ретиноиды у жвачных начинается 
в преджелудках [13]. Преобладающей формой ви-
тамина А в организме является ретинол, тогда как 
биологическая активность этого витамина связана 
в основном с действием ретиналя, необходимого 
для зрения, и ретиноевой кислоты, которая регу-
лирует важнейшие физиологические процессы, 
такие как клеточная дифференцировка, развитие 
и иммунная защита [8].

Витамин Е включает в себя жирорастворимые 
антиоксиданты растительного происхождения: α-, 
β-, γ- и δ-токоферолы, а также соответствующие 
токотриенолы. Среди них α-токоферол обладает 
наибольшей биологической активностью и селек-

тивно удерживается в тканях млекопитающих [14]. 
В биологических мембранах α-токоферол является 
структурным компонентом, взаимодействующим 
с  мембранными фосфолипидами, а также антиок-
сидантом, защищающим полиненасыщенные жир-
ные кислоты (ПНЖК) и другие липиды от пере-
кисного окисления и повреждения свободными 
радикалами  [9]. Этот витамин необходим для раз-
множения, при его дефиците наблюдаются гибель 
плода и  аборты. Кроме того, его недостаток спо-
собствует развитию миодистрофии, при которой 
наблюдаются дегенеративные изменения тканей 
сердечной и  скелетной мускулатуры [10, 15]. Для 
обитающих в естественных условиях оленьих, име-
ющих возможность в весенне-летне-осенний пе- 
риод употреблять богатые токоферолами зеленые  
части растений, недостаток витамина Е маловероя-
тен, однако зимой разнообразие и качество кормов 
существенно снижаются. В этот период исследова-
ние уровня витамина Е, который не накапливается 
в организме в значительных количествах, является 
актуальным. В литературе есть сведения о дефици-
те витамина Е в популяции лосей на Аляске, кото-
рые содержались в неволе и  большую часть года 
получали гранулированный рацион [16].

При анализе физиолого-биохимического со-
стояния копытных, обитающих в северных усло-
виях при ограниченном доступе кормовых ресур-
сов в холодный период года, оценка содержания 
витаминов А и Е в организме может дать важную 
информацию об уровне питания животных. Эти 
данные могут быть использованы при оценке со-
стояния и разработке плана управления популяци-
ями крупных копытных. Сведения об уровне вита-
минов А и Е в органах и тканях этих животных, 
обитающих в естественных условиях, немногочис-
ленны, представленная информация в основном 
касается содержания витаминов в печени и мы-
шечной ткани у разных видов оленьих [17–20].  
Изучение уровня витаминов у крупных копытных 
на северо-западе России прежде не проводилось. 
Ранее нами были опубликованы данные по содер-
жанию витаминов А и Е у небольшой выборки ло-
сей (n = 16), добытых в трех районах Республики 
Карелия (Лахденпохский, Сортавальский и Пря-
жинский), полученные в рамках исследования  
содержания ртути и низкомолекулярных анти- 
оксидантов в организме диких копытных млеко-
питающих [21]. В данной работе представлены ре-
зультаты расширенного исследования содержания 
ретинола (витамин А) и α-токоферола (витамин Е) 
в органах и тканях лосей разного возраста и пола, 
охватившего восемь районов Республики Карелия 
и Приозерский район Ленинградской области. 
Кроме того, представлены данные об уровне вита-
минов у европейского благородного оленя и  ма- 
рала, содержащихся в полувольных условиях  
в  охотничьем хозяйстве в Сортавальском районе 
Республики Карелия.
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Материалы и методы
Биологический материал был получен от ло-

сей, благородных оленей и маралов, добытых в ре-
зультате легальной охоты, поэтому для исследова-
ния не требовалось одобрения биоэтического 
комитета Института биологии Карельского науч-
ного центра РАН. Лабораторные исследования 
выполнены на научном оборудовании Центра 
коллективного пользования Федерального иссле-
довательского центра «Карельский научный центр 
Российской академии наук».

Объекты исследования. Исследованы лоси 
(n = 61) обоих полов в возрасте от 6 мес. до 8 лет, 
добытые в восьми районах Республики Карелия 
(Лоухском, Костомукшском, Беломорском, Пря-
жинском, Кондопожском, Прионежском, Лахден-
похском, Сортавальском) и Приозерском районе 
Ленинградской области. Животные были разделе-
ны на следующие половозрастные группы: сего-
летки (6–8 мес., самцы n = 5), молодые (1–2 года, 
самцы n = 8, самки n = 3), взрослые (3–8 лет, сам-
цы n = 26, самки небеременные n = 14, самки бе-
ременные n = 5). Возраст животных оценивали по 
внешнему виду, размеру, рогам, степени стертости 
жевательной поверхности коренных зубов нижней 
челюсти [22]. Кроме того, был исследован биоло-
гический материал от самок и самцов европейско-
го благородного оленя (0,5–12 лет, n = 6) и марала 
(2–12 лет, n = 5), которые содержались в полуволь-
ных условиях в охотничьем хозяйстве (ООО 
«Охотничье хозяйство Черные камни», Сортаваль-
ский район, Республика Карелия), расположенном 
в подзоне средней тайги. Животные содержались 
в  разных загонах площадью 750 га (благородный 
олень) и 3000 га (марал). Пастбища в хозяйстве 
представлены еловыми, сосновыми и лиственны-
ми лесами, заросшими полянами, водно-болотны-
ми и сельскохозяйственными угодьями. Разведе-
ние крупных копытных на данной территории 
осуществляется с 2010 г., на момент исследования 
средняя плотность копытных в охотхозяйстве со-
ставляла для благородного оленя 200 особей на 
1000 га, для марала – 60 особей на 1000 га. Регуляр-
ная подкормка животных производилась летом 
(2 раза в неделю) и зимой (через день), использо-
вались зерновые, комбикорм, силос, сено, соль-
лизунец с минеральными добавками.

Отбор биологического материала (печень, 
почки, сердце, скелетная мышца, легкие и селе-
зенка) проводили у животных, легально добытых 
в период охоты с октября по январь 2017–2024 гг. 
(лоси) и в ноябре 2019 г. (благородные олени, ма-
ралы). Образцы тканей для исследования отбира-
ли в течение 2–4 ч после добычи животных, далее 
замораживали их и хранили до проведения анали-
за при температуре -80°С.

Методы. Для определения содержания вита-
минов навески тканей (100 мг) гомогенизировали 
в 0,9 мл 0,25 М раствора сахарозы (pH 7,4), содер-

жащей 0,001 М динатриевой соли этилендиаминте-
трауксусной кислоты. В конические полиэтилено-
вые пробирки вносили 0,25 мл гомогената 
и добавляли 0,25 мл 0,025%-ного раствора бутилги-
дрокситолуола в этаноле, после чего тщательно 
смешивали содержимое пробирки для осаждения 
белков. Затем добавляли 0,5 мл 0,0125%-ного рас-
твора бутилгидрокситолуола в н-гексане, энергич-
но встряхивали в течение 5 мин, центрифугировали 
10 мин при 3000 g и оставляли образцы на холоде 
(4°C) в течение 40 мин. В гексановом слое на ми-
кроколоночном жидкостном хроматографе «Ми-
лихром-6» (Россия) с УФ-детектором определяли 
концентрации α-токоферола и ретинола при длине 
волны 292 и 324 нм соответственно. Использовали 
хроматографическую колонку с прямой фазой 
(КАХ-5-80-4, Россия), элюирование проводили 
в изократическом режиме, скорость потока элюен-
та 200 мкл/мин. Элюентом служила смесь гексана 
с  изопропанолом в соотношении 98,5:1,5. Для по-
строения калибровочных кривых использовали 
стандартные растворы ретинола и  α-токоферола 
(Sigma, США), расчет содержания витаминов про-
водили методом внешнего стандарта.

Статистическая обработка данных. Стати-
стический анализ данных проводился с исполь-
зованием программ MS Excel и Statgraphics 
Plus 5.0. Данные по благородному оленю и мара-
лу обрабатывали без учета пола и возраста в связи 
с небольшой выборкой. Нормальность распреде-
ления выборок проверяли с помощью критерия 
Шапиро-Уилка. Для оценки межвидовых разли-
чий, а также различий между группами лосей ис-
пользовали U-критерий Манна–Уитни (для меж-
видовых сравнений данные по лосю объединили, 
исключили беременных самок). Для оценки вли-
яния факторов «возраст», «пол» и «район добы-
чи» на содержание витаминов у лосей приме- 
няли многофакторный дисперсионный анализ 
(MANOVA). Влияние пола на исследуемые пока-
затели изучали во всех возрастных группах, за ис-
ключением сеголетков, которые были представ-
лены только самцами. Среди взрослых самок на 
момент добычи пять оказались беременными, 
данные по ним рассчитывали отдельно и сравни-
вали с небеременными взрослыми самками. Ста-
тистически значимыми считали различия при 
р < 0,05. Результаты по лосю представлены на ри-
сунках в виде бокс-плотов с обозначением сред-
них, медиан, верхнего и нижнего квартилей, 
а также выпадающих значений. Данные по благо-
родному оленю и маралу представлены в таблице 
в виде медиан, верхнего и нижнего квартилей.

Результаты и обсуждение
В литературе имеются данные об уровне вита-

минов у оленьих, обитающих в различных регионах 
мира, однако сведения, касающиеся лосей, встре-
чаются редко. При этом чаще всего речь идет о со-



254

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2025. Т. 80. № 4

И.В. Баишникова, И.А. Зайцева, С.Н. Калинина и др.

держании этих нутриентов в мышечной ткани как 
продукте питания. Основным органом, осущест-
вляющим регуляцию метаболизма витаминов А и Е 
в организме, является печень [8, 14], звездчатые 
клетки которой играют важную роль в депонирова-
нии витамина А у большинства млекопитаю-

щих [23]. Именно в этом органе было обнаружено 
самое значительное содержание ретинола у иссле-
дованных нами представителей семейства Cervidae 
(рис. 1А, таблица). У лосей средний уровень рети-
нола в печени варьировал от 6,03 ± 0,84 мкг/г ткани 
у беременных самок до 37,79 ± 10,07 мкг/г ткани 

Таблица
Содержание ретинола и α-токоферола в органах и тканях благородных оленей и маралов на северо-западе России,  

мкг/г ткани (Me (Q1; Q3))

Орган
Благородный олень Марал

Ретинол α-Токоферол Ретинол α-Токоферол

Печень 7,47
(3,73; 8,66)

2,15*
(1,98; 3,96)

7,81
(6,86; 9,27)

1,40*
(1,01; 3,27)

Почки 0,56*
(0,33; 0,65)

1,43*
(0,79; 2,26)

0,66
(0,65; 0,86)

2,34
(2,07; 2,35)

Сердце 0,19*
(0,16; 0,22)

1,57*
(1,33; 2,07)

0,16*
(0,15; 0,18)

1,76*
(1,14; 2,00)

Скелетная мышца 0,13*
(0,06; 0,19)

1,29*
(1,13; 2,76)

0,14*
(0,13; 0,16)

1,42*
(1,14; 1,51)

Легкие 0,10*
(0,08; 0,11)

1,52*
(1,21; 2,40)

0,16*
(0,09; 0,16)

1,20*
(1,05; 1,46)

Селезенка 0,19
(0,13; 0,27)

1,83*
(1,09; 1,92)

0,14
(0,10; 0,23)

1,62*
(1,06; 2,30)

Примечание: * –достоверные различия по сравнению с лосем, р < 0,05

Рис. 1. Содержание ретинола в печени (А), почках (Б), сердце (В), скелетной мышце (Г), легких (Д) и селезенке (Е) лосей, обита-
ющих на северо-западе России.
Обозначения. По оси абсцисс – возрастные группы; по оси ординат – содержание ретинола, мкг/г ткани; ◊ – достоверные разли-
чия по сравнению со взрослыми самками, р < 0,05.
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у молодых самцов. Для сравнения, содержание ре-
тинола в печени у лосей на севере Канады состав-
ляло 46,08 мкг/г ткани [24]. Средний уровень вита-
мина у благородных оленей и маралов, добытых 
в  Сортавальском районе Карелии, составил 
6,84 ± 1,46 и 7,56 ± 1,39 мкг/г ткани соответственно, 
что практически не отличалось от этого показателя 
у благородных оленей в Испании – 7,61 мкг/г тка-
ни [18]. Более высокое содержание витамина А 
было обнаружено в печени северных оленей в Ка-
наде и Норвегии (62,67 и 209,16 мкг/г ткани соот-
ветственно) [24, 25]. В других органах и тканях 
у исследованных нами копытных уровень ретинола 
был значительно ниже, чем в печени (рис. 1Б–Е, 
таблица). Лоси превосходили благородных оленей 
и маралов по содержанию ретинола в сердце, ске-
летной мышце и легких, в почках обнаружено до-
стоверное различие между лосями и благородными 
оленями (p < 0,05). Полученные в нашем исследо-
вании данные по содержанию витамина у лосей 
были сопоставимы с таковыми для северных оле-
ней в Канаде и Норвегии в почках (0,82 мкг/г тка-
ни) [24] и мышечной ткани (0,94 и 0,20 мкг/г тка-
ни) [24, 25]. Более низкие значения выявлены 

в  мышечной ткани северных оленей в Швеции 
(0,03 мкг/г ткани) [17] и косуль, обитающих в Гер-
мании (< 0,01 мкг/г ткани) [19].

У исследованных нами представителей семей-
ства Cervidae содержание витамина Е также было 
более значительным в печени, однако у некоторых 
особей его уровень в других органах и тканях был 
сравнительно высоким (рис. 2А–Е, таблица). 
Лоси по данному показателю превосходили благо-
родных оленей и маралов (p < 0,05). Содержание 
α-токоферола в печени исследованных нами ло-
сей варьировало в среднем от 10,19 ± 4,04 мкг/г 
ткани у сеголетков до 17,41 ± 10,46 мкг/г ткани 
у  беременных самок. Сопоставимые значения 
установлены у благородных оленей в Испании 
(14,21 мкг/г ткани) [18]. В печени благородных 
оленей и маралов, добытых в Сортавальском рай-
оне Карелии, уровень α-токоферола составлял 
2,64 ± 0,45 и 2,07 ± 0,58 мкг/г ткани соответствен-
но. Еще более низкие значения были обнаружены 
у лосей на севере Канады (< 0,02 мкг/г ткани) [24]. 
В то же время у северных оленей, обитающих там 
же, содержание витамина составило 126,40 мкг/г 
ткани [24], тогда как у животных этого же вида 

Рис. 2. Содержание α-токоферола в печени (А), почках (Б), сердце (В), скелетной мышце (Г), легких (Д) и селезенке (Е) лосей, 
обитающих на северо-западе России.
Обозначения. По оси абсцисс – возрастные группы; по оси ординат – содержание α-токоферола, мкг/г ткани; * – достоверные 
различия по сравнению с молодыми самками, р < 0,05.
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в Норвегии – 4,80 мкг/г ткани [25]. Следует отме-
тить, что предполагаемый нижний пороговый уро-
вень витамина Е в печени для жвачных животных 
равен 10 мкг/г ткани [18]. Содержание α-токо- 
ферола в других органах лосей в нашем исследова-
нии было сравнительно высоким. В литературе мы 
обнаружили лишь данные об уровне витамина 
в почках и сердце у северных оленей в Канаде (0,20 
и 2,50 мкг/г ткани соответственно) [24].

В скелетной мышце исследованных нами ло-
сей уровень α-токоферола варьировал в среднем 
от 3,72 ± 1,38 мкг/г ткани у сеголетков до 
14,66 ± 3,43 мкг/г ткани у молодых самок. Кайзер 
с соавт. [26] установили, что содержание витамина 
Е в мышечной ткани лося Таймырской популяции 
составляет 4,53 мкг/г ткани. Сходные значения 
были получены для мышечной ткани благородных 
оленей, добытых в Европе (5,24–6,46 мкг/г тка-
ни)  [20], а также северных оленей в Швеции 
и Норвегии (4,47–5,67 мкг/г ткани) [17, 25]. В на-
шем исследовании у благородных оленей и мара-
лов уровень витамина в среднем составлял 
1,75 ± 0,38 и  1,34 ± 0,13 мкг/г ткани соответствен-
но. Сопоставимое содержание обнаружено у се-
верных оленей в Канаде – 1,50 мкг/г ткани [24].

Таким образом, полученные нами данные по 
уровню витаминов А и Е у лосей, благородных 
оленей и маралов на северо-западе России согла-
суются со значениями, установленными для оле-
ньих, обитающих в других регионах мира, в том 
числе и с более мягким климатом. Сравнительно 
низкое содержание витаминов в нашем исследо-
вании было обнаружено у представителей рода 
Cervus. Возможно, это связано с тем, что есте-
ственная среда обитания благородного оленя 
и марала находится несколько южнее и характери-
зуется более благоприятными климатическими 
условиями и более разнообразной структурой фи-
тоценозов. Хотя эти животные обладают экологи-
ческой пластичностью и способны адаптировать-
ся к низким температурам и высоте снежного 
покрова, глубина выше 70 см считается ограничи-
вающим фактором их распространения [27]. Для 
лося этот фактор также является первостепенным, 
однако предельная высота снежного покрова со-
ставляет 90 см [28, 29]. При изучении особенно-
стей зимнего питания благородного оленя в охот-
хозяйстве, которое проводилось за два года до 
нашего исследования, было выявлено негативное 
влияние существующей на тот момент численно-
сти животных на древесно-веточные корма, 
а именно – почти полная деградация поросли ря-
бины, которая изначально являлась основной 
кормовой породой. Кроме того, наблюдались ло-
кальные массовые погрызы коры на рябине и ели, 
которые не были отмечены на следующий год по-
сле сокращения численности в результате отстре-
ла части оленей в сезон охоты. Для марала такого 
отрицательного воздействия на растительность 

обнаружено не было [4]. Поскольку благородный 
олень содержался в загоне с меньшей площадью, 
возможно, в определенный момент для него был 
превышен предел оптимальной плотности, что 
могло негативно сказаться на доступности и каче-
стве естественных кормов. В то же время исследо-
ванные нами оленьи регулярно имели доступ 
к подкормке, а внешних признаков недостаточно-
го кормления зафиксировано не было. Можно 
предположить, что сочетание таких факторов, как 
характерные для южной Карелии климатические 
условия (температура окружающей среды, фено-
логические особенности, глубина снежного по-
крова) и доступная благородным оленям и мара-
лам кормовая база не способствовали накоплению 
у этих животных более значительных количеств 
витаминов А и Е. Однако, учитывая небольшую 
величину выборки исследованных представителей 
рода Cervus, этот вопрос требует дополнительного 
изучения.

Рацион лося, особенно зимний, менее разноо-
бразен, чем у других оленьих, и в меньшей степени 
состоит из травянистых растений [7, 29]. Однако, 
благодаря лучшей адаптации лосей к потреблению 
более грубых кормов, которые труднее поддаются 
обработке зубами и ферментации в рубце, предста-
вители этого вида по сравнению с  благородным 
оленем более устойчивы к  ухудшению кормовой 
базы в холодный период года [30]. Морфологиче-
ские особенности пищеварительного тракта лосей 
позволяют регулировать процессы удержания ча-
стиц корма и выхода их из рубца, а также процессы 
как рубцовой, так и кишечной ферментации и аб-
сорбции, которые связаны с годовыми изменения-
ми разнообразия кормовых растений и их ча-
стей  [31]. Благодаря наличию в  рубце сосочков 
площадь его внутренней поверхности у лося увели-
чена в 20 раз. Для сравнения, у северного оленя это 
значение составляет 4,8 раза [32]. Для лосей пока-
заны циклические сезонные изменения величины 
поверхности слизистой оболочки рубца: зимой по 
сравнению с летом наблюдается снижение как ко-
личества сосочков (на 31%), так и их длины (на 
25%). Летом поглощающая поверхность рубца 
у лосей увеличивается в гораздо большей степени, 
чем у крупного рогатого скота. В рубце жвачных 
происходит высвобождение витаминов из расти-
тельной матрицы, с которой они поступают в орга-
низм [11], начинается процесс образования рети-
нола и его эфирных форм из каротиноидов под 
влиянием симбиотических микроорганизмов [13], 
а также осуществляется трансформация липидов 
пищи (липолиз и биогидрогенизация), в результа-
те чего изменяется их количество и состав [33]. 
Было показано, что в результате биогидрогениза-
ции α-токотриенола в рубце происходит образова-
ние α-токоферола [34], который имеет преимуще-
ства перед другими формами витамина Е при 
связывании с α-токоферол-переносящим белком 
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в цитозоле гепатоцитов для дальнейшей транспор-
тировки к месту сборки липопротеинов [14]. Из 
преджелудков жирные кислоты вместе с другими 
липидными компонентами корма, в том числе 
и жирорастворимыми витаминами, попадают в ки-
шечник для всасывания и использования тканями 
организма [33]. Для лося характерна большая, чем 
у других оленьих, длина толстой кишки (37–41% 
от общей длины кишечника), что свидетельствует 
о том, что ферментация в этом отделе кишечника 
играет жизненно важную роль в пищеварении 
у  этих животных [35]. Пищеварительная система 
представителей этого вида приспособлена к мак-
симально эффективному использованию кормо-
вых ресурсов в наиболее благоприятный в отноше-
нии их разнообразия период года для увеличения 
массы тела и успешной зимовки. Перечисленные 
особенности строения желудочно-кишечного 
тракта лосей могут положительно влиять также на 
эффективность трансформации и  всасывания ка-
ротиноидов и токоферолов корма.

В нашем исследовании не было обнаружено 
половых и возрастных различий в содержании ви-
таминов А и Е у лосей. Исключение составил 
лишь уровень α-токоферола в почках у самок, ко-
торый у молодых особей был значительно выше, 
чем у взрослых (p < 0,05). Сопоставимое с тако-
вым у молодых животных содержание витаминов 
у сеголетков связано, вероятно, с достаточно ран-
ним становлением физиологической зрелости ор-
ганов и систем лосят, что обеспечивается высоки-
ми темпами роста и активным метаболизмом [36]. 
В исследовании Сампелс с соавт. [17] также было 
обнаружено, что у северных оленей уровень рети-
нола не зависит ни от возраста, ни от пола, однако 
более высокое содержание α-токоферола в скелет-
ной мышце было у телят по сравнению с взрослы-
ми животными. Известно, что уровень витамина Е 
в тканях тесно связан с содержанием в них липи-
дов [10], а с возрастом происходит их накопле-
ние  [37]. Так, возрастное повышение содержания 
внутримышечного жира было обнаружено у бла-
городного оленя [38] и лани [39]. В то же время ав-
торы этих исследований установили, что у живот-
ных разного возраста несколько различался 
жирнокислотный профиль ткани: более высокое 
содержание ПНЖК было характерно для молодых 
особей. Поскольку витамин Е является ключевым 
незаменимым антиоксидантом, защищающим 
ПНЖК клеточной мембраны от повреждения [9], 
потребность в нем у молодых животных может 
быть увеличена.

Хотя значимые различия в содержании вита-
мина Е между молодыми и взрослыми самками 
лося были обнаружены только в почках, похожая 
картина наблюдалась также в легких, селезенке 
и  скелетной мышце. Для самок лося содержание 
жира в организме имеет большое значение в реа-
лизации репродуктивных функций и в то же время 

тесно связано с физиологическим статусом живот-
ного. Возможность размножения в значительной 
степени зависит от содержания жира, при его 
уровне в организме ниже 6% наступление бере-
менности маловероятно. На уровень жира сильное 
влияние оказывает лактация, жировые запасы 
у  лактирующих самок могут быть на величину 
до  50% ниже, чем у нелактирующих [6]. Можно 
предположить, что более низкий уровень α-токо- 
ферола у взрослых самок связан с интенсивным 
расходованием жира, а вместе с ним и витамина Е, 
в период лактации, которая ограничивает восста-
новление состояния тела в летний период.

В нашем исследовании обнаружено более 
низкое содержание ретинола у беременных самок 
лося по сравнению со взрослыми небеременными, 
статистически значимыми различия были в сердце 
и легких (p < 0,05). Причиной, очевидно, является 
усиленное расходование витамина А, поскольку 
его биологически активная форма, ретиноевая 
кислота, играет важнейшую роль в процессе раз-
множения, в том числе она необходима для эм-
бриогенеза и развития плода [40]. У крупного ро-
гатого скота было установлено, что расщепление 
β-каротина до ретинола происходит в репродук-
тивных тканях [41], в желтом теле в середине ову-
ляции активность трансформации этого кароти-
ноида была в 2 раза выше, чем в кишечнике [42]. 
Процесс преобразования каротиноидов в вита-
мин  А строго регулируется и зависит от статуса 
витамина в организме [8]. В доступном зимой дре-
весно-веточном корме содержание каротиноидов  
невелико [43]. В то же время самое высокое содер-
жание каротина в хвое сосны и ели отмечается 
в  холодный период года [44]. Следует отметить, 
что последствиями недостатка витамина А в орга-
низме в период беременности могут быть сниже-
ние упитанности и ослабление иммунитета, пато-
логии родов и послеродового периода, рождение 
слабого нежизнеспособного потомства [46].

Дисперсионный анализ показал влияние рай-
она, в котором были добыты лоси, на содержание 
ретинола в печени (F = 3,52; df = 6; η2 = 34%; 
p  =  0,007) и α-токоферола в сердце (F = 3,75; 
df  =  7; η2 = 39%; p = 0,004). Наиболее высокий 
уровень витамина А в печени был характерен для 
животных из Беломорского района Карелии 
и  Приозерского района Ленинградской области. 
В то же время у лосей из Беломорского района со-
держание витамина Е в сердце было наиболее 
низким, сравнительно высокие значения были 
установлены у животных, добытых в Лоухском, 
Кондопожском, Прионежском и Лахденпохском 
районах Карелии. Содержание ретинола в печени 
отражает запасы витамина А в организме, тогда 
как уровень α-токоферола в сердце связан прежде 
всего с его защитной функцией в кардиомиоци-
тах, клетках с высокой интенсивностью энергети-
ческих процессов и уязвимых к окислительным 
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повреждениям [46]. Географические различия 
в уровне витамина Е в мышечной ткани были об-
наружены у северных оленей в Норвегии [47]. По-
ступление питательных веществ в организм пре-
жде всего зависит от кормовой ценности 
растений, произрастающих в том или ином райо-
не. Беломорский и Лоухский районы Карелии на-
ходятся в подзоне северной тайги, тогда как 
остальные вышеперечисленные районы – в под-
зоне средней тайги. Растительность северной тай-
ги в основном представлена сосновыми лесами 
с  меньшей долей еловых и березовых лесов, 
в средней тайге в структуре растительности сосно-
вые и еловые леса представлены практически 
в  равных пропорциях, доля березовых лесов, 
а также представленность трав и злаков выше, чем 
в северной тайге [48]. Основу зимнего рациона 
лося на северо-западе России составляют преиму-
щественно осина, ива, сосна, рябина и береза, 
тогда как ель поедается редко [49]. В северных 
районах Карелии с невысокой долей лиственных 
насаждений, а также в зимний период предпочи-
таемыми биотопами для лося являются сосновые 
леса, преимущественно участки с обилием сосно-
вого подроста [49, 50]. Имеются особенности 
и  в  составе локальных фитоценозов. Так, значи-
тельные различия видовой структуры древесно-
кустарниковой растительности в Лахденпохском 
и  Сортавальском районах Карелии связаны 
с  представленностью на этих территориях ряби-
ны, осины, сосны и ели [51]. Данных литературы 
о содержании каротиноидов и токоферолов в дре-
весно-веточных кормах, которые произрастают 
в перечисленных выше районах, мы не обнаружи-
ли, это может быть перспективным направлением 
будущих исследований. Содержание витаминов 
в  растениях зависит не только от генетических 
особенностей того или иного вида, но и от клима-
тических и географических условий (температур-
ный и световой режимы, количество осадков, тип 
почвы), в которых они произрастают [11]. Так, от-
носительное содержание каротиноидов в растени-
ях увеличивается с продвижением на север [52]. 
По содержанию каротина хвоя сосны несколько 
превосходит хвою ели, в отношении токоферола 
таких различий выявлено не было [44]. Витамин Е 
является важным антиоксидантом, обеспечиваю-
щим устойчивость растений к абиотическим 
стрессам, его уровень может изменяться при воз-
действии таких факторов, как экстремальные тем-
пературы и влажность, а также ультрафиолетовое 
излучение [53]. Еще одним фактором, влияющим 
на поступление питательных веществ в организм 
копытных, является плотность популяции. Высо-
кая плотность может стать причиной конкурен-
ции за биотопы с большим видовым разнообрази-
ем кормов [54]. Хотя лоси особенно хорошо 
приспособлены к зиме в северных широтах, соче-
тание высокой плотности и особенно суровых или 

продолжительных зим может иметь драматиче-
ские последствия для их выживаемости [55]. В ис-
следуемом регионе наиболее высокие показатели 
учета лося регистрируются в северном и западном 
Приладожье, куда входят Сортавальский и Лах-
денпохский районы Карелии и Приозерский рай-
он Ленинградской области. Климатические усло-
вия на этой территории наиболее благоприятны, 
высокая степень антропогенной трансформации 
оказывает позитивное влияние на объем и разноо-
бразие кормовой базы [1, 50]. Возможно поэтому 
лоси, добытые в Приозерском районе Ленинград-
ской области, отличались высоким содержанием 
ретинола в печени, а животные из Лахденпохского 
района Карелии – сравнительно высоким уров-
нем α-токоферола в сердце.

Заключение
Таким образом, сравнивая полученные в на-

шем исследовании результаты по уровню рети- 
нола и α-токоферола в органах и тканях у пред-
ставителей семейства Cervidae с данными 
литературы, можно сделать вывод о достаточном 
поступлении этих витаминов с кормом в орга-
низм лося, что позволяет поддерживать сравни-
тельно высокое содержание нутриентов даже 
в  осенне-зимний период. Обнаруженные более 
низкие уровни витаминов у благородного оленя 
и марала могут быть связаны с сочетанием клима-
тических и кормовых факторов и требуют допол-
нительного изучения с  учетом условий содержа-
ния животных. Обнаружено, что на содержание 
ретинола и α-токоферола у лося оказывают влия-
ние такие факторы, как физиологическое состоя-
ние (беременность) и район обитания. Результаты 
исследования могут быть применены при оценке 
состояния популяций крупных копытных на се-
веро-западе России. Поскольку исследованные 
животные относятся к важнейшим ресурсным ви-
дам, сведения о содержании витаминов А и Е в их 
органах и тканях могут быть использованы при 
определении пищевой ценности получаемых от 
них продуктов питания.
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The level of retinol and α-tocopherol in Cervidae species 
(Mammalia, Cetartiodactyla) in the Northwest of Russia
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The content of vitamins in the body is one of the most important indicators reflecting the level of 
nutrition of large ungulate mammals living on the northern periphery of their range in 
conditions of limited access to food resources in the cold period of the year. In this work, the 
content of retinol (vitamin A) and α-tocopherol (vitamin E) in the organs and tissues of wild 
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РЕТИНОЛ И Α-ТОКОФЕРОЛ У ОЛЕНЬИХ НА СЕВЕРО-ЗАПАДЕ РОССИИ

moose (Alces alces) of different ages and sexes, as well as European red deer (Cervus elaphus) and 
maral (C. e. sibiricus) kept in semi-free conditions in the Northwest of Russia (Republic of 
Karelia and Leningrad Region) was studied. Biological material was collected from animals 
harvested because of legal hunting during the hunting season from October to January. The level 
of vitamins in the studied animals was generally consistent with the values established for cervids 
living in other regions of the world, including those with a milder climate. Relatively low vitamin 
content identified in species of the genus Cervus warrants further investigation. In moose, no 
sex- or age-related differences were found in the content of vitamins A and E, except for a lower 
level of α-tocopherol in the kidneys of adult females compared to young ones. Pregnant females 
had a comparatively low retinol content in the examined organs and tissues. The effect of the 
region in which the moose were hunted on the content of retinol in the liver and α-tocopherol in 
the heart was found, which may be due to the natural and climatic features of the study areas, 
which determine the composition of phytocenoses and the forage nutritive value. The results 
obtained can be used to assess the status of large ungulates and their population level 
management plans.

Keywords: retinol, α-tocopherol, cervids, moose, red deer, periphery of the range, adaptation
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 578.2+578.53

Обнаружение и молекулярный анализ вируса 
мягкой зеленой мозаики табака на пионе Paeonia wittmanniana

Е.В. Моцарь1, А.А. Шевелева1, Ф.С. Шарко2 , А.П. Михайленко1 , С.Н. Чирков1, * 

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

2Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт»,  
Россия, 123182, г. Москва, пл. Академика Курчатова, д. 1

*e-mail: s-chirkov1@yandex.ru

Вирус мягкой зеленой мозаики табака (tobacco mild green mosaic virus, TMGMV, род 
Tobamovirus, семейство Virgaviridae) обнаружен на новом растении-хозяине – пионе 
Paeonia wittmanniana Hartwiss ex Lindl. Вирус выявлен в Ботаническом саду МГУ имени 
М.В. Ломоносова при анализе вирома пиона Виттмана с симптомами морщинистости на 
листьях. В результате метатранскриптомного секвенирования был собран вирусспеци-
фический контиг длиной 6331 нуклеотид. Он представлял собой почти полную последо-
вательность генома TMGMV, содержал четыре открытые рамки считывания, типичные 
для тобамовирусов, и оказался близкородственным (99,2% идентичности) изоляту 
TMGMV из табака Nicotiana glauca (MT675965). Присутствие вируса в растении пиона 
было подтверждено с помощью полимеразной цепной реакции с обратной транскрип-
цией с вирусспецифическими праймерами, разработанными на основе полногеномной 
последовательности пионового изолята TMGMV. Биологическое тестирование также 
показало наличие вируса в анализируемом растении пиона. В результате механического 
заражения N. benthamiana экстрактом из зараженного пиона в инокулированных расте-
ниях развивалась бессимптомная системная инфекция TMGMV. При инокуляции ли-
стьев табака N. glutinosa экстрактом из зараженных растений N. benthamiana на них обра-
зовывались мелкие локальные некрозы, типичные для TMGMV. Это первое 
обнаружение TMGMV на пионе в России, что расширяет круг природных растений-хо-
зяев этого вируса, список вирусов, заражающих пион, и информацию о географической 
распространенности TMGMV. 

Ключевые слова: пион, Paeonia wittmanniana, виром, тобамовирус, tobacco mild green mosaic 
virus, высокопроизводительное секвенирование, растения-индикаторы вирусов

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-80-4-3

Пион (Paeonia spp.) – одно из самых распро-
страненных декоративных растений. Благодаря 
крупным, ароматным и ярким цветкам, разноо-
бразию видов, простоте культивирования и спо-
собности сохранять декоративность в течение 
длительного времени, пионы широко используют-
ся в ландшафтном дизайне, они также популярны 
как цветы на срезку. Кроме того, пион известен 
как лекарственное растение, поскольку цветки, 
листья и семена травянистых и древовидных пио-
нов содержат большое количество различных био-
логически активных веществ с выраженным тера-
певтическим действием [1, 2]. 

Грибные, бактериальные и вирусные болезни 
снижают декоративную ценность пионов и огра-
ничивают возможность комплексного использо-
вания их растительных ресурсов [3]. На сегодняш-

ний день на различных видах и сортах пиона во 
всем мире обнаружено 14 вирусов с положитель-
ным РНК-геномом из семейств Betaflexiviridae, 
Bromoviridae, Closteroviridae, Secoviridae и Virgavi- 
ridae, а также вирус бронзовости томатов (tomato 
spotted wilt virus) из семейства Tospoviridae, геном 
которого представлен однонитевой РНК отрица-
тельной полярности [4, 5]. Наиболее частыми 
проявлениями вирусных инфекций являются мо-
заика, линейные узоры и хлороз на листьях, а так-
же скручивание и другие виды деформации листо-
вой пластинки. Некоторые вирусы вызывают 
задержку роста и образование галлов на корнях. 
Вегетативное размножение позволяет сохранять 
сортовые качества пионов, но, в то же время, спо-
собствует эффективной передаче вирусов потом-
ству и их накоплению в ряду поколений. 
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В июне 2023 г. при обследовании коллекции 
пионов в Ботаническом саду МГУ имени М.В. Ло-
моносова было обнаружено растение пиона 
P.  wittmanniana с симптомами морщинистости на 
листьях. При высокопроизводительном секвени-
ровании (high-throughput sequencing, HTS) тоталь-
ной РНК из этого растения были получены 
прочтения, родственные вирусу мягкой зеленой 
мозаики табака (tobacco mild green mosaic virus, 
TMGMV, род Tobamovirus, семейство Virgaviridae). 
Род Tobamovirus, самым известным представите-
лем которого является вирус табачной мозаики 
(tobacco mosaic virus, TMV), включает около сорока 
видов вирусов с вирионами палочковидной формы 
и однонитевой молекулой геномной РНК длиной 
6,3–6,6 kb. 5’-конец РНК кэпирован, а  3’-конец 
организован в тРНК-подобную структуру. РНК со-
держит четыре открытых рамки считывания (open 
reading frame, ORF). ORF1 транслируется непо-
средственно с геномной РНК с  образованием ви-
русной репликазы, включающей домены метил-
трансферазы (methyltransferase, MTR) и хеликазы 
(helicase, HEL). При сквозном прочитывании 
(«readthrough») рибосомой терминирующего кодо-
на ORF1 возникает ORF2, которая, в дополнение 
к  упомянутым доменам, кодирует вирусную  
РНК-зависимую РНК-полимеразу. ORF3 и ORF4 
кодируют, соответственно, транспортный белок 
(movement protein, MP) и белок оболочки (coat 
protein, CP). MP и CP транслируются с субгеном-
ной РНК. От растения к растению тобамовирусы 
распространяются главным образом при механиче-
ском контакте зараженного растения со здоровым, 

однако для ряда вирусов важную роль играют пере-
дача через семена и насекомыми-опылителями [6]. 

Целью данной работы являлись сборка и ана-
лиз полного генома пионового изолята TMGMV.

Материалы и методы
Растение пиона P. wittmanniana Hartwiss ex Lindl. 

с симптомами морщинистости на листьях (рис. 1А) 
было обнаружено в Ботаническом саду МГУ имени 
М.В. Ломоносова в июне 2023 г. Задержка образова-
ния бутонов на этом растении была еще одним из 
возможных симптомов вирусной болезни. 

Тотальную РНК экстрагировали из свежих  
листьев, используя метод, основанный на приме-
нении детергента цетилтриметиламмония броми- 
да (cetriltrimethylammonium bromide, CTAB) [7].  
Приблизительно 150 мг листовой ткани растирали 
в  ступке в 1 мл предварительно нагретого (65°C) 
CTAB-буфера, содержащего 20 мкл 2-меркаптоэта-
нола, и обрабатывали хлороформом/изоамиловым 
спиртом для получения осветленного водного экс-
тракта нуклеиновых кислот, как описано ранее [7]. 
К супернатанту добавляли сухой LiCl до конечной 
концентрации 3 М [8] и оставляли на ночь при тем-
пературе -10...-15°C. На следующее утро нуклеино-
вые кислоты осаждали центрифугированием при 
18200×g при 4°C в течение 30 мин. Осадок раство-
ряли в 100 мкл деионизованной воды, свободной от 
нуклеаз. Качество и концентрацию полученной 
РНК определяли на спектрофотометре Ultrospec 
1100 pro (Amersham Biosciences Corp., Piscataway, 
NJ, USA). Препараты РНК хранили при температу-
ре -70°C до использования. 

Рисунок. Морщинистость на листьях Paeonia wittmanniana (A) и местные некрозы на листе Nicotiana glutinosa (B), зараженных ви-
русом мягкой зеленой мозаики табака (tobacco mild green mosaic virus). 
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Библиотеки кДНК синтезировали на матрице 
тотальной РНК с помощью набора TruSeq 
Stranded Total RNA Library Prep Plant kit (Illumina, 
США) и секвенировали на платформе Illumina 
NovaSeq 6000 (Illumina, США) в Национальном 
исследовательском центре «Курчатовский инсти-
тут». Полученные парноконцевые прочтения раз-
мером 150 нуклеотидов (нт) обрезали и фильтро-
вали по качеству с помощью FastQC v.0.12 и fastp 
v.0.23.4 [9], используя настройки по умолчанию. 
Контиги собирали de novo с помощью программы 
metaSPAdes v.3.15 [10]. Вирусспецифические  
контиги идентифицировали с помощью NCBI 
BLASTn v.2.15.0 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi, дата обращения 12 февраля 2025 г.) 
и базы данных NCBI core nt (core_nt) с пороговым 
значением E=1e-05. Отфильтрованные прочтения 
картировали на контиг TMGMV с помощью про-
граммы Bowtie2 v.2.4.4 [11].

Тотальную РНК использовали также для вы-
явления TMGMV в полимеразной цепной реак-
ции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Пер-
вую нить кДНК синтезировали с помощью 
случайных гексамерных праймеров и обратной 
транскриптазы вируса мышиной лейкемии Моло-
ни (Moloney murine leukemia virus, MMLV, Evro-
gen, Россия). В ПЦР использовали ДНК-поли- 
меразу Encyclo (Evrogen, Россия) и вирус- 
специфические праймеры PnW-GM-F/R 
(5’-GACGAGTCTATCGCGTCATCGA-3’/5’-
AAGTGGACGAACAACCACTGCTGAT-3’), раз-
работанные на основе полноразмерной последо-
вательности генома TMGMV, определенной 
в этой работе. Условия проведения ПЦР включа-
ли начальную денатурацию при 94°C в течение 
3 мин, за которой следовали 35 циклов амплифи-
кации (денатурация 94°С – 30 с, отжиг 56°С – 
30 с, элонгация 72°С – 50 с) и окончательную до-
стройку продуктов ПЦР при 72°C в течение 7 мин. 
РНК из бессимптомных растений пиона служила 
отрицательным контролем. Продукты ПЦР ана-
лизировали с помощью электрофореза в 1,5%-ном 
агарозном геле, содержащим бромистый эти- 
дий, и  фотографировали с помощью прибора 
MultiDoc-It (Analytik Jena US LLC, США). Ампли-
кон ожидаемого размера выделяли из агарозного 
геля с помощью набора BC022 (Evrogen, Россия) 
и  секвенировали методом Сэнгера в обоих на-
правлениях на фирме Evrogen.

ORF в вирусспецифическом контиге иденти-
фицировали с помощью программы NCBI ORF 
finder (https://ncbi.nlm.nih.gov/orffinder, дата обра-
щения 3 марта 2025 г.). Консервативные домены в 
вирусных белках картировали с использованием 
базы данных NCBI Conserved Domain Database 
(CDD, https://ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.
cgi, дата обращения 3 марта 2025 г.). Для анализа 
вновь собранного генома TMGMV использовали 
доступные в GenBank полные геномы изолятов 

этого вируса из других растений-хозяев. Множе-
ственное выравнивание нуклеотидных последова-
тельностей проводили с помощью алгоритма 
ClustalW, встроенного в программу MegAlign 
программного пакета DNAstar Lasergene (вер-
сия  15)  [12]. Полученные выравнивания исполь-
зовали для определения нуклеотидной идентично-
сти вирусных изолятов. 

Для биологического тестирования использо-
вали два вида растений-индикаторов – табаки 
Nicotiana benthamiana и N. glutinosa, первое из ко-
торых заражается TMGMV системно, а второе ре-
агирует образованием местных некрозов на ли-
стьях [13]. Навеску листа пиона с симптомами 
болезни растирали в ступке с водой в соотноше-
нии 1:15 (вес/объем). Неосветленный экстракт ис-
пользовали для механической инокуляции ли-
стьев среднего яруса растений N. benthamiana 
в возрасте 8–10 листьев с целитом в качестве абра-
зива. Через 10–14 сут после инокуляции тестиро-
вали TMGMV в верхних неинокулированных ли-
стьях с помощью ОТ-ПЦР, как описано выше. 
Растения N. glutinosa заражали аналогичным обра-
зом, используя в качестве инокулюма водный экс-
тракт листьев N. benthamiana, инфицированных 
TMGMV.

Результаты
В результате HTS было получено 51144034 

парноконцевых прочтения длиной 150 пар нукле-
отидов (п.н.), которые были использованы для 
сборки контигов de novo с помощью программы 
metaSPAdes. С помощью BLASTn был обнаружен 
единственный вирусспецифический контиг дли-
ной 6331 нт, близкородственный (идентичность 
99,2%) изоляту TMGMV из растений табака 
N.  glauca (MT675965). На собранный контиг кар-
тировалось 6137 прочтений, которые покрывали 
97,9% вирусного генома. Средняя глубина покры-
тия генома составила 11,9×. 

С помощью программы NCBI ORFfinder 
в контиге были выявлены четыре ORF. ORF1 (ну-
клеотидные позиции 47-3382) кодирует вирусный 
белок массой 125,8 кДа, содержащий домены 
MTR и HEL. ORF2 (47-4876) кодирует, кроме 
того, РНК-зависимую РНК-полимеразу семейства 
Virgaviridae. ORF3 (4866-5636) частично перекры-
вается с 3’-концом ORF2 и кодирует MP массой 
28,4 кДа, принадлежащий к 30K-суперсемейству 
MP. ORF4 (5642-6121) отделена от ORF3 интерва-
лом в 5 нт и кодирует CP массой 17,6 кДа, относя-
щийся к суперсемейству белков оболочки TMV. 
Нетранслируемые 5’- и 3’-участки генома состоят 
из 46 нт и 210 нт соответственно. Полученные 
данные показывают, что контиг длиной 6331 нт 
является, по-видимому, почти полной последова-
тельностью генома пионового изолята TMGMV, 
названного PnW. Эта последовательность была де-
понирована в GenBank под номером PX242201.

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
https://ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
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Зараженность пиона TMGMV была под-
тверждена с помощью ОТ-ПЦР. Вирусспеци- 
фические праймеры PnW-GM-F/R амплифици-
ровали полностью ген CP вместе с  фланкирую-
щими последовательностями и генерировали  
ампликон ожидаемого размера 610  п.н. Его ну-
клеотидная последовательность была идентична 
соответствующей области генома, определенной 
с помощью HTS. Другим подтверждением при-
сутствия TMGMV в растении пиона явились ре-
зультаты биологического тестирования на лабо-
раторных растениях-индикаторах. TMGMV из 
пиона механически передавался на N. benthamia-
na, что приводило к системному заражению ино-
кулированных растений этим вирусом. Инфек-
ция была бессимптомной, но TMGMV выявлялся 
с помощью ОТ-ПЦР как в инокулированных, так 
и в неинокулированных листьях верхних ярусов. 
На листьях табака N. glutinosa после их инокуля-
ции водным экстрактом из растения N. benthami-
ana, зараженного TMGMV, через 3–4 сут образо-
вывались мелкие местные некрозы (рис. 1Б), 
типичные для этого вируса [13]. Перенести вирус 
непосредственно с пиона на N. glutinosa не уда-
лось – возможно, из-за низкого содержания 
TMGMV в пионе. 

В вироме анализируемого пиона не было об-
наружено значимых последовательностей других 
вирусов. Это позволяет предположить, что мор-
щинистость и задержка цветения могут быть свя-
заны с заражением TMGMV. В пользу этой версии 
говорит и тот факт, что у восьми других пионов 
Виттмана, произрастающих в Ботаническом саду 
МГУ, морщинистость на листьях не обнаружена 
и результаты их тестирования на TMGMV с помо-
щью ОТ-ПЦР оказались отрицательными. 

Обсуждение
Экспозиции Ботанического cада МГУ пред-

ставлены тысячами дикорастущих видов и куль-
турных сортов травянистых, кустарниковых и дре-
весных растений умеренного пояса со всех 
континентов. При визуальном осмотре на многих 
растениях регулярно выявляются характерные 
признаки вирусных болезней, такие как мозаика, 
хлоротическая и кольцевая пятнистость, деформа-
ция листовой пластинки, морщинистость, карли-
ковость и другие симптомы. Можно предполо-
жить, что насаждения Ботанического сада 
являются не только источником биоразнообразия 
живых растений, но и резерватом заражающих их 
вирусов из различных регионов мира.

В данной работе на пионе P. wittmanniana вы-
явлен TMGMV, секвенирован и охарактеризован 
почти полный геном этого вируса. Вирус был об-
наружен при метатранскриптомном анализе сим-
птоматичного растения пиона и подтвержден 
с  помощью ОТ-ПЦР и биологическими тестами 
на растениях-индикаторах. Это первое обнаруже-

ние TMGMV на пионе в России, что расширяет 
круг природных хозяев этого вируса, список виру-
сов, заражающих пион, и информацию о геогра-
фической распространенности TMGMV. 

TMGMV был впервые найден в растениях та-
бака N. glauca на Канарских островах почти сто 
лет назад [14]. В настоящее время TMGMV выяв-
лен в Северной и Южной Америке, Индии, Китае, 
Юго-Восточной Азии, Австралии, на Ближнем 
и  Среднем Востоке, в Средиземноморском бас-
сейне, Африке, Западной и Центральной Евро-
пе [15]. В данной работе этот вирус впервые обна-
ружен в России.

TMGMV обладает самым широким спектром 
хозяев среди тобамовирусов, заражая 73 вида од-
нодольных и двудольных растений из 23 семейств 
[16]. На пионе вирус обнаружен впервые. 

Известно, что изоляты TMGMV из разных ви-
дов растений и разных местообитаний генетически 
очень близки. Предполагается, что вирус не нужда-
ется в адаптации к новому хозяину для его зараже-
ния [15, 16]. Геном пионового изолята PnW прак-
тически идентичен геному TMGMV из табака 
N.  glauca, что, по-видимому, свидетельствует 
в пользу высказанной гипотезы. Вместе с тем нако-
пление вируса в разных видах растений варьирует 
в  широких пределах, достигая максимальных зна-
чений у представителей семейства Solanaceae. 
В растениях других видов TMGMV может накапли-
ваться в значительно меньших количествах [16]. 

Обнаружение пионового изолята TMGMV 
расширяет список известных вирусов пиона. 
Раньше на этой культуре был описан другой пред-
ставитель семейства Virgaviridae – вирус погрем-
ковости табака (tobacco rattle virus, TRV) [17]. TRV 
и TMGMV принадлежат к роду Tobravirus и к роду 
Tobamovirus соответственно, и отличаются струк-
турой генома. 

TMGMV, как и другие тобамовирусы, легко 
передается механически, например, при сопри-
косновении с зараженным растением, садовым 
инвентарем или при контакте вирусных частиц, 
находящихся в почве, с корнями растений [13]. 
Частицы тобамовирусов отличаются очень высо-
кой стабильностью и могут годами сохранять ин-
фекционность во внешней среде [16]. По этой 
причине вирус может представлять потенциаль-
ную опасность для окружающих растений разных 
видов и в первую очередь, очевидно, для других 
пионов. Коллекция пионов в Ботаническом саду 
МГУ насчитывает свыше 300 сортов, а также 
18 видов и подвидов, многие из которых включе-
ны в Красную книгу Российской Федерации [18]. 
Возможность их заражения TMGMV еще предсто-
ит определить, хотя визуальный осмотр коллек-
ции не выявил симптомов морщинистости ли-
стьев на других видах и сортах пиона. 

Результаты работы могут способствовать оз-
доровлению коллекций Ботанического сада от ви-
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русных болезней путем искоренения зараженных 
растений и/или оздоровления наиболее ценных 
экземпляров биотехнологическими методами, ос-
нованными на вычленении апикальной меристе-
мы, термотерапии и применении ингибиторов ви-
русов in vitro.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (грант № 23-16-
00032). Исследования выполнены без использова-
ния животных и без привлечения людей в качестве 
испытуемых. Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов. 
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Detection and molecular characterization  
of tobacco mild green mosaic virus on the peony Paeonia wittmanniana

E.V. Motsar1, A.A. Sheveleva1, F.S. Sharko2 , A.P. Mikhailenko1 , S.N. Chirkov1, * 
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Tobacco mild green mosaic virus (TMGMV, genus Tobamovirus, family Virgaviridae) was 
detected for the first time on a new host plant, the peony Paeonia wittmanniana Hartwiss ex 
Lindl. The virus was found in the Botanical Garden of Lomonosov Moscow State University 
when studying the virome of a peony plant with wrinkling symptoms on the leaves using high-
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АНАЛИЗ ВИРУСА МЯГКОЙ ЗЕЛЕНОЙ МОЗАИКИ ТАБАКА НА ПИОНЕ ВИТТМАНА

throughput sequencing. A virus-specific contig with a length of 6331 nucleotides was assembled. 
It represented a nearly complete sequence of the TMGMV genome, contained four open 
reading frames typical of tobamoviruses, and was most closely related (99.2% identity) to the 
TMGMV isolated from tobacco Nicotiana glauca (MT675965). The presence of the virus in the 
peony was confirmed by RT-PCR using virus-specific primers designed based on the whole 
genome sequence of the TMGMV peony isolate. Biological testing also revealed the presence of 
the virus in the analyzed plant. Mechanical inoculation of N. benthamiana by water extract from 
infected peony resulted in asymptomatic systemic TMGMV infection in inoculated plants. 
When N. glutinosa leaves were inoculated with an extract from infected N. benthamiana plants, 
small necrotic local lesions typical of TMGMV formed on them. This is the first report of 
TMGMV from peony in Russia, expanding the natural host range of this virus, adding the list of 
viruses infecting peonies and information on the geographical TMGMV distribution.

Keywords: peony, Paeonia wittmanniana, virome, tobamovirus, tobacco mild green mosaic virus, 
high-throughput sequencing, virus indicator plants
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 57.085.23
Структура коллагенового матрикса  

мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток пупочного канатика:  
влияние условий культивирования 

Э.С. Кочетова1, 2 , Д.К. Матвеева1 , А.Э. Мелик-Пашаев1 ,  
Ю.А. Романов3, 4 , С.В. Буравков1, 5 , Е.Р. Андреева1, * 

1Институт медико-биологических проблем, Российская академия наук,  
Россия, 123007, г. Москва, Хорошевское ш., д. 76А;

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

3Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии имени академика Е.И. Чазова Минздрава России, 
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4ООО «Криоцентр», Россия, 117198, г. Москва, ул. Академика Опарина, д. 4;
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Внеклеточный матрикс (ВКМ), синтезируемый мультипотентными мезенхимальными 
стромальными клетками (МСК), играет ключевую роль в регуляции клеточного микроо-
кружения и используется в разработке биоматериалов для регенеративной медицины. 
В  настоящей работе проведена оценка влияния факторов, определяющих продукцию 
ВКМ, на геометрические параметры, структуру и продукцию коллагеновых волокон 
МСК из ткани пупочного канатика человека (МСК-ТПК). Исследовано влияние покры-
тия культуральных поверхностей желатином, продолжительности культивирования, 
концентрации фетальной бычьей сыворотки, а также добавок, стимулирующих продук-
цию ВКМ, – 2-фосфо-L-аскорбата натрия и каррагинана – на структуру коллагенового 
каркаса ВКМ и относительное содержание коллагеновых белков. Оптимальные условия 
включали культивирование МСК-ТПК на желатиновом покрытии в течение 11 сут 
в среде α-MEM с 10% фетальной бычьей сывороткой и добавлением аскорбата (50 мкМ). 
Эти параметры обеспечивали высокую адгезию, сохранность и отсутствие отслоений 
клеточного пласта, а также формирование коллагеновой сети ВКМ. Морфометрический 
анализ показал, что коллагеновый каркас ВКМ, полученный в таких условиях, характе-
ризуется равномерным распределением, увеличением сонаправленности и числа пересе-
чений волокон, сниженной лакунарностью и выраженной анизотропностью структуры. 
Относительное содержание коллагеновых белков было значимо выше, чем при других 
вариантах культивирования. Полученные данные позволяют рекомендовать разработан-
ный протокол как эффективную и воспроизводимую платформу для получения биоми-
метических ВКМ, пригодных для задач клеточной инженерии и тканевой терапии.

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки, пупочный кана-
тик человека, децеллюляризированный внеклеточный матрикс, коллагеновые волокна, ги-
стохимия, световая микроскопия, анализ изображений, колориметрия 

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-80-4-8

Динамическая трехмерная сеть макромоле-
кул – внеклеточный матрикс (ВКМ) – является 
важнейшим компонентом микроокружения кле-
ток, обеспечивая структурную поддержку и играя 
ключевую регуляторную функцию в тканевом го-
меостазе [1]. ВКМ модулирует механическую сиг-
нализацию через интегриновые рецепторы, что 
определяет процессы пролиферации, миграции и, 
что особенно важно, дифференцировки клеток, 
поддерживая их мультипотентность [2, 3]. Муль-

типотентные мезенхимальные стволовые / стро-
мальные клетки (МСК) и их дифференцирован-
ные потомки обеспечивают продукцию основного 
количества ВКМ в организме. Исследования по-
казывают, что децеллюляризованный ВКМ 
(дцВКМ), полученный от МСК, значительно эф-
фективнее для стимуляции пролиферации вновь 
заселенных МСК, формирования колоний и трех-
линейной дифференцировки (адипо-, остео-, хон-
дрогенной), чем стандартный пластик, а также от-
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СТРУКТУРА КОЛЛАГЕНОВОГО ВКМ МСК-ТПК: ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

дельные компоненты матрикса [4]. В связи с этим 
ВКМ, продуцируемый МСК, рассматривается как 
перспективный природный биоматериал для тка-
невой инженерии и регенеративной медицины, 
в том числе – для восстановления кожи, костной 
и хрящевой тканей, где коллагеновый каркас 
определяет ключевые механические и биохимиче-
ские свойства конструкта [1, 5, 6]. Оптимизация 
протоколов получения функционального дцВКМ, 
имитирующего физиологическое микроокруже-
ние, является необходимым этапом в контексте 
использования ВКМ для клеточной и тканевой 
инженерии [6].

Среди клеточных источников ВКМ особый 
интерес представляют МСК из ткани пупочного 
канатика (МСК-ТПК), характеризующиеся высо-
кой пролиферативной активностью и минималь-
ной иммуногенностью [7]. Эффективность синтеза 
и свойства ВКМ зависят от условий культивирова-
ния: покрытия культуральной поверхности, соста-
ва среды, присутствия индукторов синтеза компо-
нентов матрикса, плотности посева и времени 
культивирования [8].

В настоящей работе охарактеризовано влия-
ние ряда параметров культивирования на геоме-
трию и сложность структуры коллагенового кар-
каса, а также предложено оптимальное сочетание 
условий для стимуляции продукции коллагеновых 
белков ВКМ, продуцируемого МСК-ТПК. 

Материалы и методы
Культивирование клеток. В работе использо-

вали МСК, выделенные из Вартонова студня пу-
почного канатика человека. Клеточный материал 
был предоставлен ООО «КриоЦентр» в рамках 
договора о научно-техническом сотрудничестве 
от 18 января 2024 г. Протоколы экспериментов 
одобрены Комиссией Института медико-биоло-
гических проблем РАН по медицинской биоэти-
ке (550/МСК от 22 июля 2020 г.). В работе ис-
пользовали МСК-ТПК, полученные из трех 
образцов ткани пупочного канатика. МСК вали-
дировали в соответствии с минимальными крите-
риями Международного общества клеточной те-
рапии (International Society for Cell & Gene 
Therapy, ISCT) [9]. Фенотип клеток подтвержден 
методом проточной цитометрии: экспрессия 
CD90 (99,95%), CD105 (99,87%) и CD73 (99,94%). 
Потенциал дифференцировки был подтвержден 
по уровню активности щелочной фосфатазы при 
остеогенной дифференцировке и накоплению 
липидных капель при адипогенной дифференци-
ровке. Клетки культивировали в среде α-MEM 
(Capricorn, Мексика), дополненной фетальной 
бычьей сывороткой (ФБС) (Capricorn, Мексика), 
L-глутамином (292 мкг/мл; ПанЭко, Россия) 
и  антибиотиками (пенициллин 100 ЕД/мл, 
стрептомицин 100 мкг/мл; ПанЭко, Россия). 
При рутинном пассировании начальная плот-

ность составляла 3–3,5 тыс. клеток/см², с заме-
ной среды каждые 72–96 ч. В работе использова-
ли клетки 2–5 пассажей.

Для экспериментов с ВКМ МСК-ТПК высе-
вали с плотностью 7,5 тыс. клеток/см² и культиви-
ровали в стандартной среде роста (α-MEM + 10% 
ФБС) в течение 7, 11 и 14 сут. Параллельно оцени-
вали влияние покрытия чашек Петри 0,1%-ным 
раствором желатина (Sigma, США) на качество 
адгезии клеточного пласта и сохранность ВКМ.

Модификация состава среды. В рамках опти-
мизации протокола использовали концентрацию 
ФБС 1%, 5% и 10%. К части МСК-ТПК в пред-
конфлюентной фазе добавляли 50 мкг/мл 
2-фосфо-L-аскорбата натрия (Fluka, Германия) 
для стимуляции продукции коллагена и/или 
10 мкг/мл каррагина (Fluka, США) для загущения 
среды; МСК-ТПК группы контроля культивиро-
вали в стандартной среде роста.

Децеллюляризация. Для удаления МСК-ТПК 
добавляли 0,25%-ный раствор Triton X-100 
(Sigma, США) в изотоническом фосфатном буфе-
ре (ФБ) (pH 7,2), содержащий 20 мМ гидроксида 
аммония (NH4OH; Реахим, Россия), и инкубиро-
вали 5 мин при 37°C, как описано ранее [10]. По-
сле промывки в ФБ (три раза по 5 мин) ВКМ ин-
кубировали с  ДНКазой I (50 Ед/мл; SciStore, 
Россия) 2 ч при 37°C.

Микроскопия и колориметрический анализ. Ви-
зуальную оценку целостности пластов и распреде-
ления коллагеновых волокон проводили после 
окраски 0,1%-ным раствором Sirius Red F3BA 
(Sigma, США) в насыщенном водном растворе пи-
криновой кислоты. Клетки инкубировали 15 мин 
при комнатной температуре, отмывали от краси-
теля дистиллированной водой и изучали в светло-
польном режиме на микроскопе Nikon Eclipse TiU 
(Япония) или в стереомикроскопе ZEISS Stemi 
2000-C (Германия; объектив 0,6×). Репрезента-
тивные изображения окрашенных Sirius Red F3BA 
коллагеновых волокон представлены на рис. 1А.

Для полуколичественной оценки коллагено-
вых белков связанный Sirius Red элюировали рас-
твором 0,1%-ного NaOH и 96%-ного C2H5OH (1:1, 
200 мкл/лунка). Оптическую плотность регистри-
ровали на спектрофотометре BioRad (США) при 
λ = 550 нм.

Нормализация данных колориметрии. Подсчет 
клеток проводили до децеллюляризации после 
окраски Crystal Violet в семи случайно выбранных 
полях зрения площадью 0,0177 см2. Полученные 
значения использовали для расчета общего коли-
чества клеток на площадь чашки (8,7 см2). Далее 
данные колориметрического определения колла-
геновых белков (Sirius Red) нормализовали на 103 
клеток и представляли в относительных единицах.

Обработка изображений. Для морфометриче-
ского анализа случайным образом выбирали три 
поля зрения в образце дцВКМ, окрашенном Sirius 

https://doi.org/10.31857/S004137712010003X
https://doi.org/10.1038/s41578-018-0023-x
https://www.cryocenter.ru/files/romanov_tkani_02.pdf
https://doi.org/10.1155/2016/6397820
http://iramn.ru/journals/ktbm/2024/12/8467/
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Red F3BA (рис. 1А). В каждом случае использова-
но две биологические повторности. Затем в про-
граммах анализа изображения Matlab RunTime 
V9.5 (плагин CT-Fire V3.0 Beta [11]) и ImageJ 1.54f 
(плагины OrientationJ [12] и TWOMBLI_v1 [13]) 
получали маски (рис. 1Б), которые использовали 
для оценки геометрических параметров и сложно-
сти структуры коллагеновых волокон.

Статистический анализ. Использовали про-
грамму MS Excel 2013 (Microsoft Corp.) и GraphPad 
Prism 9.5.1. Данные представлены в виде средне-
го значения и стандартного отклонения 
(M ± SD). При множественных сравнениях при-
меняли однофакторный дисперсионный анализ 

(ANOVA) с последующим пост-хок-тестом Тью-
ки. Различия считали статистически значимыми 
при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Временная динамика продукции ВКМ на стан-

дартном культуральном пластике и желатиновом 
покрытии. Целью этапа был выбор подходящих 
условий, позволяющих получить сохранные 
дцВКМ с максимальным содержанием и равно-
мерным распределением фибрилл коллагеновых 
белков. На первом этапе исследования была про-
ведена оптимизация сроков культивирования 
МСК-ТПК и покрытия дна чашек (рис. 2). 

Рис. 1. Коллагеновые структуры в дцВКМ от МСК-ТПК. А – Репрезентативные изображения коллагеновых волокон, окрашен-
ных Sirius Red, в децеллюляризированных клеточных пластах МСК-ТПК. Б – Репрезентативные маски, сформированные в пла-
гине TWOMBLI программы ImageJ. Показаны коллагеновые структуры после культивирования в присутствии различных ком-
бинаций ФБС (1% и 10%) и аскорбата натрия 50 мкМ (аск-/+). Масштабный отрезок –100 мкм. Съемка выполнена с 
использованием светового микроскопа Nikon Eclipse TiU (Япония).

Рис. 2. Влияние срока культивирования МСК-ТПК в стандартной среде роста на различных покрытиях (культуральный пластик 
и желатин) на структуру коллагеновых волокон в составе продуцируемого ВКМ. А – клеточный пласт в стандартной среде роста; 
Б – слой ВКМ, полученный после децеллюляризации. Репрезентативные изображения после окраски Sirius Red. Масштабный 
отрезок – 50 мкм. Стереомикроскоп Stemi 2000-C (ZEISS, Германия).
Примечание: Красными стрелками отмечены места отслоения клеточного пласта и внеклеточного матрикса от поверхности субстрата.

https://doi.org/10.1117/1.jbo.19.1.016007
https://link.springer.com/article/10.1007/s10237-011-0325-z
https://doi.org/10.26508/lsa.202000880
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После 7 сут культивирования на стандартном 
культуральном пластике (рис. 2, А1, Б1) отмечены 
очаговые нарушения целостности слоя дцВКМ 
(≤20% площади), тогда как на желатиновом по-
крытии (рис. 2, А2, Б2) адгезия как клеточного 
пласта, так и дцВКМ, была эффективнее. Умерен-
ная интенсивность окрашивания красителем Sirius 
Red свидетельствовала о начальной стадии депо-
нирования коллагена, но плотность формируемого 
ВКМ была недостаточной для последующего мор-
фометрического анализа. Данные согласуются 
с  работами, демонстрирующими минимальный 
порог в 7 сут для формирования функционального 
ВКМ in vitro [14]. 

Через 11 сут культивирования на пластике 
(рис. 2, А3, Б3) имело место частичное отслоение 
клеточного пласта (10–20%), что ограничивает его 
использование для генерации целостных пластов 
МСК-ТПК. Использование желатинового покры-
тия обеспечило формирование прочного адгези-
онного контакта клеточного пласта и дцВКМ 
с  поверхностью (рис. 2, А4, Б4). На микроскопи-
ческих изображениях можно видеть более равно-
мерное распределение интенсивно окрашенных 
коллагеновых волокон без признаков нарушения 
адгезии (отслоение <5%). Этот режим обеспечи-
вал оптимальное соотношение между продукцией 
матрикса и устойчивостью клеточно-матриксных 
комплексов. Эффективность использования жела-
тина для улучшения адгезии и морфологии МСК 
ранее также была описана в работах [5, 15]. 

К 14-м сут отмечалась максимальная интен-
сивность окрашивания (рис. 2, А5, А6, Б5, Б6), 
указывающая на активный синтез коллагена, но 
на обоих типах покрытий выявлялись обширные 
зоны отслоения матрикса (25–80% площади), 
что, вероятно, связано с активацией контрактиль-
ной активности клеточного монослоя при значи-
тельном накоплении ВКМ [16, 17]. Кроме того, 
необходимо учитывать, что при дальнейшем уве-
личении продукции ключевых компонентов (гли-
козаминогликаны (ГАГ), коллаген типа II) [18] 
при культивировании в течение 14 сут, избыточ-
ное накопление ВКМ может активировать ма-
триксные металлопротеиназы, запуская деграда-
цию коллагена [5, 19]. 

На основании проведенных экспериментов 
было сделано заключение, что культивирование 
МСК-ТПК в течение 11 сут в стандартной среде 
роста с использованием покрытия желатином яв-
ляется более оптимальным.

Оптимизация состава среды культивирования 
для улучшения продукции ВКМ. Продукция внекле-
точного матрикса in vitro регулируется целым ря-
дом факторов, включая состав среды, наличие 
биологически активных молекул и физико-хими-
ческие параметры культуры. Среди основных на-
правлений для модуляции продукции ВКМ мож-
но отметить:

– биохимическую стимуляцию с использова-
нием факторов роста (например, TGF-β, PDGF), 
а также кофакторов ферментов сборки матрикса, 
таких как аскорбиновая кислота, необходимая для 
гидроксилирования пролина и лизина в коллаге-
не I, III и IV типов [20];

– изменение вязкости и «макромолекулярно-
го окружения» с использованием полимеров (кар-
рагинан, фиколл, декстран), создающих эффект 
макромолекулярного уплотнения или макромоле-
кулярного краудинга («macromolecular crowding»), 
усиливающий отложение белков ВКМ [21, 22];

– модификацию концентрации сыворотки – 
поскольку ФБС содержит как трофические факто-
ры, так и экзогенные протеазы, способные дегра-
дировать ВКМ [19, 23].

На основе этих данных, в нашей работе были 
протестированы разные комбинации подходов, 
направленных на улучшение продукции и органи-
зации коллагенового ВКМ МСК-ТПК. Мы варьи-
ровали:

– концентрацию ФБС (1%, 5% и 10%) – для 
оценки как трофических, так и потенциально 
протеолитических эффектов сыворотки;

– добавление аскорбата натрия (50 мкМ) – 
как классического стимулятора коллагеногенеза;

– включение каррагинана – как модельного 
агента для создания эффекта макромолекулярного 
уплотнения;

– комбинированное применение аскорбата 
и каррагинана для оценки возможного синергиче-
ского влияния на структуру и продукцию коллаге-
новых волокон. Мы исходили из предположения, 
что аскорбат усилит синтез и сборку коллагеновых 
волокон, тогда как каррагинан за счет изменения 
физико-химических условий среды может способ-
ствовать уплотнению и ориентации волокон, ими-
тируя естественное околоклеточное пространство. 
Совместное применение этих факторов, по на-
шим ожиданиям, должно было привести к форми-
рованию более плотного, непрерывного и органи-
зованного коллагенового каркаса.

Эффект оценивали по состоянию коллагено-
вых волокон в ВКМ, сформированном МСК-
ТПК, учитывая геометрические показатели и от-
носительное содержание коллагеновых волокон, 
а также параметры сложности структуры коллаге-
нового каркаса (табл. 1, табл. 2).

В первой серии экспериментов были проте-
стированы эффекты снижения концентрации 
ФБС до 5% и 1%. Как известно, высокая концен-
трация ФБС может влиять на синтез ГАГ и колла-
гена II типа [18, 24], одновременно поддерживать 
клеточную пролиферацию и усиливать коллаге-
ногенез, особенно при наличии стимулирующих 
добавок. При использовании концентрации ФБС 
менее < 1 % можно снизить уровень экзогенных 
протеаз – таких как MMP-2, MMP-9 и MT1-
MMP, присутствующих в сыворотке и разрушаю-

https://doi.org/10.3390/ijms25042419
https://doi.org/10.3389/fbioe.2020.602009
https://doi.org/10.1002/btpr.2001
https://www.nature.com/articles/s41563-021-00919-2
https://doi.org/10.3390/ijms242417435
https://doi.org/10.1002/term.56
https://www.nature.com/articles/srep08729
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-9055-9_19
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37591431/
https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1091157
https://www.nature.com/articles/srep08729
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24505025/
https://doi.org/10.1002/term.56
https://doi.org/10.1021/acs.biomac.5b01637
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щих компоненты ВКМ, но при этом не обеспечи-
ваются эффективный синтез и организация 
матрикса [25]. При недостаточной трофической 
поддержке клетки демонстрируют снижение про-
дукции ВКМ, что отражается в уменьшении плот-
ности, длины и упорядоченности коллагеновых 
волокон [26].

На микрофотографиях, подготовленных для 
анализа изображений (рис. 1Б), оценивали геоме-

трические показатели: средние длину и ширину, 
их общую длину и площадь коллагеновых воло-
кон, а также параметры, характеризующие слож-
ность структуры коллагенового каркаса: количе-
ство волокон, число точек пересечения, 
сонаправленность волокон, неравномерность за-
полнения пространства (лакунарность), а также 
неоднородность структуры каркаса (анизотроп-
ность) (табл. 1, 2). 

Таблица 1
Влияние стимулирующих продукцию ВКМ добавок и их комбинаций на геометрические показатели  

и содержание коллагеновых белков в ВКМ от МСК-ТПК

Группа ФБС, % Средняя ширина, 
мкм

Средняя длина, 
мкм

Отн.площадь,  
мм2/мм2 поля зрения

Общая длина/1000, 
мм/мм2

Sirius Red,  
отн.ед./1000 кл.

Контроль
(стандартная 
среда роста)

1 39 ± 1 332 ± 7 0,007 ± 0,001 7 ± 0,9 25 ± 2

5 42 ± 1 420 ± 20 0,041 ± 0,003 38,3 ± 2,6 27 ± 2

10 44 ± 1 450 ± 20 0,055 ± 0,011 47,5 ± 7,2 45 ± 8

+аскорбат

1 43 ± 1## 380 ± 10# 0,026 ± 0,006## 25 ± 5,7## 25 ± 2

5 45 ± 1 430 ± 30 0,055 ± 0,01 49 ± 8 27 ± 2

10 44 ± 1 430 ± 20 0,057 ± 0,01 49,4 ± 7,3 59 ± 10

+каррагинан

1 43 ± 1## 400 ± 20## 0,032 ± 0,006## 28,9 ± 4,9 33 ± 5

5 43 ± 2 430 ± 20 0,068 ± 0,008# 57,6 ± 6,7# 39 ± 4#

10 43 ± 1 450 ± 30 0,085 ± 0,01# 71,1 ± 7,4# 59 ± 11

+аскорбат
+каррагинан

1 46 ± 1### 390 ± 20## 0,052 ± 0,005### 38 ± 18,9# 33 ± 5

5 46 ± 1# 390 ± 10 0,052 ± 0,009 46,9 ± 7,4 35 ± 6

10 47 ± 1# 390 ± 10# 0,057 ± 0,012 51,1 ± 8,5 80 ± 15#

Примечание: Использованы программы Matlab (плагин CT-Fire) и ImageJ (плагины OrientationJ и TWOMBLI). Данные представ-
лены как M ± SD. 
Статистический анализ выполнен с использованием one-way ANOVA (для каждой концентрации ФБС отдельно) с последую-
щим пост-хок-тестом Тьюки. # – p < 0,05, ## – p < 0,01, ### – p < 0,001 по сравнению с соответствующим контролем.

Таблица 2
Влияние стимулирующих продукцию ВКМ добавок и их комбинаций на показатели сложности структуры ВКМ от МСК-ТПК

Группа ФБС, % Неравномерность, 
усл.ед.

Лакунарность,  
усл.ед.

Сонаправленность, 
усл.ед. (0-1)

Число волокон, 
ед./мм2

Число пересечений, 
ед./мм2

Контроль
(стандартная 
среда роста)

1 2,9 ± 0,3 141,5 ± 14,6 0,05 ± 0,04 39 ± 7 21 ± 1

5 8,8 ± 1 22,2 ± 1,8 0,18 ± 0,08 89 ± 6 135 ± 18

10 10,2 ± 2,2 16,8 ± 4,4 0,19 ± 0,05 91 ± 12 186 ± 48

+аскорбат

1 7,2 ± 2# 37,8 ± 9,1### 0,07 ± 0,03 59 ± 14 77 ± 20

5 12,9 ± 1,5 16,6 ± 3,6 0,23 ± 0,1 75 ± 12 162 ± 51

10 15,9 ± 3,9 16 ± 3,6 0,25 ± 0,05 90 ± 10 192 ± 45

+каррагинан

1 7,5 ± 1# 30,3 ± 5,8### 0,11 ± 0,06 53 ± 8 155 ± 9##

5 14,1 ± 4,8 13 ± 1,8# 0,18 ± 0,04 131 ± 27 221 ± 35

10 17,7 ± 1,3 9,8 ± 1,3 0,27 ± 0,08 179 ± 30## 243 ± 6

+аскорбат
+каррагинан

1 10,8 ± 1,3### 17,4 ± 1,9### 0,1 ± 0,06 87 ± 45 143 ± 71#

5 12 ± 3,3 17,7 ± 4,6 0,12 ± 0,02 96 ± 21 176 ± 30

10 15,3 ± 6,3 16,1 ± 3,2 0,12 ± 0,05 108 ± 34 196 ± 35
Примечание: Использованы программы Matlab (плагин CT-Fire) и ImageJ (плагины OrientationJ и TWOMBLI). Данные представ-
лены как M ± SD. 
Статистический анализ выполнен с использованием one-way ANOVA (для каждой концентрации ФБС отдельно) с последую-
щим пост-хок-тестом Тьюки. # – p < 0,05, ## – p < 0,01, ### – p < 0,001 по сравнению с соответствующим контролем.

https://doi.org/10.3390/cells11020185
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Фетальная бычья сыворотка. По сравнению 
с  1% ФБС в среде культивирования МСК-ТПК 
при 5% или 10% ФБС значимо больше были сред-
ние длина и ширина (табл. 1), а также средняя 
длина и  площадь волокон. При этом геометриче-
ские параметры коллагеновых структур при 5% 
и 10% ФБС не отличались. Исключение составила 
площадь волокон, которая при 10% ФБС была до-
стоверно больше. Аналогично, параметры, опре-
деляющие сложность организации фибриллярных 
компонентов, были сходными при 5% и 10% ФБС, 
но значимо отличались от значений при 1% ФБС. 
Так, при более высоком содержании ФБС колла-
геновых фибрилл было больше, они пересекались 
чаще, имели более высокий индекс сонаправлен-
ности (табл. 2). Волокна коллагена при этом рас-
полагались более равномерно, демонстрируя 
меньшую лакунарность (табл. 2), но более высо-
кую степень неоднородности структуры каркаса 
(анизотропность). 

Концентрация 10% ФБС использовалась как 
стандартное референсное условие, тогда как 5% 
ФБС рассматривалась как потенциально более 
экономически рациональный вариант. Морфоме-
трические параметры ВКМ были близкими при ис-
пользовании 5% и 10% ФБС, однако количество 
коллагена была значимо больше в случае 10% ФБС. 
Это определило выбор 10% ФБС, как оптимально-
го условия культивирования для наработки ВКМ.

Аскорбат натрия. Известно, что аскорбиновая 
кислота играет ключевую роль в синтезе коллаге-
на – в частности, участвуя в стабилизации тройной 
спирали коллагена через активацию пролил- и ли-
зилгидроксилаз [20, 27]. Показано, что аскорбат 
(50–100 мкМ) способен усиливать синтез коллаге-
нов I, III и IV типов, а также фибронектина, при 
этом практически не влияя на пролиферацию кле-
ток и минимизируя окислительный стресс [15, 28]. 
Добавление стабильной формы аскорбата в среду 
культивирования является стандартным приемом 
для стимуляции продукции ВКМ [29, 30]. В нашем 
же эксперименте при 5% и 10% ФБС добавление 
аскорбата натрия не вызывало значимых измене-
ний морфометрических параметров ВКМ, однако 
сопровождалось увеличением интенсивности окра-
шивания Sirius Red, отражающим повышение 
плотности коллагеновых волокон (табл. 1).

Значимые изменения были выявлены в тех 
случаях, когда аскорбат натрия добавляли к среде 
роста с 1% ФБС. В этих условиях увеличились об-
щая длина волокон, число их пересечений и пло-
щадь, уменьшилась лакунарность и возросла не-
однородность структуры (табл. 1, 2). 

Таким образом, геометрические параметры 
и  сложность организации коллагеновых волокон 
ВКМ зависят от концентрации ФБС. При суще-
ственной депривации ФБС введение аскорбата 
натрия позволяет модулировать структуру колла-
генового каркаса.

В большинстве протоколов культивирования 
МСК используется среда с 10% ФБС. Поскольку 
мы не обнаружили существенных различий 
в структуре ВКМ при 5% и 10% ФБС в среде куль-
тивирования, то можно было предположить воз-
можность уменьшения содержания ФБС до 5%. 
Однако по данным колориметрии по сравнению 
с 10% ФБС относительное количество коллагено-
вых белков при 5% ФБС было вдвое меньше и со-
поставимо с количеством при 1% ФБС (табл. 1). 
Это подтвердило необходимость достаточной кон-
центрации сывороточных факторов роста для реа-
лизации матрикс-стимулирующего потенциала 
добавок.

Макромолекулы. Установлено, что введение 
в среду культивирования синтетических или при-
родных макромолекул вызывает так называемый 
макромолекулярный краудинг [21, 22]. Высокая 
концентрация макромолекул приводит к умень-
шению объема культуральной жидкости, доступ-
ной для других молекул в растворе, что увеличива-
ет их эффективную концентрацию. Считается, что 
такой эффект исключения объема хорошо имити-
рует физиологическую околоклеточную среду при 
секреции матрикса. Было продемонстрировано, 
что в присутствии фиколла, каррагинана, поливи-
нилпирролидона или декстрана усиливается про-
дукция молекул ВКМ, включая ламинин, фибро-
нектин, коллаген типа I и гликозаминогликаны. 
Кроме того, в таких условиях ламинин в дцВКМ 
был представлен фибриллами [31].

В выбранных ранее условиях мы оценивали 
влияние не только аскорбата, но и каррагинана 
и  их сочетания на морфометрические параметры 
коллагенового каркаса. Комбинации данных до-
бавок ранее были описаны как эффективные сти-
муляторы синтеза фибриллярных белков ВКМ, 
включая коллагены и фибронектин [21, 32, 33].

В присутствии каррагинана наблюдалось уве-
личение общей длины и площади волокон. При-
чем этот эффект был более выражен при 1% ФБС 
в среде роста (табл. 1). В сформированном колла-
геновом каркасе была выше сонаправленность 
структур, увеличилось число волокон, они распо-
лагались более равномерно, чаще пересекались. 
Структура ВКМ стала более неоднородной (ани-
зотропной). Показано статистически значимое 
увеличение содержания коллагеновых белков. 
Эффекты добавления каррагинана (10–50 мкг/мл) 
[5, 22] могут быть обусловлены активацией сиг-
нальных путей, регулирующих фиброгенез, вклю-
чая NF-κB и MAPK/ERK [32, 33]. 

Мы ожидали, что совместное применение 
каррагинана и аскорбата натрия позволит полу-
чить кумулятивные эффекты. Однако изменение 
морфометрических параметров находилось в пре-
делах, которые были описаны в тех случаях, когда 
каррагинан и аскорбат натрия использовались по 
отдельности (табл. 1,2). В ряде случаев выражен-

https://doi.org/10.1007/978-1-4939-9055-9_19
https://doi.org/10.14814/phy2.13324
https://doi.org/10.1002/btpr.2001
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2019.107421
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2015.10.019
https://doi.org/10.7759/cureus.49308
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37591431/
https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1091157
https://doi.org/10.1002/adhm.202100024
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37591431/
https://doi.org/10.1089/scd.2011.0521
https://doi.org/10.3390/md16070239
https://doi.org/10.3389/fbioe.2020.602009
https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1091157
https://doi.org/10.1089/scd.2011.0521
https://doi.org/10.3390/md16070239


274

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2025. Т. 80. № 4

Э.С. Кочетова, Д.К. Матвеева, А.Э. Мелик-Пашаев и др.

ность эффекта была сопоставимой или даже не-
сколько ниже по сравнению с индивидуальным 
применением добавок. С чем связано обнаружен-
ное отсутствие аддитивности эффектов, пока не 
установлено. Важно отметить, что при совмест-
ном применении наблюдалось статистически зна-
чимое увеличение относительного содержания 
коллагеновых белков.

Отсутствие аддитивного эффекта при со-
вместном применении аскорбата натрия и карра-
гинана может быть обусловлено совокупностью 
факторов. В частности, это может отражать дости-
жение «эффекта насыщения» синтеза и сборки 
коллагенового матрикса, при котором добавление 
второго стимулирующего фактора не приводит 
к  дальнейшему увеличению выявляемых коллаге-
новых белков. Кроме того, каррагинан как агент 
макромолекулярного краудинга способен изме-
нять физико-химические свойства среды и микро-
диффузию, включая доступность аскорбата, а так-
же вовлекать перекрывающиеся регуляторные 
механизмы формирования и депонирования кол-
лагена, что в совокупности может ограничивать 
возникновение ожидаемого кумулятивного эф-
фекта [19, 21, 23]. 

Результаты морфометрического анализа пока-
зали, что в присутствии различных концентраций 
ФБС в комбинации с добавками, стимулирующи-
ми продукцию ВКМ, геометрия и сложность 
структуры ВКМ существенно модулируются. В ус-
ловиях депривации факторов роста сыворотки 
в  ВКМ было меньше волокон, снижена их сона-
правленность, выше степень изотропности. При 
использовании для культивирования клеток ФБС 
в концентрации 5% и 10% были получены ВКМ 
с высокой степенью анизотропии, меньшей лаку-
нарностью, увеличенной сонаправленностью кол-
лагеновых волокон. Применение специфических 
для стимуляции роста ВКМ добавок изменяло па-
раметры ВКМ, причем эти эффекты были наибо-
лее выражены при 1% ФБС. Надо отметить, что 
обнаруженные изменения могли различаться в за-
висимости от использованной добавки. Так, 
в  присутствии каррагинана выявлено преимуще-
ственное увеличение числа волокон и точек их пе-
ресечения. Полуколичественное определение со-

держания коллагеновых белков показало, что, 
несмотря на схожесть морфометрических параме-
тров коллагеновых структур при использовании 
5% или 10% ФБС, относительное количество кол-
лагена существенно выше в условиях 10% ФБС, 
что определило наш выбор в пользу 10% ФБС.

Заключение
Таким образом, проведенная работа позволи-

ла комплексно оптимизировать условия культиви-
рования МСК-ТПК для получения функциональ-
но зрелого дцВКМ. Путем оценки влияния 
состава среды, сывороточной концентрации, сро-
ка культивирования и наличия биологически ак-
тивных добавок было показано, что наилучшие 
результаты достигаются при выращивании клеток 
в течение 11 сут на желатиновом покрытии в среде 
роста, дополненной 50 мкМ 2-фосфо-L-аскорбата 
и 10% ФБС. Подобные условия обеспечивают луч-
шее сочетание адгезии клеток, равномерности 
распределения коллагеновой сети и сохранности 
структуры получаемого ВКМ по сравнению с ба-
зовыми протоколами. 

Микроскопия и морфометрия подтверждают 
равномерное распределение и высокую сонаправ-
ленность волокон, снижение фрагментации и ла-
кунарности за счет оптимального соотношения 
продукции и организации коллагенового матрик-
са, увеличение числа пересечений и высокую сте-
пень адгезии без признаков отслоения, что крити-
чески важно для их дальнейшего применения 
в  задачах тканевой инженерии и клеточной тера-
пии. Оптимизированный протокол может служить 
надежной платформой для создания матриксов 
с  предсказуемыми свойствами, приближенными 
к естественным тканевым условиям.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда № 23-15-00062 (https://
rscf.ru/project/23-15-00062/). Все процедуры с био-
логическим материалом человека были выполне-
ны в соответствии с этическими стандартами 
и одобрены Комиссией по медицинской биоэтике 
ИМБП РАН (протокол № 550/МСК от 22.07.2020). 
Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.
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The extracellular matrix (ECM) synthesized by multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) 
plays a critical role in regulating the cellular microenvironment and is widely used in the devel-
opment of biomaterials for regenerative medicine. The present study demonstrates the influence 
of cell culture conditions on ECM collagenous compartments secreted by umbilical cord derived 
MSCs (MSCs-UC) including the geometric parameters, structure complexity, and production 
of collagenous proteins. The impacts of gelatin coating, cell culture duration, fetal bovine serum 
concentration, and ECM-stimulating supplements (sodium 2-phospho-L-ascorbate and carra-
geenan) were examined. The optimal protocol included cultivation of MSCs-UC on gela-
tin-coated plated for 11 days in α-MEM supplemented with 10% FBS and 50 μM sodium ascor-
bate. These conditions supported high cell adhesion, structural integrity of the cell layer, and 
formation of a collagen-rich ECM network. Image analysis revealed that the collagenous fibers 
under these conditions exhibited a uniform distribution, enhanced fiber alignment and number 
of branching points, reduced lacunarity, and pronounced anisotropy. The relative collagen con-
tent under these conditions was significantly higher than in other culture setups. The results sup-
port the proposed protocol as an effective and reproducible platform for generating biomimetic 
ECM scaffolds suitable for applications in cell engineering and tissue therapy.
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МНЕНИЕ

УДК 57.084+576.32/.36+616-008

Транскриптомика на уровне одиночных клеток  
в изучении функциональной гетерогенности жировой ткани:  

Насколько сопоставимы животные модели и человек?
А.Д. Бондарев* , П.А. Тюрин-Кузьмин 

Кафедра биохимии и регенеративной биомедицины, факультет фундаментальной медицины,  
Медицинский научно-образовательный институт, Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 

Россия, 119991, г. Москва, Ломоносовский проспект, д. 27, корп. 1
*e-mail: bondarevad@my.msu.ru

Рассматриваются функциональная гетерогенность клеточного состава жировой ткани 
(ЖТ) и возможности межвидового сопоставления результатов транскриптомного анали-
за на уровне одиночных клеток на примере грызунов. Метаболический синдром и ожи-
рение неразрывно связаны друг с другом. В свою очередь, дисфункция ЖТ, связанная 
с  ожирением, сопровождается изменениями в ее клеточном составе. Развитие методов 
транскриптомного анализа на уровне одиночных клеток в последние годы, особенно 
snRNA-seq, и их популяризация дали особенно мощный инструмент для изучения гете-
рогенности клеточного состава ЖТ. Животные модели, такие как мыши, активно ис-
пользуются для изучения различных аспектов биологии ЖТ; однако трансляция таких 
результатов на человека может быть осложнена межвидовыми отличиями в анатомии 
и клеточном составе ткани. В статье обобщены некоторые важнейшие результаты изуче-
ния гетерогенности ЖТ у человека и мыши такими методами. На сегодняшний день из-
вестно о ряде функциональных субпопопуляций как зрелых адипоцитов, так и клеток 
стромально-васкулярной фракции, участвующих в их обновлении. В литературе есть 
ограниченные данные по подтипам адипоцитов и клеток стромально-васкулярной 
фракции, характеризующихся определенной сопоставимостью между человеком и мы-
шью по экспрессии маркеров и изменениям в ответ на ожирение. Тем не менее, малое 
количество опубликованных на сегодняшний день данных по гетерогенности ЖТ не 
дает возможности в полной мере судить о межвидовой сопоставимости субпопуляцион-
ного состава клеток ЖТ. Это подчеркивает важность более подробного изучения разных 
аспектов гетерогенности клеточного состава ЖТ.

Ключевые слова: жировая ткань, стромально-васкулярная фракция, животные модели, 
ожирение, метаболический синдром, транскриптомика одиночных клеток
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Введение
Метаболический синдром представляет собой 

одну из важнейших медико-социальных проблем 
в мире, которая часто сопровождается ожирением 
и тесно связана с дисфункцией жировой ткани [1]. 
Жировая ткань (ЖТ) – гетерогенный орган мезо-
дермального происхождения, состоящий из зре-
лых адипоцитов и поддерживающих их клеток 
стромально-васкулярной фракции [2]. В литерату-
ре описаны различия в функциональных особен-
ностях и клеточном составе отдельных депо жиро-
вой ткани [3], а дисфункция ЖТ, связанная 
с  ожирением, приводит к перераспределению 
депо ЖТ и индуцирует изменения в ее клеточном 
составе [4, 5]. Ожирение сопровождается экспан-
сией ЖТ вследствие гиперплазии адипоцитов 

(формирования новых клеток) или их гипертро-
фии (увеличения уже существующих клеток в раз-
мерах) [6]. Особую роль в процессе формировании 
новых адипоцитов играет пул тканеспецифичных 
стволовых клеток ЖТ, мультипотентных мезен-
химных стромальных клеток (МСК) [7], обеспечи-
вающих ее обновление на протяжении всей жизни 
человека. При этом баланс между механизмами 
гипертрофии и гиперплазии считается ключевым 
для поддержания метаболического здоровья ЖТ. 
Таким образом, глубокое понимание функцио-
нальной гетерогенности клеточного состава ЖТ 
является важным условием для разработки эф-
фективных терапевтических подходов в лечении 
метаболического синдрома и сопутствующих  
патологий.

© Бондарев А.Д., Тюрин-Кузьмин П.А., 2025

https://orcid.org/0000-0001-5287-5624
https://orcid.org/0000-0002-1901-1637


278

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2025. Т. 80. № 4

А.Д. Бондарев, П.А. Тюрин-Кузьмин

Исторически изучение гетерогенности клеточ-
ного состава ЖТ преимущественно проводилось 
методом клонального анализа [8]; однако такой 
подход не позволял в полной мере оценить разли-
чия внутри ткани из-за того, что он выявлял наибо-
лее пролиферирующие клеточные популяции. Рас-
пространение методов транскриптомики на уровне 
одиночных клеток, таких как РНК-секвенирование 
на уровне одиночных клеток (scRNA-seq) и ядер 
(snRNA-seq), расширило возможности более глубо-
кого исследования гетерогенности ЖТ, предоста-
вив мощный инструмент для выявления субпопу-
ляций клеток в составе тканей [8, 9]. 

Животные модели – в частности, генетически 
модифицированные мышиные модели – широко 
используются для характеристики физиологии 
и патофизиологии ЖТ [9]. Тем не менее, между ЖТ 
грызунов и ЖТ человека существует ряд суще-
ственных различий как в анатомическом строении, 
так и в клеточном составе [10], что может ослож-
нить транслируемость результатов. С помощью ис-
следований методами scRNA-seq и snRNA-seq на 
сегодняшний день описан ряд уникальных субпо-
пуляций адипоцитов и клеток стромально-васку-
лярной фракции у человека и мыши, в том числе 
МСК. Целью настоящей статьи-мнения является 
обобщение основных известных на сегодняшний 
день данных по транскриптомному анализу белой 
ЖТ мыши и сравнение этих данных с результатами 
исследований ЖТ человека.

1. Гетерогенность адипоцитов
В атласе белой ЖТ человека и мыши описано 

семь подтипов адипоцитов жировой ткани челове-
ка, hAd1-7, и шесть подтипов адипоцитов жировой 
ткани мыши, mAd1-6 [11]. В этом исследовании 
проанализированы образцы ЖТ мужчин и  жен-
щин, изолированные из подкожного и висцераль-
ного депо. Образцы ЖТ мыши изолированы  
у самцов и самок из пахового (соответствует под-
кожному депо человека) и перигонадального (соот-
ветствует висцеральному депо человека) депо. Под-
типы адипоцитов человека hAd1, hAd3, hAd4 
и hAd7 локализованы преимущественно в подкож-
ной ЖТ, подтипы hAd2 и hAd6 характерны для вис-
церального жира, а подтип hAd5 представлен в обо-
их депо. Подтипы hAd1 и hAd2 составляют 40% 
и  60%, соответственно, от всех адипоцитов; они 
обозначены как «базальные», не обладающие ка-
ким-либо выраженным функциональным феноти-
пом. Подтип hAd3 связан с биосинтезом триглице-
ридов, экспрессируя РНК таких генов, как DGAT2 
(кодирует диацилглицерол-O-ацилтрансферазу 2), 
а также с  адипокинами ADIPOQ (адипонектин) и 
CFD (адипсин). Подтип hAd4 обозначен по высо-
кой экспрессии РНК генов десатураз жирных кис-
лот – например, FADS3, кодирующий десатуразу 
жирных кислот 3. Подтип hAd5 главным образом 
экспрессирует транскрипты генов-маркеров инсу-

линовой сигнализации (например, гены инсулино-
вого рецептора INSR и субстратов инсулинового 
рецептора IRS1/2), а также генов, кодирующих 
участников сфинголипидной сигнализации (на-
пример, ACER2, кодирующий щелочную церами-
дазу), и гена адипонектина. Подтип hAd6 связан 
с  генами-маркерами термогенеза, таких как EBF2, 
кодирующий транскрипционный фактор EBF2. 
Подтип hAd7 не был явно охарактеризован автора-
ми; однако в подтипе селективно представлены 
маркеры сигнального каскада MAPK (например, 
MAP2K1, кодирующий протеинкиназу MEK1), 
а также гена ESRRG, кодирующий гамма-изоформу 
эстроген-подобного рецептора, связанного с  тер-
могенезом. Субпопуляционный состав ЖТ изменя-
ется при ожирении. Так, например, подтипы hAd4 
и hAd7 более выраженно представлены при индек-
се массы тела >40 кг/м2, а подтипы hAd5 и hAd6 бо-
лее характерны для индекса массы тела <30 кг/м2.

У адипоцитов мыши в этом же исследовании 
не обнаружено выраженных различий в локализа-
ции подтипов между депо. У подтипов mAd1, 
mAd3, mAd4 и mAd5 выявлена зависимость от типа 
питания: относительные пропорции mAd1 и mAd3 
понижены у особей, питавшихся кормом с  высо-
ким содержанием жира, а пропорции подтипов 
mAd4 и mAd5 у особей с таким кормом повышают-
ся, что может свидетельствовать о преобладании 
этих подтипов при ожирении. Подтипы mAd1-3 
характеризуются апрегуляцией генов-маркеров 
метаболизма жиров, а также инсулиновой сигна-
лизации (например, гены-гомологи мыши Dgat2, 
Insr и Irs1/2). Кроме того, mAd3 также отличается 
высокой экспрессией РНК генов адипонектина 
(Adipoq) и адипсина (Cfd). Данный «кластер» авто-
рами охарактеризован как связанный со сбаланси-
рованным питанием, так как пропорция таких 
адипоцитов была выше у особей, питавшихся кор-
мом, богатым клетчаткой (англ., chow diet). Подти-
пы mAd4-6 отличаются высокой экспрессией РНК 
генов-маркеров актинового цитоскелета (напри-
мер, Actn1, кодирующий альфа-актинин 1) и сиг-
нальных путей HIF-1 (Hif1a, кодирующий альфа-
субъединицу транскрипционного фактора HIF-1) 
и NF-κB (Bcl2, кодирующий регулятор апоптоза 
Bcl-2). Подтип mAd5 также связан с высокой экс-
прессией Lep (лептин) и генов-маркеров липогене-
за (например, Acaca, кодирующий ацетил-КоА-
карбоксилазу 1).

Другое исследование методом snRNA-seq на 
мышах-самцах [12] выявило популяцию липоген-
ных адипоцитов, а также две популяции ади- 
поцитов-«собирателей липидов» (lipid-scavenging 
adipocytes, LSA) в эпидидимальном депо перигона-
дальной ЖТ. Липогенные адипоциты (lipogenic 
adipocytes, LGA) характеризуются высокой экс-
прессией РНК генов биосинтеза липидов (напри-
мер, Acaca), маркеров чувствительности к инсулину 
и адипоцитарных транскрипционных факторов, та-
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ких как Pparg (кодирует гамма-изоформу рецепто-
ра, активируемого пролифератором пероксисом). 
Популяции «собирателей липидов» характеризуют-
ся высокой экспрессией РНК генов, связанных 
с захватом и транспортом липидов, таких как Abcg1 
(кодирует АТФ-связывающий кассетный транс-
портер ABCG1); одна из них, SLSA (stressed lipid-
scavenging adipocytes), также насыщена генами от-
вета на стресс (Gadd45g; гамма-изоформа белка 
клеточного стресса GADD45), гипоксию (Hif1a) 
и  аутофагию (Rab7; малая ГТФаза Rab7). При ин-
дукции ожирения диетой, богатой жирами, относи-
тельное число LGA понижается при увеличении 
пропорций LSA и SLSA. Кроме того, индукция 
ожирения привела к даун-регуляции генов биосин-
теза липидов, инсулиновой сигнализации и адипо-
генной дифференцировки в подтипах LSA и SLSA. 
При этом экспрессия РНК генов иммунного ответа 
и генов белков внеклеточного матрикса – в частно-
сти, коллагена – повышаются в этих подтипах.

На примере мышей-самцов также рассмот- 
рен усовершенствованный протокол выделения 
ядер  [13], основанный на применении ванадил- 
рибонуклеозидного комплекса в комбинации с ре-
комбинантным ингибитором РНКазы. Это способ-
ствует повышению общего качества получаемых 
данных, в том числе – за счет снижения контами-
нации амбиентной РНК, что является одним из су-
щественнейших недостатков snRNA-seq. В иссле-
довании выявлено шесть подтипов адипоцитов, 
Ad1-6, сгруппированных по размеру клеток. Образ-
цы ткани были выделены из пахового и перигона-
дального депо. Подтипы Ad1-3 описаны как функ-
ционально зрелые, «классические», адипоциты, 
характеризующиеся экспрессией транскриптов ге-
нов инсулиновой сигнализации (например, Pik3r1, 
кодирующий регуляторную субъединицу p85-альфа 
фосфатидилинозитол-3-киназы) и метаболизма 
жиров (например, Pparg). Подтипы Ad3 и Ad4 ха-
рактеризуются повышенной экспрессией генов, 
кодирующих белки-регуляторы гомеостаза кальция 
(например, Cacna1e, кодирующий субъединицу 
альфа-1E кальциевого канала R-типа), а также ге-
нов, кодирующих белки-компоненты внеклеточно-
го матрикса (например, Adamts5, кодирующий про-
теиназу ADAMTS5) и межклеточных контактов 
(например, Magi1, кодирующий скаффолд-белок 
MAGI-1). В подтипе Ad5 не выявлено предпочти-
тельной экспрессии транскриптов какого-либо 
функционального типа генов; однако в наиболь-
шей степени экспрессированы РНК некоторых ан-
тиген-презентирующих генов (H2-K1, кодирую-
щий антиген гистосовместимости H-2K(D)) 
и  генов адипокина Retn (резистин). Подтип Ad6 
также характеризуется экспрессией РНК других 
антиген-презентирующих генов (например, B2m, 
кодирующий бета-2-микроглобулин), а также ге-
нов, кодирующих белки теплового шока (напри-
мер, Hspa8, кодирующий белок 8 семейства Hsp70), 

маркеров окислительного стресса (например, Fth1, 
кодирующий тяжелую цепь ферритина), компо-
нентов цитоскелета (например, Actb, кодирующий 
бета-изоформу актина) и адипокинов, таких как 
лептин, Rbp4 (ретинол-связывающий белок-4), ре-
зистин и Hb (гаптоглобин). У особей, получавших 
корм, богатый жирами, адипоциты описаны как 
гипертрофированные, особенно в  перигонадаль-
ном депо; пропорции подтипов Ad1 и Ad2 наиболее 
выражено понижены у таких особей, а пропорция 
подтипа Ad6, наоборот, наиболее выражено повы-
шена. Стоит дополнительно отметить, что приме-
нение такого протокола также способствует сохра-
нению популяции сосудистых клеток. В одном из 
недавних исследований белой ЖТ человека из под-
кожного и висцерального депо  [14] выявлены не-
классические подтипы адипоцитов SA2 и VA2, ха-
рактеризующиеся экспрессией ангиогенных 
факторов (PTPRB+; кодирует бета-изоформу ре-
цепторной тирозиновой протеинфосфатазы). Хотя 
Со и коллеги [13] не выявили подобных подтипов 
в  своей работе, использование такого протокола 
в  будущих исследованиях могло бы облегчить вы-
явление похожих подтипов.

В snRNA-seq-исследовании подкожной ЖТ 
человека в состояниях гипертрофии и гиперпла-
зии [15] выявлено три подтипа: инсулинорези-
стентные адипоциты (insulin resistant adipocytes, 
IRA), чувствительные к инсулину адипоциты 
(insulin sensitive adipocytes, ISA) и транскрипцион-
но активные развивающиеся адипоциты (tran-
scriptionally active developing adipocytes, TADA). 
Подтип IRA представлен только в гипертрофиро-
ванной ЖТ, составляя около 80% от всех адипоци-
тов. Он характеризуется высокой экспрессией 
транскриптов маркеров метаболизма жиров (на-
пример, DGAT), а также маркеров воспаления 
и  маркеров инсулинорезистентности, таких как 
FABP4 (кодирует белок, связывающий жирные 
кислоты 4). Этот подтип также отмечен даун-регу-
ляцией адипогенных факторов. Подтип ISA  
составляет около 60% адипоцитов в гиперпласти-
ческой ЖТ, он характеризуется маркерами инсу-
линовой сигнализации (например, IRS1), адипо-
генеза (например, PPARG) и β-окисления жирных 
кислот (например, ACSL1, кодирующий ацил-
КоА-синтетазу 1). Подтип TADA также характе-
ризуется экспрессией РНК генов инсулиновой 
сигнализации (например, INSR) и некоторых мар-
керов адипогенеза, таких как ZNF638 (кодирует 
транскрипционный фактор с «цинковым паль-
цем» ZNF638) или GSK3B (кодирует серин/трео-
ниновую протеинкиназу GSK 3-бета).

В литературе есть попытки сопоставить под-
типы адипоцитов у человека и модельных живот-
ных по профилям экспрессии транскрипционных 
маркеров [16]. Например, подтипы адипоцитов 
мыши mAd1 и LGA приблизительно сопоставимы 
с подтипами адипоцитов человека hAd3-4, а также 
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AdipoPLIN, выявленного методом пространствен-
ной транскриптомики [17]. Данный подтип харак-
теризуется повышенной экспрессией РНК генов, 
кодирующих белки метаболизма глюкозы и липи-
дов, а также гена, кодирующего адипонектин. 
Подтип выявлялся в 14% случаев у пациентов 
с  нормальным весом, а при ожирении наблюда-
лось уменьшение пропорции таких адипоцитов. 
Примечательно, что подтип mAd3 также обладает 
некоторым сходством с AdipoPLIN как по набору 
генов, включающего адипонектин и маркеры ме-
таболизма глюкозы и липидов, так и по изменени-
ям в ответ на ожирение. Подтипы адипоцитов 
мыши Ad1 и Ad2 [13] и ISA человека [15] прибли-
зительно сопоставимы чувствительностью к инсу-
лину и оба преимущественно представлены в ги-
перпластической ЖТ. Отсутствие каких-либо 
функциональных сходств между другими подти-
пами может быть связано с межвидовыми разли-
чиями в ответах на ожирение, а также в вариа-
бельности между исследуемыми популяциями.

2. Гетерогенность клеток  
стромально-васкулярной фракции

В атласе ЖТ человека и мыши [11] описаны 
шесть подтипов МСК и прогениторных клеток 
ЖТ (англ., adipose stem and progenitor cells, 
ASPC), характеризующиеся экспрессией РНК 
гена рецептора альфа-изоформы тромбоцитарно-
го фактора роста PDGFRA/Pdgfra. ASPC человека 
и мыши были названы hASPC1-6 и mASPC1-6 со-
ответственно. Эти клетки не являются адипоци-
тами, но характеризуются потенцией к диффе-
ренцировке в  адипоцитарном направлении. Ряд 
подтипов мыши, описанных в этом исследова-
нии, оказались сопоставимы по транскриптомно-
му профилю с подтипами у человека. Например, 
и mASPC2, и hASPC2 характеризуются экспрес-
сией РНК Aldh1a3/ALDH1A3 (кодирует ретиналь-
дегиддегидрогеназу 3). Соответственно, клетки 
этой субпопуляции по свойствам схожи с ранни-
ми мультипотентными клетками-предшественни-
ками, локализованными в ретикулярном интер-
стиции жировой подушки. mASPC4 и hASPC4 
экспрессируют РНК Epha3/EPHA3 (кодирует эф-
риновый рецептор A3), представляя собой регуля-
торные клетки CD142+, подавляющие адипоге-
нез. У  некоторых подтипов наблюдались связь 
с ожирением, а также вариабельность их пропор-
ций между депо. hASPC1, hASPC4 и hASPC5 бо-
лее выраженно представлены в подкожной ЖТ; 
при ожирении наблюдается повышение пропорции 
hASPC4 и hASPC5. hASPC3 and hASPC6 наиболее 
хорошо представлены в висцеральном депо. Среди 
подтипов мыши mASPC2 более выраженно пред-
ставлен в паховом депо подкожной ЖТ, а подтипы 
mASPC5 и mASPC6 преимущественно представле-
ны в перигонадальном депо висцерального жира. 
Пропорция подтипов mASPC5 и  mASPC6 значи-

тельно увеличивалась у животных, особенно у сам-
цов, питавшихся кормом с  высоким содержанием 
жира, в то время как пропорция mASPC2 у особей 
с таким кормом понижалась.

В snRNA-seq исследованиях ЖТ в состояниях 
гипертрофии и гиперплазии [13, 15] выявлено не-
которое сходство транскриптомного профиля по-
пуляций прогениторных клеток ЖТ (англ., adipose 
progenitor cells, APC) и фиброадипогенных клеток 
(англ., fibroadipogenic cells, FAC). В обоих иссле-
дованиях обнаружены клетки, экспрессирующие 
РНК гена Dpp4/DPP4, кодирующий дипептидил-
пептидазу 4 (APC1 и APC2 у мышей и FAC3 у че-
ловека). Примечательно, что подтипы APC2 
и  FAC3 также характеризовались экспрессией 
РНК маркеров фиброза и воспаления, в том числе 
фибронектина-1 (Fn1/FN1). Однако эти подтипы 
по-разному отвечали на ожирение: в то время как 
пропорция подтипа FAC3 выше в гипертрофиро-
ванной ЖТ, чем в гиперпластической, пропорция 
APC2, наоборот, понижается у особей, питавших-
ся кормом с высоким содержанием жира. Также, 
подтипы APC3 и FAC1 характеризуются сходства-
ми в экспрессии РНК генов-маркеров метаболиз-
ма жиров, таких как Fabp4/FABP4.

Сходства на уровне транскрипционных факто-
ров у МСК и прогениторных клеток ЖТ не так од-
нозначны. Например, hASPC4, экспрессирующие 
схожий маркер с CD142+-mASPC4, могут на самом 
деле иметь разные функциональные состояния, так 
как антиадипогенные регуляторные клетки у чело-
века достаточно выраженно отличаются на транс-
криптомном уровне от мышиных  [18]. Не менее 
интересно выглядит и различие в ответе на ожире-
ние между APC2 мыши и FAC3 человека, что мо-
жет свидетельствовать о различиях в физиологиче-
ском ответе ЖТ на ожирение между видами.

Заключение
Проблема сопоставления животных моделей 

и  человека появилась в первую очередь в связи 
с тем, что многие эксперименты, необходимые для 
понимания детальных механизмов функциониро-
вания физиологических систем организма, а также 
молекулярных механизмов действия потенциаль-
ных терапевтических агентов невозможно произ-
вести на человеке в связи с этическими аспектами. 
Эксперименты со значительным вмешательством 
в  генетические, биохимические и  физиологиче-
ские пути регуляции функций организма прово-
дятся на животных моделях, а далее предпринима-
ются попытки транслировать эти результаты на 
человеческий организм. Наибольшее количество 
исследований производится на грызунах и рыбке 
Danio rerio, для которых существует огромное ко-
личество трансгенных моделей. Эти виды легко 
и относительно дешево содержать в лабораторных 
условиях, а ряд аспектов их физиологии схож с та-
ковыми для человека. Однако последние десятиле-
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тия развития биологических наук показали край-
нюю ограниченность такого подхода, особенно 
в свете выявления механизмов ключевых заболева-
ний человека и поиска подходов для их лечения. 
Так, целый ряд новых терапевтических препара-
тов, показывающих выдающиеся результаты на 
животных моделях, оказываются лишь ограничен-
но эффективными на человеке при переходе 
к клинических исследованиям. Например, извест-
ны повторяющиеся неудачи при переходе от жи-
вотных моделей к человеку для попыток лечения 
инсульта головного мозга, рака, бокового амио-
трофического склероза, черепно-мозговых травм, 
болезни Альцгеймера и ряда воспалительных забо-
леваний [19]. В качестве частичного компромисса 
исследователи получают так называемые гумани-
зированные модели животных, в которых искус-
ственно пытаются воссоздать механизмы развития 
болезней, характерных для человека. Другим под-
ходом является использование в экспериментах 
приматов, физиологически наиболее близких че-
ловеку. Тем не менее, все это не решает проблемы 
транслируемости результатов исследований, полу-
ченных с использованием экспериментальных жи-
вотных моделей, на человеческий организм. В свя-
зи с вышесказанным поиск общих механизмов 
функционирования систем организма животных 
и  человека является важной задачей для понима-
ния границ, в которых исследования животных 
могут быть транслированы на человека. Так, на-
пример, в отношении ЖТ терапевтические воздей-
ствия на общие с животными субпопуляции могут 
быть потенциально применимы в лечении челове-
ка, а воздействия на субпопуляции, уникальные 
для животных, с большей долей вероятности не бу-
дут иметь значимого эффекта на человека.

Следует отметить достаточно малый объем 
данных по гетерогенности ЖТ на сегодняшний 
день, что не позволяет в полной мере провести 
оценку межвидовой сопоставимости. Тем не менее, 
в пяти разных по методологии и объему исследова-
ниях выделяются подтипы адипоцитов с похожими 
профилями экспрессии генов-маркеров и характе-
ром их изменений при ожирении. Для других типов 
клеток, в частности, ASPC, сходства на уровне 
транскриптома менее однозначны, если учитывать 

существенные различия в  изменениях при ожире-
нии у таких клеток. Мы предполагаем, что исполь-
зование мышиных моделей как вспомогательного 
инструмента для оценки влияния ожирения на 
функциональные состояния ЖТ имеет наиболь-
ший потенциал на сегодняшний день. В качестве 
гипотетического примера такого применения мож-
но привести моделирование нарушений в метабо-
лизме жиров и/или инсулиновой сигнализации 
при ожирении. В исследовании Райниш и соавто-
ров [20] было установлено, что в обоих депо ЖТ че-
ловека выделяется подтип Adipo2, сопоставимый 
по транскрипционному профилю с подтипом 
AdipoPLIN; его пропорция у доноров с метаболиче-
ской дисфункцией, ассоциированной с ожирени-
ем, понижена по сравнению с метаболически здо-
ровыми донорами. По аналогии с подтипом 
AdipoPLIN, сопоставимым по профилю с подтипами 
адипоцитов мыши LGA и mAd1/3, Adipo2 также ха-
рактеризуется рядом сходств с ними (данные 
транскрипционных профилей схожих подтипов 
адипоцитов приведены в таблице). Это могло бы 
лечь в основу применения мышиных моделей ожи-
рения в таких ситуациях, когда проведение иссле-
дования на человеке не представляется возможным 
по этическим или другим причинам.

В будущих исследованиях важно учитывать 
различия между депо, в том числе и уникальные 
особенности внутри депо, влияющие на метаболи-
ческую функцию и иные функциональные состоя-
ния [21]. Не меньшее значение играют различия 
транскриптома, получаемого методами snRNA-seq 
и scRNA-seq [21]; это важно при изучении ASPC, 
у которых snRNA-seq выявляет менее разнообраз-
ный транскриптом. 

Работа проведена при поддержке Российского 
научного фонда, проект № 25-75-30005 «Регуля-
ция процессов обновления клеток в организме, 
фундаментальной основы длительного сохране-
ния функциональной активности органов и тка-
ней, здоровья и активного долголетия человека» 
(https://rscf.ru/project/25-75-30005/), и  выполнена 
без использования животных и без привлечения 
людей в качестве испытуемых. Авторы заявляют 
об отсутствии конфликта интересов.

Таблица
Транскрипционный профиль адипоцитов человека и мыши, вовлеченных в метаболизм жиров и ответ на инсулин

Подтип Депо Вид Гены-маркеры метаболизма жиров Гены-маркеры  
инсулинового ответа

AdipoPLIN Подкожное Человек ADIPOQ, PLIN1/4, LIPE, DGAT2, G0S2, PNPLA2, GPD1 ADIPOQ, TRARG1
Adipo2 Подкожное и висцеральное Человек LIPE, PLIN4, DGAT2, MEST, CIDEA CIDEA
LGA Подкожное Мышь Adipor2, Dgat1/2, Plin1, Elovl6, Acaca, Lipe Adipor2, Igf2r
mAd1 Подкожное и висцеральное Мышь Lipe, Plin1, Dgat1, Mgll Insr, Irs1, Pde3b
mAd3 Подкожное и висцеральное Мышь Adipoq, Lipe, Plin1, Pnpla2, Abhd5, G0s2, Dgat1/2 Adipoq, Insr, Irs1/2, Pde3b

Примечание: Жирным шрифтом выделены гены-маркеры, схожие между видами. Гены-маркеры, не упомянутые в тексте: LIPE/
Lipe – ген, кодирующий гормон-чувствительную липазу, G0S2/G0s2 – ген, кодирующий белок-переключатель G0/G1, PNPLA2/
Pnpla2 – ген, кодирующий адипоцитарную триглицеридлипазу
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OPINION ARTICLE

Single-cell transcriptomics in elucidating the functional heterogeneity 
of adipose tissue: How comparable are animal models to humans?

A.D. Bondarev* , P.A. Tyurin-Kuzmin 

Department of Biochemistry and Regenerative Biomedicine, Faculty of Medicine, Medical Research and Educational Institute, 
Lomonosov Moscow State University, Lomonosovskiy prospekt 27–1, Moscow, 119991, Russia

*e-mail: bondarevad@my.msu.ru

In this opinion article we discuss the functional heterogeneity of cells composing adipose tissue 
(AT), as well as opportunities for the cross-species comparability of murine animal models with 
respect to single cell transcriptomic studies. Metabolic syndrome and obesity are closely inter-
connected, and obesity-related AT dysfunction results in changes in the cellular composition of 
AT. Animal models, particularly rodents, have been commonly used as a model organism to 
study various aspects of AT biology; however, results of such studies are often poorly translatable 
in humans due to cross-species differences in AT anatomy and cell composition. Rapid develop-
ment and spread of single cell transcriptomic approaches in the recent years, particularly snR-
NA-seq, provided a powerful instrument to interrogate the cellular heterogeneity of AT. Herein, 
some of the most notable results from the AT heterogeneity studies, based on these methods, are 
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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ГЕТЕРОГЕННОСТЬ ЖИРОВОЙ ТКАНИ И ЖИВОТНЫЕ МОДЕЛИ

summarized. To date, several functional subtypes of adipocytes have been described, as well as 
the stromal-vascular fraction cells involved in adipocyte turnover. Limited literature data sug-
gests a potential cross-species comparability between adipocytes and the stromal-vascular cells in 
marker genes expression patterns and obesity-induced changes. However, it is currently difficult 
to draw any definitive conclusions on the cross-species comparability of cells composing AT due 
to insufficient body of evidence in relation to the AT heterogeneity at large. This highlights the 
importance of continuous efforts to decipher functional heterogeneity of AT.

Keywords: adipose tissue, stromal-vascular fraction, animal models, obesity, metabolic syndrome, 
single-cell transcriptomics
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МНЕНИЕ

УДК 519.24:612.089

Статистический анализ в биомедицинских исследованиях:  
от достоверности к «тенденциям»?

А.Н. Хохлов 

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

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

На основании своего многолетнего редакторского опыта работы в биомедицинских науч-
ных журналах, а также опыта чтения лекций по оформлению научных статей для аспиран-
тов Московского государственного университета имени М.В. Ломоносова автор анализи-
рует сложившуюся ситуацию со статистическим анализом результатов биологических, 
биомедицинских и медицинских исследований – в частности, данных, полученных в ра-
ботах, направленных на поиск лекарственных препаратов, предположительно замедляю-
щих старение и подавляющих развитие возрастных болезней. Подчеркивается, что во мно-
гих случаях такой анализ либо вообще не проводится, либо проводится некорректно. 
Довольно часто авторы анализируют данные, не подчиняющиеся нормальному распре-
делению, с помощью параметрического теста Стьюдента. При этом все чаще многие  
исследователи, не получив достоверных результатов (p > 0,05), заменяют в своих статьях 
понятие «достоверность» на понятие «тенденция», что представляется абсолютно недопу-
стимым. Эта проблема затрагивает не только биомедицинские, но и другие естественно-
научные исследования, однако именно для биомедицины она представляется наиболее 
важной, ибо в данном случае речь идет о жизни и здоровье людей. Предлагается больше 
внимания уделять этому вопросу как рецензентам соответствующих статей, так и редакто-
рам журналов, в которых они публикуются. Кроме того, подчеркивается важность препо-
давания основ статистической обработки результатов исследований студентам и аспиран-
там биологических, биомедицинских и медицинских институтов, а также соответст- 
вующих факультетов университетов.

Ключевые слова: биомедицинские исследования, статистический анализ, параметрические 
и непараметрические критерии, размеры выборок, кривые выживания, уровень значимости, 
геропротекторы, экспериментальная геронтология

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-80-4-7

Если ввести в поисковую строку базы данных 
Google Scholar слова «statistics biomedical research», 
можно получить огромное количество (более 
8 миллионов!) ссылок, ведущих на статьи и книги, 
посвященные вопросам корректного использова-
ния статистических методов для анализа данных 
биомедицинских исследований. Это с очевидно-
стью указывает на огромную важность данного во-
проса для специалистов соответствующего профи-
ля во всем мире. Очень много лет назад, еще когда 
я был молодым аспирантом, один из моих коллег 
рассказал мне о том, что в Великобритании прове-
рили значительное количество научных публика-
ций, содержащих данные, требующие статистиче-
ского анализа. В результате обнаружили, что 
приблизительно в 2/3 этих работ такой анализ был 
выполнен с грубыми нарушениями, т.е. сделан-
ные авторами выводы были совершенно не обо-

снованными. Ясно, что формирование адекватной 
и репрезентативной выборки проанализирован-
ных в данном исследовании публикаций в свою 
очередь подразумевало корректный с позиций 
статистического анализа подход, в чем, конечно, 
нельзя было быть уверенным на 100%, однако сде-
ланные выводы все же наводили на серьезные со-
мнения в «правильности» результатов, опублико-
ванных в подвергнутых анализу работах.

Боюсь, что на сегодняшний день ситуация не 
только не улучшилась, но даже стала гораздо бо-
лее настораживающей, о чем свидетельствует 
большое количество появляющихся вновь и вновь 
публикаций на эту тему ([1, 2] и др.). Как отметил 
С. Гланц в своей монографии 1992 г., «Как мы ви-
дим, статистические ошибки встречаются при-
мерно в половине статей. Однако дальнейшие ис-
следования показали, что журналам, в которых 
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взяли за правило обращать внимание не только на 
медицинскую, но и на статистическую сторону 
дела, удалось существенно снизить долю ошибоч-
ных статей. И эта доля нимало не изменилась в тех 
журналах, которые так и не ввели статистического 
рецензирования» [1].

Мы обычно оцениваем важность рассматри-
ваемых в научных публикациях проблем и полу-
ченных результатов по количеству скачиваний 
и  цитирований этих работ, хотя, надо заметить, 
во  многих случаях это не вполне корректно [3].  
Я нашел в Google Scholar ссылку на профиль  
(https://scholar.google.com/citations?user=_
QnLm3kAAAAJ&hl=en&oi=ao) коллеги из Ок-
сфордского университета по имени Дуглас Аль-
тман (Douglas G. Altman), статьи которого как раз 
в основном посвящены рассматриваемой пробле-
ме статистического анализа в биомедицине. При 
этом всего у Альтмана в его профиле в настоящее 
время более 1 070 000 ссылок (!) на его работы (ин-
декс Хирша – более 290!), а количество цитирова-
ний некоторых его отдельных статей по статисти-
ческому анализу в биомедицине достигает 
нескольких десятков тысяч [4–6]. Хотя, объектив-
ности ради, надо заметить, что на некоторые его 
не менее интересные работы в этой области ссы-
лок на порядок меньше [7, 8]. Надо полагать, мои 
цитирования его публикаций в настоящей работе 
добавят еще кое-что в его копилку. Впрочем, если 
я правильно понял, он и так является самым ци-
тируемым ученым Оксфордского университета 
(между прочим, одного из лучших в мире!) по дан-
ным Google Scholar Citations, обходя даже обычно 
лидирующих по количеству ссылок специалистов 
по искусственному интеллекту и визуализации го-
ловного мозга (brain imaging). Так что «классиче-
ским» исследователям, работающим в области 
биомедицинских исследований и не занимаю-
щимся профессионально методами статистиче-
ского анализа данных, остается только завидовать 
Альтману и его коллегам.

Конечно, можно возразить, что работы Аль-
тмана были опубликованы довольно много лет на-
зад и именно поэтому набрали такое количество 
цитирований. Однако и в последнее десятилетие 
появилось большое количество публикаций по 
статистическому анализу в биомедицинских ис-
следованиях [10–13], что явно свидетельствует 
о  неослабевающем интересе к данной проблеме 
у  специалистов соответствующих областей иссле-
дования.

Во всех упомянутых выше работах речь, как 
правило, идет о корректных подходах к обработке 
результатов самых разных биологических, биоме-
дицинских и медицинских исследований. Совсем 
недавно я проанализировал [14] ситуацию со  
статистическим анализом данных в эксперимен-
тально-геронтологических статьях, поступающих 
в журналы, редактором которых я являюсь – «Ad-

vances in Gerontology» [15, 16] и «Moscow University 
Biological Sciences Bulletin» [17, 18]. В оба этих изда-
ния поступает много работ от ученых из разных 
стран. И, к сожалению, в большинстве этих руко-
писей мы обнаруживаем серьезные проблемы, ка-
сающиеся статистического анализа полученных 
результатов. Частично они были перечислены 
в одной нашей недавней публикации [19], иниции-
рованной курсом лекций «Основы наукометрии 
и подготовки научных публикаций» для аспирантов 
биологического факультета Московского государ-
ственного университета имени М.В. Ломоносова.

В этих лекциях мы довольно большое внима-
ние уделяли и уделяем необходимости корректной 
статистической обработки экспериментальных 
данных, публикуемых в научных статьях. Соб-
ственно, в биомедицинских экспериментах – на-
пример, на крысах – одно животное всегда тяже-
лее другого, даже если мы берем вполне 
однородную группу особей. Вообще-то это касает-
ся и любых других физиологических, биохимиче-
ских и молекулярно-биологических показателей. 
Однако эти различия показателей должны быть 
случайными, а распределение животных по изуча-
емому показателю – нормальным (гауссовским). 
И если мы сравниваем контрольную и опытную 
группы (например, изучая влияние на людей, жи-
вотных или клеточные культуры какого-то потен-
циального геропротектора) с помощью параме-
трического критерия Стьюдента, то такой подход 
подразумевает нормальность распределения жи-
вотных по изучаемому параметру в обеих группах. 
В «правильных» компьютерных программах, пред-
назначенных для статистического анализа дан-
ных – например, SigmaPlot (Grafiti LLC, US) – 
при попытке запустить тест Стьюдента система 
анализирует эти данные на нормальность и после 
этого оценивает достоверность различий между 
опытной и контрольной группами только в том 
случае, если распределение изучаемых показате-
лей достоверно не отличается от нормального. 
Если отличается, то программа просто предложит 
вам использовать непараметрический тест, отка-
завшись использовать параметрический. Но, судя 
по всему, большинство исследователей ограничи-
вается тестом Стьюдента, встроенным в MS Excel, 
который никакой проверки на нормальность не 
подразумевает. А о существовании непараметри-
ческих критериев статистического анализа они, 
как ни печально, часто просто не имеют представ-
ления. При этом объективности ради надо, конеч-
но, заметить, что нормальность распределения 
данных – хоть и необходимое, но не единственное 
требование к возможности использования пара-
метрического критерия сравнения [20].

К сожалению, как правило, и рецензенты, 
и  редакторы биомедицинских научных журналов 
не очень много внимания уделяют статистической 
обработке данных, полученных авторами статей. 

https://scholar.google.com/citations?user=_QnLm3kAAAAJ&hl=en&oi=ao
https://scholar.google.com/citations?user=_QnLm3kAAAAJ&hl=en&oi=ao
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И это понятно: довольно трудно корректно проа-
нализировать громоздкие математические вы-
кладки, которые обосновывают достоверность по-
лученных результатов. Кроме того, во многих 
случаях подробности статистического анализа 
данных авторы оставляют «за кадром».

Конечно, общепринятый уровень достоверно-
сти p = 0,05 (для наиболее придирчивых – 
p = 0,01) является во многом «искусственным» 
и  отражает лишь некоторые условные договорен-
ности, достигнутые исследователями на протяже-
нии многих десятилетий. Однако договоренности 
нужно соблюдать, и это касается также упомяну-
того «барьера достоверности». Впрочем, не будучи 
«крутым» специалистом в статистике, я не могу 
правильно объяснить своим студентам и аспиран-
там, почему p = 0,049 – это хорошо, а p = 0,051 – 
плохо. Хотя я слышал от одного из коллег, что по-
говорка «семь раз отмерь, один раз отрежь» 
возникла не на пустом месте: в случае использова-
ния критерия знаков для анализа парных сравне-
ний объектов двух выборок 26 (имеется в виду 
6  одинаковых знаков – например, 6 раз подряд 
показатель в контроле превышает таковой в опы-
те) – это 64%-ная вероятность неслучайности об-
наруженных различий, а 27 – уже 128%-ная (т.е. 
эта вероятность уже достигла и даже, условно, 
«превысила» 100%). Нельзя также не заметить, что 
делаются неоднократные попытки обосновать 
увеличение строгости требований к значимому 
уровню различий, например – уменьшение его до 
p < 0,005 [21].

Однако давайте представим себе, что мы сде-
лали все совершенно правильно и корректно ис-
пользовали одну из многочисленных существую-
щих программ анализа полученных данных. И… 
оказалось, что достоверных различий, свидетель-
ствующих, например, об эффективности исследу-
емого нами биомедицинского препарата, в нашей 
работе обнаружено не было. И вот тут мы подхо-
дим к той самой теме, которая вынесена в заголо-
вок настоящей статьи.

Можно просто построить гистограммы со 
столбиками разной высоты для контрольной 
и  опытной группы, но без «усов», показывающих 
ошибку описываемых данных. А потом в обсужде-
нии заметить: вот, мол, в контроле столбики 
ниже, а в опыте выше, так что препарат со всей 
очевидностью действует. То есть, как обычно пи-
шут наши авторы, «обнаружена очевидная тенден-
ция». И, как ни печально, многих рецензентов, 
редакторов, а также читателей уже опубликован-
ной работы это вполне может устроить. Автор ми-
кробиологической работы, поступившей в один из 
моих журналов, написал мне в ответ на замечания: 
«У нас в микробиологии не принято статистиче-
ски анализировать полученные данные». И это 
при том, что в статье были приведены результаты 
сравнения влияния различных культуральных 

сред на рост бактерий! Как можно в такой работе 
сделать какие-либо выводы без использования 
статистических методов, мне совсем не понятно. 
При этом, и это особенно огорчает, в ответ на мои 
возражения автор прислал несколько своих ранее 
опубликованных статей во вполне приличных 
журналах (и даже в изданиях, входящих в Q1), где 
статистическая обработка результатов действи-
тельно отсутствовала!

Известно, что для получения достоверных ре-
зультатов количество животных, используемых 
в геронтологических исследованиях, должно быть 
достаточно большим. В случае построения кривых 
выживания – не менее 50 в каждой группе. В про-
тивном случае на «хвостах» таких кривых нам про-
сто не с чем будет работать. При тестировании ге-
ропротекторов с использованием показателей 
биологического возраста количество объектов как 
в контрольной, так и в опытной группе может 
быть меньшим, но все равно достаточным для 
корректных выводов о влиянии исследуемого пре-
парата на старение и продолжительность жизни. 
Это же касается количества клеток или культу-
ральных флаконов и гемоцитометров (камер Го-
ряева) в цитогеронтологических эксперимен-
тах  [22, 23]. И мне не кажутся оправданными 
объяснения некоторых коллег, которые говорят 
мне что-нибудь вроде: «Эти животные очень доро-
гие и редкие, так что в каждой группе у нас было 
не более 2–3 особей». Или: «Где же мы возьмем 
больше одной королевы голых землекопов?». 
Впрочем, полученные результаты они, тем не ме-
нее, легко публикуют в высокорейтинговых жур-
налах, особенно если эти журналы получают  
с авторов большую плату за публикацию (APC – 
article processing charge) и, как ни печально, заин-
тересованы в том, чтобы закрывать глаза на  
проблемы со статистической обработкой резуль-
татов  [3, 24]. Однако даже если животные не 
«очень дорогие», авторы иногда могут вообще не 
указать их количество в своих экспериментах, но, 
тем не менее, без проблем опубликоваться в од-
ном из самых престижных научных журналов [3]. 
И это при том, что существуют проверенные спо-
собы оценки минимального объема выборки для 
получения значимых результатов – например, 
с  помощью программы «G*Power»: (https://www.
psychologie.hhu.de/arbeitsgruppen/allgemeine-
psychologie-und-arbeitspsychologie/gpower) [25].

И самое главное: просто ужасает огромное ко-
личество научных статей, авторы которых, не по-
лучив значимых результатов (p > 0,05), спокойно 
отмечают выявленную ими «очевидную тенден-
цию» – например, влияния изучаемого препарата 
на те или иные живые организмы или культивиру-
емые клетки. Особенно мне нравится утвержде-
ние: «Да, у нас p > 0,05, но совсем ненамного, так 
что мы думаем, что эффект точно обнаружен». 
Я всегда считал, что отсутствие достоверных отли-

https://www.psychologie.hhu.de/arbeitsgruppen/allgemeine-psychologie-und-arbeitspsychologie/gpower
https://www.psychologie.hhu.de/arbeitsgruppen/allgemeine-psychologie-und-arbeitspsychologie/gpower
https://www.psychologie.hhu.de/arbeitsgruppen/allgemeine-psychologie-und-arbeitspsychologie/gpower
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чий между опытом и контролем свидетельствует 
(не забываем об упомянутой выше «договоренно-
сти») лишь о том, что таких различий просто нет. 
Если же авторы действительно имеют основания 
полагать, что различия все-таки должны быть, то 
им нужно значительно увеличить размеры кон-
трольной и опытной группы объектов и провести 
эксперименты заново. При этом, как уже отмеча-
лось выше, удивляет реакция коллег на такие за-
мечания: «А мы уже публиковали такие результа-
ты в очень солидных журналах, и у нас все 
принимали без проблем». Проверяем – действи-
тельно публиковали, причем в очень «крутых» 
журналах из Q1. Непонятно, куда в таких случаях 
смотрели рецензенты и редакторы.

И еще несколько «геронтологических» замеча-
ний (по своей основной специальности я являюсь 
геронтологом). Как известно, на основании очень 
дорогих и длительных лонгитудинальных исследо-
ваний могут быть получены гораздо более интерес-
ные и важные результаты, чем в поперечных иссле-
дованиях. Именно таким образом выявляются 
корреляции между различными физиологическими 
показателями либо привычками людей и их заболе-
ваемостью, смертностью и продолжительностью 
жизни (долголетием). Однако факторный анализ 
и  статистический анализ получаемых в таких ис-
следованиях результатов должны проводиться 
очень хорошими специалистами в области матема-
тической обработки биомедицинских данных. Себя 
я точно к ним не отношу, так что мне так и не по-
нятно до конца, почему достаточно небольшие ко-
эффициенты корреляции, получаемые в таких  
работах, ученые-геронтологи считают заслуживаю-
щими внимания. Скажем, мне кажется странным, 
что по данным «The Duke First Longitudinal Study» 
удовлетворение работой и карьерой является «стро-
гим предиктором» долголетия для мужчин (r = 0,28, 
что, на мой взгляд, маловато) [26]. Считается, что 
чем больше объем выборок, тем меньше может 
быть коэффициент корреляции для выявления 
представляющих интерес факторов. Однако, к со-
жалению, в различных работах приводятся совсем 
разные «барьеры» для размеров выборок, хотя спе-
циалисты уже давно достаточно точно определяют 
их «по Чеддоку» [27].

Впрочем, мне также не очень понятны подхо-
ды, которые позволяют многим геронтологам счи-

тать представляющими интерес минимальные  
достоверные различия кривых выживания кон-
трольной и опытной группы животных в экспери-
ментально-геронтологических исследованиях: 
«Да, как средняя, так и максимальная продолжи-
тельность жизни выросли только на 0,8%, но это 
увеличение, по данным статистического анализа, 
достоверно и свидетельствует об эффективности 
изученного нами геропротектора». Не исключаю, 
что мне просто не хватает квалификации для по-
нимания такого рода результатов.

Заключение
Итак, ситуация со статистическим анализом 

данных в биомедицинских (и в частности, в экспе-
риментально-геронтологических) работах, к сожа-
лению, представляется мне неудовлетворительной. 
В большом количестве исследований полученные 
результаты либо вообще не подвергаются статисти-
ческому анализу, либо анализируются некоррек-
тно, а во многих случаях авторы легко заменяют 
понятие «достоверность» на понятие «тенденция». 
И это делается, в том числе, в работах, посвящен-
ных поиску критически важных препаратов против 
болезней, уносящих ежегодно миллионы жизней! 
Ошибочные выводы в таких исследованиях могут 
нам очень дорого обойтись. И примеров этому 
можно в Интернете легко найти огромное количе-
ство. Чего стоят бесконечные накладки с поисками 
препаратов против болезни Альцгеймера [28]!

Мне кажется, что нужно больше уделять вни-
мания этому вопросу как рецензентам соответ-
ствующих статей, так и редакторам журналов, 
в которых они публикуются. Кроме того, хотелось 
бы подчеркнуть необходимость преподавания ос-
нов статистической обработки результатов иссле-
дований студентам и аспирантам биомедицинских 
институтов и соответствующих факультетов уни-
верситетов.

Выражаю свою искреннюю благодарность 
Г.В. Моргуновой и Н.А. Хохлову за их неоцени-
мую помощь в работе над рукописью статьи. Рабо-
та выполнена в рамках государственного задания 
МГУ имени М.В. Ломоносова без использования 
животных и без привлечения людей в качестве ис-
пытуемых. Автор заявляет об отсутствии у него 
конфликта интересов.
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Statistical analysis in biomedical research:  
From significance to “trends”?

A.N. Khokhlov 

Evolutionary Cytogerontology Sector, School of Biology, Lomonosov Moscow State University,  
1–12 Leninskie gory, Moscow, 119234, Russia

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

Drawing on his many years of experience editing for biomedical journals and lecturing on scien-
tific article formatting for PhD students at Lomonosov Moscow State University, the author 
analyzes the current state of statistical analysis of biological, biomedical, and medical research 
results – in particular, data obtained in studies aimed at discovering drugs that supposedly slow 
aging and suppress the development of age-related diseases. He emphasizes that in many cases, 
such analysis is either not performed at all or is performed incorrectly. Authors often analyze 
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data that does not follow a normal distribution using the parametric Student’s t-test. Moreover, 
many researchers, having failed to obtain reliable results (p > 0.05), are increasingly replacing the 
term “significance” in their articles with “trend,” which seems completely unacceptable. This 
problem affects not only biomedical but also other natural science research, but it is especially 
important for biomedicine, as it is at stake in human life and health. It is proposed that greater 
attention should be paid to this issue by both reviewers of relevant articles and editors of the jour-
nals in which they are published. Furthermore, the importance of teaching the basics of statisti-
cal processing of research results to undergraduate and graduate students in biological, biomedi-
cal, and medical institutes, as well as relevant university schools, is emphasized.

Keywords: biomedical research, statistical analysis, parametric and nonparametric tests, sample 
sizes, survival curves, significance level, geroprotectors, experimental gerontology
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ции должны быть пронумерованы (расположение – нижний колонтитул, середина страницы).

Информация о финансировании работы приводится перед списком литературы в следующей 
формулировке:

«Исследование выполнено при финансовой поддержке Российского научного фонда (проект 
№ 00-00-00000)».
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После списка литературы размещается фраза «Поступила в редакцию…», где указывается дата 
отправки рукописи.

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

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

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

Таблицы печатаются на отдельных страницах после сведений об авторах.

Список литературы
Список литературы оформляется в соответствии с форматом Vancouver. Указатель литерату-

ры к статьям формируется в порядке упоминания в тексте, а не по алфавиту. Мы рекомендуем ав-
торам придерживаться осмысленного соотношения объемов текста статьи и пристатейного спи-
ска литературы. Как правило, список литературы должен занимать от 20 до 40% общего объема 
рукописи.

Желательно, чтобы список литературы состоял преимущественно из ссылок на научные статьи, 
в основном – напечатанные в последнее десятилетие (в некоторых областях биологии допустимы 
отклонения от этого правила, которые необходимо согласовывать с редакцией). Ссылки на все 
остальные варианты публикаций следует свести к минимуму.

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

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

(принятый сокращенный вариант). Год;том(номер):страницы.
2) Книга. Авторы (инициалы после фамилии). Название книги. Город: Название издательства 

(без кавычек); год. Общее количество страниц.
3) Статья в сборнике. Авторы (инициалы после фамилии). Название статьи. Название сборника. 

Под ред. (Eds.) Инициалы и фамилия (если редактора два, то между ними ставится и/and). Город: 
Название издательства (без кавычек); год:страницы.

4) Электронный ресурс. Название сайта [Электронный ресурс]. Год. Дата обновления (если 
есть): дд.мм.гггг. URL: htpp://www… (дата обращения: дд.мм.гггг). [Дата обращения – это дата по-
следнего посещения сайта, она обязательно должна быть указана].

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

Если авторов больше 15, то приводятся только фамилии и инициалы первых трех (Сидоров С.С., 
Иванов  И.И., Петров П.П. и др.; Smith A., Jones J., Brown R., et al.). При указании журнала следует 
приводить его принятое сокращенное название (Бюллетень МОИП – Бюл. МОИП, Journal of 
Biochemistry – J. Biochem. и т.п.), то же касается и городов (Москва – М., New York – N.Y. и т.д.). 
Допустимо использовать ссылку на электронную публикацию только в том случае, если статья не 
издавалась в бумажном виде.



295

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2025. Т. 80. № 4

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ

Примеры оформления источников в списке литературы:

Статья в журнале:
Litchfield K., Reading J.L., Puttick C., Thakkar K., Abbosh C., Bentham R., Watkins T.B., Rosenthal 

R., Biswas D., Rowan A., Lim E. Meta-analysis of tumor- and T cell-intrinsic mechanisms of sensitization 
to checkpoint inhibition. Cell. 2021;184(3):596–614.

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

Гребенкин И.В., Алексеенко А.Е., Гайворонский Н.А., Игнатов М.Г., Казённов А.М., Коза-
ков Д.В., Кулагин А.П., Холодов Я.А. Применение ансамбля нейросетей и методов статистиче-
ской механики для предсказания связывания пептида с главным комплексом гистосовместимо-
сти. Комп. исслед. моделир. 2020;12(6):1383–1395.

Книга:
Holliday R. Aging: the paradox of life: why we age. Dordrecht: Springer; 2007. 132 pp.
Рязанова Г.И. Поведение насекомых. М.: Изд-во Моск. ун-та; 2019. 232 с.

Статья в сборнике:
Mahajan M., Yadav R.K. Labeling and sorting of Arabidopsis SAM cell populations to capture their 

transcriptome profile. Plant Stem Cells: Methods and Protocols, vol. 2094. Eds. M. Naseem and 
T. Dandekar. N.Y.: Humana; 2020:39–47.

Храмченкова О.М., Бачура Ю.М. Альгодиагностика деградированных почв. Радиация, эколо-
гия и техносфера: материалы междунар. науч. конф. (Гомель, 26–27 сент. 2013 г.). Под ред. А.Д. На-
умова. Минск: Ин-т Радиологии; 2013:174–176.

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

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

обращения: 15.02.2021).

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

of Threatened Species. 2009. URL: htpp://www.iucnredlist.org (дата обращения: 10.07.2014).

Ссылки на неопубликованные или находящиеся в печати работы не допускаются.
При цитировании статей, опубликованных в российских журналах и при этом имеющих пере-

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 
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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.)…

Подготовка к печати
Рукопись, присланная автором, проверяется редколлегией на соответствие профилю и пра-

вилам оформления журнала. На первичное рассмотрение отводится 7–10 дней. Если в оформле-
нии статьи обнаруживаются ошибки, ее рассмотрение занимает больше времени, так как редакто-
рам необходимо составить список недочетов. Если работа совсем не соответствует требованиям, 
она возвращается авторам без рецензирования. Правильно оформленные статьи поступают на ре-
цензию. Рецензирование занимает от двух недель до месяца. Срок рецензирования включает 
в себя не только непосредственную работу рецензентов с рукописью, но и поиск подходящих спе-
циалистов (поиск может занять от двух дней до двух недель). После рецензирования рукописи, 
при необходимости, отправляются авторам на доработку и исправление ошибок. Исправленный 
вариант статьи должен быть возвращен в редакцию не позднее, чем через 7 дней, вместе с подроб-
ным ответом на все замечания рецензентов. Если автор присылает исправленный вариант позд-
нее указанного срока, статья рассматривается как вновь поступившая. Возможно несколько раун-
дов рецензирования, если у рецензентов возникают новые замечания или они не согласны 
с  исправлениями и ответами авторов. Далее над рукописью работают редакторы, исправленный 
текст и замечания отсылаются авторам на 2–3 рабочих дня.

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

Важно: если авторы подают статью, написанную на английском языке в русскоязычную вер-
сию журнала, она публикуется только в этой версии и не публикуется в переводной версии 
(Moscow University Biological Science Bulletin). Для подачи статьи в переводную версию, необходи-
мо воспользоваться системой сайта Pleiades Publishing (https://www.pleiades.online/ru/journal/
bbscimgu/).

 
Полезные ссылки

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