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РАННЕПЛЕЙСТОЦЕНОВАЯ БЕЛОЗУБКА 
CROCIDURA KORNFELDI (LIPOTYPHLA, SORICIDAE) ИЗ КРЫМА
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Из нижнеплейстоценовых отложений пещеры Таврида в центральном Крыму (Белогорский район,
пос. Зуя) описаны остатки белозубки Crocidura kornfeldi Kormos, 1934 (фрагмент черепа с почти пол-
ными зубными рядами, фрагмент ростральной части черепа с левым резцом, фрагмент верхне-
челюстной кости, пять фрагментов нижних челюстей и изолированный верхний резец). Этот древ-
нейший европейский вид землероек рода Crocidura был обычен в раннем плейстоцене Центральной
Европы и Средиземноморья; из Крыма и Восточной Европы в целом описывается впервые.

Ключевые слова: Crocidura kornfeldi, Soricidae, Lipotyphla, землеройки, ранний плейстоцен, Крым,
пещера Таврида

DOI: 10.31857/S268673892106010X

Crocidura – самый богатый по современному
видовому разнообразию род в классе млекопита-
ющих (около 200 видов, обитающих в Евразии и
Африке) [1, 2]. В настоящее время ископаемые
остатки (фрагменты верхних и нижних челюстей
и изолированные зубы) древнейших представите-
лей этой филетической линии белозубок извест-
ны из среднемиоценовых отложений возрастом
14 млн лет на плато Потвар в Пакистане [3: cf. Cro-
cidura sp.]. До этих находок преобладали гипотезы
о возможном возникновении рода в Африке [4, 5]
или Малой Азии [6]. Самые древние европейские
формы Crocidura известны из базального плей-
стоцена (MN17, возраст около 2.3 млн лет) Цен-
тральной и Южной Европы; они относятся к виду
Crocidura kornfeldi, который рассматривается как
первый представитель рода, колонизировавший
Европу [4–6]. В Восточной Европе древние бело-
зубки указывались из раннего плейстоцена ме-
стонахождений Тарханкут в Крыму [7] и Тиздар
на Таманском п-ве [8].

В настоящей статье приводится первое деталь-
ное описание C. kornfeldi из Крыма и Восточной
Европы в целом. Оно основано на находках
остатков мелкой землеройки с беспигментными

зубами (фрагмент черепа с почти полными зуб-
ными рядами, фрагмент ростральной части чере-
па с левым резцом, фрагмент верхнечелюстной
кости, пять фрагментов нижних челюстей и изо-
лированный верхний резец) в нижнеплейстоцено-
вых отложениях пещеры Таврида в центральном
Крыму (Белогорский район, пос. Зуя). Возраст
фаунистического комплекса местонахождения
Таврида ранее был определен в рамках позднего
виллафранка, около 1.8–1.5 млн л.н. [9].

Раннеплейстоценовая фауна мелких млекопи-
тающих из пещеры Таврида по нашим предвари-
тельным данным включает также Erinaceus sp.,
Beremendia fissidens (Petényi, 1864), Hypolagus
brachygnathus (Kormos, 1930), Lepus sp., Spermophi-
lus nogaici (Topachevsky, 1957), Hystrix (Acanthion)
vinogradovi Argyropulo, 1941, H. (H.) refossa Gervais,
1852, Sicista sp., Apodemus sp., Allocricetus ehiki
Schaub, 1930, Cricetus sp., Clethrionomys sp., Ellobius
kujalnikensis Topachevsky, 1965, Lagurodon arankae
(Kretzoi, 1954), Mimomys sp., Allophaiomys deucalion
Kretzoi, 1969 [см. также 10–12].

Описанный ниже материал по C. kornfeldi из
пещеры Таврида хранится в Палеонтологическом
институте им. А.А. Борисяка РАН (ПИН) в
Москве. Терминология и методика измерения зу-
бов и челюстей по Й. Рёймеру [4], с изменениями
[13]. Размеры в мм. Обозначения измерений:
AW – передняя ширина, BL – лабиальная длина,
H – высота, HC – высота сочленовного мыщел-
ка, L – длина, LL – лингвальная длина, LLF –
длина нижней фасетки сочленовного мыщелка,

УДК 569.33:551.793(477.75)

1 Палеонтологический институт им. А.А. Борисяка 
Российской академии наук, Москва, Россия
2 Геологический институт Российской академии наук, 
Москва, Россия
*e-mail: alopat@paleo.ru
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LT – длина талона, LUF – длина верхней фасетки
сочленовного мыщелка, PE – длина до выемки
заднего края (posterior emargination), PW – задняя
ширина, TAW – ширина талонида, TRW –
ширина тригонида, W – ширина. PE-индекс (ин-
декс эмаргинации) определен по формуле
(LL+BL)/2PE–1 [4, 6].

Отряд Lipotyphla Haeckel, 1866
Семейство Soricidae Fischer von Waldheim, 1817

Подсемейство Crocidurinae Milne-Edwards, 1872
Род Crocidura Wagler, 1832

Crocidura kornfeldi Kormos, 1934
Crocidura kornfeldi: [14, с. 304, рис. 37].
Г о л о т и п  – Геологический музей Венгрии,

Будапешт, № Ob. 3686, фрагмент черепа с левыми
I1, A1, A3, P4 и правыми I1, A1 и P4–M2; южная Вен-
грия, местонахождение Виллань 3; нижний плей-
стоцен, средний виллафранк (MN17).

О п и с а н и е  (рис. 1, 2). Ростральная часть че-
репа массивная (экз. ПИН, № 5644/201). Перед-
нее отверстие подглазничного канала находится
на уровне задней части M1, заднее отверстие – на
уровне середины M2. Слезное отверстие мелкое,
расположено на уровне парастиля M2.

В верхней челюсти представлены крючковид-
ный передний резец, три мелких одновершинных
антемоляра и щечные зубы P4–M3. Вершина рез-
ца узкая, заостренная. Бугорок талона малень-
кий, тупой. Постеролабиальный цингулюм уз-
кий, но отчетливый, слегка волнистый.

Верхние антемоляры однобугорковые, с отчет-
ливо смещенными вперед массивными вершина-
ми. Базальные цингулюмы хорошо развиты на
задней и боковых сторонах, особенно на лабиаль-
ной. A1 – самый крупный из верхних антемоля-
ров, по длине в 1.73 раза превышает A2. С окклю-
зиальной стороны A1 и A2 округло-треугольных
очертаний, A1 более вытянутый, с вогнутым зад-
ним краем. На A1 и A2 от вершины к передней сто-
роне основания коронки протягивается короткий
толстый гребень; задний гребень столь же мощ-
ный, но более длинный. A2 слегка налегает на во-
гнутую заднюю часть A1. Судя по размерам задней
контактной площадки A2 и размерам альвеолы A3,
последний верхний антемоляр величиной пре-
восходил A2, но уступал A1.

P4–M2 с хорошо выраженной, но сравнитель-
но неглубокой выемкой заднего края (задней вы-
резкой, или эмаргинацией). P4 относительно вы-
сокий и длинный. На P4 парастиль низкий, силь-
но выступающий антеролабиально, отделен от
паракона глубокой долинкой. Гребень парастиля
не развит, либо короткий и слабый. Паракон с
мощным высоким гребнем паракристы. Малень-

кий гребневидный протокон расположен лаби-
альнее антеролингвального угла окклюзиальной
поверхности и отделен от выступа гипокона глу-
бокой долинкой. Выступ гипокона окаймлен
мощным цингулоподобным гребнем, в передней
части которого различимо слегка обособленное
небольшое возвышение.

M1–M2 относительно длинные и широкие, с
резким W-образным эктолофом. Паракон суще-
ственно меньше и ниже метакона, особенно на
M1. Протокон связан с лингвальным основанием
паракона высоким гребнем, между протоконом и
метаконом имеется широкая и глубокая долинка.
Плохо обособленный в пределах цингулюма мел-
кий гребневидный гипокон расположен постеро-
лингвальнее протокона и отделен от него долин-
кой. У M1 задняя сторона по ширине больше пе-
редней, антеролабиальный выступ слабый, с
небольшим парастилем, постеролабиальный угол
сильно выступает, метастиль прямой, гребневид-
ный, выступ гипокона обширный, постцингулюм
широкий, имеется узкий лингвальный цингулюм
между протоконом и гипоконом. На M2 задняя
выемка слабее, чем на M1, передняя сторона су-
щественно шире задней, парастиль удлиненный,
слегка изогнутый, метастиль короткий и прямой,
выступ гипокона относительно небольшой, пост-
цингулюм узкий, лингвальный цингулюм нечет-
кий. M3 редуцированный, с относительно круп-
ным параконом; протокон, гипокон и краевые
поперечные гребни окаймляют лингвальный бас-
сейн, открытый только на небольшом участке
между лингвальными бугорками.

Горизонтальная ветвь нижнечелюстной кости
низкая. Подбородочное отверстие расположено
на уровне границы P4/M1, лежит в отчетливой бо-
роздке. Симфиз достигает уровня задней части P4.
Нижнечелюстное отверстие мелкое. Венечный
отросток массивный, длинный и относительно
высокий, расширенный в средней части и узкий у
вершины. Его передняя часть слегка наклонена
дистально. Наружная височная ямка хорошо
очерчена, простирается от области вершины ве-
нечного отростка до уровня немного вентральнее
верхней сигмовидной вырезки. Спикула отсут-
ствует или нечеткая, в виде слабого вентрального
выступа утолщенной апикальной части венечно-
го отростка. Внутренняя височная ямка округ-
ленно-треугольной формы, большая, простира-
ется до середины высоты венечного отростка. Об-
ласть ниже внутренней височной впадины
углубленная, отделена от впадины сильно высту-
пающим толстым гребнем. В нижней части верх-
ней сигмовидной вырезки на дорсомедиальной
поверхности основания сочленовного отростка
хорошо заметна углубленная верхняя ямка кры-
ловидного мускула. Мыщелок сравнительно
крупный с лабиальной стороны, выступает дале-
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Рис. 1. Crocidura kornfeldi Kormos, 1934: а–в – экз. ПИН, № 5644/201, фрагмент черепа с левыми I1–A2, P4–M3 и пра-
выми I1, P4–M3: а – с левой латеральной стороны, б – с правой латеральной стороны, в – с вентральной стороны; г–
ж – экз. ПИН, № 5644/204, правая нижнечелюстная кость с I1 и P4–M3: г – с лабиальной стороны, д – с окклюзиаль-
ной стороны, е – с лингвальной стороны, ж – с задней стороны; з–л – экз. ПИН, № 5644/206, правая нижнечелюст-
ная кость с M1 и фрагментом корня I1: з – с лабиальной стороны, и – с окклюзиальной стороны, к – с лингвальной
стороны, л – с задней стороны; м, н – экз. ПИН, № 5644/211, левая нижнечелюстная кость с фрагментом P4 и M1–M3:
м – с лабиальной стороны, н – с лингвальной стороны; Россия, Крым, пещера Таврида; нижний плейстоцен.
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ко назад. Дистальная сторона мыщелка относи-
тельно невысокая, межсуставная область сравни-
тельно небольшая. Верхняя и нижняя фасетки
мыщелка объединены в уплощенную структуру
L-образной формы (с заметной выемкой на лате-
ральной стороне). Угловой отросток прямой, с

широким основанием, сужается слабо, в заднем
направлении достигает уровня края сочленовно-
го отростка.

Нижний резец I1 почти прямой, без четких до-
полнительных зубцов на слегка волнистой режу-
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щей кромке. Вершина резца слегка вздернута, ла-
биальный цингулид узкий, но четкий, лингваль-
ного цингулида нет. Медиальный гребень узкий,
но длинный, тянется от вершины резца к области
соединения корня с коронкой. Задний край лаби-
альной стороны коронки резца находится на
уровне передней части P4 (A2), задний край линг-
вальной стороны – перед альвеолой A1.

P4 характерной тетраэдрической формы, с заост-
ренным передним концом и немного вогнутым зад-
ним краем, высокой конической вершиной, двумя
ветвями V-образного постерокристида (лабиальная
ветвь заметно длиннее лингвальной), коротким та-
лонидом и мощно развитыми цингулидами.

На M1–M2 талонид немного шире тригонида.
Гребень энтоконида неполный. Лабиальный

цингулид узкий, но четкий, волнистый, с хорошо
выраженной ундуляцией под протоконидом M1.
Лингвальный цингулид слабый, иногда едва раз-
личимый. Прецингулид более длинный и широ-
кий на M2, чем на M1. Лабиальная входящая
складка (гипофлексид) M1–M2 открывается на-
много дорсальнее цингулида (особенно на M1).
M3 маленький и узкий; его тригонид соответству-
ет по строению M1–M2, а талонид редуцирован до
единственного бугорка (гипоконида), окаймлен-
ного хорошо развитым цингулидом с лабиальной,
задней и лингвальной сторон.

Р а з м е р ы  в мм. Экз. ПИН, № 5644/201: LI1–
M3dex – 8.1; LI1–M3sin – 8.1; LP4–M3dex – 4.8;
LP4–M3sin – 4.9; LM1–M3dex – 3.3; LM1–M3sin –
3.35; I1dex: L – 1.8, LT – 0.8, H – 1.4; I1sin: L – 1.9,

Рис. 2. Crocidura kornfeldi Kormos, 1934: а–в – экз. ПИН, № 5644/201, левые I1–A2, P4–M3 и правые I1, P4–M3 с окклю-
зиальной стороны: а – область резцов и антемоляров, б – правые P4–M3, в – левые P4–M3; г – экз. ПИН, № 5644/203,
фрагмент левой верхнечелюстной кости с P4–M1 c окклюзиальной стороны; д – экз. ПИН, № 5644/204, правые P4–M3
с окклюзиальной стороны; Россия, Крым, пещера Таврида; нижний плейстоцен.
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LT – 0.8, H – 1.3; A1sin: L – 1.3, W – 0.85; A2sin: L –
0.75, W – 0.6; P4dex: BL – 2.0, LL – 1.0, PE – 0.95,
W – 1.55; P4sin: BL – 2.0, LL – 1.05, PE – 1.0, W –
1.6; M1dex: BL – 1.5, LL – 1.35, PE – 1.25, AW –
1.85, PW – 2.05, PE-индекс – 0.28; M1sin: BL –
1.55, LL – 1.4, PE – 1.2, AW – 1.75, PW – 1.95, PE-
индекс – 0.23; M2dex: BL – 1.35, LL – 1.3, PE – 1.1,
AW – 1.85, PW – 1.6, PE-индекс – 0.21; M2sin:
BL – 1.4, LL – 1.35, PE – 1.1, AW – 1.9, PW – 1.5,
PE-индекс – 0.25; M3dex: L – 0.65, W – 1.3; M3sin:
L – 0.65, W – 1.3 (dex – правый, sin – левый).

Экз. ПИН, № 5644/210, I1: L – 1.81, LT – 0.73,
H – 1.26.

Экз. ПИН, № 5644/202, I1: L – 1.65, LT – 0.85,
H – 1.4.

Экз. ПИН, № 5644/203, P4: BL – 1.9, LL – 1.05,
PE – 0.9, W – 1.55; M1: BL – 1.5, LL – 1.3, PE –
1.05, AW – 1.65, PW – 1.85, PE-индекс – 0.33.

Экз. ПИН, № 5644/204: длина нижнечелюст-
ной кости от вершины I1 до задней стороны мы-
щелка – 11.2; LI1–M3 – 7.4; LP4–M3 – 4.8; LM1–
M3 – 3.9; I1: L – 3.2; P4: L – 1.1, W – 0.9; M1: L –
1.55, TRW – 1.05, TAW – 1.1; M2: L – 1.45, TRW –
0.95, TAW – 1.0; M3: L – 1.2, TRW – 0.7, TAW – 0.5;
высота горизонтальной ветви под M1 – 1.25, под
M2 – 1.25; HC – 1.45; LUF – 0.6; LLF – 1.3.

Экз. ПИН, № 5644/206: M1: L – 1.5, TRW –
0.95, TAW – 1.0; высота горизонтальной ветви под
M1 – 1.2, под M2 – 1.3; HC – 1.4; LUF – 0.55.

Экз. ПИН, № 5644/207: M1: L – 1.5, TRW – 0.9,
TAW – 1.0; высота горизонтальной ветви под
M1 – 1.5.

Экз. ПИН, № 5644/208: M1: L – 1.45, TRW –
0.85, TAW – 0.95; высота горизонтальной ветви
под M1 – 1.5.

Экз. ПИН, № 5644/211: длина от подбородоч-
ного отверстия до верхней точки дуги перед угло-
вым отростком – 5.09; высота венечного отростка
от верхней точки дуги перед угловым отростком –
4.19; LM1–M3 – 3.78; M1: L – 1.55, TRW – 0.97,
TAW – 1.07; M2: L – 1.48, TRW – 0.92, TAW – 0.97;
M3: L – 1.12, TRW – 0.68; высота горизонтальной
ветви под M1 – 1.31.

С р а в н е н и е .  Отличается от C. obtusa Kret-
zoi, 1938 (ранний – средний плейстоцен Европы)
отсутствием четкой спикулы венечного отростка
нижнечелюстной кости, более низким и слабее
отогнутым назад венечным отростком, более низ-
ким сочленовным мыщелком и меньшей межсу-
ставной областью, а также более дорсальным по-
ложением гипофлексида на M1–M2, от C. zorzii
Pasa, 1942 (плейстоцен Европы) – значительно
более мелкими размерами [см. 15, 16].

З а м е ч а н и я .  Моляры на фрагменте черепа
C. kornfeldi из Тавриды, экз. ПИН, № 5644/201,
отличаются пропорциями от типичных для со-
временных и многих ископаемых представителей
рода Crocidura вытянутых по ширине верхних ко-
ренных зубов – они более длинные и менее ши-
рокие, а также имеют более низкий PE-индекс.
Однако при этом по форме, строению и размерам
они четко соответствуют зубам на голотипе
C. kornfeldi [2, табл. 1, фиг. 1; 14, рис. 37]. В то же
время экз. ПИН, № 5644/203 по указанным пара-
метрам M1 близок к другим экземплярам C. korn-
feldi, демонстрирующим более типичные для Cro-
cidura пропорции верхних моляров [2, табл. 1,
фиг. 3–6; 6, рис. 2а]. Среди диагностических при-
знаков верхних щечных зубов C. kornfeldi указы-
ваются короткие и широкие P4 и M1–M2 [4, 14].
Вероятно, отличительным признаком этого вида
может быть меньшая в среднем глубина выемки
заднего края этих зубов. Значение изменчивости
по данному признаку можно оценить лишь на
массовых материалах. В строении нижней челю-
сти и нижних зубов различий между C. kornfeldi из
Центральной Европы и Средиземноморья и бе-
лозубкой из Тавриды не отмечается.

Белозубка Корнфельда была мелкой земле-
ройкой, ее масса тела оценивается в 8.5 г [17].
Присутствие белозубок в фаунистическом ком-
плексе является одним из указаний на наличие
открытых обстановок во времена существования
тавридской фауны.

Р а с п р о с т р а н е н и е .  Нижний плейстоцен
Европы.

М а т е р и а л .  Из пещеры Таврида (южный
коридор), из привходовой части (левый борт, без
детализации положения и глубины) фрагмент че-
репа с левыми I1–A2, P4–M3 и правыми I1, P4–M3

(экз. ПИН, № 5644/201); восемь экземпляров из
точки “Логово гиен” [см. 9]: фрагмент ростраль-
ной части черепа с правым I1 и альвеолами левых
I1–P4 и правых A1–P4 (экз. ПИН, № 5644/210;
шурф 3, глубина 200–300 см); изолированный ле-
вый I1 (экз. ПИН, № 5644/202; шурф 2, глубина
20–30 см); фрагмент левой верхнечелюстной ко-
сти с P4–M1 и альвеолами A1–A3 и M2 (экз. ПИН,
№ 5644/203; шурф 2, глубина 50–60 см); правая
нижнечелюстная кость с I1, P4–M3, альвеолой A1
и восходящей ветвью (экз. ПИН, № 5644/204;
шурф 2, глубина 50–60 см); правая нижнечелюст-
ная кость с M1, фрагментом корня I1, альвеолами
A1–P4, M2–M3 и восходящей ветвью (экз. ПИН,
№ 5644/206; шурф 2, глубина 40–50 см); фраг-
мент левой нижнечелюстной кости с M1 и альве-
олами M2 (экз. ПИН, № 5644/207; шурф 2, глуби-
на 20–30 см); фрагмент левой нижнечелюстной
кости с M1 (экз. ПИН, № 5644/208; шурф 2, глу-
бина 30–40 см); левая нижнечелюстная кость с
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фрагментом P4 и M1–M3 (экз. ПИН, № 5644/211;
шурф 3, глубина 200–300 см).
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EARLY PLEISTOCENE WHITE-TOOTHED SHREW CROCIDURA KORNFELDI 
(LIPOTYPHLA, SORICIDAE) FROM CRIMEA

Academician of the RAS A. V. Lopatina,# and A. S. Tesakovb

a Borissiak Paleontological Institute, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
b Geological Institute, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

#e-mail: alopat@paleo.ru

The remains of the white-toothed shrew Crocidura kornfeldi Kormos, 1934 (one skull fragment with almost
complete dentition, the fragmental rostral part of a skull with the left upper incisor, a maxillary fragment, five
mandibular fragments and an isolated upper incisor) from the Lower Pleistocene deposits of the Taurida cave
in the central Crimea (Belogorsk district, Zuya village) are described. This earliest European species of the
genus Crocidura was quite common in the Early Pleistocene of Central Europe and the Mediterranean; for
the first time, it is described from Crimea and the entire Eastern Europe.

Keywords: Crocidura kornfeldi, Soricidae, Lipotyphla, shrews, Early Pleistocene, Taurida cave, Crimea
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НОВЫЙ ВИД TYPHLOMYS (PLATACANTHOMYIDAE, RODENTIA) 
ИЗ СРЕДНЕГО ПЛЕЙСТОЦЕНА СЕВЕРНОГО ВЬЕТНАМА
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Из среднеплейстоценового пещерного местонахождения Там-Хай в северном Вьетнаме (провин-
ция Лангшон) по фрагменту верхнечелюстной кости и изолированным зубам описан новый вид ро-
ющих сонь Typhlomys stegodontis sp. nov. Эта первая находка ископаемых Platacanthomyidae во Вьет-
наме заполняет среднеплейстоценовый пробел в палеонтологической летописи семейства.

Ключевые слова: Typhlomys, роющие сони, Platacanthomyidae, Myomorpha, Rodentia, средний плей-
стоцен, Вьетнам, Лангшон
DOI: 10.31857/S2686738921060093

В настоящее время на севере Вьетнама обитает
весьма редкая роющая соня Typhlomys chapensis
Osgood, 1932, представитель небольшого семей-
ства колючих сонь (Platacanthomyidae) [1]. Этот
мелкий мышеобразный грызун, живущий в тро-
пических горных лесах, парадоксальным образом
приспособлен к древолазанию и к рытью; при
этом он почти слеп и ориентируется при передви-
жении с помощью ультразвуковой эхолокации,
подобно рукокрылым [2]. Современный ареал
вида ограничивается высокогорным районом
Шапа в провинции Лаокай на севере Вьетнама [1,
3, 4] и прилегающей областью Южного Китая
(= T. cinereus jingdongensis Wu et Wang, 1984; Юнь-
нань, Цзиндун) [5–8]. Палеонтологическая исто-
рия Typhlomys во Вьетнаме не изучена, тогда как в
Китае остатки нескольких видов роющих сонь
обнаружены в верхнем миоцене [9, 10], плио-
плейстоцене [11], нижнем плейстоцене [12–16] и
низах верхнего плейстоцена [17].

Ниже описаны ископаемые остатки Typhlomys
из Вьетнама – фрагмент верхнечелюстной кости
и изолированные зубы T. stegodontis sp. nov. из
среднего плейстоцена пещеры Там-Хай, провин-
ция Лангшон, уезд Биньзя (Bình Gia), собранные
экспедиционным отрядом Палеонтологического
института им. А.А. Борисяка РАН (ПИН) в марте
2021 г. в ходе работ Совместного Российско-Вьет-
намского Тропического научно-исследователь-
ского и технологического центра (Тропический

центр, Ханой). Пещера Там-Хай (Thẩm Hai, Tham
Hai) входит в пещерный комплекс Там-Кхюиен
(Thẩm Khuyên), известный совместными наход-
ками Homo erectus (Dubois, 1893) и Gigantopithecus
blacki von Koenigswald, 1935 и датированный сред-
ним плейстоценом (Там-Хай: 300–200 тыс. лет,
250 тыс. лет; Там-Кхюиен: 475 ± 125 тыс. лет) [см.
18–20]. В сборах 2021 г. из пещеры Там-Хай
обильно представлены остатки мелких млекопи-
тающих, включая насекомоядных (Erinaceidae,
Soricidae), рукокрылых (в том числе Pteropodidae)
и грызунов. Среди последних преобладают разно-
образные Muridae, сравнительно многочисленны
Hystricidae и Sciuridae, а наиболее редки Cricetidae
(Arvicolinae) и Platacanthomyidae (Typhlomys stego-
dontis sp. nov.).

Описанный в статье материал хранится в кол-
лекции ПИН, Москва. Терминология строения
зубов по [9], с изменениями (см. рис. 1). Фотогра-
фии сделаны с помощью сканирующего элек-
тронного микроскопа Tescan Vega 3 XMU в ПИН.

Отряд Rodentia Bowdich, 1821
Семейство Platacanthomyidae Alston, 1876

Род Typhlomys Milne-Edwards, 1877
Typhlomys stegodontis Lopatin, sp. nov.

Н а з в а н и е  в и д а  по совместному нахожде-
нию с вымершим родом хоботных Stegodon.

Г о л о т и п  – ПИН, № 5826/501, фрагмент
правой верхнечелюстной кости с M1–M2 (рис. 2);
северный Вьетнам, провинция Лангшон, пещера
Там-Хай; средний плейстоцен.

О п и с а н и е  (рис. 2, 3). Задний край основа-
ния переднего корня скуловой дуги расположен
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на уровне передней части M1. Моляры лофодонт-
ные, с плоской или немного вогнутой жеватель-
ной поверхностью, состоящей из шести попереч-
ных и диагональных гребней и пяти складок и до-
линок (на M3 – из пяти гребней и четырех
долинок). Верхние моляры трехкорневые, ниж-
ние – двухкорневые.

Верхние моляры со слабо выраженной линг-
вальной гипсодонтией. На M1–M2 диагональные
средние гребни (mid-ridges; передний дополни-
тельный гребень, протолоф, мезолоф и металоф)
и соответствующие долинки (парафоссетта, ме-
зофоссетта и метафоссетта) ориентированы под
углом около 45–60° к продольной оси зуба (рис. 2). 

M1 длинный и узкий, заметно сужающийся
спереди (рис. 3а). Антеролоф короткий, сильно
изогнут вперед. Передний дополнительный гре-
бень (anterior extra ridge) полный, ограничивает
сзади короткую и узкую замкнутую антерофос-
сетту (синклин Ia). Парафоссетта (синклин I) за-
крыта лабиально и лингвально, на голотипе раз-
двоенная – имеет антеролингвальное ответвле-
ние, достигающее эмалевой стенки зуба.
Протолоф и мезолоф широкие, субпараллельные,
в лингвальной части сближаются, но не сливают-

ся. Мезофоссетта (синклин II) открыта лабиаль-
но и лингвально, оба устья узкие и неглубокие
(рис. 3а). При сильном стирании мезофоссетта
лингвально замкнута, образован непрерывный
эндолоф (рис. 3б). Метафоссетта (синклин III)
открыта лабиально, ее лингвальный конец каса-
ется эмалевой стенки зуба в постеролингвальном
углу жевательной поверхности. Металоф и посте-
ролоф короткие. Постерофоссетта (синклин IV)
маленькая, закрытая.

М2 субпрямоугольных очертаний, сужающий-
ся сзади, по строению в целом близок M1. Антеро-
лоф длинный, прямой. Имеется относительно
длинная антерофоссетта. На голотипе парафос-
сетта имеет небольшое переднее ответвление,
примыкающее к антерофоссетте с лабиальной
стороны. Все долинки закрыты лингвально, эн-
долоф полный. При слабом стирании мезофос-
сетта лабиально открытая, другие долинки за-
мкнуты с лабиальной стороны, хотя соответству-
ющие гребни не сращены. Таким образом, на
ранней стадии стирания эктолоф не сформиро-
ван (рис. 3а), тогда как на более поздней – хоро-
шо развит (рис. 3в).

Рис. 1. Терминология элементов строения моляров
Typhlomys (по [9], с изменениями): а – правый M1; б –
правый M1. Обозначения: гребни: aer – передний до-
полнительный гребень (на верхних молярах); aerd –
передний дополнительный гребень (на нижних моля-
рах); al – антеролоф; ald – антеролофид; enl – эндо-
лоф; enld – эндолофид; hld – задний дополнительный
гребень (гиполофид); msl – мезолоф; msld – мезоло-
фид; mtl – металоф; mtld – металофид; pol – постеро-
лоф; pold – постеролофид; prl – протолоф; складки и
долинки: sI – парафоссетта (синклин I); sIa – антеро-
фоссетта (синклин Ia); sII – мезофоссетта (синклин
II); sIII – метафоссетта (синклин III); sIV – постеро-
фоссетта (синклин IV); sdI – мезофоссеттид (синкли-
нид I); sdIa – антерофоссеттид (синклинид Ia); sdII –
эктофоссеттид (синклинид II); sdIII – гипофоссеттид
(синклинид III); sdIV – постерофоссеттид (синкли-
нид IV).
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sdIII
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Рис. 2. Typhlomys stegodontis sp. nov., голотип ПИН,
№ 5826/501, фрагмент правой верхнечелюстной кости с
M1–M2 с окклюзиальной стороны; Вьетнам, провин-
ция Лангшон, пещера Там-Хай; средний плейстоцен.
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Судя по частично сохранившимся на голотипе

альвеолам, M3 по длине существенно уступает M2

(рис. 2).

На M1 диагональные средние гребни (перед-

ний дополнительный гребень, металофид и мезо-
лофид) и соответствующие долинки (мезофос-
сеттид и эктофоссеттид) ориентированы под уг-
лом около 35°–55° к продольной оси зуба, задний
дополнительный гребень (гиполофид) и гипо-
фоссеттид – субпоперечные (около 70°–85°). M1

удлиненный, узкий в передней части. Антероло-
фид плавно изогнут вперед. Передний дополни-
тельный гребень отчетливый, диагонально ориен-
тированный (сильно скошен постеролингвально),
соединяется с антеролофидом и эндолофидом и
замыкает длинный антерофоссеттид (синклинид
Ia), иногда разделенный надвое (рис. 3г). Метало-
фид, соединяющий протоконид с метаконидом,
является самым длинным из диагональных греб-
ней. Вместе с передним дополнительным гребнем
он обрамляет мезофоссеттид (синклинид I). При
слабом стирании (рис. 3д) дентиновые поля анте-
ролофида и металофида в передней части жева-
тельной поверхности разделены, а их эмалевые
стенки соприкасаются, но не сливаются. В соче-
тании с небольшим углублением стенки зуба в об-
ласти соединения указанных гребней это свиде-
тельствует о первоначальном наличии узкого и
мелкого антеролабиального выхода мезофоссет-

тида. С лингвальной стороны мезофоссетид от-

крыт на ранней стадии стирания (рис. 3д), но за-

мкнут на более поздних (рис. 3г, 3е). Эктофоссет-

тид (синклинид II) открыт лабиально и

лингвально либо упирается в эндолофид (рис. 3е).

Мезолофид хорошо развит, имеет три варианта

строения (морфотипа): (1) полный мезолофид,

связывающий мезоконид с эндолофидом (рис. 3г);

(2) свободный мезолофид, лингвально ограни-

ченный слитыми долинками эктофоссеттида и

гипофоссеттида (рис. 3д; см. сходное строение

мезолофида M1 у позднемиоценового T. primitivus
[9, табл. II, фиг. 11, 12, рис. 44a] и современного

T. cinereus [13, рис. 1–7]); (3) укороченный мезо-

лофид, в лингвальной части присоединенный к

заднему дополнительному гребню (рис. 3е). Ги-

пофоссеттид (синклинид III) открыт лабиально,

но замкнут лингвально (или имеет общий выход с

эктофоссеттидом, см. рис. 3д). Задний дополни-

тельный гребень (posterior extra ridge) соединяет

гипоконид с энтоконидом (рис. 3г, 3д) или мезо-

лофидом (рис. 3е). Постеролофид длинный, суб-

поперечный, параллельный заднему дополни-

тельному гребню. Постерофоссеттид (синклинид

IV) широкий, замкнутый (однако при слабом сти-

рании постеролофид и гиполофид лингвально не

слиты, см. рис. 3д), в антеролингвальной части

иногда связан с эктофоссеттидом (рис. 3е).

Рис. 3. Typhlomys stegodontis sp. nov.: а – голотип ПИН, № 5826/501, правые M1–M2; б – экз. ПИН, № 5826/551, левый M1;
в – экз. ПИН, № 5826/552, правый M2; г – экз. ПИН, № 5826/502, правый M1; д – экз. ПИН, № 5826/503, левый M1; е –
экз. ПИН, № 5826/553, левый M1; ж – экз. ПИН, № 5826/554, правый M3; Вьетнам, провинция Лангшон, пещера Там-Хай;
средний плейстоцен.
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M3 субтреугольный, короткий, сужающийся

сзади (рис. 3ж). Антерофоссеттид очень малень-
кий, антеролингвальный по положению. Перед-
ний дополнительный гребень, металофид, мезо-
лофид и постеролофид широкие, ориентированы
диагонально. Мезофоссеттид протяженный, за-
мкнутый. Эктофоссеттид открыт лабиально, а в
своей лингвальной части достигает эндолофида.
Гипофоссеттид закрытый, касается лингвальной
и лабиальной эмалевых стенок зуба. Задний до-
полнительный гребень и постерофоссеттид от-
сутствуют.

Р а з м е р ы  в мм. Длина M1–M2: 3.25 (голо-
тип).

Размеры зубов (L – длина, W – ширина, EH –
лабиальная высота коронки, IH – лингвальная

высота коронки): M1: L – 1.8, W – 1.1, EH – 0.55,
IH – 0.75 (голотип); L – 1.7, W – 0.95, EH – 0.5,

IH – 0.7 (экз. ПИН, № 5826/551); M2: L – 1.4, W –
1.1, EH – 0.5, IH – 0.7 (голотип); L – 1.4, W – 0.9,
EH – 0.45, IH – 0.6 (экз. ПИН, № 5826/552); M1:

L – 1.95, W – 1.15, EH – 0.75, IH – 0.75 (экз. ПИН,
№ 5826/502); L – 1.9, B – 1.1, EH – 0.9, IH – 0.8
(экз. ПИН, № 5826/553); L – 1.8, W – 1.05, EH –
0.8, IH – 0.8 (экз. ПИН, № 5826/503); M3: L – 1.0,

W – 0.8, EH – 0.3, IH – 0.4 (экз. ПИН, № 5826/554).

С р а в н е н и е .  По размерам зубов новый вид
существенно мельче позднемиоценового T. storchi
Qiu et Ni, 2019 и раннеплейстоценового T. macro-
urus Zheng, 1993, меньше позднемиоценового
T. hipparionum Qiu, 1989, но крупнее T. primitivus
Qiu, 1989 (поздний миоцен), T. intermedius Zheng,
1993, T. anhuiensis Jin et al., 2009 (ранний плейсто-
цен), современных T. nanus Cheng et al., 2017, T. ci-
nereus Milne-Edwards, 1877, T. chapensis Osgood,
1932, T. daloushanensis Wang et Li, 1996 и T. huang-
shanensis Hu et Zhang in Hu et al., 2021 (T. chapensis
из Вьетнама и Южного Китая, остальные виды из
Китая). От всех перечисленных видов T. stegodon-
tis sp. nov. отличается наличием морфотипа M1 с
раздвоенной парафоссеттой и морфотипа M1 с

лингвальным соединением мезолофида с задним
дополнительным гребнем. Кроме того, новый вид
отличается от T. primitivus относительно более
широким в передней части M1; от T. hipparionum –

относительно менее удлиненными M1 и M3; от

T. storchi – менее вытянутым в длину M1 с откры-

тыми эктофоссеттидом и гипофоссеттидом; от
T. macrourus – более низкокоронковыми и менее
удлиненными молярами, относительно более уз-

ким в передней части M1 и наличием антерофос-

сетты на M2; от T. intermedius – лабиально откры-

тыми мезофоссеттой и метафоссеттой M1; от
T. anhuiensis – сильнее редуцированным M3; от

T. chapensis – наличием антерофоссетты на M2 и
лабиально закрытым мезофоссеттидом M1; от

T. cinereus – относительно более узким в передней

части M1 и наличием антерофоссетты на M2; от
T. daloushanensis – относительно более узкими

M1–M2 и сильнее вытянутым M2; от T. nanus – на-

личием антерофоссетты на M2 и постерофоссет-
тида на M1, а также закрытым мезофоссеттидом

M1; от T. huangshanensis – более узкими M1–M2 и

наличием антерофоссетты на M2.

З а м е ч а н и я .  Большинство ископаемых ро-
ющих сонь известно преимущественно по изоли-
рованным зубам, поэтому сравнение зубных раз-
меров T. stegodontis sp. nov. с вымершими видами
Typhlomys проведено по верхним и нижним моля-
рам соответствующих локусов (данные по [9–16]).
В случае современных видов Typhlomys сравнива-
емым параметром является длина ряда верхних
моляров [см. 6–8]. Сохранность голотипа
T. stegodontis sp. nov. позволяет провести его срав-

нение с современными видами по длине M1–M3.

Расстояние от переднего конца коронки M1 до
заднего края сохранившегося фрагмента верхне-
челюстной кости, обломанной приблизительно
на уровне середины альвеолы заднего лабиально-

го корня M3 (см. рис. 2), составляет 4.0 мм. С уче-
том предполагаемых размеров отсутствующего

M3 аппроксимированная длина ряда верхних мо-
ляров голотипа T. stegodontis sp. nov. достигает
приблизительно 4.2–4.3 мм, что превосходит

средние значения длины M1–M3 всех современ-
ных видов и находится вблизи верхней границы
пределов изменчивости этого параметра у самых
крупных из них (минимум – среднее – максимум:
T. nanus: 3.13–3.31–3.49 мм, 3 экз. [7]; T. cinereus:
3.2–3.3–3.4 мм, 2 экз. [7]; 3.4–3.46–3.62 мм,
4 экз., самки; 3.39–3.74–3.86 мм, 4 экз., самцы [1];
3.4–3.6–3.7 мм, 6 экз. [6]; T. chapensis: 3.46–3.61–
3.85 мм, 21 экз. [7]; 3.55–3.85–4.09 мм, 11 экз.,
самки; 3.57–3.96–4.14 мм, 4 экз., самцы [1]; 3.9–
4.0–4.2 мм, 9 экз. [6]; T. huangshanensis: 3.56–3.74–
4.05 мм, 9 экз. [8]; T. daloushanensis: 3.57–3.81–
4.05 мм, 29 экз. [7]; 3.7–3.9–4.2 мм, 49 экз. [6]).

М а т е р и а л .  Помимо голотипа, из местона-
хождения Там-Хай шесть изолированных зубов:

M1 (экз. ПИН, № 5826/551), M2 (экз. ПИН,
№ 5826/552), три M1 (экз. ПИН, №№ 5826/502,

503, 553) и M3 (экз. ПИН, № 5826/554). Голотип и

экз. ПИН, №№ 5826/502, 503 происходят из ос-
новного костеносного слоя красно-бурых алевро-
литов верхней галереи пещеры (21°55′51.7″ с.ш.,
106°25′3.6″ в.д.); экз. ПИН, №№ 5826/551–554 –
из обособленной северной галереи (21°55′52.5″ с.ш.,
106°25′4.1″ в.д.).

Стегодонтовая роющая соня Typhlomys stego-
dontis sp. nov. из пещеры Там-Хай – первая наход-
ка ископаемых Platacanthomyidae во Вьетнаме.
Биохронологически она заполняет среднеплей-
стоценовый пробел в известной палеонтологиче-
ской летописи семейства.
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Анализ палеонтологических данных позволяет
сделать некоторые наблюдения относительно
эволюционной истории Typhlomys. Уже в позднем
миоцене этот род был представлен тремя филоге-
нетическими ветвями, к одной из которых при-
надлежит мелкий T. primitivus, ко второй – более
крупный T. hipparionum, а к третьей – уклоняю-
щийся по строению M1 и относительно очень

крупный T. storchi [9, 10]. В раннем плейстоцене
первая линия включала T. intermedius и T. anhuien-
sis [12–16], и именно с этой группой видов связы-
вается среднеплейстоценовый T. stegodontis sp.
nov., а также рецентный T. cinereus и все прочие
современные виды, недавно выделенные из его
состава при поддержке молекулярно-генетиче-
ских данных [см. 1, 7, 8]. Вторая линия оборвалась
в раннем плейстоцене на стадии T. macrourus, об-
ладавшего относительно высокими коронками
моляров [13]. Третья ветвь, видимо, не имела по-
томков. Следует отметить, что симпатрические ис-
копаемые виды (T. primitivus, T. hipparionum и T. stor-
chi в позднем миоцене, T. intermedius и T. macrourus
в раннем плейстоцене) существенно отличались
друг от друга по величине.

С учетом новых данных о современном разно-
образии Typhlomys [1, 7, 8] видовая принадлежность
сравнительно крупного представителя этого рода из
раннеплейстоценового пещерного местонахожде-
ния Лунгудун (Longgudong) в провинции Хубэй
Китая, отнесенного к ныне живущему виду T. ci-
nereus [14, рис. 5.27, A–F], подлежит пересмотру.
Указанная раннеплейстоценовая форма отлича-
ется от T. cinereus более крупными размерами зу-
бов [14, табл. 5.35], относительно более узким в

передней части M1 и наличием антерофоссетты

на M2. Этими признаками, а также общим строе-
нием M1 и M3, данная форма сближается с T. ste-
godontis sp. nov.; при этом она отличается от ново-

го вида строением мезофоссетты M2, закрытой
лабиально, но открытой лингвально (у стегодон-

товой роющей сони мезофоссетта M2, напротив,
открыта лабиально и закрыта лингвально). Вывод
о видовой принадлежности раннеплейстоцено-
вой хубэйской формы может быть сделан по ито-
гам специального изучения морфотипической
изменчивости массовых зубных остатков из пе-
щеры Лунгудун [см. 14]; пока ее следует рассмат-
ривать как Typhlomys sp.

В верхнем плейстоцене идентифицирован
только Typhlomys cinereus из Южного Китая [17].
При этом в настоящее время считается, что со-
временное довольно высокое видовое разнообра-
зие роющих сонь (не менее пяти аллопатрических
видов) на территории юго-восточного Китая и се-
верного Вьетнама является результатом таксоно-
мической диверсификации в условиях изолиро-
ванных горных областей [1, 6]. Открытие T. stego-
dontis sp. nov. в плейстоцене северного Вьетнама и

современное видовое разнообразие рода позволя-
ют предполагать существование нескольких сред-
не- и позднеплейстоценовых видовых линий
Typhlomys. Современный ареал T. chapensis (горы
Хоангльеншон на юге Китая и северо-западе
Вьетнама) и среднеплейстоценовая область оби-
тания T. stegodontis sp. nov. (северо-восточный
Вьетнам) разделены долиной Красной реки (Хон-
гха), которая в плейстоцене могла быть одной из
главных преград для распространения мелких
млекопитающих в данном регионе.
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A NEW SPECIES OF TYPHLOMYS (PLATACANTHOMYIDAE, RODENTIA) 
FROM THE MIDDLE PLEISTOCENE OF NORTHERN VIETNAM

Academician of the RAS A. V. Lopatin#

Borissiak Paleontological Institute, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
#e-mail: alopat@paleo.ru

A pygmy dormouse Typhlomys stegodontis sp. nov. is described on the base of the maxillary fragment and iso-
lated teeth from the Middle Pleistocene Tham Hai cave locality in northern Vietnam (Lang Son Province).
This first finding of the fossil Platacanthomyidae in Vietnam fills the Middle Pleistocene gap in the paleon-
tological record of the family.

Keywords: Typhlomys, pygmy dormouse, Platacanthomyidae, Myomorpha, Rodentia, Middle Pleistocene,
Vietnam, Lang Son
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РАННЕПЛЕЙСТОЦЕНОВАЯ РЫСЬ LYNX ISSIODORENSIS 
(FELIDAE, CARNIVORA) ИЗ ПЕЩЕРЫ ТАВРИДА, КРЫМ
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Из раннеплейстоценового местонахождения пещера Таврида (Крым, поздний виллафранк, возраст
1.8–1.5 млн. лет) описаны краниальные и нижнечелюстные остатки двух взрослых особей Lynx is-
siodorensis (Croizet et Jobert, 1828). Этот вид рысей был типичным представителем виллафранкской
фауны Восточного Средиземноморья. Отмечена высокая краниологическая изменчивость L. is-
siodorensis.

Ключевые слова: Lynx issiodorensis, поздний виллафранк, пещера Таврида, Крым, премоляры, ниж-
ний моляр, сагиттальный гребень, внутривидовая изменчивость
DOI: 10.31857/S2686738921060081

Пещера Таврида была открыта в 2018 г. Она
расположена на северном макросклоне Крым-
ских гор, в междуречье рек Бештерек и Фундуклы
(притоки р. Зуи, бассейн р. Салгир). В южном ко-
ридоре пещеры было обнаружено большое число
ископаемых костей наземных позвоночных. Этот
комплекс соответствует поздневиллафранкским
фаунам Европы (зоны MNQ18–MNQ19) и псе-
купскому фаунистическому комплексу России.
Время существования ассоциации определено в
интервале 1.8–1.5 млн. л.н. [1, 2]. В поздневил-
лафранкское время пещера через горизонталь-
ный южный коридор открывалась в склоне доли-
ны р. Зуя и использовалась хищниками как лого-
во [3–5].

В ходе раскопок 2020 г. в южном коридоре пе-
щеры в 150 м от входа были найдены остатки двух
особей исуарской рыси Lynx issiodorensis (Croizet
et Jobert, 1828): мозговая часть черепа с фрагмен-
том левой глазницы сравнительно молодой особи
(экз. ПИН, № 5644/90; рис. 1) и почти полная
нижняя челюсть (без резцов и клыков) старой
особи (экз. ПИН, № 5644/89; рис. 2). Кроме того,
там же и в 100 м от выхода были найдены фраг-

менты трех лопаток, две плечевые кости, две лок-
тевые кости, фрагменты пяти ребер, семи позвон-
ков, две полные большие берцовые кости и дру-
гие фрагменты не менее чем еще от пяти взрослых
особей.

Описанные в статье материалы хранятся в Па-
леонтологическом институте им. А.А. Борисяка
РАН (ПИН), Москва. Принятые сокращения:
Hbc – высота мозговой коробки; Lpo – посторби-
тальная длина черепа; Wbc – максимальная ши-
рина мозговой коробки; Wpo – ширина заглаз-
ничного перехвата; L – длина; W – ширина; Ld –
длина диастемы; La–p3 – длина нижней челюсти
от заднего края сочленовного отростка до перед-
него края р3; dex – правый; sin – левый; n – число
экземпляров; ЗММУ – Зоологический музей
Московского государственного университета им.
М.В. Ломоносова; APL – коллекция из местона-
хождения Апполония-1, Университет имени
Аристотеля в Салониках, Греция; ING – коллек-
ция из местонахождения Ингарано (Апулия),
Зоологический музей, Рим, Италия; MHNB Prr –
коллекция из местонахождения Перье, Музей
естественной истории, Базель, Швейцария;
MHNL QSV – коллекция из местонахождения
Сен-Валье, Музей естественной истории, Лион,
Франция; SBAU – Управление архивами архео-
логии Умбрии, Италия; TB – коллекция из ме-
стонахождения Туркобуния, Афинский универ-
ситет, Греция.

Сохранившаяся часть черепа (экз. ПИН,
№ 5644/90) включает мозговую коробку и боль-
шую часть левой глазницы (рис. 1). Поверхность
кости умеренно эродирована. Череп принадле-

УДК 569.742.7:551.793(477.75)
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жал сравнительно мелкой особи. По форме моз-
говая коробка сходна с экз. MHNB Prr 200 L. is-
siodorensis из местонахождения Этуэр, ранний
виллафранк Франции [6]. У экз. ПИН, № 5644/90

высота нейрокраниума по дорсовентральной оси
больше, чем у экз. MHNL QSV 1133 из Сен-Валье,
поздний плиоцен Франции [7]. Экз. SBAU 337653
L. issiodorensis valdarnesis Werdelin, 1981 из Пантал-

Рис. 1. Lynx issiodorensis (Croizet et Jobert, 1828), экз.
ПИН, № 5644/90, мозговая часть черепа с фрагмен-
том левой глазницы: a – с левой латеральной сторо-
ны; б – с дорсальной стороны; в – с вентральной сто-
роны; Крым, пещера Таврида; нижний плейстоцен.
Обозначения: 1 – сагиттальный гребень; 2 – левый
теменной гребень; 3 – сосцевидный отросток; 4 – по-
ложение заглазничного перехвата; 5 – околозатылоч-
ный отросток; 6 – передний край глазницы; 7 – подъ-
язычное отверстие; 8 – заднее рваное отверстие.
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Рис. 2. Lynx issiodorensis (Croizet et Jobert, 1828), экз.
ПИН, № 5644/89, парные ветви нижней челюсти: а –
экз. ПИН, № 5644/89a, правая нижнечелюстная
кость с р3–m1 с лабиальной стороны; б – экз. ПИН,
№ 5644/89б, левая нижнечелюстная кость с р4–m1 с
лингвальной стороны; в – левые и правая ветви ниж-
ней челюсти в анатомическом сочленении с окклю-
зиальной стороны; Крым, пещера Таврида; нижний
плейстоцен. Обозначения: 1 – массетерная ямка; 2 –
массетерный гребень; 3 – площадка для крепления
средней порции массетера (m. masseter medialis); 4 –
положение постеролингвального края альвеолы пра-
вого с1; 5 – край альвеолы левого с1; 6 – задний ко-
рень разрушенного при жизни левого р3 (альвеола
переднего корня оссифицирована).

(a)

(б)

(в)
20 мм

6
5

3

42
1

0



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 501  2021  

РАННЕПЛЕЙСТОЦЕНОВАЯ РЫСЬ LYNX ISSIODORENSIS (FELIDAE, CARNIVORA) 513

лы (поздний виллафранк Италии, Перуджа) рез-
ко отличается от экз. ПИН, № 5644/90 уплощен-
ной формой мозговой коробки [8].

Сагиттальный гребень развит на черепах L. is-
siodorensis из Сен-Валье (экз. MHNL QSV 1133),
Панталлы (экз. SBAU 337653) и Перье (экз.
MHNB Prr 200), также как у многих экземпляров
современной обыкновенной рыси L. lynx (Linnae-
us, 1758). Этот гребень у Lynx очень низкий – на
большей части протяжения его высота 1–2 мм.
Сагиттальный гребень на черепе из пещеры Та-
врида развит только в задней части свода черепа –
его длина всего 15 мм. Теменные гребни находят-
ся в 13–17 см друг от друга (рис. 1б). Форма лиро-
образной фигуры, образованной этими гребня-
ми, соответствует типу С, выделенному для
L. pardinus (Temmink, 1827) [9]. У современной
L. lynx степень развития сагиттального гребня
очень изменчива (n = 104, ЗММУ): у 36.7% экзем-
пляров он хорошо выражен, у 38.3% случаев он не
развит, и положение теменных гребней близко к
таковому у экз. ПИН, № 5644/90 (рис. 1). В 25%
случаев состояние теменных гребней близко к сли-
янию: расстояние между ними составляет 3–4 мм,
но сагиттальный гребень не сформирован. Пе-
редний край мозговой коробки широкий, что ти-
пично для Lynx. Отношение высоты мозговой ко-
робки к заглазничной длине черепа (Hbc/Lpo) у

образца из Крыма близко к значениям у L. lynx
(табл. 1).

Форма и размер слухового барабана у экз.
ПИН, № 5644/90 как у современной L. lynx: он
удлиненный и выпуклый (рис. 1в), в отличие от
округлого слухового барабана у экз. SBAU 337653
из Перуджи. Заглазничный перехват выражен
слабо – отношение ширины заглазничного суже-
ния к ширине мозговой коробки (индекс
Wpo/Wbc) у Lynx больше, чем у Puma и многих
других родов Felinae. Значение этого индекса у
современных и ископаемых видов Lynx имеет не-
высокую изменчивость (табл. 1). На черепе экз.
ПИН, № 5644/90 отверстие подъязычного нерва
(for. hypoglossum) и заднее рваное отверстие (for.
lacerum posterius) расположены близко в неболь-
шом углублении: образуется подобие единого си-
нуса, что свойственно L. pardinus, L. rufus (Schre-
ber, 1777) и L. issiodorensis (рис. 1в) [9, 10]. Такое
состояние данного признака считается ключевой
характеристикой этих трех видов [10].

Левая и правая нижнечелюстные кости, экз.
ПИН, № 5644/89, принадлежали одной старой
особи. Ветви нижней челюсти идеально стыкуют-
ся между собой в сохранившейся части симфиза,
имеют одинаковые размеры и особенности зуб-
ной морфологии (рис. 2). Угол смыкания ветвей
нижней челюсти в симфизе равен 50° (как у со-
временной L. lynx). По соотношению размеров

Таблица 1. Размеры нейрокраниума современной Lynx lynx (Linnaeus, 1758) и L. issiodorensis (Croizet et Jobert, 1828)
из нижнего плейстоцена Перуджи (Италия) и Крыма

1  Вычислено по фотографии из [8].

Параметр L. lynx, ЗММУ,
n = 24, min–max

L. issiodorensis

Перуджа, экз.
SBAU 337653 [8]

Крым, экз. 
ПИН, № 5644/90

1 Максимальная ширина мозговой коробки (Wbc) 54.8–64.5 62.3 58.8
2 Длина от носо-лобного шва до края затылочного 

гребня
94.9–118.2 105.31 88.7

3 Ширина заглазничного перехвата (Wpo) 35.2–44.1 43.6 44.8
4 Ширина в сосцевидных отростках 58.1–71.8 58.3 58.9
5 Высота мозговой коробки (от уровня основной заты-

лочной кости до верхней точки теменной кости, Hbc)
46.3–55.6 50.71 53.9

6 Высота мозговой коробки от верхней точки теменной 
кости до вентрального края слухового барабана

57.1–69.2 56.91 49.8

7 Длина от заглазничного перехвата до заднего края 
затылочного гребня (заглазничная длина черепа, Lpo)

65.9–78.6 71.4 78.1

8 Отношение высоты мозговой коробки к заглазничной 
длине черепа (Hbc/Lpo)

0.644–0.749,
n = 22;

среднее = 0.678
0.797 0.637

9 Отношение ширины заглазничного перехвата к ши-
рине мозговой коробки (Wpo/Wbc)

0.631–0.728
n = 22;

среднее = 0.693
0.699 0.762
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Lp3/Lm1 экз. ПИН, № 5644/89 занимает среднее
положение в поле значений L. issiodorensis (рис. 3).
L. pardinus характеризуется меньшими размерами
р3, р4 и m1 (рис. 3) [11].

Левый р3 сломан при жизни (альвеола его пе-
реднего корня оссифицирована), правый m1 рас-
колот вдоль длинной оси и его лабиальная часть
отсутствует. Оставшиеся зубы имеют следы зна-
чительного износа, особенно на вершинах бугор-
ков, в их лабиальной части (рис. 2). Особенность
морфологии нижней челюсти L. issiodorensis –
компактность щечного зубного ряда р3–m1 (при
более крупных размерах челюсти Lр3–m1 у нее
меньше, чем у L. lynx). Превосходство в длине че-
люсти у L. issiodorensis обеспечивается за счет
большего размера области массетерной ямки. Эта
особенность выражается отношением Lp3–
m1/La–p3 (табл. 2). Данные различия в пропор-
циях отражают только индивидуальную изменчи-
вость. Форма венечного и углового отростков,
длина диастемы, положение заднего края симфи-
за и другие детали морфологии нижней челюсти у
L. issiodorensis и L. lynx очень сходны.

В строении зубов экз. ПИН, № 5644/89 име-
ются следующие особенности. Главный бугорок
р3 невысокий (длина зуба больше его высоты), в
отличие от экземпляра из Аполлонии-1, Греция
[12]. Для L. issiodorensis характерно развитие пе-
реднего базального бугорка р3, который хорошо
выражен и на экз. ПИН, № 5644/89а (рис. 2а).
Последний премоляр р4 имеет очень крупный ба-
зальный бугорок, высота р4 меньше длины (стро-
ение сходно с р4 экз. ТВ-5 из нижнего вил-
лафранка Греции [13]). На экз. ПИН, № 5644/89
Lm1 больше среднего значения для вида. При
этом по массивности зуба (Wm1) он занимает од-
но из первых мест в выборке (рис. 3). По длине
лезвие параконида равно лезвию протоконида.
Высота параконида равна высоте протоконида.
Задний гребень протоконида хорошо развит. Та-
лонид рудиментарный, метаконид отсутствует,
что типично для L. issiodorensis (рис. 2). Прикор-
невая часть альвеолярного края челюсти в обла-
сти обоих m1 имеет следы патологической дегра-
дации (рис. 2а, 2в), вероятно, связанной с перио-
донтитом.

L. issiodorensis близка по краниальной морфо-
логии к L. lynx и L. canadensis Kerr, 1792. Наиболее
надежным признаком, разделяющим их, является
полуобъединенное состояние заднего рваного от-
верстия и подъязычного отверстия (их располо-
жение в едином углублении) у L. issiodorensis. Та-
кое полуобъединенное состояние этих отверстий
характерно также для современных и ископаемых
L. pardina. Считается, что L. issiodorensis, L. pardina
и L. rufus отличаются от L. lynx и L. canadensis еще
одним краниальным признаком – отсутствием
сагиттального гребня [9, 10]. Однако развитие са-

Рис. 3. Диаграммы соотношения размеров нижних
щечных зубов (в мм) у некоторых представителей ро-
да Lynx (по [11] c учетом экз. ПИН, № 5644/89): а –
отношение длины к ширине m1 (Lm1/Wm1); б – от-
ношение длины р4 к длине m1 (Lp4/Lm1); в – отно-
шение длины р3 к длине m1 (Lp3/Lm1).
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гиттального гребня у L. lynx очень изменчиво. В
то же время черепа L. issiodorensis из Сен-Валье,
Перье и Панталлы имеют сагиттальный гребень.
У черепов из Италии и Испании, отнесенных к
L. pardina, сагиттальный гребень тоже иногда
сформирован (экз. ING 76) [10]. Таким образом,
степень развития этого признака у Lynx варьирует.

По морфологии посткраниального скелета ви-
ды Lynx неотличимы. 

Сравнение находок из пещеры Таврида с мате-
риалами по L. issiodorensis [6–8, 10, 11, 14] позво-
ляет заключить, что крымские экземпляры при-
надлежат этому виду. Они имеют минимальное
сходство с наиболее уклоняющейся формой вида
L. issiodorensis valdarnesis. В этой статье мы не рас-
сматриваем подвиды исуарской рыси. Обзор раз-
нообразия форм, объединяемых в L. issiodorensis,
и уровень изменчивости краниологических при-
знаков у ископаемых и современных представи-
телей Lynx приводят к заключению о недостаточ-
ной разработанности таксономии ископаемых
рысей рубежа плиоцена–плейстоцена в Евразии.

Lynx issiodorensis иногда считается прямым
предком всех современных видов рода Lynx [15];
при этом несоответствие ряда признаков этой ги-
потезе объясняется реверсивной эволюцией.
Анализ ДНК современных Felidae не подтвержда-
ет эту гипотезу [16].

Экземпляры L. issiodorensis из пещеры Таврида
являются типичными представителями данного
вида – как по размерам, так и по пропорциям че-
репа, зубов и деталям их морфологии. При этом
отмеченные выше особенности строения черепа
L. issiodorensis из европейских местонахождений

свидетельствуют о высокой внутривидовой кра-
ниологической изменчивости.

Находка L. issiodorensis в Крыму подтверждает
ранее определенный поздневиллафранкский воз-
раст костеносного слоя пещеры Таврида [1, 2] и
является связующим звеном между восточной и
западной частями ареала этого вида в раннем
плейстоцене.
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EARLY PLEISTOCENE LYNX ISSIODORENSIS (FELIDAE, CARNIVORA) 
FROM THE TAURIDA CAVE, CRIMEA
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The cranial and mandiblular remains of two adult individuals of Lynx issiodorensis (Croizet et Jobert, 1828)
are described from the Early Pleistocene locality of the Taurida cave (Crimea, Late Villafranchian, 1.8–1.5
Ma). This lynx species was a typical representative of the Villafranchian fauna of the Eastern Mediterranean.
A high craniological variability of L. issiodorensis is noted.

Keywords: Lynx issiodorensis, Late Villafranchian, Taurida cave, Crimea, premolars, lower molar, sagittal
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В Восточно-Сибирском море впервые обнаружены погонофоры (Annelida, Siboglinidae). На основе
молекулярно-филогенетического анализа найденные экземпляры предположительно отнесены к
роду Oligobrachia. Станции, на которых обнаружены погонофоры, находятся в районе, где выявлены
метановые просачивания. Это подтверждает ранее высказанную гипотезу о связи погонофор с рай-
онами подводных просачиваний метана.

Ключевые слова: погонофоры, биогеография, Восточно-Сибирское море, Арктика, метановые про-
сачивания, Oligobrachia, Siboglinidae, Frenulata, Annelida
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Siboglinidae Caullery, 1914 – это группа мор-
ских беспозвоночных, жизнедеятельность кото-
рых обеспечивается за счет симбиотических хе-
моавтотрофных или гетеротрофных бактерий,
обитающих внутри клеток специального органа –
трофосомы. По современным данным Siboglini-
dae – это одно из семейств седентарных Annelida
[1]. Френулятные погонофоры (Frenulata) – са-
мая многочисленная по числу видов группа сибо-
глинид, в трофосоме которых могут обитать как
сульфид-окисляющие, так и метан-окисляющие
симбионты [2]. В районах углеводородных проса-
чиваний в толще осадка при участии микроорга-
низмов происходит окисление метана за счет
сульфатов, в результате чего создаются высокие
концентрации сульфидов [3, 4]. Вот почему фре-
нулятные погонофоры, содержащие не только
метан-окисляющих, но и сульфид-окисляющих
симбионтов, обитают в районах углеводородных
просачиваний. Ранее [5, 6] на примере Охотского
моря была высказана гипотеза о том, что распре-
деление погонофор коррелирует с районами вы-
соких концентраций метана в осадке и в придон-

ной воде. В российском секторе Арктического
бассейна, до настоящего момента, френулятные
погонофоры были известны только в Баренцевом
и Карском морях, а также в море Лаптевых [7–9].
Настоящая статья представляет собой сообщение
о первой находке погонофор в Восточно-Сибир-
ском море.

В ходе работ в 69-го рейса НИС “Академик
Мстислав Келдыш” Института океанологии РАН
им. П.П. Ширшова 27/07/2016 на станциях 5602
(73°14′ с.ш., 156°26.2′ в.д.) и 5606 (75°38′ с.ш.,
161°59.9′ в.д.) на глубине 26 и 48 м, соответствен-
но, были найдены трубки погонофор с фрагмен-
тами мягкого тела. На обеих станциях осадок
представлял собой алевритово-пеллитовый ил,
температура придонной воды составляла –1.4°С и
–1.8°С, соленость придонного слоя воды 32.6 и
31.8‰ на станциях 5602 и 5606 соответственно.
Одна неполная трубка со станции 5602 была за-
фиксирована в параформе и три неполных труб-
ки со станции 5606 были зафиксированы в 96%
этиловом спирте. Два неполных экземпляра по-
гонофор были извлечены из двух трубок со стан-
ции 5606.

Сайты находок погонофор в Восточно-Сибир-
ском море расположены в западной и северо-за-
падной частях шельфа Восточно-Сибирского мо-
ря. Станции 5602 и 5606 располагалась, соответ-
ственно, на юго-восток и на юго-запад от острова
Новая Сибирь (рис. 1).
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Трубки, обнаруженные на обеих станциях,
имели идентичное строение: передняя часть тру-
бок пленчатая, мягкая и полупрозрачная, осталь-
ная часть трубки упругая, визуально разделена
прозрачными кольцами на сегменты (рис. 2).

Трубки окрашены в желтоватые тона до оран-
жевого цвета, местами трубки имеют темно-бу-
рую окраску. Диаметр трубок составляет 0.7–0.9 мм
и практически постоянен на протяжении длины
имеющихся фрагментов. Морфология трубок
позволила сделать предположение о близости
найденных экземпляров к роду Oligobrachia, одна-
ко плохая сохранность мягкого тела не позволила
сделать морфологическое описание найденных
экземпляров. Для надежного определения таксо-
номической принадлежности найденных погоно-
фор мы воспользовались методом молекулярно-
филогенетического анализа. Несмотря на то что
для анализа нами был использован материал
только с одной станции, идентичная морфология
трубок, найденных на обеих станциях, дает осно-
вание относить все найденные экземпляры к од-
ному и тому же виду.

Всего для проведения данного молекулярно-
филогенетического анализа нами были использо-
ваны 106 последовательностей, 6 из них принад-
лежали новым находкам из Восточно-Сибирско-
го моря, остальные 100 принадлежали различным
таксонам погонофор и представителям рода Scler-

olinum Southward, 1961. Все последовательности
были ранее опубликованы в ГенБанке NCBI. Вы-
равнивание последовательностей включало 2562
позиции пар нуклеотидов. Реконструкция фило-
генетического дерева была выполнена с помо-
щью Байесовского анализа (Bayesian Inference,
BI) в программе MrBayes 3.1.2. по объединенным
последовательностям четырех фрагментов генов
(COI, 16S, 18S, 28S). Финальные филогенетиче-
ские реконструкции были визуализированы в
программе Fig Tree Drawing Tool v.1.4.0. Получен-
ное филогенетическое древо представлено на
рис. 3.

На представленном дереве все три вида аркти-
ческих видов Oligobrachia формируют общую кла-
ду с апостериорной вероятностью p = 1, каждый
вид в отдельности также формирует монофилетиче-
ские клады с высокой степенью поддержки (р = 1).
Найденные в Восточно-Сибирском море погоно-
форы образуют монофилетическую кладу с пред-
ставителями Oligobrachia CPL-clade (р = 1). Таким
образом, новые находки погонофор из Восточно-
Сибирского моря предположительно следует от-
нести к роду Oligobrachia.

Первым видом погонофор рода Oligobrachia,
найденным в арктических водах, был O. haakon-
mosbiensis Smirnov, 2000, который имеет прерыви-
стый ареал, охватывающий Норвежское море, се-
веро-западную часть Баренцева моря и море Лап-

Рис. 1. Карта Восточно-Сибирского моря с указанием станций, на которых обнаружены погонофоры Oligobrachia (от-
мечены звездочками) и полигона, на котором обнаружены метановые факелы (прямоугольник).
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тевых [8]. Сен с соавт. [10, 11] показали, что
находки погонофор, обозначенных как O. haa-
konmosbiensis, в действительности представляют
собой находки представителей комплекса крип-
тических видов.

Эти виды плохо различаются по морфологиче-
ским особенностям, однако при молекулярно-
филогенетическом анализе образуют 3 хорошо
различимых кластера, которые можно рассматри-
вать как три отдельных вида [10, 11]. Типовой вид
O. haakonmosbiensis распространен в Норвежском
море на востоке в нескольких точках вдоль грани-
цы шельфа (721–1303 м). Второй вид, обозначен-
ный как Oligobrachia CPL-clade, имеет широкий
ареал от архипелага Шпицберген на границе

Норвежского и Баренцева моря до Восточно-Си-
бирского моря (включая данную находку) на глу-
бине (26–380 м) [8, 10]. Третий вид, обозначен-
ный как Oligobrachia sp. Vestnesa, известен только
из двух местонахождений в районе хребта Вестне-
са на северо-западе от архипелага Шпицберген на
глубине 1200 м, где также встречается типовой
вид O. haakonmosbiensis [11]. Кроме того, погоно-
форы сходной морфологии были описаны к севе-
ро-востоку от архипелага Шпицберген на глуби-
нах 2090–2166 м, однако без молекулярно-фило-
генетического анализа невозможно точно
установить, относятся ли данные погонофоры к
типовому виду O. haakonmosbiensis или одному из

Рис. 2. Трубки Oligobrachia sp. CPL-clade из Восточно-Сибирского моря. а – трубка со станции 5602 (масштаб 0.5 см),
б – передние концы трубок, обнаруженных на станции 5606 (масштаб 2 мм).

(а) (б)

2 
м

м

0.
5 

см
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двух пока не описанных Oligobrachia CPL-clade
или Oligobrachia sp. Vestnesa [8].

Все представители арктических олигобрахий
(O. haakonmosbiensis, Oligobrachia CPL-clade и Oli-
gobrachia sp. Vestnesa) описаны из различных био-
топов, ассоциированных с подводными метано-
выми проявлениями – сипами, кратерами, грязе-
выми вулканами и покмарками [7, 8, 10–12].
Представители рода Oligobrachia (которые, веро-
ятно, соответствуют Oligobrachia CPL-clade) най-
дены в море Лаптевых только в районах метано-
вых просачиваний и не были обнаружены ни на
одной из станций с фоновыми концентрациями
метана [8]. Станция 5606, на которой были обна-
ружены представители рода Oligobrachia в Восточ-
но-Сибирском море, практически совпадает с
полигоном, на котором зарегистрированы мета-
новые факелы [13]. Прямых измерений концен-
трации метана на станции 5602 не было. Можно

только предполагать, что в этом районе высокие
концентрации метана, необходимые для жизне-
деятельности погонофор, могут возникать за счет
деградации вечной мерзлоты под воздействием
речного стока [14]. В целом имеющиеся данные
показывают, что и в арктических морях погоно-
форы могут выступать как индикаторы метано-
вых просачиваний.

ИСТОЧНИК ФИНАНСИРОВАНИЯ

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РНФ в рамках научного проекта № 18-14-
00141-П.
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Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

Рис. 3. Положение Oligobrachia sp. CPL-clade из Восточно-Сибирского моря на филогенетическом дереве френулят-
ных погонофор, построенным по методу Байеса по матрице конкатенированных последовательностей 4 генов (COI,
16S, 18S, 28S). Цифры над ветвями указывают апостериорные вероятности.
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Все процедуры, проводимые в исследованиях с уча-
стием животных, соответствовали этическим стандар-
там учреждения или принятой практике для таких ис-
следований.

Информированное согласие было получено от всех
участников исследования.
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THE FIRST DISCOVERY OF POGONOPHORES (Annelida, Siboglinidae) 
IN THE EAST SIBERIAN SEA COINCIDES WITH THE AREAS 

OF METHANE SEEPS
N. P. Karasevaa, N. N. Rimskaya-Korsakova a, I. A. Ekimovaa, V. N. Kokarevb, M. I. Simakovc,
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Pogonophores (Annelida, Siboglinidae) were first discovered in the East Siberian Sea. Based on molecular
phylogenetic analysis, the found specimens are presumably assigned to the genus Oligobrachia. The stations
where the pogonophores were found are located in the area where methane seeps were detected. This con-
firms the previously stated hypothesis about the connection of pogonophores with areas of underwater meth-
ane seepage.

Keywords: pogonophores, biogeography, East Siberian Sea, Arctic, methane seeps, Oligobrachia, Siboglini-
dae, Frenulata, Annelida
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Впервые при моделировании посттравматического стрессового расстройства (ПТСР) охарактери-
зовано морфофункциональное состояние надпочечников устойчивых и неустойчивых к предатор-
ному стрессу (страх грызунов перед хищником) крыс Вистар. Несмотря на выраженные признаки
дисфункции адреналовых желёз у обоих фенотипов, у устойчивых животных выявлены утолщение
камбиальной зоны и высокие значения индекса функциональной активности стволовых клеток
этой зоны, что свидетельствует о продуктивной адаптации. Приоритетными являются данные о не-
посредственной связи между снижением уровня кортикостерона и тестостерона с надпочечниковой
недостаточностью при моделировании ПТСР. Полученные в работе сведения позволяют рассмат-
ривать стволовые клетки надпочечников в качестве потенциальных терапевтических мишеней.

Ключевые слова: крысы Вистар, посттравматическое стрессовое расстройство, морфофункциональ-
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Опасное заболевание, провоцируемое вируса-
ми из семейства коронавирусов, первоначально
вспыхнувшее в Китае в конце 2019 г., быстро рас-
пространилось по всем континентам. В январе
2020 г. Всемирная организация здравоохранения
(ВОЗ) дала официальное название коронавиру-
су – COVID-19, а в марте была объявлена пан-
демия. Пандемии и эпидемии всегда имеют массу
негативных последствий социально-политиче-
ского, экономического, социально-психологиче-

ского и ситуационного характера, поэтому они
связаны с неблагоприятным влиянием на психи-
ческое здоровье населения. Уже в середине 2020 г.
появились многочисленные свидетельства о том,
что во всех странах у населения обнаружился вы-
сокий процент симптоматики посттравматиче-
ского стрессового расстройства (ПТСР). Харак-
терными особенностями ПТСР являются, во-
первых, отсроченное проявление симптомов и,
во-вторых – развитие заболевания не у всех
стрессированных индивидуумов [1]. Так, напри-
мер, по сведениям эпидемиологических исследо-
ваний, в Китае среди 2450 студентов колледжей,
помещенных на домашний карантин, распро-
страненность ПТСР и депрессии составила 2.7 и
9.0% соответственно [2]. Таким образом, в насто-
ящее время существует острая необходимость ак-
тивно исследовать механизмы формирования
адаптивного ответа при ПТСР. В настоящее вре-
мя в приоритете работы, рассматривающие в де-
талях отклик организма восприимчивых и устой-
чивых к развитию ПТСР индивидов, или особей.
Определение молекулярной, клеточной и морфо-
функциональной основы индивидуальных разли-
чий в реакции на стресс имеет решающее значе-
ние для понимания патофизиологии и лечения
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ПТСР [3, 4]. До сих пор остается не вполне ясным
морфофункциональное состояние надпочечни-
ков (адреналовых желёз) – существенного источ-
ника гормонов-регуляторов многих ключевых
процессов в организме млекопитающих и важно-
го элемента гипоталамо-гипофизарно-адренало-
вой системы. Отсутствуют сведения о сравнении
надпочечников неустойчивых и устойчивых к
стрессу особей.

Цель исследования – при моделировании
посттравматического стрессового расстройства
определить интегральные показатели морфо-
функционального состояния надпочечников
крыс Вистар, произвести сравнение показателей
устойчивых и неустойчивых к стрессу особей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа проведена в осенне-зимний период на
половозрелых крысах-самцах Вистар (n = 60) с
исходной массой тела 180–200 г. Животных со-
держали по 10 особей. ПТСР воспроизводили,
используя общепризнанную модель предаторно-
го стресса – эволюционно закрепленного, изби-
рательного страха грызунов перед хищником и
его запахом, разработанную Hagit Cohen и Joseph
Zohar и усовершенствованную Vadim Tseilikman
и соавт. [5, 6]. В работах Vera Voznessenskaya и со-
авт., а также Raimund Apfelbach и соавт. показано,
что воздействие запаха хищника настолько зна-
чительно для грызунов, что активирует не только
поведенческий рефлекс – бегство, но и абортив-
ную реакцию у беременных самок [7–9]. Были
сформированы 2 группы: 1-я – интактные крысы
(n = 20); 2-я – животные, подвергаемые предатор-
ному стрессу (кошачья моча) по 10 мин в течение
10 сут с последующим содержанием в течение
14 сут в обычных условиях (ПТСР) (n = 40). Все
экспериментальные процедуры проводили со-
гласно требованиям “Правил проведения работ с
использованием экспериментальных животных”
(1984) и в соответствии с директивой Европей-
ского парламента 2010/63/EU“О защите живот-
ных, используемых в экспериментальных целях”
(от 22.09.2010).

Для выявления поведенческих проявлений
развития ПТСР, животных в конце эксперимента
тестировали в течение 10 мин (600 с) в “Припод-
нятом крестообразном лабиринте” (ПКЛ).
Вычисляли разработанный H. Cohen и соавт.
индекс тревожности (ИТ), по формуле: ИТ = 1 –
– [(ВОР/ВТ + ЧЗОР/ОЧЗ)/2], где ВОР – время
нахождения в открытых рукавах ПКЛ, ВТ – вре-
мя тестирования в с, ЧЗОР – число заходов в от-
крытые рукава, ОЧЗ – общее число заходов в ру-
кава [10].

Крыс выводили из эксперимента передози-
ровкой золетила. Левые надпочечники фиксиро-

вали в жидкости Буэна, заливали в парафин. Ги-
стологические экваториальные срезы надпочеч-
ников толщиной 4–5 мкм окрашивали
гематоксилином и эозином. При помощи морфо-
метрической программы AxioVision на микрофо-
тографиях, полученных с помощью микроскопа
Axioplan 2 imaging, производили на каждом срезе
10 измерений толщины функциональных зон
коркового вещества и диаметра кариона эндо-
криноцитов. Рассчитывали индекс функцио-
нальной активности адренокортикоцитов каждой
зоны по формуле: ИФА = (ТФЗ * СДК)/100, где
ТФЗ – толщина функциональной зоны, СДК –
средний диаметр кариона, рассчитанный по фор-
муле:  [11].

В сыворотке крови крыс методом иммунофер-
ментного анализа (ИФА) определяли уровень
кортикостерона “IBL” (Германия) и тестостерона
DBC (Канада), используя иммуноферментный
анализатор ANTHOS (Австрия).

Сравнение экспериментальных групп произво-
дили при помощи ANOVA, критерия Краскела–
Уоллиса для множественных сравнений, U-кри-
терия Манна–Уитни для парных сравнений. Ре-
зультаты выражали как Me (Qн; Qв) – медиана,
нижний и верхний квартили. Различия считали
статистически значимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

Общеизвестно, что ПТСР развивается далеко
не у всех субъектов (людей и животных), подвер-
гавшихся одинаковому стрессу [1, 2]. При тести-
ровании крыс в ПКЛ установлено, что по сравне-
нию с контрольными и устойчивыми к стрессу
крысами, неустойчивые особи характеризовались
более выраженным анксиогенным эффектом,
проявляющимся в снижении времени нахожде-
ния в открытых рукавах ПКЛ, числа заходов в них
и локомоторной активности (табл. 1). Показатели
устойчивых к стрессу особей отличались от кон-
трольных лишь по времени нахождения в откры-
тых рукавах ПКЛ, которые, так же, как и у не-
устойчивых крыс, уменьшались, однако были в
5.6 раза выше, чем у низкоустойчивых особей.
Правомерность фенотипирования популяции, в
дополнение к вышеуказанным показателям, под-
тверждалась интегральным параметром – индек-
сом тревожности, который был достоверно зна-
чимо повышен у неустойчивых к стрессу живот-
ных, тогда как значения этого параметра
устойчивых особей не отличались от контроля
(табл. 1).

Сравнение содержания кортикостерона и те-
стостерона в сыворотке крови продемонстриро-
вало снижение содержания определяемых гор-
монов у всех стрессированных крыс (табл. 1).

Макс Мин*
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КОНДАШЕВСКАЯ и др.

Снижение уровня кортикостерона является об-
щепризнанным показателем развития ПТСР-по-
добного состояния [6, 10, 12, 13]. Тем не менее
значения содержания кортикостерона у высоко-
устойчивых крыс были достоверно значимо вы-
ше, чем у неустойчивых (табл. 1). В нашем преды-
дущем эксперименте, было установлено, что еще
до моделирования стресса крысы, оказавшиеся
впоследствии неустойчивыми к стрессу, характе-
ризовались более высоким уровнем кортикосте-
рона. Удалось определить, что у устойчивых к
стрессу животных преобладает цитохром P4503A-
зависимый метаболизм глюкокортикоидов, а у
неустойчивых – зависящий от 11β-гидроксисте-
роиддегидрогеназы типа 2 [13].

Уровень тестостерона уязвимых особей ока-
зался наиболее низким (табл. 1). Аналогичное
снижение уровня тестостерона отмечено у комба-
тантов при диагностировании выраженного
ПТСР [14, 15]. Кроме того, снижение уровня те-
стостерона – основного анаболического гормона,
обычно связано с риском развития ишемической
болезни сердца и другими заболеваниями сердеч-
но-сосудистой системы [16, 17].

Необходимо акцентировать внимание на сни-
жении интегрального показателя отношения
уровня тестостерона к уровню кортикостерона у
неустойчивых к стрессу животных (табл. 1). По-
следнее свидетельствует о преобладании у не-
устойчивых крыс катаболических процессов над
анаболическими, что при дополнительных фак-
торах риска чревато сбоем работы функциональ-
ных систем. В то же время этот показатель у высо-
коустойчивых особей не отличался от контроля
(табл. 1).

Анализируя морфологическое состояние кор-
кового вещества надпочечников, которое отража-
ет статус гипоталамо-гипофизарно-адреналовой
системы, установлено, что после развития ПТСР-
подобного состояния у всех стрессированных
крыс отмечено уменьшение толщины коркового
слоя надпочечников на 46.1–44.3%, происходя-
щее в основном за счет сокращения толщины
пучковой на 48.1–50.2% и сетчатой на 43.9–50.1%
зон (табл. 2). При этом интегральный показатель –
индекс функциональной активности клеток
(ИФАК) этих зон значительно снижался при мо-
делировании ПТСР (табл. 2). В то же время

Таблица 1. Показатели поведения крыс Вистар в “Приподнятом крестообразном лабиринте”, уровня тестосте-
рона и кортикостерона в сыворотке крови при моделировании посттравматического стрессового расстройства
Me (Qн; Qв)

Примечание: * – достоверно значимые отличия от контроля,
# – достоверно значимые отличия при сравнении опытных групп.

Показатель Контроль (1) Высокоустойчивые
к стрессу крысы (2)

Низкоустойчивые
к стрессу крысы (3)

Время нахождения в открытых рукавах, с 178.6 (136.3; 228.8) 106.7*# (55.1; 165.1)
р1–2 = 0.0029
р2–3 = 0.0001

19.2 (67.1; 38.3)*#

р1–3 = 0.0001

Число заходов в открытые рукава, усл. ед. 4.9(2.8; 9.8) 5.2 (3.9; 6.3)#

р1–2 = 0.7103
р2–3 =0.0001

1.7 (1.0; 2.7)*#

р1–3 = 0.0011

Общее число заходов в рукава, усл. ед. 16.2(11.1; 22.8) 17.5 (15.7; 25.1)#

р1–2 = 0.5416
р2–3 = 0.0001

8.6 (4.2; 12.1)*#

р1–3 = 0.0004

Индекс тревожности, усл. ед. 0.72(0.64; 0.81) 0.72 (0.64; 0.79)#

р1–2 = 0.9250
р2–3 = 0.0007

0.91 (0.67; 0.75)*#

р1–3 = 0.0001

Тестостерон (Т), нмоль/л 14.3(8.5; 22.9) 8.7 (5.6; 13.7)*#

р1–2 = 0.0401
р2–3 = 0.0014

4.1 (2.8; 4.8)*#

р1–3 = 0.0004

Кортикостерон, (Кор) нмоль/л 436.5 (309.9; 524.9) 275.5*# (194.3; 343.2)
р1–2 = 0.0004
р2–3 = 0.0014

166.8*# (116.2; 233.2)
р1–3 = 0.0004

Отношение Т/Кор 0.039 (0.021; 0.065) 0.035# (0.024; 0.051)
р1–2 = 0.7192
р2–3 = 0.0235

0.025*# (0.018; 0.041)
р1–3 = 0.0412
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ИФАК пучковой зоны устойчивых крыс был до-
стоверно значимо выше, чем уязвимых, тогда как
значения ИФАК сетчатой зоны этих особей были
сходны (табл. 2). Тем не менее более масштабные
морфофункциональные трансформации наблю-
дались у неустойчивых к стрессу животных, у ко-
торых, в дополнение к указанным изменениям,
обнаружено более существенное по сравнению с
контролем и устойчивыми крысами уменьшение
толщины клубочковой зоны – на 18.2 и 14.4% со-
ответственно, сопровождающееся наименьшими
показателями ИФАК этой зоны (табл. 2). Тогда
как показатели ИФАК клубочковой зоны устой-
чивых крыс были самыми высокими, превышая

контрольные значения на 24 и 29.2% – значения
неустойчивых к стрессу особей (табл. 2).

В 1994 г. группой японских исследователей
была идентифицирована и охарактеризована но-
вая зона надпочечников крыс, расположенная
между клубочковой и пучковой зонами, и назван-
ная “камбиальной зоной” [18]. В последующих
работах было показано, что клетки этой зоны яв-
ляются стволовыми клетками, поддерживающи-
ми клеточный состав клубочковой и пучковой
зон [19]. В нашем исследовании толщина камби-
альной зоны неустойчивых особей оставалась на
уровне контрольных величин, тогда как у устой-
чивых к стрессу крыс зарегистрировано очень
значительное увеличение толщины камбиальной

Таблица 2. Показатели морфофункционального состояния коры надпочечников устойчивых и неустойчивых к
стрессу крыс Вистар при моделировании посттравматического стрессового расстройства Me (Qн; Qв)

Примечание: * – достоверно значимые отличия от контроля,
#– достоверно значимые отличия при сравнении опытных групп.

Показатель Контроль (1) Высокоустойчивые
к стрессу крысы (2)

Низкоустойчивые
к стрессу крысы (3)

Толщина коры надпочечников, мкм 1094.1 (699.4; 1451.9) 608.2* (549.1; 645.6)
р1–2 = 0.0001
р2–3 = 0.2822

589.5* (550.7; 634.5)
р1–3 = 0.0001

Толщина капсулы надпочечника, мкм 12.9 (8.9; 16.5) 10.8 (8.1; 12.6)*#

р1–2 = 0.037
р2–3 = 0.0001

7.2 (6.9; 8.8)*#

р1–3 = 0.0001

Толщина камбиальной зоны, мкм 17.1 (12.3; 21.4) 32.4 (27.9; 36.4)*#

р1–2 = 0.0001
р2–3 = 0.0001

18.3 (15.2; 21.6)#

р1–3 = 0.3042

Толщина клубочковой зоны, мкм 58.5 (53.9; 64.7) 55.5 (49.1; 62.6)#

р1–2 = 0.1093
р2–3 = 0.0029

47.5(38.4; 57.2)*#

р1–3 = 0.0001

Толщина пучковой зоны, мкм 421.3 (433.5; 609.9) 219.1* (186.8; 266.2)
р1–2 = 0.0001
р2–3 = 0.3320

209.9* (183.2; 253.3)
р1–3 = 0.0001

Толщина сетчатой зоны, мкм 467.6 (369.7; 570.9) 280.3* (258.4; 337.5)
р1–2 = 0.0001
р2–3 = 0.0463

308.7* (261.1; 333.2)
р1–3 = 0.0001

Индекс функциональной активности клеток 
камбиальной зоны, усл. ед.

0.85 (0.56; 1.31) 2.07 (1.71; 2.78)*#

р1–2 = 0.0001
р2–3 = 0.0031

0.79 (0.48; 1.2)#

р1–3 = 0.4712

Индекс функциональной активности клеток 
клубочковой зоны, усл. ед.

2.5 (1.8; 2.8) 3.1 (2.8; 3.7)*#

р1–2 = 0.0001
р2–3 = 0.0006

2.4 (2.1; 2.9)#

р1–3 = 0.6621

Индекс функциональной активности клеток 
пучковой зоны, усл. ед.

22.7 (15.5; 27.5) 12.1 (10.6; 15.1)*#

р1–2 = 0.0001
р2–3 = 0.0019

9.9 (8.3; 11.2)*#

р1–3 = 0.0001

Индекс функциональной активности клеток 
сетчатой зоны, усл. ед.

20.5 (17.1; 24.9) 12.3 (11.1; 14.7)*
р1–2 = 0.0001
р2–3 = 0.4031

12.9 (10.4; 14.4)*
р1–3 = 0.0001



526

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 501  2021

КОНДАШЕВСКАЯ и др.

зоны, превышающее контрольные значения на
89.5 и 77.1% – неустойчивых животных (табл. 2).
При этом интегральный показатель – ИФАК
камбиальной зоны устойчивых к стрессу крыс
оказался наибольшим среди всех групп, он пре-
восходил контрольные значения в 2.5 раза и в
2.7 раза – значения уязвимых животных. Вероят-
нее всего увеличение толщины камбиальной
зоны и возрастание ИФАК устойчивых особей
отражают существенную активацию адаптацион-
ных процессов гипоталамо-гипофизарно-адре-
наловой системы.

Как известно, снаружи надпочечник заключен
в фиброзную капсулу, состоящую из пучков кол-
лагеновых и эластических волокон, нескольких
слоев фиброцитов и гладкомышечных клеток,
идущих параллельно наружной поверхности же-
лезы. Считается, что в капсуле надпочечника на-
ходятся стволовые/прогениторные клетки, кото-
рые способны давать начало гонадоподобным
клеткам и производить половые стероиды [16].
При моделировании ПТСР в нашем эксперимен-
те толщина капсулы надпочечников устойчивых
и неустойчивых к стрессу крыс уменьшалась по
сравнению с контролем. Тем не менее следует
подчеркнуть, что толщина капсулы уязвимых к
стрессу крыс была на 43.4% меньше устойчивых.
Возможно, свойством стволовых/прогениторных
клеток капсулы производить половые стероиды
объясняется более высокий уровень тестостерона
у высокоустойчивых особей, чем у неустойчивых.

Таким образом, в проведенном исследовании
впервые удалось обнаружить персонифициро-
ванные морфофункциональные различия надпо-
чечников устойчивых и неустойчивых к преда-
торному стрессу крыс Вистар. Несмотря на выра-
женные признаки дисфункции адреналовых
желёз у обоих фенотипов, утолщение камбиаль-
ной зоны и высокие значения индекса функцио-
нальной активности стволовых клеток этой зоны
у устойчивых особей, позволяют сделать вывод о
том, что у этих животных наблюдается восста-
новление морфофункционального состояния
надпочечников, т.е. продуктивная адаптация.
Приоритетными являются данные о непосред-
ственной связи между снижением уровня корти-
костерона и тестостерона с надпочечниковой не-
достаточностью при моделировании ПТСР. По-
лученные в работе сведения позволяют
рассматривать стволовые клетки надпочечников
в качестве потенциальных терапевтических ми-
шеней.
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For the first time in posttraumatic stress disorder (PTSD) modelling studies, we describe the morphofunc-
tional state of adrenal glands in Wistar rats resistant and sensitive to predator stress. Despite there were evident
signs of adrenal dysfunction in both phenotypes, in resistant animals we discovered the thickening of the in-
termedia zone and high indexes of functional activity of stem cells which is a sign of ample adaptation process.
The most important data are those suggesting a direct relationship between corticosterone and testosterone
levels reduction and adrenal dysfunction in PTSR models. The obtained data allow viewing adrenal stem cells
as potential targets for therapeutic intervention.

Keywords: Wistar rats, post-traumatic stress disorder, morphofunctional characteristics of the adrenal glands,
adrenal stem cells, stress resistance
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Белки с кластерами доменов цинковых пальцев С2Н2-типа (С2Н2-белки) являются наиболее об-
ширным классом транскрипционных факторов высших эукариот. На N-конце большой группы
С2Н2-белков членистоногих были найдены домены ZAD (zinc finger-associated domain), основной
функцией которых является формирование гомодимеров. Одним из таких белков является белок
Fu2, кодируемый геном piragua. С помощью метода CRISPR/Cas9 была получена делеция гена, не
имеющая фенотипического проявления. С помощью ϕC31-зависимой attP/attB сайт-специфиче-
ской интеграции была получена трансгенная линия, экспрессирующая белок Fu2 с НА эпитопом,
что позволит в дальнейшем провести детальное исследование распределения сайтов связывания и
функций белка.

Ключевые слова: ZAD-домен, цинковые пальцы C2H2, архитектурные белки, регуляция транскрипции
DOI: 10.31857/S2686738921060147

ДНК-связывающие белки с кластерами доме-
нов цинковые пальцы типа Cys2His2 (ZF-С2Н2)
являются самой распространенной группой тран-
скрипционных факторов у высших эукариот [1].
К этой группе относится хорошо описанный
C2H2-белок млекопитающих, СTCF, который вы-
полняет ключевую роль в формировании архи-
тектуры хромосом [2]. У дрозофилы был описан
его гомолог, dCTCF, а также ряд других С2Н2-бел-
ков, названных архитектурными, которые участ-
вуют в формировании регуляторных элементов, и
могут поддерживать специфичные дистанцион-
ные взаимодействия между ними [2, 3]. Обычно
для специфичного связывания с мотивами из
12–15 пн архитектурные белки используют 4–5
ZF-С2Н2 [2]. У членистоногих значительная
часть С2Н2-белков содержит на N-конце ZAD-
домен, который обеспечивает гомодимеризацию
[4, 5]. Белки с ZAD-доменами составляют при-
мерно одну треть от общего числа С2Н2-белков и
одну десятую часть от всех ТФ в геноме D. melan-
ogaster [6]. К настоящему моменту изучены функ-
ции только небольшой части белков ZAD-С2Н2,
большинство из которых экспрессируются в про-
цессе оогенеза и в раннем эмбриогенезе [4].

Ген piragua (другое название fu2, CG9233) ко-
дирует ДНК-связывающий транскрипционный
фактор Fu2, который содержит N-концевой
ZAD-домен и два  кластера  доменов из 6 и 3
ZF-С2Н2, разделенных 40 аминокислотами [7]
(рис. 1а).

По структуре Fu2 можно отнести к классу ар-
хитектурных белков. Ранее с помощью мутагене-
за, опосредованного мобилизацией Р-элемента,
были получены мутации piragua, которые значи-
тельно снижали количество белка Fu2 и приводи-
ли к летальности на разных стадиях развития от
эмбриогенеза до 1–2 стадии личинки [7]. Был
сделан вывод, что Fu2 нужен в процессе форми-
рования имагинальных дисков и кутикулы. Дан-
ные, полученные методом РНК-интерференции
[8], указывают на роль данного белка в клеточной
конкуренции, опосредованной flower. РНК-ин-
терференция под контролем драйвера pnr приво-
дила к нехватке щетинок, дефектам пигментации
и куколочной смерти [9].

Основной целью настоящего исследования
является делеция гена piragua, что позволит ис-
следовать роль белка Fu2 in vivo и тагировать (т.е.,
получить линию мух, экспрессирующую белок,
слитый с удобным для исследователя эпитопом)
Fu2 для картирования его сайтов связывания. С
этой целью был использован подход, который
включает удаление гена piragua с заменой его на
сайт attP с помощью системы CRISPR/Cas9 [11] и
последующей ϕC31-зависимой attP/attB сайт-

УДК 575.22:595.773.4
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специфической интеграцией тагированной ко-
пии гена [12]. Гидовые РНК были выбраны с ис-
пользованием “CRISPR optimal target finder” [12]
таким образом, чтобы удалить последовательно-
сти всего гена, не затрагивая регуляторные
области окружающих генов: 5' tcgatactatcgtggtagat –
2 пн от точки старта транскрипции гена piragua, и
3' ctgccgagggacgcactagc – в 94 пн (32 кодонах)
ниже стоп-кодона (рис. 1б). Гидовые последова-
тельности клонировали в плазмиду pCFD4-

U6:1_U6:3tandemgRNAsplasmid (Addgene # 49411).
В качестве основы для клонирования плазмиды-
донора использовали вектор pHD-DsRed, полу-
ченный от K. O’Connor-Giles (Addgene no. 51434).
Данный вектор содержит сайт attP и репортерный
ген dsRed, фланкированный lox-сайтами. dsRed,
кодирующий красный флуоресцентный белок,
находится под минимальным промотором hsp70,
усиленным тремя сайтами связывания белка
pax6, который активирует промотор в глазах. По-

Рис. 1. Стратегия замены гена piragua на его тагированную копию. (a) Структура белка Fu2. ZAD-домен обозначен бе-
лым прямоугольником, цинковые пальцы типа С2Н2 (ZF) обозначены черными прямоугольниками. Цифрами обо-
значены координаты доменов в аминокислотах. (б) Схема геномного локуса piragua и получения линий fu2attPR+и fu2-HA.
Кодирующие участки гена piragua обозначены белыми прямоугольниками, серыми прямоугольниками отмечены не-
кодирующие участки генов. Черными флажками обозначены промоторы генов. Узкими вертикальными белыми пря-
моугольниками отмечены CRISPR-мишени. Черными горизонтальными прямоугольниками обозначены фрагменты,
использованные в качестве плеч для гомологичной рекомбинации. Черным овалом обозначен промотор hsp70. Три бе-
лых кружка обозначают сайты связывания pax6. Белой, серой и темно-серой пятиугольной стрелкой обозначены со-
ответственно маркерные гены yellow, dsRed и mCherry. Серой горизонтальной полоской обозначен терминатор SV40.
Черными треугольниками обозначены lox-сайты. Белой горизонтальной стрелкой обозначен attP-сайт, комбинации
белой и черной стрелок соответствуют рекомбинантным attP/attB. Серыми кругами обозначен промотор glass. Серыми
кругами с черным контуром обозначен HA-таг. Черными полустрелками обозначены праймеры, использованные для
проверки делеции: 1 – Fu2GRdir, 2 – H70rev, 3 – Sv40RT, 4 – Fu2GRr.
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сле репортерного гена расположен терминатор
SV40. В вектор были клонированы плечи для го-
мологической рекомбинации, которые амплифи-
цировались путем ПЦР с геномной ДНК линии
58492 (Bloomington Drosophila Stock Center) с ис-
пользованием следующих праймеров: Fu2 5'dir
aagagctcgcagcatctgcagtgcaataaa – Fu2 5'rev cacga-
tagtatcgatatgtcg (734 п.н. фрагмент), и Fu2 3'dir
aactcgaggaactgtcgttctacagcaac – Fu2 3'rev aagggc-
cccttcttcgtatcggacaacgt (500 п.н. фрагмент) (рис. 1б).

Плазмиду для рекомбинации вместе с плазми-
дой, экспрессирующей гидовые РНК, инъециро-
вали в эмбрионы линии 58492 из Bloomington
Drosophila Stock Center. Развившихся мух скре-
щивали с линией y1w1; CyO/If. В потомстве были
отобраны мухи по флуоресценции dsRed в глазах,
их скрещивали с линией y1w1; CyO/If. В результате
была получена линия с делецией размером 1770 пн,
имеющей координаты: 2L:8464499..8466269
(6.40). Всего была получена 1 линия с сигналом
dsRed. Полученную делецию, fu2attPR+, проверяли
методом ПЦР с праймеров Fu2GRdir (ctgcgtaggc-
gtaacagttg) – H70rev (cgcttgtttatttgcttagc), и Fu2GRr
(cgtacggggcgaactcaa) – sv40RT_2 (agccataccacatttg-
tagag) (рис. 1б). Делеция гена не влияет на пиг-
ментацию кутикулы, расположение и размер ще-
тинок и волосков, форму тергитов и стернитов,
размер и строение глаз и крыльев, фертильность и
жизнеспособность самцов и самок. Это противо-
речит фенотипу мутации, полученной путем ре-
мобилизации транспозонов [7], а также результа-
там, наблюдавшимся при РНК-интерференции
под драйвером pnr [9]. Мы полагаем, что наблю-
давшиеся авторами этих статей фенотипы явля-
ются артефактами использованных ими методов.

Так как экспрессия dsRed в полученной линии
находится под контролем регуляторных элемен-
тов piragua, то сигнал dsRed должен отражать ло-
кализацию экспрессии piragua в организме. Ока-

залось, что репортер помимо глаз преимуще-
ственно активируется в задних брюшных
сегментах (А2–А6), причем экспрессия затухает у
взрослых мух в течение 3 дней (рис. 2а).

Для тагирования Fu2 геномная область коди-
рующей части гена piragua была амплифициро-
вана с праймеров Fu2 5'f Nhe tgtgctagctagggataa-
cagggtaataggcctgcagtgcaataaattccactaaac – Fu2 5'r
Xho aaactcgagctcgggacgagtctcgctgtag – для подня-
тия фрагмента, включающего промоторную и
всю кодирующую область, и Fu2 3'Ud ggtctagaa-
caacatatttacatgtttaataag – Fu2 3'Ur gtgcggccgctgttg-
gtctgagacgactgc – для поднятия 3'UTR. В рамку
считывания гена piragua на 3'-конец перед 3'UTR

был клонирован HA-таг. Для интеграции в геном
полученной тагированной копии гена использо-
вали описанный ранее вектор attB-glass-mCherry-

mini-yellow [13]. Полученная плазмида была инъе-
цирована в эмбрионы линии fu2attPR+ вместе со
вспомогательной плазмидой, экспрессирующей
интегразу ϕC31 [12]. Неожиданно оказалось, что
репортер mini-yellow в геномном районе piragua не
экспрессируется. Вследствие этого успешные ин-
теграции отбирали на основе экспрессии репор-
тера mCherry в глазах.

Успешность интеграции подтверждали ПЦР.
Было отобрано 4 линии, fu2-HAR+. С помощью
Cre-опосредованной рекомбинации по lox-сай-
там все репортерные гены были удалены и полу-
чена линия fu2-HA (рис. 1б). Для подтверждения
экспрессии тагированного белка были произве-
дены вестерн-блоты с антителами к HA-тагу с ли-
затом из взрослых самок и из эмбрионов линии
fu2-HA (рис. 2б). Белок преимущественно присут-
ствует в эмбрионах, что соответствует доступным
данным относительно экспрессии гена piragua

[FlyBase, modENCODE Development RNA-Seq].

Рис. 2. (а) Флуоресценция мух линии fu2attPR+. У молодых мух наблюдается интенсивная флуоресценция в 4 и следу-
ющих брюшных сегментах. Со временем она угасает, и остается слабая флуоресценция участка в 6–7 сегменте брюш-
ка. Снимки получены на микроскопе Leica. (б) Экспрессия тагированного белка Fu2-HA. Слева показан вестерн-блот
белковых экстрактов, выделенных из мух линий fu2attPR+, fu2-HAR+, fu2-HA, справа – вестерн-блот белкового экстрак-
та, выделенного из эмбрионов линии fu2-HA.
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Таким образом, получена делеция гена piragua,

fu2attPR+, которая не имеет мутантного фенотипа.
Эти результаты предполагают, что функции белка
Fu2 компенсируются другими архитектурными
белками. Экспрессия dsRed в линии fu2attPR+ в зад-
них брюшных сегментах молодых мух может ука-
зывать на сегмент-специфичную экспрессию
данного белка и предполагает его функциониро-
вание в процессе формирования задних брюш-
ных сегментов дрозофилы. Полученная платфор-
ма fu2attPR+ может быть использована в дальней-
шем для изучения свойств белка Fu2 и его
отдельных доменов. В настоящей работе была по-
лучена трансгенная линия, которая экспрессиру-
ет Fu2-HA, что позволит исследовать распределе-
ние сайтов связывания белка в эмбрионах дрозо-
филы и определить мотив, с которым связывается
белок.
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Исследование выполнено за счет гранта РНФ про-
ект № 19-74-30026.
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Proteins with clusters of C2H2 zinc finger domains (C2H2-proteins) constitute the most abundant class of
transcription factors in higher eukaryotes. N-terminal ZAD (zinc finger-associated domain) dimerization
domain has been identified in a large group of C2H2-proteins mostly in insects. piragua gene encodes one of
these proteins, Fu2. We have generated CRISPR/Cas9-mediated deletion of the piragua gene that has no
phenotype. We have used ϕC31-mediated attP/attB recombination to generate a transgenic line expressing
Fu2 protein fused with HA epitope. This line will be useful for analysis of DNA binding profile and functions
of Fu2 protein.
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АКТИВНОСТЬ NA+/K+-АТФАЗЫ 
У СМОЛТОВ ГОРБУШИ ONCORHYNCHUS GORBUSCHA (WALBAUM, 1792) 
БАССЕЙНА БЕЛОГО МОРЯ ПРИ СОДЕРЖАНИИ В САДКАХ С ПРЕСНОЙ, 

ЭСТУАРНОЙ И МОРСКОЙ ВОДОЙ
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В 10-дневном садковом эксперименте с пресной, эстуарной и морской водой получены данные об
изменении активности Na+/K+-АТФазы (NKA) у сеголеток горбуши Oncorhynchus gorbuscha (интро-
дуцированного в 1959 г. в реки Кольского полуострова вида лососевых рыб), отловленных во время
покатной миграции в р. Индера бассейна Белого моря. Развитие устойчивости к повышенной соле-
ности среды у смолтов горбуши сопровождается активацией NKA. Так, в эстуарной воде с колеба-
ниями солености (от пресной до морской) и в морской среде (28 ‰) активность NKA у мальков гор-
буши была достоверно выше, чем у особей, содержавшихся в садках с пресной водой. Полученные
результаты, характеризующие гипоосморегуляторную способность мальков горбуши, указывают на
то, что становление смолтификации у этого вида рыб наблюдается в раннем онтогенезе. Результаты
изменения активности NKA свидетельствуют о готовности мигрирующих мальков горбуши к мор-
ской фазе жизненного цикла.

Ключевые слова: осморегуляция, смолтификация, Na+/K+-АТФаза, соленость среды, горбуша
DOI: 10.31857/S268673892106007X

ВВЕДЕНИЕ
Жизненный цикл лососевых рыб начинается в

пресной воде, причем у анадромных форм молодь
рыб совершает покатную миграцию в морскую
среду, проходя стадию смолтификации. Смолти-
фикация – генетически запрограммированный
процесс, в ходе которого молодь лососевых рыб,
обитая еще в пресной воде, физиологически го-
товится к переходу в морскую среду, что предот-
вращает нарушения ионного обмена при жизни
в гиперосмотической среде [1]. При этом у рыб
происходят заметные поведенческие, морфоло-
гические и биохимические изменения. У различ-
ных представителей тихоокеанских лососей (род
Oncorhynchus) смолтификация происходит в раз-
ном возрасте. Так, например, виды со сравни-
тельно поздней смолтификацией, к которым от-
носятся нерка (O. nerka), кижуч (O. kisutch) и ча-

выча (О. tshawytscha), после выклева могут
провести в реке от одного года до нескольких лет
и не совершают покатную миграцию, пока не до-
стигнут размера 12–15 см [2]. У видов с ранней
смолтификацией – у горбуши (O. gorbuscha) и ке-
ты (O. keta) – личинки становятся устойчивыми к
морской воде всего через несколько недель после
вылупления [2], еще до полной резорбции жел-
точного мешка [3], что позволяет им вскоре ми-
грировать в эстуарную зону. В отличие от лососе-
вых с поздней смолтификацией покатная мигра-
ция у горбуши и кеты начинается при малых
размерах (3–5 cм) [2]. Мальки горбуши могут за-
держиваться в эстуариях, чтобы снизить степень
осмотического стресса и обеспечить таким обра-
зом постепенность адаптации к морской среде.
Скатившиеся в море мальки горбуши обычно
проводят в прибрежной зоне от нескольких не-
дель до месяца [4].

Эксперименты показывают, что из всех пред-
ставителей семейства лососевых только молодь
горбуши и кеты обладает устойчивостью к резким
изменениям солености. Так, в исследованиях
Вейсбарта (Weisbart) [5], в которых проводили рез-
кое перемещение мальков пяти видов тихоокеан-
ских лососей (O. gorbuscha, O. keta, O. kisutch,

УДК 639.211:639.3.07:546.3(-0.32.25)(-032.26)(268.46)
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O. tshawytscha, O. nerka) из пресной в морскую во-
ду (31.8 ‰), показано, что регуляция ионного со-
става крови у молоди горбуши и кеты осуществ-
ляется лучше по сравнению с молодью других
представителей рода Oncorhynchus. Более того,
после резорбции желточного мешка мальки гор-
буши и кеты уже не погибают при длительном вы-
держивании в морской воде, т.е. проявляют эври-
галинность. Это может быть связано с тем, что
горбуша и кета часто нерестятся в низовьях рек,
недалеко от моря [5, 6]. Поскольку горбуша и кета
проводят в морской воде большую часть своего
жизненного цикла, эти виды считают наиболее
“морскими” (“marine-like”) видами лососей [7].
Это находит отражение и в их крайнем положе-
нии на “шкале анадромии” [2].

Известно, что в жабрах эвригалинных рыб по-
сле перемещения из пресной воды в морскую
адаптивно увеличивается активность Na+/K+-
АТФазы (NKA), фермента, участвующего в про-
цессах осморегуляции [8]. В жабрах рыб NKA ло-
кализуется в основном в базолатеральных мем-
бранах ионоцитов и состоит из субъединиц, по-

разному реагирующих на осмотические измене-
ния и акклимацию к солености [9, 10]. Так, субъ-
единица α1a NKA лососевых преимущественно
экспрессируется в пресной воде, а α1b – в мор-
ской [9, 11]. Подготовительная адаптация, приво-
дящая к повышению устойчивости мигрирующих
рыб к соленой воде, контролируется генетически
[12]. В связи с этим повышение активности NKA
в жабрах смолтов лососевых рыб происходит се-
зонно и синхронно с миграцией [2, 3]. После ми-
грации в морскую среду активность NKA увели-
чивается повторно, что соответствует второй фазе
смолтификации [3, 13].

Осморегуляторная роль NKA у разных видов
рыб была в основном изучена у взрослых особей,
тогда как в нашей работе рассматривается значе-
ние этого фермента при адаптации к эстуарной и
морской воде бассейна Белого моря у мальков
горбуши. Следует отметить, что исследования,
проведенные на данном объекте, немногочис-
ленны и выполнены в искусственных условиях
выращивания [14]. В данной работе проведено
сравнительное исследование изменения уровня
активности NKA у совершающих покатную ми-
грацию мальков (смолтов) горбуши при выдер-
живании в садках с пресной, эстуарной и морской
водой (в условиях Белого моря). Кроме того, изу-
чена устойчивость мальков горбуши к воздей-
ствию соленой воды в течение относительно дли-
тельного времени (10 сут).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В середине июня 2019 г. в реке Индера (бас-

сейн Белого моря) малой ловушкой мережного
типа было отловлено 100 мальков горбуши (рис. 1).
Эксперимент был проведен с мальками, имевши-
ми серебристую окраску, без остатков желточно-
го мешка, собранными во время покатной мигра-
ции. Мальки были разделены на 4 группы, по
25 особей в каждой.

Особи первой (исходной) группы были сразу
зафиксированы в жидком азоте.

Рыбы второй группы были помещены в русло-
вой садок в пресной воде (садок “река”), который
был на 60% погружен в воду (скорость течения –
0.3–0.4 м/с) при температуре 8.8°С. Этот садок
был расположен рядом с местом отлова мальков.

Третью группу мальков в начале эксперимента
поместили в садок, расположенный в эстуарии
(садок “эстуарий”). Садок был погружен в воду на
расстоянии 0.4–0.5 м от дна. В зависимости от на-
правления ветра и локального течения вода в сад-
ке была или соленая, или распресненная. Цикл
приливов и отливов имел околосуточную перио-
дичность, при этом во время полного прилива са-
док находился в соленой воде (дважды в сутки), а
во время полного отлива – в распресненной (то-

Рис. 1. Расположение экспериментальных садков в
районе устья реки Индера. а – во время отлива, б – во
время прилива.
Примечание: 1 – место отлова мальков и садок “ре-
ка”; 2 – садок “море”; 3 – садок “эстуарий”; a – прес-
ная вода; b – соленая вода; c – распресненная вода;
серым цветом показана суша.
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же дважды в сутки). Во время прилива вода стано-
вилась холоднее, а во время отлива – теплее (ам-
плитуда до 10°С), так как пресная вода прогрева-
лась быстрее, а соленая – медленнее. Особи
горбуши третьей группы были извлечены из садка
во время отлива. При отливе садок находился в по-
токе пресной воды (скорость потока 0.3–0.4 м/с),
погруженный в нее на 50%. Температура воды
при размещении садка в воде – 8.8°С.

Четвертую группу мальков поместили в мор-
ской садок (садок “море”) с соленостью воды
28‰ (постоянная) и с температурой 3.9°С. Маль-
ков предварительно выдерживали 1 ч в смеси
пресной и морской воды (1:1) и еще 1 ч – в 100%-й
морской воде. Это было сделано, чтобы имитиро-
вать естественный, плавный переход в морскую
воду и тем самым облегчить адаптацию. Кроме
того, содержание в первые 2 ч под наблюдением в
гиперосмотической среде требовалось, чтобы
проверить, не будет ли при этом немедленной ги-
бели мальков. Морской садок находился на рас-
стоянии 400 м от берега, где глубина моря дости-
гала 4–5 м, на расстоянии 1 м от дна, на растяж-
ках. Во время приливов и отливов садок был
полностью погружен в воду. Температура воды,
которая наблюдалась во время отбора мальков в
каждой из групп, указана в таблице.

Садки имели кубическую форму, их размеры
составляли 0.5 × 0.5 × 0.5 м3. Устройство садка: на
каркас из нержавеющих прутов натянута сеть
“дель хамсарос” с размером ячеи 5 мм. Для запус-
ка и выпуска рыбы на одной из граней садка име-
ется рукав диаметром 10 см, снабженный синте-
тическим шнуром для затягивания. К четырем
вершинам одной из граней садка прикреплены
4 шнура длиной по 2 м. К концам шнуров в каче-
стве груза были привязаны камни.

Время содержания в садках для второй, тре-
тьей и четвертой групп составило около 10 дней
(226 ч). Гибели мальков в ходе эксперимента не
наблюдали. Все мальки были зафиксированы в
жидком азоте (в первой группе – сразу, в осталь-
ных – по окончании эксперимента), а затем хра-
нились в лаборатории при –80°С до начала био-
химического анализа.

После разморозки особей перед началом про-
ведения биохимических исследований произво-
дили их измерение и взвешивание. Размерно-ве-

совые характеристики исследованных рыб пред-
ставлены в табл. 1.

Активность Na+/K+-АТФазы (КФ 3.6.1.3)
определяли согласно методике [15]. В нашем экс-
перименте были исследованы цельные особи
мальков, которые характеризовались сравнитель-
но небольшой массой тела (<0.2 г.), резорбиро-
ванным желточным мешком и жабрами. Ионо- и
осморегуляция у взрослых рыб осуществляется в
жабрах, почках и кишечнике, при этом у взрос-
лых рыб – в основном в жабрах, которые непо-
средственно контактируют с внешней средой и
обеспечивают большую часть трансэпителиаль-
ного ионного обмена [16]. Окончательная диффе-
ренцировка жабр горбуши происходит в раннем он-
тогенезе между выклевом и завершением резорб-
ции желточного мешка [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследования были проведены в естествен-
ных условиях без моделирования конкретных по-
казателей, таких как температура и соленость,
влияющих на активность NKA. Активность дан-
ного фермента у мальков горбуши, отобранных из
разных садков, возрастает в соответствии с ростом
солености воды в ряду “река” → “эстуарий” → “мо-
ре” (рис. 2). В ходе эксперимента в различных
садках температура по-разному изменялась отно-
сительно исходного значения 8.8°C (табл. 1).

После выдерживания в течение 10 сут в садке
“река” активность NKA у мальков горбуши была
вдвое ниже, чем у рыб в исходной группе, отлов-
ленных из реки Индера. В садке “эстуарий” отме-
чены значительные периодические колебания
как температуры (от 8.8°C до 18.1°С), так и соле-
ности воды (от морской до пресной). Содержание
мальков в садке “эстуарий” привело к увеличе-
нию активности NKA в 3 раза по сравнению с та-
ковой в садке “река” и в 1.4 раза по сравнению с
исходной группой.

Выдерживание горбуши в садке “море” приве-
ло к еще более значительному увеличению актив-
ности NKA, при этом данный показатель увели-
чился в 2 раза по сравнению с исходными данны-
ми, более чем в 4 раза по сравнению с таковым у
смолтов, содержавшихся в садке “река”, и в

Таблица 1. Длина и масса мальков горбуши в садковом эксперименте

Группы t воды в день взятия материала, оС TL, см m, г

Исходная 8.8 3.35 ± 0.06 0.17 ± 0.01
Садок “река” 14.5 3.53 ± 0.03 0.16 ± 0.01
Садок “эстуарий” 18.1 3.51 ± 0.05 0.19 ± 0.01
Садок “море” 11.5 3.41 ± 0.02 0.17 ± 0.01
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1.5 раза по сравнению с уровнем активности NKA
у смолтов из садка “эстуарий”.

ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее на личинках горбуши из нативных попу-
ляций Северной Америки было показано, что при
завершении резорбции желточного мешка сеголет-
ки-личинки горбуши становятся смолтами [3, 14].
Такие сопутствующие признаки, как отсутствие
желточного мешка, приобретение серебристой
окраски, а также достижение размера 3 см позво-
ляют предполагать, что исследованные нами ли-
чинки горбуши являются смолтами.

В дикой природе одними из важнейших фак-
торов, определяющих рост и развитие смолтов,
являются соленость и температура внешней сре-
ды. Изменение активности NKA в обсуждаемом
эксперименте, по-видимому, обусловлено обои-
ми указанными факторами. Активность NKA в
жабрах обычно увеличивается после акклимации
к низкой температуре [12]. Именно этим может
объясняться снижение активности NKA по срав-
нению с исходными данными у смолтов горбуши
через 10 сут после выдерживания в садке “река” в
условиях увеличения температуры и неизменной
солености. Стимулируемое холодом усиление ак-
тивности NKA в осморегуляторных тканях может
быть полезным для поддержания эффективной
осморегуляции в термодинамически неблагопри-
ятных условиях [17]. Влияние солености и темпе-
ратуры на активность NKA является разнона-

правленным, и в комбинации экологических
факторов “соленость–температура” в условиях
дикой природы более сильное воздействие, по-
видимому, оказывает соленость (рис. 2).

Обнаруженное в эксперименте повышение
NKA у смолтов горбуши, отобранных в р. Индера
и содержавшихся в садках с морской водой с со-
леностью 28 ‰ в течение 10 сут, вероятно, связа-
но с тем, что в организме мальков происходит
вторичное (в отличие от первичного, которое
происходит еще в пресной воде после выхода рыб
из гравийных нерестовых гнезд) увеличение ак-
тивности NKA, соответствующее второй фазе
смолтификации [3, 13]. Подобное повышение
NKA в жабрах горбуши из тихоокеанского бас-
сейна Канады наблюдали во время второй фазы
адаптации смолтов к морской среде [13], при этом
пик активности фермента был отмечен через
8 нед после переноса в морскую среду. У других
эвригалинных рыб активность NKA также в боль-
шинстве случаев адаптивно увеличивается при
повышении солености окружающей среды [8].
Уровень активности NKA у молоди лососевых
может быть связан с дифференциальной экспрес-
сией изоформ NKA [2]. Ранее было показано, что
в морской воде у личинок горбуши с резорбиро-
ванным желточным мешком активность NKA в
жабрах повышалась в 1.5 раза, а соотношение
экспрессии мРНК изоформ α1b/α1a (т.е. мор-
ской к пресноводной) увеличивалось в шесть раз
[18]. Личинки горбуши, которые обычно скаты-
ваются в морскую воду во время выхода из гра-
вийного гнезда и резорбции желточного мешка,
адаптированы к обитанию в морской воде, одна-
ко непосредственное влияние морской воды при-
водит к усилению гипоосморегуляторной функ-
ции у смолтов горбуши [3, 13].

Полученные в нашем исследовании данные о
повышении (по сравнению с особями из пресной
и эстуарной воды) активности NKA у мальков
горбуши, выдерживаемых в морской воде (рис. 2),
согласуются с результатами, полученными в экс-
перименте на радужной форели [9], в котором
было обнаружено увеличение активности NKA на
10-е сутки после переноса рыб в 80%-ную мор-
скую воду, хотя после их переноса в разбавлен-
ную до 40% морскую воду изменений в активно-
сти фермента не наблюдали.

Разбавленная морская вода может обеспечить
некоторую, хотя и не полную, защиту смолтов
горбуши от сильного осмотического стресса в
морской среде. Смолты горбуши могут использо-
вать зону эстуария в устье реки, задерживаясь в
ней, чтобы уменьшить осморегуляторную нагруз-
ку в морской среде и тем самым предотвратить
резкое изменение физиологического состояния.
Кроме того, зона эстуария важна для смолтов как
область кормодобывания, быстрого роста и за-

Рис. 2. Активность NKA у смолтов горбуши в садко-
вом эксперименте. Время экспозиции в отдельных
садках – 10 сут. Межгрупповые различия оценивали
с помощью критерия Вилкоксона−Манна−Уитни.
♦ – p < 0.05 при сравнении с исходной группой, ♦♦ –
p < 0.01 при сравнении с исходной группой, * – p < 0.05
при сравнении с группой садок “река”, ** – p < 0.01
при сравнении с группой садок “река”, ○ – p < 0.05
при сравнении с группой садок “эстуарий”.
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щиты от хищников [6]. В воде эстуария наблюда-
ются периодические колебания солености воды.
Вследствие этого мальки горбуши, обитающие в
данной среде, должны быть готовы как к увеличе-
нию солености воды (во время приливов), так и к
ее снижению (во время отливов). Поэтому обна-
руженные в исследовании промежуточные (меж-
ду таковыми, характерными для морской и прес-
ной воды) значения активности NKA у смолтов
горбуши из эстуария отражают адаптивные изме-
нения, направленные на сведение к минимуму
осмотического воздействия высоких (“морских”)
концентраций соли, что способствует благопо-
лучной миграции горбуши через эстуарий в море.
Следует отметить, что в проведенных экспери-
ментах по воздействию на смолтов горбуши воды
различной солености (пресной, эстуарной, мор-
ской) гибели мальков не было отмечено, что так-
же дает основание полагать, что они хорошо
адаптированы к резким изменениям солености.

Таким образом, результаты исследования на
мальках горбуши, интродуцированной в реки
Кольского полуострова, а также данные, полу-
ченные другими авторами на горбуше из при-
брежных вод западной Канады [3, 13], указывают
на то, что устойчивость мальков горбуши в есте-
ственных условиях к изменению экологических
факторов (солености и температуры) при перено-
се из пресной воды в эстуарную и морскую связа-
на с изменением активности NKA, что обеспечи-
вает эффективное поддержание водно-солевого
обмена и 100%-ю выживаемость. Для сравнения
следует заметить, например, что резкое переме-
щение в морскую воду пестряток-годовиков кум-
жи (вида с поздней смолтификацией) приводит к
их гибели из-за осмотического стресса [2]. Мож-
но полагать, что в комбинации экологических
факторов “соленость-температура” в условиях
дикой природы более сильное воздействие на ак-
тивность NKA оказывает соленость. Данные об
осморегуляторной адаптации с участием NKA у
молоди горбуши в 10-суточном садковом экспе-
рименте свидетельствуют о том, что смолтифика-
ция у нее наблюдается в раннем онтогенезе, при
переходе в стадию мальков.
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Na+/K+-ATPase ACTIVITY IN SMOLTS OF PINK SALMON 
Oncorhynchus gorbuscha (Walbaum, 1792) OF THE WHITE SEA BASIN 

WHEN KEPT IN FISH TRAPS WITH FRESH, ESTUARINE, AND SEA WATER
E. I. Kaivarainena, N. L. Rendakova,#, D. A. Efremova, and Corresponding Member of the RAS N. N. Nemovaa

a Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Russian Federation
#e-mail: nlrend@mail.ru

In a 10-day trap experiment with fresh, estuarine, and seawater, data were obtained on changes in Na+/K+-
ATPase (NKA) activity in underyearlings of pink salmon Oncorhynchus gorbuscha (a salmon species intro-
duced in 1959 into the rivers of the Kola Peninsula) caught during downstream migration in the Indyora river
of the White Sea basin. The development of tolerance to increased salinity in pink salmon smolts is accom-
panied by NKA activation. Thus, in estuarine water with salinity f luctuations (from fresh to sea water) and in
the marine environment (28‰), the NKA activity in pink salmon underyearlings was significantly higher
than in individuals kept in fish traps with fresh water. The results obtained, characterizing the hypoosmoreg-
ulatory ability of pink salmon fry, indicate that smoltification development in this fish species is observed in
early ontogenesis. The results of changes in NKA activity indicate the readiness of migrating pink salmon fry
for the marine phase of their life cycle.

Keywords: osmoregulation, smoltification, Na+/K+-ATPase, salinity, pink salmon
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Термином иммунологические неответчики (ИН) обозначают группу ВИЧ-инфицированных паци-
ентов, у которых снижение вирусной нагрузки под действием высокоактивной антиретровирусной
терапии (ВААРТ) не приводит к эффективной регенерации пула CD4+ Т-клеток. Известно, что сла-
бое восстановление численности CD4+ Т-лимфоцитов в организме ИН обусловлено непродуктив-
ным делением клеток памяти. Исходя из того, что способность лимфоцитов к пролиферации во
многом определяется активностью метаболических процессов, целью настоящей работы была
оценка показателей митохондриального дыхания и гликолиза в CD4+ Т-клетках памяти у ИН. Об-
следованы две группы ВИЧ-инфицированных больных, получающих ВААРТ: иммунологические
неответчики и пациенты с эффективным восстановлением иммунитета (иммунологические ответ-
чики – ИО). В контрольную группу (К) вошли здоровые добровольцы. Установлено, что в двух
группах ВИЧ-позитивных пациентов интенсивность гликолиза в CD4+ Т-лимфоцитах памяти сни-
жена по сравнению с таковой в группе К. Активность митохондриального дыхания в CD4+ Т-клет-
ках памяти ИО на базальном уровне была сопоставима с показателями К, но после стимуляции не
достигала значений неинфицированных доноров. В группе ИН интенсивность митохондриального
дыхания в CD4+ Т-лимфоцитах памяти была наименьшей и статистически значимо отличалась от
значений ИО и К как на базальном уровне, так и после стимуляции. Полученные данные демон-
стрируют, что у ИН низкая регенераторная способность активированных CD4+ Т-лимфоцитов па-
мяти может быть связана с метаболическими нарушениями в данных клетках.

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, высокоактивная антиретровирусная терапия, CD4+ Т-лимфоци-
ты, метаболизм, гликолиз, митохондрии
DOI: 10.31857/S2686738921060160

Высокоактивная антиретровирусная терапия
(ВААРТ) вызывает выраженное снижение вирус-
ной нагрузки у ВИЧ-инфицированных больных

[1], что, как правило, сопровождается увеличени-
ем численности CD4+ Т-лимфоцитов [2]. Однако
у 10–30% пациентов подавление репликации
ВИЧ не приводит к эффективной регенерации
пула CD4+ Т-клеток [3]. Такие субъекты – “им-
мунологические неответчики” (ИН) – имеют вы-
сокий риск развития как ассоциированных, так и
не ассоциированных со СПИД заболеваний, и
повышенный уровень смертности [4].

Слабый прирост численности CD4+ Т-лимфо-
цитов у ИН, в значительной мере, обусловлен
низкой продуктивностью пролиферации клеток
памяти [5], которые являются основным источ-
ником регенерации CD4+ Т-лимфоцитов при
лимфопении [6]. Известно, что способность кле-
ток к делению в значительной степени зависит от
активности их метаболических процессов, осо-
бенно гликолиза и митохондриального дыхания
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[7]. Так, аэробный гликолиз служит основным
источником субстратов, участвующих в биосин-
тезе липидов, аминокислот и нуклеотидов –
строительных блоков для дочерних лимфоцитов
[8]. В свою очередь, митохондрии обеспечивают
пролиферирующие клетки энергией, промежу-
точными продуктами синтеза белков и жирных
кислот, а также сигнальными молекулами [9, 10].
Известно, что нарушение гликолиза или мито-
хондриального дыхания в CD4+ Т-лимфоцитах
приводит к остановке деления [11]. Ранее было
показано, что в CD4+ Т-клетках ВИЧ-инфициро-
ванных пациентов, принимающих ВААРТ, сни-
жена интенсивность окислительного фосфори-
лирования [12]. При этом активность метаболи-
ческих процессов в CD4+ Т-клетках памяти у
больных с неэффективным восстановлением им-
мунитета никем ранее не изучалась. Целью дан-
ной работы была оценка показателей митохондри-
ального дыхания и гликолиза в CD4+ Т-клетках
памяти ВИЧ-инфицированных иммунологиче-
ских неответчиков на высокоактивную антире-
тровирусную терапию.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клинические группы. План работы был одобрен

этическим комитетом Пермского краевого цен-
тра по профилактике и борьбе со СПИД и инфек-
ционными заболеваниями (рег. № комитета
IRB00008964). В исследование были включены
ВИЧ-инфицированные пациенты, получающие
ВААРТ более двух лет (вирусная нагрузка <50 ко-
пий/мл): 1) иммунологические неответчики (ИН;
CD4+ Т-лимфоциты менее 350/мкл; n = 4); 2) им-
мунологические ответчики (ИО; CD4+ Т-клетки
более 350/мкл; n = 4). В контрольную группу (К)
вошли 4 неинфицированных ВИЧ добровольца.

Получение биоматериала. Забор крови осу-
ществлялся натощак из локтевой вены в пробир-
ки типа “Vacutainer”, содержащие этиленди-
аминтетрауксусную кислоту. Численность CD4+

Т-лимфоцитов крови оценивали с использовани-
ем коммерческого набора BD Simultest™ IMK-
Lymphocyte (“BD Biosciences”, США) на проточ-
ном цитофлуориметре CytoFLEX S (“Beckman
Coulter”, США). Уровень вирусной нагрузки
ВИЧ устанавливали наборами “Versant HIV-1
RNA 3.0 assay b” на анализаторе Versant 440 (“Sie-
mens”, Германия).

Мононуклеарные клетки выделяли путем цен-
трифугирования в градиенте плотности Диаколла
(1.077 г/мл, “Диаэм”, Россия). Образцы помеща-
ли в жидкий азот в среде, содержащей 90% эм-
бриональной телячьей сыворотки (“Biowest”,
Франция) и 10% диметилсульфоксида (“Appli-
Chem”, Германия). После разморозки клеток
CD4+ Т-лимфоциты памяти выделяли методом

магнитной сепарации с использованием коммер-
ческого набора Memory CD4+ T Cell Isolation Kit
(“Miltenyi Biotec”, Германия) согласно инструк-
ции производителя.

Анализ метаболических процессов. Изолирован-
ные CD4+ Т-клетки памяти ресуспендировали в
среде XF RPMI Medium (“Agilent Technologies”,
США), содержащей 10 мМ глюкозы (“Sigma”,
США), 2 мМ глутамина (“Диа-М”, Россия) и
1 мМ пирувата натрия (“Sigma”, США) и вносили
по 3 × 105 клеток в лунки планшета (“Agilent Tech-
nologies”, США), предварительно обработанные
поли-D-лизином (50 мкг/мл, “Sigma”, США).
Планшет центрифугировали в течение 2 мин при
200 g для формирования монослоя клеток. Объем
лунки доводили до 150 мкл средой, планшет ин-
кубировали при +37°С в течение 60 мин. Актив-
ность митохондриального дыхания и гликолиза
определяли с использованием анализатора
Seahorse XFe96 (“Agilent Technologies”, США) по
показателям скорости потребления кислорода
(oxygen consumption rate (англ.) – OCR) и скоро-
сти ацидификации среды (extracellular acidifica-
tion rate (англ.) – ECAR) соответственно. Измере-
ния производили на базальном уровне и после
40 мин стимуляции фитогемагглютинином (ФГА,
15 мкг/мл, “Serva”, Германия). На финальном
этапе к образцам вносили ротенон и антимицин
А (0.5 мкМ; “Agilent Technologies”, США), инги-
бирующие комплексы I и III дыхательной цепи
митохондрий, соответственно, что позволило ис-
ключить из анализа немитохондриальное потреб-
ление кислорода.

Статистический анализ данных. Данные пред-
ставлены в виде медиан, интерквартильных раз-
махов (25–75 перцентиль) и 10–90%-ных интер-
валов. Достоверность различий между группами
устанавливали на основе U-критерия Манна–
Уитни. Проведение статистических расчетов и
построение графиков осуществляли с использо-
ванием программного обеспечения “Statistica 6”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Все исследуемые группы были сопоставимы

по возрасту и полу (табл. 1). Группы ВИЧ-инфи-
цированных пациентов не отличались по дли-
тельности инфекции, продолжительности прие-
ма ВААРТ и вирусной нагрузке. Количество
CD4+ Т-клеток в крови ИН было существенно
снижено в сравнении с аналогичными показате-
лями ИО и К (p < 0.01).

Базальная скорость потребления кислорода
CD4+ Т-клетками памяти, полученными от ИН,
была меньше, чем у ИО (p < 0.05) и К (p < 0.001;
рис. 1a).

Кратковременная активация клеток ФГА при-
водила к увеличению показателя митохондриаль-
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ного дыхания во всех исследуемых группах
(p < 0.01). Однако активированные CD4+ Т-клет-
ки памяти ВИЧ-инфицированных пациентов де-
монстрировали сниженный, в сравнении со здо-
ровыми людьми, показатель OCR (pИН–К < 0.001;
pИО–К < 0.01; рис. 1б). Важно отметить, что наибо-
лее низкая скорость потребления кислорода сти-
мулированными CD4+ Т-лимфоцитами памяти
была отмечена у ИН (pИН–ИО < 0.05).

Показатель, отражающий скорость ацидифи-
кации среды CD4+ Т-клетками памяти, у ИН был

ниже, чем у К (p < 0.001), однако превышал соот-
ветствующее значение, установленное у ИО
(p < 0.05; рис. 2а).

Внесение ФГА вызывало увеличение интен-
сивности гликолиза в клетках, что сопровожда-
лось ростом значений ECAR во всех исследуемых
группах (p < 0.01). При этом в обеих группах
ВИЧ-инфицированных пациентов интенсив-
ность этого процесса так и не достигла уровня, ха-
рактерного для лимфоцитов здоровых субъектов
(p < 0.001; рис. 2б). Между показателями ИН и

Таблица 1. Клинические характеристики ВИЧ-инфицированных и здоровых лиц

Примечание: * – указаны медианы и интерквартильные размахи. ИН – иммунологические неответчики; ИО – иммунологи-
ческие ответчики; К – контроль; ВААРТ – высокоактивная антиретровирусная терапия. ** – предел чувствительности тест-
системы. Статистические расчеты выполнены по методу Манна–Уитни.

Характеристики ИН, n = 4 ИО, n = 4 К, n = 4

Возраст (годы) 38.5* (33.3–44.5) 43.0 (37.0–52.0) 44.5 (28.0–58.8)
Женщины (%) 50 50 75
Длительность инфекции (годы) 5 (3–13) 6 (4–13) –
Продолжительность ВААРТ (годы) 3.2 (2.3–12.9) 5.2 (3.1–6.2) –
Вирусная нагрузка ВИЧ в крови (копии/мл) <50** <50 –

Численность CD4+ Т-клеток на момент исследования (мкл–1) 224 (193–272)
pИН–ИО < 0.01
pИН–К < 0.01

814 (522–870) 847 (607–1112)

Рис. 1. Базальная скорость потребления кислорода
CD4+ Т-клетками памяти ВИЧ-инфицированных
иммунологических неответчиков на высокоактивную
антиретровирусную терапию.
По оси абсцисс: группы больных; по оси ординат:
(а) скорость потребления кислорода (oxygen consump-
tion rate – OCR) нестимулированными CD4+CD45RO+

Т-клетками; (б) скорость потребления кислорода
CD4+CD45RO+ Т-лимфоцитами, стимулированны-
ми фитогемагглютинином. Представлены медианы
(горизонтальные линии внутри прямоугольников),
интерквартильные размахи (прямоугольники) и 10–
90%-ные интервалы (вертикальные отрезки). ИН –
иммунологические неответчики; ИО – иммунологи-
ческие ответчики, К – контроль. * – p < 0.05, ** –
p < 0.01, *** – p < 0.001 (U-тест Манна–Уитни).

60
(а) (б)

50

O
C

R
, п

М
ол

ь/
м

ин

40

30

ИН ИО К

60

50

O
C

R
, п

М
ол

ь/
м

ин

40

30

ИН ИО К

Рис. 2. Скорость ацидификации среды CD4+ Т-клет-
ками памяти ВИЧ-инфицированных иммунологиче-
ских неответчиков на высокоактивную антиретрови-
русную терапию.
По оси абсцисс: группы больных; по оси ординат:
(а) скорость ацидификации среды (extracellular acidi-
fication rate – ECAR) нестимулированными
CD4+CD45RO+ Т-клетками; (б) скорость ацидифи-
кации среды CD4+CD45RO+ Т-лимфоцитами, сти-
мулированными фитогемагглютинином. Представле-
ны медианы (квадраты) и интерквартильные размахи
(вертикальные отрезки). ИН – иммунологические
неответчики; ИО – иммунологические ответчики,
К – контроль. * – p < 0.05, *** – p < 0.001 (U-тест
Манна–Уитни).
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ИО статистически значимых отличий обнаруже-
но не было (p > 0.05).

Таким образом, в настоящей работе нами
впервые показано, что у ВИЧ-инфицированных
пациентов, принимающих ВААРТ, снижена ак-
тивность аэробного гликолиза в CD4+ Т-клетках
памяти. Более того, впервые отмечено, что у им-
мунологических неответчиков на лечение по
сравнению со здоровыми добровольцами и ВИЧ-
позитивными пациентами, давшими стандарт-
ный ответ на терапию, уменьшение гликолитиче-
ской активности в CD4+ Т-лимфоцитах памяти
сопровождается существенным снижением уров-
ня митохондриального дыхания. Несмотря на то
что под действием стимуляции интенсивность
окислительного фосфорилирования в CD4+ Т-клет-
ках памяти иммунологических неответчиков уве-
личивается, показатели этих пациентов не дости-
гают значений, зафиксированных у ИО и здоро-
вых субъектов. В совокупности полученные данные
указывают на выраженное нарушение дыхательной
функции митохондрий в CD4+ Т-лимфоцитах па-
мяти ВИЧ-инфицированных пациентов с неэф-
фективным восстановлением иммунной системы
в ответ на ВААРТ. Следует отметить, что пред-
ставленные результаты функциональных тестов
подтверждают данные, полученные нами ранее
при исследовании CD4+ Т-клеток памяти ex vivo
[5]. В частности, было установлено, что у имму-
нологических неответчиков на ВААРТ по срав-
нению с лицами, давшими стандартный ответ на
лечение, в активированных/циклирующих CD4+

Т-лимфоцитах памяти подавлена экспрессия ге-
нов, вовлеченных в энергетический обмен, в том
числе кодирующих комплексы дыхательной цепи
и ферменты цикла трикарбоновых кислот. Более то-
го, активированные/циклирующие CD4+ Т-клетки
памяти ИН имели сниженный трансмембранный
потенциал митохондрий, что не зависело от мас-
сы органелл.

Как было отмечено ранее, способность Т-кле-
ток к делению напрямую зависит от активности
митохондриального дыхания. Действительно, не-
давнее исследование показало, что внесение ин-
гибитора комплекса II электрон-транспортной
цепи в культуру Т-лимфоцитов приводит к сни-
жению мембранного потенциала митохондрий и
пролиферативной активности данных клеток
[13]. Аналогичный эффект на пролиферацию
CD4+ Т-клеток оказывает ротенон – ингибитор
комплекса I [11]. Кроме того, было показано, что
в CD4+ Т-лимфоцитах нокаут гена IRF4, участву-
ющего в регуляции метаболизма глюкозы и окис-
лительного фосфорилирования, вызывает сни-
жение активности дыхательной цепи и предот-
вращает деление [14]. Ранее нами также было
установлено, что активированные/циклирующие
CD4+ Т-клетки памяти ВИЧ-инфицированных

пациентов с неэффективным восстановлением
иммунитета не способны к продуктивной проли-
ферации in vitro и обладают низкой жизнеспособ-
ностью [5]. Представленные данные впервые поз-
воляют заключить, что у иммунологических неот-
ветчиков на ВААРТ низкая регенераторная
способность CD4+ Т-лимфоцитов памяти может
быть связана с нарушением процессов гликолиза
и митохондриального дыхания.
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METABOLIC FEATURES OF ACTIVATED MEMORY CD4+ T-CELLS DERIVED 
FROM HIV-INFECTED IMMUNOLOGICAL NON-RESPONDERS 

TO HIGHLY ACTIVE ANTIRETROVIRAL THERAPY
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Immunological non-responders (INR) are HIV-infected subjects that fail to restore CD4+ T-cell counts de-
spite undetectable HIV viral load, which is controlled by highly active antiretroviral therapy (HAART). In
INR, impaired immune restoration is linked to low-productive proliferation of memory CD4+ T-lympho-
cytes. Taking into account that T-cell ability to divide depends on the activity of metabolic pathways, we
aimed to determine rates of mitochondrial respiration and glycolysis in memory CD4+ T-cells of INR. Two
groups of HIV-infected HAART-treated patients were studied: immunological non-responders and subjects
with an adequate immunological response to therapy (immunological responders – IR). Healthy control
(HC) group comprised uninfected volunteers. In both groups of HIV-infected patients glycolytic activity of
memory CD4+ T-cells was lower than that in HC. Mitochondrial respiration rate in memory CD4+ T-cells
derived from IR was comparable to that of HC at basal state, however, after stimulation IR failed to reach the
values of uninfected subjects. INR had the lowest mitochondrial respiration rate both at basal state and after
stimulation. Taken together, the data presented herein demonstrate that low regenerative potential of memory
CD4+ T-cells derived from INR might be linked to diminished lymphocytes’ metabolic activity.

Keywords: HIV-infection, highly active antiretroviral therapy, CD4+ T-lymphocytes, metabolism, glycolysis,
mitochondria
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ОСОБЕННОСТИ ИММУНОГЕМАТОЛОГИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ 
ПЕРЕЛЕТНОГО (Vespertilio murinus Linnaeus, 1758) И ОСЕДЛОГО 

(Myotis dasycneme Boie, 1825) ВИДОВ РУКОКРЫЛЫХ ФАУНЫ УРАЛА
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Впервые представлены результаты сравнительного анализа гематологических параметров рукокры-
лых из природных популяций Уральского региона: у прудовой ночницы (Myotis dasycneme Boie,
1825) – оседлый вид и у двухцветного кожана (Vespertilio murinus Linnaeus, 1758) – перелетный вид.
Показаны значимые различия по содержанию в крови лейкоцитов (р = 0.05), эритроцитов и тром-
боцитов (р = 0.001) и установлены межвидовые различия в лейкограммах как по содержанию грану-
лоцитов (р = 0.04), так и агранулоцитов (р = 0.05). Для мигрирующих V. murinus характерен значи-
тельный вклад неспецифической защитной системы крови (54.9%) в адаптивные реакции организ-
ма. У прудовой ночницы выраженный лимфоцитарный профиль (58.5%) свидетельствует об
активации приобретенного адаптивного иммунитета. Двухцветные кожаны в сравнении с прудовы-
ми ночницами характеризуются более высоким уровнем врожденного иммунитета.

Ключевые слова: летучие мыши, гранулоциты, лимфоциты
DOI: 10.31857/S2686738921060068

Изучение механизмов адаптации рукокрылых
представляет особый интерес в связи с их уни-
кальными биологическими характеристиками:
приспособление к активному полету, сезонные
миграции и впадение в зимнюю спячку, сопро-
вождающееся физиологической гипотермией и
состоянием торпора. Фауна летучих мышей Ура-
ла изучена достаточно полно [1]. Однако при
значительном фактическом материале по их
биологии и экологии основная информация о
функциональных возможностях системы крови
насекомоядных летучих мышей, обеспечиваю-
щих адаптивную стратегию оседлых и перелетных
видов, явно ограничена [2–4].

Представленная статья посвящена проблемам
формирования адаптивной стратегии летучих
мышей в поддержании гомеостаза животных при
воздействии перманентно изменяющихся факто-
ров среды. Сравнительный анализ иммуногема-
тологических параметров двух видов экологиче-
ски контрастных насекомоядных летучих мышей
из природных популяций Уральского региона:

прудовой ночницы и двухцветного кожана прово-
дится впервые.

Животные отловлены паутинными сетями в
зонах массового обитания летних колоний на
территории Челябинской области (55°00′55″ N,
60°09′30″ Е) в июле 2014 г. В качестве объектов ис-
следования были взяты многочисленные и широ-
ко распространенные на Урале виды летучих мы-
шей: двухцветный кожан Vespertilio murinus Lin-
naeus, 1758 (мезофильный перелетный вид)
отловлен на побережье оз. Большой Кисегач,
прудовая ночница Myotis dasycneme Boie, 1825 (бо-
реальный оседлый и зимующий вид) – в окрест-
ностях оз. Малое Миассово. Прудовая ночница в
основном зимует в пещерах, начиная со второй
половины сентября до начала мая при температу-
рах от 0 до + 2оС в условиях чрезвычайно высокой
влажности. Двухцветный кожан в мае месяце
прилетает на Южный Урал в места выведения
потомства, а во второй половине августа мигри-
рует на расстояние несколько тысяч километров в
юго-западном направлении к местам зимовки [1].
Животных без признаков заболеваний доставля-
ли в лабораторию в отдельных контейнерах в день
отлова. Экспериментальные группы (n = 9) пред-
ставлены сеголетками (subadultus). Содержание
рукокрылых осуществляли согласно международ-
ным принципам Хельсинкской декларации [5].
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Плазму получали центрифугированием крови
в рефрижераторной ультрацентрифуге K-23D
(Германия) в вакутайнерах “Bekton Dickinson ВР”
(Великобритания) с ЭДТА в течение 15 мин при
3000 об/мин. Показатели периферической крови
определяли на гематологическом анализаторе
“BC-5800” (Mindray, Китай). Лейкоцитарную
формулу подсчитывали в мазках крови, окрашен-
ных по Романовскому-Гимзе (на 100 лейкоци-
тов). У экспериментальных животных исследова-
но 17 показателей периферической крови. Ре-
зультаты обработаны с использованием пакета
лицензионных прикладных программ “Statistica
v. 10.0”. Метод главных компонент (PCA) реализо-
ван посредством статистической среды R (R 3.1.2,
пакеты “Vegan” и “Ade4”) [6].

Исследование периферической крови показа-
ло, что у двухцветного кожана содержание эрит-
роцитов в 1.6 раза выше, чем у прудовой ночницы
(р = 0.001) (табл. 1), что при повышенной средней
концентрации гемоглобина в эритроците, по-ви-
димому, является отражением эффективного
кислородного режима во время длительных пере-
летов. Этому способствует и уменьшение в крови
среднего объема эритроцитов в 1.4 раза (р = 0.001), а
также двукратное повышение количества тром-
боцитов (р = 0.001) и тромбокрита (р = 0.02) в пе-
риферической крови перелетного вида в сравне-
нии с показателями крови прудовых ночниц.

Исследователи рассматривают активацию
тромбоцитопоэза при физических нагрузках,
действии низких температур и гипоксии, воздей-
ствии антропогенных, биотических стресс-фак-
торов в качестве эффекторов иммунной системы
[7]. Тромбоциты, участвуя в иммунных и аллерги-
ческих реакциях наряду с макрофагами, нейтро-
филами и эозинофилами, формируют первую ли-

нию защиты организма от патогенов. У двухцвет-
ного кожана в сравнении с прудовой ночницей
содержание лейкоцитов превышает в 1.8 раза
(р = 0.05) (табл. 1). Лейкоциты поддерживают го-
меостаз, формируя кровяной и тканевой барьеры
против микробной, вирусной и паразитарной ин-
фекций.

Метод главных компонент (РСА) позволил ви-
зуализировать видовую изменчивость показате-
лей периферической крови двухцветного кожана
и прудовой ночницы (рис. 1). Анализ показал, что
77.95% общей дисперсии параметров красной
крови и тромбоцитов приходится на первую глав-
ную компоненту (РС1) и 12.63% – на вторую
(РС2). Наибольший вклад в межвидовую измен-
чивость показателей красной крови по РС1 вно-
сят эритроциты (13.49%), средний объем эритро-
цита (13.01%), тромбоциты (12.99%), тромбокрит
(12.17%), среднее содержание гемоглобина
(11.88%), а их значимые коэффициенты корреля-
ции с РС1 составляют –0.97, –0.96, –0.95, –0.92,
0.91 – соответственно (р = 0.001).

Первая главная компонента по этим перемен-
ным четко выделяет в самостоятельные группы
оседлый (ПН) и перелетный (ДК) виды (рис. 1).
Вторая главная компонента РС2 сильно коррели-
рует (–0.70) с гематокритным показателем (вклад
43.20%), и в меньшей степени – с гемоглобином
(вклад 18.86%), что также подтверждает неодно-
родность особей исследованных двух экологиче-
ски контрастных видов по данным показателям.

Лейкоцитарный состав крови рукокрылых
представлен гранулоцитами (нейтрофилы: юные,
палочкоядерные, сегментоядерные и эозинофи-
лы) и агранулоцитами (моноциты и лимфоциты)
(табл. 2).

Таблица 1. Показатели периферической крови летучих мышей. Среднее арифметическое ( ), ошибка сред-
него (SEboot) и доверительный интервал ([95% CIboot]) бутстреп-распределения

Примечание: * – статистически значимые различия между группами, ANOVA с перестановочным тестом, p ≤ 0.05.

Показатели Прудовая ночница Двухцветный кожан p

Эритроциты (RBC), Т/л 5.7 ± 0.4 [5.0–6.3] 9.2 ± 0.6* [8.1–10.6] 0.001
Лейкоциты, Г/л 3.3 ± 0.5 [2.4–4.4] 5.9 ± 0.8* [4.1–7.6] 0.05
Гемоглобин (HGB), г/л 101.5 ± 5.6 [89.8–110.5] 127.1 ± 8.1 [111.8–142.8] 0.08
Гематокритный показатель (HCT), % 29.9 ± 1.9 [25.6–32.9] 33.3 ± 1.5 [30.6–36.5] 0.29
Средний объем эритроцита (MCV), фл 52.3 ± 0.5 [51.6–53.4] 36.8 ± 1.1* [34.7–39.1] 0.001
Среднее содержание гемоглобина в эритроците 
(MCH), пг

17.8 ± 0.2 [17.4–18.2] 13.9 ± 0.4* [13.2–14.8] 0.001

Средняя концентрация гемоглобина в эритроците 
(MCHC), г/л

340.9 ± 4.7 [333.0–350.3] 379.5 ± 7.3* [365.0–394.2] 0.001

Тромбоциты (PLT), г/л 213.1 ± 28.0 [160.5–265.5] 476.3 ± 26.1* [421.2–522.0] 0.001
Средний объем тромбоцитов (MPV), фл 6.6 ± 0.1 [6.4–6.9] 5.2 ± 0.2* [4.8–5.5] 0.001
Тромбокрит (PCT), % 0.1 ± 0.0 [0.1–0.2] 0.3 ± 0.0* [0.2–0.3] 0.02

bootMX
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Лимфоциты, как основа гуморального имму-
нитета, ограничивают распространение инфек-
ций, участвуя в адекватном иммунологическом
ответе организма [8]. У оседлого вида M. dasyc-
neme следует отметить высокое содержание лим-
фоцитов (56.0%), обеспечивающих значительную
эффективность клеточного иммунитета (р = 0.04).
Показательна активная неспецифическая защита
организма от токсических воздействий, вирусных
и бактериальных инфекций у перелетного вида –
двухцветного кожана, что обеспечивается повы-
шенным уровнем нейтрофилов (р = 0.01) (табл. 2).

Межвидовых различий в лейкограммах иссле-
дуемых животных как по содержанию моноцитов
(р = 0.38), так и по содержанию эозинофилов
(р = 0.39) не выявлено, что свидетельствует об
идентичности адаптивных механизмов исследуе-
мых широкораспространенных видов рукокры-
лых уральской фауны. Известно, что моноциты,
выполняя фагоцитарную роль, продуцируют эн-
догенные регуляторы иммунного ответа – про-
воспалительные цитокины [7, 9]. Эозинофилы,
активно циркулирующие в крови у прудовой ноч-
ницы и у двухцветного кожана, обеспечивают
противогельминтную иммунную защиту орга-
низма. Необходимо отметить, что у летучих мы-
шей, как и у всех позвоночных, лейкоцитарные
клетки периферической крови ответственны за
проявление реакций врожденного (естественно-
го) иммунитета, так и адаптивного (приобретен-
ного) иммунного ответа [8, 9].

Показаны значимые межвидовые различия ле-
тучих мышей по содержанию гранулоцитов и
агранулоцитов, отражающих взаимосвязь эффек-
торных механизмов иммунной системы живот-
ных. В лимфоцитарно-гранулоцитарном составе
периферической крови прудовой ночницы пре-
обладают агранулоциты (58.5%), обеспечиваю-
щие иммунный надзор и специфическую реак-
тивность организма (адаптивный иммунитет).

У мигрирующего двухцветного кожана преобла-
дают гранулоциты (54.9%), формирующие неспе-
цифическую линию защиты при активации есте-
ственного врожденного иммунитета. Именно эта
врожденная иммунная система защиты быстрее и
эффективнее реагирует на широкий спектр био-
тических и абиотических факторов среды обита-
ния по сравнению с адаптивными приобретенны-
ми ответами. Мигрирующие двухцветные кожа-
ны характеризуются более высоким уровнем
врожденного иммунитета в сравнении с прудовой
ночницей.

Таким образом, результаты проведенных ис-
следований позволяют впервые оценить гемато-
логические параметры двухцветного кожана и
прудовой ночницы, иллюстрируя видовую спе-
цифику эффекторных механизмов иммунной си-

Рис. 1. Показатели красной крови двух видов летучих
мышей в пространстве первых двух главных компо-
нент. PC1, PC2 – оси главных компонент, % – про-
цент дисперсии данных, объясненных главной ком-
понентой; стрелки отражают корреляцию главных
компонент с исходными показателями; эллипсы
представляют собой 95% доверительные области;
ПН – прудовая ночница, ДК – двухцветный кожан.
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MCHC
PC1: 77.95%
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PLT
PCT
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ДК

ПН
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Таблица 2. Лейкоцитарный состав периферической крови летучих мышей. Среднее арифметическое ( ),
ошибка среднего (SEboot) и доверительный интервал ([95% CIboot]) бутстреп-распределения

Примечание: * – статистически значимые различия между группами, ANOVA с перестановочным тестом, p ≤ 0.05.

Показатели Прудовая ночница Двухцветный кожан p

Нейтрофилы, % 39.8 ± 1.4 [37.0–42.5] 54.0 ± 3.3* [47.2–60.2] 0.01
• юные, % 2.5 ± 1.1 [0.5–4.8] 8.0 ± 1.3* [5.2–10.4] 0.05
• палочкоядерные, % 26.0 ± 3.2 [18.8–30.0] 24.6 ± 3.0 [18.8–30.6] 0.77
• сегментоядерные, % 11.2 ± 2.9 [6.0–16.8] 21.4 ± 2.5* [17.6–27.0] 0.05

Лимфоциты, % 56.0 ± 1.8 [52.3-59.0] 43.4 ± 3.1* [37.6–49.2] 0.04
Моноциты, % 2.5 ± 0.8 [0.8–3.8] 1.6 ± 0.8 [0.4–3.4] 0.38
Эозинофилы, % 1.3 ± 0.4 [0.5–2.0] 1.0 ± 0.3 [0.4–1.6] 0.39
Гранулоциты, % 41.0 ± 1.8 [37.5–44.5] 54.9 ± 3.4* [48.0–61.4] 0.04
Агранулоциты, % 58.5 ± 2.1 [54.5–62.5] 44.9±3.5* [38.6–52.0] 0.05

bootMX
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стемы животных, обусловленную в свою очередь
эколого-физиологическими особенностями осед-
лых и перелетных видов летучих мышей из при-
родных популяций Уральского региона.
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For the first time, the results of a comparative analysis of hematological parameters of bats from natural pop-
ulations of the Ural region are presented: the pond bat (Myotis dasycneme Boie, 1825) has a resident species
and the two-colored bat (Vespertilio murinus Linnaeus, 1758) has a migratory species. Significant differences
in the content of white blood cells (p = 0.05), red blood cells and platelets (p = 0.001) were shown. Interspe-
cific differences were found in the leukograms of the studied bats both in the content of granulocytes (p = 0.04)
and agranulocytes (p = 0.05). For migrating V. murinus is characterized by a significant contribution of the
nonspecific protective system of the blood (54.9%) to the adaptive reactions of the body. In the pond bat, a
pronounced lymphocytic profile (58.5%) indicates the activation of acquired adaptive immunity. Two-col-
ored bats leathers in comparison with pond bats are characterized by a higher level of innate immunity.
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Впервые определены ионообменные свойства клеточных стенок (КС), изолированных из корней и
побегов ячменя, выращенного в условиях полиметаллического загрязнения. Установлено, что в по-
бегах содержание в КС всех типов катионообменных групп значительно выше, чем в корнях, что
обусловливает более высокую металл-связывающую способность КС побегов и степень гидратации
ее полимеров. Впервые показано, что воздействие избытка тяжелых металлов на растения приводит
к возрастанию содержания деметилированных пектинов в КС побегов.

Ключевые слова: клеточная стенка, ионообменные свойства, тяжелые металлы, ячмень
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Клеточная стенка (КС) – это сложноорганизо-
ванная и многофункциональная структура, пер-
вая вступающая в контакт с внешним раствором и
модифицирующая его состав за счет реакций об-
мена между ионогенными группами полимеров
КС и ионами раствора. Структурные и ионооб-
менные характеристики КС определяют ионный
состав среды, которая омывает клеточную мем-
брану, контролируют перенос растворенных ве-
ществ в клетку и влияют на механические и осмо-
тические явления, связанные с ростом клеток [1].
КС является не только сложной, но и динамич-
ной структурой, состав и организация которой
могут изменяться в процессе онтогенеза и под
действием внешних факторов [2, 3]. Кроме того,
реакции ионного обмена в КС клеток корня ре-
гулируют поступление веществ в корни расте-
ний [4–6], а при повышенной концентрации тя-
желых металлов (ТМ) в почвенном растворе КС
выступает как первый защитный барьер на пути
их поступления в цитоплазму клеток корня, эф-
фективность которого обусловлена ионообмен-
ной способностью КС в отношении катионов
металлов [5].

Ионообменные свойства КС в отношении
двух- и трехвалентных катионов металлов глав-

ным образом определяются содержанием демети-
лированных карбоксильных групп галактуроно-
вой кислоты [4, 7] в составе пектиновых веществ.
В то же время и другие компоненты КС (белки,
аминокислоты и фенольные соединения) также
принимают участие в связывании и накоплении
ТМ в апопласте [6, 7]. Однако в литературе име-
ются лишь ограниченные данные об изменении
количества ионогенных групп полимеров КС в
условиях избытка ТМ в среде, а влияние совмест-
ного присутствия нескольких токсичных метал-
лов на ионообменные свойства КС у злаковых
растений никогда ранее не изучалось.

В настоящей работе мы впервые определили
ионообменные свойства КС корней и побегов яч-
меня (Hordeum vulgare L., сорт «Биом») в условиях
полиметаллического загрязнения.

Растения выращивали в водной культуре (по
60 растений на сосуд объемом 3 л) в климатиче-
ской камере (24°С, освещенность 100 мкмоль
квантов м–2 с–1, 16 ч день) при постоянной аэра-
ции растворов. Контрольные растения выращи-
вали на питательном растворе, содержащем
(мкМ): K2SO4 – 147.5, KH2PO4 – 5, MgSO4 – 95,
NH4NO3 – 120, CaCl2 – 620, Ca(NO3)2 – 275,
MnSO4 – 0.5, ZnSO4 – 0.5, CuSO4 – 0.2, Na2MoO4 –
0.01, NaCl – 10, H3BO3 – 1, FeSO4 – 6, и 2.22 г/л
ЭДТА. В опытные сосуды через 7 сут после высад-
ки растений дополнительно вносили растворы
ТМ до конечной концентрации: а) опытный ва-
риант с суммарной концентрацией ТМ 65.5 мкМ:

УДК 57.023
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Al3+ – 10; Mn2+ – 25; Cd2+ – 1.4; Cu2+ – 1; Ni2+ – 8;
Zn2+ – 20; Pb2+ – 0.15 мкМ; б) опытный вариант с
суммарной концентрацией ТМ 131 мкМ: Al3+ –
20; Mn2+ – 50; Cd2+ – 2.8; Cu2+ – 2; Ni2+ – 16;
Zn2+ – 40; Pb2+ – 0.3 мкМ. В питательный раствор
и для опытных, и для контрольных растений
ежедневно вносили раствор KH2PO4 из расчета
1 мкмоль на литр среды. Растения выращивали в
присутствии ТМ в течение 7 сут, после чего у ча-
сти растений определяли сырую и сухую массу
органов, их оводненность, а оставшиеся исполь-
зовали для выделения КС (из корней и надземной
части) в соответствии с ранее описанной методи-
кой [6]. Исследование ионообменных групп в со-
ставе КС проводили методом потенциометриче-
ского титрования, как описано ранее [6], при по-
стоянной ионной силе раствора (10 мМ), которую
создавали добавлением NaCl. Весовой коэффи-
циент набухания КС (KКС, г Н2О/г сухой массы
КС) в растворах с рН 4–12 и ионной силой 10 мМ
определяли в соответствии с методикой, описан-
ной в [6]. Опыты проводили в 3–6 биологических
повторностях для каждой концентрации полиме-
таллов. Приведены средние значения и их стан-
дартные отклонения или ошибки. Различия счи-
тали достоверными при p < 0.05 или р < 0.01.

Сухая масса корней и надземной части, а так-
же их оводненность и массовая доля КС в корнях
и побегах растений ячменя достоверно не разли-
чались по отношению к контролю ни при
65.5 мкМ, ни при 131 мкМ ТМ в среде (р < 0.01,
табл. 1), причем различий не наблюдалось и меж-
ду вариантами обработки с разной концентраци-
ей ТМ (р < 0.01, табл. 1). Эти данные свидетель-
ствуют о том, что воздействие полиметалличе-
ских загрязнений в указанных концентрациях не
приводит к ингибированию роста растений и не
нарушает их водный обмен.

Водный режим в КС регулируется через набу-
хание ее полимерного матрикса, которое изменя-
ется под влиянием состава внешней среды. Спо-
собность к набуханию – это свойство полимерно-
го материала, определяемое его строением и
составом. Результаты показывают, что коэффи-
циент набухания КС (KКС), изолированных из

корней и надземных частей растений ячменя,
увеличивается с рН раствора. С увеличением рН
от 4 до 9 этот параметр возрастал от 2.5 до 4.0 и от
2.5 до 5.5 г H2O/г сухой массы КС в корнях и в по-
бегах соответственно. Существенные отличия в
набухании были обнаружены между КС корней и
побегов: у последних значение этого показателя
было в 1.4–1.5 раза выше вне зависимости от сре-
ды выращивания.

Во всех вариантах при рН > 10.8 катионооб-
менная способность КС достигала максимальных
значений ( , табл. 2), которые характеризуют
общее количество катионообменных групп, име-
ющихся в полимерной структуре КС. Следует от-
метить, что в КС как побегов, так и корней были
обнаружены и анионообменные группы, но их
содержание не превышало 20 мкмоль/г сухой
массы КС, что соответствует известным данным
[4, 6].

Так же, как и в КС других видов растений [6],
в КС, изолированных и из корней, и из побегов
ячменя, обнаружено три типа катионообменных
групп (табл. 2): карбоксильные группы полига-
лактуроновой (ПГК) и гидроксикоричных (ГКК)
кислот, и фенольные ОН-группы. Последние не
принимают участия в ионообменных реакциях, так
как значение рКа этих групп (9.66 ± 0.17 ед. рН) ле-
жит за пределами физиологической области рН.

Полученные в работе значения рКа ионооб-

менных групп в составе КС (  = 4.35 ± 0.61;
 = 7.27 ± 0.15;  = 9.66 ± 0.17) свидетель-

ствуют о том, что их качественный состав одина-
ков в КС корней и надземной части, тогда как ко-
личество групп каждого типа (Si, табл. 2) значи-
тельно различается между органами растений.
Так, в побегах содержание карбоксильных групп
ПГК в КС больше, чем в корнях в 3 раза (кон-
трольные растения) и 4 раза (обработанные ТМ
растения), карбоксильных групп ГКК – в 1.6 раза
(независимо от среды выращивания), фенольных
ОН-групп – примерно в 2 раза. Данный факт объ-
ясняет различие в величине коэффициента набу-
хания для КС побегов и корней: более высокое
содержание всех типов катионообменных групп в

кат
оS

ПГК
apK

ГКК
apK ФГ

apK

Таблица 1. Сухая масса корня (Gкорня, мг) и надземной части (Gнадз, мг) одного растения, их оводненность (Qкорни,

Qнадз, г Н2О/г сухой массы органа), доля КС от общей сухой массы корней и надземной части ( , ) рас-
тений ячменя, выращенных на контрольной среде и средах с добавлением 65.5 мкМ и 131 мкМ ТМ. Приведены
средние значения и их стандартные ошибки

Вариант Gкорня Gнадз Qкорни Qнадз

контроль 11.33 ± 0.53 41.91± 3.82 15.47 ± 0.48 10.70 ± 0.05 0.53 ± 0.02 0.41 ± 0.01
65.5 мкМ ТМ 12.33 ± 0.75 43.63 ± 1.45 12.06 ± 1.25 9.28 ± 0.25 0.51 ± 0.03 0.41 ± 0.01
131 мкМ ТМ 11.70 ± 0.49 38.08 ± 0.74 11.78 ± 0.51 9.74 ± 0.28 0.51 ± 0.01 0.41 ± 0.00

КС
корниG КС

надзG

КС
корниG КС

надзG
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побегах приводит к увеличению содержания
электроотрицательного элемента кислорода, что,
в свою очередь, увеличивает степень гидратации
полимеров КС.

С точки зрения ионообменной способности
КС корней слабо отвечают на присутствие в пита-
тельной среде полиметаллических загрязнений.
Другая ситуация в этих условиях наблюдается для
КС, изолированных из надземной части. В ответ
на воздействие ТМ происходит увеличение коли-
чества как обоих типов карбоксильных групп, так
и фенольных ОН-групп в 1.3–1.4 раза по отноше-
нию к контролю (табл. 2).

Известно, что у бобовых растений содержание
карбоксильных групп ПГК в КС стеблей вдвое
выше, чем в КС корней [8]. У исследованных же
нами растений ячменя различия достигают четы-
рех раз. Чтобы подтвердить эти данные, был при-
менен еще один метод, основанный на том, что
при рН < 4 в ионообменных реакциях с Cu2+

участвуют только карбоксильные группы ПГК [9].
После 72 ч инкубации в 131 мкМ растворе CuCl2
(рН 4.0 ± 0.2) в КС, изолированных из корней яч-
меня, содержалось 22.03 ± 2.84 мкмоль Cu/г сухой
массы КС, а в КС надземной части – 33.77 ±
± 0.84 мкмоль Cu/г сухой массы КС, вне зависи-
мости от среды, на которой были выращены рас-
тения. Поскольку КС, выделенные из корней,
связали меньше Cu2+, можно заключить, что со-
держание деметилированных пектинов в них зна-
чительно ниже по сравнению с КС побегов.

Известно, что в ответ на металл-стресс расте-
ния могут реализовывать три стратегии измене-
ния состава КС клеток корня и ее ионообменной
способности. Первая из них, обнаруженная боль-
шей частью у чувствительных к воздействию ТМ
сортов и видов растений, заключается в увеличе-
нии массовой доли деметилированных пектинов
в КС корней при воздействии таких металлов, как
Pb, Cd и Cu [10, 11]. Вторая, напротив, состоит в
уменьшении массовой доли деметилированных
пектинов в КС в ответ на избыток ТМ в среде [10,

12]. В данном случае формирование “металл-ис-
ключающих” КС препятствует накоплению ТМ в
апопласте и, вероятно, также ограничивает сим-
пластное поглощение металла клетками корня
[10]. Третья стратегия изменения состава КС обу-
словлена усилением в равной мере биосинтеза
всех компонентов КС, в том числе и пектинов с
такой же степенью метилирования, как у кон-
трольных растений. Такой ответ на воздействие
повышенных концентраций ионов меди был вы-
явлен у бобовых [13].

В настоящее время считается, что основную
роль в связывании ТМ играют карбоксильные
группы остатков уроновых кислот в составе пек-
тинов [7]. Полученные нами данные о содержа-
нии таких групп в КС корней ячменя (табл. 2)
свидетельствуют о том, что металл-связывающая
способность КС корней, как и ее массовая доля
(табл. 1), не изменяются при обработке полиме-
таллами, и, следовательно, можно заключить, что
модификации состава КС в корнях ячменя не
происходит при воздействии ТМ на растения ни в
“высокой” (131 мкМ), ни в “низкой” (65.5 мкМ)
концентрациях.

Напротив, полученные данные о содержании
карбоксильных групп ПГК в КС, выделенных из
надземной части растений ячменя, позволяют
предположить, что в ответ на воздействие ТМ
происходит модификация пектиновых полиме-
ров путем их деметилирования, так содержание
карбоксильных групп ПГК возрастает в 1.4 раза
(табл. 2), а массовая доля КС в побегах не изменя-
ется по отношению к контролю (табл. 1).

Увеличение содержания фенольных ОН-групп
в КС и корней, и побегов ячменя в ответ на дей-
ствие ТМ может быть обусловлено лигнификаци-
ей вторичной КС, так как такой ответ был обна-
ружен при воздействии других неблагоприятных
факторов внешней среды, таких как засуха, пони-
женные температуры, засоление [14] и дефицит
азота в среде [15].

Таблица 2. Содержание катионообменных групп каждого типа (Si, мкмоль/г сухой массы КС), общее содержание
катионообменных групп ( , мкмоль/г сухой массы КС) в клеточных стенках, изолированных из корней и по-
бегов растений ячменя, выращенных на контрольной среде и средах с добавлением 65.5 мкМ и 131 мкМ ТМ.
ПГК – карбоксильные группы полигалактуроновой кислоты; ГКК – карбоксильные группы гидроксикоричных
кислот; ФГ – фенольные ОН-группы. Приведены средние значения и их стандартные отклонения

Вариант SПГК SГКК SФГ

контроль КС корней 40 ± 1 330 ± 30 310 ± 21 678 ± 44
КС побегов 120 ± 12 540 ± 20 530 ± 20 1230 ± 80

65.5 мкМ ТМ КС корней 38 ± 2 420 ± 25 340 ± 15 798 ± 32
КС побегов 160 ± 15 540 ± 20 700 ± 30 1400 ± 70

131 мкМ ТМ КС корней 39 ± 3 450 ± 32 350 ± 20 838 ± 55
КС побегов 165 ± 20 700 ± 52 650 ± 25 1515 ± 100

кат
оS

кат
оS



550

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 501  2021

МЕЙЧИК и др.

Таким образом, нами впервые показано, что
при воздействии ТМ на растения может происхо-
дить не только модификация КС корней, как бы-
ло известно ранее, но и модификация КС побе-
гов, которая заключается в деметилировании
пектинов с целью увеличения ионообменной
способности КС. Можно предположить, что та-
кой ответ связан с механизмами поступления ТМ
в растения ячменя. Вероятно, вследствие неболь-
шого содержания карбоксильных групп ПГК в
КС корней, ионы металлов поступают в надзем-
ную часть, где накапливаются и инактивируются,
в том числе, и в КС.
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THE EFFECT OF POLYMETALLIC POLLUTION ON ION-EXCHANGE 
PROPERTIES OF BARLEY ROOT AND SHOOT CELL WALLS

N. R. Meychika,#, Yu. I. Nikolaevaa, O. V. Nikushina, and M. A. Kushuninaa

a Lomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, Department of Plant Physiology, Moscow, Russian Federation
#e-mail: meychik@mail.ru

Presented by academician of the RAS M.P. Kirpichnikov

For the first time we determined the ion-exchange properties of the cell walls (CWs) isolated from roots and
shoots of barley plants grown in the conditions of polymetallic pollution. The content of all the types of cat-
ion-exchange groups in the CWs was found to be considerably higher in the shoots than in the roots, which
resulted in higher metal-binding capacity of the shoot CWs and higher swelling capacity of CW polymers. It
was shown for the first time that the heavy metal excess causes an increase in the content of demethylated pec-
tins in the shoot CWs.

Keywords: cell wall, ion-exchange properties, heavy metals, barley
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МОДИФИКАЦИЯ ПЛАЗМИНОГЕНА
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Плазминоген является зимогеном плазмина, фермента, который играет фундаментальную роль в
растворении фибриновых сгустков и во многих других физиологических процессах. Впервые мето-
дом хромато-масс-спектрометрии были выявлены посттрансляционые модификации в первичной
структуре плазминогена, обработанного физиологически релевантными количествами перекиси
водорода. Установлено, что мишенями окислителя являлись остатки метионина и триптофана, ло-
кализованные в различных структурных областях плазминогена. Показано, что окисление плазми-
ногена вызывало доз-зависимый эффект снижения фибриногенолитической активности плазмина,
оцениваемой по образованию продуктов деградации фибриногена. Обсуждается возможная анти-
оксидантная роль метионинов в окислительной модификации плазминогена.

Ключевые слова: плазминоген/плазмин, окисление, перекись водорода, масс-спектрометрия, элек-
трофорез, окислительные сайты, антиоксидантные метионины
DOI: 10.31857/S2686738921060159

Плазминоген/плазмин функционирует как
наиболее важная внеклеточная протеазная систе-
ма in vivo, вовлекаясь в целый ряд патофизиоло-
гических процессов, включая тромбоз и кровоте-
чение, заживление ран, воспаления, инсульты,
инфаркты и многие другие [1, 2].

Нативная форма плазминогена (Glu-плазми-
ноген) человека представляет собой полипептид-
ную цепь, содержащую 791 аминокислотный оста-
ток (Glu1-Asn791). Пространственная укладка цепи
образует ряд глобулярных модулей: N-терминаль-
ный, так называемый PAN-apple домен (PAp),

пять гомологичных крингл-доменов (КР1–КР5),
структура каждого из которых стабилизирована
тремя дисульфидными связями, сериновый про-
теазный домен (SP), содержащий каноническую
для всех сериновых протеаз каталитическую три-
аду остатков His603, Asp646 и Ser741, а также гиб-
кий линкер, соединяющий домены KР4 и KР5
между собой [3]. Крингл-домены содержат сайты
связывания лизина, которые позволяют плазми-
ногену связывать фибрин и другие субстраты, со-
держащие N-концевые лизины [4]. Glu-плазми-
ноген находится в закрытой, устойчивой к акти-
вации конформации, в которой остатки лизина и
аргинина (в частности, Lys50, Arg68 и Arg70),
присутствующие на N-концевом домене PAp,
связываются с лиганд-связывающими сайтами
КР-4 и КР-5. Таким образом, закрытая конфор-
мация Glu- плазминогена частично опосредуется
междоменными взаимодействиями через сайты
связывания лизина [5].

Плазминоген может быть активирован в
плазмин путем расщепления связи Arg561-Val562.
N-концевая часть цепи (Glu1-Arg561) образует
цепь А, которая ковалентно связана с цепью B
(Ala562-Asn791) посредством дисульфидных свя-
зей Cys548-Cys666 и Cys558-Cys566.

В настоящее время общепризнано, что белки
выступают в качестве основной мишени для ак-
тивных форм кислорода (АФК) [6]. Эти произ-
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водные кислорода способны повреждать белки,
что оказывает влияние на их структуру, проявля-
ющееся в более или менее выраженной потере
ими свойственных им биохимических функций.

Ранее методом тандемной масс-спектромет-
рии [7] были идентифицированы сайты, модифи-
цированные гипохлорит-индуцированным окис-
лением молекулы плазминогена.

Перекись водорода (H2O2) является суще-
ственно менее агрессивным окислителем по
сравнению с гипохлоритом. Она вырабатывается
большинством клеток человеческого тела. По-
ступление в плазму H2O2, генерируемой во внут-
риклеточном пространстве клеток крови, незна-
чительно по сравнению с генерацией H2O2 из ис-
точников в плазме крови или на внешней
поверхности клеток [8]. Помимо НАДФН-окси-
даз, плазматические мембраны фагоцитов, эндо-
телиальные клетки и тромбоциты вносят значи-
тельный вклад в генерацию плазменного H2O2 [9,
10]. Как полагают [8], значения концентрации
H2O2 в плазме могут находиться в диапазоне от
нескольких мкМ до сотен мкМ, в то время как не-
которые авторы [11] сообщают, что концентрация
H2O2 в плазме человека может быть существенно
выше и достигать 100 мМ.

В данной работе впервые была предпринята
попытка исследовать действие H2O2-индуциро-
ванного окисления плазминогена на модифика-
цию отдельных сайтов в его первичной структуре,
а также нарушение фибриногенолитической
(гидролиз фибриногена) активности плазмина,
образованного при активации окисленного плаз-
миногена.

Glu-плазминоген был выделен из плазмы кро-
ви доноров методом аффинной хроматографии
на лизин-активированной CNBr Sepharose 4B
(Sigma-Aldrich), как описано ранее [12]. Фибри-
ноген был получен из цитратной плазмы крови
человека методом глицинового осаждения [7].

Превращение плазминогена в плазмин осу-
ществляли стрептокиназой (Bechringwerke, Гер-
мания) в молярном соотношении 100/1 (плазми-
ноген/стрептокиназа) [7]. Время инкубации сме-
си плазминогена и стрептокиназы составляло
40 мин при 37°С.

Фибриногенолитическая активность плазми-
на оценивалась по накоплению продуктов гидро-
лиза фибриногена с помощью электрофореза в
полиакриламидном геле в присутствии додецил-
сульфата натрия (SDS) по методике Laemmli.

Окисление плазминогена было индуцировано
H2O2 (Sigma-Aldrich) в широком диапазоне кон-
центраций окислителя, равным 50–400 мкМ при
концентрации субстрата реакции 1 мкМ. После
инкубации белка с окислителем (60 мин при
37°С) реакция была остановлена добавлением в
каждый образец десятикратного молярного из-
бытка L-метионина по отношению к окислите-
лю. Для последующих работ (и избавления от ме-
тионина) образцы переводились в исходный бу-
фер с использованием ультрацентрифужных
фильтров Amicon Ultra, 10 КДа (Millipore, Ирлан-
дия).

Анализ, проведенный методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии, совмещен-
ный с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-
МС/МС), проводился на системе, включающей
хроматограф Agilent 1100 c системой автоматиче-
ского отбора проб (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, USA) и тандемного масс-спектрометра 7T
LTQ-FT Ultra (Thermo, Bremen, Germany) [13, 14].
При подготовке проб образцы обрабатывались
дитиотреитолом (DTT) для восстановления ди-
сульфидных связей c последующим алкилирова-
нием йодоацетоамидом и гидролизом трипсином
(Promega, USA). Триптические пептиды были
идентифицированы с помощью программного
обеспечения PEAKS Studio (V. 8.5, Bioinformatics
Solutions Inc., Waterloo, On, Canada). Для получе-
ния результатов было выполнено три независи-
мых эксперимента, каждый из которых выпол-
нялся в трех повторностях. При сравнении ре-
зультатов учитывались аминокислоты, не
окисленные в контроле, а также те, уровень окис-
ления которых по сравнению с контролем, воз-
растал более чем на 1%.

Результаты электрофореза свидетельствуют о
том, что при обработке белка окислителем во
всем диапазоне концентраций плазминоген со-
хранял исходную гомогенность, т.е. не наблюда-
лось ни фрагментации белка, ни межцепочечного

Рис. 1. Эффект Н2О2 на молекулу плазминогена.
Электрофореграмма свидетельствует об отсутствии
каких-либо видимых нарушений в гомогенности по-
липептидной цепи белка. Полоса М соответствует
молекулярным массам белковых маркеров.
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сшивания (рис. 1). Этот результат хорошо согла-
суется с полученными ранее электрофоретиче-
скими данными, которые также демонстрирова-
ли сохранение целостности полипептидной цепи
плазминогена, обработанного гипохлоритом [7].

Индуцированная стрептокиназой активация
плазминогена, как видно из рис. 2, вызывала об-
разование плазмина, о чем свидетельствуют два
продукта активации, тяжелая (А) и легкая (В)
полипептидные цепи, соответствующие молеку-
лярным массам цепей плазмина, 70 и 25 кДа со-
ответственно. Действие 50 и 300 мкМ Н2О2 на
плазминоген не оказывало влияния на его рас-
щепление стрептокиназой.

Согласно данным ПААГ-электрофореза, об-
работка плазминогена 50 и 100 мкМ Н2О2 практи-
чески не влияла на гидролиз фибриногена, так
как спектр продуктов деградации и их количество
не отличались от свойственных контрольному
образцу (рис. 3). Однако обработка исходного
плазминогена 300 и 400 мкМ окислителя приво-
дила к уменьшению накопленного фрагмента D и
сохранению остаточного фибриногена в смеси
(рис. 3).

Методом масс-спектрометрии высокого раз-
решения были проанализированы образцы плаз-
миногена, подвергавшиеся воздействию 50 и
300 мкМ Н2О2. Модифицированные аминокис-

лотные остатки и типы их модификации, обу-
словленные Н2О2-индуцированным повреждени-
ем белка, показаны в табл. 1.

Рис. 2. Влияние H2О2 на активацию стрептокиназой плазминогена. Как следует из результата электрофореза, актива-
ция стрептокиназой нативного плазминогена продуцировала два основных пептида (полоса К), соответствующих тя-
желой А, (~70 кДа) и легкой В (~25 кДа) цепям плазмина. Активация стрептокиназой плазминогена, окисленного 50
(1) и 300 мкМ (2) Н2О2, не сопровождалась изменениями в электрофоретической подвижности А и В полипептидных
цепей плазмина. Полоса М – молекулярные массы белковых маркеров.
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Рис. 3. Фибриногенолитическая активность плазми-
на, образованного из окисленного плазминогена, об-
работанного разными количествами Н2О2. Как видно
из электрофореграммы, активность плазмина снижа-
ется, что проявляется в уменьшении содержания ко-
нечного продукта деградации фибриногена, фрагмен-
та D, и сохранении остаточного фибриногена. Полоса
М – молекулярные массы белковых маркеров.
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Повышение дозы окислителя с 50 до 300 мкМ
Н2О2 способствовало увеличению степени окис-
ления большинства идентифицированных остат-
ков таких, как Met57, локализованный в PAp до-

мене; в домене КР4 – Met385, Met404, Trp417 и
Trp427; в КР5 – Met463 и в каталитическом доме-
не – Met585, Met788. В то же время степень окис-
ления Trp108, Trp235 и Trp417, расположенных в

Таблица 1. Степени окисления идентифицированных аминокислотных остатков в плазминогене, обработанных
50 и 300 мкМ Н2О2, и типы окислительных модификаций

Примечание: степени окисления аминокислотных остатков представлены как разность между средними значениями показа-
телей при индуцированном окислении и в контроле.

Модификация Аминокислот-
ный остаток

50 мкМ H2O2/1 мкМ
плазминогена, % (± ст. отклон.)

300 мкМ H2O2/1 мкМ
плазминогена, % (± ст. отклон.)

Окисление Met 57 47.5 ± 7.9 60.0 ± 5.4
Окисление Trp 108 20.9 ± 3.9 20.1 ± 5.1
Окисление Met 182 0.0 42.2 ± 10.3
Окисление Trp 235 3.9 ± 0.7 3.4 ± 1.3
Диокисление Trp 235 16.5 ± 1.4 19.1 ± 0.9
Диокисление Tyr 304 2.5 ± 0.3 2.1 ± 0.8
Окисление Met 385 29.7 ± 13.3 73.9 ± 8.6
Диокисление Trp 382 0.5 ± 0.04 5.6 ± 1.84
Окисление Trp 382 0.0 1.7 ± 0.5
Окисление Met 404 69.1 ± 7.6 84.6 ± 3.7
Окисление Trp 417 18.2 ± 1.3 22.8 ± 2.5
Окисление Trp 427 38.6 ± 7.5 70.3 ± 9.2
Окисление Met 463 33.3 ± 12.9 100.0 ± 0.0
Окисление Met 585 95.5 ± 2.4 100.0 ± 0.0
Окисление Met 788 12.8 ± 7.4 85.7 ± 2.9

Рис. 4. 3D-структура (PDB ID: 4DUU) плазминогена с обозначенными модификациями аминокислотных остатков
(черные шары) при окислении белка 300 мкМ перекиси водорода.
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доменах КР1, КР2 и КР4, соответственно, прак-
тически не изменялась и, кроме того, наблюда-
лось вовлечение в окислительную модифика-
цию дополнительных двух остатков, Met182 и
Trp382, локализованных в структуре КР2 и КР4,
соответственно, степень окисления которых при
действии 50 мкМ Н2О2 (рис. 4) не отличалась от
таковой в контрольном образце. Этот эффект,
вероятно, связан с конформационными превра-
щениями в молекуле плазминогена при дей-
ствии 300 мкМ Н2О2, делающих эти два остатка
более пространственно доступными для окисли-
теля.

Сравнение окислительных сайтов, возникаю-
щих в плазминогене при его обработке Н2О2 или
гипохлоритом [7], обнаруживает ряд общих мо-
дифицированных остатков метионина, Met57,
Met182, Met385, Met404, Met585 и Met 788 и один
остаток триптофана, Trp235, в то время как неко-
торые остатки, Met463, Trp108, Trp382, Trp417 и
Trp427, подвергаются модификации только под
влиянием Н2О2. Что касается метионинов, по
всей видимости, Met57, Met404 и Met585 можно
рассматривать в качестве антиоксидантных
остатков, поскольку они являются общими и
наиболее легко окисляемыми для обоих окисли-
телей. Известно, что антиоксидантные метиони-
ны локализованы на поверхности белковой гло-
булы и являются высоко уязвимой мишенью для
различных активных форм кислорода (АФК) [15].
Интересно также отметить, что, как указывалось
выше, степень окисления некоторых остатков,
как, например, Trp108, Trp235 и Trp417 не меняет-
ся или меняется крайне незначительно при уве-
личении концентрации окислителя в 6 раз. Этот
феномен может быть обусловлен также антиок-
сидантной ролью метионинов, которые перехва-
тывают значительную часть окислителя при его
увеличивающемся количестве, сохраняя таким
образом умеренным окисление других остатков,
некоторые из которых могут быть функциональ-
но значимыми. Кроме того, нельзя исключить
возможность сохранения антиоксидантными ме-
тионинами целостности и других, важных в
функциональном отношении остатков плазми-
ногена. Идентификация этих остатков представ-
ляет огромную важность для понимания функци-
онирования плазминогена в среде, генерирую-
щей АФК, и является предметом будущих
исследований.
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Plasminogen is a zymogenic form of plasmin, an enzyme that plays a fundamental role in the dissolution of
fibrin clots as well as participating in many other physiological processes. For the first time, by the method of
gas chromatography-mass spectrometry post-translational modifications in the primary structure of plas-
minogen treated with physiologically relevant amounts of hydrogen peroxide were identified. It was found
that methionine and tryptophan residues localized in different structural regions of plasminogen served as
targets the oxidant. Plasminogen oxidation caused a dose-dependent effect in decreasing the fibrinogenolytic
activity of plasmin evidenced by the formation of fibrinogen degradation products. The possible antioxidant
role of methionines in the oxidative modification of plasminogen is discussed.

Keywords: plasminogen/plasmin, oxidation, hydrogen peroxide, mass spectrometry, electrophoresis, oxida-
tion sites, antioxidant methionines
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АКТИВИРУЕТ ЕСТЕСТВЕННУЮ ЗАЩИТУ ОРГАНИЗМА МЫШЕЙ in vivo
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Показана возможность индукции цитогенетических повреждений в костном мозге, изменения кле-
точности лимфоидных органов и состава крови у мышей, облученных низкоинтенсивным фемто-
секундным лазерным излучением при плотности потока энергии 5.1, 10.4 и 52 мДж/см2 (0.5 мВт в
течение 5, 10 и 50 с) in vivo. С помощью теста “радиационный адаптивный ответ” ( 0.1 Гр + 1.5 Гр) было
обнаружено, что при воздействии на мышей фемтосекундным лазерным излучением в низких дозах
наблюдается защитный эффект, т.е. активация естественной защиты организма в том же узком диа-
пазоне плотности потока энергии (2–16 мДж/см2), как и при облучении рентгеновским излучением
в дозе 0.1 Гр (4 мДж/см2). Полученные данные позволяют предположить схожий механизм актива-
ции естественной защиты организма при облучении малыми дозами как ионизирующего, так и не-
ионизирующего излучений.
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Известно, что биологические эффекты лазер-
ных излучений зависят от длины волны, длитель-
ности воздействия, частоты импульсов, механиз-
мов взаимодействия с облученной тканью и разме-
ра ее участка. Изучение механизмов воздействия
этих излучений позволило создать различные
приборы, применяемые в медицинской практике
[1–3]. Созданные в середине восьмидесятых го-
дов фемтосекундные лазеры (ФС), обладающие
уникальными свойствами, совершили револю-
цию не только в лазерной физике, но и в физике
в целом. Длительность лазерных импульсов со-
ставляет от нескольких фс (10–15 с) до нескольких
сотен фс. Основными преимуществами фемтосе-
кундного излучения по сравнению с другими им-
пульсными лазерами, помимо малой длительно-
сти импульсов, являются высокая пиковая (МВт)
и малая средняя (мВт) мощности, что при низкой
фокусировке предполагает отсутствие термиче-

ских эффектов. Следует также учитывать, что
большая плотность квантов света в ультракорот-
ких импульсах позволяет запустить так называе-
мые многофотонные процессы. Широкое приме-
нение ФС лазеры получили в медицине, в частно-
сти в офтальмологии, хирургии и других сферах.

Положительные терапевтические эффекты та-
кие, как ускорение ранозаживления, усиление
иммунной, нейроэндокринной и антиоксидант-
ной систем, нормализующих уровень холестери-
на и фосфолипидов, а также эффективность в оф-
тальмологоии, хирургии и других областях меди-
цинской практики в основном наблюдаются при
больших и средних мощностях низкоинтенсив-
ных лазерных излучений [4]. Что касается биоло-
гических эффектов низких доз ФС лазерных из-
лучений на организм млекопитающих in vivo, то в
настоящий момент они недостаточно изучены, а
отдельные имеющиеся результаты трудно сопо-
ставимы в связи с использованием разных объек-
тов, доз, энергий и особенностей оборудования.
Количество работ по созданию новых лазеров и
использованию их в медицине опережает количе-
ство работ по комплексному исследованию био-
логических реакций и их последствий у облучен-
ных животных.

Ранее, нами при изучении цитогенотоксиче-
ских эффектов на мышах, предоблученных малы-
ми дозами ионизирующего излучения (гамма и
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рентген) и затем дополнительно облученных
большой дозой, был обнаружен защитный эф-
фект, так называемый феномен “адаптивный от-
вета” (АО) [5]. Положительный эффект низких
доз известен также как радиационный гормезис,
который проявляется в качестве защитного эф-
фекта различных форм жизнедеятельности орга-
низма [6]. Нами был получен эффект гормезиса
на мышах, облученных рентгеновским излуче-
нием в дозе 0.1 Гр по продолжительности жизни
[7]. Для сравнения этого феномена при действии
малых доз ионизирующего излучения было про-
ведено большое комплексное исследование вли-
яния непрерывного низкоинтенсивного He–Ne
лазерного (632.8 нм) и светодиодного инфра-
красного (850 нм) излучений на клеточные реак-
ции мышей, облученных нетерапевтическими
низкими дозами, плотность потока энергии ко-
торых соответствовала энергиям адаптирующих
доз ионизирующего излучения [8, 9]. Анализ ре-
зультатов показал, что эти дозы не повышали
уровня спонтанных цитогенетических поврежде-
ний, а при последующем облучении животных
выявляющей дозой 1.5 Гр рентгеновского излуче-
ния (РИ) были также обнаружены значимые,
одинаковые по величине защитные эффекты в
той же области доз, как и у положительного кон-
троля при предварительном облучении РИ. По-
лученные результаты позволили предположить
связь индукции радиационного АО с известным
феноменом активации естественной защиты ор-
ганизма (гормезис), что позволило в дальнейших
модельных экспериментах на мышах использо-
вать для ее выявления схему радиационного АО
(0.1 Гр + 1.5 Гр через 1 сут).

В связи с вышеизложенным целью настоящей
работы было проверить эффективность исполь-
зования низких доз неионизирующего низкоин-
тенсивного импульсного ФС лазерного излуче-
ния (длина волны 525 нм, длительность импульса
200 фс) в качестве фактора активации естествен-
ной защиты с помощью теста радиационный
“адаптивный ответ” в цельной крови и крове-
творных органах мышей.

В работе использовали 2-месячных самцов бе-
лых нелинейных мышей закрытой популяции
SHK (24–28 г), которые содержались в стандарт-
ных условиях вивария ИТЭБ РАН. Все манипуля-
ции проводили согласно нормативно-правовым
актам Федерации европейских научных ассоциа-
ций о порядке экспериментальной работы с ис-
пользованием животных (FELASA). План экспе-
риментов был одобрен Комиссией ИТЭБ РАН по
биологической безопасности и биоэтике (прото-
кол № 8 от 17.02.2020). Животных облучали в об-
ласть носа ФС лазерным излучением (525 нм,
200 фc, частота импульсов 70 МГц), при мощно-
сти 0.5 мВт в течение 5, 10 и 50 с, что соответству-
ет рассчитанным величинам плотности потока

энергии (флюенса) 5.1, 10.4 и 52 мДж/см2. Эти до-
зы облучения брали исходя из результатов, полу-
ченных при действии He–Ne лазерного излуче-
ния и РИ на мышей, для которых ранее была
определена область доз, активирующих есте-
ственную защиту (2–16 мДж/см2) [10].

В качестве положительного контроля живот-
ных облучали по той же схеме АО рентгеновским
излучением в дозах 0.1 и 0.5 Гр на установке РУТ
(4 и 20 мДж/см2, 0.1 Гр/мин, 200 кВ, 2 кэВ/мкм,
8 мА, 1.0 мм Cu и 1.0 мм Al), (ЦКП “Источники
излучения” ИБК РАН, Пущино). Через сутки все
группы животных дополнительно облучали РИ в
дозе 1.5 Гр (60 мДж/см2), а через 28 ч после этого
животных выводили из эксперимента методом
декапитации и производили забор органов и тка-
ней. На каждую экспериментальную точку ис-
пользовали не менее 5 мышей.

С помощью стандартных методик были опре-
делены уровень цитогенетических повреждений в
костном мозге подсчетом полихроматофильных
(ПХЭ) эритроцитов с микроядрами (МЯ) [11],
клеточность тимуса и селезенки по отношению
среднего абсолютного веса органа к среднему ве-
су животного в группе, а также показатели кле-
точного состава цельной крови с помощью при-
бора Beckman Coulter. Достоверность различий
между группами оценивали с помощью непара-
метрического критерия U Манна–Уитни. Веро-
ятность ошибки p < 0.05 считали достаточной для
вывода о статистической значимости различий
полученных данных.

В табл. 1 представлены данные по измерению
количества цитогенетических повреждений по-
сле облучения мышей адаптирующими дозами
исследованных источников излучений и через
28 ч выявляющей дозой 1.5 Гр РИ. Видно, что в
данном диапазоне плотности потока энергии не
увеличивался уровень спонтанных цитогенетиче-
ских повреждений (необлученный контроль). Пред-
варительная обработка животных ФС лазерным из-
лучением при плотности потока 10.4 мДж/см2 и
последующим воздействием рентгеновского из-
лучения в дозе 1.5 Гр по схеме радиационного АО
вызывала уменьшение цитогенетических повре-
ждений в клетках костного мозга, т.е. активиро-
вала естественную защиту. Другие плотности по-
тока ФС лазерного излучения не вызывали за-
щитного эффекта, что совпало с положительным
контролем в той же области доз.

Одновременно с измерением цитогенетиче-
ских повреждений в костном мозге мышей изме-
ряли индексы массы тимуса и селезенки, которые
практически не отличались от таковых значений
у необлученных, контрольных животных. В то вре-
мя как при облучении мышей только в дозе 1.5 Гр
индекс массы тимуса снижался на 40% (рис. 1).
Предобработка мышей ФС лазерным излучением
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и последующим облучением в дозе 1.5 Гр не вос-
станавливала индекс массы тимуса до контроль-
ного значения, в отличие от рентгеновского излу-
чения в дозе 4 мДж/см2. Аналогичные данные бы-
ли получены на селезенке.

На рис. 2 показано влияние различных доз ФС
лазерного излучения на такие показатели форму-
лы крови как концентрация лейкоцитов, эритро-
цитов, тромбоцитов и уровень гемоглобина и ге-
матокрита при последующем облучении выявля-
ющей дозой в 1.5 Гр. На рис. 2а, 2б, 2в отмечено
значительное снижение концентрации лейкоци-
тов и тромбоцитов (на 40–45%), в то время как
уровень гемоглобина, гематокрита и концентра-
ция эритроцитов (рис. 2б, 2г, 2д) снизились на
меньшую величину – ≈15–20%. При этом дей-
ствие фактора активации естественной защиты
(4 мДж/см2 +1.5 Гр), т.е. облучение дозой 0.1 Гр и
затем выявляющей дозой 1.5 Гр не оказало ожи-
даемого эффекта на исследуемые показатели кро-
ви, т.е. не индуцировало адаптивного ответа орга-
низма по данному критерию.

Воздействие адаптирующими дозами низко-
интенсивного ФС лазерного излучения и РИ в
дозе 0.1 Гр и затем выявляющей дозой 1.5 Гр до-
стоверно показало, что увеличение дозы облуче-
ния от 5.1 до 52 мДж/см2 (5–50 с) ведет к увеличе-
нию повреждающего действия на показатели
крови, что максимально наглядно сказалось на
снижении концентрации тромбоцитов, эритро-
цитов, уровня гематокрита и гемоглобина.

В связи с вышеизложенным можно заключить,
что исследование показателей крови через 28 ч
после выявляющего облучения в дозе 1.5 Гр не
способствовало нормализации показателей кро-
ви, т.е. развитию АО, что может быть связано с
необходимостью более длительного времени для
его проявления.

Таблица 1. Количество полихроматофильных эритроцитов с микроядрами в клетках костного мозга мышей, предоб-
лученных малыми дозами ФС лазера и РИ, и затем облученных в дозе 1.5 Гр

*p < 0.05 по сравнению c группой животных, облученных в дозе 1.5 Гр.

Условие опыта Число 
мышей

Поглощенная 
энергия, мДж

Плотность потока энергии, 
мДж/см2 доза излучения

Число 
ПХЭ

Число ПХЭ 
с МЯ

Доля ПХЭ
с МЯ, %

Фемтосекундный лазер

0 чистый 10 20000 99 0.49 ± 0.09
5 с 5 0.3 ± 0.1 5.1 ± 0.5 20000 81 0.41 ± 0.13
10 с 5 1.5 ± 0.5 10.4 ± 3.5 20000 76 0.38 ± 0.11
50 с 5 7.5 ± 2.5 52 ± 16 20000 95 0.48 ± 0.15
5 с + 1.5 Гр 5 15000 883 5.90 ± 0.20
10 с + 1.5 Гр 5 17000 819 4.82 ± 0.27*
50 с + 1.5 Гр 5 15000 1010 6.70 ± 0.10

Рентгеновское излучение

0.1 Гр 5 1.6  4 20000 86 0.43 ± 0.03
0.5 Гр 5 8 20 20000 697 3.50 ± 0.11
0.1 Гр + 1.5 Гр 5 20000 692 3.46 ± 0.17*
0.5 Гр + 1.5 Гр 5 20000 1206 6.03 ± 0.17
1.5 Гр 10 24 60 20000 1347 6.70 ± 0.03

Рис. 1. Зависимости индекса массы тимусов у мышей,
облученных адаптирующими дозами ФС лазерного
излучения и РИ, и затем облученных в дозе 1.5 Гр от
величины адаптирующей дозы.
*– p < 0.05 по сравнению c группой животных, облу-
ченных в дозе 1.5 Гр.
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Рис. 2. Зависимость изменений показателей крови мышей, облученных адаптирующими дозами ФС лазерного излу-
чения и РИ, и затем облученных в дозе 1.5 Гр от величины адаптирующей дозы. Данные представлены как M ± SD,
уровень значимости: * – p ≤ 0.05 относительно 0, ** – p ≤ 0.05 относительно 1.5 Гр; *** – p ≤ 0.05 относительно 4 мДж/см2 +
+ 1.5 Гр; # – p ≤ 0.05 относительно ФС лазерного излучения 5.1 мДж/см2 + 1.5 Гр (ANOVA с тестом Бонферрони n = 16
(контроль, 0), n = 10 (1.5 Гр); n = 5 (все остальные группы).
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В результате проведенных экспериментов бы-
ло обнаружено, что при воздействии на мышей
неионизирующим низкоинтенсивным импульс-

ным ФС лазерным излучением в низких дозах на-
блюдается защитный эффект по тесту радиацион-
ный “адаптивный ответ” в том же узком диапазо-
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не плотности потока энергии, как и при
облучении рентгеновским излучением в дозе
0.1 Гр (4 мДж/см2).

В настоящий момент существует большое ко-
личество предположений и различных гипотез
механизмов активации естественной защиты ор-
ганизма при легких стрессах, вызванных низкими
дозами различных физических (ионизирующие и
неионизирующие излучения) и химических аген-
тов, главным образом в связи с такими феномена-
ми малых воздействий, как гормезис и АО. Из-
вестно, что все они активируются в одной или
очень близкой области доз (плотность потока
энергии) в зависимости от условий. Что является
триггером этих процессов, до сих пор не известно.

Установлено, что действие лазерного и свето-
диодного излучения низкой интенсивности на
биологические объекты приводит к резкому по-
вышению иммунитета, запуску механизма гипер-
индукции эндогенного интерферона, вызывает
дозозависимые изменения продукции цитокинов
(ИЛ-2, ИЛ-3, ИЛ-6), оксида азота и активности
естественных киллерных клеток мышей [12–14].

Показаны роль контроля транскрипции и акти-
вации процессов репарации ДНК и антиоксидант-
ных систем [15–19], фотоакцепторных молекул
цитохром с-оксидазы – терминального фермента
электрон-транспортной цепи митохондрий [20],
железо- и медь-содержащих ферментов, таких
как супероксиддисмутаза, каталаза и церулоплаз-
мин, участвующих в антиокислительных процес-
сах [21], пути выживания и смерти клеток (апо-
птоза), UPR ответа (эндоплазматический ответ
на стресс) и других цитопротективных процессов,
включая аутофагию и регуляцию клеточного цик-
ла [22] в отношении феноменов гормезиса и АО
при воздействии низкоинтенсивных ионизирую-
щих, лазерных, светодиодных излучений и химиче-
ских агентов на организм как in vitro, так и in vivo.

По количеству факторов, запускающих про-
цессы гормезиса и АО, свидетельствующих об акти-
вации естественной защиты организма и количе-
ству реакций организма в одной и той же области
потоков энергии, нам кажется, что триггерный
механизм естественной защиты организма неспе-
цифичен.

Полученные данные позволяют предположить
схожий механизм активации естественной защи-
ты организма при облучении малыми дозами как
ионизирующего, так и неионизирующего излуче-
ний.
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LOW-INTENSITY FEMTOSECOND RADIATION 
ACTIVATES THE NATURAL DEFENSES OF MICE in vivo

Сorresponding Мember of the RAS G. R. Ivanitskiia, S. I. Zaichkinaa, A. R. Dyukinaa,#,
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b Institute of Photon Technologies Federal Scientific Research Center “Crystallography and Photonics” 
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The possibility of induction of cytogenetic damage in the bone marrow, changes in the cellularity of lymphoid
organs and blood composition in mice irradiated with low-intensity femtosecond laser radiation at a power
flux density of 5.1, 10.4, and 52 mJ/cm2 (0.5 mW for 5, 10, and 50 s) in vivo have been shown. Using the test,
the radiation adaptive response (4 mJ/cm2 + 1.5 Gy), it was found that when mice were exposed to femtosec-
ond laser radiation in high doses, the body’s natural defenses were activated in the same narrow range of en-
ergy f lux density as in the case of X-ray irradiation in dose of 0.1 Gy (4 mJ/cm2). The data obtained suggest
a similar mechanism of activation of the body’s natural defenses upon exposure to low doses of both ionizing
and non-ionizing radiations.

Keywords: femtosecond laser radiation, X-rays, mice, micronuclei, thymus, spleen, blood composition
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У МОЛОДИ LEPTOCLINUS MACULATUS ИЗ КОНГСФЬОРДА 
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Проведено сравнительное исследование липидного профиля молоди пятнистого лептоклина Lepto-
clinus maculatus из фьордов различных доменов (арктическо-бореального Конгсфьорда и высоко-
арктического Рипфьорда) акватории арх. Шпицберген летом. Установлено более эффективное на-
копление липидов у рыб из Конгсфьорда по сравнению с Рипфьордом за счет триацилглицеринов
и восков, что связано главным образом с трофическими условиями местообитания (видовой состав,
обильность и доступность кормовых объектов). Более высокий уровень эфиров холестерина, чем
восков у молоди L1 стадии развития в сравнении с таковым у рыб старшего возраста указывает на ее
активное питание преимущественно фитопланктоном. Различия в содержании отдельных классов
фосфолипидов могут указывать на адаптивные изменения на уровне биомембран, способствующие
поддержанию гомеостаза клетки в ответ на воздействие абиотических факторов среды, а также от-
ражать дополнительное их поступление с пищей на ранних стадиях развития рыбы.

Ключевые слова: Leptoclinus maculatus, рыбы, Стихеевые, липиды, Арктика, постэмбриональное раз-
витие
DOI: 10.31857/S2686738921060135

Лептоклин пятнистый Leptoclinus maculatus
(Fries, 1838) – арктическо-бореальный вид рыб из
семейства Стихеевые (отряд Окунеобразные), ко-
торый играет важную экологическую роль в тро-
фических цепях арктических экосистем [1, 2].
Лептоклинус является ценным высокоэнергети-
ческим кормовым объектом для многих видов
рыб, птиц и даже млекопитающих [3, 4]. Несмот-
ря на небольшие размеры (не более 20 см в дли-
ну), он накапливает в мышцах и в липидном меш-
ке, провизорном органе пелагической молоди,

значительное количество липидов – до 40% и до
92% сухой массы, соответственно, преимуще-
ственно за счет активного питания зоопланкто-
ном [1, 2, 5, 6]. Жизненный цикл лептоклина вы-
деляется среди других арктических рыб длитель-
ным периодом развития молоди (3–5 лет) с
последовательной сменой стадий развития от L1
до L5 [3, 5]. В литературе сравнительно немного
сведений об изменении липидного профиля арк-
тических видов рыб в процессе их развития [7, 8].
Ранее нами получены данные о качественном и
количественном составе липидов мышц и липид-
ного мешка лептоклина пятнистого L1–L5 стадий
развития в Конгсфьорде акватории арх. Шпицбер-
ген в зимний период [5, 6].

В настоящей работе впервые проведен сравни-
тельный анализ содержания общих липидов и от-
дельных липидных классов мышц и липидного
мешка молоди лептоклина пятнистого в процессе
роста и развития в заливах Конгсфьорд и Рип-
фьорд, различающихся экологическими факто-
рами (температура, ледовый покров, кормовая
база и др.), в наиболее продуктивный летний пе-
риод (август). Сравнительные исследования ди-
намики липидного состава в раннем постэмбрио-
нальном развитии представителя арктической
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ихтиофауны лептоклина пятнистого Leptoclinus
maculatus в фьордах различных доменов имеют
особый интерес, так как важны для понимания
адаптивных механизмов трансформации веще-
ства и энергии (в данном случае – липидной при-
роды) как в самом организме животного, так и в
пищевых цепях арктических экосистем, незаме-
нимым объектом которых он является.

Пробы для анализа были собраны в Конг-
сфьорде (L1–L4 стадии развития) и Рипфьорде
(L1–L5 стадии развития) (рис. 1, табл. 1) аквато-
рии архипелага Шпицберген с использованием
пелагического трала в ходе научно-исследова-
тельского рейса на научном судне “Helmer Hans-
sen” (Арктический университет Норвегии). Конг-
сфьорд и Рипфьорд могут выступать модельными
экосистемами для проведения сравнительных ис-
следований, в том числе биохимических, к воз-
действию на организм гидробионтов биологиче-
ских и экологических факторов среды. Согласно
литературным данным, Конгсфьорд находится
под влиянием холодных арктических водных
масс, в том числе пресных вод ледников, лежащих
в его основании, а также теплых и соленых атлан-
тических вод Западного Шпицбергеновского те-

чения, усиливающегося с началом полярного дня
[9]. Рипфьорд – высокоарктический неглубокий
фьорд, находящийся под сильным влиянием хо-
лодных и пресных арктических вод. Рипфьорд
может быть покрыт льдом до шести-восьми меся-
цев в году [10], в то время как Конгсфьорд в по-
следние десятилетия практически не покрывает-
ся льдом даже в период полярной ночи [9]. Теп-
лые атлантические подземные воды практически
не попадают в Рипфьорд со стороны Северного
Ледовитого океана, однако отмечено незначи-
тельное влияние атлантических вод в систему
фьорда, что приводит к адвекции некоторых бо-
реальных видов, например таких, как веслоногий
ракообразный Calanus finmarchicus, и вносит из-
менения в структуру пищевой сети [10, 11].

Оценку липидного профиля проводили по со-
держанию общих липидов (ОЛ) и их отдельных
классов (структурных липидов – фосфолипидов
(ФЛ), холестерина (ХС), энергетических липидов –
триацилглицеринов (ТАГ), эфиров холестерина
(ЭХС) и восков, в том числе впервые получены
данные по содержанию моноацилглицеринов
(МАГ), диацилглицеринов (ДАГ) и неэтерифи-
цированных (свободных) жирных кислот (СЖК)),

Рис. 1. Район сбора проб в акватории архипелага Шпицберген (Конгсфьорд (красная метка) и Рипфьорд (желтая метка)).
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Таблица 1. Гидрологические параметры мест сбора проб в Конгсфьорде и Рипфьорде в летний период

Название фьорда Координаты Глубина, м
tводы, оС поверх-

ностный слой
tводы, оС 

глубина > 200 м
Соленость, psu

Конгсфьорд 78o57″ с.ш.; 11o56″ в.д 300–360 4.0 1.5 34.8

Рипфьорд 80o17″ с.ш.; 22o15″ в.д 140–275 5.4 0–0.5 34.7
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с использованием метода высокоэффективной
тонкослойной хроматографии.

Методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии выполнен анализ содержания от-
дельных классов фосфолипидов – фосфатидили-
нозитола (ФИ), фосфатидилсерина (ФС), фосфа-
тидилэтаноламина (ФЭА), фосфатидилхолина
(ФХ), лизофосфатидилхолина (ЛФХ), сфинго-
миелина (СФМ). Описание биохимических
методов анализа липидов представлено нами ра-
нее [5, 12, 13]. Статистическая обработка данных
проведена в открытой программируемой среде R
(версия 3.6.1.). Достоверность различий данных
определяли с использованием непараметриче-
ского критерия Вилкоксона–Манна–Уитни [14].
Различия между значениями липидных показате-
лей считали достоверными при p ≤ 0.05. Биохими-
ческий анализ выполнен на базе лаборатории
экологической биохимии ИБ КарНЦ РАН с ис-
пользованием оборудования ЦКП Федерального
исследовательского центра “КарНЦ РАН”.

Относительно высокое содержание ОЛ уста-
новлено в мышцах молоди пятнистого лептокли-
на в процессе развития в Конгсфьорде (от 24 до
37% сухой массы) по сравнению с таковым у мо-
лоди из высокоарктического Рипфьорда (от 16 до
26%), главным образом, за счет запасных липидов
(ТАГ и восков) (рис. 2). Содержание ТАГ, доми-
нирующих в мышцах лептоклина, выше в Конг-
сфьорде (до 12% сухой массы), чем в Рипфьорде
(до 8%). При этом только в Конгсфьорде показа-
но его повышение в процессе роста и развития
молоди рыбы от L1 к L4 стадии развития (от 8 до
12% сухой массы). Уровень восков также выше у
молоди в Конгсфьорде и повышается от L1 к L4
стадии развития от 6 до 8% сухой массы. Содер-
жание предшественников биосинтеза ТАГ –
МАГ, ДАГ, а также СЖК менее или равно 1% на
всех стадиях развития в обоих фьордах. В Конг-
сфьорде показатель ТАГ/ФЛ повышается от 1.8
до 4.1, а в Рипфьорде он варьирует от 2.7 до 3.1 в
процессе роста и развития молоди лептоклина.
Более эффективное накопление запасных липи-
дов (ТАГ и воска) у рыб из арктическо-бореаль-
ного Конгсфьорда в процессе роста и развития
может быть связано с большим разнообразием
кормовых объектов и их доступностью для пита-
ния в летний период. Известно, что в Конгсфьорд
отличается разнообразием сосуществующих как
бореальных, так и арктических видов фито- и
зоопланктона, которые отражают изменения рас-
пределения и динамики водных масс Западного
Шпицбергена [15]. При этом в Рипфьорде, глав-
ным образом, доминируют арктические предста-
вители планктона, что позволяет рассматривать
их в качестве трофического маркера в сравни-
тельных исследованиях пищевых взаимоотноше-
ний и сетей в Арктике.

Установлено, что стадия развития L1 досто-
верно отличается по липидному составу от дру-
гих. Она характеризуется наибольшим уровнем
ОЛ за счет ЭХС и ТАГ. Более высокое содержание
ЭХС, чем восков в мышцах личинок L1 стадии
развития в исследуемых фьордах по сравнению с
таковым у молоди старшего возраста может ука-
зывать на онтогенетические особенности ее пита-
ния в летний период. Ранее полученные данные
жирнокислотного состава личинок L1 стадии по-
казали присутствие в ее питании фитопланктона
в отличие от старшей молоди лептоклина, питаю-
щейся зоопланктоном [5].

Известно, что представители зоопланктона,
веслоногие ракообразные – копеподы, как одни
из основных объектов питания личинок рыб, за-
пасают липиды преимущественно в форме восков
[16], в то время как в липидном профиле фито-
планктона наравне с ТАГ запасаются ЭХС [17],
что находит отражение на липидном профиле
рыб, питающихся фитопланктоном, и в данном
случае, и личинки лептоклина L1.

Молодь L1 стадии развития из Конгсфьорда
также выделяется более высоким содержанием
ФЛ – 6% сухой массы, чем таковое у рыб в Рип-
фьорде – 3%. При этом уровень ФЛ у рыб других
стадий развития (L2–L5) в обоих фьордах нахо-
дится в переделах 2.5–3% сухой массы. Личинки
L1 стадии развития держатся, главным образом, в
поверхностном слое воды [2], и потому, в боль-
шей степени подвержены воздействию измене-
ний температурных колебаний, что находит отра-
жение в изменении липидного состава биомем-
бран за счет соотношения ХС и ФЛ [18], как
одного из биохимических механизмов компенса-
торного ответа организма на воздействие факто-
ров среды. Кроме того, потребность организма
рыб в пищевых ФЛ снижается от личинки к юве-
нильной особи [19]. Количество ХС варьирует в
процессе развития молоди лептоклина от 2 до 4%
в обоих фьордах. Показатель соотношений липи-
дов ХС/ФЛ (коэффициент Дьердии) у рыб в
Конгсфьорде изменялся в пределах 0.8–1.0, а в
высокоарктическом Рипфьорде был выше на всех
стадиях развития лептоклина – 1.0–1.1. Более вы-
сокое значение коэффициента Дьердии у рыб в
Рипфьорде указывает на изменение физико-хи-
мического состояния биомембран в их организме
для поддержания гомеостаза внутренней среды
при действии более низких температур в глубин-
ных слоях воды. Результатом является усиление
вязкости биомембран за счет ХС, что уменьшает
ионную проницаемость и изменяет активность
мембраносвязанных ферментов.

Установлено, что в мышцах молоди лептокли-
на на всех стадиях развития преобладает ФХ, в
меньшем количестве содержится ФЭА, что под-
тверждает их высокую значимость в составе мем-
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бран, и в том числе метаболическую. Известно,
что позвоночные животные холодных вод имеют
ограниченные способности биосинтеза ФЛ и по-
тому получают их главным образом при питании
[19]. Уровень ФХ у лептоклина в Конгсфьорде ва-
рьирует от 2.3 до 4.6% сухой массы и достоверно
более высокий, чем у молоди в Рипфьорде. Наи-
большее содержание ФХ и ФЭА показано для L1
стадии развития лептоклина, что необходимо для
обеспечения эффективного роста и оптимально-
го физиологического состояния рыб в раннем он-
тогенезе [20]. Содержание других классов фосфо-
липидов (ФИ, ФС, СФМ, ЛФХ) в мышцах моло-
ди лептоклина незначительное (меньше или
равно 0.1% сухой массы). Однако установленные

достоверные различия их уровня указывают на их
роль в организме не только как структурных ком-
понентов, но и как вторичных мессенджеров во
многих клеточных процессах, в том числе ком-
пенсаторного характера в ответ на изменение
внешних факторов среды.

Сравнительное исследование содержания ОЛ
и их классов в липидном мешке лептоклина пят-
нистого (L3, L4 стадий развития) показало отсут-
ствие значимых различий в процессе его раннего
постэмбрионального развития в Конгсфьорде и
Рипфьорде. Полученные данные указывают на
то, что липидный мешок сохраняет свое основное
функциональное значение (прежде всего как
энергетическое депо, а также – обеспечение пла-

Рис. 2. Содержание отдельных классов липидов (% сухой массы) в мышцах молоди лептоклина пятнистого Leptoclinus
maculatus из Конгсфьорда и Рипфьорда арх. Шпицберген. Обозначения: L1, L2, L3, L4, L5 – исследуемые стадии раз-
вития, ФЛ – фосфолипиды, ХС – холестерин, ТАГ – триацилглицерины, ЭХС – эфиры холестерина, МАГ – моно-
ацилглицерины, ДАГ – диацилглицерины и СЖК – неэтерифицированные (свободные) жирные кислоты.
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вучести) [2, 5] в различных условиях Арктики.
Несмотря на различающиеся условия среды в ис-
следованных фьордах, ключевой является страте-
гия накопления липидов в липидном мешке мо-
лодью лептоклина, что, в том числе, обеспечивает
выживание и развитие личинок в зимний период.
Уровень общих липидов на L3, L4 стадиях разви-
тия у молоди лептоклина из Конгсфьорда состав-
ляет – 85 и 87% сухой массы соответственно по
стадиям, а в полярную ночь – 76 и 85% [6]. При
этом активное питание в летний и далее в осен-
ний периоды способствует запасанию ТАГ в ли-
пидном мешке личинок рыбы к зиме, так как уро-
вень этого класса липидов выше в полярную
ночь, чем летом (69 и 55% сухой массы соответ-
ственно на L3 и L4 стадиях развития в полярную
ночь и 43 и 44% сухой массы соответственно по
стадиям в летний период) [6].

Так, в работе впервые представлены данные по
содержанию ОЛ и отдельных классов липидов,
группы ведущих компонентов липидного метабо-
лизма (ФЛ, МАГ, ДАГ, ТАГ, СЖК, ХС, ЭХС, вос-
ков), в мышцах и в липидном мешке лептоклина
пятнистого в процессе раннего постэмбриональ-
ного развития во фьордах различных доменов
(арктическо-бореальном Конгсфьорде и высоко-
арктическом Рипфьорде) акватории арх. Шпиц-
берген в летний период. Установлено более эф-
фективное накопление ОЛ за счет ТАГ и восков в
мышцах молоди лептоклина из Конгсфьорда по
сравнению с Рипфьордом, при этом в липидном
мешке отмечено поддержание определенного
уровня как ОЛ, так и других исследуемых показа-
телей, что демонстрирует единую физиолого-
биохимическую стратегию жизнедеятельности
вида в условиях Арктики. Полученные данные
позволяют предположить, что различия в содер-
жании запасных липидов в мышцах молоди леп-
токлина связаны прежде всего с трофическими
условиями (присутствие арктических и атланти-
ческих видов зоопланктона в Конгсфьорде).
Впервые показан более высокий уровень ЭХС,
чем восков на L1 стадии развития лептоклина,
что связано с ее активным питанием (преимуще-
ственно фитопланктоном) в продуктивный лет-
ний период. Различия в содержании отдельных
классов структурных ФЛ могут указывать на
адаптивные изменения на уровне биомембран
для поддержания гомеостаза клетки в ответ на
воздействие абиотических факторов среды, а так-
же могут отражать дополнительное поступление
при питании на ранних стадиях развития рыбы.

Таким образом, установленные различия в со-
держании классов запасных липидов в мышцах
молоди лептоклина пятнистого отражают осо-
бенности его питания в процессе развития в
Конгсфьорде и высокоарктическом Рипфьорде
арх. Шпицберген в летний период. При этом
выявленные вариации на уровне структурных ли-

пидов связаны с поддержанием надлежащего фи-
зико-химического состояния биомембран, обес-
печивающего оптимальную работу мембрано-
связанных ферментов и их комплексов в
соответствующих температурных условиях ме-
стообитания молоди.
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COMPARATIVE STUDY OF LIPID CONTENT IN LEPTOCLINUS MACULATUS 
POSTLARVAE FROM KONGSFJORD AND RJIPFJORD, SPITSBERGEN
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A comparative study of lipid profile of the daubed shanny postlarvae Leptoclinus maculatus from fjords of dif-
ferent domains (arctic-boreal Kongsfjord and high Arctic Rjipfjord) of Spitsbergen archipelago in summer
was performed. A higher level of storage of lipids in fishes from Kongsfjord compared to Rjipfjord due to tri-
acylglycerols and wax esters was established. These differences assumed mainly related to trophic conditions
of the habitat (species composition, abundance, and availability of food items). Determined higher level of
cholesterol esters than wax esters at L1 stage of development of the daubed shanny postlarvae compared to
older fish pointed to his active feeding mainly on phytoplankton. Differences in the content of individual
classes of phospholipids may indicate adaptive changes at the level of biomembranes, contributing to the
maintenance of cell homeostasis in response to abiotic environmental factors, and reflect their additional in-
take with food at the early stages of fish development.

Keywords: Leptoclinus maculatus, fishes, Stichaeidae, lipids, Arctic, postembryonic development
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ВЛИЯНИЕ АЛЬФА-ФЕТОПРОТЕИНА НА ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ 
МИЕЛОИДНЫХ СУПРЕССОРНЫХ КЛЕТОК
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Изучали влияние рекомбинантного альфа-фетопротеина (АФП) на дифференцировку миелоидных
супрессорных клеток человека (MDSC) в условиях культивирования in vitro в присутствии цитоки-
нов IL-6 (10 нг/мл) и GM-CSF (10 нг/мл). Установлено, что АФП в концентрациях 50 и 100 МЕ/мл
повышал количество MDSC (CD33+HLA-DR-/lowCD11b+) в культуре, при анализе субпопуля-
ций MDSC было показано, что повышение происходило за счет моноцитарных М-MDSC (HLA-
DR–/lowCD33+CD11b+CD14+CD66b–). Не выявлено модулирующего эффекта АФП на гранулоци-
тарные PMN-MDSC (HLA-DR–/lowCD33+CD11b+CD14–CD66b+). Таким образом, впервые проде-
монстрированы эффекты рекомбинантного АФП в отношении дифференцировки MDSC.

Ключевые слова: альфа-фетопротеин (АФП), иммунная толерантность, миелоидные супрессорные
клетки (МС), беременность
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Во время беременности иммунная система ма-
тери подвергается аллоиммунизации фетопла-
центарными антигенами. В результате формиру-
ется динамическое состояние иммунной толе-
рантности, в поддержании которого важную роль
играют белки, ассоциированные с беременно-
стью. Альфа-фетопротеин (АФП) – одноцепо-
чечный гликопротеин (Mr 68–75 кДа, 3–5% угле-
водов), который синтезируется в период раннего
развития эмбриона в желточном мешке, а затем в
печени и желудочно-кишечном тракте плода. Во
время беременности концентрация АФП в крови
растет, достигая значений 150–250 МЕ/мл, после
родов его уровень резко снижается [1].

На данный момент времени роль АФП в регу-
ляции факторов иммунной толерантности в пе-
риод беременности находится в стадии изучения
[2]. Так, известно, что АФП способен регулиро-
вать дифференцировку и функциональную ак-
тивность таких значимых субпопуляций клеток
иммунной системы, как Т-регуляторные лимфо-
циты (Treg), ИЛ-17-продуцирующие Т-клетки

(Th17), Т-клетки иммунной памяти, NK-клетки
[цит. по 3]. Однако до сих пор не исследована
роль АФП в регуляции ключевой популяции кле-
ток, отвечающей за иммуносупрессию – миелоид-
ных супрессорных клеток (myeloid-derived suppres-
sor cells, MDSC). MDSC – гетерогенная популяция
незрелых клеток миелоидного происхождения,
которые при патологических состояниях приоб-
ретают супрессорный фенотип, подавляющий
иммунный ответ [4]. Миелоидные супрессорные
клетки в первую очередь ассоциированы с онко-
логическими процессами: так, известно, что лик-
видация MDSC из опухолевого микроокружения
повышает выживаемость онкологических боль-
ных [5]. С момента открытия MDSC накопилось
большое количество данных о фенотипе, функ-
циях и механизмах действия MDSC, в том числе
стало известно, что уровень MDSC увеличивается
при многих патологических состояниях, таких
как травматический шок, сепсис, аутоиммунные
заболевания, воспаление и даже старение [6]. С
2014 г. известно, что уровень MDSC повышается
также и во время беременности [7], а затем был
идентифицирован рецептор для АФП (AFPR) на
этих клетках [8].

Таким образом, целью работы являлась оцен-
ка влияния АФП на дифференцировку MDSC че-
ловека в условиях in vitro.

В результате проведенных исследований впер-
вые показано, что АФП в физиологических кон-
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центрациях участвует в регуляции дифференци-
ровки MDSC, повышая количество этих клеток.
Обнаруженные нами эффекты свидетельствуют о
том, что АФП может участвовать в формирова-
нии периферической иммунной толерантности
матери к полуаллогенному эмбриону.

Исследование проводили в соответствии с
Хельсинкской Декларацией ВМА 2000 г. и прото-
колом Конвенции Совета Европы о правах чело-
века и биомедицине 1999 г., на используемую экс-
периментальную схему получено разрешение
Этического комитета “ИЭГМ УрО РАН”
(IRB00010009) от 30.08.2019. В работе использова-
ли мононуклеарные клетки периферической кро-
ви (МПК) доноров, которыми являлись здоровые
небеременные женщины репродуктивного воз-
раста (n = 6). МПК получали центрифугировани-
ем в градиенте плотности фиколла–верографина
(d = 1.077 г/см3). Монокультуры СD33+-клеток
получали методом иммуномагнитной сепарации
с использованием технологии MACS® (“Miltenyi
Biotec”, Германия) из суспензии МПК. Для оцен-
ки влияния АФП на дифференцировку MDSC
использовали экспериментальную модель, осно-
ванную на индукции миелоидных клеток пери-
ферической крови (CD33+) в фенотип MDSC при
помощи цитокинов ИЛ-6 и ГМ-КСФ, где ИЛ-6
создает провоспалительный цитокиновый фон, а
ГМ-КСФ является ростовым сигналом для мие-
лоидных клеток [9]. Таким образом, СD33+-клет-
ки культивировали в 96-луночном планшете в
концентрации 1 × 106 клеток/мл в течение 7 сут
(37°С,  5%СО2) в  полной питательной  среде
(RPMI-1640, 10% FBS, 10 мМ Hepes, 2 мМ L-глу-
тамина (“ICN Рh.”, США) с добавлением пени-
циллина-стрептомицина-амфотерицина (100 мкл
на 10 мл среды, “BI”, Израиль)) и рекомбинант-
ных цитокинов ИЛ-6 (10 нг/мл) и ГМ-КСФ
(10 нг/мл) (“Milteniy Biotech”, Германия). Замена
среды в культуре производилась на 4-е сутки, то-
гда же вносили АФП. В работе использовали ре-
комбинантный препарат АФП (“Prospec”, Изра-
иль) в физиологических концентрациях (10, 50 и
100 МЕ/мл [10]). После этого клетки культивиро-
вались 3 сут, после чего их собирали при помощи
аккутазы согласно рекомендациям производите-
ля (“Capricorn Scientific”, Германия). По оконча-
нии инкубирования производили окрашивание
клеток на жизнеспособность суправитальным
красителем Zombie Aqua (ZA) (“Biolegend”,
США) согласно протоколу производителя. Про-
цент живых (ZA–) клеток в культурах колебался в
пределах 85.5–92.1%, достоверных различий
между культурами выявлено не было.

После стандартных процедур отмывок клетки
окрашивали антителами для цитофлуориметри-
ческого определения процента MDSC (HLA-
DR–/lowCD33+CD11b+) (рис. 1а), а также моноци-

тарных M-MDSC (HLA-DR–/lowCD33+CD11b+C-
D14+CD66b–) и гранулоцитарных PMN-MDSC
(HLA–/lowDR–CD33+CD11b+CD14–CD66b+). Окра-
шивание производили антителами к HLA-DR-
Alexa Fluor 750, CD33-APC, CD11b-Alexa Fluor
405, CD66b-PE и CD14-PerCP (все “R&D Sys-
tems”, США) по стандартной методике поверх-
ностного окрашивания. Определение процента
субпопуляций клеток (MDSC, M-MDSC, PMN-
MDSC) проводили на цитометре СytoFLEX S
(“Beckman Coulter”, США). Файлы данных про-
точной цитометрии были проанализированы с
помощью программы “KALUZA Analysis Soft-
ware”. Статистическую обработку данных осу-
ществляли в GraphPad Prism 8, с использованием
непараметрического критерия Манна–Уитни.

Для оценки эффектов АФП на дифференци-
ровку MDSC использовали индукционную мо-
дель, в которой присутствие провоспалительного
цитокина ИЛ-6 создает провоспалительный ци-
токиновый фон, а ГМ-КСФ является ростовым
сигналом для миелоидных клеток. Показано, что
самостоятельный эффект индукции клеток цито-
кинами заключался в достоверном повышении
уровня MDSC (c 1.54 ± 0.97 до 8.88 ± 2.63; n = 6),
что свидетельствует об адекватности выбранной
экспериментальной модели.

Установлено, что рекомбинантный АФП в
концентрациях 50 и 100 МЕ/мл повышал уровень
MDSC человека в культуре миелоидных клеток
человека (рис. 1а, 1б). При анализе субпопуляци-
онного состава MDSC было показано, что АФП
повышал уровень M-MDSC (10 и 100 МЕ/мл), не
влияя на количество PMN-MDSC (рис. 1в). Дан-
ный результат можно интерпретировать как фе-
топротективный эффект АФП, поскольку повы-
шение уровня MDSC в период беременности ас-
социируется с подавлением иммунного ответа на
отцовские антигены.

Известно, что уровень PMN-MDSC увеличи-
вается в периферической крови здоровых бере-
менных женщин на всех стадиях беременности по
сравнению с небеременными, тогда как число
M-MDSC остается без изменений [7]. Плацентар-
ные PMN-MDSC эффективно подавляют Т-кле-
точный ответ, одновременно поляризуя CD4+-
лимфоциты в фенотип Th2 [11]. Вероятно, PMN-
MDSC играют важную роль в индуцировании и
поддержании толерантности к антигенам плода,
что позволяет рассматривать их как перспектив-
ную мишень терапевтического манипулирования
при осложнениях беременности. Довольно инте-
ресно, что в нашем исследовании рекомбинант-
ный АФП не влиял на дифференцировку PMN-
MDSC, но повышал уровень M-MDSC. По-види-
мому, это связано со структурными отличиями
нативного и рекомбинантного АФП. В ситуации
in vivo фетальный АФП в материнском кровотоке
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Рис. 1. Влияние АФП на уровень MDSC в культурах изолированных миелоидных клеток (CD33+), индуцированных
цитокинами IL-6 и GM-CSF (n = 6; M(Q1–Q3)).
(а) Уровень MDSC (CD33+CD11b+) от HLA-DR–/low клеток в культуре на примере одного эксперимента, представ-
лены контроль и проба АФП 50 МЕ/мл, (б) влияние АФП на общий уровень MDSC (CD33+CD11b+) в культуре, (в)
влияние АФП на уровень М-MDSC и PMN-MDSC в культуре.
Примечание: * – достоверные (p < 0.05) по U-критерию Манна–Уитни различия с контролем.
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становится трансформированным АФП (tAFP).
Особенность этой формы заключается в том, что
вследствие частичного разворачивания нативной
полноразмерной молекулы появляется скрытый пе-
тидный эпитоп, состоящий из третьего домена АФП
(34 а/к) [12]. По-видимому, нативный АФП регули-
рует прежде всего полиморфноядерные MDSC, в то
время как рекомбинантная форма АФП больше вза-
имодействует с моноцитарными MDSC.

Известно, что рекомбинантный АФП, конъ-
югированный с токсинами, способен вызывать
гибель MDSC [13], что является платформой для
создания новых противоопухолевых препаратов.
Однако до сих пор не был исследован самостоя-
тельный эффект АФП на дифференцировку
MDSC. Возможно, повышение уровня MDSC в
культурах с рекомбинантным АФП можно рас-
сматривать как позитивный иммунофармаколо-
гический эффект для его применения в терапии
аутоиммунных заболеваний. В целом мы впервые
продемонстрировали стимулирующее влияние
рекомбинантного АФП на процесс дифференци-
ровки MDSC человека в условиях in vitro.
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OF MYELOID SUPPRESSOR CELLS

S. A. Zamorinaa,b,#, K. Yu. Shardinaa, V. P. Timganovaa, M. S. Bochkovaa,b, S. V. Uzhviyuka, 
M. B. Rayeva,b, and Academician of the RAS V. A. Chereshneva,b

a Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch of Russian Academy of Sciences, Perm, Russian Federation
b Perm State National Research University, Perm, Russian Federation

#e-mail: mantissa7@mail.ru

The effect of recombinant alpha-fetoprotein (AFP) on human myeloid suppressor cell (MDSC) differentia-
tion in vitro in the presence of IL-6 (10 ng/mL) and GM-СSF (10 ng/mL) cytokines was investigated. It was
found that AFP at concentrations of 50 and 100 IU/mL increased the amount of MDSC (HLA-DR–/low-
CD33+CD11b+) in culture. Analysis of MDSC subpopulations revealed that the increase was due to mono-
cytic M-MDSC (HLA-DR–/lowCD33+ CD11b+CD14+CD66b–) but not granulocytic PMN-MDSC
(HLA-DR–/lowCD33+ CD11b+CD14–CD66b+). This is the first time that the effects of recombinant AFP
on MDSC differentiation have been demonstrated.

Keywords: alpha-fetoprotein (AFP), immune tolerance, myeloid suppressor cells (MDSC), pregnancy
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В последние годы материалы на основе оксида графена (ОГ) активно изучаются на предмет исполь-
зования в биомедицине. Целью нашего исследования было изучение прироста клеточной массы и
жизнеспособности Т-клеток опухолевой линии Jurkat при 24-часовом контакте с наночастицами
ОГ системе прижизненного наблюдения Cell-IQ. В работе применяли наночастицы разного разме-
ра, покрытые линейным или разветвленным полиэтиленгликолем (ПЭГ) в концентрациях 5 и
25 мкг/мл. Впервые показано, что в результате прямого контакта с наночастицами ОГ более, чем в
два раза снижался прирост клеточной массы в точках визуализации, независимо от размерности и
концентрации наночастиц. Помимо этого, на 5–9% снижалось число живых клеток в культуре по-
сле суточного мониторирования. Таким образом, установлено, что наночастицы ОГ, покрытые
ПЭГ, подавляют пролиферацию и жизнеспособность Т-лимфоцитов клеточной линии Jurkat.

Ключевые слова: наночастицы оксида графена, полиэтиленгликоль, жизнеспособность, клеточная
масса,  опухолевая линия Jurkat, система наблюдения CELL-IQ
DOI: 10.31857/S2686738921060196

ВВЕДЕНИЕ
Препараты на основе графена являются одним

из самых перспективных материалов в биомеди-
цине. В биологических и медицинских исследо-
ваниях преимущественно применяются окислен-
ные формы графена, а именно оксид графена
(ОГ) [1, 2]. Очевидно, что постоянно растущий
спектр применения препаратов на основе графе-
на в in vivo терапии и диагностике диктует необхо-
димость всесторонней оценки его биосовмести-
мости. Известно, что взаимодействие препаратов
на основе графена с клетками живых организмов
зачастую приводит к нарушению/изменению их
активности либо гибели [3, 4]. На настоящий мо-
мент известно, что графен и его производные, в

том числе ОГ, индуцируют апоптоз, некроз, или
аутофагию клеток [5]. В то же время покрытие на-
ночастиц биосовместимыми полимерами, из ко-
торых самым актуальным является полиэтилен-
гликоль (ПЭГ), существенно снижает цитоток-
сичность ОГ [6].

Очевидно, что клетки иммунной системы яв-
ляются первой линией контакта с наноматериа-
лами, индуцируя возникновение возможных по-
бочных реакций. Учитывая тот факт, что приме-
нение препаратов на основе оксида графена
предполагает модулирование функциональной
активности клеток иммунной системы, в частно-
сти, при их использовании в качестве адъюван-
тов, антибактериальных и противоопухолевых
препаратов, необходимо полноценно исследо-
вать взаимодействие ОГ с клетками иммунной
системы. В данный момент информация о взаи-
модействии оксида графена с клетками иммун-
ной системы разнородна и носит не системный
характер [7, 8].

Таким образом, целью исследования являлось
изучение взаимодействия наночастиц ОГ с клет-
ками линии Jurkat в системе прижизненного на-
блюдения Cell-IQ. Итогом наблюдений стала
оценка жизнеспособности клеток и прироста
клеточной массы Т-клеток линии Jurkat в присут-
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ствии наночастиц ОГ разного размера, покрытых
линейным или разветвленным ПЭГ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проводили в соответствии с

Хельсинкской Декларацией ВМА 2000 г. и прото-
колом Конвенции Совета Европы о правах чело-
века и биомедицине 1999 г., на работу было полу-
чено разрешение этического комитета “ИЭГМ
УрО РАН” (IRB00010009) от 30.08.2019.

В работе использовались наночастицы ОГ раз-
мерами 100–200 нм (ОГ-S) и 1–5 мкм (ОГ-L)
(“Ossila Ltd”, Великобритания), которые покрыва-
лись линейным (ПЭГ) и разветвленным (ПЭГ8)
полиэтиленгликолем. Для процедур функциона-
лизации использовалась монохлоруксусная кис-
лота (99%), 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)
карбодиимид (EDC, 98%), N-гидроксисукцини-
мид (NHS, >98%), 8-arm-полиэтиленгликоль-
(трипентаэритритное ядро)-NH2 (ПЭГ8-NH2,
Mw 10000 г/моль), метоксиполиэтиленгликоль
амин mПЭГ-NH2 (MW 5000 г/моль), производ-
ства “Alfa Aesar”, США. Все реактивы использо-
вались без дополнительной очистки.

Модификация наночастиц ОГ линейным ПЭГ
и разветвленным ПЭГ8 осуществлялась методом
ковалентной пришивки аминогрупп к поверх-
ностным карбоксильным группами ОГ с образо-
ванием амидной связи. Для этого растворы ОГ-L
и ОГ-S (2 мг/мл) подвергались ультразвуковой
обработке в течение 30 мин мощностью 25 и 150 Вт
соответственно. Карбоксилирование ОГ прово-
дилось в щелочной среде (NaOH) в присутствии
Cl–CH2–COOH при ультразвуковой обработке в
течение 1 ч. Полученный раствор ОГ-СООН ней-
трализован многократной промывкой деионизован-
ной водой. Далее к суспензии ОГ-СООН (рН 5, 6)
при ультразвуковой обработке в течение 5 мин до-
бавляли NHS (10 ммоль/л), EDC (4 ммоль/л) и
ПЭГ-NH2 (или 8ПЭГ-NH2) (2 мг/мл), для окон-
чания реакции ковалентной пришивки PEG рас-
твор оставляли при комнатной температуре
на сутки. Полученные суспензии ОГ-ПЭГ или
ОГ-8ПЭГ очищались методом диализа и трех-
кратной промывкой с центрифугированием эти-
ловым спиртом с финальной сушкой при 65°С
под вакуумом [9].

Изменение состава и структуры ОГ при его мо-
дификации полиэтиленгликолями характеризо-
вали методами ИК-Фурье и УФ-вид спектроско-
пиями. ИК-Фурье спектры исходных и модифи-
цированных ОГ были получены на спектрометре
IFS 66/S Bruker в области 400–4000 см–1. Образцы
для анализа готовили прессованием таблеток с
KBr (2 мг образца к 299 мг KBr). Спектры погло-
щения растворов исходного и модифицирован-
ных ОГ были определены на двухлучевом спек-

трофотометре UV 2600 в диапазоне длин волн
200–900 нм. Распределение исходного и модифи-
цированных наночастиц ОГ по размеру, а также
их дзета-потенциал в водных растворах определя-
ли методом динамического светорассеяния на
приборе ZetaPALS Brookhaven. Определение сте-
пени покрытия ОГ линейным ПЭГ и разветвлен-
ным ПЭГ8 проводили методом термогравиметри-
ческого анализа (ТГА). Термогравиметрический
анализ исходных и модифицированных ОГ был
проведен на совмещенном ТГ-ДСК приборе
TGA/DSC 1 Mettler-Toledo при скорости нагрева-
ния 10 К/мин в диапазоне температур 30–900°С в
инертной атмосфере аргона.

Для исследования in vitro использовали им-
мортализованную клеточную линию Jurkat 5332
(Российская коллекция клеточных культур по-
звоночных Института цитологии РАН, г. Санкт-
Петербург) в конечной концентрации 1 млн жиз-
неспособных клеток на 1 мл питательной среды.

Клетки ресуспендировали в полной питатель-
ной среде, состоящей из 90% RPMI 1640, 10% бы-
чьего сывороточного альбумина (“Sigma-Al-
drich”) и 0.3 мг/мл L-глутамина (“Sigma-Al-
drich”). Для каждого вида наночастиц ОГ делали
три повторности культуры. Клетки с наночасти-
цами культивировали в 24-луночном планшете
(“Orange Scientific”, Бельгия, площадь лунки
1.86 см2), в течение 24 ч при температуре 37°С и
5% СО2. Контролем служила культура клеток без
наночастиц ОГ [10]. Прирост клеточной массы
изучали с использованием возможностей инте-
грированной платформы для непрерывной фазо-
во-контрастной визуализации живых клеток в ре-
альном времени Cell-IQ® v2 MLF (“CM Technolo-
gies”, Финляндия).

Для визуализации морфологических измене-
ний и функциональной активности иммуноком-
петентных клеток в каждой лунке выбирали три
области съемки для фазово-контрастной микро-
скопии. В результате проведенного исследования
было получено по 222 снимка для каждой лунки
экспериментального планшета и по 74 снимка
для каждой области визуализации. Для анализа
прироста клеточной массы, по окончании съемки
на основе полученных снимков формировались
библиотеки изображений, на основе которых со-
здавались протоколы, позволяющие с использо-
ванием специализированного программного
обеспечения Cell-IQ Imagen™ (“CM Technolo-
gies”, Финляндия) проводить автоматизирован-
ный подсчет прироста клеточной массы в экспе-
риментальных условиях. На основе полученных
данных строились кривые, отражающие прирост
клеточной массы.

По истечении 24 ч проводили окрашивание
клеток йодидом пропидия (PI, “Thermo Fisher
Scientific”, США) с последующим анализом на



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 501  2021  

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ НАНОЧАСТИЦ ОКСИДА ГРАФЕНА 575

проточном цитофлуориметре MACS Quant Ana-
lyzer 10 (“Miltenyi Biotec”, Германия). Учитывая,
что оксид графена обладает собственной авто-
флуоресценцией [11], для более четкой картины
жизнеспособность оценивали на 2 каналах FL3
(585/40 нм) и FL4 (655–730 нм). Дополнительно
оценивали количество клеток, интернализиро-
вавших или связавших наночастицы ОГ, по коли-
честву высокогранулярных клеток в гейте живых
Jurkat по показателю бокового светорассеяния
(SSC). Обработка данных осуществлялась с ис-
пользованием программы KALUZA Analysis Soft-
ware (“Beckman Coulter”, США), результаты
выражали в виде процента живых клеток в гейте
целевой популяции и в виде процента высокогра-
нулярных клеток (табл. 2).

Статистическая обработка результатов осу-
ществлялась с помощью стандартных пакетов
STATISTICA for Windows 10.0. Рассчитывали па-
раметры распределений: медиану (Ме), 25%-ный
(Q1) и 75%-ный (Q3) квартили, достоверность
различий оценивали с использованием критерия
Манна–Уитни. Различия считались достоверны-
ми при уровне значимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенные исследования полученных нами

пегилированных образцов наночастиц ОГ пока-
зали, что процесс химической модификации про-

шел успешно вне зависимости от размеров графе-
новых частиц, ароматическая структура ОГ не
изменилась, а средний размер наночастиц пеги-
лированного ОГ по сравнению с исходным, заяв-
ленным производителем, снижается (табл. 1).

Клеточная линия Jurkat представляет собой
иммортализованную клеточную линию Т-лим-
фоцитов, которые быстро пролиферируют и об-
ладают характеристиками, сходными с Т-лимфо-
цитами человека. Т-клетки Jurkat используют для
изучения иммунных и цитотоксических реакций
на противоопухолевые препараты, токсиканты и
биоматериалы [12].

В нашем исследовании изучалась динамика
изменения клеточной массы Т-клеток Jurkat в
условиях соинкубирования с наночастицами ОГ.
Данные представлены в виде кривых динамики
клеточной массы, где каждая кривая – это усред-
ненное значение числа клеток по трем точкам ви-
зуализации. Показано, что в контрольных лунках
наблюдалось почти двухкратное повышение чис-
ла клеток Jurkat в точках визуализации по проше-
ствии 24 ч культивирования (рис. 1а).

Стоит отметить линейность прироста клеток
Jurkat начиная с первого часа культивирования и
высокий уровень сходимости результатов между
лунками. При анализе фотокадров мы также ви-
дим существенное увеличение числа клеток в
точке визуализации за 24 ч инкубации (рис. 2).

Таблица 1. Характеристика используемых в работе наночастиц ОГ-ПЭГ

ОГ-ПЭГ- S ОГ-ПЭГ8-S ОГ-ПЭГ-L ОГ-ПЭГ8 -L

Средний эффективный диаметр, нм 184 ± 73 287 ± 52 569 ± 14 1376 ± 48
Индекс полидисперсности 0.25 ± 0.02 0.23 ± 0.02 0.21 ± 0.02 0.30 ± 0.01
Дзета-потенциал, мВ –31.70 ± 1.70 –34.28 ± 0.41 –39.98 ± 1.17 –53.56 ± 1.23
Степень покрытия, мас. % 17.2 ± 1.4 20.5 ± 1.8 19.4 ± 2.2 20.5 ± 1.1

Таблица 2. Количество живых и высокогранулярных клеток в культурах Jurkat после инкубирования с наноча-
стицами ОГ (Me (Q1–Q3), n = 3)

Тип нано-
частиц

Концен-
трация

FL 3 (585/40 nm)
PI-, %

FL 4 (655–730 nm)
PI-, %

Высокогранулярные 
клетки в гейте живых 

Jurkat, %

Контроль 0 90.22 (87.89–91.28) 91.07 (86.12–92.31) 4.99 (4.79–5.12)
ОГ-ПЭГ- S 5 мкг/мл 88.59 (86.78–88.90) 89.43 (84.52–89.56) 4.95 (4.84–5.19)

25 мкг/мл 84.09 (83.78–85.28) 81.96 (81.19–84.26) 5.62 (5.34–5.68)
ОГ-ПЭГ8-S 5 мкг/мл 87.40 (86.47–87.81) 86.16 (85.65–87.47) 6.64 (6.48–6.92)

25 мкг/мл 86.63 (85.51–86.86) 86.72 (83.88–87.45) 6.50 (6.43–6.64)
ОГ-ПЭГ-L 5 мкг/мл 86.84 (83.29–88.36) 85.42 (79.75–88.00) 5.92 (5.83–6.24)

25 мкг/мл 85.92 (85.59–88.29) 86.52 (84.16–88.80) 6.79 (6.75–7.03)
ОГ-ПЭГ8 -L 5 мкг/мл 87.05 (87.01–88.55) 86.96 (85.68–89.19) 6.82 (6.75–7.34)

25 мкг/мл 87.27 (86.32–88.37) 86.08 (84.35–88.79) 8.29 (7.95–8.47)
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По сравнению с контрольной группой наноча-
стицы ОГ-ПЭГ-S (5, 25 мкг/мл) не показывали
прироста количества клеток в точках визуализа-
ции при обоих концентрациях исследуемого об-
разца (рис. 1а). При анализе фотокадров мы ви-
дим, что наночастицы ОГ-ПЭГ-S в высокой кон-
центрации (25 мкг/мл) вызывали формирование

клеточных агрегатов, которое не сопровожда-
лось, тем не менее, снижением жизнеспособно-
сти клеток в сравнении с пробой, содержащей
ОГ-ПЭГ-S в низкой концентрации (5 мкг/мл)
(рис. 2).

При культивировании клеток линии Jurkat с
ОГ-ПЭГ8-S (5, 25 мкг/мл) количество клеток в

Рис. 1. Усредненные кривые динамики клеточной массы Jurkat при культивировании для трех повторностей в услови-
ях взаимодействия с наночастицами ОГ (n = 3, по три точки визуализации). (а) Показано взаимодействие клеток Jurkat
с наночастицами ОГ-ПЭГ-S; (б) Показано взаимодействие клеток Jurkat с наночастицами ОГ-ПЭГ-L.
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точках визуализации практически не изменялось,
уровень сходимости результатов в зависимости от
повторности был высоким (рис. 1а). Таким обра-
зом, наночастицы малой размерности (ОГ-ПЭГ-S
184 ± 73 нм; ОГ-ПЭГ8-S 287 ± 52 нм) существен-
но (более чем в 2 раза) подавляли рост клеток в
культурах по сравнению с контрольной группой,
при этом тип пришитого к наночастицам ПЭГ не
имел значения для реализации этих эффектов.

При культивировании клеток линии Jurkat с на-
ночастицами большей размерности (ОГ-ПЭГ-L
569 ± 14 нм; ОГ-ПЭГ8-L 1376 ± 48 нм) было
показано, что под воздействием ОГ-ПЭГ-L (5,
25 мкг/мл) отмечено плавное снижение количе-
ства клеток в точках визуализации с высоким
уровнем сходимости результатов в зависимости
от повторности. Довольно интересно, что в пер-
вые 4 ч фиксировался незначительный прирост
клеток, который затем переходил в постепенное
снижение числа клеток. Наночастицы, покрытые
разветвленным ПЭГ (ОГ-ПЭГ8-L), также подав-

ляли рост клеток Jurkat на протяжении всего пе-
риода наблюдения (рис. 1б). Аналогично с образ-
цами ОГ малой размерности, наночастицы боль-
шой размерности подавляли количество клеток в
точках визуализации при обоих концентрациях
исследуемого образца. При анализе фотокадров
мы видим, что наночастицы ОГ-ПЭГ-L в кон-
центрации 25 мкг/мл вызывали формирование
клеточных агрегатов, как и в случае с частицами
ОГ-ПЭГ-S (рис. 2). Очевидно, что именно кон-
центрация, а не тип наночастиц вызывает форми-
рование клеточных агрегатов.

Таким образом, установлено, что наночасти-
цы ОГ способны подавлять пролиферацию кле-
ток линии Jurkat, при этом размер, концентрация
и тип пегилирования не имели принципиального
значения. Проведенный статистический анализ
показал, что различия начинали фиксироваться
после 4 ч в зависимости от типа частиц, однако по
истечении 24 сут все эффекты были достоверны.

Рис. 2. Фотографии, демонстрирующие события в одной точке визуализации при взаимодействии клеток линии Jurkat
с наночастицами ОГ-ПЭГ в динамике наблюдения (1 ч, 24 ч).
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При оценке жизнеспособности клеток Jurkat
после суточного сокультивирования с наночасти-
цами ОГ было показано, что число живых клеток
снижалось на 5–9%, независимо от типа исполь-
зуемых частиц (табл. 2). Невзирая на то что стати-
стический анализ не выявил достоверных отли-
чий, что связано с малым числом повторов, мы не
можем игнорировать видимое снижение жизне-
способности клеток в нашей экспериментальной
системе. В то же время проанализировав количе-
ство высокогранулярных клеток в культуре
(табл. 2), мы увидели, что в присутствии наноча-
стиц ОГ количество этих клеток увеличивается в
среднем на 2–4%, что свидетельствует о том, что
некоторые клетки линии Jurkat связывают и/или
интернализируют наночастицы ОГ.

В целом получены сопоставимые результаты
по приросту клеточной массы и количеству жи-
вых клеток в культуре клеток Jurkat при взаимо-
действии с наночастицами ОГ. Полученные дан-
ные свидетельствуют о том, что наши наночасти-
цы ОГ оказывают цитотоксический эффект на
клетки линии Jurkat, снижая уровень живых кле-
ток на 5–6%, одновременно подавляя пролифе-
рацию этих клеток. В частности, наночастицы ОГ
более чем в два раза снижали прирост клеточной
массы, фиксируемый в системе прижизненной
визуализации CELL-IQ, при этом сохраняя ста-
бильное число клеток в течение всего периода на-
блюдения (24 ч). Мы предполагали, что высокая
концентрация наночастиц (25 мкг/мл) должна
была оказывать более выраженный эффект, одна-
ко наша гипотеза не подтвердилась.

Известно, что наночастицы ОГ способны до-
зозависимо подавлять пролиферацию Т-лимфо-
цитов, при этом надо учесть тот факт, что иссле-
дователи применяли не модифицированные на-
ночастицы ОГ размером ~1 мкм, в концентрации 1;
12; 25 мкг/мл [13]. Относительно недавно появи-
лись сведения о влиянии ОГ и аминированного
ОГ (ОГ-NH2), полученные при помощи одновре-
менного анализа транскриптома клетки с “single-
cell” масс-цитометрией. Было продемонстриро-
вано, что ОГ снижал жизнеспособность активи-
рованных Т-хелперов в большей степени, чем
ОГ-NH2 [14].

Невзирая на то что в литературе отсутствуют
сведения о непосредственном поглощении нано-
частиц ОГ клетками линии Jurkat, известно, что
они способны пассивно интернализовать золо-
тые наночастицы (25 и 50 нм) [15]. Мы продемон-
стрировали, что лишь малая часть клеток связы-
вает или интернализует ОГ. Таким образом, ци-
тотоксический эффект на клетки линии Jurkat
обусловлен не поглощением, а присутствием ча-
стиц ОГ в культуральной среде.

Известно, что само присутствие частиц на ос-
нове графена способно подавлять пролиферацию

клеток и вызывать их гибель [16]. Механизмы ци-
тотоксического действия наночастиц ОГ описа-
ны на разных типах клеток и включают в себя
окислительный стресс, митохондриально-опо-
средованный апоптоз, аутофагию, лизис клеток и
фрустрированный фагоцитоз [17]. Используемая
в работе методология не позволяет достоверно
оценить конкретный механизм цитотоксичности
наночастиц ОГ, однако это станет целью нашей
дальнейшей работы.
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In recent years, materials based on graphene oxide (GO) have been actively studied for their use in biomedi-
cine. The aim of our study was to investigate the increase in cell mass and viability of Jurkat tumor line T cells
during 24 hours of contact with GO nanoparticles in the Cell-IQ system of intravital observation. We used
nanoparticles of different sizes coated with linear or branched polyethylene glycol (PEG) at concentrations
of 5 and 25 μg/mL. It was shown for the first time that direct contact with GO nanoparticles decreased the
increase in cell mass at the visualization points by more than twofold, regardless of nanoparticle size and con-
centration. Moreover, the number of live cells in the culture decreased by 5–9% after 24 hours of monitoring.
Thus, PEG-coated GO nanoparticles were found to suppress the proliferation and viability of Jurkat cell line
T lymphocytes.

Keywords: graphene oxide nanoparticles, polyethylene glycol, viability, cell mass, Jurkat, CELL-IQ
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Впервые показано, что развитие устойчивости к ципрофлоксацину in vitro у A. laidlawii – широко
распространенной микоплазмы, являющейся основным контаминантом клеточных культур и вак-
цин, ассоциирует с различными траекториями эволюции вирулентности: вирулом, а также виру-
лентность существенно различаются у ципрофлоксацин-устойчивых штаммов, в том числе штам-
мов с одинаковым уровнем резистентности к антимикробному препарату.
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Эволюция вирулентности у микроорганизмов
в условиях селективного давления биотических и
абиотических стрессоров, в том числе антимик-
робных препаратов – серьезная проблема, на ре-
шение которой направлены усилия исследовате-
лей и фундаментальных и прикладных наук [1].
С выяснением молекулярной машинерии моду-
ляции вирулентности микроорганизмов и опре-
делением сигнатур высоковирулентных штаммов
связывают перспективы создания эффективной
системы контроля эмерджентных инфекций [2].
Особый аспект этой проблемы – возможность
стремительного изменения вирулентности у та-

хителичных (гипермутабильных) бактерий. К та-
ким бактериям относятся микоплазмы (здесь и
далее – собирательное название представителей
класса Mollicutes) – мельчайшие из способных к
самостоятельному существованию прокариоты.
Они широко распространены как комменсалы
высших эукариот; некоторые являются патогена-
ми человека и животных, основными контами-
нантами клеточных культур и вакцинных препа-
ратов. Инцидент внезапного расширения спектра
инфицируемых видов, произошедшего у Myco-
plasma gallisepticum – патогена домашней птицы,
вследствие которого погибли миллионы диких
птиц [3], существенно интенсифицировал иссле-
дования адаптации микоплазм к стрессорам, в ре-
зультате которых был получен массив данных,
свидетельствующих, что мельчайшие прокарио-
ты далеко не так примитивны, как считалось ра-
нее. При этом было установлено, что: 1) значи-
тельный вклад в адаптацию микоплазм к стрессо-
рам и реализацию вирулентности вносят
внеклеточные везикулы микоплазм; 2) антибио-
тикорезистентность не всегда ассоциирована с
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мутациями в генах мишеней антимикробных пре-
паратов, но сопровождается множественными
изменениями в первичной структуре и экспрес-
сии сотен генов, участвующих в фундаментальных
клеточных процессах и реализации вирулентно-
сти; 3) селективное давление антимикробных пре-
паратов может индуцировать крупномасштабные
перестройки геномов в популяции микоплазмы
по неканоническим механизмам, определяющим
возможность появления множества линий с раз-
личными вариантами фенотипов и вирулентно-
сти [4, 5]. Полученные данные свидетельствуют о
значительном арсенале средств адаптации у мель-
чайших прокариот, их высокой пластичности, и
позволяют предполагать, что адаптация мико-
плазмы даже к одному антибиотику может ассо-
циировать с разнообразными траекториями эво-
люции вирулентности. Однако публикации в от-
ношении проверки соответствующей гипотезы
пока отсутствуют. Сравнительный анализ профи-
лей геномов и везикулярных протеомов, а также
вирулентности штаммов Acholeplasma laidlawii
(убиквитарная микоплазма, инфицирующая че-
ловека, животных, растения, являющаяся основ-
ным контаминантом клеточных культур и вак-
цинных препаратов), проявляющих высокий уро-
вень устойчивости к ципрофлоксацину, явился
задачей нашего исследования, в результате вы-
полнения которого впервые показано, что разви-
тие устойчивости к ципрофлоксацину in vitro у
A. laidlawii ассоциирует с различными траектори-
ями эволюции вирулентности: вирулом, а также
вирулентность существенно различаются у ци-
профлоксацин-устойчивых штаммов, в том числе
штаммов с одинаковым уровнем резистентности
к антимикробному препарату.

В работе использовали штамм Acholeplasma
laidlawii PG8B из коллекции микроорганизмов
ФГБУ “ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи” Минздра-
ва России (Москва). Резистентный к ципрофлокса-
цину штамм A. laidlawii PG8R10 (МПК 20 мкг/мл)
был получен нами из клона штамма PG8B (МПК
0.5 мкг/мл), а резистентные к ципрофлоксацину
штаммы PG8r3 и PG8r1 с одинаковым показате-
лем МПК (10 мкг/мл) – в результате пошаговой
селекции изолятов одного клона PG8B при сов-
местном культивировании с везикулами PG8R10
и без добавления везикул микоплазмы соответ-
ственно [6]. Культивирование микоплазмы, вы-
деление, очистку внеклеточных везикул штаммов
и контроль чистоты препаратов (отсутствие кле-
ток микоплазмы в образцах везикул) осуществля-
ли, как описано [7].

Секвенирование геномов штаммов A. laidlawii
проводили на секвенаторе MiSeq (“Illumina”,
США). Для анализа нуклеотидных последова-
тельностей использовали программу Sequencing
Analysis 5.3.1 (“Applied Biosystems”, США), а так-
же базу данных NCBI (National Center for Biotech-

nology Information); для выравнивания нуклео-
тидных последовательностей – Bowtie2 (http://
bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml),
для поиска и аннотации однонуклеотидных по-
лиморфизмов (SNP) – Samtools (http://samtools.
sourceforge.net/mpileup.shtml) и SnpEff (http://sn-
peff.sourceforge.net/SnpEff.html) соответственно.

Протеомное профилирование внеклеточных
везикул A. laidlawii проводили с помощью хрома-
то-масс-спектрометрии, как описано [7]. Для по-
иска белков, ассоциированных с бактериальной
вирулентностью, использовали базу данных
VFDB (http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm). Ана-
лиз вирулентности штаммов микоплазмы проводи-
ли на модельном организме Drosophila melanogaster
(линия Canton-S). Мух выращивали на стандартной
сахарно-дрожжевой среде; для инфицирования
клетками штаммов A. laidlawii получали синхрон-
ные кладки эмбрионов, которые переносили на
питательную среду с добавлением 106–107 клеток
бактерии. Клетки штаммов A. laidlawii предвари-
тельно отмывали от культуральной среды и сус-
пендировали в фосфатно-солевом буфере. В ка-
честве контроля использовали мух, выращенных
на среде, не содержащей A. laidlawii. Контроль
инфицирования дрозофил микоплазмой осу-
ществляли с помощью ПЦР со специфичными
праймерами [6]. Для оценки вирулентности
штаммов A. laidlawii использовали стандартные
показатели репродукции и жизнеспособности
особей (количество отложенных яиц и выживших
эмбрионов [8, 9]). Для оценки поврежденности
ДНК в энтероцитах мух применяли вариант мето-
да “ДНК-комет” (“DNA-comet assay”), позволя-
ющий определять однонитевые разрывы ДНК в
клетках [10]. Для визуализации и ранжировки
“ДНК-комет” использовали флуоресцентный
микроскоп (Carl Zeiss Axio Imager M2, Германия).

Метагеномное профилирование микробного
сообщества кишечника инфицированных и не
инфицированных микоплазмой дрозофил прово-
дили с помощью секвенирования 16S рРНК, как
описано [11]. Для оценки таксономического раз-
нообразия микробиоты кишечника мух исполь-
зовали индекс Шеннона. Метагеномные данные
анализировали с помощью программного пакета
QIIME v1.9.

Статистическую обработку данных выполняли
с помощью программного обеспечения Statistica
12.0. Эксперименты проводили в трех повторно-
стях. Для каждого показателя вычисляли среднее
арифметическое, его ошибку и стандартное от-
клонение. Статистически значимые различия
между исследуемыми группами оценивали с ис-
пользованием post-hoc теста с применением кри-
терия Фишера. В тесте ДНК-комет статистически
значимые различия определяли с помощью t-кри-
терия Стьюдента (p < 0.05).
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В результате анализа данных полногеномного
секвенирования штаммов A. laidlawii с дифферен-
циальной чувствительностью к ципрофлоксаци-
ну нами было установлено, что развитие рези-
стентности к антимикробному препарату во всех
случаях сопровождается множественными изме-
нениями в первичной структуре генома мико-

плазмы. Мутации регистрируются в генах, вовле-
ченных не только в адаптацию к фторхинолонам,
но также фундаментальные клеточные процессы.
При этом адаптация A. laidlawii к ципрофлокса-
цину сопровождается изменениями в вируломе –
мутации обнаруживаются в генах факторов/регу-
ляторов бактериальной вирулентности, но про-

Рис. 1. Локализация генов, ассоциированных с развитием резистентности Acholeplasma laidlawii к ципрофлоксацину,
на геномной карте референсного штамма A. laidlawii PG-8А. Данные представлены для штаммов A. laidlawii PG8r1 (■, ▲),
A. laidlawii PG8r3 ( , Δ) и A. laidlawii PG8R10 (◊, ). ■, , ◊ – гены, в первичной структуре которых обнаружены мута-
ции у штаммов (относительно A. laidlawii PG8B); ▲, Δ,  – гены, кодирующие белки, выявленные во внеклеточных ве-
зикулах штаммов; V – гены, кодирующие факторы бактериальной вирулентности; Vr – гены, кодирующие белки, ре-
гулирующие бактериальную вирулентность. Графическое изображение хромосомы получено с помощью программы
Proksee (https://beta.proksee.ca/).
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филь мутантных генов у штаммов существенно
различается (рис. 1).

Обнаружены только четыре гена, мутации в
которых есть у всех резистентных штаммов мико-
плазмы – acl_rs00040, acl_rs00845, acl_rs01900 и
acl_rs03165, кодирующих: 1) ДНК-гиразу (субъ-
единица А); 2) ДНК-зависимую РНК-полимеразу
(субъединица бета'); 3) ДНК топоизомеразу IV
(субъединица А) и 4) белок семейства McrC соот-
ветственно. Однако профиль мутаций этих генов
у штаммов не совпадает. Таким образом, генети-
ческая сигнатура вирулома, характерная для всех
исследованных ципрофлоксацин-устойчивых
штаммов A. laidlawii, отсутствует.

Развитие антибиотикоустойчивости у A. laid-
lawii связано с изменением секреции сотен белков,
ассоциированной с везикулами микоплазмы, опо-
средующими межклеточные взаимодействия и па-
тогенез. При этом профили везикулярных белков
разных штаммов, резистентных к ципрофлокса-
цину, существенно различаются. Эти различия
касаются и факторов/регуляторов вирулентности
(рис. 1). Единственный общий фактор вирулент-
ности в везикулах штаммов – бифункциональная
ацетальдегид-CoA/алкогольдегидрогеназа, но
специфичным маркером вирулентности ципро-
флоксацин-устойчивых штаммов микоплазмы
этот белок не является, поскольку присутствует
также в везикулах ципрофлоксацин-чувствитель-
ного штамма A. laidlawii PG8B [7], что может
определять его перспективы как мишени-канди-
дата для контроля микоплазмы.

Различия профилей геномов и везикулярных
протеомов у A. laidlawii PG8R10, PG8r1 и PG8r3,
ассоциированные с факторами/регуляторами ви-
рулентности, позволяют предполагать диффе-
ренциальный потенциал вирулентности у соот-
ветствующих штаммов микоплазмы. Для провер-
ки этого предположения нами выполнен анализ
вирулентности штаммов A. laidlawii in vivo на мо-
дельном организме D. melanogaster, по отноше-
нию к которому микоплазмы могут быть коммен-
салами и патогенами [12]. Согласно полученным
данным, инфицирование D. melanogaster клетка-
ми штаммов A. laidlawii может оказывать негатив-
ное влияние на жизнеспособность и репродук-
цию дрозофилы, структуру ДНК энтероцитов
(рис. 2) и состав микробиоты кишечника мух
(рис. 3; нуклеотидные последовательности 16S
рРНК депонированы в базу данных Sequence
Read Archive, номер PRJNA751047, https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRJNA751047), в том
числе в отношении представленности рода Lacto-
bacillus, изменения которой могут приводить к
значимым изменениям геномного профиля в по-
пуляциях D. melanogaster за короткое время – в те-
чение пяти генераций [13].

Выраженность негативного эффекта штаммов
микоплазмы в отношении структуры ДНК энте-
роцитов и состава микробиоты кишечника
D. melanogaster совпадает – чем ниже оказывается
таксономическое разнообразие кишечной мик-
робиоты у мух, тем выше уровень ДНК-повре-
ждений в клетках их кишечника. Различия между
ципрофлоксацин-устойчивыми штаммами в от-

Рис. 2. Вирулентность штаммов A. laidlawii в отношении D. melanogaster.
1 – мухи, не инфицированные A. laidlawii; 2–5 – мухи, инфицированные штаммами A. laidlawii PG8B, PG8R10, PG8r1,
PG8r3 соответственно. Данные представлены в виде среднего арифметического значения ± стандартное отклонение.

, ,  – количество отложенных яиц, погибших особей, энтероцитов с однонитевыми разрывами ДНК (цифры
указывают индекс повреждения ДНК) соответственно. * – достоверные (p < 0.05) отличия по сравнению с неинфици-
рованными мухами; • – достоверные (p < 0.05) отличия по сравнению с мухами, инфицированными A. laidlawii PG8B;
◊, Δ,  – достоверные (p < 0.05) отличия между мухами, инфицированными штаммами A. laidlawii PG8R10 и PG8r1,
PG8R10 и PG8r3, PG8r1 и PG8r3 соответственно.
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ношении повреждений ДНК энтероцитов в ос-
новном незначимы – достигают достоверности
только у PG8R10 и PG8r1, штаммов с разным

уровнем резистентности. В случае других пара-
метров достоверные различия обнаруживаются
и у штаммов с одинаковым уровнем резистент-
ности.

Таким образом, в результате наших исследова-
ний впервые показано, что развитие устойчиво-
сти к ципрофлоксацину in vitro у A. laidlawii ассо-
циирует с различными траекториями эволюции
вирулентности микоплазмы: вирулом, а также
вирулентность существенно различается у ципро-
флоксацин-устойчивых штаммов, в том числе
штаммов с одинаковым уровнем резистентности
к антимикробному препарату. Полученные дан-
ные определяют необходимость проведения все-
сторонних исследований механизмов эволюции
вирулентности тахителичных бактерий in vivo на
модельных организмах при селективном давле-
нии антимикробных препаратов для выяснения
потенциала клональной диверсификации в бак-
териальной популяции [14] в отношении модуля-
ции вирулентности, определения маркеров высо-
ковирулентных штаммов и коррекции стратегии
контроля микоплазм.
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Рис. 3. Особенности изменений таксономического
разнообразия (а) и относительной представленности
бактериальных отделов (б) в микробном сообществе
кишечника у D. melanogaster при инфицировании
штаммами A. laidlawii.
1 – мухи, не инфицированные A. laidlawii; 2–4 – мухи,
инфицированные штаммами A. laidlawii PG8B,
PG8R10 и PG8r3 соответственно.
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For the first time it was shown that the development of resistance to ciprofloxacin in vitro in Acholeplasma
laidlawii, a widely spread in nature mycoplasma, which is the main contaminant of cell cultures and vaccines,
is associated with diverse trajectories of virulence evolution: virulome as well as virulence differ significantly
between ciprofloxacin-resistant strains, including ones with the same level of antimicrobial resistance.
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ЦЕЛОМИЧЕСКАЯ СИСТЕМА ПРЕДСТАВИТЕЛЯ МОРСКИХ ЕЖЕЙ 
STRONGYLOCENTROTUS PALLIDUS (ECHINODERMATA, ECHINOIDEA)

И ПРОБЛЕМА ЦЕЛОМИЧЕСКОЙ МЕТАМЕРИИ У ИГЛОКОЖИХ
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Метамерия имеется у представителей основных филогенетических ветвей Bilateria. Среди Deu-
terostomia метамерия характерна для полухордовых и хордовых. Показано, что у морских ежей име-
ется 7 метамерных целомических колец, расположенных вдоль орально-аборальной оси тела. По-
добная целомическая метамерия характерна также для представителей других классов иглокожих.
Предложена гипотеза, согласно которой метамерные целомические кольца иглокожих представля-
ют собой наследие метамерии, свойственной общему предку Deuterostomia. Диссимметрия в строе-
нии целомов иглокожих является результатом лежания предковых форм на правом боку, что приве-
ло к редукции целомов правой стороны. При переходе к сидячему образу жизни левые целомы
сформировали метамерные целомические кольца.

Ключевые слова: метамерия, целомы, диссимметрия, происхождение иглокожих

DOI: 10.31857/S2686738921050103

В современной системе животного царства вы-
деляется четыре основных группы билатерально-
симметричных животных: Trochozoa, Lophophora-
ta, Ecdysozoa и Deuterostomia [1, 2]. Целомическая
метамерия имеется у представителей всех четырех
стволов Bilateria, что позволяет предполагать, что и
общий предок Bilateria был сегментированным ор-
ганизмом [2–4]. Среди вторичноротых несомнен-
ной метамерией обладают хордовые животные
(Chordata). Метамерия Hemichordata выражается в
наличии метамерных жаберных щелей и жаберных
пор, происхождение которых, вероятно, связано с
метамерией метанефридиев и энтодермальных
кишечных карманов [5]. Все это позволяет поста-
вить вопрос о том, сохраняется ли метамерия у
иглокожих (Echinodermata). У иглокожих извест-
ны метамерные структуры, однако эта метамерия
затрагивает придатки тела: имеется в виду мета-
мерное расположение склеритов в стебельке мор-
ских лилий, метамерные позвонки в руках офиур

и др. Проблема наличия у иглокожих целомиче-
ской метамерии, сравнимой с метамерией хордо-
вых, членистоногих, аннелид и других истинно
метамерных животных, обсуждалось с позиции
теории первичной гетерономной метамерии
П.П. Иванова [6]. Согласно взглядам П.Г. Свет-
лова и О.М. Ивановой-Казас [7, 8], три пары це-
ломов диплеврулы рассматриваются как ларваль-
ные сегменты, тогда как у хордовых оказываются
развитыми не только ларвальные, но и пост-
ларвальные сегменты (туловищные сомиты) [9]. В
настоящей работе мы попытаемся найти ответ на
вопрос, сохраняются ли у иглокожих остатки сома-
тоцельных целомических сегментов, сопоставимых
с метамерными туловищными сомитами хордовых.
Возможно, у иглокожих сохраняются остатки ме-
тамерии, которой обладал общий предок Deu-
terostomia, а может быть, и общий предок Bilate-
ria. Мы предприняли новое исследование цело-
мической организации типичного представителя
иглокожих – морского ежа Strongylocentrotus palli-
dus (G.O. Sars, 1871) – с использованием совре-
менных методов 3D-реконструкции, чтобы полу-
чить объективное представление о взаимном рас-
положении целомических компартментов.

УДК 593.95

1 Московский государственный университет 
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Материалом для работы послужили 7 экзем-
пляров S. pallidus (Echinoidea), собранные в райо-
не биостанции “Дальние Зеленцы” (Баренцево
море), с глубин 20–30 м. Диаметр собранных экзем-
пляров составлял приблизительно 10 мм. Материал
был зафиксирован в жидкости Буэна, а затем пере-
несен для консервации в 70-ный этиловый спирт.
Для декальцинации применялся раствор ЭДТА
(Трилон Б, Хелатон-3). Для гистологического ис-
следования использовалась стандартная методи-
ка дегидратации материала в спиртах восходящей
концентрации, пропитки парапластом и разло-
жения на серии срезов толщиной 5 мкм с помо-
щью микротома “Leica RM 2125”. Срезы окраши-
вались гематоксилином Караччи. Изучение сре-
зов производилось с помощью микроскопа
“Микмед-6” (LOMO, Санкт-Петербург, Россия,
2018) с цифровой камерой “MC-12”. По сериям
гистологических срезов была осуществлена де-
тальная 3D-реконструкция целомической систе-
мы в программе AMIRA, версия 6.5.0. Для рекон-

струкции использовалась орально-аборальная се-
рия, состоящая из 240 срезов.

Амбулакральное кольцо S. pallidus (производ-
ное левого гидроцеля) лежит в средней части тела
и окружает глотку над Аристотелевым фонарем
(рис. 1, 2, wvr). Оно оказывается как бы вставлен-
ным между двумя другими целомическими коль-
цами: перивисцеральным целомом (рис. 1, hgc),
представляющим главную полость тела морского
ежа, и обширным периоральным целомом (рис. 1,
poc), окружающим челюстной аппарат. Между
целотелиями всех трех целомических колец – ам-
булакрального, перивисцерального и периораль-
ного – проходит оральное кровеносное кольцо.

Каменистый канал (рис. 1, sc) располагается в
верхней, аборальной половине тела S. pallidus, и
на своем оральном конце впадает в амбулакраль-
ное кольцо (рис. 1, wvr). Аборальный конец каме-
нистого канала открывается в ампулу мадрепори-
та (рис. 1, amp), которая представляет собой очень
уплощенную целомическую цистерну (производ-
ное левого аксоцеля). С внешней средой мадре-

Рис. 1. Организация целомической системы Strongylocentrotus pallidus. amp – мадрепоровая ампула; an – анальное от-
верстие; axc – осевой целом; egc – эпигастрический целом; gnc – генитальный целом; gut – кишечная трубка; hgc – ги-
погастрический целом; m – рот; mdp – мадрепоровая пластинка; pac – перианальный целом; pcd – перикардиальный
целом; poc – периоральный целом; sc – каменистый канал; spr – соматоцельное перигемальное кольцо; wvr – амбула-
кральное кольцо.
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поровая ампула сообщается посредством множе-
ства (на изученных экземплярах до 200) тонких
поровых каналов, которые пронизывают толщу
мадрепоровой пластинки (рис. 1, mdp). Снизу, со
стороны радиуса D, в мадрепоровую ампулу откры-

ваются каменистый канал (рис. 1, sc) и осевой це-
лом (производное левого аксоцеля) (рис. 1, axc).

Осевой целом S. pallidus (рис. 1, axc) вытянут
вдоль каменистого канала, к которому примыка-
ет вплотную со стороны радиуса С. В аборальной

Рис. 2. Производные левого соматоцеля Strongylocentrotus pallidus на сагиттальном срезе в области интеррадиуса CD.
an – анальное отверстие; gnc – генитальный целом; hgc – перивисцеральный целом, образованный в результате слия-
ния гипогастрического и эпигастрического целомов; m – рот; pac – перианальный целом; poc – периоральный целом;
spr – соматоцельное перигемальное кольцо; wvr – амбулакральное кольцо.
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области осевой целом представляет собой обшир-
ную, хорошо заметную на гистологических срезах
полость. В других участках полость осевого цело-
ма практически вытеснена разросшимся осевым
органом и поэтому представлена узкими щеле-
видными пространствами. На аборальной сторо-
не осевой целом сообщается с ампулой мадрепо-
рита (рис. 1, amp), а на оральной стороне оканчи-
вается слепо в области впадения каменистого
канала в амбулакральное кольцо. Аксоцельного
перигемального целомического кольца осевой
целом S. pallidus не образует.

Перикардиальный целом S. pallidus (производ-
ное правого аксоцеля) (рис. 1, pcd) представляет
собой дисковидный целомический компартмент,
не сообщающийся ни с какими иными целомиче-
скими полостями. С аборальной стороны пери-
кард граничит с мадрепоровой ампулой (рис. 1,
amp). На оральной стороне, со стороны радиуса С, к
перикарду примыкают осевой целом (рис. 1, axc) и
генитальный целом (рис. 1, gnc), а со стороны ради-
уса D – перивисцеральный целом (рис. 1, hgc).

Генитальный целом (производное левого со-
матоцеля) (рис. 1, 2, gnc) представляет собой це-
ломическое кольцо, примыкающее к аборальной
стенке тела S. pallidus и окружающее заднюю
кишку. Генитальное кровеносное кольцо прохо-
дит в мезентерии между генитальным целомом и
перивисцеральным целомом.

В самой аборальной части тела S. pallidus име-
ется маленькое целомическое кольцо, окружаю-
щее заднюю кишку. Это перианальное кольцо
(рис. 1, 2, pac), происходящее от левого соматоце-
ля. Оно примыкает к обширному перивисцераль-
ному целому.

Перивисцеральный целом (рис. 2, hgc) пред-
ставляет собой очередное целомическое кольцо,
окружающее кишку. Он образуется в результате
слияния двух целомических полостей: одного из
производных левого соматоцеля (гипогастрическое
целомическое кольцо) (рис. 1, hgc) и единственного
производного правого соматоцеля (эпигастриче-
ское целомическое кольцо) (рис. 1, egc).

Периоральное (или перифарингеальное) це-
ломическое кольцо S. pallidus (рис. 1, 2, poc) рас-
полагается в оральной половине тела животного
и окружает глотку. Оно имеет очень сложную
форму, поскольку вдается во внутренние желоба
пирамид, в пространства между самими пирами-
дами, заключает в себя зубы, т.е. как бы “обвола-
кивает” многочисленные известковые элементы
Аристотелева фонаря. Периоральный целом
окружен перивисцеральным целомом с боков и с
аборальной стороны. В циркуморальном мезен-
терии между перивисцеральным и периораль-
ным целомами проходит оральное кровеносное
кольцо.

Соматоцельное перигемальное целомическое
кольцо S. pallidus (производное левого соматоце-
ля) (рис. 1, 2, spr) лежит в самой оральной части
тела. Здесь оно окружает челюстной аппарат и
примыкает к периоральному целому. От сомато-
цельного перигемального кольца в каждый ради-
ус отходит по паре целомических выростов.

Таким образом, целомы S. pallidus, за исключе-
нием осевого и перикардиального, образуют серию
из 7 циркуминтестинальных колец, расположенных
вдоль орально-аборальной оси тела. Подобное рас-
положение целомических колец характерно и для
других групп иглокожих. В частности, у разных ви-
дов морских звезд можно насчитать от 6 до 7 колец,
у офиур – 7, у голотурий – 4, у морских лилий – 4
[10–12].

Наличие метамерных целомических колец у
Echinodermata позволяет предполагать, что мета-
мерия иглокожих происходит от метамерии,
свойственной общим предкам вторичноротых
животных (рис. 3). Метамерия Hemichordata
складывается из следующих элементов: 1) пред-
ротовой сегмент, содержащий диссимметричные
левый (хоботный) и правый (перикардиальный)
целомы, 2) околоротовой сегмент, содержащий
симметричные воротниковые целомы, и 3) туло-
вищный целом, в котором диссепименты не со-
храняются, но метамерия туловищного отдела
очевидна в метамерии жаберных пор, жаберных
щелей и дивертикулов кишечника. У хордовых
животных метамерия выражается в наличии пре-
мандибулярных, мандибулярных и туловищных
сомитов. Это позволяет предполагать, что общий
предок Deuterostomia обладал метамерией, сход-
ной с таковой у Annelida или зародышей Arthrop-
oda, т.е. обладал предротовым сегментом, около-
ротовым сегментом и метамерным туловищем.
В каждом из сегментов имелась пара целомиче-
ских мешков. У Hemichordata и Cephalochordata
имеет место диссимметрия в организации цело-
мов предротового отдела. Как известно, иглоко-
жие обладают значительно более выраженной
диссимметрией целомов, чем все остальные вто-
ричноротые. У иглокожих сохраняется только ле-
вый гидроцель (гомолог левого воротникового
целома). Как следует из данных настоящей рабо-
ты и данных других исследователей [10–12], дис-
симметричным оказывается и строение туловищ-
ных целомов. В частности у S. pallidus имеется
5 целомических колец, происходящих от левого
соматоцеля личинки, и только одно происходя-
щее от правого соматоцеля. Такое же соотноше-
ние характерно и для морских звезд, офиур, голо-
турий и морских лилий.

Для объяснения диссимметричной организа-
ции иглокожих предлагались гипотезы, согласно
которым предполагаемые предки иглокожих бы-
ли обращены к субстрату правой стороной тела, в
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результате чего и возникла диссимметрия цело-
мов [13, 14]. При этом щупальцевый аппарат ле-
вой стороны тела и левый гидроцель сохрани-
лись, тогда как щупальцевый аппарат на правой
стороне и соответствующий ему правый гидро-
цель подверглись полной редукции [13, 14]. Мож-
но предполагать, что в этом случае редукции под-

верглись также и большинство метамерных сома-
тоцельных целомов правой стороны (рис. 3).

С другой стороны, Холланд предполагает, что
редукция правых переднего и среднего целомов
объясняется лежанием на левом боку [15]. Впо-
следствии предки иглокожих перешли к при-
крепленному образу жизни, в результате чего

Рис. 3. Реконструкция возможного хода эволюции целомической системы Echinodermata.

Левый предротовой целом (левый аксоцель)

Прикрепление
задним концом

Лежание на правом боку

Билатерально-симметричный
предок Deuterostomia

Левый околоротовой = щупальцевый целом (левый гидроцель)

Правый околоротовой = щупальцевый целом (правый гидроцель)

Левые туловищные целомы (левый соматоцели)

Правые туловищные целомы (правые соматоцели)

Правый предротовой целом (правый аксоцель)



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 501  2021

ЦЕЛОМИЧЕСКАЯ СИСТЕМА ПРЕДСТАВИТЕЛЯ МОРСКИХ ЕЖЕЙ 591

сформировалась вторичная радиальная симмет-
рия, а сохранившиеся левые целомы воротнико-
вого и туловищного отделов сформировали цир-
куминтестинальные целомические кольца (рис. 3).
Любопытно, что у Echinodermata даже расположе-
ние целомических колец соответствует тому поряд-
ку, в котором располагаются метамерные целомы у
полухордовых и хордовых. Аксоцельное периге-
мальное кольцо (которое отсутствует у морских
ежей) соответствует самому переднему хоботному
целому полухордовых (премандибулярным соми-
там хордовых), за ним следует амбулакральное
кольцо, гомологичное левому воротниковому це-
лому полухордовых (левому мандибулярному со-
миту хордовых), далее следуют соматоцельный
перигемальный целом, периоральный целом, ги-
погастрический целом и генитальный целом, кото-
рые соответствуют левым туловищным сомитам
хордовых. Эпигастрический целом, происходящий
от правого соматоцеля личинки, вероятно, соответ-
ствует стебельку предполагаемого предка, который
использовался как заякоривающий орган. В рам-
ках предлагаемой гипотезы предки иглокожих за-
якоривались в субстрате модифицированным
задним концом тела, на основе которого сформи-
ровался стебелек сидячих представителей этого
типа. На первый взгляд последнему предположе-
нию противоречит тот факт, что личинки совре-
менных морских лилий прикрепляются к суб-
страту предротовым участком тела. Этот факт
обычно интерпретируется как свидетельство то-
го, что стебелек морских лилий происходит от
предротовой лопасти личинки. Однако если бы
это было справедливо, то в стебельке морских ли-
лий находились бы производные аксоцеля (пред-
ротового целома). Но в стебельке морских лилий
находятся производные правого соматоцеля (ка-
мерный орган). По нашему мнению, в онтогенезе
морских лилий нашли отражение два процесса: 1)
ползание предковых форм на предротовой лопа-
сти, подобно тому, как это сейчас имеет место у
крыложаберных полухордовых (Graptolithoidea,
бывшие Pterobranchia); 2) прикрепление задним
концом тела, как это свойственно молодым ки-
шечнодышащим полухордовым (Enteropneusta).

Разумеется, предложенная гипотеза нуждается
в обосновании данными современной биологии
развития и в подкреплении палеонтологическим
материалом.
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COELOMIC SYSTEM OF THE SEA URCHIN STRONGYLOCENTROTUS 
PALLIDUS (ECHINODERMATA, ECHINOIDEA) AND THE PROBLEM 

OF COELOMIC METAMERISM IN ECHINODERMS
O. V. Ezhovaa, #, J. A. Kokurkinaa, K. I. Belolubskayaa, and Academician of the RAS V. V. Malakhova

a Lomonosov Moscow State University, Biological Faculty, Moscow, Russian Federation
#e-mail: olga.ejova@gmail.com

The representatives of the main phylogenetic clades of Bilateria have metamerism. Among Deuterostomia,
metamerism is characteristic of hemichordates and chordates. It is shown that sea urchins have 7 metameric
coelomic rings located along the oral-aboral axis of the body. A similar coelomic metamerism is also charac-
teristic of representatives of other classes of echinoderms. A hypothesis has been proposed according to which
the metameric coelomic rings of echinoderms are a legacy of metamerism inherent in the common ancestor
of Deuterostomia. Dissymmetry in the structure of echinoderm coeloms is the result of ancestral forms lying
on the right side, which led to a reduction of the coeloms on the right side. During a sedentary lifestyle, the
left coeloms formed metameric coelomic rings.

Keywords: metamerism, coeloms, dissymmetry, origin of echinoderms


